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RESUMO

A cultura do maracujazeiro (Passiflora edulis Sims) possui alto valor econdémico,
porém, as plantacdes tém sido afetadas pela murcha vascular causada por Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (FoP), tornando seu cultivo invidvel em algumas regides. Este
trabalho objetivou conhecer os mecanismos de defesa relacionados a interacdo do
maracujazeiro amarelo inoculado com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e sob
inducdo de fusariose, além de selecionar genes associados a defesa vegetal promissores
para validagdo por PCR quantitativa em tempo real (qPCR). Foi conduzido um experimento
em casa de vegetacédo utilizando plantas inoculadas ou ndo com o mix de FMA (Gigaspora
albida + Entrophospora etunicata). Apos 70 dias da inoculacdo com FMA, aplicou-se o
estresse nas plantas utilizando FoP (2.10° conidios/mL) e o acido fusarico — AF (400 mg/L),
em tratamentos isolados ou associados. A coleta de tecidos radiculares foi realizada com 24
horas e sete dias apds a inoculacao de Fop e aplicacdo de AF. O material coletado foi
conservado em ultrafreezer (-80°C) até a realizacdo das analises moleculares (extracdo de
DNA e RNA total, sintese de cDNA e reacdes de gPCR). Foram utilizadas trés repeticbes
para cada tratamento/tempo. Foram analisados os parametros de crescimento das plantas
antes da imposigéo do estresse, além da avaliagdo da colonizagdo micorrizica e do nimero
de glomerosporos apoés a aplicacdo do estresse. Quatro pares de primers foram desenhados
e/ou selecionados na literatura para detectar a presenca de DNA dos FMA e FoP nas
amostras de tecido radicular. Aléem disso, foram desenhados cinco pares de primers
referentes a genes de sinalizacdo e defesa de P. edulis para uso nas analises de expressao
génica. De forma geral, os parametros morfoagrondmicos nas plantas micorrizadas foram
superiores aquelas sem a inoculacdo. Ao final do experimento, 0s numeros de
glomerosporos dos tratamentos micorrizados diferiram dos ndo-micorrizados, com excecao
do tratamento AF. Na colonizagdo micorrizica, 0s tratamentos micorrizados com a aplicacao
de FoP e AF diferiram significativamente na frequéncia e intensidade micorrizica em relagcéo
aos demais tratamentos. Embora a intensidade de arbusculos tenha diferido entre os
tratamentos micorrizados e ndo micorrizados, ndo houve diferenca significativa entre si. Os
primers desenhados para E. etunicata e G. albida foram eficientes em detectar a presenca
das espécies de FMA nas raizes, tanto apds 24h como aos sete dias da inducéo de estresse
por FOP e AF. Os resultados de expressao relativa demonstraram que todos os genes
candidatos (PeLecRK, PePR-1, PePR-12, PeSERK1, PeWRKY) foram diferencialmente
expressos (induzidos ou reprimidos), a depender do tratamento analisado. Além disso, o
tempo de estresse foi determinante para alterar o perfil de expressdo dos genes avaliados.
O fator de transcricdo WRKY se destacou entre os demais, apresentando inducdo em todos
os tratamentos com sete dias de estresse. Em contraste, a PR-1 manteve sua expressao
constitutiva em quase todos os tratamentos em ambos os tempos (24horas e 7 dias). Os
resultados obtidos neste estudo permitiram ampliar o conhecimento sobre a expressao
diferencial de genes alvos que possivelmente participam de vias de sinalizacao e defesa em
P. edulis e fornecem candidatos promissores para aplicacdo no melhoramento genético da
cultura.

Palavras-Chave: Acido fusarico. Estresse bidtico. Glomeromycota. Fusarium oxysporum.
Maracujazeiro amarelo.



ABSTRACT

The cultivation of passion fruit (Passiflora edulis Sims) holds significant economic
value, however, plantations have been impacted by vascular wilting caused by Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (FoP), rendering its cultivation unfeasible in certain regions. This
study aimed to understand the defense mechanisms related to the interaction of yellow
passion fruit inoculated with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and under fusarium
induction. Additionally, it aimed to select promising plant defense genes for validation through
real-time quantitative PCR (QPCR). An experiment was conducted in a greenhouse using
plants inoculated or not with the AMF mix (Gigaspora albida + Entrophospora etunicata).
After 70 days of AMF inoculation, stress was induced in the plants using FoP (2.10°
conidia/mL) and fusaric acid — AF (400 mg/L), in isolated or combined treatments. Root
tissue collection was performed 24 hours and seven days after FoP inoculation and AF
application. The collected material was stored in an ultrafreezer (-80°C) until molecular
analyses (total DNA and RNA extraction, cDNA synthesis, and gqPCR reactions) were
conducted. Three repetitions were used for each treatment/time. Plant growth parameters
were analyzed before stress imposition, along with evaluation of mycorrhizal colonization and
the number of glomerosporos after stress application. Four primer pairs were designed
and/or selected in the literature to detect the presence of AMF and FoP DNA in root tissue
samples. Additionally, five primer pairs related to signaling and defense genes of P. edulis
were designed for use in gene expression analyses. Overall, morpho-agronomic parameters
in mycorrhizal plants were superior to those without inoculation. At the experiment's
conclusion, the glomerosporos numbers in mycorrhized treatments differed from non-
mycorrhized ones, except for the AF treatment. In mycorrhizal colonization, treatments
mycorrhized with FoP and AF application significantly differed in mycorrhizal frequency and
intensity compared to other treatments. Although arbuscular intensity differed between
mycorrhizal and non-mycorrhizal treatments, there was no significant difference between
them. Primers designed for E. etunicata and G. albida efficiently detected the presence of
AMF species in the roots, both 24 hours and seven days after FOP and AF stress induction.
The results of relative expression demonstrated that all candidate genes (PeLecRK, PePR-1,
PePR-12, PeSERK1, PeWRKY) were differentially expressed (induced or repressed),
depending on the analyzed treatment. Moreover, stress duration was crucial in altering the
expression profile of the evaluated genes. The WRKY transcription factor stood out among
others, showing induction in all treatments with seven days of stress. In contrast, PR-1
maintained its constitutive expression in almost all treatments at both time points (24 hours
and 7 days). The results obtained in this study contribute to expanding knowledge about the
differential expression of target genes that likely participate in signaling and defense
pathways in P. edulis, providing promising candidates for application in the genetic
improvement of the crop.

Keywords: Fusaric acid. Biotic stress. Glomeromycota. Fusarium oxysporum. Yellow
passion fruit.
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa) é uma
espécie de grande importancia econémica no Brasil (Cervi et al., 1997), sendo um
dos principais produtos agricolas do pais, pois seus frutos sdo utilizados para o
consumo in natura e producao de sucos, geleias, doces, remédios e cosméticos
em geral (Sakalem; Negri; Tabach, 2012). A producdo do maracuja é
especialmente significativa na regido Nordeste, onde o clima é favoravel para o
cultivo da fruta, com a regido sendo responsavel por mais de 68% da producédo
total do maracuja no Brasil (IBGE, 2022).Contudo, inUmeras doencas afetam a
cultura do maracujazeiro, tornando o seu cultivo invidvel em muitas regifes do
pais e causando danos econdmicos significativos na producdo (Machado et al.,
2017).

Uma das principais doencas que afetam a cultura do maracujazeiro € a
fusariose, causada pelo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (FoP) (Flores et
al., 2012). A fusariose € uma doenca vascular que afeta a planta, causando
murcha e morte dos tecidos. Os sintomas da fusariose incluem amarelecimento
das folhas, murcha das plantas, morte dos ramos e raizes, além de reducdo na
producéo de frutos (Laranjeira et al., 2018). Essa espécie produz estruturas de
resisténcia chamadas clamidosporos, que podem sobreviver no solo por longos
periodos, tornando dificil o controle da doenca (Liberato; Costa, 2001; Viana et
al.,, 2003). Além disso, o fungo produz micotoxinas, que sdo metabdlitos
secundarios téxicos, como o acido fusarico (AF), que possui um papel importante
na patogénese da fusariose (Ji et al., 2019). O AF € toxico para as células da
planta, causando danos aos tecidos e inibindo o crescimento das raizes. Além
disso, pode induzir a producdo de enzimas que degradam a parede celular da
planta, facilitando a penetracdo do fungo nos tecidos (Jiao et al., 2013).

Apesar de receber grande atencao devido a seu impacto nas plantacdes, a
fusariose ainda necessita de alternativas de controle sustentaveis, e ao fato de
ainda nédo terem sido desenvolvidas culturas totalmente resistentes a fusariose
(Gomes Filho et al., 2020). Assim, uma estratégia promissora para o controle da
fusariose é a utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Os FMA sao
fungos simbiontes que formam associagdo mutualistica com as raizes das
plantas, e essa associacdo gera uma seérie de impactos positivos em plantas

infectadas, como o aumento da absorcdo de 4gua e translocacdo dos nutrientes,
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como o fosforo, nitrogénio, cobre, zinco e magnésio. A planta, em troca,
disponibiliza carboidratos e lipideos para o desenvolvimento e esporulacdo dos
fungos (Keymer et al., 2017).

Ademais, a colonizacdo das raizes por FMA pode trazer diversos
beneficios as plantas, como o aumento da absorcédo de nutrientes, maior taxa
fotossintética, resultando em incremento na biomassa aérea e radicular e maior
crescimento de mudas (Anjos et al., 2005; Cavalcante et al., 2002; Hashem et al.,
2021). Os FMA ainda proporcionam aumento na resisténcia a doengas a partir da
inducdo de expressdo de genes relacionados as respostas de defesa vegetal
(Weng et al.,, 2022). Diversos estudos tém demonstrado que a colonizagdo
micorrizica pode aumentar a resisténcia das plantas a patdgenos radiculares,
dentre estes, Fusarium oxysporum (Borges et al., 2007; Chu et al., 1997,
Johansson et al., 2004; Ren et al., 2010; Al-Askar; Rashad, 2010). Para o efetivo
beneficio proporcionado pelos FMA é imprescindivel o estabelecimento da
colonizacdo micorrizica, tornando importante a sua quantificacdo no sistema
radicular. Nesse sentido, a abordagem mais utilizada para quantificar a
colonizacdo de FMA é a observacdo das estruturas fungicas em raizes
previamente clarificadas e coradas por métodos que utilizam corantes, em geral
toxicos. Os métodos de microscopia mais comumente usados para determinar a
taxa de colonizacdo sdo os métodos de intersecdo dos quadrantes (Giovanetti;
Mosse, 1980), de ampliacédo das intersecdes (McGonigle et al., 1990) e o sistema
de cinco classes de Trouvelot et al. (1986). Molecularmente, uma das técnicas
utilizadas para a quantificacdo de FMA é a PCR quantitativa em tempo real
(gPCR) (Kokkoris et al., 2019).

A gPCR é uma técnica que permite a amplificacdo, deteccdo e
quantificacdo de sequéncias especificas de DNA. E considerada uma técnica
sensivel e precisa que permite a quantificacdo de FMA em amostras de solo e
raizes de plantas (Bodenhausen et al., 2021). As plataformas de andlise da qPCR
permitem a quantificacdo absoluta de determinadas espécies de FMA,
empregando primers especificos (Alkan et al., 2004; Thonar et al., 2012; Heller e
Carrara, 2022), ou utilizam primers desenhados para amplificacdo de variadas
espécies do filo Glomeromycota com o objetivo de abranger a diversidade total de
FMA (Hewins et al., 2015; Bodenhausen et al., 2021). Além da quantificacdo de

FMA, a gPCR também pode ser utilizada para a detec¢cdo e quantificacdo de
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patégenos, como F. oxysporum (Priyanka, Dubey e Singh, 2015; Haegi et al.,
2013). A deteccéo precoce de patdgenos € importante para o controle efetivo da
doenca e a prevencao de perdas na producdo. Dessa forma, o desenvolvimento
de primers especificos para a deteccdo de patbgenos € uma estratégia
promissora para 0 monitoramento e identificacdo molecularde doengas em
plantas, como a fusariose (Zhu et al., 2016).

A literatura mostra que a inoculacdo com FMA proporciona beneficios para
varias plantas sob condicbes de estresse bidtico, neste estudo partimos da
hip6tese de que os FMA melhoram o desenvolvimento das mudas de P. edulis e
podem induzir respostas de defesa contra a infeccdo por FoP. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi conhecer os mecanismos de defesa relacionados a
interacdo do maracujazeiro amarelo micorrizado (FMA) e sob inducdo da
fusariose, selecionando genes R, PRs e FTs diferencialmente expressos e
promissores para aplicacdo em programas de melhoramento genético, visando

resisténcia ao F. oxysporum.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Maracujazeiro amarelo: aspectos botanicos e importancia econémica

A familia Passifloraceae possui quatro géneros no Brasil: Dilkea Mast.,
Ancistrothyrsus Harms (ambos com ocorréncia na regido Norte e no Centro-
oeste), Mitostemma Mast. (encontrado nas regides Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste) e Passiflora L. (de ocorréncia em todo o Pais) (Bernacci et
al., 2022). O género Passiflora se destaca por apresentar o0 maior nimero de
espécies, cerca de 576 espécies, dentro de Passifloraceae, encontradas em
regides tropicais e subtropicais (Reis et al., 2018).

Dentre as espécies de maracuja, Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
(maracujazeiro-amarelo) € a que possui maior importancia dentro da familia
Passifloraceae, devido a qualidade dos frutos, consumo in natura e incentivo a
agroindustria, bem como pelo seu uso como matéria-prima para a fabricacéao
de medicamentos e cosméticos em geral (Zeraik, 2010; Sakalem; Negri;
Tabach, 2012).

O maracujazeiro amarelo se caracteriza por ser uma liana ou trepadeira,
possuir um caule cilindrico, ramificado, anguloso, apresentando gavinhas, com
folhas alternadas simples e trilobadas. Os frutos do maracujazeiro apresentam
forma ovoide ou globosa, com uma polpa mucilaginosa amarela, envolta por
uma casca coriacea, quebradica e lisa (Kato, 2010; Bernacci et al., 2022). As
flores sdo axilares, a corola é pentamera, com as pétalas brancas,
apresentando uma corona composta por centenas de filamentos organizados
em quatro ou cinco séries, os discos nectariferos ficam na base do hipanto
(Judd et al., 1999; Gazzoni, 2022) (Figura 1).

Figura 1. Caracteristicas da morfologia externa do maracujazeiro amarelo (P.

edulis)
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Fonte: Gilbert; Alves; Favoreto (2022); Faleiro et al. (2020); Gazzoni (2022).

O plantio do maracujazeiro s6 teve inicio no Brasil na década de 1970 e
era apenas uma alternativa ao cultivo de café. No entanto, na década de 90,
apos grandes perdas na plantacdo, ocasionadas por geadas que dizimaram a
cafeicultura no sul do pais, a producdo do maracuja aumentou ano apés ano,
causando a expansao dessa cultura em todo o pais (Sao Joseé; Pires, 2011).

Atualmente, a cultura do maracujazeiro apresenta uma producdo de
697.859 toneladas, obtidas em uma area de 45.602 hectares (IBGE, 2022), e o
Brasil destaca-se como um dos principais produtores e consumidor mundial de
maracuja. Todos os estados brasileiros sdo produtores da fruta, com destaque
para o Nordeste (IBGE, 2022). A regido Nordeste respondeu por quase 70% da
producdo nacional em 2022, sendo Bahia, Maranhdo, Ceara, Piaui e
Pernambuco os estados com as maiores producgdes. Os estados da Bahia e

Pernambuco responderam por 37% do cultivo de maracuja, equivalente a
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265.027 toneladas produzidas e mais de 20 mil ha de area colhida (IBGE,
2022).

2.1.1 Principais doengas que afetam a cultura do maracujazeiro

Diversas patologias afetam a cultura do maracujazeiro resultando na
inviabilidade dos plantios de maracujd e ocasionando danos econdmicos
significativos (Machado et al.,, 2017). Dentre os patdgenos bacterianos,
destaca-se Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, que causa bacteriose nos
maracujazeiros e promove perdas expressivas em todas as regides onde o
maracujazeiro € cultivado, sendo mais grave em regiées com temperatura e
umidade elevadas (Tahara, Mehta, Rosato, 2003; Munhoz et al., 2011) (Figura
2a).

As viroses também prejudicam a cultura do maracujazeiro, como 0 Vvirus
do endurecimento dos frutos, conhecido como “woodiness” (Cerqueira-Silva et
al., 2014; Santos et al., 2015) (Figura 2b), virus do mosaico do pepino (Anjos et
al., 2001; Chen et al., 2021) e virus do mosaico amarelo (Crestani et al., 1986).
Por sua vez, a ocorréncia da virose da pinta verde € dependente do acaro-da-
leprose (Brevipalpus phoenicis), que transmite uma particula virética, causando
manchas tipicas nos frutos e flores, além de lesGes nos ramos (Kitajima,
Rezende, Rodrigues, 2003; Saito, 2020).

Em relacdo as doencas causadas por fungos, destaca-se a antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, que é considerada uma
das doencas mais comuns em todas as regibes de producdo do maracuja
(Figura 2c), afetando toda a parte aérea da planta (flores, frutos, ramos e
folhas). Em regibes Umidas, causa danos significativos durante a estacéo
chuvosa, no semiarido, danos severos e de dificil controle séo verificados
durante a estacdo chuvosa e quente (Hindorf, 1999; Junior et al., 2010; Du et
al., 2017). Outra doenca fungica limitante para o cultivo do maracujazeiro é a
murcha do Fusarium, que tem como agente causador a espécie F. oxysporum
Schl. f. sp. passiflorae (Flores et al., 2012; Teixeira, 2015; Marostega et al.,

2019), que pode ser encontrada em diferentes regides geograficas do mundo.
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Figura 2. Sintomas causados pelas principais doengas que afetam o

maracujazeiro.

a b C
Legenda: a) Sintomas da mancha bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae) nas

folhas e fruto do maracuja; b) Sintomas sistémicos induzidos pelo virus do endurecimento dos
frutos (PWV) nas folhas e frutos; c) Sintomas da antracnose nas folhas e frutos de P. edulis.
Fonte: Figura a: Ishida; Halfeld-Vieira (2009); Figura b: Anjos; Junqueira; Charchar (2001);
Figura c: Ichida (2018).

2.2 Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae W. L. Gordon

Fusarium oxysporum é um fungo que produz clamidésporos globulares,
macroconidios fusiformes com cinco a nove septos, bem como microconidios
cilindricos, asseptados ou unisseptados (Tofoli et al., 2013). Os clamidésporos
sdo estruturas de resisténcia que possibilitam ao fungo sobreviver por varios
anos no solo, impossibilitando o cultivo de maracujazeiro em algumas areas
(Liberato; Costa, 2001; Viana et al., 2003).

A doenca pode ocorrer em qualquer fase do desenvolvimento da planta,
causando perda de turgescéncia da parte aérea, iniciando-se com o0
murchamento dos ramos ponteiros, e posteriormente, a murcha generalizada
das folhas (Flores, 2008). Esse patdgeno ataca também o sistema vascular e
radicular, provocando a morte prematura da planta, fato que reduz o niamero de
plantas presentes no campo e a produtividade (Laranjeira et al., 2018) (Figura
3).

Figura 3. Sintomas causados por F. oxysporum no maracujazeiro.
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Legenda: a) Ocorréncia de murcha causada por F. oxysporum em uma planta de maracujg; b) Caule
infectado pela murcha.
Fonte: Joa et al. (2018).

A disseminacdo do fungo ocorre por meio do contato entre plantas
infectadas e sadias, bem como pela agua de irrigacdo e equipamentos
agricolas (Viana et al., 2003). A infeccdo do patdogeno ocorre atraves de
aberturas naturais das coifas, lesbes causadas por nematoides, praticas
culturais como capinas, uso de sementes e mudas contaminadas (Pio-Ribeiro;
Mariano, 1997).

A fusariose necessita de medidas de controle, tendo em vista que néo
existe controle quimico eficaz, e ainda ndo foram desenvolvidas variedades
totalmente resistentes a doenca (Gomes Filho et al., 2020). Como prevencao,
recomenda-se usar materiais de propagacédo livres de patdégenos (Flores,
2008), evitar o plantio em areas ricas em matéria organica e mal drenadas,
tratar o solo ao redor das sementes tentando impedir o crescimento de fungos
e controlar nematoides. Se a doenca ja estiver presente, aconselha-se que os
maracujazeiros afetados sejam erradicados (Pio-Ribeiro; Mariano, 1997).

Os fitopatégenos do solo sdo geralmente controlados com o uso de
cultivares resistentes, tornando este o método mais acessivel e simples (Pio-
Ribeiro; Mariano, 1997). As espécies de Passiflora nativas do Brasil, tais como
P. giberti, P. nitida, P. alata, P. quadrangularis e P. macrocarpa foram as que
apresentaram maior resisténcia ao patdégeno (Roncatto et al.,, 2004; Pio-
Ribeiro; Mariano, 1997).

Vale salientar que as espécies nativas do género Passiflora possuem

caracteristicas intrigantes que podem ser adicionadas aos maracujazeiros
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comerciais para aumentar a resisténcia a doencgas. Dessa forma, é importante
gue sejam investigadas em programas de melhoramento, uma vez que podem
reduzir o uso de defensivos agricolas e aumentar a producao por area (Meletti,
2011).

2.2.1 Acido fusarico

Os fitopatégenos do solo pertencentes ao género Fusarium sintetizam
metabolitos secundarios toxicos, denominados de micotoxinas, durante o seu
crescimento e armazenamento (Agrios, 2005; Ji et al.,, 2019). Estimativas
indicam que todos os anos, entre 60% e 80%, das colheitas em todo o mundo
sdo contaminadas por esses compostos (Eskola et al., 2020). As micotoxinas
sdo transmitidas de alimentos contaminados para animais e,
subsequentemente, para humanos (Marin et al., 2013), levando a efeitos
toxicos graves e cronicos. O surto de toxicidade do Fusarium foi relatado em
varios paises da Europa, Asia, Africa, Nova Zelandia e América do Sul (Marin
et al., 2013). Algumas das micotoxinas produzidas por espécies de Fusarium
sdo: tricotecenos, zearalenona (ZEN), fumonisinas (FBs), eniatinas (ENN),
acido fusérico (AF), entre outros (Perincherry; Lalak-Kanczugowska; Stepien,
2019; Ji et al., 2019).

Durante a infeccao, toxinas e enzimas celuloliticas s&o produzidas pelo
patdégeno visando reter vias metabolicas secundarias para melhorar o seu
estabelecimento e absorcdo de nutrientes do hospedeiro (Perincherry; Lalak-
Kanczugowska; Stepien, 2019). O acido fusarico € uma das toxinas fungicas
conhecidas por sua fitotoxicidade, cuja producédo é regulada pelo gene fubl,
encontrado em cepas de F. oxysporum (LOpez-Diaz et al., 2017). Esses
autores observaram gque quando este gene foi desativado, a viruléncia do
patégeno foi reduzida, tanto em mudas de tomate quanto em camundongos
imunossuprimidos, sugerindo que o AF é essencial para a completa viruléncia
do patdégeno. Outras evidéncias sugerem que o AF atua como elicitor de defesa
em plantas, desencadeando respostas como transducéo de sinais, sintese de
fitoalexinas e morte celular programada (Bouizgarne et al., 2006; Jiao et al.,
2013).

A presenca de um grupo carboxila na posi¢ao a do anel nitrogenado é o

principal responsavel pela toxicidade do AF. Como resultado, o AF atua como
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agente quelante, principalmente de ferro, inibindo enzimas oxidativas que tém
ions metélicos, alterando assim a respiragdo das células. Além disso, em
plantas, o AF causa murcha, alteracdes no equilibrio ibnico, perda de eletrdlitos
e formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Agrios, 2005; Singh et al.,
2017; Pascholati; Dalio, 2018).

Flores et al. (2008) realizaram um experimento com sementes e
plantulas de maracuja cultivadas in vitro sob acédo de filtrado de culturas de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae ou de AF, verificaram que em todos o0s
tratamentos com AF a germinacdo das sementes diminuiu com o aumentoda
concentracdo no meio. Além disso, nos genotipos sensiveis, o desenvolvimento
radicular foi completamente inibido e houve também a presenca de 83% de
folnas senescentes. Por fim, os autores concluiram que todas as plantulas,
independentemente de sua sensibilidade, foram afetadas pelo filtrado da

cultura de FoP.

2.3 Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pertencem ao Filo
Glomeromycota, que possui trés classes: Archaeosporomycetes,
Glomeromycetes e Paraglomeromycetes; cinco ordens: Archaeosporales,
Diversisporales, Gigasporales, Glomales e Paraglomerales (Wijayawardene et
al., 2020). Caracterizam-se como biotroficos obrigatérios, que se associam ao
sistema radicular da maioria das plantas, recebendo fotoassimilados para o seu
desenvolvimento e esporulacdo e, em troca, promovem aumento na absorcdo
de nutrientes (especialmente fosforo) e agua, disponibilizando-as as plantas.

Além disso, os FMA formam estruturas denominadas de arbasculos, que
sd80 essenciais para a troca de nutrientes e fotoassimilados entre o fungo e a
planta (Smith; Smith, 2012), e, em alguns géneros, as vesiculas, estruturas de
armazenamento de nutrientes, podem estar presentes (Saggin-Junior; Silva,
2005) (Figura 4). Os fungos colonizam o cortex radicular, formando uma rede
micelial nas regides inter e intracelulares, entdo, as hifas sdo diferenciadas em
arbusculos, estruturas de troca entre o FMA e a planta (Oliveira et al., 2019).
Ademais, pode ocorrer a formacgéo de vesiculas, que armazenam energia (Choi

et al., 2018), e a formacdo dos glomerosporos, que sdo um dos propagulos
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eficazes para iniciar uma nova colonizagéo (Berruti et al., 2016).

Figura 4. Estruturas morfolégicas de FMA.

Legenda: a) arbusculo; h) hifas; v) vesiculas.
Fonte: Lima (2023).

7

A colonizacdo micorrizica nas raizes € relatada como benéfica,

mostrando efeitos positivos como maior crescimento de mudas de P. edulis
(Cavalcante et al., 2001; Silveira et al., 2003), e de outras frutiferas como
aceroleira (Malpighiae marginata D.C.) (Balota et al., 2011), bananeira (Musa
sp. cultivar Prata-Manteiga) (Leal et al., 2005), pinheira (Annonas quamosa L.)
(Coelho et al., 2012) e abacaxizeiro (Ananas comosus) (Santos et al., 2011).
Diversos estudos relataram que os FMA podem aumentar a resisténcia
das plantas ao ataque de patégenos radiculares (Vila et al., 2021), causado por
diversos fungos, incluindo F. oxysporum, conforme reportado em mudas de
bananeira (Borges et al., 2007), pimenta-do-reino (Chu et al.,1997), pepino (Hu
et al., 2010), tomate (Johansson et al., 2004; Ren et al., 2010), feijdao comum
(Al-Askar; Rashad, 2010), craveiro (Atakan; Ozkaya, 2021) e em aspargo
(Matsubara et al., 2001). Embora o estudo de Ismail, McCormick, Hijri (2013)

tenha demonstrado que Rhizoglomus irregulare foi capaz de inibir o
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crescimento de F. sambucinum e reduzir significativamente a producdo do
tricoteceno 4,15-diacetoxiscirpenol (DAS) em raizes e tubérculos de plantas de
batata (Solanum tuberosum), pouco € conhecido sobre a relacdo entre FMA e
micotoxinas, i.e. acido fusarico.

Os FMA séo capazes de aumentar a tolerancia das plantas hospedeiras
a uma variedade de estresses bioldgicos, incluindo bactérias, fungos, virus,
nematoides, fitopatégenos e herbivoros. No entanto, os mecanismos que levam
a tolerancia das plantas frente ao estresse bidtico ainda ndo séo totalmente
claros. Especula-se que os FMA podem competir por nutrientes, espaco e
fotossiassimilados com os patégenos do solo, além de trazer mudancas na
rizosfera e induzir a defesa do hospedeiro (Dowarah et al., 2021). A
colonizagdo micorrizica pode ainda levar a planta a desenvolver mecanismos
de defesa, como aumentar a producdo de proteinas, regular a expressao

génica e melhorar as concentragdes de fitohormonios (Weng et al., 2022).

2.3.1 FMA em maracujazeiro

Diversos estudos demonstraram que a inoculacdo micorrizica é uma
alternativa promissora para a producdo de mudas de maracujazeiro, pois
apresenta respostas favoraveis possibilitando mudas com melhor

desenvolvimento e em tempo reduzido (Tabela 1).

Tabela 1. Sumarizacdo dos beneficios da inoculacdo dos fungos micorrizicos

arbusculares (FMA) em Passiflora.

Espécie de FMA Espécie de Beneficios da Referéncia
maracujazeiro micorrizacdo

Gigaspora albida; P. edulis Maior crescimento Cavalcante et

Gigaspora margarita; vegetal al. (2002)

Acaulospora longula;

Glomus etunicatum (=Entrophospora

etunicata);

Scutellospora heterogama (=Dentiscutata

heterogama)

S. heterogama (=D. heterogama); P. edulis Aumento no Silveira et al

Acaulospora scrobiculata; crescimento vegetal e (2003)

Glomus clarum (=Rhizoglomus clarum); da producdo de matéria

G. margarita; seca

Glomus sp.;

Acaulospora sp.



G. albida;

S. heterogama (=D. heterogama);
FMA nativo

G. albida;

S. heterogama (=D. heterogama);
G. margarita;

G. clarum (=R. clarum);

C. etunicatum (=E. etunicata)

G. albida

Glomus fasciculatum (=Rhizoglomus
fasciculatum)

A. longula;
G. albida;
C. etunicatum (=E. etunicata)

A. longula;
G. albida

. alata

. alata

. alata

. Setacea

. alata

. edulis

. edulis

. alata

Aumento do
crescimento vegetal e
reducdo no tempo de
transplantio das mudas

Aumento do
crescimento das mudas

Aumento da altura,
massa seca da parte
aérea e da area foliar
Aumento no
crescimento

Aumento da area foliar,
matéria fresca da raiz,
matéria seca da parte
aérea e da raiz,
producao de metabdlitos
primarios e compostos
fendlicos

Aumento do diametro do
caule, altura e biomassa
seca

Aumento na producéo
de metabdlitos
secundarios

Aumento na produc¢ao
de saponinas e fendis
totais
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Anjos et
(2005)
Silva et
(2009)
Filho et
(2012)
Silva et
(2015)
Oliveira et
(2015)

al.

al.

al.

al.

Gil et al. (2015)

Oliveira et
(2019)
Muniz et
(2021)

al.

al.

Fonte: Lima (2023)

2.4 Mecanismos de defesa em plantas

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram uma complexa

rede de defesa para combater fitopatdgenos, com mecanismos diversificados

gue podem operar antes (fatores de resisténcia- FR pré-formados) ou depois

(FR po6s-formados) da interacao planta-patdgeno e essas categorias podem ser

subdivididas em mecanismos estruturais e bioguimicos (Agrios, 2005).

A primeira linha de defesa vegetal sdo as barreiras fisicas pré-formadas,

ou seja, aquelas que estdo presentes nas plantas antes do contato com

patdgenos, como a formagdo de tricomas, cuticulas, estdbmatos (tamanho e

forma) e presenca de fibras. J& os FR bioquimicos pré-formados, sao

substancias que naturalmente estdo presentes nos tecidos sadios em altas



guantidades e quando ocorre a entrada e infec¢cdo de patégenos podem vir a
se tornar altamente téxicas, incluindo fendis, alcaloides, terpendides e lactonas
(Pascholati, 2018).

Por outro lado, os FR pdés-formados estdo ausentes ou em baixos niveis
antes da infeccdo e sdo ativados ou produzidos a partir do contato com o
patégeno. Os FR estruturais poés-formados sao representados pela formacéao
de halos, papilas, lignificagcdo e producdo de camadas de cortica e tiloses.
Como exemplo de FR bioquimicos pdés-formados, encontram-se as ROS,
fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (Devi et al., 2017).

O sistema imune das plantas divide o processo de reconhecimento de
patogenos em: PTI, resposta imune ativada por padroes (PAM-triggered
immunity), e ETI, imunidade desencadeada por efetores (effector-triggered
immunity) (Monaghan, 2012; Boller, 2009) (Figura 5). A PTI envolve as
proteinas PRRs (PAMP-recognition receptor) da classe das RLPs (receptor-like
protein) e RLKs (receptor-like kinase), que reconhecem os padrbes
moleculares inespecificos associados a PAMPs/MAMPs/HAMPS (pathogen, or
microbe, or herbivorous associated molecular patterns) e sédo responsaveis por
detectar a presenca de DAMPs (damage associated molecular patterns),
desencadeando a resposta imune ativada por padrdoes (PTI, PAM-triggered
immunity) (Miya et al., 2007; Schwessinger; Zipfel, 2008; Forde; Roberts,
2014).

A PTI ocorre como resultado de mudancgas estruturais nos receptores,
ativando diversas vias metabolicas que resultam em alteracdes na forma como
a planta e o patdgeno interagem. Além disso, pode desencadear o aumento
intracelular de Ca?*, estresse oxidativo intracelular, producdo de éxido nitrico
(NO) induzindo a fosfatase acida (PA), ativacdo de MAP quinases (MAPK),
fitoalexinas e outros compostos de defesa, como acido salicilico (SA), acido
jasmonico (JA), etileno (ET), sintese de compostos antimicrobianos e fatores
reguladores da transcricdo (Grant et al., 2006, Miya et al., 2007; Bigeard et al.,
2015).

Em contraste, na ETI, ocorre uma interacdo altamente especifica entre
um gene de resisténcia (Genes R) da planta e o produto de um gene de
aviruléncia dominante (Avr; avirulence) correspondente ao patégeno, ativando

a reagcdo de hipersensibilidade (HR), que confere resisténcia a uma ampla
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variedade de patdgenos (Mandadi et al., 2013, Huang, 2021).

Apés a interacdo entre a planta e o patdgeno, uma complexa rede de
vias de transducdo envolvendo muitas moléculas sinalizadoras sé&o
sintetizadas. Isso resulta na inducdo de fluxos ibnicos através da membrana
plasmatica, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), reprogramacao
da expresséo génica através da acéo de fatores de transcricdo (FT) e proteinas
guinase. Posteriormente, ocorre a producdo de SA, JA, ET e compostos
antimicrobianos como as fitoalexinas, resultando na morte celular, o que

impede o patdgeno de colonizar a planta (Huang, 2021).

Figura 5. Mecanismos de defesa das plantas pelo PTl e ETI.
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Legenda: O PTI é desencadeado por MAMPs, levando a elevacdo de ions de célcio
citosdlicos, geracdo de ROS e fechamento estomético. Os efetores desencadeiam a ETI
através da ligacdo as proteinas R (NBS-LRRs) que induzem a sinalizacdo de SA e a
subsequente indugdo de genes relacionados a PR, genes relacionados a ISR dependentes de
JA/ET e genes relacionados a SAR. SA é convertido em MeSA que é transportado para partes
distais da planta, bem como outras moléculas sinalizadoras, estabelecendo SAR ou ISR. Os
nomes dos processos imunoldgicos estdo coloridos em rosa. Os nomes dos compartimentos
celulares séo coloridos em vermelho. Setas em laranja apontam o destino celular em resposta
ao patdgeno pelo PTI; setas pretas apontam o destino celular em resposta ao patégeno pelo
ETI. SA: 4acido salicilico; JA: acido jasménico; ET: etileno; MeSA: Acido metilsalicilico; FTs:
Fatores de transcricdo; ROS: espécies reativas de oxigénio.

Fonte: Adaptado de Balakireva et al. (2018).
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Outro tipo de resisténcia conhecida como resisténcia sistémica adquirida
(SAR) é induzida quando plantas sob estresse sdo expostas a numerosos
elicitores, ou micro-organismos, bem como incitadores quimicos sintéticos
como quitosana e SA (Newman et al.,, 2013). A inducdo de SAR ocorre em
resposta a patégenos biotréficos, o que resulta na necrose dos tecidos onde os
patégenos estdo presentes (Nishad et al., 2020). A SAR inicia seu mecanismo
de defesa combinando SA, que ativa outros genes relacionados a patogénese
(PRs), particularmente PR-1, e frequentemente leva a respostas localizadas de
hipersensibilidade. A expressdo de genes PR codifica proteinas como
quitinases e 3-1,3- glucanases e desempenha papel significativo na prevencéo
ou desaceleracdo do acumulo de patdogenos em plantas hospedeiras (Zribi;
Ghorbel; Brini, 2021; Jain; Khurana, 2018, Jibril et al., 2016).

Atualmente, os estudos apontam para a necessidade de compreender a
complexidade da comunicacdo microbiana e dos fatores que regulam a
expressdo de genes, como sua inibicdo ou inativacdo. Destaca-se ainda o
conjunto de respostas de defesa desencadeado por genes R, PRs e FTs
(Zhang; Coaker, 2017).

2.4.1 Genes de resisténcia (R)

Os genes R sdo responsaveis por reconhecer moléculas efetoras
intracelulares de patdégenos e iniciar respostas de defesa para impedir a
invasdo de organismos patogénicos, a fim de torna-los inofensivos (Dangl;
Jones, 2001). Esses genes contribuem para a imunidade comum a plantas e
animais. No entanto, a rapida evolucao dos sistemas imunes das plantas levou
a uma enorme diversidade genética, o que revelou que as proteinas
codificadas pelos genes R exibem estruturas de dominio especifico para
realizar sua funcdo de reconhecer patdgenos. Isso ocorre porque eles
interagem adequadamente com proteinas Avr e sdo formados complexos
denominados "sinalizadores", que ativam uma resposta imune ineficaz,

impedindo a propagacao do patdégeno que infecta a planta (Pryor; Ellis, 1993).

De acordo com a ordem de seus dominios funcionais, os genes R

podem ser agrupados em cinco classes, com base na presenca de dominios
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especificos (Miller, 2008). A classe mais abundante sdo as proteinas
citoplasmaticas de repeticdo rica em leucina (NBS-LRR). As outras classes
compreendem proteinas com LRRs extracitoplasmaticas (eLRRs), ancoradas a
um dominio transmembranar (TM), e um motivo C-terminal citoplasmatico
curto, sem o dominio quinase, receptor-like Ser/Thr quinases sem LRRs, além
de proteinas com uma ancora de membrana fundida a um dominio enrolado
(CC) (Sanseverino et al., 2012; Hammond-Kosack; Jones, 1997; Chisholm et
al., 2006).

As proteinas NBS-LRR estdo presentes em varias culturas, onde alguns
genes desempenham papel na resisténcia a doencas (Zhou et al.,, 2004).
Diversos estudos avaliaram a superexpressao de genes NBS-LRR e observaram
gue houve aumento na resisténcia vegetal tanto em ambientes laboratoriais como
no campo (Brunner et al., 2011; Dangl et al., 2013; Borrelli; Mazzucotelli et al.,
2018).

2.4.2 Fatores de transcricéo

Os FTs séo proteinas que regulam a expressdo génica e funcionam
ligando-se a certas sequéncias de DNA na regido promotora do gene para
ativar ou inibir a expressdo de um gene alvo (Ptashne, 1988). Um FT tipico é
composto por pelo menos dois dominios distintos, um para ligacdo ao DNA e
outro para ativacdo e repressdo, que trabalham juntos para regular uma
variedade de processos fisicos e biolégicos, incluindo crescimento e
desenvolvimento, bem como fatores ambientais (Ptashne, 1988; Jalali et al.,
2006; Riafo-Pachon et al., 2007). O dominio de ligacdo do DNA € uma regido
altamente conservada que é usada para classificar FTs em muitas familias
génicas, incluindo DOF, NAC, MYC, ERF, Whirly, MYB, bZIP e WRKY
(Remenyi et al., 2004; Watson, 2006).

Adicionalmente, os FTs participam ativamente das etapas iniciais do
processo de percepcao e sinalizacdo em situacdes de estresse, podendo atuar
como ativadores ou repressores da expressdo génica, mediando o acréscimo
ou decréscimo no acumulo do RNA mensageiro, regulando a expressao de
varios grupos de genes. Uma das maiores familias de reguladores

transcricionais em plantas sdo os FTs WRKY (Rushton et al., 2010). Os FTs



WRKY sao membros integrantes de redes de sinalizacdo que regulam
inlmeros processos vegetais e estdo envolvidos no crescimento e
desenvolvimento das plantas e na resposta a mudangas ambientais (Chen et
al., 2017; Rushton et al., 2010).

Além disso, novas descobertas demonstram que as proteinas WRKY
frequentemente agem nos dois ramos do sistema imunolégico inato da planta
(PTI e ETI) (Jones; Dangl, 2006). Em Arabidopsis, mais de 70% dos
integrantes da familia de genes WRKY, demonstraram resposta a infeccao por
patégenos, indicando um papel significativo desta familia de genes na defesa
vegetal (Dong et al., 2003). Em P.edulis inoculado com o virus do mosaico do
pepino (CMV) foram obtidos 1.545 genes expressos diferencialmente (701
upregulated e 884 downregulated), desses, genes associados a transducéo de
sinal de hormonio vegetal, fatores de transcricdo (WRKY e NAC), fotossintese
e metabolismo da clorofila foram regulados positivamente pela infecgéo por
CMV (Chen et al., 2021).

Foi relatado um extenso numero de genes WRKY envolvidos na
resisténcia de plantas contra infec¢des por patdogenos (Zheng et al., 2006; Gao
et al., 2020). Por exemplo, o FT AtWRKY18 conferiu resisténcia a
Pseudomonas syringae em plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
(Chen; Chen, 2002). Em Brassica napus, a superexpressao do gene
BnWRKY33 resultou em um aumento significativo na resisténcia da planta a
Sclerotinia sclerotiorum (Wang et al, 2014). Em Oryza sativa, a
superexpressdao de OsWRKY71 conferiu resisténcia a infeccdo por
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Liu et al., 2007). Estudos em algodédo
revelaram que GhWRKY3 teve sua transcricdo aumentada quando inoculado
com Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Guo et al., 2011), o qual também
provocou acumulo de GhWRKY15 (Yu et al., 2012).

2.4.3 Proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas PR)

As proteinas PR foram descritas pela primeira vez em plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum) infectadas pelo virus do mosaico do tabaco. Inicialmente,
o termo “Proteinas PR” foi utilizado para identificar proteinas extracelulares

acumuladas em N. tabacum, porém, duas décadas depois Bowles (1990)
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expandiu essa definicdo e incluiu também as proteinas intracelulares. Em
condi¢cdes normais, algumas proteinas PR estdo expressas em baixos niveis,
porém quando a planta é exposta ao estresse, seus niveis de expressado sao
aumentados (Bernards et al., 1999; Martins-Miranda, 2002).

Essas proteinas sao resistentes a proteases, tém baixo peso molecular e
sdo bioquimicamente solGveis em acido (Leubner-Metzger, 1999; Neuhaus,
1999) e podem ser divididas em PRs acidas e basicas, com base em seus
pontos isoelétricos. A maioria das PRs acidas € transportada
extracelularmente, enquanto as PRs bésicas sdo encontradas principalmente
no vacuolo das células vegetais (Niki et al., 1998; Weller, 1988).

As PRs compartilham diversas caracteristicas fisicas, quimicas e
imunologicas, 0 que permite que sejam agrupadas e classificadas em
diferentes grupos com base em sua similaridade (Ali et al., 2018). As PR sé&o
divididas em 19 grupos, variando de PR-1 a PR-19. A maioria das PRs séo
antifingicas (PR-1, PR-2, PR-3, PR-4, PR-5, PR-7, PR-12, PR-13, PR-14, PR-
18 e PR-19), algumas possuem atividade endoquitinase (PR-8 e PR-11);
enquanto duas outras sdo oxalato oxidases (PR-15 e PR-16). Por fim, as
proteinas PR-17 desempenham varias funcdes na defesa vegetal contra varios

fitopatdgenos (Islam et al., 2023).

As PR-1 sao altamente expressas e representam cerca de 10% de todas
as proteinas encontradas nos tecidos infectados por patdgenos. Possuem peso
molecular de aproximadamente 15-17 kD, sdo encontradas em isoformas
acidas e basicas e exibem semelhancas com proteinas ricas em cisteinas (Van
Loon, 1999). Em N. tabacum, foi observado que proteinas PR-1 &cidas
estavam presentes no xilema das folhas, jA as proteinas basicas foram

encontradas nos espacos extracelulares (Gordon-Weeks et al., 1997).

As proteinas PR-1 sdo geralmente conhecidas por serem secretadas e
se acumularem principalmente no espaco extracelular/apoplastico, facilitado
pelo seu peptideo de secrecdo N-terminal. No entanto, em contraste com essa
caracteristica, foi observado que certas PR-1 sdo proteinas que se acumulam
nos vacuolos de protoplastos de tabaco (Sessa et al., 1995). Além disso, é
importante destacar que as proteinas PR-1 desempenham um papel na

inibicdo da morte celular programada apos infecgdo por patdégenos. Isso ocorre
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por meio da liberacdo de um peptideo sinal de defesa conhecido como CAPE1
(peptideo 1 derivado de CAP) (Chen et al., 2014). A regido CAP contém um
motivo de ligagcdo a caveolina (CBM) que desempenha papel crucial na
interacdo com esterois e € responsavel por suas propriedades antimicrobianas
(Breen et al., 2017).

A atividade antimicrobiana das proteinas PR-1 foi inicialmente
comprovada em 1995 em plantas de tabaco e tomate, onde in vitro, as
proteinas PR-1 demonstraram uma reducdo de mais de 90% na germinacao
dos zodsporos de P. infestans (Niderman et al.,, 1995). Além disso, a
superexpressdo das proteinas PR-1 em plantas inibiu a colonizacdo por
oomicetos em tomate (Niderman et al., 1995) e tabaco (Li et al., 2011), bem
como pelo fungo da ferrugem Uromyces fabae em plantas de fava (Rauscher et
al., 1999). Apés essas descobertas notaveis, estudos subsequentes revelaram
ainda mais a capacidade das proteinas PR-1 de exibir atividade antimicrobiana
direta in vitro contra diversos fitopatdégenos, incluindo oomicetos, fungos e
bactérias (Sarowar et al., 2005; Shin et al., 2014; Gamir et al., 2017; Ghorbel et
al., 2021; Guo et al., 2022).

As PR-12, conhecidas como defensinas vegetais, sdo pequenas
proteinas catidnicas e suas propriedades estruturais e funcionais assemelham-
se as defensinas presentes em insetos e mamiferos (Broekaert et al., 1995).
Essas proteinas possuem cerca de 45 a 54 aminoacidos e contém uma
estrutura altamente conservada, caracterizada por uma conformacdo af
estabilizada através de ligacdes dissulfeto de cisteina (Parisi et al., 2018).
Essas ligacGes dissulfeto, geralmente de trés a cinco, conferem uma estrutura
compacta que proporciona resisténcia a degradacao por proteases, variacdes

de temperatura e condi¢Ges de pH extremas (Batta et al., 2009).

As defensinas vegetais podem ser categorizadas em dois grupos
distintos com base em sua estrutura precursora (Lay et al., 2005). As
defensinas pertencentes a classe | sao produzidas com a inclusdo de um
peptideo sinal N-terminal, além de um dominio de defensina madura. Esse
peptideo sinal desempenha o papel de direcionar a defensina, inicialmente
para o reticulo endoplasmatico e, posteriormente, para a via secretora. As

defensinas da classe | representam a primeira barreira de protecdo contra
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invasores patogénicos no ambiente extracelular das plantas. Por outro lado, as
defensinas da classe I, embora menos frequentes, apresentam uma
caracteristica adicional: um prodominio C-terminal (CTTP) responsavel por
guiar a defensina até o vacuolo da célula vegetal, sendo posteriormente
removido (Lay et al., 2014; Vriens et al., 2014).

Possuem uma estrutura tridimensional que consiste em folhas B
antiparalelas e uma hélice a paralela a folha 3, sendo estabilizadas por motivos
com residuos de cisteina (Cs) (Lay et al.,, 2005). Além disso, algumas
defensinas vegetais, como PhD1 e PhD2 de Petunia hybrida, exibem um
padréo estrutural ligeiramente diferente, com uma ligagéo dissulfeto adicional
(Pelegrini et al., 2008). Além disso, sdo amplamente distribuidas nas plantas,
sendo encontradas em diversas partes, como sementes, folhas, flores, raizes e
caules (Lay et al.,2005). Elas desempenham um papel importante na protecao
dos pontos de entrada de potenciais invasores e sua expressao pode ser
induzida por ataques de patdgenos (Lacerda et al., 2014; Vriens et al., 2014) e

estresses abidticos (Sarowar et al., 2005).

Diversas defensinas vegetais foram identificadas conferindo resposta de
defesa contra patégenos em diferentes espécies de plantas, como a defensina
SIlyDF1 em plantas de tomate, onde sua superexpressdo conferiu maior
resisténcia a infeccado por P. infestans (Cui et al., 2018). Outras defensinas
como a AtPDF1.1 de A. thaliana promoveu resisténcia a Botrytis cinerea
(Coninck et al., 2010), a defensina J1-1 quando superexpressaem pimenta
resultou em resisténcia aantracnose (Seo et al., 2014), e a Def2.2 que
aumentou a resisténcia de Nicotiana benthamiana e amendoim a R.

solanacearum (Zhao et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Conhecer o0s mecanismos de defesa relacionados a interagcdo do
maracujazeiro amarelo micorrizado (FMA) e sob inducdo da fusariose,
selecionando genes R, PRs e FTs diferencialmente expressos e
promissores na aplicacdo em programas de melhoramento genético visando

resisténcia ao Fusarium oxysporum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o efeito da inoculagdo com FMA sobre o crescimento de mudas
de maracuja amarelo;

Avaliar a influéncia de F. oxysporum e acido fusarico na colonizacao
micorrizica;

Detectar, via qPCR, a presenca de Gigaspora albida, Entrophospora
etunicata e F. oxysporum nas amostras de DNA de tecidos radiculares
utilizadas no ensaio experimental;

Selecionar sequéncias de genes sinalizacdo e defesa no genoma de P.
edulis para utilizacdo no desenho de primers;

Validar por gPCR genes diferencialmente expressos nos diferentes

tratamentos e tempos de coleta.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de estudo

O experimento foi realizado na casa de vegetacdo da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Semiérido), localizada na Rodovia BR-
428, km 152, Zona Rural, Petrolina- PE nas coordenadas 9°04'37,7"S
40°18'57,1"W. O solo (latossolo amarelo) foi coletado na Embrapa Semiéarido,
armazenado em sacos plasticos e autoclavado a 121 °C por trés ciclos de uma
hora, e adicionados em vasos de 4 litros. Posteriormente, procedeu-se a
analise do solo autoclavado, revelando as seguintes propriedades fisicas e
guimicas: Condutividade elétrica de 2,03 dS m™, pH de 7,4, teor de fosforo de
101,35 mg kg™, potassio de 0,72 cmol ¢ dm=3, sodio de 0,23 cmol cdm™3, calcio
de 4 cmol cdm=. Em relacdo a granulometria, os valores foram os seguintes:
areia total - 810 g kg™, silte - 21 g kg™, argila - 168 g kg™, classificado como

Franco Arenoso.

4.2 Material vegetal

As sementes de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa foram obtidas
comercialmente e desinfestadas em solugcédo de hipoclorito de sodio a 0,05 %
(v/v) por 10 minutos, lavadas com agua destilada e semeadas em bandejas
plasticas contendo vermiculita como substrato. Apdés a germinacdo e
surgimento de trés folhas definitivas, duas plantulas foram entéo transplantadas
para cada vaso plastico, com capacidade de 4000 ml, contendo solo

autoclavado e vermiculita (1:1 v/v).

4.3 Preparo do in6culo e aplicacdo de FMA

Duas espécies de FMA, G. albida e E. etunicata, foram selecionadas do
banco de in6culos do Laboratorio de Microbiologia, da Universidade Federal do
Vale do Séo Francisco (Univasf), Campus Ciéncias Agrarias, Petrolina-PE. Os
inéculos foram multiplicados tendo como planta-isca o milho (Zea mays L.) por
um periodo de trés meses em casa de vegetacdo. No momento do transplantio,

o mix de FMA foi aplicado nas raizes das plantulas na forma de solo-inéculo
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com cerca de 800 glomerosporos, sendo 400 de G. albida e 400 glomerosporos

de E. etunicata.

4.4. Producao do patégeno fungico e solucao de acido fusarico

O inéculo de F. oxysporum f. sp. passiflorae foi obtido da colecédo de
micro-organismos da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. O isolado foi
transferido para placas com meio de cultura batata dextrose-agar (BDA) e,
posteriormente, colocado em céamara de crescimento a 25 °C até a
esporulacédo. Os conidios foram coletados esfregando levemente uma lamina
de vidro sobre as colonias e suspendidos em 10 mL de &agua destilada
esterilizada em placa de Petri. A concentracdo da suspensao conidial foi
determinada em camara de Neubauer visando a obtencdo de suspenséo do
indculo, por meio de diluicdo, de 108 conidios mL-1. A concentracdo de acido
fusarico (Merck) utilizada foi de 400 uM, dose efetiva para inducéao da fusariose

para cultura de Passiflora edulis (Flores et al., 2012).

4.5. Imposicao do estresse biotico

Apés o periodo de 70 dias da inoculacdo com fungos micorrizicos
arbusculares e mantidas em casa de vegetacado, as plantas foram submetidas
aos diferentes tratamentos de inducdo da fusariose. O método de inoculacéo
utilizado foi o de ferimento na raiz. Para isso, uma seringa contendo 0,5 mL de
solugdo com concentragdo de 2x108 conidios/planta foi inserida no caule da
planta (Rodrigues, 2006 adaptado). A solucédo de AF foi aplicada pelo mesmo
método, tendo sido aplicados 0,5 mL de solu¢cdo com concentracdo de 400 uM
de AF/planta. Por fim, foram coletados tecidos radiculares nos tempos 24 horas
e 7 dias horas apés exposicao aos indutores, sendo este material conservado
em ultrafreezer (-80°C) até o momento das andlises moleculares. Em cada

tempo, foram utilizadas trés repeticdes de cada tratamento.

4.6. Desenho experimental e tratamentos

O experimento foi conduzido da seguinte forma:
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No primeiro momento, foi realizado o plantio de plantulas de P. edulis
em um total de 64 vasos contendo solo+vermiculita. Desses, 32 vasos
foram inoculados com o mix de FMA e 32 vasos nao foram inoculados.
Nesta etapa, os tratamentos inoculados e n&o inoculados com FMA
foram comparados em relagédo a algumas variaveis de crescimento.

Il. ApoOs o periodo de 70 dias, foi aplicado o delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial com oito tratamentos de inoculagéo x
dois tempos (24 horas e 7 dias) de avaliacdo ap6s a inoculacdo com F.
oxysporum (FoP) e/ou aplicacdo com &cido fusarico (AF), com quatro
repeticdes, totalizando 64 unidades experimentais. Os tratamentos estao

detalhados na Tabela 2.

Tabela 2. Tratamentos aplicados em experimento com P. edulis micorrizado ou
ndo e submetido ao estresse bidtico causado por Fusarium oxysporum e

micotoxina (acido fusarico).
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Tratamentos Descri¢ao

1. Controle Plantas ndo micorrizadas e sem indugdo ao estresse bidtico (doenca e AF)
2. M Plantas micorrizadas

3. AF Plantas com aplicacdo de acido fusarico

4. AFM Plantas micorrizadas e com aplicagado de acido fusarico

5. FO Plantascom adig¢do de suspensdo do indculo de F. oxysporum

6. FOM Plantas micorrizadas com adigcdo de F. oxysporum

7. AFFO Plantas com aplicacdo de acido fusdrico e de F. oxysporum

8. AFFOM Plantas micorrizadas com aplicagdo de acido fusarico e de F. oxysporum

4.7. Avaliacdo dos parametros de crescimento e colonizacdo micorrizica

A mensuracgao dos parametros de crescimento (altura, diametro de caule
e numero de folhas) foi realizada apés 1, 30, 45 e 70 dias com o auxilio de
régua e paquimetro.

A colonizacdo micorrizica foi avaliada somente apos a imposi¢cdo do
estresse, as raizes das plantas foram coletadas e imersas em alcool 50% para

conservacao até a analise. Para a coloracdo das raizes foi utilizado o protocolo



de Dalpé e Seguin (2013). As raizes foram limpas em &gua corrente para
retirada de solo e vermiculita, foram adicionados 20 mL de KOH 2,5% e as
raizes foram submetidas a aquecimento por 20 segundos em micro-ondas.
Posteriormente, as raizes foram lavadas com agua até a retirada do KOH. Em
seguida, foram adicionados 20 mL de &cido acético 5% por 5 minutos. As
raizes foram coradas em uma solucao de azul de Trypan 0,05% e submetidas
ao aquecimento de 20 segundos no micro-ondas. Por fim, as raizes foram
submersas em alcool 50% e armazenadas sob refrigeracdo até a analise.

Para a contagem de glomerosporos, foram separados 50 gramas do solo
de cada planta e os esporos foram extraidos pela técnica de peineiramento
umido (Gerdemann; Nicholson, 1963). Em seguida, o material foi centrifugado
em agua destilada por 3 minutos em 2500 rpm e novamente centrifugado em
solucdo de sacarose 40% por 1 minuto em 2500 rpm (Jenkins, 1964, com
modificages). Os esporos extraidos foram armazenados e mantidos sob
refrigeracdo para a conservacdo até o momento da contagem. A contagem foi
realizada com o auxilio de uma placa canaletada, um microscopio

estereoscopico e um contador manual.

4.8. Quantificacdo da colonizagdo micorrizica

Para a quantificacdo da colonizagdo micorrizica foi utilizado o método de
Trouvelot et al. (1986) (Figura 6), onde foram produzidas laminas contendo 30
segmentos de raiz com 1 cm de comprimento escolhidas aleatoriamente para
representar cada amostra (Figura 6a e 6b). Cada fragmento foi avaliado em
microscopio visando confirmar a presenca de arbusculos, hifas ou vesiculas
(Figura 6¢), e cada segmento recebeu um nivel de colonizacéo de 0 a 5, sendo
0: 0% colonizada, 1: <1%, 2: <10%, 3: <50%, 4: >50% e 5: >90%. Os arbusculos
receberam nivel de classificacdo de 0 a 3, onde AO: nenhum arbusculo, Al:
poucos arbusculos, A2: arbldsculos frequentes e A3: arblsculos em
abundancia. Em seguida, os valores atribuidos a cada fragmento das amostras
foram submetidos aos calculos para a determinacdo de quatro parametros
(Figura 6d), estabelecidos por Trouvelot et al. (1986): frequéncia micorrizica (F)
e intensidade micorrizica (M), que correspondem a valores relacionados a
colonizac¢do micorrizica; frequéncia arbuscular (a) e intensidade arbuscular (A),

gue sao dois valores relacionados a abundéancia de arbusculos.
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Figura 6. Esquema da metodologia de Trouvelot et al. (1986) para

guantificacdo da coloniza¢do micorrizica.

b c d
a —
@ —_— F (%): N° de fragmentos micorrizicos y 400
—— Ne total de fragmentos observados
| il
—— M(%): (95n5+70n4+30n3+5n2+n1) X100
pr——— —_—— N° total
—— Lt =
30 x
——— R ———
— a(%): (100mA3+50mA2+10mA1)
e, 100
tem —
1< A(%):ax|M
;- M
K 100]
g
8 )
1
30 fragmentos de 1cm Os fragmentos de raiz foram
de raiz de cada amostra posicionados lado a lado em Todos os fragmentos foram Os parametros foram calculados
foram selecionados de uma lamina para microscopio analisados em um microscopio de acordo com as férmulas acima
forma aleatéria

Fonte: Lima (2023).

4.9. Extracao de DNA e selecdo/desenho de primers

A extracdo de DNA foi realizada a partir do protocolo CTAB (Cetil-
Trimetil Aménio-Brometo) proposto por Doyle e Doyle (1987) utilizando 48
amostras de tecidos radiculares de P. edulis. Ap0s a extracdo, as amostras
foram submetidas a uma etapa de purificacdo utilizando a coluna do PCR
Purification Kit (CELLCO, DPK-1065), conforme sugestdes do fabricante. A
integridade, pureza e concentracdo das amostras foram analisadas em
eletroforese em gel de agarose 1% e NanoDrop 2000c, respectivamente.
Quatro pares de primers foram selecionados na literatura e/ou desenhados
para os FMA candidatos e patégeno de interessevisando confirmar sua

presenca nas amostras de DNA extraidas através de qPCR (Tabela 3).

Tabela 3. Primers utilizados nos testes de deteccdo das amostras de DNA de

tecidos radiculares via qPCR.

Espécie Primers Amplicon Referéncia

F: GGTGCAAGGTAAAAATCTTCG Heller e Carrara
E. etunicata 112 pb
R: TTGAACAAGCCTAAAATCAATACAT (2022)
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F: AAAGGACGGTGTTACGGTTG
G. albida 76 pb Este estudo
R: CTTTACCTGGCACCAAG

F: GTCCCCGATCCTGGTAAGAG
F. oxysporum1 126 pb Este estudo
R: ATCTCCCTCCCCAAAGTCTC

F: ACATACCACTTGTTGCCTCG
F. oxysporum?2 340 pb Mishra et al. (2013)
R: CGCCAATCAATTTGAGGAACG

4.10. Extragcdo de RNA de P. edulis

A extragdo do RNA total dos tecidos radiculares foi realizada a partir do
Kit SV Total RNA Isolation System (Promega), que inclui uma etapa de
tratamento com DNase. ApoOs a extracdo, as amostras foram avaliadas quanto
a sua integridade em eletroforese em gel de agarose 1%, e em seguida, foram
guantificadas e analisadas quanto a sua pureza em espectrofotdmetro

Nanodrop (Thermo Fisher Scientific).

4.11. Sintese de cDNA

A etapa de conversdo dos RNAs totais em cDNA foi realizada com o
GoScript Reverse Transcription Mix - Oligo (dT), sendo utilizado 1000 ng/uL de
RNA mensageiro por amostra a cada 20 pL de volume final do mix de reacgéo.
Considerando que o rendimento das extracdes foi alto, foi possivel construir
bibliotecas de cDNA de 100 uL de cada amostra para tecidos radiculares e
foliares de P. edulisem todos os tratamentos avaliados no experimento, sendo
possivel garantir uma quantidade de cDNA bastante consideravel para uso nas
reacdes de RT-gPCR.

4.12. Selecéao de genes de interesse e desenho de primers para analise de

expressao relativa

Foram desenhados cinco pares de primers referentes a genes de
sinalizacdo e defesa em P. edulis (Tabela 4), os quais foram previamente
minerados e caracterizados no genoma draft da espécie com o auxilio de

ferramentas de bioinformética, sendo eles: fator de transcricdo WRKY, receptor
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quinase de lectina do tipo-L (LecRK), Somatic embryogenesis receptor-like

kinase-1 (SERK1) e duas proteinas relacionadas a patogénese dos grupos PR-

1 e PR-12 (Defensina). O desenho dos primers e testes de especificidade

foram realizados por meio dos programas Primer3Plus (Untergasser et al.,

2007) e Primer-BLAST (Ye et al.,, 2012), respectivamente, considerando

parametros adequados para uso em qPCR: conteudo de GC 50%, tamanho do

fragmento entre 70 e 150 pares de base e temperatura de Melting entre 40°C e

60°C. Adicionalmente, foi analisada a formacdo de dimeros de primers pelo

programa PerlPrimer (Marshall, 2004). Por fim, foram selecionados trés genes

de referéncia (GRs) candidatos (ADP, EF1a e NDID) por meio de busca na

literatura envolvendo trabalhos especificos sobre selecdo de GRs em maracuja

(ou espécies relacionadas taxonomicamente) e estresses bioticos.

Tabela 4. Primers utilizados nas analises de expresséo génica via qPCR.

Gene Acesso Primers Amplicon Referéncia
PelLecRK F: AGTCGGCTCTATTGGCCTTC
MUZT01080488.1 90 pb Este estudo
R: ACCGGGAAGGCTACAACAAG
F:GGACCGGCCTAAGATGTCAG
PeSERK1 KT373980.1 82 pb Este estudo
R:CACCTTTTGCCACTCATCCC
F: AGGAAGTGAGAACCCACGTAG
PeWRKY MUZT01152844.1 89 pb Este estudo
R: TTTGTCCATCCGGAGACCTC
F: TGGGTTGCATTGGGGAGTC
PePR-1 MUZT01001854.1 128 Este estudo
R: TCTTTGACCAGCCCACCATC ob
PePR-12 MUZT01199879.1 F: AGGACATGCGAGTCACAGAG 101 Este estudo
R: CACTTGCCACCGATGAAACC ob
F: GTTAAGGATTTGAAGCGTGG
EFla DQ447160.1 155 Munhoz (2011)
R: ATGTGTGATGTGTGGCAGT pb
F: GTCGTCACTCTCTCTTTACG
NDID AB304270.1 172 Munhoz (2011)
R: TCATTTCATCACCGTCCATC pb
ADP XM_015716874.2 F: GAGAGATGCTGTGCTGCTTG 90 pb Cassol et al. (2016)

R: TGAAGGCCGAGCTTATCAGT

4.13. Reacgdes de qPCR

As andlises de expressao relativa foram realizadas em

LineGene9660 modelo FQD-96A (Bioer), utilizando triplicatas

equipamento

bioldgicas e
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técnicas, deteccdo por SYBR Green e trés genes de referéncia para a
normalizacdo dos resultados. As reagfes seguiram as seguintes condicoes:
desnaturacao inicial de 95 °C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 1 minuto, com um volume final de 10 pl [5 pl do
GoTaqqPCR Master Mix 2x (Promega), 1 yl de cDNA, 0,3 pl dos primers (5 uM) e
3,4 ul de agua ultrapura. As curvas de melting foram analisadas em 65 — 95 °C
por 20 minutos apds os 40 ciclos visando confirmar a especificidade dos primers.

Em todas as reacOes foram utilizados controles negativos (NTC). Os valores de

eficiéncia de amplificacdo (E = 10-/slope), coeficiente de correlacao

(R),interception (y) e slope foram calculados pelo método da curva padrdo no
software do equipamento. Os niveis de expressao relativa foram analisados pelo
programa REST (Pfaffl et al., 2002).

Para as reacbes de deteccdo dos FMA e FoP, foram utilizadas
condicBesde termociclagem e preparo do mix reacdo idénticas as mencionadas
anteriormente, exceto paraa concentracao final dos primers, que foi aumentada,

epelo uso del pl de DNA gendmico (10 ng/ul) por amostra biolégica.

4.14. Andlise estatistica

Os residuos referentes aos dados dos parametros morfoagronémicos de
P. edulis e numero de glomerosporos foram testados quanto a homogeneidade
das variancias e normalidade, obedecendo aos pressupostos, foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e quando significativos as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Para o incremento da altura,
as analises foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis com correcbes de
Bonferroni utilizando o pacote AgroR (Shimizu; Marubayashi; Goncalves, 2023).
As analises foram realizadas com o auxilio do programa R Core Team (2016).

Os pacotes utilizados foram Ramf (Chiapello et al., 2019) para
colonizacdo micorrizica, gsheet (Conway, 2020), ExpDes.pt (Ferreira,
Cavalcanti e Nogueira, 2021) e ggplot2 (Wickham, 2016) para construcdo dos
graficos. O grafico de correlacdo entre os ciclos de quantificacbes e a
abundancia de glomerosporos foigerado utilizando o pacote corrplot (Wei;
Simko, 2021).



5. RESULTADOS

5.1 Influéncia de FMA nos parametros de crescimento do maracujazeiro
antes da inducao ao estresse bidtico

A comparagdo entre as plantas micorrizadas e n&o-micorrizadas
evidenciou que houve diferenca significativa para altura (F: 49,582, p<0,001)
em todas as medi¢Oes (Tabela 5). Sendo que o maior incremento foi registrado
no periodo de 45 a 70 dias, com uma média de crescimento de 33 cm nas
plantas com FMA. Para o numero de folhas (F: 20,442, p<0,001) e diametro do
caule (F: 46,732, p < 0,001), apenas em 45 dias e 70 dias, respectivamente, as
plantas micorrizadas diferiram significativamente das ndo micorrizadas (Tabela
5).

Tabela 5. Avaliagcdo da altura (cm), numero de folhas, diametro de caule (mm)
e incrementos (%) de mudas de P. edulis durante 1, 30, 45 e 70 dias com e

sem inoculacdo com mix de FMA (E. etunicata e G. albida).

Dia 01 Dia 30 Dia 45 Dia 70
Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
FMA FMA FMA FMA FMA FMA FMA FMA
Altura (cm) 9,44b 11,09a 11,69 15,47a 19,49b  43,33a 61,12b  89,92a
Incremento 2,25 b 4,38 a 7,80 b 27,86a 41,63a 46,58a

Niumero de folhas  3,03a 3,03a 7,12a 7,12a 10,05b 13,08a 12,47b  14,16a

Diametrodo caule 0,1a 0,1a 0,1a 0,1a 0,14b 0,41a 0,48b 0,59a
(mm)

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de de Tukey ao
nivel de significancia de 5%.
Fonte: Lima (2023).

5.2 Contagem de glomerosporos e colonizacao radicular por FMA ao final
do experimento

O numero de glomerosporos nos tratamentos micorrizados diferiu dos

tratamentos ndo micorrizados, com excec¢éo do tratamento com AF (F: 33,057,
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p<0,001), o que evidencia a presenca de contaminagcdo neste tratamento
(Figura 7).

Figura 7. Numero de glomerosporos em mudas de maracujazeiro micorrizadas
ou ndo por 70 dias e induzidas ao estresse com aplicagdo de Fusarium

oxysporum e/ou acido fusarico por sete dias.
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Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplicacdo de &cido fusarico; AFFO= Plantas com
aplicacéo de acido fusérico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas micorrizadas com aplicacédo de
acido fusérico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplicacdo de &cido
fusarico; FO = Plantas com adicdo de suspensdo do in6culo de F. oxysporum; FOM = Plantas
micorrizadas com adicdo de F. oxysporum; M= Plantas micorrizadas. Mesma letras ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: Lima (2023).

Embora o tratamento AF tenha apresentado glomerosporos na rizosfera
de maracujazeiro (Figura 7), constata-se que 0S menores percentuais de
colonizacdo micorrizica foram encontrados nesse tratamento, incluindo a
auséncia de arbusculos (Figura 8). Os tratamentos M, AFM e FOM néo
diferiram entre si, mas apenas AFM difere dos demais tratamentos no que se
refere a frequéncia micorrizica (F). Para a intensidade micorrizica (M), os
tratamentos controle, M, AFM e FOM apresentaram diferencassignificativas em
relacdo a AF. Esses dados indicam que houve contaminacdo nos tratamentos

nao inoculados com FMA.
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Por outro lado, a andlise da frequéncia (a) e intensidade arbuscular (A)
demonstrou que apenas os tratamentos micorrizados, ou seja, os que foram
inoculados, apresentaram percentuais superiores a 10% para frequéncia,
diferindo dos nao-micorrizados (Figura 8). Entre os tratamentos que foram

inoculados com FMA néo houve diferenca significativa entre si (Figura 8).

Figura 8. Frequéncia (F) e intensidade micorrizica (m); Frequéncia (a) e
intensidade arbuscular (A) no sistema radicular de P. edulis seguindo o método

de avaliagéo de Trouvelot et al. (1986).
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Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplicacdo de &acido fusarico; AFFO= Plantas com
aplicacdo de &cido fusarico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas micorrizadas com aplicagéo de
acido fuséarico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplicacdo de &cido
fusarico; FO = Plantas com adicdo de suspenséo do in6culo de F. oxysporum; FOM = Plantas
micorrizadas com adi¢do de F. oxysporum; M= Plantas micorrizadas. Mesmas letras n&o diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Lima (2023).

5.3 Extracdo de DNA e testes de deteccdo em qPCR

Os primers desenhados para E. etunicata e G. albida foram eficientes



em detectar a presenca das espécies de FMA nos dois tempos de estresse,
confirmando que os mesmos foram adequados para identificacdo molecular
das espécies de FMA avaliadas.

Para E. etunicata, houve amplificacdo nas amostras de DNA de todos os
tratamentos micorrizados com Cqs variando entre 31 e 33, assim como
observado para as amostras dos tratamentos controle e AF, devido a
contaminagao mencionada anteriormente (Figura 9).

Por sua vez, para G. albida, foram verificadas amplificagbes entre 26 e
32 Cgs apenas nos tratamentos micorrizados (Figura 10). Nao foi detectada a
presenca do FMA na maioria das amostras ndao micorrizadas, ou foram
verificadas amplificacbes apos o Cqg 35, o que indica que havia pouco ou quase
nenhum material gendmico de G. albida, fato confirmado pela analise

morfoldgica.
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Fluorescence

Figura 9. Detecgcdo do FMA E. etunicata utilizando
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os primers desenhados para a espécie em amostras de raiz apds sete dias de

estresse.
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Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplica¢@o de A4cido fusérico; AFFO= Plantas com aplica¢do de 4cido fusarico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas

micorrizadas com aplica¢éo de Acido fusérico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplica¢é@o de acido fusarico; FO = Plantas com adi¢&o de

suspensdo do indculo de F. oxysporum; FOM = Plantas micorrizadas com adigcdo de F. oxysporum; M= Plantas micorrizadas.

Fonte: Lima (2023).
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Figura 10. Detec¢do do FMA G. albida utilizando os primers desenhados para a espécie

estresse.
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Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplica¢@o de Acido fusarico; AFFO= Plantas com aplica¢do de 4cido fusarico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas

micorrizadas com aplica¢éo de Acido fusérico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplica¢@o de acido fusarico; FO = Plantas com adi¢éo de

suspensdo do indculo de F. oxysporum; FOM = Plantas micorrizadas com adicdo de F. oxysporum; M= Plantas micorrizadas.

Fonte: Lima (2023).



No que se refere aos primers para F. oxysporum (1 e 2), maiores Cgs
foram observados (aproximadamente 34 ciclos), sugerindo menor abundancia
do patégeno nas amostras analisadas (Figuras 11 e 12). Adicionalmente, foram
verificadas amplificacées (acima de 36 Cgs) em tratamentos nao inoculados
com o patdégeno (controle, M, AF e AFM) nos dois primers testados nos dois
tempos de estresse (Figuras 11 e 12), que podem representar uma
contaminacdo minima do patégeno nestes tratamentos, ruido de reacgdo ou
inespecificidade dos primers. Uma vez que os resultados obtidos ndo foram
conclusivos para os primers testados para F. oxysporum, andlises adicionais
serdo realizadas utilizando DNA genbmico extraido de cultura pura do
patdogeno visando avaliar a eficiéncia de amplificacdo e especificidade dos

primers.
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Figura 11. Detecgéo de amostras de DNA de P. edulis utilizando o primer 1 desenhado para F. oxysporum 1. 52
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Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplica¢@o de Acido fusarico; AFFO= Plantas com aplica¢@o de Acido fusarico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas
micorrizadas com aplica¢éo de Acido fusérico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplica¢éo de acido fusarico; FO = Plantas com adi¢&o de
suspensdo do indculo de F. oxysporum; FOM = Plantas micorrizadas com adi¢cdo de F. oxysporum; M= Plantas micorrizadas.

Fonte: Lima (2023).



Figura 12.

Deteccgéo de amostras de DNA de P. edulis utilizando o primer 2 de F. oxysporum, selecionado da literatura.
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Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplica¢@o de Acido fusarico; AFFO= Plantas com aplica¢@o de Acido fusarico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas

micorrizadas com aplicacéo de Acido fusérico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplica¢@o de acido fusarico; FO = Plantas com adi¢&o de

suspensdo do inéculo de F. oxysporum; FOM = Plantas micorrizadas com adi¢cdo de F. oxysporum; M= Plantas micorrizadas.

Fonte: Lima (2023).
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A andlise de correlagdo entre os Cgs e 0 numero de glomerosporos (NG)
para G. albida e E. etunicata indicou que o NG de G. albida apresentou
correlacdo negativa com os Cgs. Por outro lado, foi observada correlacéo positiva
entre os Cqgs e o NG de E. etunicata (Figura 13).

Os numeros de glomerosporos das espécies de FMA (GA e EE) foram
correlacionados positivamente, enquanto os Cgs (GA e EE) apresentaram baixa

correlagéo.

Figura 13. Estimativa dos coeficientes de correlagdo entre os Ciclos de
quantificacdo (Cq) e numero de glomerosporos (NG) de G. albida (GA) e E.

etunicata (EE).
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Fonte: Lima (2023).

5.4 Selecdo de genes de interesse e analise de expressao génica por RT-
gPCR

A analise do gel de agarose revelou que as duas bandas do RNA

ribossomal estavam nitidas e integras, bem como foi possivel verificar que néo



havia presenca de contaminantes (polissacarideos ou DNA), indicando que as
etapas de lavagens e tratamento de DNase foram eficientes para a maioria das
amostras (Apéndice A). Quando necessario, foram realizados novos

tratamentos de DNase e etapas de purificagéo.

No que se refere a quantificacdo de RNA total, as amostras
apresentaram concentracao variando de 224,90 a 1564,20 ng/uL para raiz e de
91,60 a 1626,00 ng/uL para folha (Apéndice B). Além disso, todas as amostras
atingiram o padréo de pureza recomendado (A260/280 - 1,9 a 2,1) nos dois
tecidos de P. edulis (Apéndice B), e, portanto, foram consideradas adequadas

para uso nas etapas subsequentes.

Todos os primers testados para os genes alvos e de referéncia
amplificaram e foram eficientes nas amostras de cDNA de tecidos radiculares
de P. edulis. A eficiéncia dos primers variou de 98,69 a 109,81% para os alvos
e de 91,74 a 98,72% para os genes de referéncia (dados ndo mostrados),
ficando dentro do padrdo recomendado (entre 90 e 110%) do MIQE Guidelines
(Bustin et al., 2009).

De forma geral, os resultados da RT-gPCR demonstraram que todos os
genes candidatos foram diferencialmente expressos a depender do tratamento
analisado e que o tempo de aplicacdo do estresse foi determinante para alterar

o perfil de expressédo desses alvos (Tabela 6).

A maioria dos genes candidatos teve sua expressao reduzida apés 24
horas de aplicacdo do AF, inoculacdo com FoP, e/ou nos tratamentos
micorrizados, apresentando valores de modulacao (Foldchange- FC) menores
que 0,66 (Tabela 6). Em contraste, a PR-1 manteve sua expressao
constitutiva em quase todos os tratamentos, exceto em AF apos 24h e FO e
AFM apos sete dias (Tabela 6). Os resultados sugerem que neste momento
inicial do estresse, a planta pode néo ter ativado seus mecanismos de defesa
ou recrutado tais genes para se defender do ataque do patégeno. Ou ainda,
h& a possibilidade de que o tempo de expressao desses genes seja em outro

momento do que 0s propostos nesse projeto.
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Tabela 6. Validagédo da expressdo génica em plantas deP. edulis micorrizadas

(M) ou nado, com inducéo, apls 24h e sete dias, de estresse pela aplicacao de

Fusarium oxysporum (FoP) e/ou acido fusarico (AF).

Gene PR-1 PR-12 SERK1 LecRK WRKY
Tempo 24h 7d 24h 7d 24h 7d 24h 7d 24h 7d
M NS NS NS NS NS 2.21 NS NS 0.13 31.58
AF 0.30 NS 0.35 NS 0.37 NS 0.32 NS 0.10 15.08
FO NS 0.42 0.26 2.54 NS 2.39 NS 1.78 0.26 160.89
AFFO NS NS 0.30 6.01 NS 2.44 0.63 231 NS 148.64
AFM NS 1.87 0.06 2.29 0.47 1.65 0.41 1.84 0.32 15.35
FOM NS NS 0.16 3.85 0.48 3.51 0.66 4.26 0.06 191.12
AFFOM NS NS 0.40 6.01 NS 3.21 NS 2.44 NS 60.24

Legenda: M= Tratamento Micorrizado; AF= Tratamento com acido fuséarico, FO = Tratamento com F.

oxysporum; AF+FO= Tratamento com Acido Fusarico + F. oxysporum; AFM= Tratamento com Acido Fusarico

Micorrizado; FOM = Tratamento com F. oxysporum Micorrizado; AF+FOM= Tratamento com Acido Fusérico +

F. oxysporum Micorrizado. NS= N&o significativo ou constitutivo. Em verde= Genes down-regulated
vermelho=. Genes up- regulated.
Fonte: Lima (2023).

Por sua vez, quando avaliado o tempo mais prolongado de estresse
verificou-se que quatro genes (PR-12, SERK1l, LecRK e WRKY)
apresentaram inducdo em quase todos os tratamentos (Tabela 6), o que
indica a participacdo desses alvos no processo de defesa do maracujazeiro
frente a fusariose. O gene WRKY se destacou entre os demais, uma vez que
apresentou inducédo em todos os tratamentos (Tabela 6). Vale destacar a alta
inducdo observada para WRKY nos tratamentos com a presenca do patdgeno
(FO, FOM e AFFO), onde os niveis de expressaoforam aumentados mais que
140 vezes quando comparado ao observado nas plantas controle. Além disso,
WRKY foi o tnico gene induzido (FC - 15.084) no tratamento com AF.

. Em
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6 DISCUSSAO

6.1 Influéncia de FMA nos parametros de crescimento do maracujazeiro

antes da inducao do estresse bidtico

Neste estudo, as plantas inoculadas com o mix de FMA (G. albida e E.
etunicata) apresentaram diferenca em todos os pardmetros morfoldgicos quando
comparadas com as nao-micorrizadas. O incremento da altura apresentou
diferenca em todas as medicfes, com excecdo do 70° dia, o numero de folhas e
o didmetro do caule somente ap6s 45 dias de inoculagdo com FMA. Esses
resultados corroboram aos encontrados na literatura, que demonstram que
diversas espécies de plantas inoculadas com FMA apresentam parametros
vegetativos superiores aquelas sem inoculacdo (Cavalcante et al., 2002; Anjos et
al., 2005; Gil et al., 2015; Silva et al., 2015).

Mudas de P. alata inoculadas com G. albida exibiram maior nimero de
folhas e altura do que as plantas néo inoculadas, respectivamente, apos 70 e
90 dias (Cavalcante et al., 2002). Resultados semelhantes foram encontrados
por Anjos et al. (2005) que verificaram que tratamentos com inoculacédo de G.
albida e D. heterogama proporcionaram maior crescimento, nimero de folhas e
diametro do caule em mudas de P. alata em relacdo ao controle, apos 30 e 45
dias, respectivamente. Plantas de P. edulis inoculadas com F. fasciculatum e
nivel de P de 0,02 mg L' apresentaram aumentos significativos de 255% no
didmetro da base do caule, 727% na altura e 2.274% na area foliar em
comparacado com os tratamentos nao inoculados (Gil et al., 2015). Silva et al.
(2015) observaram que mudas de P. setacea inoculadas com E. etunicata
apresentaram um aumento significativo na altura da planta, nimero de folhas,
area da folha e biomassa em comparacdo com as plantas ndo micorrizadas.
Além disso, a adicdo de fosforo também teve um efeito positivo na producédo de
biomassa e area foliar, mas nao foi tdo eficaz quanto a micorrizacéo.

Em oliveiras, o tratamento sem estresse hidrico e inoculado com R.
irregulare apresentou maior altura e numero de folnas em comparacdo com o

tratamento ndo micorrizado (Aganchich et al.,, 2022), resultado também



encontrado por Boutaj et al. (2020) com a inoculacdo com R. irregulare
emoliveiras (cultivar Picholine Marocaine) apos o periodo de 9 meses. Felfoldi
et al. (2022) verificaram que diferentes gendétipos de tomate micorrizados
apresentavam colonizacdo radicular com a inoculacdo do mix de FMA
(Acaulospora laevis, Funneliformis geosporus, F. mosseae e Cetraspora
armeniaca), influenciando positivamente o comprimento das raizes, altura das
plantas e o numero de folhas por planta, diferindo das plantas néo

micorrizadas.

O crescimento aprimorado de plantas inoculadas com FMA em varias
culturas demonstra que a inoculagdo pode ter possibilitado que as raizes
alcancassem locais além da rizosfera por conta da maior extenséo das hifas. O
tempo e os beneficios proporcionados pelos FMA podem variar em funcao da
responsividade das plantas ao fungo utilizado e os resultados sugerem que o
uso do mix de E. etunicata e G. albida propicia mudas mais vigorosas e
potencialmente aptas ao estresse bidtico (Smith; Smith, 2012; Tanwar et al.,
2013).

6.2 Contagem de glomerosporos

Os resultados dos nameros de glomerosporos nesse estudo mostraram
gue todos os tratamentos micorrizados, com ou sem estresse, e o tratamento
AF nao micorrizado diferiram em comparacdo aos demais tratamentos, mas
nao diferiram entre si, 0 que sugere que a presenca do patégeno e do AF teve
pouco ou nenhum impacto nos glomerosporos. Tal fato pode ser decorrente do
tempo entre a inducdo do estresse bidtico e a quantificacdo dos
glomerosporos, ou seja, sete dias. Este tempo pode ter sido insuficiente para
gue a influéncia de F. oxysporum ou mesmo do AF sobre a esporulacdo
pudesse ser detectada. Além disso, alguns estudos evidenciaram resultados
semelhantes a esse, em diferentes culturas e patégenos, como por exemplo,
Dehariya et al. (2015) que avaliaram plantas de feijao-guandu (Cajanus cajan
L.) inoculadas com mix de FMA (F. mosseae, Glomus cerebriforme, R.

irregulare) e F. udum, e demonstraram que a densidade de esporos néo foi

58



afetada pela presenca do patégeno. Ainda no feijoeiro, a densidade de esporos
foi maior no tratamento inoculado com o mix de FMA (Glomus hoi, G. margarita
e Scutellosporagigantea) com adicao de F. solani f. sp. phaseoli comparados
aos outros tratamentos, ou seja, apenas FMA, F. solani ou mix de FMA com o
patdbgeno (Eke et al., 2016). Em plantas de tomate, pimenta e berinjela
(solanaceas), foi observado que a densidade de esporos no solo com R.
intraradicese F. mosseae era maior, independente da presenca de Verticillium

dahliae, em todas as culturas (Demir et al., 2015).

Entretanto, resultados contrarios ao obtido em nosso estudo foram
demonstrados por Hage-Ahmed et al. (2013) e Hashem et al. (2021), que
tiveram reducdo no numero de esporos de FMA em plantas de tomate
micorrizadas e infectadas por F. oxysporum f. sp. lycopersi.

6.3 Colonizacéao radicular de FMA

Quanto a colonizacdo micorrizica, os tratamentos micorrizados e sob
estresse diferiram dos demais, resultados semelhantes foram encontrados em
estudos que demonstraram que houve estimulo na colonizacdo de FMA apés
infeccdo por F. oxysporum em diferentes culturas (McAllister et al., 1994;
Garcia-Romera et al., 1998; Fracchia et al., 2000). Como observado no estudo
de Jie et al. (2015), as taxas de colonizacdo de F. mosseae em raizes de
diferentes cultivares de soja, ap0s a inoculagdo com F. oxysporum, foram
maiores do que nas amostras que nao foram inoculadas com o patégeno. Por
sua vez, as plantas de trigo co-inoculadas (R. intraradices + F. oxysporum)
apresentaram alta porcentagem de colonizacdo micorrizica, comparadas com
plantas que foram inoculadas apenas com FMA, sugerindo que a presenca do
patégeno estimulou a colonizacdo micorrizica (Spagnoletti et al., 2021).

Assim, entende-se que a presenca do patdgeno faz com que haja um
aumento na taxa de colonizacdo micorrizica nas plantas, tal fato pode ser
explicado pela competicdo entre os patdégenos radiculares e FMA por locais de
invasdo, uma vez gque eles ocupam o mesmo nicho ecolégico (Cordier et al.,

1996), dessa forma haveria um aumento na colonizagdo micorrizica causado
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pela competicdo. Ademais, McAllister et al. (1994) sugeriram que a capacidade
do patégeno modular a colonizacdo micorrizica pode variar dependendo da
planta hospedeira e da espécie de FMA. Dessa forma, h& estudos que relatam
gue a infeccdo por patdégenos radiculares reduziu a colonizagdo micorrizica no
feijoeiro (Aysan; Demir, 2009; Al-Askar; Rashad, 2010), no aspargo (Nahiyan;
Matsubara, 2012), na soja (Spagnoletti et al., 2017) e no tomateiro (Hashem et
al., 2021). Em maracujazeiro, a presenca de F. oxysporum apdés sete dias foi
insuficiente para reduzir a colonizacdo micorrizica, fato que pode ter sido
influenciado pela planta apresentar dependéncia micorrizica.

Em relagdo aos arbusculos, os tratamentos micorrizados apresentaram
diferencgas significativas comparados aos néo-micorrizados, esses resultados
indicam que a contaminagédo dos tratamentos ndo micorrizados (controle, AF,
FO e AFFO) nao foi efetiva, jA que os arbusculos sdo estruturas essenciais
para a funcionalidade da simbiose micorrizica, pois sdo responsaveis pela troca
de nutrientes entre as plantas e FMA (Smith; Smith, 2012). Sem os arbusculos,
a transferéncia de nutrientes as plantas pode ser comprometida, o0 que pode
afetar negativamente o0s beneficios advindos da micorrizacdo para o
crescimento e desenvolvimento das plantas.

Além disso, observou-se que ndo houve reducdo na ocorréncia de
arbdsculos nos tratamentos com estresse nesse estudo. Resultados
semelhantes foram observados em plantas de trigo, onde o percentual de
arbusculos nédo sofreu alteracdo pela presenca de F. pseudograminearum
(Spagnoletti et al., 2021) ap6s 55 dias da interacdo entre o R. intraradices e 0
patbgeno. Em tomateiro tratado com in6culo comercial Symbivit
(Claroideoglomus claroideum, E.etunicata, F. geosporus, F. mosseae, Glomus
micro-agregado e R. intraradices) e T. harzianum, os arbusculos foram mais
abundantes na presenca dos patdgenos, V. dahliae ou F. oxysporum, do que
apenas no tratamento com FMA (Meddad-Hamza et al., 2023). Por sua vez,
também no tomateiro, a presenca de F. oxysporum resultou na reducdo dos
arbusculos (52,14%) apOs seis semanas da manutencdo da convivéncia de
FMA com o patégeno (Hashem et al., 2021). Essas divergéncias sugerem que
a forma como as plantas, os FMA e os patdégenos interagem pode variar

dependendo das condi¢des especificas. Além disso, destaca-se a importancia
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de considerar o tempo em que ocorrem a inoculagdo com FMA, a infeccao pelo
patdgeno e a interagcdo entre eles para entender completamente os padrdes de

colonizacdo micorrizica.

6.4 qPCR e primers especificos para FMA e F. oxysporum

A utilizacdo de primers especificos para deteccdo e quantificacdo de FMA
através das técnicas de qPCR/ RT-qPCR sédo préaticas cada vez mais comuns
evidenciadas em grande parte dos trabalhos em culturas de interesse, a exemplo
em plantas de grao-de-bico onde Tavasolee et al. (2011) desenvolveram primers
para R. intraradices e F. mosseae como também na cultura da videira onde
Duret et al. (2023) desenvolveram para R. irregulare. Neste estudo, os primers
desenhados para E. etunicata e G. albida foram eficientes em detectar a presenca
das espécies de FMA ap0s sete dias da aplicacdo dos estresses (FoP e AF).

Di Bonito et al. (1995) empregaram PCR para detectar R. intraradices
em raizes de diferentes espécies de plantas (Lactuca sativa L., Allium porrum
L., Zinnia elegans Jacq., Cichorium endivia L. e Capsicum annuum L.), e
confirmaram que os primers foram eficientes em todas as espécies de plantas
analisadas. Nos trabalhos de Alkan et al. (2004) e Alkan et al. (2006) foram
testados primers especificos,utilizando gqPCR/RT-gPCR, respectivamente, para
guantificar a colonizacéo de R. intraradices e F. mosseae em diferentes plantas
(Lycopersicon esculentum, Medicago truncatula e Daucus carota). Os primers
demonstraram alta especificidade, possibilitando a deteccédo sensivel dos FMA
nos tecidos radiculares das plantas hospedeiras, sem amplificar o DNA de
outras espécies ou da planta hospedeira. Adicionalmente, Alkan et al. (2006),
evidenciaram que os primers desenvolvidos permitiram uma quantificacdo
precisa da abundancia relativa de cada espécie de FMA nas amostras. Ao
avaliar a tolerancia a salinidade em plantas de M. truncatula, observou-se que
a presenca de R. intraradices foi superior a de F. mosseae, sugerindo que R.
intraradices poderia ser uma espécie promissora para uso em condi¢cdes de

campo.
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Primers especificos também foram desenvolvidos para diversas espécies
de patdégenos, como Fusarium spp., permitindo a rapida e precisa identificacdo e
guantificacdo desses fungos em amostras de solo e plantas (Priyanka; Dubey;
Singh, 2015; Haegi et al., 2013). Em plantas de grao-de-bico, primers
desenvolvidos para detectar e quantificar F. oxysporum f. sp.ciceris, por meio de
métodos de PCR/gPCR, revelaram alta sensibilidade e especificidade (Priyanka;
Dubey; Singh, 2015). Da mesma forma, Haegi et al. (2013) utilizando gPCR,
elaboraram primers para detectar e quantificar o patégeno F. oxysporum f. sp.
melonis em plantas de meldo, os quais demonstraram elevada sensibilidade e
especificidade. Em amostras de solo e sementes, os primers também foram
eficientes e especificos, mostrando sensibilidade na detecgdo de DNA de F.
avenaceumpor meio de qPCR (Pollard et al., 2019). No estudo de Zhu et al.
(2016), primers para F. commune, aplicados através de gPCR, mostraram-se
eficientes para uma deteccao rapida e especifica desse patdgeno em amostras
de plantas e solo. Filion et al. (2003) alcancaram a deteccdo e quantificacdo de
Fusarium solani f. sp. phaseoli a partir de substrato de solo utilizando qPCR,
proporcionando uma ferramenta valiosa para o monitoramento de doencas
causadas pelo género Fusarium. Embora, nesse estudo, a deteccdo de F.
oxysporum com a utilizacdo dos primers precise ser otimizada, a utilizacdo de
primers pode ser uma ferramenta valiosa para a detec¢édo dos patdogenos do solo.
Portanto, incentiva-se a realizacdo de futuras pesquisas direcionadas a
otimizacdo na selecédo e no desenho desses primers, visando aprimorar a eficacia
e precisdo desse método de deteccao. Esses esfor¢cos contribuirdo para fortalecer
as estratégias de diagnostico de patégenos em ambientes agricolas, promovendo

praticas mais eficientes e direcionadas no controle fitossanitario.

6.4.1 Correlacdo entre ciclos de quantificacdo e numero de

glomerosporos

Em relacdo aos resultados obtidos para a correlacdo de Cq_Ga X
NG_GA e NG_EE x Cqg_EE, negativa e positiva, respectivamente, alguns
estudos relataram diferencas na correlacdo entre o nimero de glomerosporos e

gPCR dependendo da espécie de FMA (Gamper et al., 2008; Arruda et al.,



2022). Gamper et al. (2008), correlacionaram os resultados de qPCR e os
nameros de esporos de oito taxons de FMA e verificaram que 0s numeros
estimados de loci génicos correlacionaram-se de forma positiva com o numero
de esporos usados. Arruda et al. (2022) utilizaram duas espécies de plantas,
brachiaria e crotalaria, inoculadas com trés espécies de FMA, Acaulospora
colombiana, Rhizophagus clarus e Dentiscutata heterogama, onde compararam
os dados de microscopia e gPCR das amostras,mostrando que a eficacia dos
métodos de quantificacdo de FMA pode variar dependendo da espécie de
planta e da espécie de FMA. Nesse caso, A. colombiana e D. heterogama
apresentaram uma melhor correlagdo, positiva, em comparacdo com a
inoculacdo de R.clarus. Esses autores sugerem que a diferenca do resultado
da correlacéo entre o NG e gPCR em algumas espécies vegetais podem ser
atribuidas a visibilidade das estruturas dos FMA nas raizes, conforme
observado por Alkan et al. (2004) e Arruda et al. (2022), utilizando os métodos
de microscopia para quantificacdo dos fungos micorrizicos, ressaltando as
limitacdes dos métodos microscopicos, tais como a localizacao intracelular das
estruturas fungicas, a complexidade das raizes e interferéncias na visualizacao
devido a coloracéo, impactando a precisao da quantificacdo e compreensao da

interacéo planta-FMA.

Ademais, outra explicacéo para a correlacdo negativa encontrada nesse
estudo (NG_GA X Cg_GA) seria a quantidade de nucleos presentes nas
diferentes estruturas de FMA (Gamper et al., 2008). Embora nao existam
muitas informacdes disponiveis acerca do estudo dos ndcleos dos
glomerosporos, reporta-se que 0 numero de nucleos pode variar entre as
espécies de FMA e até mesmo dentro de uma mesma espécie (Bohm et al.,
1999; Gamper et al., 2008). Dessa forma, no nosso estudo, a baixa quantidade
de esporos encontrados nas amostras para essa espécie contradiz com a
elevada quantidade de material genético em G. albida, que pode ser atribuida a
presenca de varios nucleos nos esporos, como evidenciado no trabalho de
Silva et al. (2015), onde a quantificacdo dos nucleos em glomerosporos de G.

albida sob diferentes niveis de disponibilidade hidrica revelou variagcdo no
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numero de nucleos, com valores absolutos variando de 87 a 1.657, com média

de 353 nlcleos em todos os tratamentos.
6.5 Expresséo de PRs (PR-1 e PR-12) em resposta a F. oxysporum

Nesse estudo, os genes PR-1 apresentaram expressao constitutivana
maioria dos tratamentos e tempos avaliados (24 horas e 7 dias de estresse).
Por outro lado, exibiram expressao reduzida nos tratamentos com AF (24
horas) e FO (7 dias) e inducdo exclusiva no tratamento AFM com 7 dias.
Apesar das PR-1 pertencerem a um grupo de proteinas frequentemente
associadas por atuarem na resposta de defesa ao ataque de patdgenos,
estudos sugerem que 0s membros desta familia ndo sdo regulados
uniformemente (Breen et al., 2017), sendo a expressao constitutiva um padrao
relatado na literatura (Tornero et al., 1994).

Diversos estudos relataram o acumulo, efeito inibitorio direto ou a
expressdo diferencial dessas proteinas frente a infeccbes por fungos
fitopatogénicos, como Uromyces fabae, Phytophtora infestans e F. oxysporum
f. sp. ciceri (Niderman et al., 1995; Rauscher et al., 1999; Tellis et al., 2017,
Anisimova et al., 2021; Yang et al., 2022). Pritsch et al. (2000) observaram
gue as PR-1 demonstraram, inicialmente, uma regulacdo negativa em raizes
infectadas por F. graminearum, e ap6s 24 horas de infeccao atingiram o pico
de expressao, permanecendo assim até o quarto dia apds a inoculagdo. Song
et al. (2015) relataram a inducdo de PR-1 em tomateiro sob inoculacédo de A.
solani + F. mosseae nos tempos de 18, 65, 100 e 140 horas apos a
inoculacdo com os patdgenos, bem comofoi induzidano tratamento com
inoculacao apenas por F. mosseae com 100 e 140 horas.

Recentemente, Tolba et al. (2021) avaliando plantas de banana sob
estresse bidtico, demonstraram que a inoculacdo com F. oxysporum f. sp.
cubense ou Phytophthora infestans reduziu a expressédo de PR-1,enquanto a
inoculacdo com o fungo endofitico Pochonia chlamydosporia induziu a
expressdo de PR-1 em 7 dias ap6s a inoculacdo; ja na presenca de P.

chlamydosporia e F. oxysporum, a expressao de PR-1 foi reduzida.



Uma possivel explicacdo para a auséncia de inducdo de PR-1 em
nosso estudo pode estar relacionada a alta inducdo de WRKY em todos os
tratamentos, uma vez que FTs podem regular a expressao de outros genes
relacionados a defesa, como observado por Zheng et al. (2006) em A. thaliana
gue relataram que PR-1, PR-2, PR-5 e PDF1.2 (defensina) foram induzidas
em resposta a infeccdo por Botrytis em plantas selvagens, mas foram
reguladas negativamente em mutantes WRKY33. Em plantas transgénicas
com superexpressdo de WRKY33, houve aumento na expressdo basal
desses genes. Oh et al. (2008) superexpressaram o gene WRKY1 em plantas
transgénicas de Capsicum annuum e verificaram que poucos genes
relacionados a defesa (PR, SAR8.2, GST e APX) foram induzidos em
resposta ao tratamento com SA. Porém, quando o gene CaWRKY1 foi
silenciado, ocorreu aumento na resposta de defesa das plantas modulada por
esses genes. Resultados semelhantes foram observados por Chakraborty et
al. (2020) que superexpressaram CaWRKY70 em grao-de-bico e observaram
gue CaPR-1, CaPR-5 e CaDefensin, tiveram sua expressao reduzida apos a
infeccdo com o patégeno.

Em nosso estudo, a expressao de PR-12 foi aumentada em todos os
tratamentos com a presenca de F. oxysporum apés 7 dias de estresse,
sugerindo que essa defensina participa da resposta da defesa do maracuja
contra a fusariose. Wu et al. (2014) relataram que o gene PR-12 foi induzido
em trigo sob infeccdo por F. graminearum nas primeiras 12 horas apos a
inoculacdo. No entanto, apos 24 horas, a regulacdo de PR-12 foi negativa em
algumas cultivares. A expressdo dedefensinas também foi relatada em
plantas de melancia apds a inoculacdo de F. oxysporum em sistema de
consorcio com trigo, onde CIPDF2.1 e CIPDF2.4, genes semelhantes a
defensina, tiveram suas expressbes aumentadas apés a infeccdo. A
expressdo de CIPDF2.1 foi maior com um dia apos a infeccdo, enquanto
CIPDF2.4 teve maior expressao nos dias 1 e 5 apos o estresse (Lv et al.,
2022).

6.6 Expressao de SERK1 em resposta a F. oxysporum
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Estudos apontam que os genes SERK desempenham um papel
importante na ativacdo de mecanismos de defesa de diversas culturas sob
estresses bidticos (Huang et al., 2010; Li et al., 2022; Li et al., 2018; Qi et al.,
2023; Wu et al., 2022). Em nosso estudo, os genes SERK1 foram induzidos
em todos os tratamentos em 7 dias, exceto no tratamento AF. A inducado de
MaSERK1 foi relatada por Huang et al., (2010) em folhas de Musa paradisiaca
L., inoculadas com F. oxysporum f. sp. cubense. Li et al. (2018) relataram a
inducdo do gene HVSERK2 em folhas infectadas com o oidio da cevada
(Bgh). Recentemente, Li e colaboradores (2022), avaliaram a resposta de
defesa de Vitis quinquangularis a infeccédo por Erysiphe necator e verificaram
gue os genes VQSERK1, VgSERK3e VqSERK4 foram induzidos nos tempos
de 24, 48 e 96 horas apos infeccdo com o patdégeno fungico, enquanto a
expressdo de VQSERK?2 foi regulada negativamente com 24 e 120 horas. A
expressado de 20 genes TaSERK foi investigada em trigo apds inoculagdo com
R. cerealis, e foi verificado que seis genes foram induzidos, enquanto 0s

demais mantiveram expressao constitutiva (Qi et al., 2023).

6.7 Expressao de LecRK em resposta a F. oxysporum

Os receptores quinase de lectina do tipo-L (LecRKs) sé&o
diferencialmente expressos em plantas durante o crescimento e exposicao a
estimulos externos, desempenhando papel essencial a imunidade das plantas
(Wang; Bouwmeester, 2017). Nessa pesquisa, 0Ss genes LecRKs
apresentaram inducdo na maioria dos tratamentos, apés 7 dias, com excec¢ao
dos tratamentos M e AF. A participacdo desses genes na defesa das plantas
contra patdgenos é demonstrada em alguns estudos (Huang et al., 2013; Woo
et al., 2020). Balagué et al.,(2017) observaram que a expressao de LecRK-1.9
foi regulada positivamente em resposta ao ataque de Pseudomonas syringae
em A. thaliana, atingindo o pico de inducdo com 4 horas apdés a inoculacéo e
mostrou-se necessaria para a resisténcia a essa bactéria conforme reportado
por Singh et al. (2012), onde plantas mutantes de A. thaliana foram mais
resistentes a infecgOes bacterianas (P. syringae e P. carotovorum) quando

LecRK-VI.2 foi superexpresso do que nas plantas selvagens, que se mostram
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susceptiveis ao patdgeno. Tehrani et al. (2020) avaliaram diferentes genotipos
da planta ornamental Iris infectada com Fusarium oxysporum f. sp. gladioli e
observaram que os genes LecRK foram regulados positivamente em amostras
infectadas com o patégeno em compara¢do com os controles ndo inoculados.
Por outro lado, nas plantas de soja, LecRKs exibiram diferentes padrdes de
expressdo apds a infeccdo por Phytophthora sojae, onde alguns genes
GmLecRK foram expressos constitutivamente, enquanto outros foram
induzidos durante os estagios iniciais da infeccdo por P. sojae ou apenas nos

estagios tardios da infeccao (Zeng et al., 2021).

6.8 Expressao de WRKY em resposta a F. oxysporum

WRKY foi 0o unico gene induzido em todos os tratamentos avaliados
nesse estudo apos 7 dias de aplicacdo do estresse. Alguns trabalhos
demonstram o papel de FTs WRKY na resposta de defesa das plantas a
estresses bioticos (Zhang et al., 2019; Jiang et al., 2017). Em acafrédo e A.
thaliana, a superexpressdo de WRKY2 e WRKY4 resultou em uma defesa
aprimorada contra fungos necrotroéficos, incluindo Alternaria tenuis, B. cinerea
e Pythium (Mzid et al., 2007; Lai et al., 2008). Em arroz, a resisténcia a
Magnaporthe oryzae foi aumentada por meio da ativacdo transcricional de
OsWRKY13 (Viana et al., 2018).

Linhagens de tabaco exibindo alta expressdo de WRKY2 foram
investigadas e demonstraram maior resisténcia ao patégeno F. oxysporum em
comparacdo com as plantas selvagens (Li et al., 2021). Resultados
semelhantes foram observados por Zheng et al. (2022) que
superexpressaram o gene PnWRKY9 em tabaco e verificaram que o mesmo
conferiu resisténcia a F. solani, enquanto que sua expressao reduzida
resultou em aumento na suscetibilidade ao patégeno. Recentemente, nove
genes WRKY que apresentaram expressao diferencial apds infeccdo por F.
oxysporum foram identificados em plantas de grdo de bico. Desses, seis
foram altamente induzidos em 2 dias ap0s a inoculagdo com o patégeno.

Resultados divergentes foram encontrados por outros autores, como

Wang et al. (2014) que observaram que a superexpressdo de WRKY15 em
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Brassica napus ocasionou a inibicdo da ativacdo transcricional de
BnWRKY33, resultando em maior suscetibilidade da planta a Sclerotinia
sclerotiorum. Assim como verificado em pimenta (Capsicum annuum) por
Khan et al. (2018), que demonstraram a regulagao negativa de CawRKY40b
contra Ralstonia solanacearum, que resultou na diminuicdo da imunidade da
planta. Recentemente, Miao et al. (2023) verificaram que linhagens
transgénicas de pimenta que superexpressavam CmWRKY8-1-VP64 levaram
ao aumento da suscetibilidade a F. oxysporum.

O papel do AF é essencial na viruléncia do fungo F. oxysporum (Ding et al.,
2018), e em nosso estudo, o Unico gene a apresentar inducdo (FC - 15.084)
no tratamento com aplicacdo de AF foi o WRKY. Resultado semelhante foi
verificado por Mao et al. (2017) que conduziram experimento com linhagens
de Chieh-qua (Benincasa hispida Cogn. var. Chieh-quaHow) resistentes e
suscetiveis a F. oxysporum apoOs aplicacdo de AF e relataram a inducéo
acentuada de trés genes CQWRKY (CqWRKY31, CQWRKY34 e CQWRKY45),

em ambas as linhagens.
6.9 Expressao génicae arelacdo com FMA

Neste estudo, descobriu-se que, sete dias apds a aplicacdo dos estresses,
0s tratamentos micorrizados apresentaram uma maior indugcdo na expressao
génica em comparacdo com aqueles sem a inoculacdo. Além disso, PR-1 foi
induzida apenas no tratamento AFM, enquanto SERK1 e WRKY foram os Unicos
genes induzidos no tratamento M. Os genes LecRK e PR-12, também foram
induzidos em plantas micorrizadas (AFM) em sete dias, enquanto no tratamento
com AF foram constitutivos, o que sugere que a presenca de FMA pode modular
a expressao de genes relacionados a defesa vegetal, corroborando ao reportado
em alguns estudos, como o de Ismail et al. (2011) que relataram que a presenca
de R. irregulare, em raizes de batatas, reduziu a expressdo de trés genes
biossintéticos da micotoxina tricoteceno (TRI4, TRI13 e TRI101), que é produzida
por F. sambucinum.

Marques et al. (2018) investigaram alteracdes na expressdo génica em
raizes de soja micorrizadas e ndo-micorrizadas apos a infec¢éo por F. virguliforme

(Fv) e observaram que as plantas micorrizadas apresentaram maior expressao de
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genes de defesa (PR-1, PR-5, LecRKs e serina proteases) em comparagcao com
plantas sem FMA. Em um estudo conduzido por Zhang et al. (2020) identificaram
11.562 genes com expressao diferencial em plantas de soja que foram inoculadas
com F. mosseae. Algumas das proteinas identificadas como diferencialmente
expressas no estudo incluem a fenilalanina amoénia-liase (PAL) e a proteina
quinase dependente de calcio (CPK), as quais desempenham papéis na defesa
contra infec¢cdes microbianas.Recentemente, Rashad et al. (2021), observaram
gue a colonizagdo micorrizica aumentou significativamente a expressao do gene

PR-1 em plantas de tomate submetidas a estresse salino.



7 CONSIDERACOES FINAIS

Plantas micorrizadas demonstraram um crescimento superior em
todos os parametros avaliados, destacando-se a altura apés 30 dias e
o numero de folhas e didmetro do caule apds 45 dias de inoculacao.
Esses resultados confirmam a efichcia do estabelecimento da
simbiose micorrizica em promover o crescimento e desenvolvimento
das plantas de maracujazeiro;

Apos sete dias da adicdo de acido fusarico em plantas micorrizadas,
ocorre ligeiro estimulo na frequéncia colonizagdo micorrizica, porém a
aplicagédo conjunta com F. oxysporum reduz esta acdo. Tal estimulo
nao é detectado na formacéo de arbusculo, sugerindo que avaliacbes
ao longo do tempo s&o necessarias para melhor elucidacdo dos
desdobramentos da acédo do acido fusarico, como possivel indutor de
resisténcia das plantas;

Os primers desenvolvidos para Gigaspora albida e Entrophospora
etunicata sdo eficientes em detectar a presenca dessas espécies de
FMA em amostras de raizes de maracujazeiros submetidos a
diferentes tratamentos de inducéo a fusariose, podendo ser Uteis para
avaliar a colonizacdo micorrizica em outras espécies vegetais.

A inoculacdo com FMA pode modular a expressao de genes de defesa
do maracujazeiro contra a infeccdo por F. oxysporum, como PR-12,
SERK1, LecRK e WRKY, visto que nos tratamentos com FMA foi
observada maior inducdo desses genes, 0 que sugere uma possivel
ativacdo das vias de sinalizacdo que fortalecem a resisténcia do
maracujazeiro contra o patégeno.

Os resultados obtidos até o momento permitem ampliar o
conhecimento sobre a expressao diferencial de genes alvos (PR-12,
SERK1, LecRK e WRKY) que possivelmente participam de vias de
sinalizacdo e defesa em P. edulis e fornecem candidatos promissores

para aplicacdo no melhoramento genético da cultura.
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APENDICES

Apéndice A. Eletroforese em gel de agarose demonstrativa de amostras de RNA total de
P. edulis no tempo de 24 horas apés aplicacdo de indutores da fusariose e inoculagédo

com FMA.
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Legenda: Tratamentos: AFM= Plantas micorrizadas e com aplicacdo de acido fusarico; AFFOM= Plantas
micorrizadas com aplicacéo de acido fusarico e de F. oxysporum; FOM = Plantas micorrizadas com adi¢ao
de F. oxysporum; M= Plantas micorrizadas; AFFO= Plantas com aplicacdo de &cido fusérico e de F.
oxysporum. 24h= Tempo de inoculacdo; RB = Réplica bioldgica.

Fonte: Lima (2023).

Apéndice B. Valores médios de quantificacdo e pureza de amostras de RNA total de

tecidos radiculares e foliares de P. edulis.

Acido nucléico Tecido NanoDrop (ng/ul) A260/280 Total de amostras
RNA Raiz 595,20 (224,90 a 1564,20) 2,14 48
RNA Folha 335,90 (91,60 a 1626,00) 2,04 48
DNA Raiz 1279,07 (167,50 a 2418,30) 1,85 48

() Concentracdo minima e maxima obtida para cada tecido
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	Figura 2. Sintomas causados pelas principais doenças que afetam o maracujazeiro.
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	Legenda: a) arbúsculo; h) hifas; v) vesículas.
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	Fonte: Lima (2023)
	2.4 Mecanismos de defesa em plantas
	Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram uma complexa rede de defesa para combater fitopatógenos, com mecanismos diversificados que podem operar antes (fatores de resistência- FR pré-formados) ou depois (FR pós-formados) da interação pla...
	A primeira linha de defesa vegetal são as barreiras físicas pré-formadas, ou seja, aquelas que estão presentes nas plantas antes do contato com patógenos, como a formação de tricomas, cutículas, estômatos (tamanho e forma) e presença de fibras. Já os ...
	Por outro lado, os FR pós-formados estão ausentes ou em baixos níveis antes da infecção e são ativados ou produzidos a partir do contato com o patógeno. Os FR estruturais pós-formados são representados pela formação de halos, papilas, lignificação e p...
	O sistema imune das plantas divide o processo de reconhecimento de patógenos em: PTI, resposta imune ativada por padrões (PAM-triggered immunity), e ETI, imunidade desencadeada por efetores (effector-triggered immunity) (Monaghan, 2012; Boller, 2009) ...
	A PTI ocorre como resultado de mudanças estruturais nos receptores, ativando diversas vias metabólicas que resultam em alterações na forma como a planta e o patógeno interagem. Além disso, pode desencadear o aumento intracelular de Ca2+, estresse oxid...
	Em contraste, na ETI, ocorre uma interação altamente específica entre um gene de resistência (Genes R) da planta e o produto de um gene de avirulência dominante (Avr; avirulence) correspondente ao patógeno, ativando a reação de hipersensibilidade (HR)...
	Após a interação entre a planta e o patógeno, uma complexa rede de vias de transdução envolvendo muitas moléculas sinalizadoras são sintetizadas. Isso resulta na indução de fluxos iônicos através da membrana plasmática, produção de espécies reativas d...
	Figura 5. Mecanismos de defesa das plantas pelo PTI e ETI.
	Legenda: O PTI é desencadeado por MAMPs, levando à elevação de íons de cálcio citosólicos, geração de ROS e fechamento estomático. Os efetores desencadeiam a ETI através da ligação às proteínas R (NBS-LRRs) que induzem a sinalização de SA e a subseque...
	Outro tipo de resistência conhecida como resistência sistêmica adquirida (SAR) é induzida quando plantas sob estresse são expostas a numerosos elicitores, ou micro-organismos, bem como incitadores químicos sintéticos como quitosana e SA (Newman et al....
	Atualmente, os estudos apontam para a necessidade de compreender a complexidade da comunicação microbiana e dos fatores que regulam a expressão de genes, como sua inibição ou inativação. Destaca-se ainda o conjunto de respostas de defesa desencadeado ...
	2.4.1 Genes de resistência (R)
	Os genes R são responsáveis por reconhecer moléculas efetoras intracelulares de patógenos e iniciar respostas de defesa para impedir a invasão de organismos patogênicos, a fim de torná-los inofensivos (Dangl; Jones, 2001). Esses genes contribuem para ...
	De acordo com a ordem de seus domínios funcionais, os genes R podem ser agrupados em cinco classes, com base na presença de domínios específicos (Miller, 2008). A classe mais abundante são as proteínas citoplasmáticas de repetição rica em leucina (NBS...
	As proteínas NBS-LRR estão presentes em várias culturas, onde alguns genes desempenham papel na resistência a doenças (Zhou et al., 2004). Diversos estudos avaliaram a superexpressão de genes NBS-LRR e observaram que houve aumento na resistência veget...
	2.4.2 Fatores de transcrição
	Os FTs são proteínas que regulam a expressão gênica e funcionam ligando-se a certas sequências de DNA na região promotora do gene para ativar ou inibir a expressão de um gene alvo (Ptashne, 1988). Um FT típico é composto por pelo menos dois domínios d...
	Adicionalmente, os FTs participam ativamente das etapas iniciais do processo de percepção e sinalização em situações de estresse, podendo atuar como ativadores ou repressores da expressão gênica, mediando o acréscimo ou decréscimo no acúmulo do RNA me...
	Além disso, novas descobertas demonstram que as proteínas WRKY frequentemente agem nos dois ramos do sistema imunológico inato da planta (PTI e ETI) (Jones; Dangl, 2006). Em Arabidopsis, mais de 70% dos integrantes da família de genes WRKY, demonstra...
	Foi relatado um extenso número de genes WRKY envolvidos na resistência de plantas contra infecções por patógenos (Zheng et al., 2006; Gao et al., 2020). Por exemplo, o FT AtWRKY18 conferiu resistência a Pseudomonas syringae em plantas transgênicas de ...
	2.4.3 Proteínas relacionadas à patogênese (Proteínas PR)
	As proteínas PR foram descritas pela primeira vez em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) infectadas pelo vírus do mosaico do tabaco. Inicialmente, o termo “Proteínas PR” foi utilizado para identificar proteínas extracelulares acumuladas em N. tabacu...
	Essas proteínas são resistentes a proteases, têm baixo peso molecular e são bioquimicamente solúveis em ácido (Leubner-Metzger, 1999; Neuhaus, 1999) e podem ser divididas em PRs ácidas e básicas, com base em seus pontos isoelétricos. A maioria das PRs...
	As PRs compartilham diversas características físicas, químicas e imunológicas, o que permite que sejam agrupadas e classificadas em diferentes grupos com base em sua similaridade (Ali et al., 2018). As PR são divididas em 19 grupos, variando de PR-1 a...
	As PR-1 são altamente expressas e representam cerca de 10% de todas as proteínas encontradas nos tecidos infectados por patógenos. Possuem peso molecular de aproximadamente 15-17 kD, são encontradas em isoformas ácidas e básicas e exibem semelhanças c...
	As proteínas PR-1 são geralmente conhecidas por serem secretadas e se acumularem principalmente no espaço extracelular/apoplástico, facilitado pelo seu peptídeo de secreção N-terminal. No entanto, em contraste com essa característica, foi observado qu...
	A atividade antimicrobiana das proteínas PR-1 foi inicialmente comprovada em 1995 em plantas de tabaco e tomate, onde in vitro, as proteínas PR-1 demonstraram uma redução de mais de 90% na germinação dos zoósporos de P. infestans (Niderman et al., 199...
	As PR-12, conhecidas como defensinas vegetais, são pequenas proteínas catiônicas e suas propriedades estruturais e funcionais assemelham-se às defensinas presentes em insetos e mamíferos (Broekaert et al., 1995). Essas proteínas possuem cerca de 45 a ...
	As defensinas vegetais podem ser categorizadas em dois grupos distintos com base em sua estrutura precursora (Lay et al., 2005). As defensinas pertencentes à classe I são produzidas com a inclusão de um peptídeo sinal N-terminal, além de um domínio de...
	Possuem uma estrutura tridimensional que consiste em folhas β antiparalelas e uma hélice α paralela à folha β, sendo estabilizadas por motivos com resíduos de cisteína (Cs) (Lay et al., 2005). Além disso, algumas defensinas vegetais, como PhD1 e PhD2 ...
	Diversas defensinas vegetais foram identificadas conferindo resposta de defesa contra patógenos em diferentes espécies de plantas, como a defensina SlyDF1 em plantas de tomate, onde sua superexpressão conferiu maior resistência à infecção por P. infes...
	3. OBJETIVOS
	3.1 OBJETIVO GERAL
	 Conhecer os mecanismos de defesa relacionados à interação do maracujazeiro amarelo micorrizado (FMA) e sob indução da fusariose, selecionando genes R, PRs e FTs diferencialmente expressos e promissores na aplicação em programas de melhoramento genét...
	3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS
	    Analisar o efeito da inoculação com FMA sobre o crescimento de mudas de maracujá amarelo;
	 Avaliar a influência de F. oxysporum e ácido fusárico na colonização micorrízica;
	 Detectar, via qPCR, a presença de Gigaspora albida, Entrophospora etunicata e F. oxysporum nas amostras de DNA de tecidos radiculares utilizadas no ensaio experimental;
	 Selecionar sequências de genes sinalização e defesa no genoma de P. edulis para utilização no desenho de primers;
	 Validar por qPCR genes diferencialmente expressos nos diferentes tratamentos e tempos de coleta.
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1 Local de estudo
	O experimento foi realizado na casa de vegetação da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa Semiárido), localizada na Rodovia BR-428, km 152, Zona Rural, Petrolina- PE nas coordenadas 9 04'37,7"S 40 18'57,1"W. O solo (latossolo amarelo) f...
	4.2 Material vegetal
	As sementes de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa foram obtidas comercialmente e desinfestadas em solução de hipoclorito de sódio a 0,05 % (v/v) por 10 minutos, lavadas com água destilada e semeadas em bandejas plásticas contendo vermiculita como su...
	4.3 Preparo do inóculo e aplicação de FMA
	Duas espécies de FMA, G. albida e E. etunicata, foram selecionadas do banco de inóculos do Laboratório de Microbiologia, da Universidade Federal do Vale do São Francisco (Univasf), Campus Ciências Agrárias, Petrolina-PE. Os inóculos foram multiplicado...
	4.4. Produção do patógeno fúngico e solução de ácido fusárico
	O inóculo de F. oxysporum f. sp. passiflorae foi obtido da coleção de micro-organismos da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical. O isolado foi transferido para placas com meio de cultura batata dextrose-ágar (BDA) e, posteriormente, colocado em câm...
	4.5. Imposição do estresse biótico
	Após o período de 70 dias da inoculação com fungos micorrízicos arbusculares e mantidas em casa de vegetação, as plantas foram submetidas aos diferentes tratamentos de indução da fusariose. O método de inoculação utilizado foi o de ferimento na raiz. ...
	4.6. Desenho experimental e tratamentos
	O experimento foi conduzido da seguinte forma:
	I. No primeiro momento, foi realizado o plantio de plântulas de P. edulis em um total de 64 vasos contendo solo+vermiculita. Desses, 32 vasos foram inoculados com o mix de FMA e 32 vasos não foram inoculados. Nesta etapa, os tratamentos inoculados e n...
	II. Após o período de 70 dias, foi aplicado o delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial com oito tratamentos de inoculação x dois tempos (24 horas e 7 dias) de avaliação após a inoculação com F. oxysporum (FoP) e/ou aplicação com ácido...
	Tabela 2. Tratamentos aplicados em experimento com P. edulis micorrizado ou não e submetido ao estresse biótico causado por Fusarium oxysporum e micotoxina (ácido fusárico).
	4.7. Avaliação dos parâmetros de crescimento e colonização micorrízica
	A mensuração dos parâmetros de crescimento (altura, diâmetro de caule e número de folhas) foi realizada após 1, 30, 45 e 70 dias com o auxílio de régua e paquímetro.
	A colonização micorrízica foi avaliada somente após a imposição do estresse, as raízes das plantas foram coletadas e imersas em álcool 50% para conservação até a análise. Para a coloração das raízes foi utilizado o protocolo de Dalpé e Seguin (2013). ...
	Para a contagem de glomerosporos, foram separados 50 gramas do solo de cada planta e os esporos foram extraídos pela técnica de peineiramento úmido (Gerdemann; Nicholson, 1963). Em seguida, o material foi centrifugado em água destilada por 3 minutos e...
	4.8. Quantificação da colonização micorrízica
	Para a quantificação da colonização micorrízica foi utilizado o método de Trouvelot et al. (1986) (Figura 6), onde foram produzidas lâminas contendo 30 segmentos de raiz com 1 cm de comprimento escolhidas aleatoriamente para representar cada amostra (...
	Figura 6. Esquema da metodologia de Trouvelot et al. (1986) para quantificação da colonização micorrízica.
	4.9. Extração de DNA e seleção/desenho de primers
	A extração de DNA foi realizada a partir do protocolo CTAB (Cetil-Trimetil Amônio-Brometo) proposto por Doyle e Doyle (1987) utilizando 48 amostras de tecidos radiculares de P. edulis. Após a extração, as amostras foram submetidas a uma etapa de purif...
	Tabela 3. Primers utilizados nos testes de detecção das amostras de DNA de tecidos radiculares via qPCR.
	4.10. Extração de RNA de P. edulis
	A extração do RNA total dos tecidos radiculares foi realizada a partir do Kit SV Total RNA Isolation System (Promega), que inclui uma etapa de tratamento com DNase. Após a extração, as amostras foram avaliadas quanto à sua integridade em eletroforese ...
	4.11. Síntese de cDNA
	A etapa de conversão dos RNAs totais em cDNA foi realizada com o GoScript Reverse Transcription Mix - Oligo (dT), sendo utilizado 1000 ng/μL de RNA mensageiro por amostra a cada 20 μL de volume final do mix de reação. Considerando que o rendimento das...
	4.12. Seleção de genes de interesse e desenho de primers para análise de expressão relativa
	Foram desenhados cinco pares de primers referentes a genes de sinalização e defesa em P. edulis (Tabela 4), os quais foram previamente minerados e caracterizados no genoma draft da espécie com o auxílio de ferramentas de bioinformática, sendo eles: fa...
	Tabela 4. Primers utilizados nas análises de expressão gênica via qPCR.
	4.13. Reações de qPCR
	As análises de expressão relativa foram realizadas em equipamento LineGene9660 modelo FQD-96A (Bioer), utilizando triplicatas biológicas e técnicas, detecção por SYBR Green e três genes de referência para a normalização dos resultados. As reações segu...
	4.14. Análise estatística
	Os resíduos referentes aos dados dos parâmetros morfoagronômicos de P. edulis e número de glomerosporos foram testados quanto à homogeneidade das variâncias e normalidade, obedecendo aos pressupostos, foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e ...
	Os pacotes utilizados foram Ramf (Chiapello et al., 2019) para colonização micorrízica, gsheet (Conway, 2020), ExpDes.pt (Ferreira, Cavalcanti e Nogueira, 2021) e ggplot2 (Wickham, 2016) para construção dos gráficos. O gráfico de correlação entre os c...
	5. RESULTADOS
	5.1 Influência de FMA nos parâmetros de crescimento do maracujazeiro antes da indução ao estresse biótico
	A comparação entre as plantas micorrizadas e não-micorrizadas evidenciou que houve diferença significativa para altura (F: 49,582, p<0,001) em todas as medições (Tabela 5). Sendo que o maior incremento foi registrado no período de 45 a 70 dias, com um...
	Tabela 5. Avaliação da altura (cm), número de folhas, diâmetro de caule (mm) e incrementos (%) de mudas de P. edulis durante 1, 30, 45 e 70 dias com e sem inoculação com mix de FMA (E. etunicata e G. albida).
	Médias seguidas da mesma letra na linha não diferem entre si pelo teste de de Tukey ao nível de significância de 5%.
	Fonte: Lima (2023).
	5.2 Contagem de glomerosporos e colonização radicular por FMA ao final do experimento
	O número de glomerosporos nos tratamentos micorrizados diferiu dos tratamentos não micorrizados, com exceção do tratamento com AF (F: 33,057, p<0,001), o que evidencia a presença de contaminação neste tratamento (Figura 7).
	Figura 7. Número de glomerosporos em mudas de maracujazeiro micorrizadas ou não por 70 dias e induzidas ao estresse com aplicação de Fusarium oxysporum e/ou ácido fusárico por sete dias.
	Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplicação de ácido fusárico; AFFO= Plantas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas micorrizadas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplicaçã...
	Fonte: Lima (2023). (1)
	Embora o tratamento AF tenha apresentado glomerosporos na rizosfera de maracujazeiro (Figura 7), constata-se que os menores percentuais de colonização micorrízica foram encontrados nesse tratamento, incluindo a ausência de arbúsculos (Figura 8). Os tr...
	Por outro lado, a análise da frequência (a) e intensidade arbuscular (A) demonstrou que apenas os tratamentos micorrizados, ou seja, os que foram inoculados, apresentaram percentuais superiores a 10% para frequência, diferindo dos não-micorrizados (Fi...
	Figura 8. Frequência (F) e intensidade micorrízica (m); Frequência (a) e intensidade arbuscular (A) no sistema radicular de P. edulis seguindo o método de avaliação de Trouvelot et al. (1986).
	Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplicação de ácido fusárico; AFFO= Plantas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas micorrizadas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplicaçã... (1)
	Fonte: Lima (2023). (2)
	5.3 Extração de DNA e testes de detecção em qPCR
	Os primers desenhados para E. etunicata e G. albida foram eficientes em detectar a presença das espécies de FMA nos dois tempos de estresse, confirmando que os mesmos foram adequados para identificação molecular das espécies de FMA avaliadas.
	Para E. etunicata, houve amplificação nas amostras de DNA de todos os tratamentos micorrizados com Cqs variando entre 31 e 33, assim como observado para as amostras dos tratamentos controle e AF, devido a contaminação mencionada anteriormente (Figura 9).
	Por sua vez, para G. albida, foram verificadas amplificações entre 26 e 32 Cqs apenas nos tratamentos micorrizados (Figura 10). Não foi detectada a presença do FMA na maioria das amostras não micorrizadas, ou foram verificadas amplificações após o Cq ...
	Figura 9. Detecção do FMA E. etunicata utilizando os primers desenhados para a espécie em amostras de raiz após sete dias de estresse.
	Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplicação de ácido fusárico; AFFO= Plantas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas micorrizadas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplicaçã... (2)
	Fonte: Lima (2023). (3)
	Figura 10. Detecção do FMA G. albida utilizando os primers desenhados para a espécie em amostras de raiz após sete dias de estresse.
	Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplicação de ácido fusárico; AFFO= Plantas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas micorrizadas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplicaçã... (3)
	Fonte: Lima (2023). (4)
	No que se refere aos primers para F. oxysporum (1 e 2), maiores Cqs foram observados (aproximadamente 34 ciclos), sugerindo menor abundância do patógeno nas amostras analisadas (Figuras 11 e 12). Adicionalmente, foram verificadas amplificações (acima ...
	.
	Figura 11. Detecção de amostras de DNA de P. edulis utilizando o primer 1 desenhado para F. oxysporum 1.
	Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplicação de ácido fusárico; AFFO= Plantas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas micorrizadas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplicaçã... (4)
	Fonte: Lima (2023). (5)
	Figura 12. Detecção de amostras de DNA de P. edulis utilizando o primer 2 de F. oxysporum, selecionado da literatura.
	Legenda: Tratamentos: AF= Plantas com aplicação de ácido fusárico; AFFO= Plantas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFFOM= Plantas micorrizadas com aplicação de ácido fusárico e de F. oxysporum; AFM= Plantas micorrizadas e com aplicaçã... (5)
	Fonte: Lima (2023). (6)
	A análise de correlação entre os Cqs e o número de glomerosporos (NG) para G. albida e E. etunicata indicou que o NG de G. albida apresentou correlação negativa com os Cqs. Por outro lado, foi observada correlação positiva entre os Cqs e o NG de E. et...
	Os números de glomerosporos das espécies de FMA (GA e EE) foram correlacionados positivamente, enquanto os Cqs (GA e EE) apresentaram baixa correlação.
	Figura 13. Estimativa dos coeficientes de correlação entre os Ciclos de quantificação (Cq) e número de glomerosporos (NG) de G. albida (GA) e E. etunicata (EE).
	5.4 Seleção de genes de interesse e análise de expressão gênica por RT-qPCR
	A análise do gel de agarose revelou que as duas bandas do RNA ribossomal estavam nítidas e íntegras, bem como foi possível verificar que não havia presença de contaminantes (polissacarídeos ou DNA), indicando que as etapas de lavagens e tratamento de ...
	No que se refere a quantificação de RNA total, as amostras apresentaram concentração variando de 224,90 a 1564,20 ng/μL para raiz e de 91,60 a 1626,00 ng/μL para folha (Apêndice B). Além disso, todas as amostras atingiram o padrão de pureza recomendad...
	Todos os primers testados para os genes alvos e de referência amplificaram e foram eficientes nas amostras de cDNA de tecidos radiculares de P. edulis. A eficiência dos primers variou de 98,69 a 109,81% para os alvos e de 91,74 a 98,72% para os genes ...
	De forma geral, os resultados da RT-qPCR demonstraram que todos os genes candidatos foram diferencialmente expressos a depender do tratamento analisado e que o tempo de aplicação do estresse foi determinante para alterar o perfil de expressão desses a...
	A maioria dos genes candidatos teve sua expressão reduzida após 24 horas de aplicação do AF, inoculação com FoP, e/ou nos tratamentos micorrizados, apresentando valores de modulação (Foldchange- FC) menores que 0,66 (Tabela 6). Em contraste, a PR-1 ma...
	Tabela 6. Validação da expressão gênica em plantas deP. edulis micorrizadas (M) ou não, com indução, após 24h e sete dias, de estresse pela aplicação de Fusarium oxysporum (FoP) e/ou ácido fusárico (AF).
	Legenda: M= Tratamento Micorrizado; AF= Tratamento com ácido fusárico; FO = Tratamento com F. oxysporum; AF+FO= Tratamento com Ácido Fusárico + F. oxysporum; AFM= Tratamento com Ácido Fusárico Micorrizado; FOM = Tratamento com F. oxysporum Micorrizado...
	Por sua vez, quando avaliado o tempo mais prolongado de estresse verificou-se que quatro genes (PR-12, SERK1, LecRK e WRKY) apresentaram indução em quase todos os tratamentos (Tabela 6), o que indica a participação desses alvos no processo de defesa d...
	6 DISCUSSÃO
	6.1 Influência de FMA nos parâmetros de crescimento do maracujazeiro antes da indução do estresse biótico
	Neste estudo, as plantas inoculadas com o mix de FMA (G. albida e E. etunicata) apresentaram diferença em todos os parâmetros morfológicos quando comparadas com as não-micorrizadas. O incremento da altura apresentou diferença em todas as medições, com...
	Mudas de P. alata inoculadas com G. albida exibiram maior número de folhas e altura do que as plantas não inoculadas, respectivamente, após 70 e 90 dias (Cavalcante et al., 2002). Resultados semelhantes foram encontrados por Anjos et al. (2005) que ve...
	Em oliveiras, o tratamento sem estresse hídrico e inoculado com R. irregulare apresentou maior altura e número de folhas em comparação com o tratamento não micorrizado (Aganchich et al., 2022), resultado também encontrado por Boutaj et al. (2020) com ...
	O crescimento aprimorado de plantas inoculadas com FMA em várias culturas demonstra que a inoculação pode ter possibilitado que as raízes alcançassem locais além da rizosfera por conta da maior extensão das hifas. O tempo e os benefícios proporcionado...
	6.2 Contagem de glomerosporos
	Os resultados dos números de glomerosporos nesse estudo mostraram que todos os tratamentos micorrizados, com ou sem estresse, e o tratamento AF não micorrizado diferiram em comparação aos demais tratamentos, mas não diferiram entre si, o que sugere qu...
	Entretanto, resultados contrários ao obtido em nosso estudo foram demonstrados por Hage-Ahmed et al. (2013) e Hashem et al. (2021), que tiveram redução no número de esporos de FMA em plantas de tomate micorrizadas e infectadas por F. oxysporum f. sp. ...
	6.3 Colonização radicular de FMA
	Quanto à colonização micorrízica, os tratamentos micorrizados e sob estresse diferiram dos demais, resultados semelhantes foram encontrados em estudos que demonstraram que houve estímulo na colonização de FMA após infecção por F. oxysporum em diferent...
	Assim, entende-se que a presença do patógeno faz com que haja um aumento na taxa de colonização micorrízica nas plantas, tal fato pode ser explicado pela competição entre os patógenos radiculares e FMA por locais de invasão, uma vez que eles ocupam o ...
	Em relação aos arbúsculos, os tratamentos micorrizados apresentaram diferenças significativas comparados aos não-micorrizados, esses resultados indicam que a contaminação dos tratamentos não micorrizados (controle, AF, FO e AFFO) não foi efetiva, já q...
	Além disso, observou-se que não houve redução na ocorrência de arbúsculos nos tratamentos com estresse nesse estudo. Resultados semelhantes foram observados em plantas de trigo, onde o percentual de arbúsculos não sofreu alteração pela presença de F. ...
	6.4 qPCR e primers específicos para FMA e F. oxysporum
	Di Bonito et al. (1995) empregaram PCR para detectar R. intraradices em raízes de diferentes espécies de plantas (Lactuca sativa L., Allium porrum L., Zinnia elegans Jacq., Cichorium endívia L. e Capsicum annuum L.), e confirmaram que os primers foram...
	6.4.1 Correlação entre ciclos de quantificação e número de glomerosporos
	Em relação aos resultados obtidos para a correlação de Cq_Ga x NG_GA e NG_EE x Cq_EE, negativa e positiva, respectivamente, alguns estudos relataram diferenças na correlação entre o número de glomerosporos e qPCR dependendo da espécie de FMA (Gamper e...
	Ademais, outra explicação para a correlação negativa encontrada nesse estudo (NG_GA X Cq_GA) seria a quantidade de núcleos presentes nas diferentes estruturas de FMA (Gamper et al., 2008). Embora não existam muitas informações disponíveis acerca do es...
	6.5 Expressão de PRs (PR-1 e PR-12) em resposta a F. oxysporum
	Nesse estudo, os genes PR-1 apresentaram expressão constitutivana maioria dos tratamentos e tempos avaliados (24 horas e 7 dias de estresse). Por outro lado, exibiram expressão reduzida nos tratamentos com AF (24 horas) e FO (7 dias) e indução exclusi...
	Diversos estudos relataram o acúmulo, efeito inibitório direto ou a expressão diferencial dessas proteínas frente a infecções por fungos fitopatogênicos, como Uromyces fabae, Phytophtora infestans e F. oxysporum f. sp. ciceri (Niderman et al., 1995; R...
	Recentemente, Tolba et al. (2021) avaliando plantas de banana sob estresse biótico, demonstraram que a inoculação com F. oxysporum f. sp. cubense ou Phytophthora infestans reduziu a expressão de PR-1,enquanto a inoculação com o fungo endofítico Pochon...
	Uma possível explicação para a ausência de indução de PR-1 em nosso estudo pode estar relacionada à alta indução de WRKY em todos os tratamentos, uma vez que FTs podem regular a expressão de outros genes relacionados à defesa, como observado por Zheng...
	Em nosso estudo, a expressão de PR-12 foi aumentada em todos os tratamentos com a presença de F. oxysporum após 7 dias de estresse, sugerindo que essa defensina participa da resposta da defesa do maracujá contra a fusariose. Wu et al. (2014) relataram...
	6.6 Expressão de SERK1 em resposta a F. oxysporum
	Estudos apontam que os genes SERK desempenham um papel importante na ativação de mecanismos de defesa de diversas culturas sob estresses bióticos (Huang et al., 2010; Li et al., 2022; Li et al., 2018; Qi et al., 2023; Wu et al., 2022). Em nosso estudo...
	6.7 Expressão de LecRK em resposta a F. oxysporum
	Os receptores quinase de lectina do tipo-L (LecRKs) são diferencialmente expressos em plantas durante o crescimento e exposição a estímulos externos, desempenhando papel essencial à imunidade das plantas (Wang; Bouwmeester, 2017). Nessa pesquisa, os g...
	6.8 Expressão de WRKY em resposta a F. oxysporum
	WRKY foi o único gene induzido em todos os tratamentos avaliados nesse estudo após 7 dias de aplicação do estresse. Alguns trabalhos demonstram o papel de FTs WRKY na resposta de defesa das plantas a estresses bióticos (Zhang et al., 2019; Jiang et al...
	Linhagens de tabaco exibindo alta expressão de WRKY2 foram investigadas e demonstraram maior resistência ao patógeno F. oxysporum em comparação com as plantas selvagens (Li et al., 2021). Resultados semelhantes foram observados por Zheng et al. (2022)...
	Resultados divergentes foram encontrados por outros autores, como Wang et al. (2014) que observaram que a superexpressão de WRKY15 em Brassica napus ocasionou a inibição da ativação transcricional de BnWRKY33, resultando em maior suscetibilidade da pl...
	O papel do AF é essencial na virulência do fungo F. oxysporum (Ding et al., 2018), e em nosso estudo, o único gene a apresentar indução (FC - 15.084) no tratamento com aplicação de AF foi o WRKY. Resultado semelhante foi verificado por Mao et al. (201...
	6.9 Expressão gênica e a relação com FMA
	Neste estudo, descobriu-se que, sete dias após a aplicação dos estresses, os tratamentos micorrizados apresentaram uma maior indução na expressão gênica em comparação com aqueles sem a inoculação. Além disso, PR-1 foi induzida apenas no tratamento AFM...
	Marques et al. (2018) investigaram alterações na expressão gênica em raízes de soja micorrizadas e não-micorrizadas após a infecção por F. virguliforme (Fv) e observaram que as plantas micorrizadas apresentaram maior expressão de genes de defesa (PR-1...
	7 CONSIDERAÇÕES FINAIS
	 Plantas micorrizadas demonstraram um crescimento superior em todos os parâmetros avaliados, destacando-se a altura após 30 dias e o número de folhas e diâmetro do caule após 45 dias de inoculação. Esses resultados confirmam a eficácia do estabelecim...
	 Após sete dias da adição de ácido fusárico em plantas micorrizadas, ocorre ligeiro estímulo na frequência colonização micorrízica, porém a aplicação conjunta com F. oxysporum reduz esta ação. Tal estímulo não é detectado na formação de arbúsculo, su...
	 Os primers desenvolvidos para Gigaspora albida e Entrophospora etunicata são eficientes em detectar a presença dessas espécies de FMA em amostras de raízes de maracujazeiros submetidos a diferentes tratamentos de indução a fusariose, podendo ser úte...
	 A inoculação com FMA pode modular a expressão de genes de defesa do maracujazeiro contra a infecção por F. oxysporum, como PR-12, SERK1, LecRK e WRKY, visto que nos tratamentos com FMA foi observada maior indução desses genes, o que sugere uma possí...
	 Os resultados obtidos até o momento permitem ampliar o conhecimento sobre a expressão diferencial de genes alvos (PR-12, SERK1, LecRK e WRKY) que possivelmente participam de vias de sinalização e defesa em P. edulis e fornecem candidatos promissores...
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