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“Depois de uma longa espera consegui, finalmente, plantar o meu jardim. Tive de
esperar muito tempo porgue jardins precisam de terra para existir. Mas a terra eu nao
tinha. De meu, eu sé tinha o sonho. Sei que é nos sonhos que os jardins existem, antes
de existirem do lado de fora. Um jardim é um sonho que virou realidade, revelacédo de
nossa verdade interior escondida, a alma nua se oferecendo ao deleite dos outros, sem
vergonha alguma... Mas os sonhos, sendo coisas belas, séo coisas fracas. Sozinhos, eles
nada podem fazer: passaros sem asas... S&0 como as cangdes, que nada sdo até que
alguém as cante; como as sementes, dentro dos pacotinhos, a espera de alguém que as
liberte e as plante na terra. Os sonhos viviam dentro de mim. Eram posse minha. Mas a
terra ndo me pertencia...”

Rubem Alves
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RESUMO

Ferrugem da folha, causada por Puccinia coronata f. sp. avenae, é a principal
doenca da aveia (Avena sativa L.). Tradicionalmente, a resisténcia utilizada nos
programas de melhoramento é a completa, controlada por um ou poucos genes, sendo
superada rapidamente pelo patdégeno. H& varias décadas, tem sido sugerido que a
resisténcia parcial pode ser mais duravel. A cultivar URS 21 apresenta resisténcia
parcial a ferrugem da folha e tem permanecido resistente desde seu langamento, no ano
2000. Este estudo visou identificar aspectos bioquimicos e moleculares envolvidos na
resisténcia parcial de URS 21 a ferrugem da folha. Foram utilizados dois genotipos
suscetiveis e um completamente resistente como controles. Em plantulas e plantas
inoculadas com o patdgeno, foi verificado em URS 21 um aumento na sintese de
compostos fendlicos maximo em 24 horas apds a inoculagédo (hai), enquanto que URS
22 (suscetivel) teve aumento tardio, 120 hai, provavelmente relacionado com a
colonizacdo do fungo. Em URS 21, foi verificado aumento da expressdo de genes
envolvidos na producdo de avenantramidas, elevada concentracdo de compostos
fendlicos totais, expressdo de peroxidase, acimulo de peroxido na epiderme, 24 hai,
sugerindo sintese de compostos fendlicos estruturais. O decréscimo na producdo de
perdxido, em URS 21, a partir de 24 hai, também pode dever-se a producéo de fenolicos
estruturais. Além disso, em 24 hai, a atividade de ascorbato peroxidase, catalase e
glutationa peroxidase, em URS 21, foram inferiores aos demais tempos, sugerindo que o
perdxido foi consumido por peroxidases na sintese de fendlicos estruturais. Em plantas
adultas de URS 21, inoculadas com o fungo, houve incremento na concentracdo de
saponinas esteroidais, até 72 hai, enquanto que URS 22 em 48 hai, apresentou 15% da
concentracdo maxima encontrada em URS 21, evidenciando a importancia deste
composto na resisténcia parcial a ferrugem da folha em URS 21. Além disso, a analise
da expressao génica e transcriptdmica indicou a sintese de saponinas esteroidais do tipo
avenacosides em URS 21. Das sequéncias geradas pelo RNA-sequenciamento, com
funcdo conhecida, muitas estdo envolvidas no metabolismo secundéario, estresse
oxidativo, regulacdo transcricional, transporte, morte celular e defesa. Conclui-se que
compostos fendlicos e saponinas sdo 0s principais componentes do mecanismo de
defesa a resisténcia parcial a ferrugem da folha de URS 21.

! Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil, (188p.) Julho, 2012.
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ABSTRACT

Crown rust caused by Puccinia coronata f. sp. avenae is the main disease of oats
(Avena sativa L.) in the world. Traditionally, the resistance exploited by oat breeders
completely prevents reproduction of the fungus on the host and it segregates as a single
or a few genes, thus, it is rapidly overcome by the pathogen. For several decades, it has
been suggested that the partial resistance can be more durable. The Brazilian oat cultivar
URS 21 is partially resistant and has remained resistant to crown rust since its release
2000. This study aimed to identify the biochemical and molecular mechanisms involved
in the partial resistance of URS 21 to crown rust. Two susceptible and one completely
resistant cultivar were used as control. URS 21 adult plants and seedlings inoculated
with the pathogen showed increasing of total phenolics, with maximum value at 24
hours after inoculation (hai), however in URS 22 (susceptible) there was a later
increase, at 120 hai, probably related to the fungus colonization. In URS 21, genes
involved in production of avenantramids were up regulated after 24 hai. The increase in
the concentration of phenolic compounds, peroxidase expression and accumulation of
peroxide in the epidermis, was due to the action of peroxidases at 24 hai and indicated
that structural synthesis of phenolic compounds was involved in partial resistance in
URS 21. The decrease in peroxide production in URS 21, at 24 hai, may be related to
the assembly of structural phenolics. Furthermore, the reduction in the activity of
ascorbate peroxidase, catalase and glutathione peroxidase in URS 21, at 24 hai,
indicated that peroxide has been consumed by peroxidase and structural phenolics
synthesis. After 48 hai, in resistant genotypes, fluorescent cells, indicative of cell death,
were visualized. In inoculated URS 21 adult plants, an increase in the concentration of
steroidal saponins was observed at 72 hai, while in URS 22 an increase was observed in
this compound at 48 hai, about 15% of the maximum concentration found in URS 21,
demonstrating the importance of this compound in partial resistance to crown rust in
URS 21. Furthermore, gene expression and transcriptomics indicated the synthesis of
avenacosides, a type of steroidal saponina, in URS 21. Several sequences generated by
RNA sequencing were involved in secondary metabolism, oxidative stress,
transcriptional regulation, transport, cell death and defense. The data suggest that
phenolic compounds and saponins are the main defense mechanisms of partial
resistance to crown rust in URS 21.

! Doctoral Thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (188p.) July, 2012.
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1 INTRODUCAO

A aveia (Avena sativa L.), espécie pertencente a familia Poaceae, destaca-se por
suas propriedades nutricionais, apresentando 16-21 % de proteina no grdo. O farelo e a
farinha de aveia diminuem os niveis séricos de colesterol total, devido a presenca da
fibra soluvel B-glucana. Além disso, a utilizagdo da aveia na alimentacdo humana
permite melhoria na digestdo, reducdo da pressdo sanguinea, de doencas do coragdo e
cancer de intestino. A aveia também é uma fonte de antioxidantes, que atuam na
remoc&o de radicais livres do organismo.

A aveia cultivada € importante tanto para a alimentacdo humana como animal,
também pode ser utilizada como pastagem de inverno ou adubo verde, com efeito
recuperador do solo. Cultivada em varias regies do mundo, apresenta cerca de 14
milhdes de hectares em area plantada e uma producédo anual de 30 milhdes de toneladas,
representando 1,6% da producdo mundial total de grdos. Porém, a producdo de aveia
tem sido reduzida mundialmente devido a diversos fatores.

A ferrugem da folha ¢ a principal doenca da aveia em nivel mundial. No Brasil,
esta doenca ocorre anualmente e apresenta alta severidade, diminuindo tanto a
quantidade como a qualidade dos gréos de aveia.

A principal forma de controle de doencas fangicas em aveia tem sido através da
resisténcia genética. No Brasil, esse controle tem quase sempre sido complementado
com o uso de fungicidas, especialmente no caso de ferrugem da folha, para a qual a
resisténcia genética ndo tem sido duravel, de modo geral, levando a um aumento do

custo de producéo.



O tipo de resisténcia mais utilizada é a conferida por genes de efeitos maiores no
fenotipo, que conferem resisténcia especifica a raga. Entretanto, esta tem se mantido
efetiva por um periodo de tempo muito curto, devido a alta pressdo de selecéo existente
sobre o pat6geno, levando a rapida superacdo da resisténcia. A utilizacdo de resisténcia
parcial, que geralmente é conferida por genes de efeitos menores no fenétipo, € uma
alternativa para esse problema, pois permite a sobrevivéncia do patégeno, interferindo
negativamente na sua taxa de desenvolvimento e reproducdo, reduzindo a selecéo de
racas mais virulentas.

A melhor perspectiva do melhoramento para o controle da ferrugem da folha
consiste em empregar combinacdes de genes, independente de terem efeito maior ou
menor no fendtipo. Desta forma, torna-se importante o entendimento dos mecanismos
moleculares e bioquimicos envolvidos na resisténcia parcial. A identificacdo de genes
responsaveis pela resisténcia parcial, além de possibilitar o entendimento dos
mecanismos envolvidos na interacdo planta-patdgeno, possibilitara uma aplicagéo direta
no melhoramento genético, seja para o desenvolvimento de marcadores funcionais ou
para o desenvolvimento de novas cultivares com resisténcia ndo especifica a raca de

ferrugem da folha e, provavelmente, mais duravel.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Determinar os mecanismos envolvidos na resisténcia parcial a ferrugem da folha
da cultivar URS 21 de aveia, gendtipo amplamente cultivado no Brasil ha mais de 10

anos e que apresenta uma boa protecdo contra ragas do fungo.

1.1.2 Objetivos especificos

e Analisar temporalmente a producdo de compostos fendlicos e saponinas
esteroidais, visando investigar 0 seu envolvimento nos mecanismos de
resisténcia parcial em resposta a ferrugem da folha.

e Analisar ao longo do tempo o0 estresse oxidativo em resposta a infeccdo de
Puccinia coronata f. sp. avenae em aveia.

e Investigar mecanismos histolégicos envolvidos na resisténcia parcial em
resposta a infeccdo de Puccinia coronata f. sp. avenae em aveia.

e Avaliar a expressdo de genes envolvidos na producdo de metabolitos
secundarios em resposta a infeccdo com Puccinia coronata f. sp. avenae, a partir
de sequéncias depositadas em banco de dados.

e Avaliar a expressdo de genes envolvidos no estresse oxidativo em resposta a
infeccdo com Puccinia coronata f. sp. avenae, a partir de sequéncias depositadas
em banco de dados.

e Caracterizar os mecanismos moleculares da resisténcia parcial a ferrugem da
folha em aveia através do RNA-sequenciamento.

e Caracterizar in silico as sequéncias obtidas através do RNA-sequenciamento,
envolvidas na resisténcia parcial, em resposta a infeccdo de Puccinia coronata f.

Sp. avenae em aveia.



1.2

Hipoteses

Existe diferenca temporal e espacial na producdo de metabdlitos secundarios
entre gendtipos de aveia parcialmente resistentes e suscetiveis a ferrugem da
folha.

O metabolismo oxidativo em resposta a ferrugem da folha é diferenciado
temporalmente e espacialmente entre genotipos resistentes e suscetiveis de aveia
branca.

Ha diferenca na expressdo génica de plantas suscetiveis e parcialmente
resistentes a ferrugem da folha em aveia ap6s infecgéo.

Através do RNA-sequenciamento é possivel identificar sequéncias importantes e

envolvidas na resisténcia parcial a ferrugem da folha em aveia.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aveia

A aveia branca (Avena sativa L.) pertence a familia Poaceae, tribo Avenae.
Espécie anual, autdgama, alohexapldide com niimero cromossémico 2n=6x=42, sendo 0
conjunto basico de cromossomos igual a sete, combinando os genomas AACCDD de
trés espécies ancestrais diploides (Thomas, 1992). Trabalhos indicam que os genomas A
e D sdo mais relacionados que o terceiro genoma C (Murphy & Jallen, 2000). Além
disso, a aveia se caracteriza por possuir 0 maior genoma entre as gramineas cultivadas
(Thomas, 1992). Estas caracteristicas permitem que a aveia torne-se uma espécie
adaptada aos mais diversos tipos de solo e clima (Leggett, 1992).

O centro de origem da aveia branca situa-se na Asia e Mediterraneo.
Inicialmente a espécie desenvolveu-se como invasora nas culturas de cevada e trigo, até
sua domesticacdo no continente Europeu (Gutkoski & Pedd, 2000). Este cereal
apresenta uma ampla adaptacdo, sendo cultivado em diferentes partes do mundo. Sua
maior distribuicdo e cultivo concentram-se em areas de clima temperado e Uumido, na
América do Norte, Europa e Russia (Murphy & Hoffman, 1992). Em 2009, o pais com
maior producdo mundial foi a Russia, seguida do Canada, Pol6nia e Estados Unidos
com producbes de 54, 2,8, 1,4 e 1,25 milhdes de toneladas, respectivamente
(FAOSTAT, 2011). Na América Latina, Brasil e Argentina sdo 0os maiores produtores,

sendo sua introducdo atribuida aos imigrantes europeus. Pelos dados da FAO, em 2009,



0 Brasil ocupava a vigésima posicdo mundial, com uma producéo de cerca de 240 mil
toneladas, quantidade que cresceu significativamente desde 1995 (FAOSTAT, 2011).
Segundo a CONAB (2011) para as safras 2010 e 2011, a produgéo de aveia no Brasil
aumentou para 369 mil toneladas, embora o pais ja tenha chegado a produzir 516,5 mil
toneladas em 2005; sendo o estado do Rio Grande do Sul o maior produtor, seguido
pelo Parana.

A aveia é uma espécie anual cujo ciclo de vida varia de 120 dias a cerca de 200
dias, dependendo da cultivar e das condi¢cdes edafoclimaticas da regido de cultivo
(Gutkoski & Ped6, 2000). Possui habito de crescimento cespitoso, podendo atingir uma
estatura de 0,70 a 2,00 m. Apesar da grande diversidade quanto ao fotoperiodo, a aveia
é considerada uma planta de dias longos, que devido ao intenso melhoramento genético
e a variabilidade existente estd adaptada a varios ambientes, podendo ser amplamente
cultivada (Shands & Cisar, 1988).

Até o final da década de 1970 as variedades cultivadas no Brasil eram
provenientes dos EUA e Argentina. Esses materiais em condigdes brasileiras de cultivo
apresentavam ciclo de vida longo, de aproximadamente 150 dias, estatura elevada (150
cm), 0 que proporcionava acamamento, baixa adaptacdo, reduzida produtividade e
qualidade insatisfatoria de grdos. Assim, a aveia foi preterida por outras culturas de
inverno e o Brasil passou a ser importador do gréo da Argentina e Uruguai (Federizzi &
Pacheco, 2009).

Em 1974, deu-se inicio na Universidade Federal do Rio Grande do Sul o
Programa de Melhoramento Genético da Aveia, com o objetivo principal de transformar
a aveia branca de uma planta produtora de forragem em produtora de grdos de alta
qualidade. Desta forma, foram introduzidas dos EUA populacdes segregantes e,

posteriormente, foram realizados cruzamentos intraespecificos. Os caracteres que



receberam maior atencdo foram altura de planta, dias para florescimento e ciclo até a
maturacdo, rendimento de gréos, tolerancia ao aluminio, uniformidade e qualidade dos
gréos e resisténcia a doencas (Federizzi & Pacheco, 2009).

Atualmente a aveia é um dos principais cultivos durante o periodo do inverno no
sul do Brasil, sendo uma excelente alternativa no sistema de rotagdo com o trigo. A
importancia desta cultura é devido & sua versatilidade, pois além de servir como
alternativa para o sistema de rotacdo de culturas pode ser utilizada para a produgéo de
forragem verde, feno, silagem ou gréos e cobertura verde ou morta do solo (Floss, 2002;
Federizzi & Mundstock, 2004). O uso da aveia no sistema de plantio direto € bastante
interessante devido a sua elevada relacdo C/N, proporcionando uma menor velocidade
de decomposicdo da palha; assim, o solo fica coberto por um maior periodo de tempo.
Além disso, outra razdo para 0 uso da aveia no plantio direto € a quebra do ciclo de vida
de alguns patogenos do trigo e cevada, tais como Gaeumannomyces graminis var. tritici
e Pyrenophora teres. Desta forma, a rotagdo com aveia apresenta-se como um método
de controle cultural desses patogenos (Federizzi, 2002).

No Brasil, a aveia é atualmente cultivada em cerca de 150.000 ha, concentrados
quase que totalmente na Regido sul do pais. Entretanto, o rendimento médio das
lavouras de aveia no pais ainda é considerado baixo, em torno de 2,5 t.ha™® (FAOSTAT,
2011). Um dos fatores responsaveis por esta baixa produtividade ¢ a ocorréncia de
doencas, sendo portanto, a resisténcia genética um dos principais objetivos dos
programas de melhoramento em nivel mundial (Ohm & Shaner, 1992, Federizzi, 2000;
Oates, 2000).

2.2 Ferrugem da folha

A principal doenca da aveia em nivel mundial é a ferrugem da folha e os danos

causados a cultura sdo resultantes das modificacbes fisiologicas causadas pelo



desenvolvimento do fungo. Desta forma, € verificada uma correlagdo negativa entre o
rendimento de linhagens de aveia e a severidade da ferrugem da folha (Martinelli et al.,
1994; Caierdo et al., 2001; Chaves et al., 2004). Em cultivares suscetiveis, sob infeccdo
natural e em condicGes de campo, niveis de até 90 % de severidade da doenca com
reducdo no rendimento de até 80 % foram observados no sul do Brasil (Martinelli et al.,
1994; Chaves et al., 2002) A maior reducdo observada do rendimento de grdos devido a
ferrugem da folha foi de 95 % na cultivar UPF 16 (Martinelli & Buss, 1999). Estas
perdas sdo consequéncia da agressividade da populacdo do patdgeno, a caréncia de
genes efetivos de resisténcia e as condi¢des favoraveis do ambiente, por longos
periodos, para o desenvolvimento do patdgeno (Chaves et al., 2008). Portanto,
cultivares suscetiveis tém seus rendimentos severamente afetados, necessitando do uso
de fungicidas, o que pode proporcionar menores danos a producédo (Simons & Murphy,
1961; Forcelini & Reis, 1997).

O patogeno prejudica a fotossintese das plantas, o que ocasiona a diminuicdo do
rendimento, além de provocar um menor peso de grdos e maior taxa de quebra de gréos
durante o descascamento, acarretando a reducdo na qualidade industrial, nutricional e no
valor do produto (Simons, 1985; Cruz et al., 1999; Doehlert & McMullen, 2000;
Doehlert et al., 2001).

Doenca mais importante da cultura, a ferrugem da folha é encontrada em todas
as regides de cultivo da aveia no mundo, sendo mais severa em areas Umidas (periodo
de molhamento foliar minimo de 6 horas) e temperatura média entre 16 e 20 °C (Rooney
et al., 1994; Matzembacher, 1999). O agente causal da ferrugem da folha em aveia € o
fungo biotréfico Puccinia coronata Corda f. sp. avenae Eriksson, pertencente ao filo
Basidiomycota, classe Urediniomycetes, ordem Uredinales, familia Pucciniacea. Este se

caracteriza por ser um parasita obrigatorio e apresentar uma alta especializacdo



fisioldgica. Na fase assexual, o fungo é disseminado atraves de uredésporos, que podem
percorrer até 2.000 km de disténcia pelo vento (McDonald & Linde, 2002). Os
ureddsporos germinam em temperaturas que variam de 2 a 33 °C, sendo as temperaturas
Otimas entre 18 e 22 °C, e umidade relativa de 100 % (Forcelini & Reis, 1997). Assim
como 0s demais patdgenos responsaveis pelas ferrugens em hospedeiros da familia
Poaceae, P. coronata f. sp. avenae, se caracteriza por ser heteroécio (necessita de duas
espécies hospedeiras para completar seu ciclo) e policiclico (varios ciclos secundarios),
completando cada ciclo entre 7 e 10 dias (Roelfs et al., 1992; Agrios, 2005; Webster &
Weber, 2007). Cada fase € marcada por propriedades fisiolégicas e morfoldgicas Unicas.
Sendo que este fungo pode apresentar até cinco estadios em seu ciclo de vida (Harder &
Haber, 1992; Heath, 1997). A ferrugem da folha é especialmente destrutiva quando o
inverno é ameno e a primavera é imida. Ataca as espécies de aveia branca (A. sativa) e
preta (Avena strigosa), sendo que algumas racas também ocorrem em azevem
(Forcelini, 2002).

O desenvolvimento da ferrugem ocorre durante a fase uredial do fungo, apés a
deposicdo dos uredosporos no hospedeiro e sua germinacdo (Leonard & Szabo, 2005).
Esta germinacdo ocorre em condi¢des de alta umidade, quando um filme de &gua,
geralmente proveniente de orvalho, cobre a superficie da folha (Harder & Haber, 1992;
Heath, 1997), porém existem evidéncias que a presenca de alguns ions e mudancas de
pH também podem estimular a germinacédo dos esporos (Couey & Smith, 1961).

A germinacdo do uredosporo resulta na formacgdo do tubo germinativo. Os tubos
germinativos de P. coronata f. sp. avenae penetram atraves dos estdbmatos, localizando-
se internamente na camara subestomatica (Harder & Haber, 1992). Quanto maior a
quantidade de energia gasta no crescimento do tubo germinativo menores sdo as

chances de se estabelecer uma colbnia vigorosa, uma vez que, até a formacdo de
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haustorios, todo crescimento flngico depende somente das reservas presentes no esporo
(Niks, 1990; Read et al., 1992).

Os tubos germinativos de Puccinia spp. possuem grande capacidade de perceber
sinais fisicos na superficie foliar dos hospedeiros (Allen et al., 1991; Read et al., 1992).
De 91 a 99 % dos tubos germinativos formados por P. graminis e P. hordei formam
apressorios ao encontrar o estdmato da planta. Read et al. (1997) ao testar um substrato
artificial demonstraram que 83 a 86 % dos tubos germinativos formados por estas
espécies sdo induzidos a formar apressorios somente através de sinais topograficos.
Sugere-se que o0 tubo germinativo seja capaz de perceber as caracteristicas topograficas
do complexo estomatico, como a posi¢do e 0 espacamento das células adjacentes aos
estomatos, bem como a forma e tamanho destes nos diferentes cereais e, assim, induzir
a formacdo de apressorios (Collins & Read, 1997; Staples, 2000; O’Connell &
Panstruga, 2006) .

Além dos sinais fisicos, sinais quimicos da folha, como ceras epicuticulares,
gradiente de pH ao redor do estobmato e compostos volateis liberados pelos estbmatos,
influenciam na formacdo de apressorios. Collins et al. (2001) ao isolarem estimulos
fisicos através da inducdo em substratos artificiais e quimicos via aplicacdo de
compostos volateis liberados pelos estdmatos na inducdo da formacéo de apressorios de
P. graminis f. sp. tritici, relataram uma taxa de formacao de cerca de 60%, 12 h apds a
inoculacéo (hai). Quando avaliaram o efeito combinado dos sinais, este valor aumentou
para cerca de 90 %, demonstrando a importancia de ambos na diferenciacdo dos
apressorios.

A formacéo tanto de ureddsporos como de tubo germinativo ocorre a noite em
presenca de um filme de adgua na superficie da folha. Estudos com P. graminis indicam

que o desenvolvimento é paralisado apds a formacdo do apressorio até a proxima
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manhd, quando o crescimento é restabelecido através do estimulo de luz. A luz estimula
os processos fotossintéticos, que reduzem a taxa interna de CO,, permitindo o
desenvolvimento do apressorio. A penetracdo do apressorio de P. graminis nao foi
observada em plantas de trigo estioladas, submetidas a ambiente com altas taxas de CO,
(Yirgou & Caldwell, 1963; Leonard & Szabo, 2005). Além disso, para P. striiformis foi
verificado que a intensidade luminosa incrementa a taxa de penetracdo, entretanto, a
penetracdo através dos estbmatos também ocorre em periodos de auséncia de luz,
sugerindo que outros fendmenos controlados pela luz estdo envolvidos neste processo
(Vallavieille-Pope et al., 2002).

Apo6s a penetragdo do fungo na camara subestomatica, forma-se uma vesicula
subestomatal e hifas infectivas. Em trigo, este processo ocorre cerca de 6 h apds a
inoculagdo com P. triticina (Hu & Rijkedaberg, 1998). As hifas infectivas, ao entrarem
em contato com a parede celular de celulas do meséfilo da planta diferenciam-se em
células mée do haustorio, cerca de 12 h apds a inoculagdo. Estas formam um grampo
estreito e penetram a parede celular hospedeira, provavelmente por dissolugédo
enzimatica e pressdo. No espaco periplasmatico, uma célula especializada expande-se
formando o haustorio, cerca de 24 h apos inoculagdo (Figura 1). Apds este periodo
inicia-se o crescimento de hifas intercelulares, até que uma coldnia fangica forme-se
dentro do tecido hospedeiro. Sugere-se que a hifa infectiva é capaz de absorver
nutrientes antes da formacdo do primeiro haustorio, esta absorcdo limita-se a alguns
aminodacidos. A absorcdo de carboidratos € feita somente pelos haustorios, que repassam
os carboidratos para a hifa celular (Heath, 1981; Harder & Haber, 1992; Heath, 1997;
Hu & Rijkedaberg, 1998; Struck et al., 2002; Leonard & Szabo, 2005).

Os haustorios desenvolvem-se dentro do limen, mas permanecem fora da

membrana plasmatica da célula do hospedeiro. A interface formada entre planta e
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FIGURA 1. Diferenciacdo temporal das estruturas de infeccdo de Uromyces fabae Pers.
Adaptado de http://www.botany.ubc.ca/bakkeren/rust%20infection%20process.htm.

patdgeno compreende a membrana plasmatica da planta e a parede celular do fungo,
uma membrana interfacial derivada da planta (membrana extra-haustorial) e uma matriz
interfacial (matriz extra-haustorial) que separa a membrana interfacial da parede celular
do fungo (O’Connell & Panstruga, 2006).

A formacdo de haustorios € um elemento chave para manutencdo da vida dos
organismos biotréficos, facilitando sua interacdo com a célula hospedeira. Estes
desempenham funcdo ndo sé na aquisicdo de nutrientes, mas também nas vias
biossintéticas, supressdo de defesas do hospedeiro e redirecionamento de metabdlitos da
planta (Voegele et al., 2001; Voegele & Mendgen, 2003). Assim, a interface entre a
célula hospedeira e o haustorio media uma interacdo dindmica envolvendo extensivo
trafico de nutrientes e moléculas de sinalizacdo. Proteinas efetoras secretadas pelo
patdgeno podem entrar no citoplasma hospedeiro, alterar 0 metabolismo hospedeiro e
rotas de defesa. Desta forma as correspondentes proteinas de resisténcia (R) da planta

podem reconhecer as proteinas efetoras do patégeno que sdo denominadas de proteinas
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Avr (Dodds et al., 2007). Apds a formagdo do primeiro haustério, a hifa infectiva
desenvolve outras células mae do haustorio. Sendo a energia para producdo dos
primeiros haustorios proveniente de reservas presentes nos ureddsporos e 0
desenvolvimento de haustérios subsequentes dependentes do estabelecimento de uma
interacdo compativel de parasitismo (Szabo & Bushnell, 2001; Panstruga, 2003;
Leonard & Szabo, 2005).

Em interagdes compativeis, ou seja, que hd o desenvolvimento da doenca, a
formacdo de colbnias estd associada a formacdo de tecido esporogénico, um tecido
altamente vacuolizado e rico em lipidios que dara origem aos ureddsporos (Harder,
1976). A colonizacdo pode ser facilitada pela producdo de fitotoxinas e compostos
semelhantes a hormoénios vegetais pelo patdgeno (Harder & Haber, 1992; Harder &
Haber, 1995; Heath, 1997).

As pustulas desenvolvem-se principalmente em ambas as superficies da lamina
foliar, podendo também aparecer nas bainhas, paniculas e colmos. Estas se caracterizam
por serem pequenas, ovais, isoladas e expdem uma massa alaranjada de ureddsporos
(Forcelini & Reis, 1997). Os ureddsporos sdo dicaricos, espessos, cobertos por espinhos
e esféricos, com aproximadamente 30 pum de didmetro (Harder & Haber, 1992). A
medida que o ciclo da cultura avanca (final da estacdo), é cessada a formacdo de
uredosporos e inicia-se a formacdo de teli6sporos. As pustulas tornam-se de coloragéo
pardo-escuras ou negras e permanecem recobertas pela epiderme (Harder & Haber,
1992; Harder & Haber, 1995). Dentro destas pustulas, desenvolvem-se os teliésporos
que possuem projecdes em forma de coroa nas células apicais, razdo pela qual a doenca
é também conhecida como ferrugem da coroa (Forcelini & Reis, 1997). A ontogenia dos
telibsporos € a mesma dos ureddsporos, porém, os teliosporos permanecem sésseis

(Harder & Haber, 1992; Harder & Haber, 1995). Estes esporos também sdo formados
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durante condicGes adversas de temperatura, como seca, umidade excessiva ou
temperaturas muito altas, mas ndo sdo fonte de indculo para novas infec¢des nas
condi¢des brasileiras, pois 0s hospedeiros intermediarios suscetiveis ndo sdo
encontrados no Brasil.

A germinacdo dos teliésporos e a meiose no basidio resultam na formagao de
esporos haploides (basididsporos), que séo dispersos pelo vento. Estes por sua vez, na
presenca de hospedeiro alternativo, germinam e penetram sob a epiderme do
hospedeiro, formando uma col6nia hapléide (Harder & Haber, 1995; Marshall & Sutton,
1995). Nesta formam-se picnias (corpos de frutificagdo) na superficie adaxial da folha.
Os picniosporos sdo exsudados como uma espécie de néctar, assim, 0s insetos ou forcas
fisicas transportam-os entre picnias de diferentes tipos, onde a fusdo com a hifa
respectiva dara inicio a fase aecial (Shriver & Munkvold, 2011).

A fase aecial caracteriza-se pela dicariotizacdo, que ocorre ap0s a unido de
diferentes picnias, resultando na formacdo de aecias. Os aécios produzem aecidsporos,
que sdo disseminados pelo vento, infectando cultivares suscetiveis de aveia. Os
aeciosporos diferem geneticamente dos picniosporos ou hifa receptiva. Esta troca de
material genético resulta na formacdo de novas ragas do patogeno (Malvick, 2011).
Assim, cada aeciosporo da origem a uma urédia, completando o ciclo de vida do
patdgeno (Marshall & Sutton, 1995).

P. coronata f.sp. avenae possui como hospedeiros intermediarios principais
Rhamnus cathartica e Rhamnus palastina, onde sua fase sexual é completada.
Entretanto, estes hospedeiros ndo existem no hemisfério sul, sendo no Brasil a ferrugem
da folha da aveia autoécia, ou seja, ndo apresenta fase sexual, pela auséncia de
hospedeiro alternativo, desenvolvendo-se em apenas um hospedeiro durante seu ciclo de

vida. Os telidsporos, esporos de descanso, sdo encontrados em tecidos senescidos,



15

porém, ndo constituem indculo aos cereais de inverno, somente ao hospedeiro
alternativo (Martinelli, 2000; Reis et al., 2001). Deste modo, somente a fase assexual
ocorre no Brasil, sendo a variabilidade patogénica existente no pais devido
principalmente a: 1) mutagdes; 2) ao cultivo de aveia durante todo o ano no Cone Sul,
sem barreiras fisicas para impedir a disseminacdo dos esporos; e, 3) as condi¢cdes de
ambiente que permitem inimeros ciclos de infeccdo (Vieira et al., 2006a).

O elevado fluxo, através dos esporos carregados pelo vento a longas distancias
(até 2.000 km), e a existéncia de grandes populacBes, em associa¢do a uma alta taxa de
mutacdo (1:500 a 1:3000), possibilita ao patégeno grandes chances de sucesso na
superacdo da resisténcia, podendo ocorrer a selecdo de novas ragas em intervalos de 4 a
6 anos (McDonald & Linde, 2002).

A estrutura populacional do patégeno no sul do Brasil é considerada complexa e
extremamente diversificada, fundamentalmente constituida por super-ragas, as quais
possuem de 8 a 27 genes de viruléncia por raca (Martinelli, 2000; Leonard & Martinelli,
2005). O espectro de viruléncia das ragas encontradas neste ambiente é tdo complexo
quanto o observado em outros paises, incluindo Israel, considerado o centro de origem
do patégeno. Em locais com grande pressao de indculo do patdgeno, como a América
do Sul, a superacdo da resisténcia observada é favorecida pelo grande tamanho da
populacdo do patdgeno, a alta taxa de mutacdo, ao longo periodo com condicbes
favoraveis a doenca, e ao fluxo continuo de racas entre as regides produtoras de aveia
do Brasil, da Argentina e do Uruguai, devido ao modelo ciclico de distribuicdo de
ventos (Martinelli, 2004; Leonard & Martinelli, 2005).

Assim como para outros patdgenos que produzem propagulos, P. coronata f. sp.
avenae apresenta um alto potencial de dispersdo a longas distancias e tende a apresentar

maior diversidade genética, ja que pode haver troca de material genético entre diferentes
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regides. Os propagulos assexuais apresentam maior risco de superar genes de resisténcia
do que propagulos sexuais, j4 que propagulos assexuais representam um ‘“‘pacote
fechado” de alelos adaptados ja selecionados. Estes genodtipos recombinados podem
sofrer pressédo de selecdo em diferentes condigfes ambientais, com a presenca de genes
de resisténcia e fungicidas. As combinacGes de alelos mais adaptadas sdo mantidas
unidas por reproducdo assexual e podem aumentar de frequéncia em clones
selecionados. A distribuicdo espacial e temporal dos clones ou linhagens clonais, dentro,
ou entre populagdes, ira depender basicamente do potencial de dispersdo dos propagulos
assexuais. Se o propagulo assexual for capaz de mover-se a longas distancias, os clones
com maior adaptacdo podem se distribuir em uma ampla area, causando epidemias
(McDonald & Lindle, 2002). Segundo os autores, de acordo com o modelo de risco do
potencial evolucionario, patdgenos com altas taxas de mutacdo possuem maior risco de
superar genes de resisténcia do que patdgenos com baixas taxas de mutagéo. Isto ocorre
pelo fato de que altas taxas de mutacdo aumentam a probabilidade de ocorrer mutacao
de um gene de aviruléncia para viruléncia, ou de uma menor patogenicidade, para uma
alta patogenicidade, em dada populacéo.

2.3 Resisténcia a doencas

Entre as estratégias de controle de doencas em plantas, 0 uso da resisténcia
genética é considerada a mais eficiente, pela sua economicidade e por ser
ambientalmente segura (Priestley & Bayles, 1988; Harder & Haber, 1992). Além disso,
a resisténcia genética tem proporcionado uma boa protecdo a cultura da aveia,
assegurando a expressdo do potencial de rendimento dos gendtipos (Federizzi, 2000;
Cruz et al., 2001; Pink, 2002; Martinelli, 2004). Apesar da resisténcia se apresentar

como regra e a suscetibilidade como excecdo, devido a constante pressao de selecdo
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entre patdgeno e hospedeiro, ha uma constante coevolucdo, o que torna a durabilidade
da resisténcia transitoria (Parlevliet, 2002).

Parlevliet (1997) define a resisténcia de plantas como a habilidade do hospedeiro
em paralisar ou reduzir o desenvolvimento do patégeno. Sendo, na maioria dos
patossistemas Puccinia x Poaceae a heranca da resisténcia dominante e a suscetibilidade
recessiva (Dinnor et al., 1988).

As populagdes hospedeiras de fungos como ferrugens vém sendo classificadas
como resistentes, moderadamente resistentes, suscetiveis e moderadamente suscetiveis
(Mclintosh et al., 1995). Existem varios conceitos que descrevem a resisténcia embora
existam muitas derivacdes quanto a essa classificacdo e muitas das definicbes se
sobrepdem. Quanto ao seu mecanismo pode ser de hipersensibilidade ou ndo, pré ou
pos-haustorial; quanto ao modo de heranga, esta pode ser monogénica, oligogénica,
poligénica, de genes de efeito maior ou menor no fendtipo; com base na especificidade
das relacbes entre patdogeno e hospedeiro é considerada especifica a raca ou nao
especifica a raca; quanto a presenca ou auséncia de reacdes no hospedeiro, ativa ou
passiva; com base na expressdo da resisténcia € total, parcial, residual, de campo, de
plantula, de planta adulta ou geral; quanto a distribuicdo de classes fenotipicas é
qualitativa ou quantitativa (Nelson, 1973; Heath, 1981; Parlevliet, 1997; Vale et al.,
2001).

De forma geral, a resisténcia conferida por mecanismos de hipersensibilidade
apresenta-se efémera no controle das ferrugens dos cereais, no entanto, € um mecanismo
muito eficiente para o controle de doencas causadas por procariotos ou virus (Niks &
Rubiales, 2002). Por outro lado, mecanismos de resisténcia pré-haustoriais sao

particularmente eficientes contra patdgenos biotréficos (Graichen, 2009).



18

Mecanismos pré-haustoriais podem ser definidos como aqueles desencadeados
antes da formacdo do primeiro haustorio, sendo observados principalmente em
resisténcia tipo ndo hospedeiro. Em diversos casos ha uma reducdo da penetracdo do
fungo no tecido hospedeiro resultante da inviabilizagio de processos do
desenvolvimento do patdégeno. A germinacdo de ureddsporos é alta até mesmo em nédo
hospedeiros, porém, hd uma dificuldade do tubo germinativo em localizar e reconhecer
0 estbmato (Heath, 1981). Em aveia existem evidéncias de baixas taxas de tubos
germinativos que encontram estdmatos e também ha diferentes taxas para diferentes
cultivares (Kochman & Brown, 1975).

Existem evidéncias de que em hospedeiros compativeis o fungo produza
elicitores que suprimam o0s mecanismos de defesa e, quando isso ndo ocorre, ha o
abortamento da tentativa de penetracdo mesmo antes da formacéo do haustério (Niks &
Rubiales, 2002). A baixa taxa de producdo de haustorios ndo indica necessariamente a
falta de sinalizadores produzidos pela planta para estimular a formacdo de haustorios,
mas sim o desencadeamento dos mecanismos de resisténcia da planta a um organismo
invasor ndo adaptado (Niks & Rubiales, 2002).

Na maioria dos casos a resisténcia pré-haustorial ndo esta associada com eventos
de necrose celular, mas sim com a formacéo de papila nas paredes celulares. Esta papila
pode ser formada como uma barreira a penetracdo, ou mesmo uma resposta de reparo a
parede celular perfurada pela tentativa de invaséo do fungo (Jgrgensen, 1992).

A resisténcia pds-haustorial é desencadeada ap6s a formacdo do primeiro
haustério e envolve processos muito complexos. Os mecanismos desencadeados nesse
tipo de resisténcia estdo envolvidos na reducdo do desenvolvimento do fungo, e ndo na
morte deste organismo (Heath, 1981). A morte celular no hospedeiro é a forma mais

comum de resisténcia poOs-haustorial. Este fendmeno ndo € uniforme e difere
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ultraestruturalmente em cada interacdo patdgeno-hospedeiro, sugerindo também que
haja diferencas bioquimicas para cada interacéo.

Outras respostas poOs-haustoriais observadas sdo a ocorréncia de aposicdo de
material fibrilar na matriz extra-haustorial, reducédo da absorcdo de compostos no
interior do hospedeiro através do haustério, mudancas na membrana extra-haustorial,
desenvolvimento de um colar de calose no colo do haustorio e, encapsulamento do
haustorio pela sintese continua de calose. Todos estes eventos podem ocorrer
simultaneamente em uma Unica interacdo patdgeno hospedeiro (Heath, 1981).

Outra forma de classificar a resisténcia € com base na especificidade das
relacGes entre patdgeno e hospedeiro. A resisténcia especifica a raca, tambem conhecida
como resisténcia tota,l é geralmente conferida por genes de grande efeito sobre o
fendtipo (genes maiores), comumente monogénica ou oligogénica, que determinam ao
hospedeiro resisténcia as racas especificas do patdogeno. Neste tipo de resisténcia ha a
interacdo cultivar x raca (Matiello et al., 1997; Parlevliet, 1997; Ribeiro do Vale et al.,
2001), e o mecanismo de acdo desta resisténcia atua de acordo com o modelo de
interacdo gene-a-gene (Flor, 1956). Esta teoria preconiza que para cada gene de
resisténcia na planta existe um complementar de aviruléncia no patdgeno. Nas
interacdes planta-patégeno incompativeis, o reconhecimento do produto de um gene de
aviruléncia (AVR) codificado pelo microrganismo é dado através do produto de um gene
de resisténcia (R) do hospedeiro, 0 que desencadeia a morte celular localizada nas
células da planta infectada, conhecida como resposta de hipersensibilidade, aléem de
desencadear outras respostas de defesa que previnem o crescimento futuro do patégeno.
Na auséncia do gene R ou de seu correspondente gene Avr, uma interacdo compativel
ocorre, sendo entdo o patdgeno habil para proliferar e causar doenca (Skamnioti &

Ridout, 2005). Esta relacdo genética entre hospedeiro e patdgeno, nomeada interacdo
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gene-a-gene, esta envolvida na resisténcia de uma ampla gama de patégenos biotréficos.
O escape do reconhecimento do hospedeiro € possivel devido alteracbes que podem
ocorrer na estrutura proteica, através de substituicdo de cddons nao sinénimos,
mutacOes, ou delecdes completas ou parciais de genes Avr (Stukenbrock & McDonald,
2007).

A resisténcia total, especifica a raca € o tipo de resisténcia mais utilizada pelos
programas de melhoramento. Isto se deve ao fato de estar baseada na reacdo de
hipersensibilidade (HR), que consiste na morte celular localizada no local da infeccéo,
apos a percepcdo da violacdo da parede celular e tentativa de formar haustdrios (Ellis,
2006). Além disso, a variacao da resisténcia esta geralmente controlada pela segregacéo
de um Unico ou poucos genes de resisténcia (Heath, 2000). Estas caracteristicas tornam
este tipo de resisténcia atrativa por ser mais facilmente identificada e transmitida para
progénie, tornando-se menos laboriosa a selecdo. Entretanto, a resisténcia total exerce
uma forte pressdo de selecdo sobre a populacdo patogénica. Nao sdo raros 0s casos em
que quando uma variedade € lancada, ja existem na populacdo patogénica combinacGes
de viruléncia capazes de superar esta resisténcia (Graichen, 2009).

Apesar da maior facilidade no uso deste tipo de resisténcia para o melhoramento
vegetal, a resisténcia total possui a desvantagem de ser, geralmente, pouco duravel. Esta
pouca durabilidade deve-se principalmente a grande habilidade dos patdgenos em
adaptar-se geneticamente aos hospedeiros, sendo a resisténcia superada em pouco
tempo (cerca de 2 a 4 anos). Como consequéncia, ha o rapido surgimento de novas racgas
altamente virulentas (aproximadamente trés novas racas ao ano) (Niks & Rubiales,
2002). Deste modo, € necessario o constante desenvolvimento e lancamento de novas

cultivares resistentes (Barbosa et al., 2002).
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Na resisténcia ndo especifica a raca, todas as ragcas do patdgeno provocam
resposta similar em determinado genotipo hospedeiro, ou seja, a resisténcia é efetiva
contra todas as ragas conhecidas do patdgeno, sem a interacdo cultivar x raca. Além
disso, se caracteriza por ser comumente poligénica (Roelfs & McVey, 1979; Harder &
Haber, 1992). Contudo, é praticamente impossivel testar contra todas as racas de um
determinado patdgeno, tornando a definicdo relativa ao universo de ragas testadas. Esta
resisténcia é bastante promissora, pois, devido as suas caracteristicas, impde menor
pressao de selecdo sobre a populacdo patogénica do que a resisténcia especifica a raca
(Chaves et al., 2004).

A resisténcia também pode ser classificada atraves da distribuicdo das classes
fenotipicas, podendo ser qualitativa ou quantitativa. Quando a resisténcia é qualitativa
observam-se classes fenotipicas distintas e marcadamente diferentes, como niveis muito
altos e muitos baixos da moléstia, ou mesmo completa auséncia de sintomas, com clara
distincdo entre genotipos resistentes e suscetiveis (Ribeiro et al., 2001). A resisténcia
especifica a raca geralmente produz resisténcia qualitativa, embora a interacdo com o
ambiente possa mascarar as diferencgas entre as classes, produzindo uma variacdo nao
discreta (Geiger & Heun, 1989).

A resisténcia quantitativa, entretanto, é aquela que é expressa em uma escala
continua de variacdo, ndo formando classes fenotipicas discretas (Geiger & Heun,
1989). Este tipo de resisténcia geralmente estd associada a resisténcia tipo raca nao
especifica (Johnson, 1984).

A resisténcia ndo especifica ou resisténcia parcial é atrativa, pois ndo ocasiona
uma forte pressdo de selecdo sobre o patdgeno (Hoffman et al., 2006). Plantas com
resisténcia parcial sdo aquelas suscetiveis que expressam uma reducdo nos componentes

da doenca, mas ndo todos, quando comparadas com plantas altamente suscetiveis
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(Brake & Irwin, 1992). A resisténcia parcial € quantitativa e baseada em genes de
pequeno efeito no fendtipo (Parlevliet & Zadoks, 1977), embora possa, em alguns casos,
ser controlada por genes de maior efeito e dominantes (Thomé et al., 1999). Este tipo de
resisténcia se caracteriza por apresentar um progresso lento da doenca, pois atua
reduzindo a taxa de progresso e consequentemente o nimero de ciclos da doenca. 1sso
ocorre devido a reducdo dos componentes da resisténcia tais como: menor frequéncia de
infeccdo, maior periodo latente, menor producéo de esporos por pustulas e reducédo no
periodo infeccioso, sendo que estes componentes podem atuar isoladamente ou em
conjunto na reducdo da doenca. De maneira oposta, a resisténcia conferida por genes
maiores e especifica a raca € expressa pela reducdo do indéculo inicial. Assim, na
presenca de racgas avirulentas do patdgeno ndo ha o desenvolvimento da doenca, 0 que
ocasiona uma forte pressao de selecdo sob a populagéo patogénica.

Embora a resisténcia parcial geralmente apresente heranca quantitativa, existem
alguns casos onde pode ser conferida por poucos genes de maior efeito fenotipico. Um
exemplo de heranca monogénica da resisténcia parcial € o gene Lr46 em trigo que
confere resisténcia a ferrugem da folha. A resisténcia conferida por este gene afeta dois
dos componentes da resisténcia, aumentando o periodo latente e reduzindo a taxa de
infeccdo. Outro exemplo de gene que confere resisténcia a racas nao especificas do
patdgeno e monogénico é o mlo de cevada que vem conferindo uma resisténcia duravel
a oidio em cevada (Jgrgensen, 1992).

A resisténcia parcial ndo esta baseada no modelo gene-a-gene, com
reconhecimento efetor-receptor e age de forma muito semelhante contra todas as racas
do patégeno. Sua genética esta baseada em varios genes, que podem estar ligados ou
ndo, e geralmente apresentam efeitos iguais e aditivos. Isto quer dizer que estes genes,

de forma isolada, produzem um efeito de forma pouco pronunciada sobre o fenétipo.
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Desta forma, para a protecdo durdvel das cultivares, onde o objetivo ndo é eliminar
totalmente o patdgeno, mas sim evitar que alcance niveis prejudiciais a cultura
hospedeira (Thomé et al., 1999), a resisténcia parcial € uma estratégia que vem sendo
sugerida como solucéo para o problema das doencas em plantas.

Considerando-se um Unico patossistema, alguns fatores podem afetar a
expressao da resisténcia parcial, dentre os quais se destaca o0 genotipo, o estagio de
desenvolvimento da planta, a idade e a posicdo da folha na planta. Assim, em uma
avaliagdo dos componentes da resisténcia, estes fatores devem ser considerados
(Parlevliet, 1979).

Para Puccinia sorghi no milho e Puccinia triticina no trigo, o periodo latente
avaliado em cultivares suscetiveis foi pouco influenciado pelo estagio de
desenvolvimento da planta (Pataky, 1986; Pretorius et al.,1988). Entretanto, o periodo
latente foi afetado pela posicdo da folha e pelo gendtipo hospedeiro (Pretorius et
al.,1988). Broers (1989) encontrou resultados semelhantes ao estudar P. triticina em
trigo, evidenciando que o aumento na resisténcia com o aumento da idade da planta
pode ser dividido em duas categorias: aumento da resisténcia causado por diferencas no
tecido foliar e aumento da resisténcia por causa dos genes da resisténcia parcial, que
talvez ndo se expressem em plantulas ou que se expressem melhor em plantas adultas.
Segundo Broers (1989), testes com plantulas, apesar de requererem menos tempo e
espaco do que testes com plantas adultas, e de ndo sofrerem problemas relacionados a
diferencas de crescimento, podem ndo fornecer resultados precisos. De acordo com
Parlevliet (1975) e Parlevliet & Kievit (1986), ha uma correlacdo entre periodo latente
de plantulas e de plantas adultas, mas deve-se ter cautela ao se considerar a avaliacédo

feita em plantulas, principalmente em cultivares mais resistentes.
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Ao comparar folhas de diferentes estagios de desenvolvimento, foi observado
um aumento do periodo latente de Puccinia hordei, em cevada, em diregdo as folhas
mais jovens (Parlevliet, 1975; Parlevliet, 1976; Parlevliet, 1979). Portanto, existem duas
tendéncias em relacdo ao periodo latente: um aumento nesse periodo a medida que a
planta se desenvolve e uma diminui¢do em razdo do envelhecimento da folha, sendo a
resisténcia parcial, nesse patossistema, altamente correlacionada com a duragédo do
periodo latente na folha bandeira.

De acordo com Johnson (1984), a resisténcia é considerada durdvel quando
permanece efetiva por longo periodo de tempo, em um gen6tipo extensamente cultivado
e que esteja exposto ao patdgeno. Dentre os tipos de resisténcia considerados mais
duraveis, destaca-se a resisténcia parcial, que permite o desenvolvimento restrito do
patogeno através da reducdo da infeccdo, patogénese e esporulacdo, quantitativamente
(Parlevliet, 1975).

Porém, a avaliacdo da resisténcia parcial &€ mais trabalhosa e desafiadora para o
melhorista, em comparacdo com a selecdo para a resisténcia total. Os principais
métodos utilizados para avaliacdo da resisténcia parcial envolvem a quantificacdo de
lesbes, em numero e tamanho, do periodo de laténcia, da producdo de esporos e da
densidade de urédias (Brake & Irwin, 1992). Outras metodologias bastante eficientes
s&0 a determinacéo da Area Sob a Curva de Progresso da Doenca (ASCPD) e a taxa de
desenvolvimento da doenca (Wilcoxson, 1981).

Na selecdo para resisténcia total, os genes sdo facilmente identificados pela
presenca ou auséncia de doenca no hospedeiro, permitindo aos melhoristas poucas
avaliacGes. O mesmo ndo ocorre na selecdo para resisténcia parcial, exigindo avaliacGes
periddicas para permitir sua correta identificacdo, sobretudo em doencas policiclicas,

como é o caso da ferrugem. Além disso, para que seja possivel o uso da ASCPD, sdo
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necessarias avaliagdes com intervalo ndo superior a trés semanas, com minimo de trés
avaliacOes até o fim do ciclo da cultura. Contudo, o ideal seria mais de trés avaliacfes
da severidade da doenca até o final do ciclo (Thomé et al., 1999).

Em aveia ha resisténcia em fase de plantula e de planta adulta. A que apresenta
maior importancia é a resisténcia de planta adulta, pois € nesta fase que ocorre maior
desenvolvimento do patégeno, e consequentemente, maior prejuizo para a planta.
Genotipos do Programa de Melhoramento de Aveia da UFRGS vém apresentando
variabilidade para reacdo de resisténcia a ferrugem da folha. Estes apresentam menor
tamanho de pustula, capacidade de reduzir a lesdo, presenca de clorose pronunciada ao
redor das pustulas, surgimento precoce da télia e progresso lento da doenca. Dentre eles,
alguns gendtipos foram selecionados como possuidores de resisténcia parcial,
apresentando grande vantagem adaptativa, como a cultivar URS 21 que vem sendo
amplamente cultivada no Brasil por mais de 10 anos e apresenta tanto resisténcia de
plantula como de planta adulta (Vieira et al., 2006b; Martinelli, comunicacdo pessoal;
Graichen, 2009).

2.4 Genética da resisténcia a ferrugem da folha

Fontes de resisténcia a ferrugem da folha sdo encontradas em espécies de aveia
dipldide, tetrapldide e hexaploides, sendo a A. sterilis uma das maiores fonte de genes
de resisténcia (Harder & Haber, 1995). A maior parte dos genes de resisténcia raca
especifica a ferrugem da folha foi transferida para aveia cultivada de A. sterilis, de
acessos coletados em Israel e outros paises da regido do mediterraneo durante as
décadas de 1960 e 1970 (Leonard et al., 2004). Entretanto, a base genética para
resisténcia a ferrugem da folha é bastante limitada, ndo existindo genes efetivos contra

todas as racgas do patdgeno (Chaves et al., 2008).
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Em aveia, a maior parte dos genes de resisténcia a ferrugem da folha que foram
identificados, sdo genes especificos a raca e denominados “Pc” (Pcl ao Pc96 e PcX),
sendo cada nimero corresponde a um locus especifico. Em diversos casos designa-se
diferentes nimeros para genes que possivelmente séo alelos de um locus. A grande
maioria dos genes confere resisténcia a plantulas, os quais tendem a ser expressos em
infeccbes de tipo baixo, e persistem por toda a vida da planta. Outros genes sdo
expressos somente no estadio de planta adulta (Marshall & Shaner, 1992). Além destes,
outros genes também sdo descritos, porém ainda ndo foram completamente
caracterizados e tampouco denominados (Chaves et al., 2008).

Plantas com genotipos Pc frequentemente respondem a P. coronata através do
desenvolvimento de reacdo de hipersensibilidade (HR), com morte celular no local da
infeccdo. Dois loci tém sido evidenciados controlar a morte celular: Rds que suprime a
HR, mas ndo a resisténcia, mediada pelo gene de resisténcia Pc82. Por outro lado, o
locus Rih confere HR tanto para plantas resistentes, como para plantas suscetiveis.
Dados mostram que o locus Rds néo esta ligado ao cluster Pca, enquanto que o locus
Rih esta fisicamente ligado ao cluster Pca. Isto indica que muitas variaveis afetam o
desenvolvimento da HR, sugerindo que HR pode ndo ser essencial para a resisténcia a
ferrugem da folha em aveia (Xin You et al., 2001; Yao et al. 2002).

Apesar do grande numero de genes conhecidos para resisténcia especifica a raca,
somente alguns apresentam um bom potencial de uso nos programas de melhoramento.
Para todos os genes de resisténcia especificos a raca conhecidos ja foram relatadas racas
virulentas de P. coronata f.sp. avenae. No entanto, o fato que reduz a possibilidade de
utilizacdo de determinado gene em programas de melhoramento é a alta frequéncia de
viruléncia para este gene na populacdo do patdgeno, ou estar fortemente ligado a um

alelo que confira um fendtipo indesejado (Graichen, 2009). Dentre os genes especificos
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a raca que ainda apresentam um bom potencial para utilizacdo em programas de
melhoramento, podem-se destacar os genes Pc50, Pc91, (Park, 1999), Pc94 (Van
Niekerk et al., 2001) e Pc68 (Park, 1999; Van Niekerk et al., 2001; Leonard &
Martinelli, 2005). Suas indicaces como genes com potencial de uso ndo esta
relacionada a uma completa imunidade ao patégeno, mas sim a baixa frequéncia de
viruléncia de ragas para estes genes na populacdo de P. coronata (Chaves et al., 2008).

Atualmente, diversas fontes de resisténcia parcial, ndo especifica a raca a
ferrugem da folha, tal como a proveniente do gendtipo MN841801 de A. sativa
proveniente do Programa de Melhoramento da Universidade de Minnesota, EUA, tém
sido identificadas (Chaves et al., 2008). No Brasil, o0 Programa de Melhoramento
Genético da Aveia da UFRGS também tem identificado diversas fontes com resisténcia
parcial & ferrugem da folha.

Em aveia, apesar de se conhecer mais de uma centena de genes maiores que
conferem resisténcia especifica a raca a ferrugem da folha, ndo se conhece o mecanismo
de acdo destes genes. Em outras interagdes patdgeno-hospedeiro ja sdo elucidados
alguns mecanismos de resisténcia (Graichen, 2009).

Assim, quanto maior o numero de genes de resisténcia em uma cultivar, maior
sera 0 numero de mutacGes requeridas para que o patdgeno supere a resisténcia.
Portanto, o conhecimento de novos genes para resisténcia de uma nova cultivar € de
extrema valia para os programas de melhoramento genético, pois permite que seja
mantida uma protecdo consistente contra o fungo (Silva, 2006).

2.5 Interacdo planta-patogeno

Os mecanismos moleculares da interacdo planta-patdgeno estdo bem
estabelecidos para a resisténcia total, entretanto, pouco se sabe sobre a resisténcia

parcial. Na resisténcia total pode haver uma resposta basal, que se inicia com o
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reconhecimento de componentes dos patdgenos altamente conservados entre 0s
microrganismos, como a flagelina em bactérias e a quitina em fungos, denominados de
MAMP’s (Microbe Associated Molecular Patterns), (Chisholm et al., 2006;
Schwessinger & Zipfel, 2008). Estas moléculas podem ser reconhecidas através de
receptores especificos, presentes na superficie das células vegetais, desencadeando uma
série de alteracbes em cascata no hospedeiro, 0 que envolve a sinalizacdo por
fitorménios, transcricdo de genes relacionados a defesa e producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (Chisholm et al., 2006; Bent & Mackey, 2007; Schwessinger &
Zipfel, 2008). Os patégenos para suprimirem esta defesa, produzem moléculas efetoras
responsaveis por impedir a defesa basal do hospedeiro (Chisholm et al., 2006; Bent &
Mackey, 2007; Ma & Guttman, 2008).

Em resposta as moléculas efetoras, que sdo produtos diretos ou indiretos dos
genes Avr, os hospedeiros possuem genes de resisténcia, denominados genes R, cujos
produtos sdo responsaveis pelo reconhecimento direto ou indireto da presenca de
efetores na celular vegetal. Uma vez que estes efetores sejam detectados, ocorre uma
segunda resposta de defesa no hospedeiro, a qual € especifica entre determinadas
espécies de patdgenos e de hospedeiros (Bent & Mackey, 2007; Schwessinger & Zipfel,
2008). O modo de reconhecimento ocorre de maneira distinta para efetores bacterianos
e fungicos (Ma & Guttman, 2008). Para fungos, geralmente, hd o reconhecimento direto
dos efetores pelas proteinas codificadas pelos genes R, entretanto, em bactérias, existe
um monitoramento indireto através da detec¢do de alteraces em proteinas vegetais alvo
de efetores bacterianos (Ma & Guttman, 2008). Caso ocorra uma alteracdo estrutural
dos efetores, sem que ocorra a perda da viruléncia, o patdgeno passa a ndo ser

reconhecido pelo hospedeiro, superando a resisténcia conferida pelos genes R e
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desencadeando o processo de doenca (Chisholm et al., 2006; Bent & Mackey, 2007;
Schwessinger & Zipfel, 2008).

Uma exce¢do a resisténcia mediada por genes R tem sido observada no
patossistema Stagonospora nodorum X trigo (Chu et al., 2010). Nesta interacdo, o
patégeno produz uma toxina seletiva ao hospedeiro (HST), o reconhecimento desta
toxina pelo gene dominante do hospedeiro € requerido para interacdo de
compatibilidade, levando ao desencadeamento da doenca. Ao contrario, quando a toxina
ou o alelo dominante do hospedeiro ndo estd presente, ocasiona a interacdo
incompativel, ou seja, ocorre a resposta de defesa da planta. Os resultados deste trabalho
podem indicar que para patdgenos necrotroficos o reconhecimento de toxinas
produzidas pelo patogeno leva a suscetibilidade e ndo a resisténcia, sugerindo que estes
microrganismos exploram os mecanismos de resisténcia a patdgenos biotroficos, como
uma forma de desencadear a doenca. Assim, para biotroficos geralmente o
reconhecimento do produto do gene Avr dominante do patégeno, pelo produto do gene
R dominante do hospedeiro desencadeia a resposta de defesa, j& para necrotroficos a
suscetibilidade.

Na ultima década o conhecimento genético da resisténcia de plantas tem sido
amplamente elucidado. Atualmente considera-se que resisténcia e suscetibilidade
possam ser duas faces da mesma moeda. Esta nova visdo deve-se ao fato de que foram
identificados diversos genes em plantas que quando dominantes conferem
suscetibilidade, estes genes tém sido denominados de genes-S. Os genes-S codificam
alvos de efetores do patdgeno, que atuam como reguladores negativos da resposta de
defesa. A mutacdo ou perda destes genes ocasionariam uma resisténcia duravel e de

amplo espectro (Pavan et al., 2010).



30

A perda de funcdo dos genes-S, que codificam fatores de suscetibilidade, néo
alteram o desenvolvimento normal das plantas. Entretanto, tem sido observado que estes
genes apresentam acdo pleiotrépica (Pavan, 2010). O primeiro gene-S identificado foi o
PMR6, que quando dominante confere suscetibilidade ao oidio em arabidopsis Col-0.
Este gene quando dominante codifica uma pectatoliase e destroi a parede celular da
planta hospedeira quando atacada pelo fungo. J& quando suscetivel confere resisténcia
ao oidio (Eckardt, 2002).

O alelo mutante (mlo) do locus Mlo € um exemplo de gene-S. Este gene, além de
quando recessivo conferir resisténcia nao especifica a raca ao oidio em cevada, tem
conferido uma resisténcia bastante duravel (Jorgensen, 1992). A resisténcia se manifesta
devido a incapacidade do fungo em penetrar a parede celular de células da epiderme,
pela reestruturacdo e fortalecimento da parede celular (Huckelhoven et al., 1999).
Programas de melhoramento de cevada que se baseiam na resisténcia do gene Mlo tem
tido um ndmero consideravel de cultivares comercializadas que combinam lesdes
moderadas com ampla capacidade de rendimento (Jorgensen, 1992). Tem sido
verificado que o gene Mlo regula negativamente o gene PEN, que estd associado a
resisténcia ao oidio em cevada.

Diversos outros genes-S tém sido identificados, como 0s genes Xa5 e Xal3 de
arroz que confere suscetibilidade, quando dominantes, a Xanthomonas oryzae e elF4G
encontrado em diversas espécies e confere suscetibilidade a Potyviridae (Pavan, 2010).
Vaérios genes-S vém sendo utilizados com sucesso, conferindo resisténcia por perda de
funcdo, em diferentes culturas, tais como meldo, cevada e arroz (Pavan, 2010). Ao
contrario do que é observado para os genes R, a perda de funcdo destes genes-S conduz
uma resisténcia duravel e de amplo espectro. Desta forma, a exploracdo de alelos de

genes-S, insensiveis aos efetores do patdgeno é uma alternativa que pode ser utilizada
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com éxito no melhoramento de plantas, e € complementar a resisténcia conferida por
genes R.

Muitos mecanismos diferentes de defesa em plantas sdo ativados por varios
sinais de transducdo onde parece que estdo envolvidos acido salicilico (AS), &cido
jasmonico (AJ) e etileno (ET) (Glazebrook, 2005; Robert-Seilaniantzt et al., 2007). Em
muitos experimentos tém sido mostrado o antagonismo entre AS e AJ/ET, embora
sinergismo também tenha sido observado (Mur et al., 2006). Geralmente, AS é critico
para a defesa contra patdégenos (hemi)-biotréficos, enquanto AJ e ET atuam de forma
sinérgica na defesa contra patdgenos necrotroficos e insetos (Glazebrook, 2005). Duas
formas distintas de induzir defesa sdo dependentes de AS ou AJET. A resposta
sistémica adquirida (SAR) é de longa duracgéo, baseada na resisténcia que € estabelecida
em partes ndo infectadas da planta ap0s a exposicao local ao patdégeno (Durrant &
Dong, 2004; Vlot et al., 2008). Ao ser induzida a SAR nos locais distais a infeccdo, tém
sido verificado que as mesmas respostas de defesa desencadeadas pela reacdo de
hipersensibilidade ocorrem nestes locais. Assim, a planta se previne de novos ataques de
patogenos. Entre estas respostas pode-se destacar a producéo de proteinas relacionadas a
patogénese (PR) e inducao de compostos secundarios (Heil & Ton 2008).

Embora a reacdo de hipersensibilidade (HR) ndo seja estritamente necessaria
para que ocorra a SAR (Cameron et al., 1994; Mishina & Zeier, 2007), a sinalizacdo
SAR, geralmente, tem sido observada em tecidos sadios de plantas durante ou apos o
estabelecimento da resposta localizada de HR. A HR é induzida durante a interacdo
gene-a-gene entre planta e patdgeno, apos os eliciadores do patégeno, produtos de genes
Avr, serem reconhecidos de forma direta ou indireta por proteinas receptoras R do
vegetal (produto de genes R), que podem estar localizadas na membrana plasmatica ou

no citoplasma é ativada. Este reconhecimento induz uma complexa cascata de
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sinalizagdo devido a mudangas conformacionais no receptor, culminando com a
resposta de defesa. Esses sinais podem envolver quinases, fosfatases e proteinas G, além
de fluxo ions, por uma mudanca transitoria na permeabilidade da membrana plasmatica,
permitindo entrada de fons Ca™ e H' e saida de K™ e CI'. A ativagdo da cascata das
MAPQuinases, altera os padrdes de fosforilacdo de proteinas culminando em alteracGes
na expressao de genes de defesa, tal como proteinas relacionadas a patogénese (PR) e de
metabdlitos secundarios (Greedaberg & Yao, 2004).

Alguns estudos tém evidenciado que as proteinas G podem participar da resposta
de defesa, provavelmente por se acoplarem ao receptor, alterando sua conformacao
quando as proteinas Avr sdo reconhecidas, proporcionando a transducdo do sinal
downstream (Zhao et al., 2005).

Ap0s este reconhecimento, o influxo de Ca™ é um dos mais importantes eventos
iniciais, pois além de ativar MAPQuinases dependentes de calcio/calmodulina, ativa
fosfatases, enzimas ligadas a membrana plasmatica e fatores de transcri¢do que levam a
resposta de defesa. Estes primeiros sinais idnicos influenciam a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) pela acdo da NAD(P)H-oxidase localizada na membrana
plasmatica. 1sso leva a peroxidacdo de lipidios, inativacdo de enzimas e degradacao de
acidos nucleicos. As ROS predominantes produzidas na interacdo planta-patdgeno séo o
anion superoxido e o peroxido de hidrogénio, estas moléculas podem contribuir para a
morte celular como parte da HR ou agir diretamente na morte do patdgeno. Além da
NAD(P)H-oxidase, existem outras fontes de ROS em plantas, incluindo peroxidases
apoplasticas e outras oxidases em cloroplastos, peroxissomos e mitocondrias (Zhao et
al., 2005).

ROS exercem varios efeitos na resposta de defesa de plantas, incluindo

fortalecimento de paredes celulares (devido o cross-linking de proteinas e polimeros de
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lignina), HR, producdo de compostos de defesa, além de ativacdo de proteina de
detoxificacdo de ROS em células adjacentes ao local de infec¢do (Zhao et al., 2005).

A producédo de ROS no local da invaséo atua como sinalizador durante a HR em
resposta ao ataque de patdgenos (Costet et al., 2002; Van Breusegem et al., 2008).
Como parte desta sinalizagdo, peréxido de hidrogénio (H,0,) tem sido demonstrado por
ativar a expressdo de quinases, como MAPQ), e glutationa S-transferase (GST) (Desikan
et al., 1999), além de participar da transducdo de sinal do &cido abscisico (ABA) (Guan
et al., 2000). Entretanto, por serem compostos toxicos precisam ser detoxificados das
células para evitar a peroxidacdo de lipidios e proteinas, por exemplo. Desta forma, o
H,0, pode ser metabolizado diretamente por peroxidases, principalmente nas paredes
celulares, e pela catalase (CAT) nos peroxissomos (Azevedo et al.,, 1998). Em
cloroplastos, o superoxido (Oze-) € convertido pela superoxido dismutase (SOD) a
H,0,, que é posteriormente detoxificado em H,O e O, via ciclo glutationa/ascorbato,
que envolve ascorbato peroxidase (APX), monohidroascorbato redutase/
dehidroascorbato redutase e glutationa redutase (GR) (Foyer et al., 1997; Noctor &
Foyer, 1998).

A alcalinizacdo do apoplasto € um dos eventos iniciais apds 0 reconhecimento
do elicitor, isso se deve a despolarizacdo da membrana plasmatica e subsequente influxo
de ions. Sendo que a acidificacdo do citoplasma é requerida como um passo essencial na
transducdo do sinal, levando ao estresse oxidativo e biossintese de metabolitos
secundarios (Zhao et al., 2005).

Atualmente o O6xido nitrico (NO) tem sido evidenciado como importante
sinalizador. Este juntamente com ROS desencadeia uma explosdo oxidativa, o que leva

a HR e a transcricdo de genes de defesa (Zhao et al., 2005).



34

Fitoalexinas também sdo sintetizadas muito rapidamente ap6s a infec¢do pelo
microrganismo. Esses metabolitos secundarios quimicamente diversos se acumulam em
torno do local de infeccdo e tém atividade antimicrobiana. Outra resposta de defesa a
infeccdo é a formacdo de enzimas hidroliticas que atacam a parede celular do fungo, por
exemplo: glucanases, quitinases e outras hidrolases. Essas enzimas pertencem ao grupo
das proteinas relacionadas a patogénese (PR). (Zhao et al., 2005).

Apos esta sinalizacdo inicial, contra patégenos biotréficos ha a producdo de AS
que além de ativar a resposta de defesa no local da infeccdo que culmina na HR, é
importante também na ativagdo da resposta sistémica adquirida (SAR) da planta (Zhao
et al., 2005).

Varios sistemas de defesas quimicas e fisicas sdo adotados pelas plantas para se
protegerem do ataque de patogenos. Como parte do sistema de defesa hd um
fortalecimento de paredes celulares da planta pela deposicdo de varias moléculas em
resposta a infecgdo, além de haver o acimulo de compostos antimicrobianos de baixo
peso molecular, fitoalexinas, que séo de grande relevancia (Ishihara et al., 2008).

O fortalecimento de paredes celulares se da como uma barreira que separa o
patdgeno do restante da planta, bloqueando fisicamente sua propagacdo. Essa resposta
ocorre pela sintese de lignina de defesa, de rapida formacédo, e/ou sintese de calose.
Através do estresse oxidativo da célula, peroxidos de hidrogénio podem formar ligacdes
cruzadas (crosslink) entre proteinas ricas em prolina da parede celular das células
proximas ao local de infeccdo, aumentando sua resisténcia a digestdo pelo
microrganismo (Zhao et al., 2005).

Moléculas que se depositam em paredes celulares incluem glicoproteinas ricas
em hidroxiprolinas, e elementos minerais tais como, célcio e silicio (Agrios, 2005).

Além disso, ha um acumulo de compostos fendlicos como, lignina e suberina em
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paredes celulares de tecidos infectados (Ishihara et al., 2008). Lignina € um componente
integral de paredes celulares, e tem sido implicada na HR, por formar uma barreira
contra patdégenos tanto em Liliopsidas como em Magnoliopsidas (Beardmore et al.,
1983; Nicholson & Hammerschmidt,1992; Koike et al., 2001). Os compostos fendlicos
envolvidos no fortalecimento de paredes celulares sdo exclusivamente derivados de
fenilalanina (Phe), via a rota dos fenilpropandides. Phe também é o precursor de
diversos compostos tdxicos com papel relevante no sistema de defesa quimica e fisica
de plantas (Dixon & Paiva, 1995).

A rota do triptofano (Trp) produz metabdlitos toxicos em comum com a rota da
Phe e que estdo envolvidos na defesa contra patdgenos. Diversos compostos toxicos
derivados do Trp sdo encontrados em plantas e, em particular, possuem um papel
relevante em plantas da familia Poaceae, tal como, a produgdo de avenantramidas em
aveia (Ishihara et al., 2008).

Avenantramidas, uma série de amidas de &cido hidroxicindmico com antranilato,
tém sido identificadas como fitoalexinas. Um significativo acimulo de avenantramidas
tem sido observado na interacdo entre cultivares de aveia e racas do fungo causador de
ferrugem da folha (Mayama et al., 1981).

Apesar das amidas atuarem como fitoalexinas devido a sua atividade
antimicrobiana, esta funcdo ndo tem sido detectada em milho e cevada, sugerindo uma
funcdo alternativa para estes compostos. Uma possivel funcdo das amidas é no
fortalecimento de paredes celulares sob condicdes de estresse. Em batata e fumo,
amidas tém sido identificadas por serem incorporadas as paredes celulares em tecidos
com ferimentos. Similarmente, a incorporacdo de amidas na parede celular também

pode ter um importante papel em plantas da familia Poaceae (Okazaki et al., 2004).
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Estudos com quitina como elicitor em aveia mostram que ha uma competicdo
entre CAT e peroxidase pelo consumo de H,0O,, &cido salicilhidroxamico (SHAM) e
sodio L-ascorbato (ASA). Ha inibicdo da atividade de peroxidase e maior diminuicéo da
concentracdo de avenantramidas do tipo B em relacdo a outros tipos de avenantramidas,
indicando que este processo metabdlico possui alta especificidade para avenantramidas
B (Okazaki et al., 2004).

A incorporacdo de avenantramidas em paredes celulares faz parte da reacdo de
defesa em aveia quando elicitada com quitina (Okazaki et al., 2004). Estudos mostram
um incremento de &cido diferalico na estrutura das paredes celulares de folhas de aveias
infectadas com P. coronata f. sp. avenae em paralelo com o incremento da atividade de
peroxidase. Sendo que a estrutura do acido difertlico pode ser diretamente formada de
avenantramida B (Ikegawa et al., 1996).

Embora se saiba que para genes de resisténcia de maior efeito a ativacdo ocorra
em apenas uma hora apds a inoculacdo, ndo se sabe se 0 mesmo é valido para a
resisténcia parcial. Além disso, devido ao grande tamanho do genoma da aveia branca,
cerca de 12.600 Mb (Carels & Bernardi, 2000), e a grande redundancia do mesmo, a
identificacdo de genes via mapeamento torna-se uma pratica laboriosa e demorada,
sendo este problema agravado devido as diferencas de translocacdo entre as linhagens
parentais (O’ Donoughue et al., 2000).

Sugere-se que 0s principais mecanismos de resisténcia a P. coronata f. sp.
avenae em plantas resistentes de aveia sdo de hipersensibilidade e producdo de
compostos fendlicos, mas estes podem variar ao longo do tempo. Esta variacéo temporal
na expressdo de hipersensibilidade e producdo de compostos fendlicos reflete no nivel

de resisténcia destes gendtipos no campo (Graichen et al., 2011).
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Apesar de existir muita pesquisa a respeito da resisténcia a ferrugens, ainda ha
uma variedade de mecanismos de resisténcia inexplorados e a combinacgdo daqueles que
agem em diferentes fases do processo de infec¢do pode ocasionar diversas barreiras ao
patégeno (Rubiales & Niks, 2000). Pesquisas detalhadas de germoplasmas podem
resultar na descoberta de alternativas, mais durdveis, e de mecanismos de defesa ndo
associados a hipersensibilidade (Niks & Rubiales, 2002). Assim, novas tecnologias e
estudos bioquimicos e moleculares podem auxiliar num melhor entendimento dos
mecanismos da resisténcia parcial.

2.6 Sequenciamento de nova geracao

Em 1977, Frederick Sanger e Alan Coulson publicaram dois trabalhos onde
reportavam métodos eficazes para a determinacdo da sequéncia de DNA de organismos,
abrindo as portas para uma completa revolugdo na biologia com o desvendamento da
sequéncia completa de genes e genomas (Sanger et al., 1977). Em um desses trabalhos,
0 genoma completo do fago phi X174 era apresentado; tendo sido este o primeiro
genoma de um organismo a ser completamente desvendado. Estes trabalhos renderam a
Sanger seu segundo prémio Nobel em quimica, entregue no ano de 1980.

Anos apos, exatamente quando parecia haver passado o auge da era do
sequenciamento, 0s avancos tecnologicos geraram ferramentas com enorme potencial
que vém transformando as pesquisas biologicas (Marguerat et al., 2008). Desde 2005,
estas novas tecnologias, que sdo coletivamente mais comumente referidas como
“Sequenciamento de Nova Geragdo”, tém gerado um grande impacto nas pesquisas
genbmicas (Morozova & Marra, 2008) e estdo baseadas em principios diferentes do
classico método baseado em Sanger (Sanger et al., 1977).

As novas tecnologias de sequenciamento geram um grande numero de

fragmentos de DNA em uma reduzida escala de tempo e com um baixo custo por
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nucleotideo, gerando um grande incremento na relacdo custo beneficio (Holt & Jones,
2008; Mardis, 2008). Esta tecnologia tem sido utilizada tanto para aplicagdes padrdes de
sequenciamento, tal como sequenciamento genémico e re-sequenciamento, como para
novas aplicagdes previamente ndo exploradas pelo sequenciamento Sanger (Morozova
& Marra, 2008). As tecnologias de nova geracdo comercialmente disponiveis incluem:
454 GS20 baseado em piro sequenciamento (Roche Applied Science), Solexa 1G
(MMumina, Inc.), SOLID (Applied Biosystems), e Heliscope de (Helicos, Inc.).
Entretanto, a plataforma Heliscope ndo tem sido utilizada para genémica funcional. As
demais tecnologias, bem como a plataforma de sequenciamento de Sanger sao

sumarizadas na Tabela 1 (Morozova & Marra, 2008).

TABELA 1. Tecnologias baseadas no sequenciamento de DNA (Morozova & Marra, 2008).

Tecnologia Baseado em Tamanho do Pb por corrida
fragmento
Sequenciamento Sintese na presenca Acima de 900 pb 96 kb
Sanger de terminadores
corados
ABI373xl Piroseguenciamento 200-300 pb 80-120 Mb
454/Roche FLX em suporte sélido
System
Illumina/Solexa Sequenciamento por 30-40 pb 1Gb
sintese com

terminadores reversos

ABI/SOIID Sequenciamento por 35 pb 1-3Gb
ligacdo

Estas tecnologias aplicam diferentes principios, resultando em diferencas em
tamanho de sequéncias e nimero, provendo distintas vantagens e desvantagens quanto a
aplicacdo. Entretanto, ttm em comum a geracdo de sequéncias em alta escala, sem o
requerimento da clonagem de DNA, e com um menor custo do que o tradicional
sequenciamento, que sdo as caracteristicas basicas da revolucdo atual (Marguerat et al.,

2008).
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O Sequenciamento de Nova Geracdo tem possibilitado a obtencdo de milhares
de bases de DNA em questdo de dias (Marioni et al., 2008). Algumas tecnologias,
incluindo as desenvolvidas por 454 Life Sciences (Roche) (Margulies et al., 2005) e
Illumina (Sequenciamento Solexa) (Bennett et al., 2005), estdo atualmente disponiveis e
tém sido usadas para investigar variagdes génicas (Korbel et al., 2007), rearranjos
gendmicos (Chen et al., 2008), sitios de ligacdo a fatores de transcricdo (Chip-Seq)
(Mikkelsen et al., 2007; Wederell et al., 2008), metilagdo de DNA (Cokus et al., 2008),
mapeamento de um grande numero de sequéncias de forma mais eficiente (Li et al.,
2008), bem como para 0 sequenciamento de novos genomas (Sundquist et al., 2007;
Warren et al., 2007). Esta tecnologia também tem sido aplicado para sequenciar cONAs
mais que DNA gendmico, para catalogar microRNAs (Bar et al., 2008; Glazov et al.,
2008) ou realizar analise transcricional de inimeros genomas eucarioticos: esta
tecnologia vem sendo denominada como RNA-sequenciamento (RNA-seq) (Lister et
al., 2008).

2.6.1 RNA-sequenciamento

O transcriptoma € um completo conjunto de transcritos nas células, tanto em
termos de tipo, como em quantidade. O transcriptoma de eucariotos € muito complexo,
envolvendo sobreposicdo de transcritos, transcricdo de regides intergénicas e
abundantes RNAs ndo codificantes. Nas ultimas décadas, a complexidade transcricional
de genomas tem sido analisada principalmente atraves de hibridizaces baseadas em
microarray (Yamada et al., 2003; Bertone et al., 2004; David et al., 2006). Entretanto,
recentemente o advento de tecnologias de alto rendimento de sequenciamento tem
revolucionado a forma que complexos transcriptomas podem ser analisados (Morozova
& Marra, 2008). O desenvolvimento de métodos de RNA-seq faz uso de tecnologias de

sequenciamento que proporciona o direto sequenciamento de sequéncias
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complementares de DNAs geradas a partir do mRNA alvo. RNA-seq gera uma
compreensiva visdo tanto da estrutura transcripcional, assim como do nivel de expressao
dos transcritos (Nagalakshmi et al., 2008; Wang et al., 2009).

Por envolver o direto sequenciamento de DNAs complementares (cDNAS),
RNA-seq permite 0 mapeamento das sequéncias lidas do genoma. Isto possibilita um
maior entendimento sobre a complexidade do transcriptoma eucarioto, permitindo a
identificacdo de éxons e introns, 0 mapeamento dos seus extremos, € a identificacdo de
regides terminais 5’ e 3’ de genes (Nagalakshmi et al., 2010). Esta tecnologia também
permite a identificacdo sitios iniciais de transcricdo (Tsuchihara et al., 2009), a
identificacdo de novas variantes de splicing , e 0 monitoramento da expressao de alelos.
Finalmente, isto permite uma precisa quantificacdo da expressao de éxons (Cloonan et
al., 2008; Marguerat et al., 2008; Morin et al., 2008; Mortazavi et al., 2008;
Nagalakshmi et al., 2008; Shendure, 2008; Wilhelm et al., 2008; Wang et al., 2009).

RNA-seq é altamente reproduzivel, promovendo uma alta correlacdo entre
replicatas bioldgicas (Cloonan et al., 2008; Mortazavi et al., 2008; Nagalakshmi et al.,
2008). Esta técnica pode detectar e mensurar raras € mesmo assim fisiologicamente
importantes espécies de transcritos, mesmo que estejam em baixas concentra¢es nas
células, como 1 a 10 moléculas de RNA por célula (Mortazavi et al., 2008). Atualmente
esta técnica é bastante onerosa, mas é esperado um grande declinio dos precos nos
proximos anos.

O RNA-seq tem sido utilizado com grande sucesso em um nlUmero de
organismos incluindo Saccharomyces cerevisiae (Nagalakshmi et al., 2008),
Schizosaccharomyces pombe (Wilhelm et al., 2008), Mus musculus (Cloonan et al.,
2008; Mortazavi et al., 2008), Homo sapiens (Marioni, et al., 2008), Arabidopsis

thaliana (Lister et al., 2008), e Caenorhabditis elegans (Ladeana et al., 2009).
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AplicacOes para mensurar o nivel de expressdo de mRNA tém sido mais lentas,
principalmente por dificuldades em desenvolver apropriados protocolos experimentais,
mas também porque os estudos visam identificar expressdo (talvez sutil), quantitativas
diferencas entre as amostras, enquanto outros aplicativos tém, até agora, focados em
detectar a presenca ou auséncia de um evento, como por exemplo, um fator de
transcricdo (Marioni et al., 2008).

A tecnologia de RNA-seq combina as vantagens de outros métodos de analise de
RNA por permitir o0 monitoramento do transcriptoma de genomas inteiros, com um
baixo custo, sem a necessidade de arranjos, e tem a vantagem adicional de prover
informacbGes da estrutura transcripcional (éxon-éxon boundaries), como o EST
sequenciamento tipo Sanger faz em longa escala, mas sem a necessidade de clones.
Além disso, devido ao fato do grande numero de sequéncias que pode ser obtido
facilmente, RNA-seq é sensivel o suficiente para detectar a transcricdo de genes com
baixo nivel de expresséo, que sdo geralmente perdidos pela analise de EST (Marioni et
al., 2008; Mortazavi et al., 2008; Wilhelm et al., 2008)

Em estudos recentes, 0 RNA-seq tem sido usado principalmente para quantificar
o nivel de expresséo de loci ja anotados, identificar genes expressos diferencialmente, e
analisar a expressdo fora destes loci (em regides intrénicas ou intergénicas) (Cloonan et
al., 2008; Sultan et al., 2008; Wilhelm et al., 2008;). Além disso, informacdes
estruturais tém sido usadas para detectar jA conhecidas formas de splice alternativo
(Mortazavi et al., 2008; Nagalakshmi et al., 2008), identificar novos eventos
transcricionais em relacdo a loci conhecidos (splicing alternativo, 5' final) (Cloonan et
al., 2008; Sultan et al., 2008), e refinar anotacGes estruturais de genes ou propor
modelos génicos novos (Mortazavi et al., 2008; Wilhelm et al., 2008). Entretanto,

tentativas ndo tém sido feitas para conectar informagdes dos dados de RNA-seq para



42

construir modelo de genes novos, devido a auséncia de um set de genes conhecidos e ou
eventos de splicing (Denoeud et al., 2008).

2.6.2 Plataforma solexa

O sequenciamento na plataforma Solexa, assim como o sequenciamento de
Sanger, é realizado por sintese usando DNA polimerase e nucleotideos terminadores
marcados com diferentes fluoréforos. A inovacdo dessa plataforma consiste na
clonagem in vitro dos fragmentos em uma plataforma s6lida de vidro, processo tambem
conhecido como PCR de fase solida (Fedurco et al., 2006; Turcatti et al., 2008). A
superficie de clonagem (flow cells) é dividida em oito linhas que podem ser utilizadas
para 0 sequenciamento de até oito bibliotecas. Em cada linha, adaptadores sdo fixados a
superficie pela extremidade 5°, deixando a extremidade 3’ livre para servir na iniciagao
da reacdo de sequenciamento dos fragmentos imobilizados no suporte por hibridizacao
(Carvalho & Silva, 2010) (Figura 2).

Os fragmentos de DNA da amostra sdo também ligados aos adaptadores em
ambas as extremidades, o que permite sua fixacdo ao suporte de sequenciamento por
hibridizacdo a um dos adaptadores fixados (Figura 2). No primeiro ciclo de
amplificacdo, nucleotideos ndo marcados sdo fornecidos para que haja a sintese da
segunda fita do fragmento imobilizado no suporte. A alta densidade de adaptadores no
suporte facilita a hibridizacdo do adaptador livre dos fragmentos imobilizados a sua
sequéncia complementar fixa perto do clone inicial durante o ciclo de pareamento. Apds
o ciclo de pareamento, o fragmento forma uma estrutura em “ponte” na superficie de
sequenciamento e a extensdo ocorre, formando a fita complementar também em
“ponte”. No ciclo de desnaturagdo, as fitas sdo separadas e linearizadas. Esses ciclos séo
repetidos 35 vezes e assim as cerca de mil copias geradas de cada fragmento nessa PCR

de fase soOlida permanecem proximas umas das outras, formando um cluster de
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sequenciamento. Etapas de desnaturacdo sdo necessérias para a separacdo dos duplex
formados e, nos préximos ciclos de amplificacdo, nucleotideos terminadores marcados
sdo fornecidos para as reacOes de sequenciamento que ocorrem dentro de cada cluster
(Carvalho & Silva, 2010).

A alta densidade dos clusters de sequenciamento possibilita que o sinal de
fluorescéncia gerado com a incorporacdo de cada um dos nucleotideos terminadores
tenha uma intensidade suficiente para garantir sua deteccdo exata. Até 50 milhdes de
clusters podem ser produzidos por linha, correspondendo a uma representacdo
satisfatdria da biblioteca. Apds a incorporacdao de cada nucleotideo no fragmento em
sintese, a leitura do sinal de fluorescéncia é realizada (Carvalho & Silva, 2010).

Em seguida, ocorre uma etapa de lavagem para remocdo dos reagentes
excedentes e remog¢dao do terminal 3’ bloqueado e do fluoréforo do nucleotideo
incorporado no ciclo anterior para que a reacdo de sequenciamento prossiga. A leitura
das bases é feita pela analise sequencial das imagens capturadas em cada ciclo de
sequenciamento. Em geral, leituras de 25-35 bases sdo obtidas de cada cluster

(Shendure & Ji, 2008).
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FIGURA 2. Representagdo do principio da plataforma Illumina. O cDNA ¢é fragmentado
aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em ambas as extremidades (A). As
moléculas de cDNA fita simples sdo aderidas por afinidade ao suporte sélido onde
estdo também aderidos em alta densidade oligonucleotideos complementares aos
adaptadores A e B (B). Durante a etapa de pareamento (C), no primeiro ciclo de
amplificagdo da PCR em fase sélida, o adaptador da extremidade livre da
molécula aderida ao suporte encontra seu oligonucleotideo complementar no
suporte, formando uma estrutura em ponte. Uma vez fornecidos os reagentes
necessarios, a PCR ¢ iniciada utilizando a extremidade 3’ livre do
oligonucleotideo como primer (C e D). Na etapa de desnaturagédo (E), a “ponte” é
desfeita mediante elevacdo de temperatura. Repete-se a etapa de pareamento (F),
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formando novas estruturas em ponte e iniciando um novo ciclo de amplificagéo.
Apobs uma série de ciclos, serdo obtidos clusters de moléculas idénticas ligadas ao
suporte (G). Com a incorporagdo de nucleotideos terminadores marcados e
excitacdo a laser (H), é gerado sinal, o qual é captado por dispositivo de leitura e
interpretado como um dos quatro possiveis nucleotideos componentes da cadeia
(I). O processo de incorporacdo de nucleotideo marcado, excitagdo e leitura, é
repetido para cada nucleotideo componente da sequéncia (J, K). A leitura é feita
de forma sequencial, permitindo a montagem da sequéncia completa de cada
cluster (L) (Carvalho & Silva 2010).

Dentro da gendmica funcional, a metabolémica surge como uma abordagem
mais robusta para a predi¢do de funcdes génicas, que a transcriptdomica e a protedmica.
Estudos do transcriptoma e proteoma mostram que nem sempre a predicdo génica é
correlacionada com o nivel de mRNA e de proteinas (Gygi et al., 1999).
Frequentemente, a formacdo da proteina ndo esta correlacionada com o metaboloma,
uma vez que a proteina sintetizada pode ou ndo ser ativa, devido a mudangas no
controle alostérico (Allwood et al., 2008). Desta forma, além do estudo da expressao de
genes, o estudo dos constituintes do metabolismo secundario se faz necessario para uma
melhor compreensdo do seu significado fisioldégico durante a interacdo planta-

patogeno.



3 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados em camara de crescimento de plantas do
Departamento de Plantas de Lavoura da UFRGS e também no Seed Technology
Laboratory, na South Dakota State University (SDSU). Todas as analises moleculares e
bioquimicas foram realizadas em laboratorios pertencentes ao Departamento de Plant
Science (SDSU). Para as analises histopatologicas o material foi coletado e preparado
no Seed Technology Laboratory (SDSU), entretanto o material foi analisado no
laboratdrio do Departamento de Plantas de Lavoura e Doencas de Cereais de Inverno do

Departamento de Fitossanidade da UFRGS (Figura 3).
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FIGURA 3. Fluxograma dos experimentos realizados.
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3.1 Obtencéo e multiplicagdo dos uredosporos

Folhas de plantas de aveia de diferentes cultivares oriundas do Programa de
Melhoramento da aveia UFRGS e EUA e com a presenca de puUstulas caracteristicas de
ferrugem da folha foram coletadas na Estacdo Experimental Agrondmica (EEA) da
UFRGS nos anos de 2009 e 2010. Estas folhas foram levadas para o Laboratdrio de
Plantas de Lavoura da UFRGS e os ureddsporos foram coletados em bulk com auxilio
de bomba a vacuo. Além disso, foram utilizados bulk de esporos cedidos pelo
laboratério de Doencas de Cereais da UFRGS; e para 0s experimentos montados na
SDSU (EUA), este bulk de esporos foi acrescido de esporos coletados em regifes
produtoras de aveia nos EUA nos anos de 2010 e 2011. Os esporos foram purificados e
multiplicados em condi¢6es controladas sobre plantulas da cultivar suscetivel (URS 22)
a P. coronata f. sp. avenae. As inoculacdes por aspersdo foram realizadas com uma
suspensdo de ureddsporos em 6leo mineral (Soltrol), na concentracio de 10°
ureddsporos. mL™. Apés a inoculagdo as plantulas foram mantidas cerca de 30 min a
temperatura ambiente, para que o Oleo secasse. Posteriormente, as plantulas foram
encubadas no escuro, em condicdo de camara umida por 15 h a 20 °C. Apoés este
periodo, as plantulas foram transferidas para camara de crescimento com condi¢coes
controladas (temperatura 20 £ 2 °C e luminosidade 12 h luz) e mantidas até o
aparecimento dos sintomas da doenca. Cerca de 10 dias apds a inoculacdo, 0s esporos
foram coletados e armazenados em cépsulas de gelatina dentro de desumidificadores
contendo silica gel e mantidos a 4 °C ou liofilizados a -40 °C (Liofilizador L101 da
marca Liotop) e mantidos a 4 °C ou em ultrafreezer.

3.2 Genotipos de aveia utilizados

Para analise da expressdo de genes e metabdlitos secundarios foram utilizadas
plantas dos gendtipos de aveia com resisténcia parcial (URS 21) (pedigree: UFRGS

10/CTC 84B993) e suscetivel (URS 22) (pedigree: UFRGS 841110/UFRGS 884021-1)
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a P. coronata f. sp. avenae, oriundos do Programa de Melhoramento Genético da Aveia
da Faculdade de Agronomia da UFRGS. A escolha destes gendtipos estd baseada no
conhecimento prévio da resposta a campo. Para analise do metabolismo antioxidativo e
histopatologia, além de plantulas dos genétipos brasileiros URS 21 e URS22, foram
utilizados os gendtipos americanos com resisténcia total e suscetivel, Leggett (pedigree:
OT294/Pc94) e Clintland 64  (pedigree: unnamed_6497/unnamed_9222),
respectivamente. Estes gendtipos foram incluidos como controle dos experimentos
devido a utilizacdo de uma mistura de esporos americanos e brasileiros nos
experimentos executados na SDSU. Para a o0 RNA-sequenciamento foram utilizadas
plantulas da cultivar URS 21.

Para 0 ensaio com plantulas, sementes das diferentes cultivares foram plantadas
em copos ou vasos plasticos de 200 mL, contendo o substrato Germina Plant da
Empresa Florestal S.A. para os experimentos realizados no Brasil e o substrato Pro-Mix
BX Mycorrhizae para 0s experimentos realizados nos EUA e mantidos em camara de
crescimento, sob condigdes controladas de temperatura (20 + 2 °C), luminosidade (12 h
de luz) e umidade relativa do ar de 70 %. Posteriormente foram mantidas seis plantulas
por recipiente e, quando as plantulas das diferentes cultivares apresentaram a primeira
folha completamente expandida (dez dias apds a semeadura), estas foram inoculadas
com a mistura de ureddsporos purificados em 6leo mineral (Soltrol).

Para a verificacdo da expressdo de resisténcia de planta adulta, sementes foram
plantadas em 14 vasos plasticos para cada cultivar, contendo o substrato (Germina Plant
da Empresa Florestal S.A.) e mantidos em camara de crescimento, sob condicGes
controladas de temperatura (20 + 2 °C), luminosidade (12 h de luz) e umidade relativa
do ar (70 %). No estadio de cinco folhas, fez-se a aplicacdo de uréia na dose

recomendada (equivalente a 230 kg.ha™) para o bom desenvolvimento nutricional das
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plantas. Em cada vaso foram mantidas seis plantas, e quando estas atingiram a fase de
antese, foram inoculadas com a mistura de ureddsporos em 6leo mineral (Soltrol).

3.3 Inoculacéo

Plantulas e plantas adultas de aveia das diferentes cultivares estudadas foram
inoculadas com uma suspensdo de ureddésporos em Oleo mineral (Soltrol), na
concentracéo de 10° uredésporos. mL™ e inoculadas conforme descrito no item 3.1.

3.4 Amostragem

As coletas de folhas de plantulas e folhas bandeiras das plantas adultas foram
realizadas nos intervalos de 0, 6, 24, 48, 72 e 120 h ap06s a inoculagdo (hai) com o fungo
(0 hai corresponde 0 momento imediatamente anterior a inoculagdo). Para 0 RNA-seq
as amostras de plantulas inoculadas e ndo inoculadas com o fungo foram coletadas 12
hai e para a analise de saponinas esteroidais em 0, 24, 48 e 72 hai. Em 120 hai as
saponinas esteroidais também foram dosadas, mas somente na cultivar URS 21, devido
a pequena quantidade de material de URS 22 no mesmo periodo. Para a analise de
expressdo génica e metabdlitos secundarios, as amostras de cada tratamento, apos
coletadas, foram imediatamente transferidas para nitrogénio liquido, maceradas e
armazenadas em freezer a -20 °C. Posteriormente o material foi liofilizado a -40 °C
(Liofilizador L101 da marca Liotop) para que pudessem ser pesadas e transportadas sem
haver qualquer tipo de alteracdo na composicdo de RNA e metabdlitos. Para as demais
analises as amostras coletadas foram armazenadas em freezer a -20°C até a anélise,
exceto para dosagem de clorofila-carotendides e andlises histopatolégicas, onde foi
utilizado material fresco.

Além disso, plantulas e plantas adultas inoculadas com a suspensdo de
uredosporo foram mantidas sem serem amostradas para verificar a eficiéncia da

inoculacéo e para acompanhamento do desenvolvimento da doenca.
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3.5 Extracdo e Analise de Metabolitos Secundarios

Dois grupos principais de metabolicos secundarios foram avaliados, o0s
compostos fendlicos totais e saponinas esteroidais, devido a importancia em aveia e
evidéncias de estarem envolvidos na resisténcia a ferrugem da folha.

3.5.1 Compostos fenolicos totais

Amostras de aveia das cultivares URS 21 e URS 22 inoculadas com P. coronata
f. sp. avenae foram coletadas nos tempos 0, 6, 24, 48, 72, 120 hai, tanto de plantula
como de planta adulta e liofilizadas. Estas amostras foram maceradas em solucgéo
aquosa de metanol 80 % (v/v) na proporgdo 1:10 (p~¥). Apds, os extratos foram
filtrados, centrifugados a 1.000 g durante 10 min e congelados até a analise. Os
compostos fendlicos totais foram entdo analisados pelo método Folin-Ciocaulteau; para
tanto, utilizou-se 50 puL da amostra, 1,55 mL de &gua destilada e 100 puL do reagente
Folin. As amostras foram ent&o agitadas e apos 2 min, adicionado 300 pL de carbonato
de sodio 20 %. Apoés a adicdo do carbonato de sédio as amostras foram agitadas e
mantidas no escuro durante 30 min a 25 °C. A leitura da absorbéncia se deu a 765 nm
através de espectofotometria (Genesys 20 Thermo Scientific). O acido galico foi
utilizado como padréo (Arnaldos et al., 2001). Como branco foi utilizada a reacdo sem a
adicdo do extrato vegetal.

3.5.2 Saponinas esteroidais

Amostras de 100 mg de plantas adultas liofilizadas de aveia, dos genotipos URS
21 e URS 22, infectadas com o fungo foram utilizadas para a quantificacdo de saponinas
esteroidais, determinadas através do método Hiai et al. (1976) com modificacoes.

Para a extracdo das saponinas foram utilizadas amostras coletadas nos tempos 0,

24, 48, 72 e 120 hai (o periodo 120 hai foi utilizado somente para URS 21). As amostras
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foram primeiramente dissolvidas em 10 mL solucdo aquosa de metanol 50 % (v/v) e
mantidas em agitacdo overnight a temperatura ambiente. Apds este periodo o material
foi centrifugado a 3000 g durante 10 min e o sobrenadante coletado. O mesmo
procedimento foi realizado duas vezes. Posteriormente, o primeiro sobrenadante foi
combinado com o segundo. O material foi filtrado e o metanol evaporado através de
evaporador de nitrogénio a 40 °C. O volume restante, cerca de 5 mL, foi entéo
centrifugado a 3.000 g por 10 min para remover da agua materiais insoltveis. Apdés, a
fase aquosa foi adicionado igual volume de cloroférmio por duas vezes para a remogao
de pigmentos, reservando a fase aquosa com os restos celulares. A saponina concentrada
na solucdo aquosa foi adicionado igual volume de n-butanol (duas vezes) e todo
solvente evaporado a temperaturas ndo superiores a 40- 45 °C atraves de evaporador de
nitrogénio. A fragdo seca contendo a saponina foi entdo dissolvida em 5 mL de agua
destilada e transferida pra tubos previamente pesados. As amostras foram liofilizadas e
calculada a porcentagem de saponina recuperada.

Para a determinacdo das saponinas as amostras secas foram dissolvidas em
solucdo aquosa de metanol 80 % (v/v) e 20 uL aquecidos a 100 °C para a remogéo do
alcool. Apds esfriar, 2 mL de etil acetato foi adicionado a 1 mL reagente A (0,5 mL de
anisaldeido + 99,5 mL de etil acetato) e 1 mL reagente B (50 mL de &cido sulfdrico P.A.
+ 50 mL de etil acetato). Os tubos foram agitados e ap6s 30 min a determinacdo das
saponinas esteroidais foi efetuada através de espectofotometria (Genesys 20 Thermo
Scientific) a 430 nm, utilizando a diosgenina como padrdo. Como branco foi utilizada a
reacdo sem a adicdo do extrato vegetal.

3.6 Metabolismo antioxidativo

Plantulas de aveia das cultivares URS 21, URS 22, Leggett e Clintland 64,

inoculadas com o fungo, foram maceradas nos tempos 0, 6, 24, 48, 72 e 120 hai e
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homogeneizadas a 4 °C com 100 mM de tamp&o fosfato de potéssio (pH 7,5), contendo
1 mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), 3 mM de DL-ditiotreinol e 5 % de
PVPP insolivel (2:1 volume de tampdo/massa fresca). O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000 g durante 30 min e o sobrenadante estocado em aliquotas
separadas a -80 °C até determinacdo da concentracdo de proteinas totais e a analise da
atividade enziméatica de catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e ascorbato
peroxidase (APX).

3.6.1 Extracdo de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada através do kit Pierce BCA Protein
Assay (Thermo Scientific). A absorbancia foi determinada através do Synergy 2 Multi-
detection Microplate Reader (BioTek), a 590 nm.

3.6.2 Ensaios enzimaticos

3.6.2.1 Catalase

A atividade foi determinada a 240 nm durante 1 min e 30 s a cada 15 s através
do Synergy 2 Multi-detection Microplate Reader (BioTek), a 25 °C. A reacdo foi
composta de tampdo fosfato de potassio 10 mM (pH 7,5), contendo H,0, a 30 % (v/v),
preparado imediatamente antes do uso. A reacdo foi iniciada pela adicdo do extrato
vegetal e a atividade enzimaética determinada pelo monitoramento da degradacédo de
H,0,. Como branco foi utilizado o meio de reacdo sem a adicdo do extrato vegetal.

3.6.2.2 Glutationa redutase

A atividade de GR foi determinada do Synergy 2 Multi-detection Microplate
Reader (BioTek), a 25 °C. A mistura de reacdo foi composta de tampédo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5), contendo 1 mM de 5,5’-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico)
(DTDAB), 1 mM de glutationa oxidativa (GSSG) e 0,1 mM de NADPH. A reacdo foi

iniciada pela adicdo do extrato enzimatico. A taxa de reducdo da GSSG foi monitorada
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pelo aumento da absorbéncia a 412 nm durante 1 min e 30 s a cada 15 s. Como branco
foi utilizado o meio de reacdo sem a adi¢do do extrato vegetal.

3.6.2.3 Ascorbato peroxidase

A atividade da APX foi determinada pelo monitoramento da taxa de oxidagéo
através Synergy 2 Multi-detection Microplate Reader (BioTek), a 25 °C. A reacdo foi
composta por tampdo fosfato de potassio 80 mM (pH 7,0), 0,5 mM de ascorbato, 0,1
mM de EDTA, 0,1 mM de H,O, e o extrato enzimético. A reagdo foi iniciada pela
adicdo do ascorbato. O decréscimo da absorbancia foi monitorado a partir de 15 s até 1
min 30 s do inicio da reagdo. Para o branco foi utilizado o meio de reacdo sem a adicao
do extrato vegetal.

3.6.2.4 Quantificacao de peroxido de hidrogénio

Amostras de 0,25 g de folhas de plantulas inoculadas das cultivares URS 21,
URS 22, Leggett e Clintland 64, coletadas nos tempos 0, 6, 24, 48, 72 e 120 hai foram
trituradas em nitrogénio liquido e posteriormente homogeneizadas em 5 ml de acido
tricloroacético (TCA) 0,1 %. O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 g por 30 min,
a 4 °C, coletando-se o sobrenadante. Aliquotas de 500 pL do sobrenadante foram
adicionadas ao meio de reacdo contendo 500 pL de tampédo fosfato de potassio 10 mM
(pH 7,0) e 1000 uL de iodeto de potassio 1 M, a leitura da absorbancia foi determinada
a 390 nm. Como branco foi utilizado o meio de reacdo sem a adicdo do extrato vegetal.
As concentracbes de H,O, nas amostras foram estimadas com base na curva de
calibracdo, utilizando H,O, como padrao.

3.6.2.5 Quantificacao de clorofila e carotendides

Amostras de 0,07 g de folhas frescas de aveias das diferentes cultivares
estudadas neste trabalho e inoculadas com o fungo foram coletadas nos tempos 0, 6, 24,

48, 72, 120 hai e adicionadas em tubos plasticos graduados, com 5 ml de
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dimetilsulfoxido (DMSO) em banho-maria a 65 °C por 30 min até o branqueamento das
folhas, os tubos foram vedados para evitar evaporagdo. Depois de retirados do banho-
maria 0 volume foi completado para 7 ml de DMSO. O sobrenadante transferido para
espectrofotometro e a leitura procedeu-se nos comprimentos de ondas 645, 663 e 471
nm. Os teores de clorofilas e carotendides foram mensurados a partir das seguintes
formulas:

- Clorofila a (mg/g FW) = [( 11,75 x A663 — 2,35 x A645)x 50]/500

- Clorofila b (mg/g FW) = [( 18,61 x A645 — 3,96 x A663)x 50]/500

- Carotendides (mg/g FW) = [(1000 x A471 — 2,27 x Conc.Clor. a — 81,4 X
Conc.Clor. b)/227 x 50]/ 500.

Os dados para clorofila foram expressos em termos de clorofila total (clorofila a
+ clorofila b).

3.7 Anadlises histopatologicas

Para as analises histopatoldgicas, trés repeticbes com trés segmentos foliares de
cerca de 2 cm de folhas de plantulas das cultivares URS 21, URS 22, Leggett e
Clintland 64, inoculadas com o fungo, foram coletadas nos tempos 0, 6, 24, 48, 72 e 120
hai da regido mediana das folhas. As analises foram efetuadas em toda a extensdo dos
segmentos coletados.

3.7.1 Determinacdo de compostos autofluorescentes semelhantes a

compostos fendlicos

Apos a coleta, amostras de 2 cm da regido mediana das folhas foram fixadas
durante 24 h em 3:1 (v:v) etanol:cloroférmio contendo 0,15 % (p/v) acido
tricloroacético (TCA) e estocadas em glicerol 50 %. Para determinar a

autofluorescéncia, as amostras fixadas foram clareadas em cloral hidratado:dgua 5:2
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(p:v), montadas em laminas contendo glicerol 50 % e examinadas em microscépio de

epifuorescéncia.

3.7.2 Determinacao de peréxido de hidrogénio

Segmentos de 2 cm da regido mediana das folhas foram coletadas e infiltrados
com uma solugdo de 3,3-diaminobenzina-4HCI (DAB) 1 mg.mL™ dissolvida em agua
destilada acidificada (pH 3-4) com HCI. Os segmentos foram incubados por 5 h no
escuro e, apds, transferidos para uma solugdo de cloroférmio (Et:cloroférmio- 3:1) com
adicdo de 15 % de TCA, permanecendo no escuro durante 24 h. Apos este periodo, as
amostras foram transferidas para uma solucdo de glicerol 50 %. Posteriormente as
amostras fixadas foram clareadas em cloral hidratado:agua 5:2 (p:v), montadas em
laminas contendo glicerol 50 % e examinadas em microscopio optico.

3.7.3 Determinacéo de superoxido

Segmentos de 2 cm da regido mediana das folhas de folhas foram coletados e
infiltrados a vacuo durante 5 min com uma solucdo de 0,1 % de nitro blue tetrazolium
(NTB) (p:v) dissolvido em tampéo fosfato de potassio 10 mM (pH 7,8). Os segmentos
infiltrados foram incubados em temperatura ambiente na presenca de luz constante
durante 15 min. Em seguida, foram transferidos para uma solucdo de cloroférmio
(EtOH:cloroférmio) com adicdo de 0,15 % de TCA, permanecendo no escuro durante
24 h. Apos, as amostras foram transferidas para uma solucdo de glicerol 50 %.
Posteriormente as amostras fixadas foram clareadas em cloral hidratado:agua 5:2 (p:v),
montadas em laminas contendo glicerol 50 % e examinadas em microscopio dptico.

3.8 Extracdo de RNA total para analise de expressao génica

O RNA total foi isolado de plantas adultas URS21 e URS22, infectadas pelo

fungo, nos tempos de 0, 6, 24, 48, 72 e 120 hai.
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A extracdo do RNA total foi realizada através do Kit RNAqueous (Applied
Biosystems), em conjunto com o reagente Plant RNA Isolation AID (Applied
Biosystems), de acordo com as recomendacfes do fabricante para tecidos moles a média
consisténcia de plantas. Tecidos foliares previamente liofilizados (cerca de 25 mg) dos
diferentes tratamentos foram homogeneizados com 10 pL.mg™ de Lysis/Binding
Solution e 1 volume de Plant RNA Isolation AID em tubos de 1,5 mL livres de
nucleases (ou tratados com 0,1 % de dietil pirocarbonato (DEPC) por 24 h, lavados com
agua deionizada livre de nucleases e autoclavados durante 30 min). Posteriormente, foi
adicionado aos tubos igual volume de etanol 64 % para que ocorresse a lise celular, e 0s
tubos invertidos algumas vezes para misturar o conteudo. A mistura originada foi
aplicada em Filter Cartridge colocados em tubos fornecidos pelo fabricante. As
amostras foram centrifugadas em microcentrifuga (Hermle Z 400K- Labnet) a 14.000
rpm durante 1 min a 4 °C para que o lisado se misturasse através do filtro. O material
coletado no tubo foi descartado e o Filter Cartridge recolocado no tubo. Apds 700 pL
do Wash Solution # 1 foi aplicado ao Filter Cartridge, as amostras centrifugadas a
14.000 rpm por 1 min a 4 °C, o liquido coletado no tubo foi descartado e o Filter
colocado novamente no mesmo tubo. A seguir foram realizadas duas lavagens de 500
puL cada com o Wash Solution # 2/3, sempre centrifugando, descartando o liquido
coletado e recolocando o filtro no tubo ja usado. Uma centrifugacdo adicional de 14.000
rpm durante 30 s a 4 °C foi realizada para remover qualquer traco de reagente do Filter
Cartridge. Assim o Filter Cartridge foi colocando em um novo tubo fornecido pelo
fabricante e foram realizadas duas elui¢des sucessivas com 50 pL de Elution Solution a
75 °C, sempre centrifugando apos a adi¢do do reagente a 14.000 rpm por 30 s a 20 °C.
As amostras foi adicionado a metade de volume de LiCl Precipitation Solution e

misturadas bem por inverter o tubo varias vezes. Posteriormente as amostras foram
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encubadas a -20 °C por no minimo 30 min, centrifugadas a 14.000 rpm durante 15 min a
4 °C e removido o sobrenadante. Foram realizadas duas lavagens sucessivas com etanol
70 % gelado, sempre recentrifugando e descartando o sobrenadante. Os pellets
originados foram deixados secar overnight e resuspensos em 20 pL de agua deionizada
e livre de nucleaes. As extracdes foram feitas em triplicatas para cada amostra.

Apods a extracdo, 1 puL do RNA total foi quantificado em NanoDrop 1.000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) e a qualidade determinada em gel de agarose
1%.

3.9 Sintese de cDNA para andlise da expressao ao longo do tempo

De posse da concentracdo dos RNAs total, todas as amostras foram diluidas para
que os RNAs total tivessem a mesma concentracdo (20 ng.pL™). A partir desta
concentracdo de RNA total foi conduzida a etapa de sintese de cDNA, utilizando, com
algumas modificacdes, o Kit SmarterTM PCR cDNA Synthesis (Clontech) no parelho
My Cycler Thermal Cycler (Bio Rad). Cada tratamento contou com duas repeticdes
biologicas.

O Kit SMARTer™ PCR c¢DNA Synthesis prové um método baseado em PCR
para a producdo de cDNA de alta qualidades a partir de pequenas quantidades de
RNAtotal. O Kit SMARTer PCR cDNA Synthesis ¢ uma versdo melhorada do Kit
original, SMART™ PCR ¢DNA Synthesis, e inclui SMARTer oligo e SMARTScribe™
Reverse Transcriptase; isto prové alta especificidade, baixo background e um aumento
do rendimento. A partir deste kit é possivel sintetizar cDNA de alta qualidade a partir de
2 ng de RNA total.

Todos os métodos habitualmente usados para a sintese de cDNAs sdo baseados
na habilidade da Transcriptase Reversa (RT) em transcrever o mMRNA em simples fita

de DNA no primeiro passo da reacdo. Entretanto, devido ao fato da RT ndo poder
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sempre transcrever a sequéncia inteira de mRNA, a por¢do 5’ final de um gene tende a
ser ndo representativa na populagdo de cDNAs. Na auséncia da degradacdo de RNA,
moléculas truncadas de cDNA presentes na biblioteca sdo frequentes devido a tendéncia
da RT pausar antes da transcricdo ser completada. Assim, neste trabalho foi utilizado o
SMARTer method, que permite o enriquecimento preferencial de cDNAs com
comprimento total. Este método utiliza o oligo (dT) primer modificado (3’ SMART CDS
Primer 11 A), utilizado na sintese da primeira fita (Figura 4). Quando a SMARTScribe™
RT atinge a regido 5’ final do mRNA, a atividade transferase terminal da enzima
adiciona alguns nucleotideos a regido 3’ final do cDNA. O comprimento resultante do
cDNA fita simples contém a regido 5’ final do mRNA completa, bem como as
sequéncias que sdo complementarias ao SMARTer Oligonucleotide. Em casos que a RT
pausar antes do final da fita, a adicdo de nucleotideos é muito menos eficiente do que
com o comprimento completo do hibrido cDNA-RNA, assim 0 excesso de base
necessaria para o emparelhamento com o SMARTer Oligonucleotide estd ausente. O
SMARTer utiliza a sequéncia ancora e a sequéncia poly A como um sitio universal para
os primers para amplificacdo end-to-end cDNA. Em contraste, sem esta sequéncia,
como em cDNAs com terminacdo prematura, DNA genémico contaminante ou cDNA
transcrito a partir de poly A- RNA, ndo € exponencialmente amplificado.

3.9.1 Otimizacéo do nimero 6timo de ciclos de PCR e sintese de cDNA

De acordo com recomendagfes do fabricante do Kit SMARTer™ PCR ¢DNA
Synthesis, inicialmente foi realizada a escolha do melhor nimero de ciclos de PCR para
garantir que os cDNA dupla fita remanescessem em fase exponencial de amplificacao.
Isso porque quando o rendimento dos produtos de PCR para de ser incrementado e a
reacdo alcanca o platd, hd uma sobreciclagem cDNA que pode resultar em uma menor

representatividade dos genes; por outro lado, uma baixa ciclagem de cDNA pode
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acarretar um rendimento baixo de cDNA. Desta forma foi verificado o nimero 6timo de

ciclos, que geralmente € um ciclo a menos que o ciclo necessario para chegar ao plato.
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FIGURA 4. Esquema representativo da sintese de cDNA a partir do Kit SMARter.

Assim, foi realizando um teste com trés amostras, além da amostra controle de
reacdo do Kit (Control Mouse Liver Total RNA) para verificar quantos ciclos seriam
usados para a sintese dos cDNAs. Para tanto 1 uL de RNA de cada amostra (20 ng.pL™)
ou do controle de reagdo (1 pg.puL™), foi adicionado em tudo de reacéo de 0,5 mL, além
de 1 pyL do 3" SMART CDS Primer 1l A (121 pM) e 2,5 pL de &gua deionizada.
Posteriormente o conteGdo de cada tubo foi misturado e incubado a 72 °C em
termociclador do tipo My Cycler Thermal Cycler (Bio Rad) durante 3 min; ap6s a
temperatura foi reduzida para 42 °C por 2 min.

As amostras foi adicionado 5,5 puL do Master Mix por reacdo, contendo 2 pL 5X

First-Strand Buffer, 0,25 uL DTT (100 mM), 1 uL dNTP Mix (10 mM), 1 uL SMARTer
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Il A Oligonucleotide (12 uM), 0,25 pL RNase Inhibitor, 1 pL SMARTScribe Reverse
Transcriptase (100 U). O contetido dos tubos foi misturado gentilmente por inverséo e
incubados a 42 °C por 90 min para obtencdo de cDNAs com comprimento total. A
reacéo foi finalizada por aquecimento dos tubos & 70 °C durante 10 min. A primeira fita
de cDNA foi adicionado 40 pL de TE buffer (10 mM Tris [pH 8,0], 1 mM Tris).

Para cada reacdo, aliquotas de 10 uL do cDNA fita simples diluido em TE
Buffer foi adicionado 90 pL do PCR Master Mix contendo 74 uL &gua deionizada, 10
pL 10X Advantage 2 PCR Buffer, 2 pL 50X dNTP Mix (10 mM), 2 uL 5°’PCR Primer 11
A (12 pM), 2 pL 50X Advantage 2 Polymerase Mix. Foi utilizado o seguinte programa
de PCR no termociclador do tipo My Cycler Thermal Cycler (Bio Rad): 95 °C durante 1
min, 15 ciclos: 95 °C, 15 s; 65 °C, 30 s; 68 °C, 6 min. Todos o0s tubos foram submetidos
a 15 ciclos iniciais, posteriormente o programa foi finalizado, 25 puL de cada tubo
transferidos para ser testado o nimero de ciclos 6timos de reacdo e 5 puL usados para a
visualizacdo em gel de agarose 1,2 %, corado com brometo de etideo. Os 70 pL
restantes foram mantidos a 4 °C até que este namero 6timo fosse determinado. Foram
coletadas aliquotas de 5 pL a 18, 21, 24 e 27 ciclos (Figura 5) e visualizadas em gel de
agarose 1,2 %, coradas com brometo de etideo.

De posse do namero de ciclos 6timos, procedeu-se a amplificacdo por PCR com
0s 70 pL restantes. Apds a padronizacdo do numero de ciclos 6timos e verificacdo da
eficiéncia do Kit, foi realizada a sintese de cDNA com as demais amostras.

3.10 Rastreamento de sequéncia e projecdo de primers

Foram rastreadas no NCBI (National Center for Biotechnology Information)
sequéncias de aveia, trigo e cevada que estivessem envolvidas na producdo dos
metabolitos secundarios de interesse e estresse oxidativo. Estas sequéncias foram

alinhadas contra sequéncias codificantes de aveia do banco de dados do USDA (United
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States Department of Agriculture) e verificada a similaridade para a projecdo de
primers. Os primers especificos foram projetados através do programa Primer3, com
temperatura de pareamento de 60-62 °C, que pareassem na regido 3’ do gene e

produzissem amplicons de 100-250 pb (Tabela 2).
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FIGURA 5. Otimizacéo dos ciclos de PCR para a sintese da dupla fita de cDNA.
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3.11 Primers Tempo Real

Como controle endégeno da PCR Tempo Real, foram testados os genes
constitutivos, GAPDH, TUBA, TUBB, ELF1A, EIF4A e 18 S rRNA (Tabela 3).

3.12 PCR Tempo Real

A expressdo génica foi avaliada atraves de PCR Tempo Real utilizando o
equipamento 7900HT Fast Real-Time PCR, Applied Biosystems. As reacfes foram
realizadas em placas de 96 pocos MicroAmp® Optical com selador MicroAmp Adhesive
Film, ambos da Applied Biosystems. As reagdes foram realizadas com volume final de
20 pL, sendo 10 uL de mix de reagdo e 10 puL de cDNAs diluidos 1:100. Fizeram parte
do mix: Tampé&o de PCR 1X, cloreto de magnésio (MgCl,) 3 mM, dNTPs 0,25 mM (10
uM de cada nucleotideo), primer forward 0,2 uM, primer reverse 0,2 uM, Taq
Platinum® Invitrogen 0,25U e 4gua deionizada autoclavada para completar o volume.
As seguintes condi¢cdes de amplificagdo foram utilizadas: 50 °C/ 2 min, 95 °C/ 5 min,
40 x (95 °C/ 155,60a 62 °C/ 155, 72 °C/ 30 s).

Os célculos de expressdo relativa foram realizados pelo método 24 (Livak &
Schimittgen, 2001). Além disso, os fragmentos gerados foram confirmados através da

visualizacdo em géis de agarose 1,5 % (p/v).



TABELA 2. Primers projetados para genes envolvidos no metabolismo secundario e estresse oxidativo de A. sativa e testados na interacdo com P.
coronata f. sp. avenae.

Simbolo gene  Nome gene Primer sequéncia Temperatura de
pareamento
ASa Antranilato sintase Forward: GCAGCTTTGCCTGTAGGAAC 60°C

Reverse: GGCTTGGAGCTGTTGAGAAC

AsHHT1 Hidroxiantranilato hidroxicinamoiltransferase 1 Forward: ACTTCGGCAACGTCATCTTC 60 °C
Reverse: CGGCTGCAGCTCTAGGTAGT

CCOAOMT Cafeoil-CoA 3-O-Metiltransferase Forward: TAGGATACGACAACACGCTCTG 60 °C
Reverse: TGTGCACTCCATTCACTTGG

PAL Fenilalanina amonia liase Forward: TACCGGTTTGTTCGTGAGGAGCTT 62°C
Reverse: TTACTTGATGTTGATGGGCAGCGG

Lox Lipoxigenase Forward: ATCACCAGCCAGATCCAGAC 62 °C
Reverse: ACCTTGCTCTCGATGTCCAC

Pxg Peroxigenase Forward: GAACAATCCTGAAGGGACCA 62 °C
Reverse AAGTTGAATCCCAGCCTCCT

AsCS Cicloartenol sintase Forward: GGAATGTACGTCAGCTGCAA 60 °C

Reverse: GCCTTCACTCCAAACCATGT

Pox Peroxidase Forward: AGAACTTCCGGTCGAGGATT 62 °C
Reverse: TGAACAGCACCTGGTCAGAG

GP Glutationa peroxidase Forward: AGGTTGATGTCAACGGGAAG 61°C
Reverse: TCAATGCTCAGAGGGGAAGT

Celsyn Celulose sintase Forward: TCAAGCTCACATCCAAGCTG 61°C
Reverse: GGAAGAGCACCCAGAAGTTG

APX Ascorbato peroxidase Forward: CTGATGCAACCAAGGGTTCT 61°C
Reverse: CAGTCAGCAGGGTTTTGTCA

CAT2 Catalase Forward: CAGCCATGAACTCAGGATCA 61°C
Reverse: ACATGGCCTCTGCTTATTGC

CHI Chalcona isomerase Forward: GAGCGCAGTACTCGGAGAAG 61°C
Reverse: GAGTGGGTGAAGAGGATGGA

CHS Chalcona sintase Forward: CCTCCACAAGGATGTTCCAT 61°C

Reverse: CATGCGCTAGACATGTTTCC




TABELA 3. Caracteristicas dos primers constitutivos testados

Simbolo  Nome gene

gene

NUmero
acesso

Primer sequéncia

Tamanho
amplicon
(pb)

GAPDH  Gliceraldeido-3-

Pdehidrogenase

AK251456

Forward:
TGTCCATGCCATGACTGCAA
Reverse:

CCAGTGCTGCTTGGAATGATG

105

TUBA

Alfa tubulina-2B

AK250165

Forward:
TTCGCCCGTGGTCATTACA
Reverse:

GCATTGAAGACAAGGAAGCCC

113

TUBB

Beta-tubulina

u76897

Forward:
CAAGGAGGTGGACGAGCAGATG
Reverse:

GACTTGACGTTGTTGGGGATCCA

84

ELF1A

Fator de
elongagdo -1 alfa

AF479046

Forward
CAGTGCTGGACTGCCACA
Reverse:

CTCCACCACCATGGGCTT

164

EIF4A

Fator de iniciagdo
eucariotico 4a

EU850433

Forward:
TTGTGCTGGATGAAGCTGATG
Reverse:

ACACCAACAGCCACAGTTTGC

76

188
rRNA

RNA ribosomal
18S

M82356

Forward:
GTGACGGGTGACGGAGAATT
Reverse:
GACACTAATGCGCCCGGTAT

151

3.13 RNA-sequenciamento

3.13.1 Extracdo do RNA total

64

Amostras de folhas de plantulas de aveia da cultivar URS 21, inoculadas com o

fungo ou sem inoculacdo, foram coletadas 12 hai e imediatamente colocadas em

nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer até a extracdo do RNA. O tempo de

andlise foi escolhido devido ao conhecimento prévio gerado pelas demais analises deste

trabalho.

No momento da extracdo as amostras de até 100 mg foram maceradas em tubos

de microcentrifuga contendo nitrogénio liquido. Apés a evaporacao total do nitrogénio,

0 RNA total das amostras foi extraido com o RNeasy Plant Mini Kit, Quiagen, com

algumas modificacbes devido ao uso do RNae-Free DNase Set, Quiagen. Assim, 450
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ML do tampdo RLT para um méximo de 100 mg de tecido foi adicionado aos tubos e os
mesmos agitados com auxilio de vdrtex. Posteriormente, as amostras foram incubadas
por 3 min a 56 °C para ajudar a romper os tecidos. Ent&o o tecido lisado foi transferido
para tubos contendo a QIAshredder spin coluna e centrifugados por 2 min a velocidade
maxima. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga,
acrescido de meio volume de etanol P.A. e o conteddo misturado por pipetagem. As
amostras foram transferidas para um novo tubo de microcentrifuga contendo uma
RNeasy spin coluna e centrifugadas durante 15 s a 10.000 rpm, descartando o contetido
coletado no tubo. Apds, 350 uL do Buffer RW1 foi adicionado as colunas, realizando
nova centrifugacdo de 15 s a 10.000 rpm, descartando o contetdo coletado no tubo. Foi
adicionado 80 pL do mix de DNase I a coluna e incubado por 15 min a 30 °C. O tampé&o
RW1 (350 pL) foi adicionado e o tubo centrifugado durante 15 s a 10.000 rpm,
descartando o liquido coletado. O tampdo RPE (500 pL) foi adicionado e, procedida a
centrifugacdo e descarte como no passo anterior. Novamente este passo foi realizado,
entretanto a centrifugacdo ocorreu durante 2 min. A coluna foi colocada em um novo
tubo e sem a adicdo de nenhum reagente centrifugada durante 1 min a velocidade
méaxima para retirar qualquer vestigio de reagente. Esta foi colocada em um novo tubo
de microcentrifuga e adicionados 50 pL de agua livre de RNase. Foi realizada nova
centrifugacdo por 1 min a 10.000 rpm para eluir o RNA. O passo foi realizado 1 vez
mais, entretanto foram adicionados 30 pL de &gua livre de RNase.

Apos a extracdo, 1 uL do RNA total foi quantificado em NanoDrop 1.000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) e a qualidade determinada em gel de agarose 1%

(Figura 6).
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FIGURA 6. Visualizagdo em gel de agarose 1 % do RNA de amostras da cultivar URS 21
enviadas para 0 RNA-seq: 1, 2 e 3. Repeticbes de amostras inoculadas com P.
coronata f. sp. avenae e coletadas 12 hai; 4, 5 e 6. Repeticbes de amostras ndo
inoculadas com o fungo e coletadas 12 hai.

3.13.2 Sequenciamento e edi¢cdo das sequéncias

Trés repeticdes bioldgicas com concentracdo entre 30-43 ng.uL™ para cada
tratamento foram enviadas para o sequenciamento no WM Keck Centro de Gendmica
Comparativa e Funcional, no Centro de Biotecnologia Roy J Carver na Universidade de
Illinois em Urbana-Champaign, EUA. Os tratamentos foram plantas de URS 21
inoculadas com ferrugem da folha contra plantas do mesmo genotipo ndao inoculadas
com o fungo, e coletadas 12 hai.

As bibliotecas foram preparadas utilizando Illumina TruSeq Amostra RNAseq
Kit Prep seguindo as recomendac6es do fabricante, utilizando fragmentos de cDNA de
250 nucleotideos em média. As amostras foram sequenciadas através de 100 ciclos, em
equipamento Illumina HiSeq2000, usando um kit de sequenciamento TruSeq SBS (v.
3). Os resultados foram coletados pela base de dados Cassava 1.8 pipeline e a analise
das sequencias realizada utilizando o CLCBio Workbench Genomics 5.1.

O primeiro passo foi o corte aleatorio das sequéncias baseadas em ambiguidade,
qualidade e comprimento. O limite minimo de qualidade aceitavel foi de 0,003
(equivalente a uma qualidade Q de 27), aléem disso, foi aceito um maximo de 2
nucleotideos ambiguos e comprimento minimo de 25 nucleotideos. A o comprimento

médio da sequéncia apds o corte foi 82,6 nucleotideos.
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Apos o corte, as sequéncias remanescentes foram reunidas em contigs usando 0s
seguintes parametros: 50 % de sequéncias sobrepostas, 95 % de semelhanga na zona de
sobreposicao, incompatibilidade de 2, dele¢do/insercdo de 3 e um comprimento minimo
do contig de 300 bp. Posteriormente, foi usada a opcdo automatica para definir a
montagem final.

Os parametros de mapeamento para acada amostra biolégica foram: fracdo de
comprimento minimo = 0,5 e similaridade minima = 0,95. Mais de 80 % das sequéncias
de cada amostra foram mapeadas nos dois sentidos, gerando contigs a partir das
sequéncia montada.

3.14 Andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental
completamente casualizados. Para cada experimento foram utilizadas trés repeticcdes
biologicas com trés replicatas, exceto para a andlise de PCR Tempo Real que constou de

duas repeticdes biologicas com quatro replicatas por amostra.

Exceto para a analise do transcriptoma, as demais analises estatisticas dos dados
foram realizadas através do programa estatistico SAS (SAS Institute Inc., 1999). Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, e teste de comparacdo de médias

através do teste Tukey, a 5 % de probabilidade.

A anélise estatistica de RPKM (leituras por quilobases de modelo éxon) foi
utilizada para os valores de expressdo obtidos pelo RNA-seq. O teste de Barggerley foi
utilizado para determinar a expressdo diferencial para cada contig. Os valores de P
foram ajustados usando a correcdo FDR (taxa de falsa deteccdo). Contigs foram
considerados como expresso diferencialmente quando FDR e valores de P eram

menores que 0,0001.



4 RESULTADOS

4.1 Mecanismos bioquimicos

4.1.1 Metabolitos secundarios

Dois grupos de metabolitos secundarios, compostos fendlicos e saponinas, séo
relatados por conferir resisténcia a patdogenos em aveia (Osbourn, 2003; Osbourn et al.,
2003; Soriano et al., 2004). Assim, neste trabalho foi avaliada a concentracdo ao longo
do tempo de compostos fenolicos totais e saponinas esteroidais, e verificado o possivel
papel destes compostos na resisténcia parcial a ferrugem da folha em aveia (Figuras 7 e
8).

Na interacdo entre a cultivar URS 21, com resisténcia parcial, e P. coronata f.sp.
avenae houve um aumento na sintese dos metabolitos secundarios analisados (Figuras 7
e 8). Quando os compostos fenolicos totais foram quantificados, tanto em plantulas
como em plantas adultas de aveia do gendtipo URS 21, o pico maximo destes
compostos foi observado em 24 hai, com concentracdo de aproximadamente 850 pg.g™
em plantulas e 1.700 pg.g™ em plantas adultas. Em plantas adultas da mesma cultivar, a
concentracdo do composto se manteve elevada até 72 hai, entretanto, em plantulas,
houve decréscimo na concentracao dos compostos fendlicos apds 24 hai (Figura 7).

Plantulas e plantas adultas de URS 22, suscetiveis a ferrugem da folha, quando
inoculadas com o fungo, apresentaram uma diminuicdo na sintese de compostos

fendlicos ao longo do tempo até 72 hai, e um aumento tardio (120 hai) em mesma
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concentracdo (1.000 ug.g™), provavelmente relacionado com a colonizagdo do fungo
(Figura 7). Contudo em plantas adultas do mesmo genoétipo, a concentragdo obtida em
120 hai foi bastante inferior a obtida em 0 hai. A concentracdo de compostos fendlicos
foi superior em plantas adultas em todos os tempos, para ambas as cultivares, mesmo
antes da inoculagéo (Figura 7A).

Quando saponinas esteroidais foram analisadas em plantas adultas de aveia da
cultivar URS 21 inoculada com o fungo, foi observado um incremento na concentragdo
do composto até 72 hai, sendo este o pico méximo (cerca de 350 pg.g™). Apos este
periodo houve um decréscimo na producdo de saponinas em URS 21 (Figura 8). Em
plantas suscetiveis (URS 22) inoculadas com o fungo houve um incremento na
concentracdo de saponinas em 48 hai, contudo a concentracdo maxima obtida foi um

sétimo da encontrada na cultivar URS 21 (Figura 8).



Compostos fendlicos totais
(1g.g! peso seco)

Compostos fendlicos totais
(ug.g* peso seco)

FIGURA 7.

mURS 21 (Plantula) = URS 22 (Plantula) A

1200 A
a
1000 A
a
800 D
b
600
400 E
C a C E
200 b a c€
I
. H-
0 6 24 48 72 120
Tempo (horas ap6s a inoculagéo)
mURS 21 (Planta) = URS 22 (Planta) B

2000

1600

1200

800

400

B

A
A a
A A B
a a
C C
i b
C
b D
b
0 6 24 48

a
B
a
E D
b b
72 120

Tempo (horas ap6s a inoculagéo)

70

Compostos fendlicos totais em aveia parcialmente resistente (URS 21) e suscetivel
(URS 22) a ferrugem da folha ao longo do tempo, 0, 6, 24, 48, 72 e 120 horas ap6s
a inoculacdo (hai); A. Plantula; B. Planta adulta. Médias e desvio padréo
apresentados. Letras mailsculas comparam cada cultivar ao longo do tempo, letras
mindsculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p <

0,05).
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FIGURA 8. Saponinas esteroidais em plantas adultas de aveia parcialmente resistente (URS 21)
e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120
horas apds a inoculacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Letras maiusculas
comparam cada cultivar ao longo do tempo, letras mindsculas comparam cultivares
dentro do mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.1.2 Estresse oxidativo

Através da quantificacdo de H,O, em plantulas de aveia das diferentes cultivares
testadas (Figura 9), foi possivel observar que os niveis do peroxido diminuiram para as
cultivares URS 21 e 22 em 48 hai. Para a cultivar resistente Leggett, a producédo de
peréxido diminuiu apds 0 hai e se manteve constante ao longo do tempo. Na cultivar
URS 21 houve um decréscimo na producdo de H,O, a partir de 24 hai. Niveis inferiores
do composto foram observados entre 48 e 72 hai para URS 21, com reducdo de cerca de
50% em relacdo ao tempo O hai. Para a cultivar suscetivel URS 22, os maiores niveis de
H,0, ocorreram logo apds a inoculacdo (6 hai). Em Clintland 64 (suscetivel) nao foi
observada diferenca no conteudo de peréxido de hidrogénio com a inoculacdo (Figura
9).

A excecdo de URS 22 que apresentou um acréscimo inicial (6 hai) na producao

de H,0, (Figura 9), esta molécula parece ndo estar envolvida no processo de sinalizagdo



72

de defesa. Entretanto, ndo se pode afirmar categoricamente, pois ndo foram efetuadas
analises anteriores a 6 hai. Geralmente em genotipos resistentes, a sinalizagdo ocorre
logo apds a inoculacgéo.

BURS21 ®mURS22 mleggett mClintland 64
0,16

0,12

0,08

H,0O, (umol/g peso fresco)

0,04

0 6 24 48 72 120
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FIGURA 9. Producdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em plantulas de aveia parcialmente
resistente (URS 21), suscetivel (URS 22), resistente (Leggett) e suscetivel
(Clintland 64) a ferrugem da folha ao longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas
apos a inoculacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Letras maiusculas
comparam cada cultivar ao longo do tempo, letras mintsculas comparam cultivares
dentro do mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A atividade enzimatica da ascorbato peroxidase (APX) sugere estresse oxidativo
minimo em plantulas de aveia da cultivar com resisténcia parcial, URS 21, submetidas a
inoculacdo com o fungo, pois ndo houve um estimulo a atividade. Sendo que para esta
cultivar, a maior atividade de APX foi observada as 6 hai, quando houve um aumento
de aproximadamente 7 % na atividade. Entretanto, a cultivar URS 21, em todos 0s
tempos avaliados, apresentou menores atividades da enzima se comparada com as
demais cultivares (Figura 10). A cultivar suscetivel, URS 22, também apresentou maior
atividade da APX logo ap6s a inoculacéo (6 hai), porém em niveis superiores a URS 21,

incremento de 23 % na atividade. Além disso, a cultivar suscetivel Clintland 64 foi a
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que apresentou maior atividade de ascorbato peroxidase em todos os tempos analisados,
exceto em 24 hai, onde a atividade da enzima aumentou significativamente para a
cultivar com resisténcia total, Leggett (aumento de 21 % em relagdo ao tempo zero)

(Figura 10).
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FIGURA 10. Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) em plantulas de aveia
parcialmente resistente (URS 21), suscetivel (URS 22), resistente (Leggett) e
suscetivel (Clintland 64) a ferrugem da folha ao longo do tempo, 0, 24,48 e 72 ¢
120 horas ap6s a inoculacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Letras
maidsculas comparam cada cultivar ao longo do tempo, letras minasculas
comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Na andlise da atividade da enzima catalase (CAT) (Figura 11), em plantulas de
aveia, foi possivel observar que, assim como para APX (Figura 10), o genétipo URS 21
apresentou 0s menores niveis de atividade da enzima em todos os tempos apds a
inoculacdo. Em URS 21, as 24 hai foi o tempo de menor atividade para ambas as
enzimas (Figuras 10 e 11). O que pode indicar que em URS 21 ndo houve estresse
oxidativo em resposta a inoculacao.

Assim como para APX (Figura 10), a enzima CAT teve um aumento rapido de
atividade na cultivar suscetivel Clintland 64, com incremento de 22 % e estas taxas se

mantiveram elevadas até o final do experimento (Figuras 11). Estes resultados podem
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estar relacionados com a producdo mais elevada de H,O, nesta cultivar (Figura 9),
havendo a necessidade de maior detoxificacdo pelas enzimas.

Os niveis de atividade de CAT nédo foram alterados nas cultivar com resisténcia
total (Leggett) e a suscetivel (URS 22) em resposta a inoculacéo, indicando ndo haver
uma resposta ao estresse oxidativo através desta enzima (Figura 11).

Quando a atividade da enzima glutationa redutase (GR) foi avaliada, foi possivel
observar que em plantulas de aveia da cultivar URS 21, parcialmente resistente, houve
uma diminuicdo dos niveis da enzima apds a inoculacdo em todos os tempos analisados.
Além disso, assim como para as demais enzimas estudadas, no periodo de 24 hai houve
a menor atividade da enzima em URS 21 (Figura 12). Estes dados em conjunto indicam

que na cultivar URS 21 ndo houve estresse oxidativo.
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FIGURA 11. Atividade da enzima catalase (CAT) em plantulas de aveia parcialmente resistente
(URS 21), suscetivel (URS 22), resistente (Leggett) e suscetivel (Clintland 64) a
ferrugem da folha ao longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas ap6s a
inoculacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Letras maiusculas comparam
cada cultivar ao longo do tempo, letras mindsculas comparam cultivares dentro do
mesmo tempo, pelo teste de Tukey ( p< 0,05).
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A atividade enzimética da GR atingiu seu maximo em 48 hai na cultivar URS
22, assim como na cultivar com resisténcia total, Leggett (Figura 12).

O decréscimo da atividade da enzima GR, ap6s a inoculacdo com o fungo,
observado na URS 21 também foi observado para o genotipo suscetivel Clintland 64
(Figura 12). Contudo, em Clintland 64, o estresse oxidativo parece estar presente, pois o
incremento na atividade tanto de APX como de CAT sugere que estas sdo induzidas
como parte dos mecanismos de detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (Figuras

10-11), entretanto a enzima GR parece ndo estar envolvida neste processo (Figura 12).

BURS21 ®wURS22 wmleggett mClintland 64
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FIGURA 12. Atividade da enzima glutationa redutase (GR) em plantulas de aveia parcialmente
resistente (URS 21), suscetivel (URS 22), resistente (Leggett) e suscetivel
(Clintland 64) a ferrugem da folha ao longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas
apo6s a inoculacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Letras mailsculas
comparam cada cultivar ao longo do tempo, letras minusculas comparam
cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.1.3 Pigmentos
Através da dosagem do contetdo de clorofila total em plantulas de aveia dos
diferentes genotipos estudados, foi possivel observar que mesmo apds a inoculacdo, o

padrdo observado para estes pigmentos se manteve. Além disso, em todos os tempos
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analisados, o genotipo URS 21 esteve entre 0s genotipos com a maior quantidade de
clorofilas (Figura 13).

Em 240 hai, o genétipo resistente Leggett, teve um grande incremento na
quantidade de clorofila total, provavelmente devido a auséncia do desenvolvimento
fungico e o estadio de desenvolvimento da planta (Figura 13).

A partir da analise de clorofila total, também foi possivel observar que o
gendtipo Clintland 64, apds a inoculagdo teve o conteido de clorofila aumentado.

Contudo ndo houve diferenca significativa entre 0 e 240 hai (Figura 13).

BURS21 wmURS22 mlLeggett mClintland 64

Clorofila total (mg.g-* peso fresco)

0 6 24 48 72 120 240
Tempo (horas ap6s a inoculacgéo)

FIGURA 13. Conteldo de clorofila total em plantulas de aveia parcialmente resistente (URS
21), suscetivel (URS 22), resistente (Leggett) e suscetivel (Clintland 64) a
ferrugem da folha ao longo do tempo, 0, 24, 48 e 72, 120 e 240 horas ap6s a
inoculacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Letras mailsculas comparam
cada cultivar ao longo do tempo, letras minGsculas comparam cultivares dentro
do mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Ao analisar o contetdo de carotendides nos diferentes gendtipos, foi verificado o
mesmo padrdo encontrado para clorofila total. Além disso, em todos os tempos
analisados, o gendtipo URS 21 esteve entre 0s genotipos com o maior nivel de

carotendides (Figura 14).
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Em 240 hai, a cultivar Leggett apresentou um grande aumento na quantidade de
carotendides. Também foi observado que o genétipo Clintland 64, apds a inoculagéo

teve o contetido de carotendides incrementado (Figura 14).

mURS21 wURS22 wmleggett = Clintland 64
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FIGURA 14. Contetdo de carotendides em plantulas de aveia parcialmente resistente (URS 21),
suscetivel (URS 22), resistente (Leggett) e suscetivel (Clintland 64) a ferrugem da
folha ao longo do tempo, 0, 24, 48 e 72, 120 e 240 horas ap6s a inoculacao.
Médias e desvio padrdo apresentados. Letras mailsculas comparam cada cultivar
ao longo do tempo, letras mindsculas comparam cultivares dentro do mesmo
tempo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

4.2 Mecanismos histopatologicos

Através das analises histopatologicas de plantulas de aveia foi possivel averiguar
a producdo de H,0O,, O,e- e a producdo de fluorescéncia gerada pela presenca de
compostos fendlicos devido a morte celular. As analises foram realizadas em plantulas
dos genodtipos URS 21 (resisténcia parcial), URS 22 (suscetivel), Leggett (resisténcia
total) e Clintland 64 (suscetivel), nos tempos 0, 6, 24, 48, 72 e 120 hai com P. coronata
f. sp. avenae.

A partir da analise da coloracdo marrom, gerada pelo tratamento com a solucéo
DAB na presenca de peroxidases enddgenas, para a histolocalizacdo de H,O,, foi

possivel evidenciar sua producdo em todos os genoétipos estudados. A producao de H,0;
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ocorreu em todos os tempos avaliados, mesmo antes das plantas serem inoculadas com
o fungo (0 hai). Esta producéo ocorreu principalmente nos feixes vasculares das folhas

(Figura 15).

FIGURA 15. Histolocalizacdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) nos feixes vasculares de
diferentes gendtipos de aveia devido a coloragdo DAB. A. URS 21 (parcialmente
resistente). B. URS 22 (suscetivel). C. Leggett (resistente total). D. Clintland 64
(suscetivel). A= 100x.

A coloracdo DAB tambeém permitiu verificar que em todas as cultivares ocorreu
a producdo de H,O, nas células do mesofilo a partir de 24 hai, entretanto, com coloragdo
mais intensa nos genotipos suscetiveis (URS 22 e Clintland 64) (Figura 16). Isto sugere
que a coloracdo mais intensa nos genotipos suscetiveis seja uma consequéncia da

colonizacao do fungo.
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FIGURA 16. Histolocalizacdo de perdxido de hidrogénio no mesdfilo de plantulas de aveia
inoculadas com ferrugem da folha. A. Genétipo URS 21 (parcialmente
resistente). B. URS 22 (suscetivel). C. Leggett (resistente total). D. Clintland 64
(suscetivel). Analise realizada 24 horas ap6s a inoculagdo. A= 400x.

Em plantulas do gendétipo URS 21 (resisténcia parcial), além da producdo de
H.O, nas células do mesoéfilo, a partir de 24 hai foi possivel observar a coloracdo
marrom, indicativo da presenca da molécula nas células da epiderme foliar, porem, com
coloracdo mais intensa em 24 hai (Figura 17). Na figura 17 sdo apresentados apenas 0s
dados de 0, 24 e 120 hai.

A producdo de H,0; nas células da epiderme de plantulas do genotipo URS 21
inoculadas com P. coronata f. sp. avenae em 24 hai (Figura 17), pode estar relacionada
com a elevada producdo de compostos fendlicos no mesmo periodo (Figura 7a). Assim,
pode-se sugerir que, em URS 21, em 24 hai, grande parte dos compostos fendlicos
seriam sintetizados na epiderme e estes poderiam ser do tipo estrutural, como ligninas,

que dificultariam a penetracdo do fungo. Além disso, isto explicaria ndo haver aumento
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da produgdo de H,0, apds a inoculacdo, estes seriam consumidos na peroxidagdo de

compostos fendlicos, como na lignificacdo (Figura 9).

FIGURA 17. Histolocalizacdo de perdxido de hidrogénio na epiderme de plantulas de aveia da
cultivar URS 21 (parcialmente resistente), inoculadas com ferrugem da folha. A. 0
hai (horas ap6s a inoculagdo). B. 24 hai. C. 120 hai A= 400x.

Em plantulas de aveia a partir da formagéo de precipitado azul na presenca de
Oae+-, devido a coloragdo com NTB, foi possivel verificar em todos os genotipos
estudados, independente do tempo, a presenca de O,e- nos feixes vasculares, mesmo
antes da inoculacdo (0 hai) (Figura 18). Além disso, no genétipo suscetivel Clintland 64,
a partir de 6 hai foi possivel evidenciar a coloracdo azul nos apressorios. Indicando que
a producdo de Oye- pelo fungo durante a formacdo do apressdrio € um componente
importante da suscetibilidade no gendtipo Clintland 64 (Figura 19).

Quando a autofluorescéncia foi observada através de microscopio de
epifuorescéncia, foi verificada fluorescéncia nos feixes vasculares, estbmatos e tricomas
de todos os genotipos estudados, possivelmente devido o filtro usado permitir a
visualizacdo de lignina. Entretanto, a presenca de células autofluorescentes oriundas da
presenca de compostos fendlicos devido a morte celular, s6 foi evidenciada nos

genadtipos resistentes (URS 21 e Leggett), a partir de 48 hai (Figura 20).
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FIGURA 18. Histolocalizacdo de superdxido (O,e-) nos feixes vasculares de plantulas de
diferentes gendtipos de aveia evidenciada pela coloracdo azul. A. URS 21
(parcialmente resistente). B. URS 22 (suscetivel). C. Leggett (resistente total).
D. Clintland 64 (suscetivel). A= 100x.

FIGURA 19. Histolocalizacdo de superdxido em plantulas de diferentes gendtipos de aveia,
em resposta & Puccinia coronata f.sp. avenae. A. URS 21 (parcialmente
resistente). B. URS 22 (suscetivel). C. Leggett (resistente total). D. Clintland 64
(suscetivel). Andlise realizada 6 horas apds a inoculacdo. ASE= apressorio
sobre estdmato. A= 400x.
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FIGURA 20. Producéo de compostos autofluorescentes por diferentes genétipos de aveia, em
resposta a Puccinia coronata f.sp. avenae. A-C. Genétipo URS 21 (resisténcia
parcial), 0, 24 e 48 hai, respectivamente. D-F. Gen6tipo URS 22 (suscetivel), 0,
24 e 48 hai, respectivamente. G-l. Gen6tipo Leggett (resistente), 0, 24 e 48 hai,
respectivamente. J-L. Clintland 64 (suscetivel), 0, 24 e 48 hai, respectivamente.
Setas indicam a autofluorescéncia. A= 200x.

4.3 Mecanismos moleculares
4.3.1 Padronizagdo do namero de ciclos para a sintese de cDNA dupla fita
Apos a extragdo do RNA se faz necesséria a sintese de cDNA para ser utilizado

nas reaces de PCR Tempo Real. Assim, a escolha do melhor niumero de ciclos de PCR
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para a sintese de cDNA dupla fita foi realizada para garantir que os cDNA
remanescessem em fase exponencial de amplificagdo, podendo assim, serem utilizados
de forma fidedigna na andlise de expressdo génica. Para tanto, como teste foram
utilizadas trés amostras, além da amostra controle de reacdo do Kit (Control Mouse
Liver Total RNA).

O melhor numero de ciclos de amplificagdo de cDNA foi igual 24 (Figura 21),
desta forma, como sempre se deve utilizar menos um ciclo, o nimero étimo de ciclos
foi 23. De posse desta padronizacdo a sintese de cDNA dupla fita foi efetuada com

todas as amostras estudadas.

Ciclo 15 Ciclo 18 Ciclo 21
M T1 T2 T3C T1 T2 T3 C T1 T2 T3 C

Ciclo 24 Ciclo 27
M T1T2T3C T1T2T3C

FIGURA 21. Otimizacéo dos ciclos de PCR, ciclo 6timo observado foi 24 menos 1 ciclo: M.
marcador de peso molecular 1 kb plus ladder; T1. Amostra teste 1; T2. Amostra
teste 2; T3. Amostra teste 3; C. Controle do kit.

4.3.2 Expressdo génica

Com o objetivo de avaliar a expressdo relativa de genes que possam estar
envolvidos na resisténcia parcial a ferrugem da folha em aveia, genes foram rastreados
no banco de dados do NCBI para trigo, cevada e aveia, e comparadas com sequéncias

de aveia do USDA. Assim, foram projetados primers para serem utilizados em PCR
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Tempo Real e testados em plantas adultas dos genotipos URS 21 (resisténcia parcial) e
URS 22 (suscetivel) ao longo do tempo 0, 6, 24, 48, 72 e 120 hai com P. coronata f. sp.
avenae. Além disso, o produto de amplificacdo foi verificado em gel de agarose 1,5 %.

Contudo, antes de analisar a expressdao dos genes de interesse, houve a
necessidade de padronizar os genes de referéncia e escolher qual seria utilizado como
controle enddgeno dos experimentos, para a normalizacdo dos niveis de expressdo
obtidos através do PCR Tempo Real. Assim, foram testados primers que amplificam os
genes GAPDH, TUBA, TUBB, ELF1A, EIF4A e 18S rRNA. Apds as andlises iniciais,
optou-se pela utilizacdo do gene 18S rRNA como controle endégeno dos experimentos,
que apresentou curva de amplificagdo adequada e curva de dissociagdo com pico unico.

ApoOs a padronizagdo do gene a ser utilizado como controle enddgeno, os
primers para a amplificacdo dos genes de interesse foram testados. Os primers para 0s
genes que codificam PAL (fenilalanina amdnia liase), Pxg (peroxigenase), CHI
(chalcona isomerase) e CHS (chalcona sintase) ndo apresentaram boa curva de
dissociacdo, bem como amplificacdo em gel de agarose, assim os dados ndo seréo
apresentados.

Através do céalculo da expressdo relativa pelo método 224 (Livak &
Schimittgen, 2001) foi possivel analisar a expressdo dos genes codificadores das
proteinas AS (antranilato sintase), AsCS (cicloartenol sintase), AsHHT1
(hidroxiantranilato hidrocicinamioltransferase 1), CCOAOMT (cafeoil-CoA3-O-metil
transferase), Celsyn (celulose sintase), Lox (lipoxigenase), Pox (peroxidase), GP
(glutationa peroxidase), APX (ascorbato peroxidase) e CAT (catalase) (Figuras 23-32).

AS, CCoOAOMT e AsHHT sdo enzimas chaves na producdo de compostos
fendlicos especificos, denominados de avenantramidas. Através da expressdo relativa

destes genes, em plantas dos genotipos URS 21 e URS 22 de aveia submetidos a
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infeccdo com P. coronata f.sp. avenae, em diferentes tempos, foi possivel observar no
genotipo URS 22 que o gene para a enzima AS, que atua na conversao de triptofano em
antranilato, teve sua expressdo aumentada em 120 horas da inoculagdo. O mesmo néo
foi verificado para o gendtipo URS 21, no qual a expressdao do gene ndo aumentou

(Figura 22).
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FIGURA 22. Expressdo relativa de antranilato sintase (AS) em plantas adultas de aveia
parcialmente resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao
longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas apds a inoculacdo. Médias e desvio
padrdo apresentados. Letras mailsculas comparam cada cultivar ao longo do
tempo, letras mindsculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

O gene de AsHHT1, que catalisa a N-acilacdo de hidroxiantranilato com varios
hidroxicinamoil-CoA para formar uma série de avenantramidas, teve a sua expressao
aumentada significativamente em URS 21 apds 24 hai, chegando ao valores maximos
nos tempos de 48 a 120 hai. Contudo, para a cultivar suscetivel URS 22, a expressao

relativa deste gene diminuiu apds 6 hai (Figura 23).
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FIGURA 23. Expresséo relativa de hidroxiantranilato hidrocicinamioltransferase 1 (ASHHT1)
em plantas adultas de aveia parcialmente resistente (URS 21) e suscetivel (URS
22) a ferrugem da folha ao longo do tempo, O, 24, 48 e 72 e 120 horas ap6s a
inoculacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Letras maitsculas comparam
cada cultivar ao longo do tempo, letras mindsculas comparam cultivares dentro do
mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p <0,05).

Quando a expressdo relativa de CCoAOMT, gene que codifica a enzima
responsavel por converter cafeoil CoA a feruloil CoA, podendo servir de doador de
grupo acil para AsHHT, foi avaliada, um aumento significativo da expressdao do gene
foi observado 48 e 120 hai para 0 gendtipo URS 21. Porém, na cultivar URS 22, houve
uma diminuicdo da expressdo relativa apds a inoculagdo com o fungo. Uma excecdo a
isto foi o tempo de 120 hai onde a expressdo retornou aos valores obtidos antes da

inoculacdo na cultivar URS 22 (Figura 24).
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FIGURA 24. Expressao relativa de cafeoil-CoA3-O-metiltransferase (CCoOAOMT) em plantas
adultas de aveia parcialmente resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a
ferrugem da folha ao longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas apds a
inoculacdo. Médias e desvio padrdo apresentados. Letras mailsculas comparam
cada cultivar ao longo do tempo, letras minGsculas comparam cultivares dentro
do mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p < 0,05).

AsCS é uma enzima chave na producdo de avenacosides, que sdo saponinas
esteroidais, compostos secundarios de grande relevancia na interacdo entre aveia-
ferrugem da folha, assim como os compostos fenolicos. Através da analise da expressao
relativa do gene AsCS foi possivel observar um aumento de expressdo apés a inoculacao
de URS 21 com o fungo. Em 6 hai foi obtida a maior expressao relativa. Apds 6 hai
houve um decréscimo da expressdo desse gene ao longo do tempo, porém a expressao
manteve-se muito superior a observada antes da inoculagdo (Figura 25).

A expressdo de AsCS, em URS 22, também aumentou apds a inoculacéo,
entretanto, os valores foram muito inferiores aos encontrados na cultivar com resisténcia

parcial apos a inoculacgdo (Figura 25).
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FIGURA 25. Expressao relativa de cicloartenol sintase (AsCS) em plantas adultas de aveia
parcialmente resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao
longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas apés a inoculacdo. Médias e desvio
padrdo apresentados. Letras mailsculas comparam cada cultivar ao longo do
tempo, letras mindsculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste
de Tukey (p <0,05).

Assim, através das analises da dosagem dos compostos (Figuras 7 e 8) e
expressdo relativa através de PCR Tempo Real foi evidenciado neste trabalho que
compostos fenolicos e saponinas devem fazer parte dos mecanismos de defesa na
resisténcia a ferrugem da folha em URS 21. Contudo, deve-se considerar a possibilidade
de existirem outros fenolicos responsaveis pela resisténcia, além das avenantramidas, e
outras saponinas, além de avenacosides, e que ndo necessariamente atuem no mesmo
tempo. Entretanto, sera necessaria a dosagem destes compostos especificos para se
chegar a uma conclusdo mais apurada desta relacdo (Figuras 22 a 25).

Ao testar a expressdo relativa do gene Celsyn, que codifica enzima responsavel
pela sintese de celulose e envolvida diretamente na defesa de plantas contra pat6genos,
0s maiores incrementos de expressao foram encontrados 6 hai para o genétipo URS 21.

Em 24 hai estes valores se mantiveram altos, porém, voltaram a niveis basais apds este
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periodo. No gendtipo URS 22 a expressdo relativa do gene nao foi alterada ao longo do

tempo (Figura 26).
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FIGURA 26. Expressdo relativa de celulose sintese (Celsyn) em plantas adultas de aveia
parcialmente resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao
longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas apés a inoculagdo. Médias e desvio
padrdo apresentados. Letras mailsculas comparam cada cultivar ao longo do
tempo, letras mindsculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo
teste de Tukey (p <0,05).

Outro gene avaliado foi 0 que codifica a enzima Lox, envolvida na peroxidacéo
de lipidios. A partir da analise de expressdo relativa deste gene, foi observado que para
0 gendtipo URS 22, ndo houve diferenca significativa de expressdo, antes e apds a
inoculacdo com o fungo. Porém, em URS 21 o gene teve maior expressao relativa em 6
e 48 hai (Figura 27).

A enzima peroxidase (Pox) é responsavel pela oxidacdo de moléculas,
principalmente de natureza fenolica. Os resultados obtidos a partir da expressao relativa
do gene Pox, indicam que houve um incremento na expressao deste em URS 21, logo
apos a inoculacdo (6 hai), esta expressdo se mantém elevada em 24 hai, contudo muito
inferior ao observado em 6 hai (6 vezes menor). Apos 24 hai a expressao voltou ao nivel

basal (Figura 28).
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FIGURA 27. Expressdo relativa de lipoxigenase (Lox) em plantas adultas de aveia parcialmente
resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao longo do tempo,
0, 24, 48 e 72 e 120 horas apdés a inoculacdo. Médias e desvio padrdo
apresentados. Letras mailsculas comparam cada cultivar ao longo do tempo,
letras minusculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste de
Tukey (p <0,05).
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FIGURA 28. Expresséo relativa de peroxidase (Pox) em plantas adultas de aveia parcialmente

resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao longo do tempo,
0, 24, 48 e 72 e 120 horas ap6s a inoculacdo. Médias e desvio padréo
apresentados. Letras maitsculas comparam cada cultiva ao longo do tempo, letras
mindsculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste de Tukey (p
<0,05).
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Os maiores valores da expressdo relativa de Pox também foram encontrados em
6 e 24 hai para a cultivar suscetivel (URS 22). Entretanto, ao contrério de URS 21, as 24
hai a expressdo foi ligeiramente mais acentuada do que em 6 hai (Figura 28).

APX, CAT e GP, séo alguns genes que codificam enzimas envolvidas na
detoxificacdo de ROS e responsaveis pelo mecanismo enzimatico de destoxificagéo.

Os resultados da expresséo relativa do gene APX mostram que a expressdo deste
gene em URS 21 se manteve baixa em todos os tempos analisados. Em 24 hai houve o
maior aumento da expressdo relativa para a cultivar URS 21, aproximadamente de 1,45
vezes. Porém, para a cultivar URS 22 a expressdo relativa de APX foi bastante elevada
nos tempos 48 e 72 hai (cerca de 60 % maior que em URS 21). Contudo, houve
aumento ainda mais significativo da expressdo relativa em 6 hai (Figura 29). Estes
resultados estdo de acordo com os da atividade da enzima no mesmo periodo (Figura

10), onde URS 22 apresentou maior atividade de APX que URS 21.
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FIGURA 29. Expressao relativa de ascorbato peroxidase (APX) em plantas adultas de aveia
parcialmente resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao
longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas ap6s a inoculagdo. Médias e desvio
padrdo apresentados. Letras mailsculas comparam cada cultivar ao longo do
tempo, letras mintsculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste
de Tukey (p <0,05).
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Assim como o gene que codifica a enzima APX, o gene que codifica CAT néo
apresentou aumento nos niveis de expressdo relativa no gendtipo com resisténcia
parcial. Contudo, para o genotipo URS 22 a maior expressdo foi observada 24 hai
(Figura 30). Corroborando os baixos niveis de atividade enzimética da CAT em URS 21
(Figura 11).

Quando foi analisada a expressdo de GP, foi possivel observar maior indugédo de
expressdo em URS 21 em 6 hai; entretanto, a expressédo foi menos induzida do que no
gendtipo suscetivel (URS 22), no mesmo periodo (Figura 31).

O gene de GP teve seu maior valor de expressao relativa 24 hai em URS 22.

Valores elevados também foram verificados 6 e 72 hai, seguido de 120 hai (Figura 31).
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FIGURA 30. Expressao relativa de catalase (CAT) em plantas adultas de aveia parcialmente
resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao longo do
tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas apds a inoculacdo. Médias e desvio padréo
apresentados. Letras mailsculas comparam cada cultivar ao longo do tempo,
letras minGsculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste de
Tukey (p <0,05).
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FIGURA 31. Expressao relativa de glutationa peroxidase (GP) em plantas adultas de aveia
parcialmente resistente (URS 21) e suscetivel (URS 22) a ferrugem da folha ao
longo do tempo, 0, 24, 48 e 72 e 120 horas apés a inoculacdo. Médias e desvio
padrdo apresentados. Letras maiusculas comparam cada cultivar ao longo do
tempo, letras mindsculas comparam cultivares dentro do mesmo tempo, pelo teste
de Tukey (p <0,05).

4.3.3 RNA-sequenciamento

Através da analise de RNA-seq utilizando trés repeticdes biologicas de plantulas
de URS 21 inoculadas com ou sem o fungo no tempo 12 hai, foi possivel obter 311
milhdes sequéncias de aveia (Apéndice 1). Apos a edicdo restaram 133.010 contigs,
devido os parametros de qualidade, ambiguidade e comprimento das sequéncias. Dos
quais 33.418 apresentaram diferenca significativa entre plantas inoculadas e néo
inoculadas com o fungo, pelo teste de Baggerley ao nivel 5 %, valor-e (e-value) e valor-
p (p-value). Estes contigs foram entdo comparados (blasted) com sequéncias de arroz,
dos quais, 15.678 contigs apresentaram anotacdo conhecida em arroz e 17.740 ndo
apresentaram homologia a sequéncias de funcdo conhecida em arroz. Dentro dos contigs
ortdlogos em arroz, 10.410 tiveram expressdo aumentada em plantulas do genotipo URS

21, quando inoculadas com o fungo em comparacdo com plantulas ndo inoculadas
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(Figura 32). O tamanho médio de contigs foi de 755 bp. O comprimento total do

conjunto foi 100.465.451 pb (Apéndice 2).
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|
| |
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funcéo N )
desconhecida funcdo conhecida
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10.410 expressédo
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FIGURA 32. Fluxograma indicando os dados obtidos através da andlise do transcriptoma do
gendtipo URS 21 (resisténcia parcial) de aveia inoculado com Puccinia coronata
f. sp. avenae.

Através desta analise ndo € possivel afirmar que cada contig encontrado seja um
gene, isto porque muitos contigs podem ser derivados do mesmo gene. Através do
RNA-seq sdo gerados muitos fragmentos pequenos e que, muitas vezes, ndo Sao
possiveis de serem unidos através da edicdo de contigs. Assim, contigs com 0 mesmo

aumento do nivel de expressdo e com mesma funcdo podem ser o0 mesmo gene, mas nao
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é possivel fazer esta afirmativa. Além disso, aveia é uma espécie hexapldide, podendo
ter varias copias do mesmo gene, até mesmo em diferentes cromossomos.

Dentro das sequéncias obtidas em aveia que apresentaram similaridade com
sequéncias depositadas no banco de dados de arroz, existem sequéncias correspondentes
a genes com as mais diversas funcbes, participando tanto do metabolismo primario,
como secundario de URS 21, além de sequéncias envolvidas no reconhecimento do
fungo, sinalizacdo para genes da cascata de defesa da planta, entre outras funcdes.
Também foram encontradas sequéncias do fungo, com funcdo de patogenicidade,
viruléncia, entre outras.

Através dos dados obtidos foram selecionados alguns grupos de genes que
parecem ter significativa importancia na reacéo de resisténcia do gendtipo URS 21 de
aveia a ferrugem da folha. Estes foram selecionados de acordo com a fungdo e/ou nivel
de expressdo. Nos graficos a seguir, barras com nivel de expressdo superior a zero
significa que a sequéncia teve um aumento de expressao, enquanto nivel de expresséo
inferior a zero indica uma diminuicao da expressdo do gene.

NBS-LRRs sdo o tipo mais comum de proteinas R, responsaveis pelo
reconhecimento de patdgenos. Estas proteinas contém uma série sequéncias ricas em
leucina (LRRs), um sitio de ligacdo a nucleotideo (NBS), e um dominio de sinalizacao
N-terminal (Bent & Mackey, 2007). A partir da analise do transcriptoma foram obtidas
nove sequéncias com nivel de expressdo aumentada e trés reprimidas para as proteinas
NBS-LRR (Figura 33).

Através do RNA-seq foram obtidas sequéncias com homologia a proteinas
quinase dependentes de calcio (calcium dependent membrane targeting domain
containg protein), responsaveis pela fosforizacdo e ativacdo de cascatas metabdlicas de

defesa. Das 23 sequéncias encontradas, 20 foram induzidas com nivel de expressdo
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acima de 2 até 28. Somente quatro sequéncias tiveram a expressdo reprimida (Figura
10

34).
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da analise do transcriptoma do gendtipo URS 21 (resisténcia parcial). Expressao
positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21 inoculadas
com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam uma repressédo

do gene.
Transportadores ABC fazem parte de uma ampla familia de transportadores que

FIGURA 33. Nivel de expressdo obtido para sequéncias NBS-LLR que foram geradas a partir
ocorrem em eucariotos e procariotos. Estes estdo envolvidos no transporte através da
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membrana de uma ampla gama de compostos, como conjugados de glutationa, lipideos,

metabolitos secundario e toxinas (Sanchez-Fernandez et al., 2001, Martinoia et al.,

2002).
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FIGURA 34. Nivel de expressdo obtido para sequéncias com homologia a proteinas quinase

dependentes de calcio (calcium dependent membrane targeting domain containg

protein) que foram geradas a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS

21 (resisténcia parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi

superexpressa em plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp.

avenae e valores negativos indicam uma repressdo do gene.
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A partir da analise do transcriptoma de URS 21 foram obtidas 117 sequéncias
para transportadores ABC, sendo que 65 foram induzidas. Para as sequéncias com nivel
de expressdo aumentada o maior nivel foi de 200. Um menor nimero de sequéncias
foram reprimidas, porém, com maior intensidade. Na figura 35 sdo apresentadas
somente as 36 sequéncias mais induzidas ou reprimidas, 5> nivel de expressdo< -5,
respectivamente.

WRKY sdo proteinas identificadas como fatores de transcri¢do, que reconhecem
sequéncias de DNA TTGAC(C/T), denominadas elementos W-box encontrados em
regides promotoras de um grande numero de genes relacionados a defesa (Dong et al.,
2003). A partir da analise do transcriptoma, foram obtidas 59 sequéncias para fatores de
transcricdo da familia WRKY. Apenas cinco destas sequéncias foram reprimidas, as
demais foram induzidas com nivel de expresséo variando de 1,2 a 56,3 (Figura 36).

Sequéncias da familia génica MACPF (Membrane Attack Complex Perforin)
também foram encontradas. Todas as 12 sequéncias obtidas foram induzidas quando o
fungo foi inoculado em URS 21 (Figura 37). Este gene é também encontrado em
humanos e esta envolvido na liberacdo das celulas T, induzindo a apoptose celular,
devido a ativacdo de caspases (Trapani & Smyth, 2002, Lieberman, 2003). Genes que
codificam MACPF tém sido encontrados em plantas, insetos e mamiferos, mas ndo sao
bem caracterizados em plantas e podem ter possuido um antecessor comum envolvido
na rota de sinalizacdo celular. Sugere-se que estas proteinas estejam envolvidas no
processo de defesa de plantas e controle negativo da morte celular programada (Morita-
Yamamuro et al., 2005).

Transposons sdo um conjunto de segmentos lineares de DNA, capazes de mudar
de posicdo dentro do genoma, independentemente da homologia entre a regido

gendmica onde se encontram inseridos e o local que se destinam, causando mutacdes. A
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maior parte dos transposons estd inativa e pode ser transcricionalmente ativada sob

condi¢des de estresse, tanto abiotico como biético (Ronald, 1998). Através da anélise de

RNA-seq foram encontradas 13 sequéncias significativamente expressas, das quais 10

foram induzidas em URS 21 inoculada com o fungo (Figura 38).
250
200
150

T
o o o
B B

100
-100

0essaldxa ap [aAIN

-150

-200

-250

Ajiwrey Jauodsuen Dgy xa]dwod umolq auym 01 Jejiwis

Ajlwrey Jauodsuen gy xa]dwod umolq aiym 0] Jejiwis

Ajlwrey Jauodsuen 0gy Xa]dwod UmMolg aliym 0] JejiwiIs

Ajlwre) Jauodsuen gy xa]dwod umolg a1lym 0] JejiwIs

Ajiwrey 1suodsues Dgy xa]dwod umolq auym 0] Jejiwis
Jayodsueny Dgy 94dd 01 Jepiwis
Jauodsuen gy 94Ad 01 Jejiwis
Jauodsuen Ogy &Il yAd 01 JejuIs
Japodsuen DgYy I ¥ad oF Jejiuis

uislold 8dAy 409V 01 Jepluis

jusuodwod aseawad” walsAs uodsuely +z0) adA gy 01 Jeplwis
Jusuodwo aseawsad” wWaisAs 1odsuel) +z0D adA Dgyv 01 Jejlwis
jusuodwod aseawad walsAs uodsueny +z0) adA Dgy 01 Jejlwis
jusuodwod aseawad waisAs uodsuely +go) adA Dgy 01 Jeplwis
1] Jauodsuesy Dgy 01 Jejiwis

1| Jauodsuesy Dgy 01 Jejiwis

aI| J8uodsuely Dgy 01 Jeiwis

1] Jauodsuesy Dgy 01 Jeiwis

1] Jauodsueny Dgy 01 Jejiwis

ula104d a1 Jauodsuen Dgy 01 Jejlwis

uie104d a1 Jauodsuen Dgy 01 Jejlwis

urg04d a1 Jepodsuen Dgy 01 Jejlwis

uiajoud~ Bulureluod urewop Jauodsuesy adAy Z 0gv

ulaoud~ Bulureluod urewop Jauodsuesy adAl Z 0gv
urs104dBurureluod urewop 1 0gv

urgo4d Burureluod urewop T Ogv

urs1oud Burureluod urewop T 0gv

urgoid Burureluod urewop 1 0gv
urs104dBurureluod urewop 1 0gv

urgo4d Bulureluod urewop T Ogv

urgo4d Bulureluod urewop T Ogv

u19104d - Bururejuod” urewop a1 Jauodsuesy Ogy

u19104d - Burureluoo” urewop o)1 Jauodsuen Ogy

u19104d - Burureluoo urewop a1 Jauodsuen Ogy

u19104d Burureluod urewop a1 Jauodsuely Ogy

u19104d Bururejuod urewop a1 Jauodsuesy Ogy

FIGURA 35. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de transportadores ABC que foram

geradas a partir da andlise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia
parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de

URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos

indicam uma represséo do gene.
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WRKY que foram geradas a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS
21 (resisténcia parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida

FIGURA 36. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de fatores de transcricdo do tipo

em plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores

negativos indicam uma repressao do gene.

Além disso, através da andlise do transcriptoma, foram obtidas sequéncias

envolvidas no processamento de microRNAs. MicroRNAs regulam a expressdo de

genes por mediar a degradacdo de mRNA, inibir a traducdo ou promover modificacbes
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na cromatina. Durante a interacdo planta-patégeno muitos microRNAs sdo induzidos ou

reprimidos em resposta ao ataque pelo patégeno (Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009).
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plex Perforin) que foram geradas a partir da analise do transcriptoma do

Membrane Attack
gendtipo URS 21 (resisténcia parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia

FIGURA 37. Nivel de expressdo obtido para sequéncias do gene MACPF (

Com

foi induzida em plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp.

avenae e valores negativos indicam uma repressao do gene.
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FIGURA 38. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de elementos transponiveis que foram

geradas a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia
parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de

URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos

indicam uma repressao do gene.

importantes destes mecanismos foram

Transcritos para duas proteinas

encontrados na analise de RNA-seq: argonauta (AGO) e Dicer (DC). Das nove

de genes da familia AGO, cinco transcritos foram encontrados reprimidos.

sequéncias
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Além disso, apresentaram nivel de expressdo maiores em modulo, cerca de -2 a -8, que
as sequéncias induzidas. Das quatro sequéncias que foram induzidas, todas
apresentaram nivel de expressdo menores que 2 (Figura 39).

Na analise, também foram obtidas cinco sequéncias com homologia a DC, das

quais quatro foram reprimidas (Figura 40).
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FIGURA 39. Nivel de expressao obtido para Argonauta (AGO) que foram geradas a partir da
analise do transcriptoma do gendtipo URS 21 (resisténcia parcial). Expressao
positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21 inoculadas
com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam uma repressao
do gene.

Diversas sequéncias com fungbes biossintéticas também foram encontradas.
Dentre estas sequéncias, algumas sdo responsaveis pela sintese de compostos fendlicos

e outras de saponinas.
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A partir da rota do chiquimato, que da origem ao corismato, pode haver a
formacdo dos aminoécidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, que dao origem

a compostos fenolicos (Taiz & Zeiger, 2005).
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FIGURA 40. Nivel de expressdo obtido para Dicer (DC) que foram geradas a partir da analise
do transcriptoma do gendtipo URS 21 (resisténcia parcial). Expressdo positiva
indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21 inoculadas com
Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam uma repressao do
gene.

Através da analise do transcriptoma foram encontrados genes envolvidos na via
da fenilalanina, tirosina (PAL, 4-cumarato CoA ligase e chalcona), na via to triptofano
(triptofano sintase, AS e fosforribosil antranilato transferase), além de enzimas que

participam de rota comum a fenilalanina e triptofano na formacdo de compostos
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fendlicos (hydroxiantranilato hidroxicinamoil transferase e CC0AOMT). Duas
sequéncias do gene fenilalanina amonia liase (PAL) foram obtidas. Estas foram
induzidas quando plantulas de URS 21 foram inoculadas com P. coronata f. sp. avenae

(Figura 41).
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FIGURA 41. Nivel de expressdo obtido para sequéncias do gene PAL (fenilalanina amdnia
liase) que foram geradas a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21
(resisténcia parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em
plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores
negativos indicam uma repressao do gene.

Das cinco sequéncias para 4-cumarato-CoA-ligase encontradas, quatro foram
induzidas quando as plantulas foram inoculadas com o fungo e uma reprimida nas
mesmas condi¢cbes (Figura 42). Além disso, das sete sequéncias obtidas para chalcona
sintase, cinco foram induzidas nas mesmas condi¢fes. Duas das quais tiveram um nivel

de expressdo maior que 150 (Figura 43).
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FIGURA 42. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de 4-cumarato-CoA-ligase que foram
geradas a partir da analise do transcriptoma do gendétipo URS 21 (resisténcia
parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de
URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos
indicam uma repressao do gene.

Duas sequéncias de triptofano sintase foram superexpressas, indicando haver
uma inducdo de compostos fendlicos especificos para sintese de avenantramidas em

resposta a infeccdo com o agente causal da ferrugem da folha, em plantulas do genétipo
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URS 21 (Figura 44). Pois, avenantramidas sdo compostos fendlicos formados tanto pela

via da fenilalanina, como do triptofano.
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FIGURA 43. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de chalcona sintase (CHS) que foram
geradas a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia
parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de
URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos
indicam uma repressao do gene.

Assim como na analise de expressdo através de PCR Tempo Real em plantas
adultas de aveia (Figura 22), através do RNA-seq de plantulas de URS 21 também foi
possivel verificar o aumento da expressdo do gene que sintetiza a enzima AS
(Antranilato Sintase), primeiro passo na sintese de avenantramidas (Figura 45).

Contudo, através da analise da expressao relativa, a expressdo deste gene foi inferior no
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genotipo URS 21 (resisténcia parcial) se comparado com o genotipo URS 22
(suscetivel), a excegdo dos tempos 48 e 72 hai (Figura 22).

Além do gene AS, foram obtidas trés sequéncias para hidroxiantranilato
hidroxicinamoil transferase (AsHHT3), uma para antranilato isomerase e duas para
fosforribosil antranilato transferase. Porém, somente as sequéncias para fosforribosil

antranilatotransferase foram reprimidas em plantulas de URS 21 inoculadas (Figura 45).
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FIGURA 44. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de triptofano sintase que foram geradas
a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia parcial).
Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21
inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae
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FIGURA 45. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de antranilato sintase (AS) (barras
azuis), hidroxiantranilato hidroxicinamoil transferase (barras vermelhas),
antranilato isomerase (barra larnaja) e fosforribosil antranilato transferase
(barras verdes), que foram geradas a partir da analise do transcriptoma do
gendtipo URS 21 (resisténcia parcial). Expressdo positiva indica que a
sequéncia foi induzida em plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia
coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam uma repressdo do gene.

O gene CCoAOMT (cafeoil-CoA3-O-metiltransferase) foi outro gene envolvido
na expressao de avenantramidas encontrado na andlise de RNA-seq. Das cinco
sequéncias obtidas somente uma foi reprimida e duas foram induzidas com um nivel de
expressdo acima de 40 (Figura 46). Resultados que corroboram os encontrados na
avaliacdo da expressdo relativa de CCoAOMT através de PCR Tempo Real em plantas

adultas de URS 21, onde foi detectado aumento da expressdo as 48, 72 e 120 hai, em
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relagdo as plantas n&o inoculadas (Figura 24). Contudo, quando a expressao relativa foi
avaliada ndo houve diferenca significativa em plantas ndo inoculadas (O hai) e nos

tempos 6 e 24 hai.
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FIGURA 46. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de CCoAMT (cafeoil-CoA3-O-
metiltransferase) que foram geradas a partir da analise do transcriptoma do
gendtipo URS 21 (resisténcia parcial). Expressao positiva indica que a sequéncia
foi induzida em plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp.
avenae e valores negativos indicam uma repressao do gene.

Através do RNA-seq cinco diferentes sequéncias envolvidos na via do
mevalonato foram encontrados: geranil difosfato sintase, geranilgeranil difosfato
sintase, esqualeno sintase, AsCS (cicloartenol sintase) e p-amirin sintase (Figuras 47 e

48). Geranil difosfato sintase da origem a sesquiterpenos e triterpenos, e geranilgeranil
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difosfato sintase da origem a politerpendides. Apds a formacgdo do 2,3-oxidoesqualeno
(triterpeno), pela esqualeno sintase, este pode ser substrato tanto para as enzimas AsCS
como para B-amirin sintase, que sintetizam saponinas esteroidais e terpendides,
respectivamente

Em pléantulas do gendtipo URS 21, quando inoculadas com ferrugem da folha da
aveia, foram obtidas cinco sequéncias induzidas de geranil difosfato sintase. Além
disso, foram obtidas trés sequéncias de geranilgeranil difosfato sintase que foram
reprimidas nas mesmas condicdes. Estes resultados indicam um bloqueio da rota de
formacdo de politerpendides, e um acumulo de sesque e ou triterpenos (Figura 47).

A partir deste experimento também foi possivel observar trés sequéncias de
esqualeno sintase. As trés sequéncias para este gene foram induzidas quando as
plantulas foram inoculadas com o fungo. O que concorda com os indicios de que
haveria um blogueio da rota de formacdo de politerpendides, e um acumulo de
triterpenos, no caso o 2,3-oxidoesqualeno (Figura 48).

Além disso, das seis sequéncias obtidas para AsCS envolvidos na sintese de
saponinas esteroidais, cinco foram induzidas em plantulas inoculadas com o fungo.
Contudo, o gene B-amirin sintase, envolvido na sintese de saponinas terpendides foi
reprimido, indicando que avenacosides séo induzidas em aveia em resposta a resisténcia
a ferrugem da folha, havendo uma competicdo entre as duas rotas. Estes resultados estdo
de acordo com a dosagem de saponinas esteroidais (Figura 8) e com a expressao relativa
de AsCS (Figura 25) mesmo tendo sido realizados com plantas e ndo plantulas como na
analise do RNA-seq (Figura 48). Indicando que a sintese de saponinas esteroidais € um
mecanismo de resisténcia comum em plantulas e plantas adultas do genotipo com

resisténcia parcial, URS 21.
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FIGURA 47. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de geranil difosfato sintase (barras
azuis) e geranilgeranil difosfato sintase (barras vermelhas), que foram geradas a
partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia parcial).
Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21
inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam
uma repressao do gene.

Na analise da expresséo relativa realizada em plantas adultas de URS 21 (Figura

26), foi verificado um aumento de expressdo do gene de Celsyn (celulose sintase) 6 hai,

a expressao também foi elevada em 24 hai, contudo menor que em 6hai. Apos 24 hai a

expressdo deste gene voltou ao nivel basal. Contudo, através da analise de

transcriptomica realizada em plantulas de URS 21 foi verificada a repressdo de genes
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FIGURA 48. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de esqualeno sintase (barras azuis),
AsCS (cicloartenol sintase) (barras vermelhas) e B-amirin sintase (barra laranja),
que foram geradas a partir da andlise do transcriptoma do genétipo URS 21
(resisténcia parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em
plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores
negativos indicam uma repressao do gene.

para Celsyn, envolvidos na sintese de celulose. Entretanto, algumas das sequéncias
foram induzidas, mas em menor nimero e com nivel de expressdondo superiores a 10. O
que poderia explicar o aumento de expressdo relativa do gene Celsyn em 24 hai.
Entretanto, isto ndo pode ser afirmado, pois a analise do transcriptoma foi realizada em

plantulas e ndo em plantas como no experimento com PCR Tempo Real, além disso o
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tempo de analise ndo foi 0 mesmo. Ao mesmo tempo, as sequéncias reprimidas além de

serem em maior nimero, cinco chegaram a ser menores ou igual a -10 (Figura 49).
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FIGURA 49. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de Celsyn (celulose sintase), que foram
geradas a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia
parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de
URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos
indicam uma repressao do gene.

Plantas atacadas por patdgenos geralmente depositam calose no sitio de infeccao

para o fortalecimento das paredes celulares. Através do sequenciamento do
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transcriptoma foram obtidas algumas sequéncias envolvidas na producgdo de calose. Trés

destas sequéncias foram induzidas e trés reprimidas (Figura 50).
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FIGURA 50. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de calose sintase, que foram geradas a
partir da analise do transcriptoma do gendtipo URS 21 (resisténcia parcial).
Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21
inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam uma
repressao do gene.

Através da analise do transcriptoma foram obtidas diferentes sequéncias génicas
que codificam enzimas envolvidas no estresse oxidativo. Das oito sequéncias
encontradas para o gene APX (ascorbato peroxidase), todas foram reprimidas em
plantulas de aveia quando inoculadas com ferrugem da folha, com uma variacdo de
nivel de expressdo de -1,8 a -658 (Figura 51). A pesar destas analises terem sido

realizadas em diferentes periodos, estes resultados vém ao encontro com os da atividade
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desta enzima verificada em plantulas (Figura 10) e da avaliacdo da expressdo relativa
em plantas adultas (Figura 29).

Embora quando avaliada a expressdo relativa do gene CAT (catalase) através de
PCR Tempo Real e, também, a atividade desta enzima, em plantas e plantulas de URS
21, respectivamente, inoculada com ferrugem da folha, os resultados tenham indicado
ndo haver uma resposta oxidativa através desta enzima (Figuras 30 e 11), na analise de
transcriptoma, oito sequéncias foram obtidas induzidas. O nivel de expressdo variou de
1,8 a 28 (Figura 52).

Um namero elevado de sequéncias foi obtido para genes de glutationa, 61.
Entetanto, foram selecionadas sequéncias com nivel de expressdo maiores ou menores
que 5 ou -5 para representar no grafico (Figura 53). Nove sequéncias de GR induzidas
foram obtidas. Entretanto somente duas foram representas no gréfico (nivel de
expressao de 5, 2 e 6,8), as demais apresentaram nivel de expresséoa baixo de 4 (Figura
53). Contudo, quando a atividade desta enzima foi avaliada houve um decréscimo da
atividade da ezima apds a inoculacdo (Figura 12), indicando a presenca de diferentes
isoformas de GR em aveia ou até mesmo um controle pos-transcricional.

Grande parte das sequéncias de glutationa foram de glutationa S transferase
(GST), 37. Das quais somente sete foram reprimidas, e trés com nivel de expressdo
menor que -5. O nivel de expressdomenor foi de -44. As demais sequéncias para este
gene foram induzidas, sendo 17 com nivel de expressdo maior que cinco. O maior nivel
de expressdo foi de 62 (Figura 53). Cinco sequéncias para glutationa sintase foram
obtidas, das quais quatro foram induzidas, mas somente uma com nivel de expressdo
maior que 5 (8,36). A sequéncia reprimida obteve um nivel de expressdo de 8,66

(Figura 53).
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FIGURA 51. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de APX (ascorbato peroxidase), que

foram geradas a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21
(resisténcia parcial). Expressao positiva indica que a sequéncia foi induzida em
plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores
negativos indicam uma repressao do gene.
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FIGURA 52. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de CAT (catalase), que foram geradas a
partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia parcial).
Expressdao positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21
inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae.

Uma Unica sequencia de glutationa dehidrogenase foi obtida e induzida. Duas
sequencias GP foram encontradas, mas nao aparecem no grafico devido ao nivel de
expressdo menor que cinco (Figura 53). Além disso, quando a expressdo relativa de GP
em plantas de URS 21 foi avaliada, em 6 hai a expressdo foi aumentada, mas ap6s 24
hai a expressao deste gene foi mantida estatisticamente igual a 0 hai (Figura 31). O que
evidencia uma expressdo pelo menos em tempos inicias tanto em plantulas, como em
platas de URS 21 inoculadas com P. coronata f. sp. avenae.

As peroxidases (Pox) sdo enzimas que oxidam moléculas de natureza fendlica.

Foram obtidas 41 sequéncias com esta funcéo, das quais 14 foram reprimidas, a mais
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FIGURA 53. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de glutationa redutase (GR) (barras

vermelhas), glutationa-S-transferase (barras azuis), glutationa sintase (barras

laranja) e glutationa dehidrogenase (barra verde), que foram geradas a partir da

analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia parcial). Expressao
positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21 inoculadas com
Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam uma repressdo do

gene.
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reprimida teve um nivel de expressdo de -67.6184 . Apesar de varias sequéncias terem

sido induzidas, uma delas teve nivel de expressdo muito elevado (1.722) (Figura 54).

Estes resultados vém ao encontro dos obtidos para a analise de expressdo relativa de

Pox, onde em URS 21 em 6 e 24 hai a expressdo foi maior que em plantas ndo

inoculadas (0 hai) (Figura 28).
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FIGURA 54. Nivel de expressao obtido para sequéncias de peroxidase (Pox), que foram geradas

a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia parcial).
Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21
inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam uma
represséo do gene.
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Lipoxigenanes (Lox) sdo envolvidas na peroxidacdo de lipidios. Através da
analise de RNA-seq, em plantulas de URS 21, foram encontradas 12 sequéncias que
codificam esta enzima, e todas reprimidas quando URS 21 foi inoculada com P.
coronata f. sp. avenae (Figura 55). Embora quando realizada a analise em PCR Tempo
Real em platas adultas do mesmo genotipo a expressdo relativa deste gene tenha
aumentado em 6 e 48 hai (Figura 27). Podendo esta diferenca de resultados ser devido o

tempo de analise ou até mesmo o estadio fenoldgico.
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FIGURA 55. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de lipoxigenase (Lox), que foram
geradas a partir da analise do transcriptoma do gendétipo URS 21 (resisténcia
parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de
URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos
indicam uma represséo do gene.
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Proteinas relacionadas a patogénese (PR) fazem parte do mecanismo de defesa
dependente de &cido salicilico. No transcriptoma foi possivel verificar a inducéo de 17
sequéncias para estas proteinas. Grande parte destas sequéncias, 13, com um nivel de
expressdo acima de 50, em relagéo a plantas ndo inoculadas (Figura 56).

Quitinases, um tipo de proteinas PR, sdo enzimas que degradam quitina,
presente nas paredes celulares dos fungos e apresentam atividade antifungica. No RNA-
seq foram obtidas 19 sequéncias para quitinases. Dentre estas sequéncias somente cinco
foram reprimidas, as demais foram induzidas e em geral com um nivel de expressao
maior em modulo que as reprimidas. A sequéncia induzida com maior nivel de

expressao foi acerca de 120 (Figura 57).
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FIGURA 56. Nivel de expressdo obtido para sequéncias de proteinas relacionadas a patogénese
(PR), que foram geradas a partir da analise do transcriptoma do genétipo URS 21

(resisténcia parcial). Expressdo positiva indica que a sequéncia foi induzida
plantas de URS 21 inoculadas com Puccinia coronata f. sp. avenae.
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FIGURA 57. Nivel de expressao obtido para sequéncias de quitinase, que foram geradas a partir

da analise do transcriptoma do genétipo URS 21 (resisténcia parcial). Expressdo
positiva indica que a sequéncia foi induzida em plantas de URS 21 inoculadas com
Puccinia coronata f. sp. avenae e valores negativos indicam uma repressdo do

gene.



5 DISCUSSAO

O Programa de melhoramento genético da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) desenvolve gendtipos de aveia adaptados as condi¢Ges do
sul do Brasil desde 1974. Até o ano de 2012 foram lancadas comercialmente 33
cultivares de aveia branca. Desde seu principio, um dos principais objetivos do
programa foi desenvolver gendtipos resistentes a doencas, principalmente a ferrugem
da folha da aveia, além de selecionar para ciclo adequado a estacdo de cultivo,
qualidade de gréos, elevado potencial de rendimento de graos, outros caracteres de
importancia agronémica. A resisténcia a ferrugem da folha € condi¢do fundamental
para que uma cultivar de aveia expresse seu potencial produtivo e de qualidade de
grédos, nos ambientes do sul do Brasil, além de contribuir para maior estabilidade de
desempenho.

A cultivar URS 21, modelo de estudo deste trabalho, foi lancada
comercialmente no ano de 2000, quando apresentava resisténcia completa. Apos a
superacdo desta resisténcia, detectada no ano de 2005, demonstrou apresentar
resisténcia parcial a ferrugem da folha. Até o momento, esta cultivar vem
apresentando um padrdo estavel de resisténcia parcial e durdvel. Estudos recentes
tém investigado as caracteristicas genéticas da resisténcia parcial (Santos, 2009;
Zambonato, 2011) e os mecanismos histopatologicos que conferem este tipo de

resisténcia (Graichen, 2011). No presente trabalho foram estudados aspectos
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bioquimicos e moleculares envolvidos na resisténcia parcial a ferrugem da folha em
aveia branca.

Estudos em gendtipos de aveia suscetiveis e resistentes a ferrugem da folha
revelaram que a formacédo de apressorios de P. coronata f.sp. avenae ocorre a partir
de 12 hai, assim como a producdo de vesiculas subestomatais. Para a maior parte dos
genotipos estudados a formagdo de hifas infectivas se deu 18 hai. Na URS 21, a
formacdo de hifas infectivas ocorreu mais tardiamente, 24 hai, porém nesta avaliacao
as proporc¢des de vesiculas subestomatais com hifas infectivas ja era superior a 80 %
em URS 21 (Graichen, 2009). Apesar da formacgdo destes dois grupos quanto ao
tempo de formacdo de hifas infectivas, estes eram formados tanto por gendétipos
resistentes quanto suscetiveis, ndo permitindo a diferenciacdo das classes resistentes
e suscetiveis. Alem disso, em 24 hai foi observada a presenca de células mée do
haustorio e haustorios tanto em genétipos resistentes, como em suscetiveis
(Graichen, 2009). Assim, com base neste e em outros dados obtidos por Graichen,
2009, foram escolhidos os tempos de analise do presente trabalho.

Plantas produzem um diverso arranjo de compostos naturais. Estes compostos
possuem importantes funcdes ecologicas, por exemplo, prover protecdo contra
patogenos e herbivoros (Dixon, 2001). Compostos fendlicos apresentam papel
importante na resisténcia a doengas em aveia (Osbourn, 2003; Osbourn et al., 2003;
Soriano et al., 2004). Aveia contém uma ampla gama de compostos fendlicos, que se
encontram na forma livre ou formando barreiras. Geralmente os compostos fendlicos
livres sdo acido cindmico e seus derivados, enquanto os compostos fendlicos de
barreira sdo principalmente dimeros oxidativamente acoplados, de acido p-coumarico
e acido feralico, que sdo ésteres ligados a polimeros da parede celular.

Avenantramidas, que sdo amidas de acido antranilico e acidos derivados do cinamico
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ou avenaluminico (5-fenil-penta-2,4-diendico), sdo somente relatadas em aveia, e
tém sido isoladas de gréos e folhas (Ishihara et al., 1999a). Nas folhas, as principais
avenantramidas séo 2p e 2f (Ishihara et al., 1999b). Mais recentemente, estruturas
diméricas de avenantramidas tém sido identificadas em tecidos de folhas (Okazaki et
al., 2004; Okazaki et al., 2007). Além disso, hd evidéncias que a sintese de
avenantramidas ocorre no mesofilo das plantas infectadas, mais precisamente nos
cloroplastos (Izumi et al., 2009).

Assim neste trabalho, foi analisada a producdo de compostos fendlicos totais
ao longo do tempo, em pléantulas e plantas de aveia das cultivares URS 21 e URS 22
inoculadas com P. coronata f. sp. avenae. O padrdo de producdo de compostos
fendlicos (Figura 7) foi diferente entre plantulas e plantas de URS 21, assim como da
cultivar suscetivel URS 22. Enquanto em plantulas de URS 22 o aumento da
producdo de compostos fenolicos ocorreu tardiamente as 120 hai, provavelmente
relacionado com a colonizacdo do fungo (Figura 7). Em plantulas de URS 21 houve
aumento da producdo de composto fendlicos em 24 hai. Porém, as concentragdes
foram inferiores a condicdo ndo inoculada em tempos posteriores a 24 hai.

Analisando a producdo de compostos fenodlicos em pléantulas e plantas de
URS 21, parece que a producdo destes compostos ndo é tdo decisiva em determinar
reacOes de defesa a ferrugem da folha em plantulas desse genétipo, comparado as
plantas adultas; isto porque apds 24 hai em plantulas houve decréscimo da producéo
de fendlicos totais. Entretanto, em plantas adultas a producdo de compostos fendlicos
manteve-se elevada de 24 a 72 hai, sugerindo que elevada concentracdo de
compostos fendlicos e também de saponinas esteroidais (Figura 8) é determinante em
permitir a formacdo da reacdo de resisténcia parcial em plantas adultas de URS 21.

Saponinas esteroidais mostraram aumento de 350 vezes em plantas inoculadas de
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URS 21 em 72 hai. Uma vez que ha indicios que os mecanismos de resisténcia de
plantula e planta adulta de URS 21 possam ser diferentes, a questdo a ser formulada é
se a resisténcia parcial de URS 21 é somente do tipo planta adulta. Mas esse nédo
deve ser 0 caso, uma vez que URS 21 também ¢é resistente em plantula, conforme
demonstrado por Graichen et al. (2011). Assim, o acumulo de compostos fendlicos
em 24 hai em plantulas do genétipo URS 21 parece fazer parte do mecanismo de
defesa inicial nesse estadio fenoldgico. Acumulo rapido de compostos fendlicos
totais também foi verificado em plantas de trigo resistentes a mancha marrom,
inoculadas com o agente causal da moléstia (Patil et al., 2011).

Entre os genes associados a producdo de compostos fendlicos, cuja expresséo
foi estudada em diferentes tempos apds a inoculagdo com ferrugem da folha em
plantas adultas de URS 21 e URS 22, antranilato sintase (AS), que atua na conversao
de triptofano em antranilato, passo inicial na rota do triptofano para a sintese de
avenantramidas, parece ndo aumentar expressao apos a inoculacdo com o fungo para
que ocorra a inducdo de avenantramidas em URS 21; uma vez que a sua expressao
ndo aumentou em plantas de URS 21 inoculadas com ferrugem da folha, comparadas
as nao inoculadas. Contudo, foi verificada inducdo da expressdo de sequéncias de
RNA, obtidas através da analise do transcriptoma, similares a subunidade o-2 de
antranilato sintase de arroz (mais que 13 vezes de aumento) em plantulas de URS 21
as 12 hai (Figura 45). O que indica que a analise da expressdo de sequéncias de
MRNA pode levar a conclusbes equivocadas, quando tomadas isoladamente, ou
quando se extrapola a modificacdo na expressdo de genes para a producdo de
compostos. Contudo, apesar das duas analises terem sido realizadas em tempos e
fenologia diferente em URS 21, outro motivo que pode conduzir para tal diferenca

nos resultados é a possibilidade de haver distintas isoformas de AS em aveia. Isto
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tem sido evidenciado em outras espécies, indicando que AS é formada por duas
diferentes isoformas, o e B: 4Sa converte corismato a antranilato, usando aménia e
um amino doador, e media a inibicdo por feedback por Trp. Porém, 4Sp transfere o
grupo amino da glutamina para 4Sa. Na maior parte das plantas estudadas tem sido
observado que existem no minimo dois genes que codificam 4Sa e um que codifica
ASp. Um dos genes de 4So é constitutivamente expresso, enquanto o outro é
induzido por estresse como o0 causado por patdgenos (Maeda et al., 20012). Em
arabidopsis existem duas isoformas de 4Sa com expressao regulada diferencialmente
(Niyogi & Fink, 1992), sendo uma das isoformas responsiva ao estimulo exdgeno,
por ferimento ou ataque de patogenos. Similarmente, a expressao do gene Aso em
arroz foi induzida quando culturas de células em suspensdo foram tratadas com
elicitor (Tozawa et al., 2001). Assim, analises de expressdo ao longo do tempo tanto
em plantas adultas, como em plantulas dos gendtipos URS 21 e URS 22 de aveia
deveriam ser efetuadas através de PCR Tempo Real com base em primers projetados
a partir das sequéncias obtidas através do RNA-seq para se chegar a uma analise
mais apurada e tentar relacionar a expressdo do gene AS em plantula e em plantas
adultas.

Em plantas de URS 22 o nivel de expressdo de AS foi reduzindo em 24, 48 e
72 hai (Figura 22), coincidindo com a queda da concentracdo de compostos
fendlicos, embora a reducdo de expressdo de AS sé tenha sido significativa em 48 e
72 hai (Figura 7-B). Ainda, as plantas de URS 22 mostraram um aumento na
producdo de compostos fenodlicos em 120 hai, coincidindo com o aumento da
expressdo de AS no mesmo tempo pdés-inoculacdo (Figura 7-B). Portanto, o gene
antranilato sintase pode estar envolvido na reacdo de URS 22 a colonizacdo com

ferrugem da folha, embora ndo em URS 21. Trabalhos com culturas de células em
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suspenséo de arroz, tratadas com elicitor, evidenciam a indugéo da expresséo do gene
AS, sugerindo que a rota do triptofano possui um papel defensivo em plantas
(Tozawa et al., 2001).

A producdo de compostos toxicos derivados do triptofano (Trp) € encontrada
em plantas, principalmente da familia Poaceae. Sendo as avenantramidas compostos
fendlicos mistos, derivados tanto da rota to Trp, como da fenilalanina (Phe) (Kang et
al., 2007). Neste trabalho, atraves da analise de RNA-seq realizado em plantulas de
URS 21 foram obtidas duas sequéncias similares a sequéncias de arroz relacionadas a
triptofano sintase, quando inoculadas com esporos de ferrugem da folha, e ambas as
sequéncias foram induzidas (Figura 44). Estes resultados indicam que € necessario
um aumento de producéo de Trp quando plantulas de URS 21 sdo submetidas a P.
coronata f. sp. avenae e que, mesmo havendo a sintese deste aminoacido pela
triptofano sintase, ndo ha uma inibi¢do das isoformas de ASa induzidas, tambem
encontradas na analise de RNA-seq (Figura 45). Confirmando a hipotese de que
existem diferentes isoformas de Aso em aveia, ja que a sintese de triptofano nao
inibiu a atividade de Asa através do controle de feedback por Trp. Além disso, estes
dados em conjunto evidenciam a importancia da sintese de compostos toxicos via a
rota do triptofano na resposta de defesa de URS 21 ao agente causal da ferrugem da

folha.

A concentracdo de compostos fenolicos em plantas adultas de URS 21 foi
maior em 24, 48 e 72 hai, comparado com 0 ou 6 hai, coincidindo parcialmente com
0 aumento na expressdo do gene hidroxiantranilato hidrocicinamioltransferase 1
(AsHHT1), que participa da rota de formacdo de avenantramidas. A expressdo desse
gene foi aumentando, gradualmente, de 24 a 72 hai, mantendo-se constante em 120

hai. J& em plantulas de URS 21 houve coincidéncia do aumento da producdo de
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compostos fenolicos totais em 24 hai (Figura 7-A) com a maior expressao de trés
sequéncias similares ao gene hidroxiantranilato hidroxicinamoil transferase 3 de
arroz em 12 hai, comparado ao tratamento ndo inoculado (Figura 45). Comparagoes
da expressdo de genes associados a sintese de compostos fendlicos com a
concentracdo de compostos fendlicos totais em plantulas de URS 21, inoculadas com
ferrugem da folha, ndo sdo possiveis em tempos superiores a 24 hai. Isto em virtude
das analises de RNA-seq terem utilizado somente amostras de plantulas as 12 hai,
enquanto a analise de PCR Tempo Real utilizou amostras de tecidos de plantas
adultas. J& em plantas adultas de URS 22 ndo foi, praticamente, detectada a
expressdo de AsHHT1 depois de 6 hai (Figura 23). Embora em 0 e 6 hai tenha sido
encontrada a maior concentracdo inicial de compostos fendlicos totais em plantas de
URS 22, exatamente quando foi detectada a expressédo do gene ASHHT1. Porém, em
48 e 72 hai foram encontrados compostos fenolicos nas plantas de URS 22, mas nédo
havia expressdo do gene AsHHT1. Um argumento possivel é que os compostos
fendlicos detectados em 48 e 72 hai tenham sido produzidos anteriormente, quando
ainda havia a expressao do gene AsHHTL, e a redugdo observada em 48 e 72 hai seria
devido a degradacdo desses compostos fenolicos. Porém, ha indicios que esse pode
ndo ser o caso, e que outra rota metabdlica seja responsavel pela producédo de
compostos fenodlicos em plantas adultas de URS 22, pois a concentracdo de
compostos fendlicos elevou-se acentuadamente em 120 hai, e provavelmente esta
relacionada com a colonizacdo do fungo e ndo a uma resposta de defesa da planta
(Figura 7-B), ndo sendo detectada expressdo do gene AsHHT1 (Figura 23). Portanto,
0 gene AsHHT1 pode ser importante na producdo de compostos fendlicos em URS
21, consequentemente participando da formacdo de seu mecanismo de resisténcia,

mas sem importancia na producdo de compostos fendlicos em URS 22. Dados com
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diferentes genotipos de aveia com variada resisténcia a ferrugem da folha mostraram
que em espiguetas de aveia, 0s niveis de avenantramidas e de atividade de HHT
foram mais elevados em genoétipos resistentes ao fungo. Entretanto, os acidos p-
cumarico e cafeico foram mais abundantes em genotipos suscetiveis. Quando folhas
foram analisadas, avenantramidas ndo foram associadas com a resisténcia. Além
disso, dois compostos ndo conhecidos foram correlacionados negativamente com a
doenca. Fendis liberados pela hidrolise e atividade de PAL e PPO ndo foram
relacionados & infeccdo com ferrugem da folha, nem em espiguetas, nem em folhas
(Dimberg & Peterson, 2009). Isto indica que ha a formacdo de diferentes grupos de
compostos fendlicos, tanto em plantas resistentes como em suscetiveis, explicando a
elevada producéo de fendlicos totais em URS 22 em 120 hai.

A produgédo de compostos fenolicos totais em URS 21 pode ndo refletir a
producdo de avenantramidas, sendo que nao houve medicdo destes compostos no
presente trabalho. De qualquer forma, como escrito acima, a expressdo do gene
AsHHTL1, envolvido na producdo de avenantramidas, ndo coincidiu com a maior
producdo de compostos fenolicos de plantas de URS 21 inoculadas com ferrugem da
folna. O papel do gene AsHHT1 na producdo de avenantramidas ocorre,
provavelmente, pela catalisacdo a N-acilacdo de hidroxiantranilato com Vvarios
hidroxicinamoil-CoA para formar avenantramidas, como é observado in vitro
(Ishihara et al., 1997, Ishihara et al., 1999a).

Yang et al., (2004) através do screening de bibliotecas de cDNA de aveia
identificaram quatro isoenzimas para o gene HHT, denominadas de HHT1 a HHTA4.
HHT1 a HHT3 apresentam cerca de 97% de identidade na regido codificante.
Entretanto, HHT4 apresentou uma sequéncia truncada na regido 5’ e identidade de

75% com os demais cDNAs, podendo ser outra isoforma da enzima.
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O outro gene envolvido na sintese de avenantramidas e cuja expressdo foi
avaliada em plantas adultas de URS 21 foi cafeoil-CoA3-O-metiltransferase
(CCoAOMT). As avenantramidas sdo sintetizadas a partir da condensacdo de
antranilato e cinamoil-CoA tioesteres (Ishihara et al., 1997, Ishihara et al., 1999a). O
doador acil e hidroxicinamoil-CoA séo intermediarios na rota dos fenilpropandides
(Dixon & Paiva, 1995; Douglas, 1996). Avenantramida parece ser formada
diretamente de N-acilacdo de 5-hidroxiantranilato com feruloil-CoA, que é doador de
acil para a HHT in vitro (Ishihara et al., 1997). Sob condicGes de estresse, feruloil-
CoA pode ser formada igualmente pela metilagcdo de cafeoil-CoA catalisada por
cafeoil-CoA 3-O-metiltransferase (CCoOAOMT) (Pakusch et al., 1989; Matern et al.,
1995). Assim como para AsHHT1, também ndo foi verificada concordancia do
aumento da expressdo do gene CCoAOMT (Figura 24), que ocorreu em 48 e 120 hai,
com a maior producdo de compostos fendlicos totais de plantas adultas de URS 21
observada entre 24 e 72 hai (Figura 7-B). Por outro lado, o padréo de expressao do
gene CCoAOMT parece estar associado com o padrdo de producdo de compostos
fendlicos totais de URS 22, em resposta a ferrugem da folha, com reducdo da
expressao desse genes de 6 a 72 hai e aumento em 120 hai (Figura 24), mesmo tempo
de aumento da concentracdo de compostos fendlicos totais em plantas adultas de
URS 22 (Figura 7-B).

InvestigacBes prévias tém relatado que a producdo de fitoalexinas esta
correlacionada com a expressdo de genes de resisténcia e é efetiva na prevencdo da
ferrugem da folha em aveia (Mayama et al., 1982). Durante a interacdo compativel e
incompativel entre aveia e ferrugem da folha, encontrou-se, na interacdo incompativel,
correlacdo entre o padréo de expressdo dos genes ASHHT1 e ASCCoAOMT e o acumulo

de avenantramidas, sugerindo que AsHHT1 e AsCCoAOMT ativam a sintese de
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avenantramidas, restringindo o desenvolvimento do fungo (Yang et al., 2004).
Entretanto, na interacdo compativel houve um baixo acimulo de fitoalexina, embora a
expressao dos genes AsHHT1 e AsSCCoAOMT tenha sido fortemente induzida apos 24
hai. Baseado nos resultados obtidos por Yang et al. (2004), pode-se supor que realmente
ndo houve sintese de avenantramidas em URS 22, podendo ser outros compostos
fendlicos sintetizados em 120 hai e, que mesmo havendo a expressdo de genes
envolvidos na sintese de avenantramidas (AS) o acumulo do composto na interacdo
compativel pode ser bloqueado em um ou mais processos poés-transcricionais, indicando
que o acumulo de fitoalexinas ap0s a infeccdo ndo € meramente dependente da ativacao
transcricional destes genes em aveia.

Células de aveia permanecem vivas até estagios avancados de infeccdo com
parasitas obrigatorios compativeis, e fitoalexinas podem ser catalisadas por degradacao
simultdnea como uma resposta metabolica para remover compostos toxicos das células
(Yao et al., 2002). Tal mecanismo poderia estar ocorrendo em URS 22 quando
inoculada com P. coronata f. sp. avenae, 0 que explicaria a producdo de compostos
fendlicos nesta cultivar ndo estar relacionada com um mecanismo de defesa e sim com a
colonizacédo do fungo.

Fitoalexinas derivadas do antranilato apresentam um importante papel na
resisténcia a ferrugem da folha em aveia. A resisténcia estd relacionada com a
toxicidade, local, tempo e concentracdo de acumulo da fitoalexina no tecido infectado
em relacdo a restricdo do desenvolvimento do fungo (Mayama et al., 1982; Miyagawa
et al., 1996; Niemann, 1994). Além disso, a producdo de fitoalexinas em folhas de aveia
tem sido relatada como diretamente proporcional ao grau de resisténcia que o gendétipo

apresenta contra a ferrugem da folha (Mayama et al., 1982; Yang et al., 2004).
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Com o auxilio de hibridizagdo in situ e técnicas imunoldgicas, tempos mais
precisos e localizagdo de proteinas e expressao dos genes podem ser determinados na
planta infectada, levando a um melhor entendimento da funcdo de acumulo de
avenantramidas em plantas com resisténcia parcial de aveia. Além disso, faz-se
necessaria a dosagem nao somente de compostos fendlicos totais, mas também de
avenantramidas. Outra alternativa seria a utilizacdo das sequéncias obtidas a partir do
RNA-seq para a projecdo de primers e analise da expresséo ao longo do tempo tanto em
plantulas, como em plantas de URS 21 e URS 22.

Através das andlises efetuadas neste trabalho, tanto em plantulas como em
plantas do gendtipo URS 21, foi possivel verificar que compostos fenolicos séo um
importante mecanismo de resisténcia a ferrugem da folha em URS 21. Contudo, existe a
possibilidade de ocorréncia de outros fendlicos responsaveis pela resisténcia alem das
avenantramidas.

Pelas analises moleculares foi possivel indicar que avenantramidas sao
importantes na resisténcia em URS 21, porém o tempo de atuacdo pode ndo ser o
mesmo que o de outros compostos fendlicos (24 hai) (Figura 7). Isto foi evidenciado a
partir das analises moleculares onde genes envolvidos na producdo de avenantramidas
foram induzidos (AS, triptofano sintase, HHT e CCoAMT) (Figuras 22 a 24 e 45 a 46).
Estes dados sugerem que compostos fendlicos estruturais, além de compostos toxicos ao
fungo, facam parte do mecanismo da resisténcia parcial em aveia. Isto indica que a
resisténcia a ferrugem da folha apresenta uma complexa resposta fisioldgica e a sintese
de avenantramidas é somente um componente.

Aveia, € uma excecdo entre 0s cereais, pois apresenta compostos antifungicos
pertencentes a classe dos metabdlitos secundarios conhecidos como saponinas (Takechi

et al., 1991). Saponinas sdo glicosideos esteroidais ou triterpendides que apresentam
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propriedades antifingicas, possuindo importante papel na protecdo de plantas contra o
ataque de patdgenos. A atividade antifingica de saponinas estd associada com a sua
capacidade para formar complexos com esterdis da membrana de fungos, causando a
formacdo de poros e a perda de integridade de membranas, apresentando capacidade
relativamente ndo especifica (Osboum, 1996). Alguns fungos patogénicos produzem
enzimas hidroliticas que detoxificam saponinas pela remocdo da molécula de agucar
(Osboum, 1996). Algumas destas enzimas tém sido isoladas e caracterizadas (Osboum
etal., 1991; Osboum et al., 1995; Lairini et al., 1996).

Assim, neste trabalho foi analisada a sintese de saponinas esteroidais ao longo
do tempo, em plantas adultas de aveia das cultivares URS 21 e URS 22 inoculadas com
P. coronata f. sp. avenae. Foi observado um incremento na concentragdo do composto
até 72 hai em URS 21 (Figura 8), em 120 hai a concentracdo de saponina se manteve
elevada, contudo foi 3,5 vezes menor que a concentracao obtida em 72 hai. Em plantas
suscetiveis (URS 22) houve um incremento na concentracdo de saponinas em 48 hai,
porém, a concentracdo maxima obtida foi um sétimo da encontrada na cultivar URS 21
(Figura 8). Estes resultados evidenciam a importancia de saponinas esteroidais no
mecanismo de resisténcia parcial a ferrugem da folha em plantas adultas de URS 21.

Um passo-chave para a sintese de esterdis em plantas envolve a ciclizacdo de
2,3-oxidoesqualeno para cicloartenol, mediada pela cicloartenol sintase (AsCS)
(Wubben et al., 1996). AsCS é uma enzima chave na producdo de saponinas esteroidais,
avenacosides, compostos secundarios de grande relevancia na interacdo entre aveia-
ferrugem da folha, assim como os compostos fendlicos. O gene AsCS apresentou
aumento da expressdo apés a inoculacdo de plantas de URS 21 com o fungo. Em 6 hai
foi obtida a maior expressao relativa. Apds 6 hai houve um decréscimo da expressdo

desse gene ao longo do tempo, porém a expressdo manteve-se muito superior a
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observada antes da inoculacdo (Figura 25). Provavelmente um maior aumento inicial da
expressdo de AsCS seja necessario para a ativacao de outros genes envolvidos na rota de
sintese de avenacosides, 0 que levaria a um aumento mais tardio deste composto,
necessario para a defesa em URS 21. A expressdao de AsCS, em URS 22, também
aumentou apos a inoculacdo, entretanto, a indugdo foi muito inferior a encontrada na
cultivar com resisténcia parcial apoés a inoculagcdo (Figura 25), coincidindo com o
pequeno aumento de concentracdo das saponinas esteroidais neste gendtipo (Figura 8).

Estes resultados indicam que o aumento na sintese de AsCS acarreta um
aumento da sintese de saponinas esteroidais e que provavelmente sdo do tipo
avenacoside. O aumento de expressao deste gene em URS 22 foi inferior, mas também
elevado, o que pode indicar que somente altas expressdes iniciais de AsCS acarretam
elevada sintese de saponinas esteroidais ou deve haver algum tipo de regulacdo poés-
transcricional ou até mesmo a degradacdo do composto em URS 22.

Quando foi analisado o transcriptoma de plantulas de URS 21, inoculadas com
P. coronata f. sp. avenae, foi possivel encontrar diversas sequéncias envolvidas com a
producdo de avenacosides, e repressdo de sequéncias envolvidas na sintese de saponinas
terpendides (avenacinas), sintetizadas nas raizes e relacionadas com a resisténcia a
patogenos de raiz (Figura 48). Estes resultados indicam uma competicdo na producao
dos tipos de compostos. O que corrobora os trabalhos que evidenciam a sintese de
avenacinas nas raizes, responsaveis pela inibicdo de Gaeumannomyces graminis em
aveia (Turk, 2005), e de saponinas esteroidais do tipo avenacosides A e B em folhas.
Estas avenacosides podem ser convertidas aos compostos antifungicos, 26-
desglucoavenacoside A (26-DGA) e 26-desglucoavenacoside B (26-DGB), quando as
plantas de aveia sdo atacadas por patdgenos e assim estarem envolvidos no mecanismo

de defesa (Wubben et al., 1996).
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Assim, com estas sequéncias obtidas a partir do RNA-seq envolvidas na sintese
de saponinas esteroidais e terpendides pode-se projetar primers e analisar a expressao
destes genes através de PCR Tempo Real, ao longo do tempo, em plantulas e em plantas
de URS 21 e URS 22, possibilitando um melhor entendimento da rota de sintese deste
composto. Outra possibilidade seria avaliar o tempo em que avenacosides S&o
convertidas aos compostos antifingicos, 26-desglucoavenacoside A (26-DGA) e 26-
desglucoavenacoside B (26-DGB), obtendo dados mais precisos do momento em que as
saponinas esteroidais estdo atuando na morte do fungo.

Portanto, através da dosagem de saponinas esteroidais é possivel afirmar que
este composto possui papel antifingico na resisténcia parcial a ferrugem da folha em
plantas de URS 21 (Figura 8). Além disso, através da analise de expressdo génica e
transcriptbmica, € possivel indicar que houve sintese de saponinas esteroidais do tipo
avenacosides tanto em plantulas, como em plantas de URS 21 (Figuras 24 e 48). A
partir destes resultados pode-se sugerir que a producdo de saponinas esteroidais ¢ um
dos mecanismos centrais envolvidos na resisténcia parcial a ferrugem da folha em URS
21.

Uma das principais diferencas entre plantas suscetiveis e resistentes € o tempo
que levam para reconhecer o patdgeno e ativar as respostas de defesa. No caso de
plantas resistentes o reconhecimento é rapido e pode ativar uma série de genes de
defesa, a fim de impedir a colonizacdo dos tecidos. Nas plantas suscetiveis a resposta é
mais lenta e menos intensa, incapaz de restringir 0 crescimento do patdgeno
(Manickavelu et al., 2010).

Uma das respostas iniciais de defesa da planta é a producdo de ROS, apés o
reconhecimento do patégeno (Bolwell & Daud, 2009). Duas fases distintas de producéo

de ROS podem ser identificadas durante as interacdes patdégeno-hospedeiro. A primeira
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ocorre logo ap6s o contato do fungo com a planta tanto em plantas resistentes quanto
em suscetiveis (Manickavelu et al., 2010). Nesta fase, ROS servem como moléculas
sinalizadoras que fazem parte da cascata que resulta da ativacdo da defesa da planta
(Lamb & Dixon, 1997). Contudo, quando foi avaliada a producdo de H,O, neste
trabalho, a excecdo do genotipo URS 22 que apresentou um acréscimo inicial (6 hai) na
producdo desta, esta molécula parece ndo estar envolvida no processo de sinalizacéo de
defesa (Figura 9). Entretanto, ndo se pode afirmar categoricamente, pois ndo foram
efetuadas andlises anteriores a 6 hai, e, geralmente em gendtipos resistentes, a
sinalizacdo ocorre logo ap6s a inoculacao.

A segunda fase, chamada de explosdo oxidativa, ocorre somente em plantas
resistentes, algumas horas apds o contato com o patdégeno (Manickavelu et al., 2010).
Esta fase apresenta atividade antimicrobiana, inibindo a germinacdo dos esporos de
muitos fungos fitopatogénicos (Peng & Kuc, 1992). Entretanto, neste trabalho ndo foi
possivel afirmar que houve uma explosdo oxidativa nos gendtipos resistentes nos tempo
avaliados, sugerindo que a producdo de peroxido ndo tem uma relacdo direta com a
morte do fungo e a resisténcia de plantulas de aveia parcialmente ou totalmente
resistentes a ferrugem da folha.

Porém, a concentracdo de ROS resulta de um dinamico equilibrio entre taxas de
producdo e remocdo destas moléculas. As plantas apresentam mecanismos enzimaticos
e ndo enzimaticos de detoxificacdo de ROS. Superoxido dismutase (SOD) catalisa a
dismutacdo de O,e- para H,0,, catalase (CAT) transforma H,O, em oxigénio e agua e
ascorbato peroxidase (APX) reduz H,O, a dgua através da utilizacdo do ascorbato como
doador de elétrons. Diferentemente da APX, a peroxidase (POX) ndo usa ascorbato
como doador direto de elétrons, mas oxida moléculas, principalmente de natureza

fendlica. O balanco entre SOD, APX ou CAT nas células é crucial para determinar o
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nivel de ROS nas células (De Gara et al., 2003). O redox dos metabdlitos ascorbato e
glutationa também protege as células contra danos induzidos por ROS, pela direta
remocdo das espécies reativas ou pelo bloqueio das reacGes oxidativas desencadeadas
por ROS (De Gara et al., 2003). Além disso, tem sido proposto que compostos
fendlicos, principalmente flavonois e &cidos hidroxicindmicos podem ser oxidados por
peroxidases que capturam peroxido pelo sistema &cido ascdrbico/fendlicos/peroxidase
(Takahama, 2004). Alguns fenilpropandides (hidroxicinamoil alco6is) sdo constituintes
de ligninas e estes fendlicos sdo oxidados através de peroxidases durante a formacéo de
lignina (Ralph et al., 2004).

O aumento de peroxido (6 hai) coincidiu com 0 aumento da atividade enzimatica
de APX em plantulas suscetiveis de aveia do gendtipo URS 22 inoculadas com P.
coronata f. sp. avenae (Figura 10). Neste mesmo tempo, em plantas adultas de URS 22
houve aumento da expressao do gene APX (Figura 29), indicando que APX faz parte do
mecanismo de detoxificacdo de ROS no gendtipo URS 22, tanto em plantulas, como em
plantas adultas. Em plantulas de URS 22 a enzima GR apresentou sua maior atividade
em 48 hai (Figura 12). Na analise de plantas adultas da mesma cultivar houve o
aumento de expressdo da glutationa peroxidase (GP) apos a inoculagdo, sobretudo em
24 hai (Figura 31). Indicando que a glutationa também faz parte do metabolismo de
detoxificacdo de ROS em plantulas e plantas de URS 22. Contudo, a enzima CAT
pareceu ndo estar envolvida neste processo, pois ndo houve aumento da atividade desta
enzima apos a inoculacdo com o fungo (Figura 11). Embora em plantas adultas houve
um aumento de expressdo relativa do gene que codifica CAT, principalmente em 24 hai
(Figura 30). Assim, pode-se sugerir que APX e glutationa estariam envolvidas no

mecanismo de detoxificacdo de ROS em plantulas e plantas adultas deste genotipo,
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porém CAT estaria envolvida somente nos mecanismos de detoxificagdo de ROS em
plantas adultas do gendtipo suscetivel, URS 22.

Na analise da atividade das enzimas APX, CAT e GR em plantulas de aveia o
gendtipo URS 21 apresentou os menores niveis de atividade das enzimas em todos 0s
tempos apds a inoculagcdo. Em URS 21, as 24 hai foi o tempo de menor atividade para
as trés enzimas avaliadas. Isto pode indicar que em URS 21 ndo houve estresse
oxidativo em resposta a inoculacéo (Figuras 10-12).

Em plantas adultas de URS 21 foi verificado baixo nivel de expressdo relativa do
gene que codifica APX (Figura 29). O que estd de acordo com o0s achados para a
atividade enzimatica de APX, que indicaram ndo haver inducdo do estresse oxidativo
(Figura 10). Além disso, o transcriptoma de plantulas mostrou repressdo deste gene em
URS 21 inoculada com P. coronata f. sp. avenae (Figura 51). Assim, tanto em plantulas
como em plantas adultas de URS 21, APX parece nao estar envolvida na detoxificacdo
de ROS.

A expressao relativa por PCR Tempo Real em plantas de URS 21, com 0s
primers CAT2 projetados a partir de sequéncias de H. vulgare, foi baixa (Figura 30),
assim como a de APX (Figura 29), em URS 21. Contudo, para o genotipo URS 22
elevada expressao foi observada 24 hai (Figura 30). A baixa expressdo do gene de CAT
encontrada concorda com os baixos niveis de atividade enzimatica obtidos para esta
enzima em URS 21 (Figura 11). No entanto, no RNA-seq foram obtidas oito sequéncias
similares ao gene de CAT, duas isoenzimas foram encontradas, as isoenzimas A e B, e
ambas foram induzidas pelo estresse biotico em plantulas do gendtipo com resisténcia
parcial (Figura 52). Poderia-se sugerir como explicacdo para estes resultados
contrastantes que o tempo 12 hai utilizado para a analise de transcriptémica ndo foi

utilizado para as outras analises, que o estadio fenoldgico ndo foi 0 mesmo, pois para a
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analise de RNA-seq foram utilizadas plantulas ou até mesmo que existem diferentes
isoformas para CAT, contudo estes motivos ndo parecem ser o caso. Em arroz foi
demonstrada a presenga de diferentes formas da enzima. Foram encontrados trés genes
de CAT nucleares (CatA, CatB e CatC) que codificam cinco isoformas (Mondal et al.,
2007). Contudo, Skamnioti et al. (2007) trabalhando com a interacdo entre arroz e o
fungo necrotréfico Magnaporthe oryzae verificaram que CatB é expresso pelo fungo,
sequéncia que parece ser hortdloga as encontradas através do RNA-seq. O gene CatB
apresentou um nivel de expressdo de 600x a0 mesmo tempo em que ocorreu a
penetracdo do fungo (Skamnioti et al., 2007). Além disso, estes autores identificaram
que o fungo mutante para este gene teve o0 seu crescimento afetado, sendo menos
patogénico. Porém, ndo foram encontradas evidéncias que CatB esta relacionada com a
detoxificacdo de peroxido produzido pelo hospedeiro no sitio de penetracdo. Entretanto,
foi encontrada uma relacdo com a atividade deste gene e o fortalecimento da parede
celular do fungo, importante na penetragdo do fungo pela parede celular. Em Blumeria
graminis f. sp. hordei, fungo biotrofico, também foi verificada a acdo da catalase,
coincidindo temporal e espacialmente com a invasao do fungo (Zhang et al., 2004).

Estes resultados encontrados na literatura e acima citados permitem sugerir que
as sequéncias induzidas de CAT encontradas na analise de RNA-seq sdo genes do fungo
e sdo induzidos devido a atividade e invasdo do fungo e ndo da atividade de gene da
planta. O que explicaria o porqué ndo houve inducdo em resposta a inoculacdo quando a
atividade desta enzima e a expressao relativa foram analisadas.

Estes resultados evidenciam a dificuldade de trabalhar com a interacdo entre
plantas e organismos biotroficos, pois ndo se consegue isolar com facilidade o efeito do
fungo do efeito da planta. O ideal seria além da analise da planta sem inoculacdo e

planta inoculada, o cultivo de fungos em placa para isolar este fator; mas por serem
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fungos que necessitam da planta viva para a colonizacgdo, é quase impossivel atraves de
meios de cultivo suprir todas as necessidades mimetizando o ambiente da planta para
que estes se desenvolvam. Até o presente momento, somente um trabalho em trigo foi
publicado onde houve sucesso no cultivo de esporos de P. graminis f. sp. tritici,
responsavel pela ferrugem do colmo, em meio liquido (Fasters et al., 1993). Assim, uma
alternativa para verificar se as sequéncias obtidas para CAT através do RNA-seq sdo da
planta ou do fungo, seria através da projecdao de primers especificos e analise do DNA
da planta ndo inoculada.

Através da andlise de atividade enzimética, GR parece ndo estar envolvida nos
mecanismos de detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio em plantulas de URS 21,
pois houve um decréscimo apo0s a inoculacdo (Figura 12). Porém, no transcriptoma de
plantulas de URS 21 foram obtidas 61 sequéncias para genes de glutationa (Figura 53).
Entre estas sequéncias foram encontradas nove para GR induzidas em URS 21
inoculada com o fungo (Figura 53). O que sugere haver algum tipo de controle pos-
transcricional. Entretanto para confirmacdo, o ideal seria projetar primers a partir das
sequéncias obtidas do transcriptoma e avaliar a expressao ao longo do tempo, além de
verificar a atividade de diferentes isoformas de GR.

A expressdo relativa de GP em plantas adultas de URS 21 aumentou em 6 hai;
entretanto, foi menor do que a encontrada no genotipo suscetivel (URS 22) no mesmo
periodo. O gene de GP teve seu maior valor de expressao relativa 24 hai em URS 22.
Valores elevados também foram verificados em 6 e 72 hai, seguido de 120 hai (Figura
31). Em plantas adultas de URS 21, GP também parece estar envolvida na detoxificacdo
de ROS, pois foram encontradas duas sequéncias de GP induzidas, que ndo aparecem na
figura 53 devido ao nivel de expressaomenor que cinco. A glutationa possui um papel

central na resposta de defesa em plantas, alteracdes da glutationa oxidada, glutationa
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dissulfeto (GSSG), induziriam o acumulo de fitoalexinas (Stossel et al., 1984; Guo et
al., 1993). Por outro lado, incremento de glutationa tem sido evidenciado em folhas
inoculadas com patdgenos biotroficos avirulentos (El-Zahaby, et al., 1995; Fodor, et al.,
1997; Vanacker, et al., 1999). Entretanto, ndo ficou evidenciado este papel central da
glutationa na resisténcia a ferrugem da folha em aveia através das andlises efetuadas no
presente trabalho.

A dificuldade de relacionar as enzimas envolvidas na detoxificacdo de ROS em
aveia com o estresse oxidativo pode ter ocorrido devido aos tempos utilizados para as
analises. Além disso, foram usadas folhas inteiras, ndo somente o local da infeccéo,
onde a resposta de defesa foi ativada, o que pode ter diluido o efeito. Trabalhos com
glutationa tém mostrado que isso dificultaria o estabelecimento da glutationa como
parte da reposta de defesa local ou se a resposta de defesa ocorre nas células adjacentes,
visando limitar o estresse oxidativo. Em soja quando as plantas foram inoculadas com
patdgenos avirulentos houve um incremento na expressdo de glutationa S-transferase e
GP em células adjacentes a infeccdo (Levine et al., 1994). Em folhas de cevada de
gendtipos resistentes inoculadas com oidio, o acimulo de peroxido e oxidacdo da
glutationa ocorreu em diferentes sitios e em diferentes tempos (Vanacker et al., 2000).
Diminuicdo de glutationa foi observada em tomate infectado com o fungo necrotrofico
Botrytis cinerea (Kuzniak & Sklodowska, 1999), assim como em aveia inoculada com
fungos necrotréficos (Gonnen & Schldsser, 1993). Nestes casos, a diminuicdo de uma
defesa antioxidante pode promover a penetracdo e colonizacdo do fungo (Wingate et al.,
1988).

Assim, os dados obtidos neste trabalho indicam que em URS 21, APX, CAT e
GR ndo fazem parte do mecanismo de defesa em URS 21. Além disso, ndo foi possivel

verificar um estresse oxidativo no mesmo genotipo. Contudo, através do RNA-seq
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foram obtidas sequéncias de glutationa induzidas, o que pode indicar a presenca de
diferentes isoenzimas em URS 21 para estas enzimas. Desta forma, com os resultados
obtidos a partir do transcriptoma de URS 21, novos primers podem ser projetados para
diferentes tipos de enzimas envolvidas na detoxificacdo de ROS e verificar o efeito ao
longo do tempo, mas ndo s6 em folhas inteiras, mas verificar se ha diferenca quando
analisado no local da infeccdo e em células adjacentes, j& que os trabalhos descritos para
glutationa sugerem diferenca no resultado das analises dependendo da proximidade com
o local de infeccdo. Além disso, o ideal seria avaliar as diferentes isoenzimas de cada
enzima estudada.

Lipoxigenases apresentam diversas fun¢des no mecanismo de defesa de plantas,
participando da sintese de diferentes compostos com funcdo sinalizadora,
antimicrobiana e de HR, através da peroxidacdo de lipidios (Porta & Rocha-Sosa,
2002). A partir da analise de expressao relativa do gene Lox, foi observado que para
plantas do gendtipo URS 22, ndo houve diferenca significativa de expressdo, antes e
apos a inoculacdo com o fungo. Porém, em URS 21 0 gene teve maior expressao
relativa em 6 e 48 hai (Figura 27). Indicando que, em plantas adultas com resisténcia
parcial, URS 21, lipoxigenases participam do mecanismo de defesa a ferrugem da folha.
Entretanto, parece que o0 mesmo mecanismo de defesa ndo é utilizado por plantulas do
mesmo genotipo, pois no transcriptoma foram encontradas sequéncias Lox, contudo,
todas as sequéncias foram reprimidas quando pela inoculacdo com P. coronata f. sp.
avenae (Figura 55). Estes resultados sugerem este ser um mecanismo de resisténcia
somente encontrado em plantas adultas de URS 21.

Ao contrério de Lox, através das diferentes anélises realizadas neste trabalho foi
possivel observar que genes para peroxidase (Pox) possuem importante papel em URS

21 e parecem estar relacionados com a elevada concentracdo de compostos fendlicos
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totais verificada em 24 hai nesta cultivar (Figura 7). A expresséo relativa de Pox em
plantas adultas, aumentou em URS 21, logo apo6s a inoculacdo (6 hai), e manteve-se até
24 hai (Figura 28). Apos este periodo a expressdo voltou ao nivel basal e a concentracéo
dos compostos fendlicos dosados diminuiu consideravelmente em plantulas (Figura 7-
A), mas ndo em plantas adultas desta cultivar (Figura 7-B). Maiores valores da
expressdo relativa de Pox também foram encontrados em 6 e 24 hai para a cultivar
suscetivel (URS 22) (Figura 28), também refletindo em elevadas concentracdes de
fendlicos totais nestes periodos no genotipo suscetivel (Figura 7). A acdo de peroxidases
dificulta a penetragdo de microrganismos devido ao fortalecimento da parede celular,
pela catalisagéo intra e intermolecular entre componentes estruturais da parede celular e
polimerizacdo de ligninas a partir da oxidacdo de hidroxilas de grupos fenolicos,
estando assim envolvida na resisténcia de plantas (Pascholati & Leite, 1995; Ralph et
al., 2004). Atravé do RNA-seq, em plantulas de URS 21, foram encontradas 41
sequéncias para Pox. Destas, 27 foram induzidas pela inoculacdo com o fungo, tendo
uma das sequéncias 0 maio valor de nivel de expressao encontrado, 1.722 (Figura 54).
Assim, através dos resultados obtidos em plantulas e plantas é possivel afirmar que
peroxidases possuem um relevante papel na resiténcia parcial de URS 21 na defesa ao
fungo P. coronata f. sp. avenae.

Além disso, foi verificada forte coloracdo, através do corante DAB, das células
da epiderme de plantulas do gendtipo URS 21 inoculadas com o agente causal da
ferrugem da folha em 24 hai; isto se deve a producdo de H,O,, indicativo da acdo de
peroxidases (Figura 17) e pode estar relacionada com a elevada producao de compostos
fendlicos no mesmo periodo (Figura 7). Assim, pode-se sugerir que, em URS 21, em 24
hai, grande parte dos compostos fendlicos seriam sintetizados na epiderme e estes

poderiam ser do tipo estrutural, como ligninas, que dificultariam a penetracdo do fungo.
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Além disso, isto explicaria porqué ndo houve aumento de H,O, apds a inoculagéo
(Figura 9), estes seriam consumidos na peroxidacdo de compostos fendlicos, como na
lignificacdo e ndo pela detoxificacdo através das enzimas APX, CAT e GR (Figura 10-
12).

Graichen (2009), através da andlise histoldgica de lignina, verificou a deposicdo
deste composto em células colapsadas de URS 21, mas ndo dos genotipos suscetiveis.
Contudo, neste trabalho ndo houve visualizacdo de lignina na epiderme das folhas, mas
as andlises foram realizadas somente nos tempos 48 e 120 hai.

Existem evidéncias que os compostos fenolicos envolvidos no fortalecimento de
paredes celulares sdo exclusivamente derivados da fenilalanina, via a rota dos
fenilpropanoides (Dixon & Paiva, 1995). Assim, o metabolismo gerado a partir deste
aminoacido apresenta um papel quimico e fisico importante no sistema de defesa de
plantas (Ishihara et al., 2008), o que explicaria a obtencdo no transcriptoma de
sequéncias de fenilalanina aménia liase (PAL) com elevada expressdo em plantulas de
URS 21 inoculadas com ferrugem da folha. H& também utilizacdo deste aminoacido
para a sintese de compostos fenolicos mistos, como as avenantramidas.

Em plantulas suscetiveis (URS 22 e Clintlad 64) e na planta com resisténcia total
(Leggett) nao foi observada a coloracdo marrom (DAB) indicativo da acdo de
peroxidases nas células da epiderme. Indicando que na cultivar Leggett, 0 mecanismo
de resisténcia ndo envolve o fortalecimento de paredes celulares.

A partir de 24 hai em todas as cultivares ocorreu o acumulo de H,O; nas células
do mesofilo, entretanto, com coloracdo mais intensa nos genétipos suscetiveis (URS 22
e Clintland 64) (Figura 16). Estes resultados evidenciam uma explosdo oxidativa
localizada nas células do mesofilo, que provavelmente esté relacionada com a morte do

fungo nas plantas resistentes e com a colonizacdo do fungo nas plantas suscetiveis.
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Através da coloracdo NTB foi possivel verificar no gendtipo suscetivel Clintland 64, a
partir de 6 hai a coloracdo azul nos ASE. Indicando que a producdo de O,e- pelo fungo
durante a formagdo do apressorio € um componente importante da suscetibilidade no
genotipo Clintland 64 (Figura 19). Além disso, sugere que as sequéncias de CatB
induzidas encontradas através do RNA-seq de URS 21 (Figura 52) sdo mesmo
sequéncias génicas de P. coronata f. sp. avenae.

Sequéncias para outras enzimas envolvidas na detoxificacdo de ROS, além de

CatB, podem ter sido sequenciadas, porém ndo identificadas. Estes resultados em
conjunto, indicam que um mecanismo importante de patogenicidade em P. coronata f.
sp. avenae é a producdo de ROS e poderia estar relacionada com o fortalecimento da
parede celular do fungo e infeccdo em Clintland 64. Entretanto, nas demais cultivares
estudadas, o fortalecimento da parede celular do fungo ndo foi verificado, devido a
resposta de defesa das plantas.

O acumulo de polimeros fendlicos € histoquimicamente associado com a
autofluorescéncia das paredes celulares (Beardmore et al., 1983; Menden et al., 2007).
Estudos em genotipos resistentes de trigo (Triticum aestivum) atacados por Puccinia
gramis f. sp. tritici mostram que a HR é acompanhada do acUmulo de material
autofluorescente (Beardmore et al., 1983). A analise do contetdo de monolignol nas
paredes das células indica que o material autofluorescente é rico em lignina do tipo
siringil (Menden et al., 2007). Em arroz (Oryza sativa), a inducdo de material
autofluorescente como lignina é relacionado com a resisténcia especifica a raca contra
Xanthomonas oryzae (Reimers & Leach, 1991). Além disso, mudanca histoquimica
tipica detectada imediatamente ao redor da infeccdo é a deposicdo de material marrom
(Toyoda et al., 1978). Na interacdo entre arroz e Magnaporthe grisea, uma boa

correlacdo tem sido observada entre as taxas de acumulo de material marrom e a
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resisténcia contra o patégeno (Langcake & Wickins, 1975). A formacdo desse material
também tem sido induzida pela infecgdo com X. oryzae, onde o patdgeno foi observado
confinado na &rea marrom necrotica (Kaku & Hori, 1977). Assim, o acimulo de
material marrom tem sido considerado como parte da resposta de defesa em arroz.
Embora estes materiais tenham sido geralmente propostos como polimeros fendlicos,
sua precisa composicdo ndo é clara (Ishihara et al., 2008).

A autofluorescéncia em células do mesofilo pode estar associada com a morte
celular, com a lignificagcdo e com a formacao de papilas (Moerschbacher et al., 1990;
Rojas-Molina et al., 2007; Bozkurt et al., 2010). Wesp (2011), estudando a interacao
trigo-ferrugem da folha, verificou alta correlagdo entre a presenca de compostos
autofluorescentes e 0 acumulo de ROS em plantulas e, entre a presenca de compostos
autofluorescentes e morte celular em plantas adultas. Graichen (2009) relacionou o
acumulo de compostos fendlicos e morte celular ao impedimento do desenvolvimento
de colonias em plantulas da cultivar URS 21, observando uma propor¢do de colonias
com morte celular superior a 60 %. No mesmo trabalho, a avaliacdo de células
autofluorescentes apresentou resultados similares a coloracdo com o-toluidina para
compostos fenolicos. Quando a avaliacéo foi realizada em 48 hai, somente um pequeno
namero de coldnias apresentava células autofluorescentes, com exce¢do ao genotipo
Pc68/5*Starter que possui resisténcia total, onde cerca de 80 % das coldnias
apresentavam esta caracteristica. A avaliacdo em 120 hai indicou que ndo houve
acréscimo na proporc¢ado de coldnias associadas com o acimulo de compostos fendlicos
no gendtipo URS 22 enguanto havia um elevado aumento para URS 21 (Graichen,
2009).

Neste trabalho, a presenca de células autofluorescentes oriundas da presenca de

compostos fendlicos, devido a morte celular, somente foi evidenciada nos gendtipos
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resistentes (URS 21 e Leggett) a partir de 48 hai. Entretanto, pode-se observar uma
grande diferenca de fluorescéncia nos dois gendtipos, sendo a fluorescéncia muito mais
intensa em URS 21 (Figura 20). Dois padrdoes de produgdo de compostos
autofluorescentes podem ser distinguidos relacionados com o acumulo de compostos
fendlicos nas paredes das células ou em toda a célula (Southerton & Deverall, 1990;
Tiburzy & Reisener, 1990; Stadnik & Buchenauer, 1999). Atraves das analises deste
trabalho foi verificado que quando houve fluorescéncia nos genétipos resistentes, esta
foi encontrada nas paredes das células. Os genotipos suscetiveis de aveia (URS 22 e
Clintland 64) ndo apresentaram células autofluorescentes quando inoculados com o
fungo (Figura 20). Porém, Graichen (2009) demonstrou haver a formacdo de compostos
autofluorescentes em URS 22. Contudo, cerca de um quarto das colénias deste gendtipo
ndo apresentou a formacéo destas células.

Na analise de células autofluorescentes também foi verificada fluorescéncia nos
feixes vasculares, estbmatos e tricomas de todos os gendtipos estudados (Figura 20). O
mesmo ocorreu quando Graichen (2011) avaliou diferentes gendtipos suscetiveis e
resistentes a ferrugem da folha, onde feixes vasculares, tricomas e células-guarda
apresentaram autofluorescéncia na mesma cor das células autofluorescentes do
mesofilo. Os ureddsporos de Puccinia coronata f.sp. avenae depositados sobre as
folhas ou produzidos no interior do hospedeiro apresentaram-se autofluorescentes,
porém com menor intensidade que as células do hospedeiro. Os tubos germinativos e
apressorios foram fracamente fluorescentes.

Wesp (2011) propde a escolha de horarios mais avancados do processo infectivo,
posteriores a 24 hai, para a otimizacdo das avaliacbes histopatolégicas. Indicando o

tempo de 48 hai para evidenciar reacdes de resisténcia como morte celular, acimulo de

compostos autofluorescentes e perdxido de hidrogénio, sendo que avaliaces anteriores
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a 48 hai poderiam subestimar as reacfes de resisténcia. Além disto, neste horario
também foi possivel avaliar os eventos pré-haustoriais de resisténcia, que ocorrem nas
fases iniciais do processo infectivo.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi verificado que a sintese de
celulose pode ndo ser importante nos mecanismos da resisténcia parcial em plantulas do
genotipo URS 21, mas sim nos estagios iniciais de infeccdo em plantas adultas. Isto foi
evidenciado pela elevada expressdo relativa do gene que codifica a enzima celulose
sintase em plantas adultas de aveia, em 6 hai em URS 21 (Figura 26). A expressao se
manteve elevada em 24 hai, mas voltou a niveis basais ap0s este periodo. Entretanto, no
transcriptoma de plantulas de URS 21 foi observada repressédo da maior parte do genes
de celulose sintase encontrados (Figura 49).

Clorofilas e carotenodides também parecem ndo ser afetados nas respostas de
resisténcia parcial, pois ndo foi possivel observar relagdo direta com a resisténcia a
ferrugem da folha em aveia, pelo menos nos estagios iniciais da infeccdo. Além disso,
ndo pode ser relacionado com nenhum outro parametro estudado. Entretanto, a partir da
dosagem do conteddo de clorofila total e carotendides, foi possivel verificar que o
padrdo observado para estes pigmentos se manteve, podendo haver uma tendéncia dos
genotipos resistentes terem um maior contetdo de pigmentos (Figuras 13 e 14).
Provavelmente, nos genotipos suscetiveis o fato de haver o aparecimento das primeiras
pustulas em 10 dpi diminui a area fotossintética da planta. Contudo, 0 menor nimero de
pustulas formadas no gendtipo com resisténcia parcial URS 21, parece ndo afetar a
quantidade de clorofila. Além disso, carotendides podem ter um papel indireto na
defesa, ja que sdo pigmentos antioxidantes.

Estudos da expressdo diferencial de genes em interagdes compativeis e

incompativeis entre patdgenos e hospedeiros tém revelado que a expressdo de genes de
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defesa nas plantas resistentes ocorre de forma mais rapida e intensa do que em plantas
suscetiveis. Muitos genes que sdo ativos em resposta a estresse bidtico também sdo
ativados em resposta a estresse abidtico (Glombitza et al., 2004). Isto sugere que
provavelmente a especificidade de resposta pode estar relacionada aos primeiros genes
ativados ap0s o contato do patdgeno com o hospedeiro, induzindo diferencas nas
respostas e no tempo (Li et al., 2006; Rampitsch et al., 2006; Manickavelu et al., 2010;
Wang et al., 2010; Bischof et al.; 2011). Neste trabalho foi mostrado, através da analise
de RNA-seq, que diversas sequéncias obtidas na resisténcia parcial ja foram relatadas na
resisténcia total de plantas, como genes de reconhecimento, sinalizag&o e proteinas PR
(Figuras 33-57). Bozkurt et al. (2010) compararam o0s transcritos envolvidos nas
respostas de resisténcia a P. striiformis f. sp. tritici em trigo mediados pelos genes Yrl
e Yr5 (especificos a racas) e Yr39 (de planta adulta, ndo especifico a racas), verificaram
que ha baixa frequéncia de transcritos comuns entre estes genes. Os transcritos comuns
restringiram-se aos genes de proteinas PR e genes classicos relacionados a defesa,
evidenciando que as plantas possuem uma variedade de rotas para se defender de
patdgenos. Nas plantas com resisténcia parcial, conferida pelos genes Lr34 e Yr39,
parece haver a inducdo de respostas mais amplas do que nos casos de resisténcia raca
especifica. Esta maior amplitude de respostas de defesa pode ser a causa da durabilidade
da resisténcia quantitativa (Bolton et al., 2008; Coram et al., 2008). Contudo, neste
trabalho ndo foram efetuadas analises moleculares em plantas de gendtipos com
resisténcia total, assim ndo se pode fazer esta afirmacdo. Porém, o numero de
sequéncias obtidas pelo RNA-seq foi muito grande, foram obtidos 33.418 contigs que
apresentaram diferenca significativa de expressao entre plantulas de URS 21 inoculadas
e ndo inoculadas com o fungo (Figura 32). O que indica que 0s mecanismos de

resisténcia parcial sdo bastante complexos.
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A montagem do genoma de aveia cultivada € especialmente complicada, pois
existe homeologia parcial, numerosos rearranjos cromossomicos e duplicacdo de
sequéncias em cis e trans dentro do genoma. Pesquisas em aveia sdo também
prejudicadas pela caréncia de informacdo de sequéncia de DNA. O GeDABank possui
apenas alguns milhares de ESTs de aveia, a maioria dos quais sdo de um nUmero
limitado de gendtipos e tecidos (Oliver et al., 2011a; Oliver et al., 2011b). O advento de
métodos baseados em sequenciamento de alto rendimento tem modificado a forma que
0 transcriptoma tem sido estudado. O RNA-seq envolve o direto sequenciamento de
DNAs complementares (cDNASs). Isto possibilita um maior entendimento sobre a
complexidade do transcriptoma eucarioto e permite a sua aplicacdo na selecdo de
plantas com caracteristicas agrondmicas de interesse (Nagalakshmi et al., 2010).

Até 0 momento, pouco se sabe sobre a resisténcia parcial a ferrugem da folha em
aveia, e ndo existem dados publicados onde tenha sido verificada a expressao
diferencial de um grande nimero de genes em resposta a ferrugem da folha. Os
mecanismos moleculares da interacdo planta-patdgeno até entdo vinham sendo
principalmente estudados, com excecdo de alguns trabalhos em trigo (Kruger et al.,
2002; Lu et al., 2005, Bozkurt et al., 2010; Wietholter, et al., 2010), em plantas
dipléides e com resisténcia total. As principais espécies estudadas sdo arabidopsis,
tomate e arroz (Maleck et al., 2000; Bittner-Eddy et al., 2003; Martinez de llarduya et
al., 2003). Pouco se sabe dos mecanismos envolvidos na resisténcia de plantas
polipléides, e tampouco 0s mecanismos envolvidos na resisténcia parcial.

Desde 1990, varios esforcos tém ocorrido na tentativa de desenvolver
marcadores genéticos para a resisténcia a ferrugem da folha em aveia (Chen et al.,
2006). Penner et al. (1993) foram os primeiros a identificar marcadores moleculares

associados com a resisténcia a ferrugem da folha. Marcadores do tipo RAPD (Random
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Amplified Polymorphic DNA) foram obtidos para o gene Pc68 em F3, derivado dos
cruzamentos entre as linhagens ‘Makuru’*2//CAV4904/ 2*’Sunll” (com Pc68) e
‘Rodney O’ (sem Pc68). Outros marcadores como, SCAR (Characterized Amplified
Region) (Koeyer et al. 2000) e SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) (Chen et al.,
2006) para o gene Pc68 foram identificados, considerando que Pc68 € ligado a Pg9,um
gene de resisténcia a ferrugem do colmo (Chong et al., 1994). Entretanto, a utilizacéo de
marcadores € dependente da existéncia de polimorfismos entre o0s gendtipos
comparados, dificultando o uso de um simples marcador para todos os germoplasmas
(Kulcheski et al., 2010).

Além disso, a disponibilidade de marcadores genéticos para aveia é limitada
devido ao seu imenso genoma hexaploide (AACCDD), que apresenta extensivas
duplicacbes. Isso aumenta a dificuldade em desenvolver mapas de ligacdo, devido ao
elevado numero de familias de multigenes nos cromossomos homaélogos, homeologos e
paralogos, gerando um baixo nivel de polimorfismo na populacdo (Portyanko et al.,
2001; Wight et al., 2003).

Recentemente, um mapa para a aveia cultivada foi gerado através de marcadores
de alto rendimento, os DArT (Diversity Array Technology) (Tinker et al., 2009).
Entretanto, estes marcadores produzem polimorfismos dominantes que ndo permitem a
discriminacdo de ambos os alelos em um locus. A falta de numerosos marcadores
facilmente obtidos, e codominantes continua sendo uma barreira na pesquisa genética de
aveia. A descoberta de SNPs no genoma inteiro €, portanto, uma prioridade para o
avanco da pesquisa genética deste complexo genoma (Oliver et al., 2011a).

Este trabalho visou conhecer o transcriptoma de URS 21 em resposta a ferrugem
da folha, através da técnica de RNA-seq, para o melhor conhecimento deste

patossistema. Os resultados obtidos através do RNA-seq possibilitam o estudo
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molecular e o melhor conhecimento dos mecanismos de defesa envolvidos na
resisténcia parcial em aveia. Além disso, em um futuro proximo podera auxiliar na
obtencdo de marcadores moleculares funcionais especificos baseados em PCR que
possibilitem a selecdo mais rapida de gendtipos de aveia possuidores de resisténcia
parcial & ferrugem da folha. As sequéncias obtidas atraves da analise de RNA-seq ainda
devem ser estudadas; verificada a fungdo das sequéncias que nédo tiveram homologia em
arroz. Porém, através dos resultados obtidos até agora, a partir de 311 milhdes
sequéncias de URS 21, sabe-se que 10.410 contigs foram induzidos em plantulas
quando inoculadas com o fungo (Figura 32), evidenciando a complexidade da
resisténcia parcial a ferrugem da folha em URS 21.

Outro trabalho recentemente foi publicado utilizando o RNA-seq em aveia,
visando conhecer o polimorfismo entre cultivares. Assim, com base em bibliotecas de
cDNA de quatro genotipos de aveia cultivadas, obtidas de embrifes maduros, estruturas
do pistilo, embriGes estiolados, brotos e raizes, aproximadamente 127.000 contigs foram
montados a partir de cerca de um milhdo de sequéncias obtidas através de RNA-seq. A
partir dos contigs gerados, foram selecionados marcadores SNP e utilizados para avaliar
a diversidade genética de 34 gendtipos de aveia. Portanto, foram descobertos SNPs de
alto rendimento e que podem ser utilizados de forma rapida e eficaz para a identificacdo
de alelos polimérficos no genoma de aveia (Oliver et al., 2011b).

Portanto, até entdo ndo existiam outros relatos de trabalhos utilizando a técnica
de RNA-seq para o estudo da resisténcia parcial a ferrugem da folha em aveia. Além das
sequéncias envolvidas na producdo de metabdlitos secundarios (Figuras 41 a 48) e
estresse oxidativo (Figuras 51 a 55), através do estudo do transcriptoma foram

verificadas sequéncias ja relacionadas com a resisténcia em outros patossistemas, com
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funcdo de reconhecimento, transporte, regulacdo transcricional, morte celular e defesa
(Figuras 33-57).

Sequéncias de MACPF (Membrane Attack Complex Perforin) foram encontradas
no transcriptoma, todas as 12 sequéncias foram induzidas quando o fungo foi inoculado
em URS 21 (Figura 37). Sugere-se que estas proteinas estejam envolvidas no processo
de defesa de plantas e levariam a morte celular programada. Através do estudo de
mutantes em arabidopsis, cadl e nlsl, evidenciou-se que estes genes atuam no controle
da morte celular programada mediada por acido salicilico; provavelmente o gene CAD
atue como mediador do reconhecimento do sinal da planta (Morita-Yamamuro et al.,
2005). Entretanto, o gene NLS1 seria um regulador negativo da morte celular
programada (Noutoshi, 2006). As proteinas MACPF facilitariam o transporte de
metabolitos toxicos, levando a producdo de calose e producéo de células fluorescentes
no local da infeccdo (Morita-Yamamuro et al., 2005; Noutoshi et al., 2006).

A morte celular, como um importante mecanismo envolvido na resisténcia
parcial em URS 21, foi observada na analise de células autofluorescentes relacionadas
com a producéo de fendlicos e morte celular a partir de 48 hai nos genotipos resistentes
(Figura 20). Além disso, a morte celular no gendtipo com resisténcia parcial, URS 21,
foi mais acentuada se comparada com o gendtipo gque apresenta resisténcia total no
mesmo periodo (Leggett). Muitos autores também relatam a ocorréncia de morte celular
em patossistemas envolvendo ferrugens e genotipos com resisténcia parcial, sugerindo
que a resisténcia parcial pode apresentar um mecanismo de resisténcia similar ao da
resisténcia raca especifica, ao menos em nivel ultraestrutural. As principais diferencas
seriam a frequéncia e intensidade da morte celular. Em gendtipos com resisténcia raca
especifica a morte celular seria imperceptivel a olho nd, manifestando-se somente

microscopicamente (Ma & Shang, 2004). Desta forma, sugere-se que as proteinas
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MACPF estariam envolvidas neste processo, de transporte de fendlicos para o local de
infeccdo, ocasionando a morte celular e o impedimento do desenvolvimento de P.
coronata f. sp. avenae em URS 21.

Proteinas dependente de célcio também seriam importantes para desencadear a
morte celular programada (Lorrain et al., 2003). Inducdo de 20 das 23 sequéncias
dependentes de célcio encontradas foi observada no transcriptoma. Somente quatro
sequéncias tiveram a expressao reprimida em resposta a inoculacdo (Figura 34).

Em arabidopsis as proteinas MACPF estariam envolvidas na producédo de calose
(Noutoshi et al., 2006), no transcriptoma foi observada a inducéo de trés dos seis genes
envolvidos na sintese de calose, que promovem o fortalecimento das paredes celulares
no local da infeccdo (Figura 50), o que indicaria que a formacdo de calose pode ser um
processo envolvido na resisténcia parcial em URS 21.

Zambonato (2011) através de avaliacGes de severidade da ferrugem da folha em
seis populacdes do cruzamento entre URS 21 e URS 22, nos anos de 2009 e 2010 e da
determinacdo da area sob a curva de progresso da doenca normalizada e corrigida
(ASCPDNC), estimou 0 numero de genes envolvidos na expressdo do caréater resisténcia
parcial a ferrugem da folha. Foi estimado que cinco loci controlam o carater resisténcia
parcial a ferrugem da folha em aveia (loci A, B, C, D e E), sendo que A e B possuem
maior efeito e C, D e E menor efeito sobre o fenotipo. Além disso, o locus A representa
um gene de suscetibilidade, sendo a resisténcia obtida de forma recessiva e este possui
efeito controlador sobre os demais trés loci.

Assim, o locus A recessivo, possivelmente seja um fator de suscetibilidade, e sua
forma ndo funcional condicione a reacdo de resisténcia por ndo permitir que o produto
oriundo deste gene seja produzido. Desta forma, o patdgeno ndo conseguiria completar

seu ciclo biologico e conduzir processos bioquimicos de maneira eficaz e ocasionar a
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doenca (Zambonato, 2011). Esses resultados corroboram o0s obtidos por Graichen
(2009), que verificou que ndo ha diferenca estatistica entre 0s genotipos resistentes e
suscetiveis estudados, para a germinacdo dos ureddsporos, diferenciacdo do apressorio,
vesiculas subestomatais, hifas infectivas e haustdrios, o que resulta no ndo impedimento
do desenvolvimento das col6nias. Assim, o impedimento do desenvolvimento do fungo
estaria ocorrendo apds a infecgdo do fungo, ou seja, com a ndo funcionalidade do locus
A, ndo ocorreria a sintese de um produto génico essencial ao ciclo de vida do patdgeno,
prejudicando o seu desenvolvimento. Por outro lado, quando o locus A estd na forma
heterozigota, apresentaria dominancia parcial, dependendo da composicdo genotipica
dos demais loci. Além disso, a presenca de um alelo funcional permitiria a producédo de
pequena quantidade da proteina, fazendo com que a planta desenvolva sintomas e sinais
da doenca (Zambonato, 2011).

Estes resultados podem estar relacionados com a importancia dos compostos
fendlicos e saponinas na resisténcia parcial em URS 21, impedindo o desenvolvimento
do fungo. Além de estarem envolvidos no mecanismo de morte celular localizada em
URS 21. Portanto, sugere-se que as proteinas MACPF apresentem um papel central na
resisténcia parcial a ferrugem da folha em URS 21, contribuindo facilitando o transporte
de metabolitos toxicos, levando a producdo de calose e producdo de células
fluorescentes no local da infeccéo.

Entre as sequéncias encontradas no transcriptoma foi possivel identificar
sequéncias de genes NBS-LRRs, que codificam o tipo mais comum de proteinas R,
responsaveis pelo reconhecimento de patdgenos. Dentro das 12 sequéncias encontradas,
trés foram reprimidas quando URS 21 foi inoculada com P. coronata f. sp. avenae
(Figura 33), sendo estas sequéncias reprimidas ndo responsaveis pelo reconhecimento

de P. coronata f. sp. avenae, provavelmente relacionadas com o reconhecimento de
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outro patégeno de aveia e que necessitam estar reprimidas para que haja o
reconhecimento do agente causal da ferrugem da folha em URS 21.

Além disso cabe ressaltar a inducdo de transposons. Através da analise de RNA-
seq foram encontradas 13 sequéncias significativamente expressas, das quais 10 foram
induzidas em URS 21 inoculada com o fungo (Figura 38). O retrotransposon OARE-1
de aveia tem sido bastante estudado e é ativado por infec¢des com P. coronata f.sp.
avenae, porém somente expresso em interagdes incompativeis. Em interacGes com
Magnaphorte grisea e Helmintosporium victoriae, OARE-1 foi ativo em interagGes
compativeis e incompativeis, mas muito mais extensivamente em compativeis. A
diferenca na ativacdo pode ser relacionada com a natureza destes fungos, P. coronata
f.sp. avenae necessita de células vivas para sua sobrevivéncia, por isso evita estresse em
tecido com interacdo compativel. Por outro lado, M. grisea e H. victoria podem crescer
mesmo em tecido morto e podem causar estresse durante o curso da infec¢do (Kimura et
al., 2002). Grandbastien et al. (1997) argumentam que a possivel ativagdo dos
transposons nestas condi¢cdes pode induzir uma reestruturacdo gendmica na planta para
aumentar as respostas a flutuagdes no ambiente, e para o transposon a ativacdo durante
uma infeccdo compativel pode significar a possibilidade de sua transmissdo horizontal
para o patdgeno e para um novo hospedeiro.

Graichen (2009) evidenciou que o desenvolvimento do fungo nos genotipos
resistentes e suscetiveis analisados é muito similar, ndo havendo um mecanismo que
impeca o desenvolvimento do fungo antes de 120 hai. O menor tamanho de colénias e
pustulas nos gendtipos resistentes devem ser consequéncia de eventos gerados
posteriormente a esse horario. Entretanto, os dados obtidos neste trabalho nédo estdo de
acordo com esta afirmativa, foram evidenciados eventos importantes envolvidos com a

resisténcia parcial a ferrugem da folha em URS 21 anteriores a 120 hai que sao ativados
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em URS 21 logo apds a inoculagdo, como a produgdo de compostos fendlicos e
saponinas esteroidais e a ativacdo das proteinas MACPF, que desencadeiam a morte
celular e fortalecimento de paredes celulares. Além de peroxidases que parecem ter um
papel importante no fortalecimento das paredes celulares da células da epiderme.

Assim, de posse do conhecimento gerado neste trabalho sera possivel verificar o
padrdo de expressdo ao longo do tempo de um grande nimero de genes envolvidos na
resisténcia parcial, identificar loci de caracteristicas quantitativas, mas principalmente
identificar genes candidatos que contribuam para a superioridade da caracteristica em

estudo.



6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, nas condic¢des avaliadas, chegou-
se as seguintes conclusoes:

A producdo de compostos fendlicos e saponinas sdo importantes mecanismos de
resisténcia parcial a ferrugem da folha no gendtipo URS 21; tendo as analises
moleculares indicado a sintese de avenantramidas e avenacosides, compostos fenolicos
e saponinas esteroidais, respectivamente.

Além da producdo de compostos fenolicos totais, 0 aumento da expressdo da
enzima peroxidase e 0 acumulo de peroxido na epiderme foliar de URS 21 sugerem a
sintese de lignina, compostos fendlicos do tipo estrutural, em resposta a inocula¢édo com
P. coronata f. sp. avenae.

A morte celular em URS 21, em resposta a infeccdo pelo patdgeno, apresentou
maior abrangéncia de células, na regido da infeccdo, do que no genétipo controle com
resisténcia completa, mostrando ser diferente da morte celular observada em reacdo de
hipersensibilidade, tipica de resisténcia completa.

O tipo de resisténcia parcial de URS 21 parece ndo estar associado com o
estresse oxidativo, uma vez que ascorbato peroxidase, catalase e glutationa redutase ndo
tiveram sua expressao ou atividade aumentadas pela inocula¢do com o agente causal da
ferrugem da folha.

O RNA-sequenciamento gerou milhares de sequéncias diferencialmente

expressas, muitas das quais ndo se conhece a fungdo. Das sequéncias com funcédo
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conhecida geradas pelo RNA-seq, muitas estdo envolvidas nos metabolismo secundério,
estresse oxidativo, regulacéo transcricional, transporte celular, morte celular e defesa.
Através da andlise do transcriptoma foram gerados dados informativos que podem ser
utilizados para o melhor conhecimento do patossistema aveia-ferrugem da folha.

A partir dos dados obtidos pelo RNA-seq, pode-se sugerir que o gene MACPF
(Membrane Attack Complex Perforin) seja um gene importante envolvido na resisténcia

parcial a P. coronata f. sp. avenae em aveia.
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8 APENDICES

APENDICE 1. Namero de sequéncias obtidas para cada amostra submetida ao RNA-
sequenciamento.

Tratamento NuUmero de sequéncias
URS 21 inoculada 1 28,349,477 (R1)
28,349,477 (R2)
URS 21 inoculada 2 28,194,335 (R1)
28,194,335 (R2)
URS 21 inoculada 3 27,269,573 (R1)
27,269,573 (R2)
URS 21 ndo inoculada 1 23,930,964 (R1)
23,930,964 (R2)
URS 21 ndo inoculada 2 24,452,555 (R1)
24,452,555 (R2)
URS 21 nédo inoculada 3 23,755,880 (R1)
23,755,880 (R2)
Numero total de sequéncias 311.905.568

*R1 e R2 sdo as repeticBes de leituras de sequenciamento dentro de cada amostra.
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APENDICE 2. Tamanho cumulativo de contigs gerados através do RNA-sequenciamento.
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APENDICE 3. O grafico indica o valor de expressdo para cada amostra submetida a0 RNA-
sequenciamento. Os trés primeiros graficos sdo de amostras de URS 21
inoculadas com P. coronata f. sp. avenae (em vermelho) e os trés Gltimos
graficos sdo de amostras do mesmo genoétipo sem a inoculacdo com o fungo
(em verde).



