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Resumo
Trichoderma harzianum € um fungo utilizado no controle de doencas vegetais e
como biofertilizante devido a sua capacidade de antagonizar fitopatdgenos,
promover crescimento vegetal e induzir resposta de defesa em plantas hospedeiras.
Este fungo libera moléculas que alteram a estrutura e o metabolismo do hospedeiro
permitindo a coloniza¢édo de suas raizes, tais como as proteinas com dominio CFEM
e as serina peptidases, estas proteinas ja foram identificadas nos secretomas e
transcritomas de espécies de Trichoderma durante a interacdo com fungos
fitopatogénicos ou com plantas hospedeiras. Recentemente, alguns autores vém
estudando a funcdo destas proteinas em outras interacdes, como, por exemplo, a
micoparasitica. Embora estas proteinas estejam envolvidas nestas interacfes, seus
papéis ainda ndo foram elucidados. Para validar a funcdo dos genes SCRP-CFEM
779733 e serina peptidase 747596, que tém expressao aumentada na interacdo de
T. harzianum com o feijoeiro Phaseolus vulgaris ou com o fungo fitopatogénico
Sclerotinia sclerotiorum, foram construidos dois mutantes para cada gene através de
delecdo por recombinagdo homéloga. Os mutantes foram comparados com o isolado
parental quanto a capacidade de antagonizar S. sclerotiorum, de promover
crescimento no feijoeiro e de induzir resisténcia sistémica contra S. sclerotiorum.
N&o foi obtido mutante para o gene da serina peptidase em nenhum dos eventos de
transformacdo. Foram obtidos dois mutantes nocauteados para o gene SCRP-
CFEM, denominados Athcfem 1° e Athcfem 2°. Estes mutantes ndo apresentaram
diferenca quanto a capacidade antagbnica em comparacdo ao isolado parental.
Também nédo foram observadas mudancas em relacdo a area foliar e volume de
raizes de feijoeiro cultivados na presenca dos mutantes em comparacdo com O
isolado parental. No entanto, foi observada diferenca no tamanho total e diametro
meédio das raizes. O perfil de expressdo de genes de defesa foi semelhante para
feijoeiros cultivados na presenca dos mutantes e isolado parental. Nossos
experimentos iniciais sugerem que a SCRP-CFEM 779733 n&o atua diretamente no
micoparasitismo, mas provavelmente tem papel na modelagem da arquitetura de

raizes de feijoeiro através do desenvolvimento de raizes laterais mais finas.



Abstract
Trichoderma harzianum is a fungus used to control plant diseases and as a
biofertilizer due to its ability to antagonize phytopathogens, promote plant growth and
induce defense response in host plants. This fungus releases molecules that alter the
structure and metabolism of the host allowing the colonization of its roots, such as
CFEM domain proteins and serine peptidases, these proteins have been identified in
the secretomes and transcriptomes of Trichoderma species during interaction with
phytopathogenic fungi or host plants. Recently, authors have been studying the
function of these proteins in other interactions, such as mycoparasitism. Although
these proteins are involved in these interactions, their roles have not been
elucidated. To validate the function of the SCRP-CFEM 779733 and serine peptidase
747596 genes, which have increased expression in the interaction of T. harzianum
with the common bean Phaseolus vulgaris or with the phytopathogenic fungus
Sclerotinia sclerotiorum, two mutants were constructed for each gene by homologous
recombination. The mutants were compared to the parent isolate in terms of ability to
antagonize S. sclerotiorum, to promote plant growth in common bean and to induce
systemic resistance against S. sclerotiorum. No mutant was obtained for the serine
peptidase gene in any of the transformation events. Two mutants knocked out for the
SCRP-CFEM gene, named Athcfem 1° and Athcfem 2° were obtained. These
mutants showed no difference in antagonistic capacity compared to the parent
isolate. Also no changes were observed in relation to leaf area and root volume
grown towards in the presence of the mutants compared to the parent isolate.
However, a difference was observed in the total size and mean diameter of the roots.
The expression profile of defense genes was similar for bean cultivars in the
presence of the mutant and parental isolate. Our initial experiments suggest that
SCRP-CFEM 779733 does not directly act on mycoparasitism, but probably plays a
role in the modeling of bean root architecture through the development of finer lateral

roots.
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1. Introducéao

1.1 O feijoeiro comum e o mofo branco

O feijdao (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa de grande importancia
econdmica e alimentar, ele possui alto conteido de proteinas e fibras dietéticas,
além de vitaminas e minerais, e contém baixas quantidades de gorduras saturadas.
Cada 100 g de feijao comum seco prové 9 a 25 g de proteinas com uma boa
guantidade de aminoacidos essenciais, em especial a lisina que esta em baixa
quantidade na maioria dos cereais (GANESAN; XU, 2017). Este gréo € considerado
um simbolo da culinaria brasileira, estando presente diariamente na mesa de 70%
dos brasileiros. Segundo o Ministério da agricultura, pecuaria e abastecimento
(MAPA), com base nas estimativas do valor bruto de producéo para 2017, a cadeia
produtiva do feijao devera render R$15,5 bilhées de reais em 2018 (BRASIL, 2018).

Uma das doencas que impactam a producdo de feijao no Brasil € o mofo
branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum. Em 2016, a doenca foi
considerada uma das pragas de maior risco fitossanitario e de importancia
econdmica para as culturas de soja, feijdo e algodéo pelo Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento do Brasil (BRASIL, 2016). A doenca €é favorecida em
condicbes de umidade e com temperaturas moderadas (19 a 24 °C), as préticas de
irrigagao costumam fornecer este microclima importante para o desenvolvimento da
doenca (SCHWARTZ; STEADMAN, 1989).

Este fitopatdgeno esta amplamente distribuido pelo mundo e possui uma
extensa gama de hospedeiros (mais de 400 espécies incluindo soja, feijoeiro,
girassol, tomate) (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006). Considerado um patégeno
necrotrofico agressivo, seu mecanismo de agressdo envolve a producdo de acido
oxalico combinado com a acdo de enzimas liticas. O acido oxalico penetra no tecido,
reduzindo e fornecendo um pH oOtimo para a agéo da pectinase (MAXWELL, 1970).
Este acido também pode interferir na producédo de acido abscisico, provocando a
murcha das folhas (GUIMARAES; STOTZ, 2004). As popula¢des do patdégeno séo
dificeis de controlar devido a producdo de estruturas de resisténcia denominadas

esclerodios que conseguem permanecem viaveis por varios anos no solo.

18



1.1.1 Métodos de controle do mofo branco

No feijao comum néo ha resisténcia total ao mofo branco, a resisténcia parcial
€ poligénica e com baixa a moderada herdabilidade (VASCONCELLOS et al., 2017),
e geralmente se da mais por um mecanismo de escape a doenca do que por um
mecanismo fisiologico de resisténcia (KIM; DIERS, 2000). No escape, 0 microclima
em torno do hospedeiro é menos favoravel ao patégeno e ocorre em genotipos de
plantas que permitam a penetracdo de mais luz no dossel, como nas plantas eretas
e de folhagem porosa (SCHWARTZ; SINGH, 2013) ou em plantas com crescimento
mais compacto (menor densidade foliar) (MIKLAS et al., 2013). A resisténcia
fisiolégica geralmente esta relacionada a sensibilidade da planta ao acido oxalico,
porém, as fontes de alelos para a resisténcia fisiologica ao mofo branco sdo de uma
populacdo andina, a qual ndo se adapta bem as condi¢des brasileiras, ou vem de
um reservatorio genético secundario (Phaseolus coccineus L) (FERREIRA et al.,
2018).

Algumas préaticas no campo podem ajudar a diminuir as infec¢des pelos
esclerédios presentes no solo, como o rodizio com culturas ndo hospedeiras ou 0
Sistema de Plantio Direto (neste, a formacdo de palhada sobre o solo afeta o ciclo
de vida do patégeno e incrementa a atividade de microrganismos antagdnicos)
(ROUSSEAU; RIOUX; DOSTALER, 2007). Outras praticas como maior
espacamento entre as plantas, reducéo da irrigacao e uso de cultivares eretos com
dossel aberto podem reduzir a incidéncia do mofo branco no feijoeiro, porém, elas
também reduzem o rendimento de gréos e o retorno econdmico aos produtores
(SCHWARTZ; SINGH, 2013)

O controle quimico tem a maior eficiéncia no controle de S. sclerotiorum
porém apresenta desvantagens quando utilizado sozinho, o uso reiterado de
fungicidas gera uma pressédo seletiva sobre os isolados que podem se tornar
resistentes aos principios ativo. Ja foi observada a diminuicdo de eficacia de
benzimidazois, benomil, tiofanato metilico e carbendazim contra algumas cepas de
S. sclerotiorum (CEZAR et al., 2015).

A pressdo da sociedade para a reducdo do uso de agrotéxicos e a grande

demanda por produtividade no setor agricola demanda a utilizagdo de varios
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métodos de controle para combater a doenca, neste contexto surge o controle
biolégico como um pilar para uma agricultura mais sustentavel, pois a sua utilizagédo
permite a reducdo do uso de agrotdxicos e gera menos contaminantes para o solo e
para as aguas subterrdneas. Algumas espécies do género Trichoderma séo
consideradas bons agentes de controle biolégico, as preparacfes comerciais a base
de Trichoderma spp. sdo muito eficazes no controle de varios fitopatdogenos, e
podem ser utilizados no manejo integrado em conjunto com agrotoxicos como o
brometo de metila, benomil ou outros produtos quimicos (BENITEZ et al., 2004;
VYAS; VYAS, 1995), pois muitas estirpes de Trichoderma spp. resistem
naturalmente a varios compostos toxicos, incluindo herbicidas, fungicidas e
pesticidas, como o DDT e compostos fendlicos (CHET; INBAR; HADAR, 1997). Além
disto, ja foi verificado em testes de campo que algumas cepas de T. harzianum sdo
competentes para controlar S. sclerotiorum no feijdo comum. Os isolados CEN287,
CEN316 e 1306 conseguiram reduzir o numero de apotécios por metro quadrado e
os isolados CEN287, CEN316 e 1306 reduziram a severidade do mofo-branco
(CARVALHO et al., 2015).

1.2 O género Trichoderma

O género Trichoderma é composto por fungos ascomicetos encontrados
frequentemente nos solos e também em madeiras e plantas herbaceas. Possuem
ampla distribuicdo geografica, encontrados em todos o0s solos tropicais e
temperados. Sdo caracterizados pelo crescimento rapido, pelos conidios verdes e
conidioforos ramificados (HARMAN et al., 2004). Este género foi considerado o
anamorfo (i.e, o estadgio assexual) do género Hypocrea. porém, descobertas
recentes mostraram que alguns fungos do género Trichoderma também possuem o
estagio sexual (DATTENBOCK et al.,, 2018). Com as mudangcas no cadigo
Internacional para nomenclatura de algas, fungos e plantas, h4 propostas para
unificar esses géneros, transferindo os fungos do género Hypocrea para o género
Trichoderma (BISSETT et al., 2015).

Considerado um género de espécies oportunistas, algumas espécies de
Trichoderma conseguem colonizar plantas em relacbes mutualistas, mas também
podem causar doencas em outras espécies de plantas, como, por exemplo, em
pinheiro-laricio (Pinus nigra) causado por T. viride (NICOSIA et al., 2015). Além

disso, parasitam espécies fungicas, sendo o agente causal da doenca do mofo verde
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em cogumelos comestiveis (COLAVOLPE; MEJIA; ALBERTO, 2014). Também ja ha
relatos de parasitismo em espécies animais, como em nematoides por T. harzianum
(SHARON et al., 2001), e em humanos com a imunidade comprometida parasitados
por T. longibrachiatum (RICHTER et al., 1999).

Algumas espécies possuem importancia industrial, sendo utilizadas como
produtoras de proteinas extracelulares, em especial quitinases e celulases. Também
sdo comercializados como agentes de controle biolégico contra doencas fangicas,
em especial T. virens, T. harzianum, T. atroviride e T. asperellum, pois conseguem
controlar a populagdo dos fitopatdgenos através do micoparasitismo direto,
competicdo, antibiose e através da inducao de resisténcia da planta. No Brasil, em
2007, foram empregadas aproximadamente 550 toneladas de produtos a base de
Trichoderma (DANIELE FRANCO MARTINS et al., 2012)

1.2.1Interacédo entre Trichoderma spp e plantas hospedeiras

1.2.1.1 Promocdao de crescimento

Na interacdo mutualistica de Trichoderma spp. com seus hospedeiros
vegetais hd uma troca de beneficios, a planta oferece um nicho e alguns compostos
organicos e o fungo oferece protecdo e disponibiliza de nutrientes do solo.
Exsudatos radiculares, obtidos de tomates expostos a uma variedade de estresses
bidticos e abidticos (ferimentos, concentracdo salina e ataque de patégenos), atuam
como quimioatrativos e estimulam o crescimento de T. harzianum, em um
mecanismo que parece ser seletivo para micrébios ndo patogénicos (LOMBARDI et
al., 2018). Uma vez em contato com plantas hospedeiras Trichoderma spp. podem
colonizar suas raizes e assim induzir na planta um estado de defesa contra outros

patdogenos ou promover o crescimento vegetal.

A promocdo de crescimento pode ser indireta, através do controle que
Trichoderma spp. realizam sobre populacbes de microrganismos deletérios que
afetam o crescimento vegetal, ou diretamente através da liberacdo de hormoénios ou
da solubilizacdo de nutrientes no solo. Por exemplo, T. harzianum T22 consegue

solubilizar nutrientes a partir dos seus compostos em fase sdlida, como fosfato
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mineral, MnO2, Fe203 e zinco metélico (ALTOMARE et al., 1999). Algumas estirpes
de Trichoderma spp. também séo capazes de promover indiretamente o crescimento
ao degradar compostos toxicos presentes no solo. A associagdo com T. harzianum
STh20-1 permitiu que sementes de tomate germinassem em solos pobres em
nutrientes contaminados com petroquimicos e que suas plantulas florescessem nos

rejeitos de extracdo de betume sem o uso de fertilizantes (REPAS et al., 2017).

O crescimento direto induzido por Trichoderma spp. pode ser notado tanto na
parte aérea quanto nas raizes. O crescimento da parte aérea pode ser decorrente do
aumento das raizes e, portanto, do aumento da &rea de absorcdo e nutricdo da
planta. A producdo de horménios vegetais ou de substancias estruturalmente
relacionadas é um mecanismo que varias espécies de Trichoderma utilizam para
promover o crescimento. T. virens produz o &cido indol-3-acético (IAA), um regulador
chave do desenvolvimento de raizes laterais e de pelos radiculares, e consegue
aumentar de 4 a 6 vezes o numero de raizes laterais de Arabidopsis thaliana, apesar
de ndo interferir no crescimento da raiz primaria (CONTRERAS-CORNEJO et al.
2009). T. asperelloides aumenta a expressao do fator de transcricdo MYB77 nas
raizes de A. thaliana que é ativado em resposta a auxinas e esta envolvido na
formacdo de raizes laterais (BROTMAN et al., 2013).

1.2.1.2 Inducéo de defesa

Na colonizagdo por Trichoderma spp. a planta ativa parcialmente o seu
sistema imune, como uma estratégia para limitar a colonizacdo (MARTINEZ-
MEDINA et al., 2013). Plantas hospedeiras reconhecem Trichoderma spp. por
padrées moleculares compartilhados com outros fungos (MAMPS), como a quitina,
por exemplo, ou de padrBes moleculares resultantes de danos na propria planta ou
no fungo colonizador (DAMP) liberados durante a colonizacdo (DJONOVIC et al.,
2006; VITERBO et al.,, 2007). Outras moléculas especificas liberadas pelo fungo
também podem desencadear a resposta de defesa (DJONOVIC et al., 2006;
VITERBO et al., 2007). O reconhecimento de padrbes conservados MAMPs ou
DAMPs por receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) na superficie da

célula vegetal resulta em uma imunidade nao especifica chamada PTI (imunidade
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desencadeada por padrdes), esta é a primeira etapa do modelo Zig-Zag proposto
por JONES e DANGL (2006) (Figura 1).

As respostas de PTI incluem o reforco da parede celular, o acumulo de
compostos antimicrobianos e espécies reativas de oxigénio (CHACON et al., 2007;
CONTRERAS-CORNEJO et al., 2011; SALAS-MARINA et al., 2011; YEDIDIA et al,
1999). Estas alteracdes fisiologicas contribuem para a resisténcia de plantas contra

um amplo espectro de patdgenos.

Apés limitar a penetracdo do fungo, a expressdo de alguns genes
relacionados a defesa retorna a niveis pré-infecciosos (MASUNAKA; HYAKUMACHI,
TAKENAKA, 2011; YEDIDIA, I.; BENHAMOU; CHET, 1999). E provavel que esta
supressdo da defesa seja devida a moléculas efetoras secretadas por Trichoderma
spp. que possibilitam sua permanéncia na planta como um simbionte avirulento
(MARTINEZ-MEDINA et al., 2013). A liberacdo de moléculas efetoras para interferir

na PTI consiste na segunda etapa do modelo Zig-Zag.

A terceira etapa do modelo Zig-Zag consiste no reconhecimento ou ndo dos
efetores pelas proteinas de resisténcia da planta. Nas interacdes compativeis, os
efetores podem desencadear suscetibilidade (ETS) ou, nas interacdes
incompativeis, podem ser reconhecidos por proteinas de resisténcia NB-LRR
ativando a imunidade desencadeada por efetores (ETI), resultando na resisténcia da

planta.

A quarta etapa do modelo € a corrida armamentista entre os dois organismos,
ocorrendo pressao seletiva sobre os patdégenos para que eles evadam a ETI, através
da diversificacdo do efetor reconhecido ou através de outros efetores liberados para
enfraquecer a ETI; e a pressdo gerada pelos novos efetores para a aquisicdo ou
diversificacdo de proteinas R, pelas plantas, para o reconhecimento dos novos

efetores.
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Figura 1 Modelo Zig-Zag da interacdo entre microrganismos e plantas e o sistema imune vegetal.
Adaptado de JONES e DANGL (2006). As etapas sdo mostradas pelos numeros ordinais em
vermelho. A primeira etapa consiste no reconhecimento pela planta de padrdes moleculares
associados a microrganismos (MAMPs), a patégenos (PAMPs) ou a danos (DAMPSs) e ativagcédo da
imunidade desencadeada por padrbes (PTI), a segunda etapa consiste na liberacéo de efetores pelos
microrganismos para evadir da PTI causando a suscetibilidade desencadeada por efetores (ETS), a
terceira etapa consiste no reconhecimento dos efetores pelas proteinas de resisténcia da planta (Avr-
R) gerando a imunidade desencadeada por efetores (ETI) que pode gerar respostas de
hipersensibilidade (HR) e a quarta etapa consiste na pressao seletiva e corrida armamentista para os
patégenos desenvolverem novos efetores e ndo serem reconhecidos e para as plantas
desenvolverem novos Avr-R para reconhecerem esses novos efetores.

A resposta da ETI é geralmente mais rapida e forte que a PTI, e inclui
respostas hipersensitivas, como a morte das células infectadas e uma exploséo
oxidativa para limitar o avanco do patégeno (JONES; DANGL, 2006). A ETI
compartilha algumas respostas com a PTI, como a sinalizacdo dependente de Ca?*,
a geracdo de espécies reativas de oxigénio no apoplasto e a secrecdo de
componentes antimicrobianos (TSUDA et al., 2013; YU et al.,, 2017), porém a
dindmica e a forca de ativacdo sao diferentes em cada forma de imunidade. Ainda
nao esta claro como os PRRs e proteinas NB-LRR, localizados em compartimentos
celulares diferentes, ativam componentes similares para induzirem defesas
relacionadas (KADOTA et al., 2018)
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Na reacdo de hipersensibilidade (RH) desenvolvida na ETI ocorre morte
celular rapida das células proximas ao sitio de infeccdo com a liberacdo de
compostos toxicos para isolar e matar o patdgeno, evitando a sua disseminacao pela
planta hospedeira (AGRIOS, 2005; BOLWELL, 1999). A RH induz a producéo de um
grande numero de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PR). As
proteinas PR estdo divididas em 17 familias com atividades antimicrobianas ou
atividades enzimaticas para a producdo de metabdlitos secundarios, alguns
exemplos sdo quitinases, B-1,3-glucanase, peroxidase, proteinas inibidoras de
protease, etc. (JAIN; KUMAR, 2015). Quitinase (Chit) e B-l,3-glucanase (Glu) sao
enzimas liticas que degradam quitina e glucanos, dois componentes preponderantes
na parede celular de fungos. (HOAGLAND, 1990). As peroxidases (Per) catalisam a
oxidacdo de varios substratos na presenca de peréxido de hidrogénio como aceptor
de elétrons, a reacdo tipica € 2S + H202 + 2e~ — 2Sox + 2H20 (no qual S é o
substrato doador de elétron e Sox € o substrato oxidado) (FALADE et al., 2017). As
peroxidases podem estar envolvidas na degradacdo de compostos fendlicos e na
biossintese de lignina, no catabolismo do acido Indole-3-acético e na oxidacdo de

compostos toxicos (HOAGLAND, 1990).

Outras enzimas importantes para a defesa vegetal incluem a fenilalanina
amoénia liase (PAL) e as lipoxigenases (Lox). A PAL atua na conversao de L-
fenilalanina para acido trans-cinAmico e amobnia, esta envolvida na sintese de
compostos fendlicos incluindo flavonoides (HOAGLAND, 1990) e também participa
da via de sintese de monémeros de lignina e do acido salicilico. As lipoxigenases
catalisam a hidroperoxidacdo de acidos graxos polinsaturados; em plantas e estdo
envolvidas na producdo de aldeidos volateis e do acido jasmoénico (MOSBLECH,;
FEUSSNER; HEILMANN, 2009).

J& foi descrito que espécies de Trichoderma simbiontes quando colonizam
raizes de plantas hospedeiras podem desencadear uma resisténcia sistémica
induzida (ISR) (MARTINEZ-MEDINA et al., 2013), esta resisténcia ¢ desencadeada
por organismos benéficos como rizobactérias promotoras de crescimento vegetal e
como algumas espécies de Trichoderma. A ISR assemelha-se a resisténcia
sistémica adquirida (SAR) induzida por patégenos, pois ambas tornam as partes de
plantas ndo infectadas mais resistentes a um amplo espectro de patégenos (GIBBS

et al., 2014). A ISR é caracterizada principalmente por respostas dependentes de
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acido jasmoénico (JA), jA a SAR ¢é caracterizada principalmente por respostas
dependentes de acido salicilico (SA) (Figura 2). Alguns estudos apontam que ha o
intercruzamento entre estes dois tipos de resisténcia e que as vias reguladas pelos
horménios acido salicilico (SA) e acido abscisico (ABA) também sdo necessarias
para o desenvolvimento da ISR (MARTINEZ-MEDINA et al., 2013).
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Figura 2 Respostas de defesa sisttmica em plantas. Adaptado de PIETERSE et al. (2009). A
Resisténcia Sistémica Adquirida é ativada por patégenos (em cor laranja) é dependente de
sinalizacdo com o &cido salicilico (SA) e nela ocorre a produgdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRs), ja a Resisténcia Sistémica Induzida é ativada por microrganismos benéficos (em
roxo) e depende de sinalizacdo com o acido jasménico (JA) e com o etileno (ET), ap6s a sinalizacao
outras partes da planta ficam em um estado de defesa pré-ativado que facilita a resposta de defesa
contra infecg@es futuras.

1.2.2 Interacao de Trichoderma com fungos fitopatogénicos

Algumas espécies de Trichoderma conseguem controlar o crescimento de
fungos fitopatogénicos no solo através da competicdo por recursos, elas séo
consideradas boas competidoras por nutrientes, por exemplo, na deficiéncia de ferro,
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estas secretam agentes quelantes férricos, chamados sideréforos, para mobilizar o
ferro no ambiente (EISENDLE et al., 2004). T. harzianum T35 controla Fusarium
oxysporum ao competir pelos nutrientes da rizosfera e o biocontrole é mais eficaz a

medida que a concentracdo de nutrientes diminui (BENITEZ et al., 2004).

Outro método utilizado por Trichoderma spp. para controlar os fitopatdgenos
no solo consiste na antibiose e envolve a secrecdo de compostos volateis ou
antibioticos. Entre estes metabolitos, estdo o acido harzianico, tricolinas, gliovirina,
viridina, alameticinas e peptaibols (BENITEZ et al., 2004). Este Gltimo consiste numa
classe de peptideos lineares com atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias
Gram positivo, e que atuam de forma sinérgica com enzimas que degradam a
parede celular (CWDE) pois sdo capazes de formar canais de membrana
dependentes de voltagem e assim desestruturar a membrana do hospedeiro
(MUKHERJEE et al., 2012; VITERBO et al., 2007; WIEST et al., 2002). O genoma de
espécies de Trichoderma micoparasitas tem varias copias de genes que codificam
sintetases de peptideos néo ribossomais responsaveis pela sintese de peptaibols
(KUBICEK et al., 2011).

O micoparasitismo € considerado 0 mecanismo de antagonismo mais
importante nas espécies de Trichoderma e € o estilo de vida ancestral do género.
Este processo ocorre em etapas, sendo a primeira delas o reconhecimento do
hospedeiro, 0 sensoriamento remoto é feito através de exoquitinases que sao
expressas constitutivamente em baixos niveis (HARMAN et al., 2004), caso estas
exoquitinases encontrem o fungo hospedeiro elas liberardo fragmentos de quitina
gue sinalizardo sua presenca para a hifa de Trichoderma spp. Apés isso, a hifa de
Trichoderma spp. se une ao fungo hospedeiro e comeca a se enrolar nele e forma o
apressorio para a fixacdo e penetragéo na hifa do fungo hospedeiro (BENITEZ et al.,
2004). A etapa seguinte consiste na producdo de CWDEs e peptaibols (HOWELL,
2003), que facilitam tanto a entrada da hifa de Trichoderma e a assimilacdo do
conteudo de parede celular. As principais enzimas necessarias para lisar a parede
celular de fungos hospedeiros como quitinases e B-1,3-glucanases sdo abundantes
nos genomas de Trichoderma spp. (KUBICEK et al., 2011). Outras enzimas
importantes neste processo, ja identificadas em Trichoderma spp. sdo as a-

manosidases, fosfatases acidas e as proteases (MONTEIRO et al., 2010).
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1.3 Efetores

Os Efetores sdo proteinas ou outras moléculas (metabdlitos, pequenos
peptideos ou pequenos RNAsS) que alteram a estrutura e a funcdo da célula
hospedeira para permitir a colonizag&o ou infeccdo pelo microrganismo. As proteinas
efetoras foram descobertas pela sua capacidade de desencadear a resposta
hipersensivel em plantas resistentes (atividade de "aviruléncia"), porém,
posteriormente foram encontradas como contribuindo para a viruléncia em plantas
suscetiveis (plantas hospedeiras que ndo possuem genes de resisténcia eficazes).
Assim, o termo efetor passou a ser adotado para compensar a limitagcdo conceitual
do termo aviruléncia, uma vez que para definir a viruléncia da proteina é preciso de
antemao definir o genétipo do hospedeiro para saber se a interagdo serd compativel
ou ndo. (HOGENHOUT et al., 2009).

Devido a pressdo seletiva exercida pelos hospedeiros para reconhecer
proteinas efetoras, estas costumam evoluir rapidamente e ndo costumam apresentar
indicios de homologia com outras proteinas. A falta de homologia torna dificil
predizer se uma proteina é efetora ou ndo (MARTIN; KAMOUN, 2012). H4 pouco
consenso sobre a anotacdo destas proteinas, geralmente pequenas proteinas
secretadas sdo consideradas efetoras, 0 que superestima o numero de proteinas
que realmente sdo efetoras. Alguns critérios utilizados para refinar a busca por
efetores incluem: a procura de um peptideo sinal, a auséncia de dominios trans-
membrana, a falta de similaridade com outros dominios proteicos 6bvios, tamanho
razoavelmente pequeno e que a proteina seja especifica da espécie estudada
(SONAH; DESHMUKH; BELANGER, 2016).

As proteinas efetoras podem atuar no apoplasto (espaco intercelular) ou no
citoplasma do hospedeiro (sdo translocadas para o interior da célula ou sao
secretadas diretamente nela através do haustorio). Alguns motivos de aminoacidos
conservados podem ajudar a predizer se a proteina sera translocada. O motivo
RXLR j& foi validado como essencial para a translocacdo de proteinas efetoras em
oomicetos e também vem sendo estudado em efetores flngicos. KALE et al. (2010)
mostrou que trocas de alguns aminoacidos em determinadas posi¢cdes deste motivo

ainda eram capazes de transportar a molécula do efetor Avrlb fusionada com GFP
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para dentro de raizes de soja; a troca do motivo completo pela sequéncia AAAA, no
entanto, impossibilita a translocagdo da proteina. Mostrando assim que motivos
similares a RXLR (KALE; TYLER, 2011) podem também ter papel na translocacao de
proteinas efetoras. Outro motivo de translocacdo vem mostrando potencial para
pesquisa especificamente em efetores fungicos como o [W/Y/F]xC (GODFREY et
al., 2010).

Outras caracteristicas nas sequéncias de aminoacidos das proteinas efetoras
comecaram a ser estudadas, como a presenca de uma regido de desordem
intrinseca. RegiBes com esta caracteristica s@o estruturalmente flexiveis, néo
demonstrando estruturas secundarias em condi¢Bes fisiologicas in vitro mas
podendo dobrar dependendo de um estimulo como, por exemplo, durante interacdes
com outras proteinas. Estas regides possuem menor complexidade de sequéncia,
abrigam aminoacidos carregados ndo-interativos e poucos residuos hidrofobicos
(MARIN; UVERSKY; OTT, 2013). Proteinas efetoras bacterianas s&o ricas em
regibes longas de desordem intrinseca (MARIN; UVERSKY; OTT, 2013) e as
proteinas efetoras de oomicetos que possuem o0 motivo RXLR sdo mais
desordenadas do que as outras efetoras no secretoma (SHEN et al., 2017). MARIN
et al (2013) postularam que a flexibilidade estrutural dessas regides pode ser
essencial para a translocacdo do efetor, para a evasdo do sistema de imunidade
inata vegetal ou para o mimetismo de uma funcdo do hospedeiro. Proteinas néo
efetoras com essas regioes estao tipicamente relacionadas com transducgéo de sinal
e regulacao transcricional (DUNKER et al., 2005; IAKOUCHEVA et al., 2002;
UVERSKY et al, 2005)

GUZMAN-GUZMAN et al. (2017) identificou 233 candidatos a efetor nos
genomas de T. asperellum, T. virens e T. reesei, elas foram agrupadas em 18
familias, das quais 7 ja sdo estudadas como importantes na interacao:
Proteinas com dominio LysM, tiorredoxinas, proteinas com dominio CFEM
(Common in Fungal Extracellular Membranes), cerato-plataninas, serina

proteases, hidrofobinas e metaloproteases

1.3.1 Pequenas Proteinas ricas em cisteina (SCRP)
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As proteinas denominadas “small cystein rich proteins” (SCRP) constituem um
grupo de proteinas ndo homdlogas mas que possuem funcbes similares e que
evoluiram por convergéncia analoga. Inclui proteinas sem atividade catalitica
conhecida, mas que sao ligantes de carboidratos, lipideos e proteinas, podendo se
ligar a receptores de membrana, mascarar MAMPS, evitando o reconhecimento do
organismo produtor por plantas hospedeiras, e também podem atuar como toxinas
(TEMPLETON; RIKKERINK; BEEVER, 1994). Estas proteinas se caracterizam pela
presenca de peptideo sinal de secrecdo, tamanho pequeno (300 aminoacidos ou
menos) e pela presenca de pelo menos 4 cisteinas (KUBICEK et al., 2011). As
proteinas efetoras secretadas por patdgenos no apoplasto de plantas hospedeiras
geralmente sdo SCRP assim como a maioria dos inibidores de serina ou cisteina
proteases. Os efetores apoplasticos de C. fulvum, por exemplo, tem a capacidade de
inibir enzimas hidroliticas da planta, como proteases, glucanases, e quitinases
(SONAH; DESHMUKH; BELANGER, 2016).

O genoma de Trichoderma spp. contém um abundante arsenal de genes que
codificam pequenas proteinas secretadas ricas em cisteina (SCRP) (KUBICEK et al.,
2011). Entre estas proteinas estdo as cerato-plataninas, as swoleninas, as
hidrofobinas e proteinas com dominio CFEM (Common in Fungal Extracellular

Membranes).

As cerato plataninas SM1/EPL1 e SM2 podem atuar como MAMPs
modulando a resposta de defesa de plantas hospedeiras. No entanto, também ja foi
demonstrado que elas podem ser efetoras diminuindo a resposta de defesa de
hospedeiras (GOMES et al.,, 2015), neste estudo foi mostrado que mutantes
nocauteados para SM1 de T. harzianum ALL 42 desencadearam de forma mais
intensa o0 nivel de expressao de genes de defesa de feijoeiro comum, como Lox e

Glu, em comparacdo com o selvagem..

As swoleninas e as hidrofobinas de Trichoderma spp. sdo importantes para a
sua capacidade de colonizar as raizes, a super expressdo de swolenina em T.
asperellum aumentou a capacidade de colonizar raizes de pepino (BROTMAN et al.,
2008), e a delecao do gene da hidrofobina tvhydii diminui a capacidade de T. virens
de colonizar a raiz de tomate, enquanto a sua super expressao aumenta a
capacidade (GUZMAN-GUZMAN et al., 2017).
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O dominio CFEM (Common in Fungal Extracellular Membranes) € exclusivo
dos fungos, provavelmente surgiu no ultimo ancestral comum dos filos Ascomycota e
Basidiomycota e foi perdido no subfilo Taphrinomycotina. Nem todas proteinas com
o dominio CFEM séao detectadas por softwares que buscam proteinas secretadas,
como o Secretool, o que pode indicar que algumas delas fiquem associadas na
parede celular ou na membrana plasmatica (MENDOZA-MENDOZA et al., 2018).
Existe uma associacdo entre este dominio e a patogenicidade de fungos. Proteinas
com este dominio sdo reconhecidas por receptores de superficie celular, e
desencadeiam cascatas de transducdo de sinal que alteram a atividade de

moléculas de adesado em interacdo patdogeno-hospedeiro (ZHANG et al., 2015).

O dominio CFEM esta presente em uma ou mais copias em proteinas de
membrana, normalmente com uma copia no N terminal. A sequéncia consenso é
PXC[A/G]x2CxXs-12CX1-3[X/T]|DX2-5CXCx9-14Cx3-4Cx15-16C, onde “x” €& qualquer
aminoacido e a distancia entre eles é mostrada. O dominio € predominantemente
formado por residuos hidrofébicos (32 — 45% de frequéncia) e contém 8 residuos de
cisteina (KULKARNI; KELKAR; DEAN, 2003). Delecbes de genes contendo este
dominio em Candida albicans mostrou que estes genes sao pleiotropicos,
influenciando caracteristicas de superficie celular e a formacédo de biofilme (PEREZ
et al.,, 2011). Em outros modelos, proteinas com este dominio tem papel na
assimilacao de ferro (NASSER et al., 2016), homeostase redox e desenvolvimento
assexual (SABNAM; ROY BARMAN, 2017), ou ainda como receptor de superficie
celular ou como molécula de adeséo na interagdo patdgeno-hospedeiro (KOU et al.,
2017).

Poucos estudos mostram o papel de proteinas com o dominio CFEM nas
interacdes mutualisticas de Trichoderma spp. com plantas. LAMDAN et al. (2015)
mostrou que a abundéancia de duas SCRP-CFEM no secretoma de T.virens é
reduzida na interacdo com raizes de milho em hidroponia e que mutantes destas
duas SCRP-CFEM séao similares ao selvagem nos parametros fisioldégicos de
germinagao, crescimento, esporulacdo em BDA e capacidade de colonizacao.
Porém possuem maior habilidade de inducdo de resposta sistémica (ISR), sendo
que as plantas de milho que interagiram com 0s mutantes eram mais resistentes a
C. heterostrophus do que as que interagiram com o selvagem. Mostrando, assim,

que estas duas proteinas atuam diminuindo a ISR. A diminuicdo da abundancia das
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SCRP-CFEM pode ser devida ao aumento de degradacdo destas proteinas ou ao
sequestro delas pelas raizes (LAMDAN et al., 2015; MENDOZA-MENDOZA et al.,
2018). Um estudo mostrou que estas duas proteinas tem sua expressao diminuida a
nivel transcricional (HORWITZ et al., 2013), porém, um estudo de analise de
transcritoma a nivel global ndo mostrou regulagéo significante nestas duas proteinas
(MORAN-DIEZ et al., 2015).

1.3.2 Serina-peptidase

As serina-peptidases sdo enzimas que catalisam a hidrolise de ligacdes
peptidicas e que possuem em seu sitio ativo a triade catalitica serina-histidina-
aspartato. S&o encontradas em todos organismos Vvivos e possuem uma variedade
de funcbes, como na maturacdo de proteinas, clivagem do peptideo sinal,
transducdo de sinal, reciclagem de proteinas intracelulares, apoptose, quebra e
aquisicdo de nutrientes entre outros. Estas enzimas podem ser especificas,
reconhecendo um motivo ou uma proteina em particular, ou ter uma acdo mais
generalista clivando qualquer residuo hidrofébico ou positivamente carregado
(MUSZEWSKA et al., 2017).

As serina proteases do tipo tripsina sdo marcadores de patogenicidade
(DUBOVENKO et al., 2010), sendo importantes na degradacdo de proteinas
estruturais de parede celular (LEGER; JOSHI; ROBERTS, 1997). Enquanto as
serina proteases do tipo subtilase costumam ser as principais proteases secretadas
por saprofitos para a aquisicao nutricional de aminoacidos (LI et al., 2017).

As serina proteases podem estar envolvidas na protecdo da hifa de
Trichoderma spp. contra enzimas do hospedeiro (GUZMAN-GUZMAN et al., 2017)
sendo importantes no controle de B. cinerea por T. harzianum (BENITEZ et al.,
2004) e na diminuicdo dos sintomas causados por R. solani em sementes de
algodao (FLORES; CHET; HERRERA-ESTRELLA, 1997).

Vérias Serina proteases ja foram validadas em Trichoderma spp. na interacao
com fitopatdogenos, a maioria delas sdo expressas na presenca de componentes de

parede celular de fungos. Alguns estudos mostram que as serina proteases podem
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ter aplicacdo para o controle de outros hospedeiros como por exemplo em
nematoides (SUAREZ et al., 2004), porém pouco se sabe da importancia delas na

interagcdo de Trichoderma spp. com plantas sem a presenca de nenhum
fitopatégeno.
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2. Objetivo

O objetivo geral foi avaliar o papel das proteinas serina peptidase 747596 e
SCRP-CFEM 779733 na capacidade de T. harzianum em controlar S. sclerotiorum,

promover o crescimento e induzir defesa em P. vulgaris.

Segundo dados do nosso grupo, a serina peptidase 747596 tem sua
expressdo aumentada na interacdo de Trichoderma harzianum com o fitopatégeno
Sclerotinia sclerotiorum (STECCA STEINDORFF et al., 2014) e a SCRP-CFEM
779733 possui um ortélogo em T. asperellum que possui sua transcricdo aumentada
na interagdo com Phaseolus vulgaris além de aparecer no secretoma desta

interacdo (dados nédo publicados).

2.10bjetivos especificos

e Desenvolver mutantes de T. harzianum TR274, nocauteados para as

proteinas acima mencionadas;

e Analisar a interacdo dos mutantes com o fungo fitopatogénico S.
sclerotiorum em comparacao com a linhagem parental, para analisar a

capacidade de micoparasitismo ou antagonismo.

e Analisar a interacdo dos mutantes com P. vulgaris em comparacao
com a linhagem parental para avaliar a capacidade de promover

crescimento ou de induzir defesa.
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3. Material e métodos (fluxograma da metodologia)

3.1 Organismos utilizados e condi¢fes de cultura

O isolado T. harzianum TR274 foi utilizado como modelo neste trabalho,
levando em consideracdo que seu genoma foi sequenciado e esta disponivel para
consulta no site do MycoCosm na pagina do Joint Genome Institute — JGI, e que
Nnosso grupo possui dados de expressao diferencial durante sua interagdo com S.

sclerotiorum e com feijoeiro comum P. vulgaris.

T. harzianum TR274, o fungo S. sclerotiorum, e as sementes de feijdo de P.
vulgaris cultivar pérola foram cedidos pela CNPAF, EMBRAPA arroz e feijao — GO.
Os isolados foram cultivados e mantidos em meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA) a 28°C. Uma suspensdo de conidios de T. harzianum TR274 e uma
suspensao de conidios de S. sclerotiorum foram estocadas em glicerol 50% para sua

criopreservacao a -80°C. As sementes de feijao foram estocadas a 4°C.

A linhagem SC-9721 de Saccharomyces cerevisiae foi cedida pelo
Laboratdrio de Biotecnologia Molecular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
— FMRP-USP.

3.2 Analises “in silico”

Para a busca de SCRPs no genoma de T. harzianum TR274 e de motivos de
translocacdo, foram desenvolvidos scripts em linguagem de programacdo Python,
utilizando a biblioteca BioPython. Os genomas foram baixados na péagina do Joint
Genome Institute - JGI (https://genome.jgi.doe.gov/pages/search-for-
genes.jsf?organism=Triharl). O parametro utilizado para a busca foi: proteinas com
tamanho menor que 300 aminodcidos e com mais de 4% de cisteinas. Apds essa
busca, as sequéncias proteicas foram analisadas pelo software SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para a montagem da lista de SCRP

secretadas e a busca de provaveis motivos de translocagéo.

Foram buscados motivos de translocagcdes ja conhecidos para efetores: o
RXLR-like e o Y/F/W-xC. Os parametros utilizados pelo script para encontrar motivos
RxLR-like foi a procura entre os 50 aminoacidos apos a clivagem pelo SignalP por
sequéncias [R/K/H] x [L//M/FIYIW] [R/K/H] (GUZMAN-GUZMAN et al., 2017; KALE;
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TYLER, 2011). Os parametros para a busca por motivos Y/F/W-xC foi a delimitagéo
de que o “x” ndo poderia ser um C e que a sequéncia deveria estar entre os 30
aminoacidos ap0s a clivagem do peptideo sinal (GODFREY et al., 2010; GUZMAN-

GUZMAN et al., 2017).

A partir da lista de proteinas SCRP secretadas com dominios de efetores
gerada (anexo 1), foi selecionada a proteina SCRP-CFEM 779733 que possui motivo
de translocacdo putativo YVC. Outro critério para sua escolha foi a transcricdo
aumentada de seu ortélogo em T. asperellum em interacdo com o feijoeiro (dados a
serem publicados). Também foi selecionada a serina peptidase alcalina 747596,
identificada entre as 10 proteinas mais expressas na interacdo entre T. harzianum
TR274 e S. sclerotiorum (STECCA STEINDORFF et al., 2014).

3.3 Delecédo por Recombinacdo Homadloga.

A obtencdo dos mutantes nocauteados para o gene da serina peptidase
747596 (Athsep) e para o da SCRP-CFEM 779733 (Athcfem) foi realizada pela
técnica de delecdo por recombinacdo homéloga, nesta técnica é utilizado um
cassete contendo um gene de selecdo flanqueado nas regidbes 5 e 3 com

sequéncias correspondentes as que flanqueiam o gene a ser deletado.

Neste trabalho foi utilizado o gene que confere resisténcia a higromicina
(Hygromycin-B-phosphotransferase protein - hph) como gene de selecdo, e a
montagem do cassete foi realizado mediante recombinacdo na levedura
Saccharomyces cerevisiae. Para a montagem do cassete € necessario que as
sequéncias flanqueadoras tenham uma ponta complementar ao gene hph e a outra
ponta seja complementar ao vetor (pRS426) utilizado para transformar a levedura
(Figura 3A).

A sequéncia que flanqueia pelo lado 5’ deve ser complementar ao gene hph
na sua extremidade direita e por isto o primer reverse que sera utilizado para
amplificar esta regido terd uma pequena parte (20 nucleotideos) que corresponde a
sequéncia do gene hph, e a extremidade esquerda desta sequéncia sera
complementar ao plasmideo utilizado para transformar a levedura, por isso o primer

forward possui uma parte que é complementar ao plasmideo pRS426.
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Ja a sequéncia flanqueadora pelo lado 3’ deve ser complementar ao gene
hph na sua extremidade esquerda, por isto o primer forward para amplificar esta
regido € que contém a sequéncia complementar ao gene hph; e na extremidade
direita ela deve ser complementar ao plasmideo pRS426, e por isto o primer reverse

€ que possui 0s nucleotideos complementares ao pRS426.

A unido é entdo realizada pela levedura Saccharomyces cerevisiae linhagem
SC-9721 que ira recombinar as regides homologas ao gene de resisténcia e as
regibes homologas ao plasmideo (Figura 3B). Esta linhagem néo possui a
capacidade de sintetizar uracil/uridina, e o plasmideo pRS426 reestabelece esta via
biosintética pois ele contém o gene URA3, apds a transformacéo sdo selecionados

os transformantes que conseguem crescer em meio de cultura sem uracil ou uridina.

O DNA das leveduras transformadas é extraido e o cassete de delecédo é
conseguido através da reacdo de PCR que ira amplificar desde a regido que
flanqueia pelo lado 5 passando pelo gene hph até o final da outra regido que
flanqueia pelo lado 3’ (Figura 3C). Este cassete é utilizado para transformar
protoplastos de T. harzianum que ir4 recombinar as regides do cassete que séo
homologas ao genoma do fungo, neste processo ocorrera a inser¢cdo do gene de

resisténcia e a retirada do gene escolhido (Figura 3D)
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Figura 3. Metodologia para montagem do cassete de dele¢éo através de recombinacdo homdloga por
S. cerevisiae linhagem SC-9721 (Adaptada de COLOT et al. (2006)). A) PCR das regibes
flanqueadoras com primers adaptados contendo uma parte complementar ao gene hph ou ao
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plasmideo pRS426 B) Recombinacao e juncao do plasmideo com as regides flanqueadoras e com o
gene hph em S. cerevisiae C) PCR para recuperacédo do cassete montado D) Transformacéo de T.
harzianum com o cassete e subsequente substituicdo do gene alvo pelo gene hph 5f: primer forward
da regido que flanqueia pelo lado 5. 5r: primer reverse da regido que flanqueia pelo lado 5°.3f: primer
forward da regido que flanqueia pelo lado 3’, 3r: primer reverse da regido que flanqueia pelo lado 3'.
Gene Hph: gene de resisténcia a higromicina (hygromycin B phosphotransferase). URA3: gene da
Orotidine 5'-phosphate decarboxylase, que reverte a auxotrofia que a linhagem SC-9721 possui a
uridina/uracila. Amp": B-lactamase, confere resisténcia a antibidticos beta-lactdmicos como as
penicilinas e cefamicina. Em verde é representado fragmentos com sequencias do plasmideo
pRS426. Em vermelho: sequencias do gene Hph. Em azul: sequencias do genoma de T. harzianum.

3.3.1. Obtencao da construcgéo

3.3.1.1 Extragc&do do DNA gendmico de T. harzianum

A extracao de DNA de T. harzianum TR274 foi realizada seguindo o protocolo
de VITIKAINEN et al. (2010). O micélio crescido em meio liquido batata-glicose foi
macerado com nitrogénio liquido; depois foi misturado 100 mg de micélio macerado
com 800 pL de tampao de extracdo (1,4M NacCl, 0,1 M Tris-HCI pH 7,5, 5 mM EDTA)
com 10 yL de RNase H (10mg/mL) e com 16 uL de B-mercaptoetanol. A amostra foi
vortexada para homogeneizar e colocada em banho-maria a 65°C por 20 minutos.
Depois foi colocada no gelo e adicionado 400 pL de fenol e 400 pL de
cloroférmio:alcool isoamilico (49:1) e vortexada por 10 minutos a 20000 g a
temperatura de 4°C; O sobrenadante foi transferido para outro tubo com 800 uL de
cloroférmio:alcool isoamilico (49:1), vortexado novamente e centrifugado por 10
minutos a 20000 g e a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para
outro tubo contendo 800 pL de isopropanol. O tubo foi misturado por inversao e
incubado durante a noite em freezer -20°C. Apds, a amostra foi centrifugada por 30
minutos a 20000 g a 4°C. O isopropanol foi descartado, e o DNA lavado com etanol
70%; este tubo foi vortexado e centrifugado por 5 minutos a 20000 g a temperatura
de 4°C. Apéds, o etanol foi descartado e o precipitado foi secado a temperatura
ambiente por 60 minutos. Posteriormente o precipitado foi ressuspendido em agua
Milli-Q autoclavada. O DNA foi armazenado em freezer -20 °C até a sua utilizacao

como molde para a amplificacao das regides flanqueadoras.

3.3.1.2 Primers para obtencéo das construcdes
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Os primers utilizados (material suplementar) para amplificacdo das regides
flanqueadoras dos genes selecionados foram desenhados de acordo SCHUSTER et
al. (2012). Eles foram desenhados de forma que os fragmentos amplificados
tivessem entre 1000 a 1500 pares de bases e com os fragmentos complementares
ao gene de resisténcia a higromicina ou ao plasmideo pRS426. Os primers para
amplificac@o do gene de resisténcia a higromicina foram cedidos pelo Laboratorio de
Biotecnologia Molecular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP)

3.3.1.3 PCR das regides flanqueadoras e do gene de resisténcia.

Cada tubo de reacdo continha 1 U de Taq DNA polimerase phoneutria®,
tampéo da enzima 1X, MgClz 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, primer forward 0,2 pM, primer
reverse 0,2 uM, 0,5 pg de DNA de T. harzianum para os fragmentos 5’ e 3’ ou do
plasmideo pATku70 para o gene de resisténcia a higromicina e agua milli-Q

autoclavada q.s.p. 25 pl.

Os ciclos programados no termociclador para amplificacdo dos fragmentos
flanqueadores foram: 94°C por 3 minutos; 94°C por 30 segundos, 65°C por 1 minuto,
72°C por 2 minutos (ciclo repetido 40 vezes); e extensao final: 72°C por 10 minutos.
Para o gene de resisténcia a higromicina foram: 94°C por 3 minutos; 94°C por 30
segundos, 50°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos (ciclo repetido 40 vezes); e
extensao final: 72°C por 10 minutos. Apds terminado, as amostras foram guardadas

em freezer -4°C.

Os fragmentos amplificados foram precipitados com etanol e acetato de
amonio (CROUSE; AMORESE, 1987) e depois concentrados para serem unidos ao

vetor pela S. cerevisiae linhagem SC-9721.

3.3.1.4 Transformacéao da levedura Saccharomyces cerevisiae SC-9721

3.3.1.4.1 Preparo do vetor para transformacao

O vetor utilizado para transformacao da levedura foi o pRS426. O vetor foi
digerido seguindo o protocolo FastDigest® com as enzimas de restricdo EcoRI e
Xhol.
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3.3.1.4.2 Preparo de células competentes

Uma colbnia de S. cerevisiae linhagem SC-9721 foi coletada de placa com
meio SC- URA (glicose 20g/L, triptofano 0,1g/L, leucina 0,1g/L, histidina 0,05g/L,
lisina 0,1g/L, Yeast Nitrogen Base 7g/L e agar-agar 17g/L) e inoculada em 10 mL de
meio YPD (glicose 1% (m/v), peptona 2% (m/v) e extrato de levedura 1% (m/v)) em
frasco conico, foi incubado por 16 horas a 200 rpm e 30°C. Posteriormente, 2,5 mL
desta cultura foram transferidos para um frasco conico contendo 100 mL de meio
YPD, que foi incubado com agitacdo de 200 rpm a 30°C. Ap6s 4 horas de
incubacéo, a cultura foi centrifugada por 5 minutos a 5000 g. Em seguida, as células
foram ressuspendidas com agua Milli-Q autoclavada, centrifugadas por 5 minutos a
5000 g, e por fim ressuspendidas com solucdo 1x de TE (0,1M Tris pH7,5, 0,01M
EDTA pH 7,5)

3.3.1.4.3 Transformacéo da levedura

O protocolo utilizado foi seguindo o de SCHIESTL (1989). Foi preparado um
mix (mix 1) contendo: 300ng do vetor pRS426 digerido (aproximadamente 2,5uL);
300ng do gene de selecdo hph (aproximadamente 3uL); 300ng do fragmento 5’ do
gene de interesse (aproximadamente 3uL); 300ng do fragmento 3’ do gene de
interesse (aproximadamente 3uL) e 100ug de DNA de esperma de salméo (10
mg/mL). Um segundo mix (mix 2) foi preparado contendo: 100 pL de agua Milli-Q
autoclavada; 100uL de acetato de litio 1M e 800uL de PEG 3350 50%.

Em seguida, 100uL de células competentes e 600uL do mix 2 foram
adicionados ao mix 1, esta mistura foi homogeneizada por inversédo e incubada sob
agitacao de 200 rpm por 30 minutos a 30°C. Depois, acrescentou-se 70uL de DMSO
e as amostras foram incubadas por 15 minutos a 42°C, seguido por 2 minutos de
banho de gelo.

Por dltimo, 700uL de agua Milli-Q foi adicionado ao mix 1 e centrifugados a
18385 g por 30 segundos. Descartou-se 800uL de sobrenadante e o restante foi
inoculado em meio soélido SC-URA (glicose 20g/L, triptofano 0,1g/L, leucina 0,1g/L,
histidina 0,05g/L, lisina 0,1g/L, Yeast Nitrogen Base 7g/L e agar 17g/L) durante 3
dias a 30°C.

3.3.1.5 Extrag&o de DNA total da levedura
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A extracao foi realizada de acordo com EVANS (1990) e GOLDMAN et al.,
(2003). Apos os 3 dias de incubacdo da S. cerevisiae transformada, a placa foi
dividida em 4 quadrantes, e cada quadrante teve suas colbnias coletadas e
inoculadas em 10 mL de meio liqguido SC-URA (glicose 20g/L, triptofano 0,1g/L,
leucina 0,1g/L, histidina 0,05g/L, lisina 0,1g/L, Yeast Nitrogen Base 7g/L) e
incubadas por 48 horas a 200 rpm a temperatura de 30°C. ApGs incubada, a cultura
foi centrifugada por 5 minutos a 5657 g, o sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se 1 mL de tampéo de extracdo (EDTA 0,5M 50mL/L, Tris-HCI 2M pH8
100mL/L, NaCl 14,62g/L e SDS 10% 50mL/L). Em seguida foram adicionadas
pérolas de vidro as amostras, e agitadas em vortex por 10 minutos. O sobrenadante
foi coletado e a partir dele foi feito a extracdo de DNA com 800uL de solugao de

cloroférmio:fenol (1:1), agitando a mistura durante 10 minutos em vértex.

Posteriormente, foi centrifugado a 12000 g durante 15 minutos. A fase
superior foi coletada e em seguida adicionou-se 450uL de isopropanol a ela. As
amostras foram centrifugadas durante 2 minutos a 12000 rpm a 4°C e o
sobrenadante descartado por inversao. Apos, adicionou-se 100uL de etanol 70% a
elas e centrifugou-as novamente a 12000 rpm, 4°C, por 1 minuto. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente durante
aproximadamente 1 hora. Por fim, o sedimento foi ressuspendido com 50uL em
agua com 5uL RNase (10 mg/mL). A integridade do DNA foi verificada em gel de

agarose 1% (m/v).

3.3.1.6 Amplificacédo do cassete de delecéao

Para cada amplificacdo do cassete de delecdo, foram utilizados 1,25 U da
TaKaRa polimerase®, tampao da enzima (1X), dNTP (0,2 mM), 1 ug de DNA das
leveduras transformadas, primer forward da regidao que flanqueia pelo lado 5 (0,2
HM), e primer reverse da regido que flanqueia pelo lado 3’ (0,2 uM) dos genes em
questdo e agua milli-Q autoclavada q.s.p. 50 pl. A amplificacdo foi realizada de
acordo com o protocolo: Desnaturacao inicial: 98°C por 10 segundos; Ciclo 40
vezes: 98°C por 7 segundos, 65°C por 30 segundos, 72°C por 5 minutos; Extensao
final:: 72°C por 10 minutos. As amostras foram guardadas a -20°C e posteriormente
concentradas por precipitagdo em etanol. Os produtos de PCR foram analisados em

gel de agarose 1% (m/v).
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3.3.2 Transformacao de T. harzianum TR274

3.3.2.1. Obtencéao de protoplastos

Para obtencdo dos protoplastos foi utilizada uma suspensdo de conidios
oriunda de placa do T. harzianum TR274 recém-esporulada (sete dias de cultivo em
meio MEX). 30 pL desta suspenséo foram espalhados em disco de papel celofane
disposto em placa de cultura contento meio MEX com 0,1% peptona para
germinacao durante 22 horas a 30°C. Em seguida, os conidios desta placa foram
utilizados para a obtencdo dos protoplastos. Para isto, adicionou-se 75 mg de
enzima de lise de T. harzianum (Sigma #L-1412) em 15 mL de solu¢do tampéo P
autoclavado (KH2PO4 0,0057g/mL, K2HPO4 0,00142 g/mL, Sulfato de amonio
0,07926 g/mL; pH 5,6) esta mistura foi filtrada, dentro do fluxo, em uma placa de
Petri (90 mm), depois 5 papéis celofane foram imersos dentro desta placa, um por

um, para a remocao dos conidios.

Esta placa, com a solucéo para lisar a parede celular e os conidios, foi selada
com parafilme, envolvida em papel toalha e incubada por 5 horas a 30°C e a 60 rpm
para tornar os conidios em protoplastos. Os protoplastos foram colhidos da placa de
Petri, pipetando a solu¢cdo que estava na placa em um funil com filtro miracloth
dentro de um tubo cénico de 50 mL, este tubo foi entdo centrifugado a 2000 g por 10
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os
protoplastos sedimentados foram ressuspendidos em 10mL de Tampao P.
Novamente, centrifugou-se o tubo por 10 minutos, 2000 g a temperatura ambiente
para precipitar os protoplastos, apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado.
Posteriormente, os protoplastos foram ressuspendidos em 1 mL de Tampao STC
autoclavado. (Sorbitol 0,218g/mL, CaCl2.2H20 0,00145g/mL, 1M Tris-HCL pH7.4
0,01mL/mL, Agua Milli-Q autoclavada), foi adicionado 250 pl de solucdo de PEG
(PEG 6000 0,25g/mL, CaCl2.2H20 0,0075g/mL, Tris HCI 1M pH 7,5 0,01lmL/mL) e

misturado por inversdo. O tubo foi armazenado no gelo.

3.3.2.2 Transformacgéo de T. harzianum
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A transformacdo de T. harzianum foi realizada seguindo protocolo de
DERNTL et al (2015), com pequenas alteracdes. Para cada uma das construcdes
(Athcfem e Athsep) 30ug do cassete de delegcao (concentrado em 10 uL de agua
Milli-Q) foram misturados a 130 uL da suspenséo de protoplastos em um tubo coénico
de 50 mL, e a mistura incubada por 30 minutos no gelo. Posteriormente, foi
adicionado 1mL da solucdo de PEG (PEG 6000 0,25g/mL, CaCl2.2H20 0,0075g/mL,
Tris HCI 1M pH 7,5 0,01mL/mL) e a mistura incubada a temperatura ambiente. Apos
5 minutos de incubacdo, foram adicionados 2 mL de tampdo STC (Sorbitol
0,218g/mL, CaCl2.2H20 0,00145g/mL, 1M Tris-HCL pH7.4 0,01mL/mL, Agua Milli-Q
autoclavada) e meio de selecdo (MEX + 1.2 M de sorbitol) para um volume final de
40 mL. A mistura foi homogeneizada e 10 mL desta foi transferida para placas de
petri (total de 4 placas) e incubadas a 30°C. Apo6s 1 hora de incubacédo, 10 mL de
meio de selecdo MEX + 1.2 M de sorbitol contendo higromicina na concentracao
final de 100pg/mL. As placas foram incubadas a 30°C até o surgimento de col6nias
(2 -3 dias). Cada colbnia transformante foi retirada da placa (fazendo um corte) e
transferida para placas contendo meio seletivo MEX contendo higromicina na
concentracéo final de 100ug/mL, estas foram incubadas a 30°C por 7 a 9 dias até a
germinacgédo dos conidios e conidiagdo do micélio.

Os conidios foram ressuspendidos com solucdo salina, coletados e
inoculados em novas placas com meio MEX contendo Triton X-100 (0,1% p/v) e
higromicina (100 pg/mL) para obter coldnias individuais a partir dos conidios. Estas
colénias foram repicadas para uma outra placa contendo o meio seletivo MEX
contendo higromicina (100 pg/mL) até a germinacdo dos conidios e conidiacdo do
micélio, este procedimento foi repetido 3 vezes. Na ultima passagem essas colbnias
foram cultivadas em meio BDA para 0s experimentos seguintes e em meio MEX

para extracdo do DNA gendmico.

O experimento de transformacdo dos protoplastos de T. harzianum foi
repetido. As 20 colbnias Unicas para os mutantes Athsep do 1° experimento (Athsep
19), as 12 coldnias para Athcfem do 1° experimento (Athcfem 1°), as 16 col6nias dos
mutantes Athsep do 2° experimento (Athsep 2°) e as 5 colonias Unicas de Athcfem
do 2° experimento (Athcfem 2°) foram crescidas em meio liquido MEX e tiveram
seus DNAs extraidos para verificacdo da delecdo da ORF dos respectivos genes

alvos.
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3.4 Confirmacéao da delecéo

A verificacdo da delecdo dos genes de interesse foi realizada por PCR, pela
presenca ou auséncia da ORF do gene deletado e presenca da ORF do marcador
de selecéao, hph.

A reacao de PCR para confirmagéo da delecdo da ORF da Serina peptidase
foi realizada utilizando 0,65 U de Taq polimerase Cellco®, tampdo da enzima 1X,
dNTP 0,2 mM, primer forward 0,2 uM, primer reverse 0,2 uM, 0,5 pg de DNA molde,
e agua milli-Q autoclavada g.s.p. 25 pl. O protocolo de amplificacdo foi realizado
como descrito a seguir: desnaturacao inicial: 95°C por 3 minutos; ciclo repetido 36
vezes: 95°C por 30 segundos, 57°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos e 10
segundos. Extensao final a 72°C por 4 minutos e 20 segundos.

A reacao de PCR para confirmacgéao da delecdo da ORF da SCRP-CFEM foi
realizada utilizando 1 U de Taq DNA polimerase phoneutria®, tampéo da enzima 1X,
MgCl2 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, primer forward 0,2 uM, primer reverse 0,2 uM, 0,5 pg
de DNA molde e agua milli-Q autoclavada q.s.p. 25 pl. O protocolo de amplificacédo
foi realizado como descrito a seguir: desnaturagao inicial: 94°C por 3 minutos; ciclo
repetido 36 vezes: 94°C por 30 segundos, 58°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto.
Extenséao final a 72°C por 10 minutos.

As amostras foram guardadas em freezer a -20°C, e os produtos de PCR
foram analisados em gel de agarose 1% (m/v).

3.5 Estabilidade mit6tica

Os mutantes que ndo apresentaram a ORF do gene alvo e que apresentaram
o marcador de sele¢édo foram analisados quanto a estabilidade mit6tica do marcador
de selecéo, trés mutantes Athcfem 1° e um mutante Athcfem 2° foram inoculados e
crescidos em meio BDA néo seletivo (sem higromicina) por 10 geracdes, apds isso
os mutantes foram crescidos em meio liquido MEX e tiveram seus DNAs extraidos
para confirmacdo de que ndo houve a saida do gene hph e que ndo houve
recuperacdo do gene deletado. Um mutante Athcfem 1° e um mutante Athcfem 2°

foram escolhidos para os testes seguintes com os hospedeiros.
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3.6 Teste de antagonismo em placa contra S. sclerotiorum

Para avaliar a capacidade de antagonismo dos mutantes Athcfem 1° e
Athcfem 2° e o isolado parental, foi realizado o teste de confronto contra S.
sclerotiorum. Para isso, os fungos T. harzianum (Athcfem1°, Athcfem 2° e isolado
parental) e S. Sclerotiorum foram previamente crescidos em meio BDA, apés a
conidiacao, foi transferido um disco de 4 mm de diametro retirado da placa de S.
sclerotiorum para a borda de uma nova placa de petri contendo meio BDA, apos 2
dias, foi transferido, para a borda oposta desta mesma placa, um disco de 4 mm de
didametro de T. harzianum isolado parental ou de Athcfem 1° ou de Athcfem 2°. Cada
condicéo foi realizada em triplicata. As placas inoculadas foram incubadas por 14
dias em estufa BOD com fotoperiodo de 8 horas escuro e 16 claro a temperatura de
28°C, apos este periodo as placas foram fotografadas e a area de sobreposicédo de
T. harzianum sobre o S. sclerotiorum foi analisada de acordo com a escala de BELL

(1982) mostrada na Figura 4 e na Tabela 1.

OO0

NOTA 1 NOTA 2 NOTA 3 NOTA 4 NOTA 5

O T. harzianum

O S. sclerotiorum

Figura 4 Esquema da escala de Bell para avaliagdo da habilidade de antagonismo de Trichoderma
spp. contra fitopatégenos. As notas sdo atribuidas de acordo com a area que Trichoderma spp.
consegue crescer na placa contra o fitopatdgeno. As notas 1 e 2 classifica Trichoderma como muito
eficiente no antagonismo, as notas 3, 4 e 5 classificam Trichoderma como ineficiente em antagonizar
o fitopatégeno.

Tabela 1 Escala de Bell para avaliagdo de capacidade antagdnica de Trichoderma spp. contra fungos
fitopatogénicos.
Nota Classificacao do Descricéo
Antagonismo de
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Trichoderma spp.

1 Muito eficiente Trichoderma spp. cresce completamente sobre o

patégeno, e cobre 100% da placa.
2 Eficiente Trichoderma spp. cresce e cobre 66% da placa

3 Ineficiente Trichoderma spp. e o patdgeno crescem e cada
um domina 50% da placa, e nenhum organismo

parece dominar 0 outro
4 Ineficiente O patégeno cobre 66% da placa

5 Muito ineficiente O patogeno cresce sobre Trichoderma spp. e

cobre 100 % da placa

3.7 Andlise de alteracdes morfolégicas no feijoeiro induzidas por T. harzianum

Para analisar se 0 gene deletado estaria envolvido nas alteracdes
morfologicas no feijoeiro induzidas por T. harzianum, foram cultivadas plantas de
feijoeiro na presenca e na auséncia de T. harzianum isolado parental e mutantes
Athcfem 1° e Athcfem 2°, as raizes e as folhas destas plantas foram coletadas e

digitalizadas para a analise.

3.7.1 Assepsia das sementes

A assepsia das sementes de feijao cultivar pérola foi realizada dentro de fluxo
laminar pela imersdo em hipoclorito de sdédio na concentracdo de 1% de cloro
ativado por 7 minutos, ap0s isso elas foram lavadas 3 vezes com agua destilada

autoclavada por um minuto.

3.7.2 Obtencéo de esporos

Para a obtencdo de conidios, a linhagem parental e os mutantes Athcfem 1° e
Athcfem 2° foram inoculadas em seus respectivos erlenmeyer contendo 50 g de

arroz parboilizado hidratado com 30 mL de agua destilada previamente autoclavado
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a 120 °C por 20 minutos. Os frascos foram incubados a 28°C com fotoperiodo de 16
horas claro por 8 horas escuro durante 7 dias. O material dos frascos foi
ressuspendido em 100 mL de agua destilada autoclavada para a obtencdo da

suspensao de conidios.

3.7.3 Cultivo das plantas em casa de vegetacao

O substrato utilizado para o crescimento das plantas foi o Bioplant Plus®, o
substrato foi hidratado conforme a indicagdo do fabricante e foi dividido para ser
autoclavado a 120°C por 50 minutos. Em seguida, o substrato foi colocado em copos
plasticos de 500 mL (perfurados no fundo e nos lados para evitar acumulo de agua),
as sementes de feijao cultivar pérola foram distribuidas nestes copos, destas 25 ndo
foram inoculadas (condigdo planta), 25 foram inoculadas com 107 conidios de T.
harzianum linhagem parental (condigdo planta + isolado parental), 25 foram
inoculadas com 107 conidios do mutante Athcfem 1° (condigdo planta + Athcfem 1°);
e 25 plantas inoculadas com 107 conidios do mutante Athcfem 2° (condigdo planta +
Athcfem 2°). As plantas foram colocadas em casa de vegetacao regadas diariamente
durante 14 dias. ApGs este periodo, 15 plantas de cada condi¢cao foram coletadas
aleatoriamente e tiveram suas raizes lavadas e digitalizadas utilizando o scanner
Epson Expression 12000XL com um fundo preto para contrastar com as raizes. As
folhas também foram coletadas e digitalizadas usando o scanner Epson Expression
12000XL com um fundo branco, e utilizadas para o teste de suscetibilidade ao
patégeno S. Sclerotiorum.

A andlise morfolégica das raizes digitalizadas foi realizada com o software
WinRhizo® 2008, e a das folhas digitalizadas foi realizada com o ImageJ®. A média
dos grupos foi comparada estatisticamente usando o Teste T bicaudal ndo pareado

entre cada grupo separadamente.

3.7.4 Teste de suscetibilidade

O teste de suscetibilidade a S. sclerotiorum foi realizado utilizando a
metodologia de folha destacada (adaptado de PETTITT et al., 2011). 15 folhas
destacadas das plantas crescidas em cada condicao (planta, planta + isolado

parental, planta + Athcfem 1° e planta + Athcfem 2°) foram colocadas em formas
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esterilizadas forrada com papel filtro umedecido com 4gua autoclavada, cada forma
continha apenas as folhas correspondentes a cada condicdo. Em cada folha foi feito
3 pequenas lesdes utilizando palitos de dente, em seguida um disco da cultura de S.
Sclerotiorum foi colocada sobre cada lesdo. ApOs sete dias as imagens foram

digitalizadas para comparacédo da area infectada pelo software ImageJ®.

3.8 Andlise da expressdo de genes de defesa das raizes de feijoeiro e

andlise de colonizacdo das raizes

Para analisar a eficiéncia de colonizacdo das raizes por T. harzianum e
analisar as diferencas na expressao de genes de defesa das raizes de feijoeiro,
plantas de feijoeiro foram cultivadas em sistema de hidroponia, cada condicdo
continha 10 plantas. As condicbes foram: plantas crescidas na presenca de T.
harzianum isolado parental, plantas crescidas na presenca de T. harzianum Athcfem
1°, plantas crescidas na presenca de T. harzianum Athcfem 2° e plantas n&o
inoculadas. As raizes foram coletadas e, para cada condicdo, 5 raizes foram
reservadas para analise do teste de colonizacao e 5 raizes reservadas para extracao
de RNA e analise da expressao génica.

3.8.1 Cultivo em sistema hidropénico.

A assepsia das sementes de feijado cultivar pérola foi realizada dentro de fluxo
laminar pela imersdo em hipoclorito de sédio na concentracdo de 1% de cloro
ativado por 7 minutos, apdés isso elas foram lavadas 3 vezes com agua destilada
autoclavada por um minuto. As sementes foram entdo transferidas para placas de
petri contendo agar-agua 2% (m/v) e estas incubadas em estufa BOD a 28°C por 3

dias, com fotoperiodo de 16 horas claro por 8 horas escuro.

Apo6s a germinagdo, as sementes que possuiam raizes de aproximadamente
3 cm foram transferidas para um sistema de hidroponia semelhante ao descrito por
YEDIDIA et al. (1999) e por DJONOVIC et al. (2006). Este sistema consiste em
tubos coénicos de 50 mL com o fundo cortado colocados em frascos de 250 mL

contendo 50 mL de meio Murashige and Skoog (MS) acrescido de vitaminas
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Gamborg (100 mg/L mio-inositol, 1 mg/L acido nicotinico, 1 mg/L cloridrato de
piridoxina, 10 mg/L cloridrato de tiamina), selados com papel filme. As plantas
ficaram neste sistema por 4 dias dentro de incubadora BOD (28°C, com fotoperiodo
de 16 horas claro por 8 horas escuro), apos esse periodo o meio foi trocado por um
novo meio MS acrescido de vitaminas Gamborg e 0,05% de sacarose (m/v), e neste
momento foi inoculado 107 conidios de T. harzianum isolado parental nas 10 plantas
da condicéo “planta + isolado parental”’, 107 conidios do mutante Athcfem 1° nas 10
plantas da condigdo “planta + Athcfem 1°” e 107 conidios do mutante Athcfem 2° nas
10 plantas da condigdo “planta + Athcfem 2°°, as outras 10 plantas ndo foram
inoculadas para servirem de controle na condigdo “planta”. As plantas de todas
condi¢cBes foram incubadas por mais 48h. Apoés isto, as plantas tiveram suas raizes
coletadas e cada condi¢do foi dividida em dois grupos com 5 plantas, as raizes
destas 5 plantas foram lavadas para retirar 0 excesso de fungo e unidas, um grupo
foi congelada em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para posterior extracdo
de RNA e o outro grupo foi utilizado para a analise de colonizacdo As plantas
reunidas em cada grupo formaram a amostra composta correspondente a uma

réplica biologica. Este ensaio foi repetido 3 vezes.

3.8.2 Anédlise de colonizacao de raizes

Apos a lavagem, as raizes tiveram sua superficie esterilizada com a imerséo
em agua sanitaria na concentracdo de 1% de cloro ativado por 3 minutos depois
foram lavadas 3 vezes com agua autoclavada. Apoés isso, para cada condicdo, as
raizes foram pesadas e 3 g delas foram colocadas em cadinhos com 15 ml de agua
autoclavada e foram maceradas, 1 ml desta mistura foi inoculado em meio BDA com
0,1% de Triton X100. Apos 48 horas as coldnias foram contadas para determinar a
taxa de colonizacdo. O experimento foi repetido 3 vezes (Protocolo adaptado a
partir de LAMDAN et al. (2015))

3.8.3 Andlise da expressao de genes de defesa do feijoeiro por PCR em tempo
real

3.8.3.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

A extracdo de RNA das plantas das réplicas bioldgicas foi realizada utilizando
o kit PureLink™ RNA mini kit (Invitrogen), conforme instrugdes do fabricante. O RNA
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extraido foi concentrado por precipitacdo com etanol com acetato de sédio 3M, e
ressuspendidas em 20 pL de agua ultrapura. A integridade dos RNAs foi analisada
em gel de agarose 1% (m/v). Os RNAs concentrados foram quantificados e
avaliados em NanoDrop (Thermo scientific); as amostras que apresentaram razdes
260/280 nm e 260/230 nm maiores que 2,00 foram utilizadas para as préximas

etapas.

As amostras de RNA foram tratadas com TURBO DNA-free™ Kit (Invitrogen)
para eliminar tragcos de DNA gendmico, em seguida 5 pg do RNA foram utilizados
para realizar a sintese do cDNA utilizando o kit SuperScript® Ill First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), apés a sintese do cDNA, foi adicionado a
amostra RNase H fornecida pelo kit. O cDNA foi diluido em 80 pL de agua Milli-Q

para ser utilizado nas reagdes de PCR quantitativo em tempo real.

3.8.3.2 PCR quantitativo em tempo real

Cada reagéo de PCR quantitativo continha 1 pL de primer forward 100 pM e 1
uL de primer reverse 100 uM (informacGes complementares), 6 uL de MAXIMA®
SYBR-green PCR Master mix Kit (Invitrogen), 4 uL de &gua ultrapura e 4 uL do

cDNA. Cada reacao foi realizada em triplicata.

Os ciclos programados no termociclador foram: 95°C por 10 minutos (1 vez),
95°C por 15 segundos seguido 60°C por 1 minuto (ciclo repetido 40 vezes); a curva
de Melting consistiu em 95°C por 10 segundos, 60°C por 1 minuto e 90°C por 10
segundos para finalizar. Os dados foram coletados continuamente através do

software Step One Plus™ real-time PCR System da Applied Biosystems®.

Os primers usados para estas reacdes correspondem aos seguintes genes do
feijoeiro: B-1,3-Glucanase (Glu), Fenilalanina amonia liase (PAL), Lipoxigenase 1
(Lox), Peroxidase (Per) Quitinase 1 (Chit); além desses genes relacionados a defesa
do feijoeiro, o gene da B-actina (Act) também foi utilizado como controle endégeno
para normalizar a quantidade de cDNA em cada amostra (informagdes

complementares).

Os niveis de expresséo dos genes foram calculados de acordo com o método
2-AACT.
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4. Resultados
4.1 Analise in-silico
A serina peptidase 747596 (Figura 5) € uma proteina grande com 637
aminoacidos. A anotacdo dela prevé o peptideo sinal para secrecdo, um dominio de

ativacdo e o dominio da familia das serina peptidases S8/S53.

MKISLIVLNGLLAGAMAVPTGSQVVHEKRDTNNARWIKREAVDPNTKVPVRIALKQSNLDKGMDYLLD

VSHPESSNYGNHYTADQVVDLFAPSDESINSVKSWLVKSGVPASSITASKSKGWLSFTTTSGQLESLL
HTSESTYDHVDARNVHIGTDEYSLPKEISQHVDFITPGVVFAPVKTSAKKEKRGHKSIRRASKPLPAHIA
QILAANPRATSTCGSAITPQCIKSMYNITAGTSAISSNALGVFEVEDTYAQQDLTQFWKSFATNIPSTTG
PKVDGIDGAKAPTSPINAGGESDLDFEIAIPIIYPQTTVLYQSSVKNDDIFNTFLDAIDGSYCTFSDDGET

GDDPTVDGTTRNEQCGAFTPTNVISFSYGTAEADYPTYYLOQRQCDEFMKLGLQGTSIVFASGDDGVA
RRSGP

Figura 5 Sequéncia de aminodacidos da serina peptidase 747596. A proteina apresenta peptideo sinal
(em azul claro); o dominio de ativacdo de peptidase S53 (em cinza) e o dominio da superfamilia das
peptidases S8/S53 (em roxo). Dados do InterproSCAN.

O script criado para identificar proteinas SCRP resultou na identificacdo de
182 proteinas secretadas SCRP putativas no genoma de T. harzianum (anexo 1).
Destas, 37 possuem pelo menos um dos dois motivos de translocacao putativo de
proteinas efetoras RxLR-like ou Y/W/F/xC. A maioria destas proteinas ndo esta
anotada, e as principais categorias encontradas foram: beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase (10 proteinas), Killer toxin, Kp4/SMK-like (6

proteinas), proteinas com dominio CFEM (5 proteinas) e Hidrofobinas (5 proteinas).

A proteina escolhida SCRP-CFEM 779733 possui 197 aminoacidos e contém
peptideo sinal de secre¢cdo e um motivo putativo de translocacdo YVC dentro do
dominio CFEM,; esta proteina também apresenta uma regido de desordem intrinseca
(Figura 6).

MKAAFVAVALAALAQAQTRADI

ANSGSGSSGSGSSSAANTTPAQQTTSAAQSSSAAQSSSAAQSSVASAPP
SSAPAQTTSAAQTTPVVPVGTGTGVPPPAGNKTTTGAPTAPTNGASTILPGLAFIAALCAFAL*

Figura 6 Sequéncia de aminoacidos da SCRP-CFEM 779733. A proteina apresenta peptideo sinal
(em azul claro), o dominio CFEM (em verde) uma regido de desordem intrinseca (amarelo). Dados do
Interpro SCAN. E o motivo de translocacdo YVC (destacado) inferido pelo nosso Script

A pagina da proteina SCRP-CFEM 779733 no JGI coloca ela como
pertencente ao ortogrupo KOG1878, este grupo esta relacionado com a transcri¢cao
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e é descrito como “co-regulador de receptores nucleares SMRT/SMRTER, contendo
dominio Myb-like”.

4.2 Obtencao dos mutantes

As sequéncias utilizadas para a montagem do cassete de selecao foram
amplificadas com sucesso: foram obtidos os produtos com o tamanho esperado para
o gene hph (1432 pb), para a sequéncia flanqueadora pelo lado 5’ do gene da serina
peptidase (1218 pb), para a sequéncia flanqueadora pelo lado 3’ do gene da serina
peptidase (1210 pb), para a sequéncia flanqueadora pelo lado 5’ do gene da SCRP-
CFEM (1100 pb), e para a sequéncia flanqueadora pelo lado 3’ do gene da SCRP-
CFEM (844 pb) (Figura 7).

6000 pbh '
3000 pbisd

1000 phisssese Y e e
oo

Hph sep5' Sep3' Cfem5' Cfem 3'

Figura 7. Verificagcdo da amplificacdo do gene de selecdo e das regibes flanqueadoras dos genes
Serina peptidase 747596 e SCRP-CFEM 779733 por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). Hph:
Hygromycin B phosphotransferase - gene de resisténcia a higromicina. Sep 5’: sequéncia
flanqueadora pelo lado 5’ do gene Serina peptidase; Sep 3’: sequéncia flanqueadora pelo lado 3’ do
gene Serina peptidase; Cfem 5’: sequéncia flanqueadora pelo lado 5’ do gene SCRP-CFEM. Cfem 3’
sequéncia flanqueadora pelo lado 3’ do gene SCRP-CFEM

Com essas sequéncias amplificadas e o vetor foi possivel transformar e
reverter a auxotrofia da linhagem SC-9721 de S. cerevisiae, indicando que 0s
fragmentos foram unidos ao plasmideo formando os cassetes de dele¢do. Para o
cassete de delecdo Athsep, 2 dos 4 quadrantes com leveduras transformadas
amplificaram o cassete de delecao que continha 3860 pares de base. Para o cassete
de delecao Athcfem, 3 dos 4 quadrantes com leveduras transformadas amplificaram

0 cassete que continha 3376 pares de base (Figura 8)
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Figura 8. Confirmacgédo, em gel de agarose 1% (m/v), da montagem dos cassetes de dele¢do através
de amplificagdo por PCR com o DNA das S. cerevisiae transformadas. A) PCRs para o cassete de
delecéo da serina peptidase (Athsep), os pogos 4 e 5 séo duplicatas da mesma amostra. B) PCRs
para amplificac&o do cassete de delecdo da SCRP-CFEM (Athcfem).

Foram obtidos 20 transformantes de T. harzianum no primeiro evento de
transformacao dos protoplastos para a geracdo dos mutantes Athsep (Athsep 1°), e
16 transformantes do segundo evento de transformagédo (Athsep 2°). O DNA
gendmico de todos os transformantes de T. harzianum Athsep dos dois eventos de
transformantes apresentaram a ORF da serina peptidase, apesar de serem

resistentes a higromicina (Figura 9).

MARC Parental S1 S2 S3 S4

Figura 9 Verificacdo da delecdo do gene da Serina peptidase em gel de agarose 1% (m/v) com o
resultado da amplificacdo da ORF no isolado parental (parental) e nos mutantes Athsep 1° (S1 a
S13). MARC: marcador GeneRuler™ 1 kb DNA ladder

Foram obtidos doze transformantes do primeiro evento de transformacgéo dos
protoplastos para a geragcdo dos mutantes Athcfem (Athcfem 1°), e cinco
transformantes do segundo evento de transformacéo (Athcfem 2°) (resultado n&o

mostrado).
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O DNA genbmico de trés transformantes Athcfem 1° e um transformante
Athcfem 2° ndo apresentaram a banda correspondente a amplificacdo da ORF da
SCRP-CFEM e apresentaram o0 gene de selecdo hph (Figura 10), apos o teste de
estabilidade mitotica estes mesmos mutantes continuaram com o gene de selecéo

integrado no genoma.

—_— ——— Athdem ——
MARC Parental 1 MARC 5 6 7 8

Figura 10 Verificagéo em gel de agarose 1% (m/v) da delecdo da ORF SCRP-CFEM e da inser¢do do
gene de selecdo hph. a) Resultados da PCR para amplificar a ORF SCRP-CFEM dos mutantes
estaveis Athcfem 1° (1,2 e 3), Athcfem 2° (4) e no isolado parental (parental) comprovando a delecédo
nos mutantes. b) Resultados da amplificacdo da ORF do gene de resisténcia a higromicina (hph) nos
mutantes estaveis Athcfem 1° (5,6 e 7) e Athcfem 2° (8) comprovando a persisténcia do marcador de
selecdo nos mesmos mutantes. MARC: marcador GeneRuler™ 1 kb DNA ladder.

Os mutantes Athcfem quando crescidos em meio BDA se mostraram bastante
parecidos com o isolado parental, porém ambos mutantes esporularam menos
(Figura 11).

isolado parental Athcfem 19 Athcfem 29

Figura 11 Morfologia do isolado parental (T. harzianum TR274) e dos mutantes nocauteados para o
gene SCRP-CFEM 779733 (Athcfem 1° e Athcfem 2°), quando crescidos em meio BDA por 7 dias a
28°C.
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4.3 Interacdo dos mutantes Athcfem e do isolado parental com S.
sclerotiorum

Os mutantes Athcfem 1° e Athcfem 2° colonizaram o micélio do fitopatdgeno
S. sclerotiorum crescendo sobre ele assim como o isolado parental (Figura 12).
Todos sendo avaliados, portanto, com a nota 1 na escala de Bell e classificados
como antagonistas eficientes. Embora tenham sido classificados com nota 1, pode-
se observar que os mutantes apresentaram uma area menor de esporulacdo sobre o

patégeno (Figura 12).

Figura 12. Teste de confronto entre T. harzianum e S. Sclerotiorum. O isolado parental (A) e os
mutantes Athcfem 1° (B) e Athcfem 2° (C) aparecem do lado direito e conseguem crescer sobre o
fitopatégeno (lado esquerdo) em 100% de sua area (nota 1 na escala de Bell). O experimento foi feito
em triplicata para cada isolado, e todos eles classificados com a mesma nota.

4.4 Interacdo dos mutantes Athcfem e do isolado parental com P.
vulgaris

N&o foi observada diferenga estatistica nos valores de area foliar e volume
das raizes entre as plantas cultivadas na presenca do isolado parental e dos
mutantes Athcfem 1° e Athcfem 2° (Figura 13 A e C). Porém foi observada diferenca
no tamanho total das raizes, as plantas tratadas com o isolado parental
apresentaram raiz total 127 cm maior do que as tratadas com o Athcfem 1°, 235 cm
maior que as tratadas com Athcfem 2° e 248 cm maior que as plantas sem
tratamento (Figura 13 B).

Além disto, as plantas tratadas com o isolado parental apresentam um

didmetro médio de raiz menor (Figura 13 D), o didmetro médio delas é 0,05 mm
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menor do que o didmetro médio das plantas tratadas com os ambos mutantes e 0,03

mm menor do que o das plantas néo tratadas.
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Figura 13 Andlise dos dados morfolégicos das plantas de feijoeiro ndo tratadas (Planta), das
inoculadas como isolado parental (isolado parental), das inoculadas com o mutante Athcfem 1°
(Athcfem 1°) e das inoculadas com Athcfem 2° (Athcfem 2°) a) &rea foliar média. b) Tamanho total
meédio das raizes ¢) Volume médio das raizes e d) Didmetro médio das raizes. Os asteriscos (*)
representam p<0,5 no teste T em relagdo ao selvagem; as linhas verticais indicam o desvio padréo.

A diferenca de tamanho entre os grupos também é observada na distribuicao
das raizes em classes de diametro (Figura 14 A). As raizes com diametro de até 0,5
mm apresentam tamanho maior nas plantas tratadas com o isolado parental, elas
sao cerca de 220 cm maiores em tamanho do que nas plantas sem tratamento e nas

plantas tratadas com Athcfem 2°, e 140 cm maiores que as tratadas com Athcfem 1°.

Apesar do volume total ndo ter apresentado diferenca estatistica entre os
grupos, foi observada diferenca estatistica no volume quando as raizes sao divididas
em classes de diametro (Figura 14 B). As raizes com diametro de até 0,5 mm
apresentam volume maior nas plantas tratadas com o isolado parental, em
decorréncia do aumento do tamanho como citado anteriormente, elas séo cerca de
0,13 cm?® maiores do que nas plantas sem tratamento e nas plantas tratadas com

Athcfem 29, e 0,09 cm?® maiores que as tratadas com Athcfem 1°.

Nas raizes com diametro entre 1,0 e 1,5 mm as raizes sdo maiores nas

plantas tratadas com mutantes; elas ocupam 0,16 cm® a mais nas tratadas com
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Athcfem 1° do que nas tratadas com o isolado parental, e ocupam 0,8 cm?® a mais
nas tratadas com Athcfem 2° do que nas tratadas com o parental. Nas raizes com
diametro entre 1,5 e 2,0 mm, as plantas tratadas com ambos mutantes ocuparam

cerca de 0,075 cm?® a mais do que as tratadas com o parental (Figura 14).

misolado parental

E
= m planta
2
= u Athcfem 132
E
= Athcfem 22
T
EFEEL o e e —
L:,Q‘t‘ ) @ﬁ ﬂ @fa @B tét"ﬁ @ﬁ ﬁﬂhﬁ
Pt o v M r_":-' r_'ﬂv r_'-‘v
I:F' g ij 4 Ollf:" rd Fpll}.} ra @LQ 7 Qlllfﬁ 7
o )
QO 7 ’u@ 4 SO b-@

classes de didgmetro (mm)

m isolado parental

__5 0,6 m planta
£ 0.5 * m Athcfem 12
= :.IL | ]
2 03 . Athcfem 22
0,2 i
ill .
0 i z=zB E-II ek =T _
o A I LAY 3 ) s}
£ & &FH & & &F PH F F
L& L , LY L > Rt A B
QI'-'Q _WQ 2 . |'-Q ,.\,,_Il'-'qI n'q ’ f(‘} ’ S ’ D g
& o 2 & o o
Q@ Ly -\E'\. \f-" "L.@ Ly ::':' y "-';j bul:?

classes de didgmetro (mm)

Figura 14 Dados morfolégicos divididos nas classes de diametro das raizes das plantas de feijoeiro
sem indculo (Planta), inoculadas como isolado parental (isolado parental), inoculadas com o mutante
Athcfem 1° (Athcfem 1°) e inoculadas com Athcfem 2° (Athcfem 2°) a) Distribuicdo do tamanho da raiz
em classes de diametro das raizes. b) distribuicdo do volume das raizes em cada classe de diametro.
Os asteriscos (*) representam p<0,5 no teste T em relacdo ao selvagem e as linhas verticais indicam
o0 desvio padréo.
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N&o foi possivel observar a suscetibilidade de feijoeiro a S. sclerotiorum no
teste de folhas destacas, pois durante o experimento as folhas desenvolveram

clorose antes do aparecimento dos sintomas do mofo branco (Figura 15).
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Figura 15. Clorose das folhas utilizadas no experimento de suscetibilidade ao mofo branco.

A analise de colonizacao das raizes por contagem de col6nias também foi mal
sucedida, pois na maioria das placas cresceu apenas uma colénia ou nenhuma de
Trichoderma harzianum, além de que apareceram colénias com morfologia de outras
espécies de fungos e bactérias.

4.4.1 Analise da expressao dos genes de defesa do feijoeiro na interacdo com
0s mutantes Athcfem e com o isolado parental

Os mutantes ativarem o0s genes de defesa do feijoeiro com um padréo
bastante semelhante aos ativados pelo isolado parental apesar de diferirem na
intensidade da ativacao (Figura 16).

Quando comparadas com as plantas controle, as plantas inoculadas com o
isolado parental apresentaram um aumento de 2 vezes a transcricdo do gene

glucanase, e aumento de 1,6 e 1,09 para os mutantes Athcfem 1° e Athcfem,
respectivamente.

Para o gene da lipoxigenase, as plantas inoculadas com o isolado parental
aumentaram em 0,5 o nivel de transcricdo. Ja as inoculadas com o Athcfem 1°
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guase nao alteraram a transcricdo deste gene aumentando os transcritos em apenas

0,055 e o Athcfem 2° aumentou a transcricdo em 0,74 vezes.

Os transcritos de peroxidase diminuiram 0,21 vez nas plantas com o isolado
parental, diminuiram 0,52 nas que interagiram com o mutante Athcfem 1° e 0,83 nas

que interagiram com o Athcfem 2°

Os transcritos da Quitinase aumentaram 3,2 vezes na interagdo com o isolado
parental, enquanto na interagdo com o Athcfem 1° eles aumentaram 5,9 vezes, e na

interagcdo com Athcfem 2° aumentaram 1,75 vez

Os transcritos da fenilalanina amoénia liase aumentaram 2,38 vezes nas
plantas com o isolado parental e aumentaram 4 vezes nas plantas com o Athcfem 1°

e 1,775 vez nas plantas com Athcfem 2°.
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Figura 16 Expressao relativa dos genes f3-1,3-Glucanase (Glu), Fenilalanina amoénia liase (PAL),
Lipoxigenase 1 (Lox), Peroxidase (Per) e Quitinase 1 (Chit) nas plantas ndo inoculadas (planta), nas
plantas inoculadas com o isolado parental (Isolado parental), nas inoculadas com o Athcfem 1°
(Athcfem 1°) e nas inoculadas com o Athcfem 2° (Athcfem 2°); os genes dos tratamentos foram
normalizados pelos dados de expressédo de B-actina de cada tratamento e os dados sédo relativos a
expressdo desses mesmos genes na condicdo planta (plantas crescidas sem nenhum isolado). As
linhas verticais representam o erro padrao.
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5. Discussao

Usualmente o método de delecdo por recombinacdo homodloga ndo é
considerado efetivo em fungos filamentosos, ele depende do tamanho das
sequéncias homadlogas no cassete de dele¢cdo e também varia muito dependendo do
loci alvo no genoma. Em Trichoderma reesei a recombinagédo homéloga usualmente
nao excede a frequéncia de 15% (BISCHOF; SEIBOTH, 2014). Fungos filamentosos
usam preferencialmente a via de recombinacdo ndo-homologa (NHEJ) para integrar
o DNA. Uma estratégia que ja é utilizada para aumentar a taxa de recombinacgéo
homologa em T. reesei consiste em utilizar uma linhagem que tem genes chaves
(tku70 e tmus53) da via NHEJ deletados. A desvantagem em utilizar linhagens
nocauteadas para esses genes é que elas sdo mais sensiveis a danos no DNA, tem
menor estabilidade gendmica e possuem expressao de alguns genes alterada
(SCHUSTER et al., 2012), levando estes fatores em conta a utilizacdo de uma
linhagem de T. harzianum nocauteados para os genes da via NHEJ n&o seria a mais

recomendada para a andlise de interacdo com hospedeiros.

A dificuldade para a delecdo do gene serina peptidase através de
recombinacdo homodloga pode ser devido a diferenca entre o tamanho do gene a ser
deletado e o do gene de selecdo a ser inserido. Como mostrado na Figura 17, a
regido de delecdo que contém a ORF da serina peptidase € bem maior (2561 pb)
que a regido do gene hph (1432 pb), como essas duas regides ndo sdo homélogas,
€ necessario que o gene da SEP faca uma alca para que ambas as extremidades
pareiem com suas regiées homodlogas do cassete. Minha hip6tese € de que a
probabilidade da alga se formar no cromossomo pode ser baixa, visto que neste
caso 0 DNA estd associado a proteinas da cromatina. Se este for a causa da
dificuldade em obter o mutante Athsep uma possibilidade seria repetir a técnica de
recombinacdo homologa porém com os primers desenhados para eliminarem

apenas uma parte da proteina truncando-a.
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Figura 17. Representacdo esquemética dos emparelhamentos que devem ocorrer para que o
cromossomo troque sua regido pela do cassete de delecéo. As regibes homologas sdo mostradas em
amarelo. Para a delec&do do gene SCRP-CFEM (orf cfem)

Os mutantes Athcfem esporulam menos em meio BDA e sobre o fitopatégeno,
este fendtipo pode ser devido a perca do gene SCRP-CFEM ou pode ser um efeito
colateral do processo de transformacdo dos protoplastos ou como resultado da
selecéo exercida pela higromicina sobre os isolados. Independentemente do motivo
que causou este fendtipo, a diminuicdo da conidiagdo dos mutantes Athcfem nédo

afetou a capacidade deles em antagonizar contra S. sclerotiorum.

A diferenca na intensidade da ativacdo dos genes analisados (PAL, Lox, Glu,
Chit e Per) ndo pode ser atribuida a SCRP-CFEM conclusivamente, pois Athcfem1°
ativou os genes de maneira mais intensa que o isolado parental mas Athcfem 2°

ativou de maneira mais branda que o isolado parental.

O fendtipo em que ambos mutantes concordaram foi na alteracdo da

morfologia das raizes do feijoeiro. Na presenca dos mutantes Athcfem, as raizes
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apresentaram menos fios com diametro de até 0,5 mm, portanto a proteina SCRP-
CFEM pode estar relacionada ao aparecimento de raizes secundarias mais finas.

A explicacdo para que os mutantes Athcfem alterem o tamanho total das
raizes mas ndo o volume total decorre de uma compensacao exercida pelas raizes
de maior didmetro. Apesar das plantas tratadas com o isolado parental possuirem
tamanho maior nas raizes com diametro até 0,5 mm elas possuem tamanho menor
nas raizes com diametro de 1,0 a 2,0 mm. A diferenca no tamanho das raizes de 1,0
a 2,0 mm de didmetro € pequena porém elas contribuem mais para o volume do que
as raizes de até 0,5 mm de didmetro. Por exemplo, enquanto as plantas tratadas
com o isolado parental sdo 140 cm maiores na classe de até 0,5 mm do que nas
plantas tratadas com Athcfem 1°, estes 140 cm contribuem apenas para 0,09 cm?do
volume, j& na classe entre 1,0 e 1,5 mm as raizes tratadas com Athcfem 1°
apresentam apenas 15 cm a mais que as tratadas com o isolado parental, porém
esses 15 cm contribuem com 0,16 cm® para o volume. A anotagdo da proteina
SCRP-CFEM pode indicar uma explicacdo de como ela pode alterar a morfologia
das raizes. O ortogrupo (co-regulador de receptores nucleares SMRT/SMRTER,
contendo dominio Myb-like) ao qual ela pertence ndo possui nenhuma outra proteina

com o dominio CFEM.

E importante salientar que o KOG (EuKaryotic Orthologous Groups) é uma
ferramenta que identifica grupos de genes paralogos e ortélogos. O dominio Myb-like
nao foi identificado na SCRP-CFEM 779733, mas sim em outros genes que estdo no

mesmo ortogrupo que ela.

A regido de desordem intrinseca confere flexibilidade conformacional,
podendo passar de um estado desorganizado para um estado organizado quando
encontra 0 a molécula parceira com quem ela interage (AHRENS; NUNEZ-
CASTILLA; SILTBERG-LIBERLES, 2017). Esta regido poderia ser responsavel por
interagir com outras proteinas da planta sinalizando que ela deveria formar as raizes

de menor calibre.

Uma escolha mais criteriosa para analisar qual a diferenca em nivel
transcricional promovida pela SCRP-CFEM seria as vias de sinalizagdo mediada por
etileno e auxinas (DE PALMA et al., 2019) ou ent&o genes envolvidos com o balango
redox, pois estas vias ja foram relacionadas com o aparecimento de fios absortivos
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(CAROL,; DOLAN, 2006). DE PALMA et al. (2019) mostrou T. harzianum T22 modula
a transcricdo de SIMYB93 nas raizes de tomateiro e sugeriu que este pode ser o
motivo dos efeitos que este isolado provoca na arquitetura das raizes, pois este
gene SIMYB93 é similar ao regulador negativo de desenvolvimento de raizes
laterais induzido por auxina AtMYB93 de Arabidopsis thaliana (GIBBS et al., 2014).

Interessante notar que esses genes endoégenos de plantas contém o dominio
Myb, talvez a SCRP-CFEM 779733 consiga modular o desenvolvimento de raizes
laterais mimetizando, através da sua regido de desordem intrinseca, o dominio Myb

de um gene ort6logo ao AtMYB93 no feijoeiro.
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6. Concluséo
Trichoderma harzianum provoca varios efeitos benéficos nas plantas
hospedeiras desde a inducdo de resposta de defesa até a promocdo de
crescimento, estes efeitos sdo mediados por horménios liberados pelo fungo e
também por proteinas, neste trabalho lancamos um novo olhar para o papel de
proteinas com o dominio CFEM: a importdncia da proteina SCRP-CFEM no

aparecimento de raizes secundarias que ainda nao tinha sido descrito.
Perspectivas

e Analisar por PCR se a ORF do gene SCRP-CFEM ficou ancorada no gene
hph, com primers que amplifiguem desde a regido que esta antes dos 1000
pb de homologia até a extremidade direita do gene hph, e, para verificar se
ficou ancorado na outra ponta do gene, utilizar primers que amplifiguem
desde a extremidade esquerda do gene hph até a regido ap6s os 1000 pb de

homologia.

e Repetir os experimentos em casa de vegetagcao para corroborar os resultados
do presente trabalho;

e Investigar a expresséao diferencial de genes que ja sédo reconhecidos como
importantes para a morfogénese de raizes e outros relacionados a defesa de

plantas;

e Analisar por microscopia eletrbnica de varredura a intera¢do da planta com os

mutantes e S. sclerotiorum;

¢ Analisar a capacidade de colonizacdo das raizes através de RTgPCR para

genes especificos de Trichoderma,

e Fazer o teste de suscetibilidade de feijoeiro a mofo branca em testes de
campo ou em folhas destacadas utilizando acido giberélico para prevenir

senescéncia;

e Verificar in-silico se a fusdo da SCRP-CFEM 779733 com GFP mudaria a
conformacdo da proteina através do AG predito, e caso ndo afete

complementar os mutantes nocauteados com o gene SCRP-CFEM 779733
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fusionado com GFP e repetir os experimentos para analisar se o fendétipo é

recuperado.
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10.26%
7.41%
4.00%
10.94%
6.12%
7.63%

7.84%
6.06%
5.03%

4.44%

8.82%
4.97%

9.62%
5.22%
10.31%

Quantidade

de

Aminoéacidos

71
77
95
129
214
145
131
101

100
245
95
78
135
75
128
98
131

102
132
179

180

170
181

104
230
97

Motivos
putativos de
translocaca

o

RKLH

KDLK
KVYR

RDWH
YVC

HPLK

Anotacgéo

Cutinase

FAD binding domain
oxidoreductase activity

Fungal hydrophobin

Proteinase inhibitor 119,
pacifastin

beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase
, contains WSC domain

Nuclear receptor coregulator
SMRT/SMRTER, contains
Myb-like domains

CFEM domain

Transglycosylase SLT domain
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686787
779480

779899
544324
801455
74041

780732
801626
173257
570131

570301
822645
779863

850126
617758
617712
150841
813797

211106

167930

65697

792166
781782
780535
695294
222734
239434
693808

18.42%
5.71%

9.88%
4.50%
16.67%
5.11%

5.67%
4.72%
9.80%
4.76%

7.17%
11.58%
6.11%

5.31%
5.88%
5.78%
5.56%
6.43%

7.98%

5.94%

10.13%
10.13%
6.00%
10.71%
6.25%
4.74%
6.80%
8.47%

247
127
102
63

251
190
131

113
102
173
54

249

163

101

158
100

96

253
103
118

FGC

WKC

FLC

YNC

RALK
RGIR

RNIH

FQC WAC
FLC

beta-1,6-N-

acetylglucosaminyltransferase

, contains WSC domain

Fungal hydrophobin

beta-1,6-N-

acetylglucosaminyltransferase

, contains WSC domain

Uncharacterized conserved
protein

Protein of unknown function
(DUF1242)

Killer toxin, Kp4/SMK-like,
core

Cellulose-binding region,
fungal

Chitinase

Serine/threonine protein
kinase

Fungal hydrophobin

Killer toxin, Kp4/SMK-like,
core
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221113
802562
780445
124825
823424
454114
699160
686259
813770
833336
130632
143972
852000
77959

230678

804840
706917
205380
206064
782365

792474
218292
225444

780739
704600
782080
854968

262911
279335
703985
825856

5.88%
5.26%
5.88%
7.50%
11.29%
16.67%
5.00%
7.89%
9.16%
6.15%
7.29%
10.96%
4.62%
5.13%
7.69%

12.90%
5.66%
5.13%
6.19%
7.03%

7.81%
4.35%
6.93%

9.38%
6.49%
5.19%
4.80%

9.21%
6.35%
9.30%
9.33%

136
114
102
80
62
48
160
76
131
130
96
73
130
117
104

62
106
117
97
256

192
92
231

64

154
154
250

76
63
43
75

RNFR

YSC

RRIK WSC

YAC

Peptidoglycan-binding LysM

Killer toxin, Kp4/SMK-like,
core

Fibrillins and related proteins
containing Ca2+-binding EGF-
like domains

RIpA-like_DPBB

Fungal cellulose binding
domain

Glycosyl hydrolase family 45
RIpA-like_DPBB
Expansin/allergen_DPBB_do
m

Killer toxin, Kp4/SMK-like,
core
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733814

805175
255635
163241
180233
824231
184706
804581

432416
782769

135555
835831
761164
854466

222272
709246

323526
355074
351991
793838
783809

794806
401627

401641

784476
396602
423240

737794

7.08%

10.34%
6.30%
10.53%
4.10%
5.19%
4.71%
4.60%

4.58%
4.98%

6.80%
7.48%
8.04%
6.67%

8.45%
8.97%

6.00%
5.52%
9.73%
8.42%
6.57%

4.48%
4.95%

7.46%

14.29%
8.14%
6.17%

6.04%

226

153
261

103
107
112
90

71
78

100
145
113
95

213

67
101

67

126

227

149

RKFR FRC
HHLH RSIK

RYWR

KPYR

RKIR

RHIR

wWDC

Transcription initiation factor
TFIID, subunit BDF1 and
related bromodomain proteins

Cyanovirin-N

Fasciclin and related adhesion
glycoproteins

Ubiquitin C-terminal hydrolase

Fungal hydrophobin

Uncharacterized conserved
protein, contains YggU
domain

Lytic transglycolase
Distantly related to plant
expansins
missing_ipr005132;
RIpA-like_DPBB
Peptidase M, neutral zinc
metallopeptidases, zinc-
binding site
missing_ipr015874

Glycosyl hydrolase family 45
RIpA-like_DPBB
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860849

456838

709924
817168
716896

420134
794708
450851
444767
708571

559797
506771
785344

761294
658572
536212
866084

785999

784390

531547
711746

711752
389599
796414
440074
713819

4.55%

4.39%

9.30%
7.41%
12.94%

6.84%
5.88%
5.05%
5.71%
11.27%

6.67%
5.31%
4.65%

6.82%
4.58%
7.55%
4.92%

4.85%

5.43%

4.48%
5.54%

7.63%
6.67%
6.09%
7.34%
7.87%

264

75
113
215

176
131
106
244

165

184

223
271

131
60
115
109
89

KRLH

beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase
, contains WSC domain

missing_ipr013994
Thaumatin

WSC_carb-bd

CFEM domain
missing_ipr014005

Cutinase

Carbohydrate Esterase Family
5
missing_ipr008262

Killer toxin, Kp4/SMK-like,
core

beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase
, contains WSC domain

beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase
, contains WSC domain

CFEM domain
missing_ipr014005

Adaptor protein Enigma and
related PDZ-LIM proteins
WSC domain
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785086
714188
433749
714818
785323
709590
516699
715351
610109
21816

809716
12230

782671

634758
868963

557917

550251
632836

785096
786501

869060
863825
715721

36326
45653
809885
810578
22347
48918
743090

5.30%
8.70%
4.64%
7.23%
7.14%
13.11%
11.21%
4.88%
5.26%
5.67%
6.40%
6.25%

5.65%

5.45%
5.19%

4.62%

6.25%
9.57%

5.88%
6.50%

6.02%
8.70%
5.75%

4.52%
5.13%
4.26%
8.33%
9.30%
5.71%
7.56%

151
92
194
83
84

107
123
114
141
125
128

248

55
77

260

48
94

102
277

133
115
174

155
78
94
96
43
105
238

YKC
YVC

FAC

FPC

RIYR

FVC

RALH WLC
HVLR

FSC

missing_ipr008985

Cyanovirin-N

CFEM domain
missing_ipr014005
beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase
, contains WSC domain

Killer toxin, Kp4/SMK-like,
core

Fungal chitosanase of glycosyl
hydrolase group 75

phosphopantetheine attach_si
te

beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase
, contains WSC domain
lg/MHC_CS

PAN domain
missing_ipr003014
Pan_app

beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltransferase
, contains WSC domain
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73775
798661

88576
60602
56951
797798
719507

722293
718195
808729
810880
769194

603901

5.63%
5.19%

5.00%
14.81%
7.23%
6.06%
11.27%

7.89%
6.82%
8.33%
10.34%
5.24%

4.74%

160
154

60
54
83
132
71

38
132
96
58
191

211

HPLH

YDC

YTC

missing_ipr013994

Actin regulatory protein
(Wiskott-Aldrich syndrome
protein)

Fungal hydrophobin
Cerato-ulmin_hydrophobin

CFEM domain
missing_ipr014005

Thaumatin

beta-1,6-N-

acetylglucosaminyltransferase

, contains WSC domain

Cutinase

missing_ipr008262

Carbohydrate Esterase Family

5
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9. Informagdes complementares

9.1 Sequéncias génicas

Sequéncia 1: Regido gendmica da Serina peptidase 747596. Exons do gene s&o mostrados em
vermelho e Introns em preto. As sequencias utilizadas para desenhar os primers forward s&o
mostrados preenchidos com a cor verde, e as utilizadas para desenho dos primers reverse séo
mostradas preenchidas com a cor amarela. A regido amplificada que flanqueia pelo lado 5 é
mostrada em cor azul, e a regido amplificada que flanqueia o lado 3’ € mostrada em cor laranja.

B ATAGGCTTTCTATTGACTCTATGTC

ACACATGCTCGCGAAAGTATGGGCCGACACAGCGCTTAATGATCATTCACGGTTACTAATCTGCATTCTGC
TTTGTTTGTTTGTTAGGATAACTCGAGCGGGGATGATAACGGAGATTTCAGCGGAAAACAGGGCTTGCGGT
GACCTGAAAAATCCCCTGTGTCAATCCTGGACGGCCATCAGTAAAAATTCCAAGAGCCGATTGTTGTCAAG
GGCCAAGACTCTTGGCACCCGGCATTGAGGATGATCGATCGTGGAGATCAAATCACCATGTACTTATTACT
GCCCATACCTAAGTAGAAGCAGACCCAAACAATGTTGTAGAAAGTGCATCTTGAAGCAGATGGTGACAAA
CATTTGTGAGGTATTTATTTTCCAGCATATTGAGCGGAAGTGACACAGACTTAGCCGCAATGCGAGGTCTC
TAACTGTAAGACTCAGAACTTTATTGACAATGCTTTTAGTCTTCAGCTACAAAAGCCGATGATATTCGGCCG
GTGCCGACGTGGGTTAATTGCGGGCAGATTTGATCCGCCGTTGAAGGCAGTAGTAGTAGTACTGGGAGTG
GGCGTAAAACTGCAGGCTTCCGATTATCCGCAGACCTTCCCGATCTGATACTCGCCTCCGTTAAAAACCCT
TGTCTCAAGACCATGGAGCAGTGTAATGATGTAACAGGCAGATTTGTGCGCATAATGATAGGATCAGAAG
GATCAACCCGTATTTCAAATGACAGGCAATTAATTATAGAGTTAATGATAAGACTCGCCAATCGGCCTATA
GGTTTAAAGCATAGTTCTGCTACGTGTAGCACGATGAGCCACGGGAAAGATACCGATCGAATTTGATGATA
GAAGCCGCGGAAATAGTACGATTCCGCTGGTTAGTTGTGACTTAGCTAGCTGTAATCATAAAAGAAAAAGA
ATACTAGTACTTCAATTAGTGTTTGCTCATCGTATCAATAATTCCCGATTTGGAAGGAGTTCGTGTGAAAAC
TAGTACATCGGAGCTTAAGTGACCCCGAACAAACATCACAACTATTACTTCGATCGGCAATAGTATGGATC
GGCTTTGGTCCGAGATATGGTCACGTCAAGCTTACCAGAAAAGGTTGTTTTGGATAAGGCAGGTCTGACAA
TTCTCAGAACTTTTGAAATGGACTACAACAAAGCGGG

ATGAAGATCAGCCTCATCGTCCTCAACGGCCTCTTGGCTGGTGCCATGGCAGTGCCAAC
TGGTTCCCAAGTTGTCCATGAAAAGCGAGACACCAACAATGCTCGATGGATCAAGCGTGAGGCGGTCGAC
CCCAACACCAAGGTCCCTGTCCGAATCGCCTTGAAGCAAAGCAACTTGGACAAGGGCATGGACTATCTTC
TTGACGTGTACGTACTTCTCGCGATGCTTGATAACAGCTAAGCGGAAAGCAATCTAATGGATGACGATTAT
AGGTCTCACCCAGAGTCTTCCAACTACGGTAACCACTACACGGCCGACCAAGTTGTTGATCTTTTCGCTCC
TAGCGATGAGTCTATCAACAGCGTGAAGTCTTGGCTGGTTAAATCTGGCGTGCCGGCCAGTTCCATCACTG
CCTCCAAGAGCAAAGGCTGGCTTAGCTTCACAACGACTTCTGGACAGCTCGAGTCGCTGCTCCACACTTC
GTTCAGCACTTATGATCACGTCGATGCTAGAAATGTCCATATTGGTACAGACGAGTACAGTCTTCCCAAGG
AAATCTCTCAGCACGTTGACTTCATCACCCCTGGTGTTGTCTTTGCTCCCGTAAAGACGTCCGCCAAGAAG
GAAAAGCGTGGCCACAAGTCTATTCGCCGCGCTTCCAAGCCCCTTCCCGCTCATATTGCGCAGATTTTGGC
AGCAAACCCTCGTAAGTTACGCAATGACTAGAAAGTAAGGAATACATAGATGGAACACTGACAAGGGCTT
CAATACAGGGGCGACATCGACCTGCGGCTCTGCAATTACCCCCCAGTGCATCAAGTCGATGTACAACATT
ACCGCCGGAACTTCTGCTATTTCTAGCAATGCCCTGGGCGTCTTTGAGGTTGAAGATACCTATGCTCAACA
AGATCTTACTCAATTCTGGAAGTCGTTTGCTACAAACATTCCCTCTACTACTGGACCTAAGGTTGATGGAAT
TGATGGTGCCAAAGCCCCTACCAGCCCTATCAACGCCGGTGGAGAATCTGACTTGGACTTCGAAATCGCC
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ATTCCTATCATCTACCCTCAGACAACAGTTCTCTACCAGTCTTCTGTTAAGAACGATGATATTTTCAACACG
TTCCTCGACGCCATTGATGGAAGCTACTGCACATTTTCTGATGATGGCGAGACCGGTGATGACCCTACTGT
TGATGGTACAACCCGCAATGAGCAGTGCGGTGCTTTCACGCCCACCAATGTCATCTCCTTCTCCTACGGCA
CTGCCGAGGCTGACTACCCTACCTATTATCTCCAAGTATGTGACTCCTTGTAACATTTGCCAAAAAGATTTT
CGGTCAGCTAACTAGGTCCACAGCGTCAATGCGATGAGTTCATGAAGCTCGGTCTTCAGGGTACCAGCAT
TGTTTTCGCCAGTGGTGACGATGGTGTTGCCCGCCGCTCTGGTCCTTGTCTCGGTTCAAAGCGCAACATCT
TCACTCCTGGTGAACCTGCTAGCTGCCCCTATGTTACCTCGGTCGGTGCTACAACTCTTCCATCCGGTAGC
GTGCCTGGCGACGAGGAGACTGCTGTTACATCCTTCTCATCTGGCGGGGGCTTCAGCAACATCTGGACCA
CCCCGAGCTACCAAGCTAGCGCTGTCGCCGCGTAAGTTATGAATGCGAATTGTACTTTTTGCTCAAAGCTA
ATAAGAGTTCCAGTTACTTCGCCAGCCACGACCCCGGCTATGCCTCGTACAACACCTCAGCTGGTGTGATC
CCCACCACTGGCGGTATCTACAACAAAGCGGGACGTGGTTACCCCGATGTTTCTGCTGTTGGTGACAATG
GTGTTGTTGTCAACGACGAGGAGCAAGTGCTTGAAGGCGGCACCTCTATGGCCACTCCTCTGTTCGCTGGT
ATCTTGACCCGAATCAACGAAGAGCGTATCACTGCAGGCAAGAGCCCGATCGGTTTCGCCAACCCTGCAC
TTTATGCCAACCCTGCCATGTTCAACGACATCACCGTTGGCAACCAAGCCAAGGGTGGCCCCAACGGCGA
TAGTGGTGCCAGTGCTTGCGGTAACAAGGGCTTTTCCGCCGTTGCTGGTTGGGACCCAGTCACTGGTCTG
GGAACACCAAACTACCCTGCTCTGCTGGAGTACTTCCTCGGTCTCCCATAA

-TGAAAACATCAATAATCTAAAATGATAATTCACAAAGATTGTAATAGAACTACTGGGATGCCTTTGGG
CCATTGACGCAAAGCACCAATGGAAGTTGGTGGCTTAACTTCGAACAAAACATGTATGAAACCAGCGGAA
TTAGGCTGTCAATCGTTATTTTACACACAACTGCTATAAGTCTTTATATGGGAGTAAGTATAAGCGTATCTC
AAAATACGTAATCAATTCAATAATATCGTAGGAATCGAAAGCTATAGCCATTAGACCTTTGAAGATGATAC
AAAGAACTATATACAACATTTGTATATATATACAATACTTTTTCTGTATGTACGACTTGCTATTATATACAAG
ATTGATGCAGGACAAAAAGGATCATAGAGTCAGGTTACGTGAACCTGTGTCGTAATTTGCCTATAATCTAA
CGGCGTCGGCGGGTGGCTCGCTCAGACCGCTTGTCGACAGAGCGGCGCTGGTTGACAGGGCCGGTGGGT
TGACCAGGAGCATTGGTGTCGAAATCGTAAAGGGTCTCATCAACAATCTCCCAGGAGATGTCAATGTGTCC
GGCGAAGCATGCGTTGCTGTTAAGCTCACTGAGGACGGAGTAGCTGAAGTCCAGTCCAGGAGCACCGTTG
GGGTTCCAGACAGTGTTGGTCTTGGAGCCAGTGCCGCAACGCTGGCATCCGTCACCAATAAAGAGCGGGA
GATCCGACTGGACACCGTTGACGGTGACGATGACACGCTTTCCACAGTAATCAGCCAGGTTGCCGGCAAT
TTGAGTGTGGTTCATGGCAACGAGGTTGTTGCTGTTGATCTGATCCAAAGAGAGACCAGTGAAAAAGTTGC
ACTCAACGAAGCCGAGGTTTTGGTTGGCAAAGCTGGTGCCGCAAGCTTGTACCTGCTCGACATCGTAGTA
GTAGGTTCCAAATCCAGTGCCGCTGTCAATAACGGCCTGGGAAAAGGCAGATGCGGCAAAGAGGCCGAT
GGAAGCAAGAACTTGGCTCTTCATCTTGACTTTGGGGTGTCTTTACAGACTTTAAGGAATGAATGAATGAA
GGAATGGAAAAGATATTCACAAGGAGTGACTTGCCTGCTAGGGATTGCGGTTGAGAAAAGATGTTGGGAC
ATTTCCAGGCCAGACCAAAGACTACTTATATACAGATGAAACAACGGCCTGTTACAGTACAATC

Sequéncia 2 Regido gendmica da SCRP-CFEM 779733. Exons do gene sdo mostrados em vermelho
e Introns em preto. As sequencias utilizadas para desenhar os primers forward sdo mostrados
preenchidos com a cor verde, e as utilizadas para desenho dos primers reverse sdo mostradas
preenchidas com a cor amarela. A regido amplificada que flanqueia pelo lado 5’ é mostrada em cor
azul, e a regidao amplificada que flanqueia o lado 3’ € mostrada em cor laranja
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5.
TGGCCAACCACGGTTGCACATGAAAACCCCAGATCTGGGATTGCAAAAGGCGAGAGGCAGGGCTGCTGG
GCTTTTGGGGGCTGGGCCAATGGCAGTGATGCGTGCCGACGACGAAGAACAATTGGATCTGGTGAAGTTG
GAGCTCTTTCGATT TS CCACGAGGCCAATGGGGAGAAGCGAAGCTGGGCAAA
CTGGGCCCGTCGGGTCGTCGTGCGGCATCCCCGTTGCTCGTTTATTACAGTAGCTGGAGAGAGAGACTCT
TTTTTTGCATTGACGGGGAAGCGTGAGGTCCCAATCCGCGGCTGGATGTGAGTGAGCATTCACATGTTTTC
CTGGGGGCATGTAACCTCACCTGGGCCAACTCTTGAAACTGGCCTCGTAAAAGTCGGCACAATTGATGCT
GCAGTAGGAGTAACAGTAACAGTGACCTGACATCGACAGCAGCCATCAACACATCCAGCAGTACCTGTTA
CAGCGCGTGTCCGAGCCAACTGCAGTCATCCCCCCATACAAAAGCCAAGGCCGTCGATCGCTGGGTTGCC
CGGCTCGGCCGTGTGTAGCAGATGAGGTTAGGCCACAGCCCATCCCAGCCAGCCCCCCTGTTTCCGGACG
AGGTTGGCTTGCCACGCTCCAATCTTCACTAACACGTCTGCCTGCTGCTGGAGCAAGTAAGTTTCAGTTAC
TTGACGTTGTTAGTGATTGTCACCAAATTGTCAAGTCACTGGCACCTGGCAAGCCCCTGTAATGAATGGCC
CGTGTGGCACAGCAACCCACCCCACCAGCCTCTTGCTCTCCATGCTCTGCGTGGCTGCCCAGAGAAGAAG
TCGCGCTCCGTAGTGTATACCTGTACCTCCGTAGTGTGTATGTTTTGTCCAAGCTGGCGCCCCAGGTACTT
GTACCGCTGGTAGACGCAGCATCGAGCCACGGCGGCGAGCGCACCGCCACGACTTGGCAGCCAGGTACT
TTCTATTGCGGTACTGCTCGGTCCATCGCGGTACATTCTGCCCATACTTTTGCAGCCAAACCAACTCCATCA
ACAGCATCAACAGTGGACGTGAATTGAAGCTAAACCTTGACGGCCCTTGTCGCTCTTTCGGCCCTGCTAGG
CCGTGCTGTGCTAGCCTTGTCCTTCATTTTGCACCCCCGGCCCGACGATCGAAGGGGAGGGGCGTGCGGC
CCCAGCTGAGACCAGGAGCCACACACGGCTTGCACTCAGGCTAAGGCAAGGAAAGCTCAAGCCAAGGTT
GGTTGACTCGACCTTGACGGGACAAGGACAAGAAAGAAGGACGGACTCTCACAACAGTACATAAAGAGG
CTTCCCTCCATCTCCGAAGCCTTTCTTTTCTCCTTTCTTCTTTTTCTTCTCCATCCACTCGCTCGCTTTCACAG
TCCAGCTACATTCGTTGTCTGAACACTAAACCAAAAAACTCACAAAAAAACAACTTAATACACCCACCCCC
AAAACACTTCAATACCGACAAGATGAAGGCCGCTTTCGTTGCTGTTGCTCTCGCCGCTCTGGCCCAGGCTC
AGACTCGCGCTGATATCCCATCCTGCGCTCTGCCCTGCCTCGACGACGCCGTCAAGGCCAACACCAAGTG
CTCCACCACCGACTACGTCTGCATCTGCAAGGACTTCAACGCTGTCCAAGGCGCTGCCACCGGCTGTGTC
GTTGAGAAGTGCGGTACCGACGTTGCCATCAGTATGTTTCCTCTGGTCGATCTGAGATGAAAAGGAGCTTC
ATGTATTAACCAATTCGCTACAGACAAGGTCCTCCCCGCCACTCAGGCTCTCTGCGCCGCCAACTCTGGCT
CTGGCTCTTCCGGCTCTGGCTCTTCCTCTGCTGCCAACACCACCCCCGCCCAGCAGACCACCTCTGCCGCT
CAGTCTTCTTCTGCTGCCCAGTCTTCCTCTGCTGCCCAGTCCTCTGTCGCCAGCGCTCCCCCCAGCTCTGCT
CCCGCCCAGACCACCTCTGCTGCCCAGACCACCCCCGTCGTCCCCGTCGGCACTGGCACTGGCGTTCCTC
CTCCCGCTGGCAACAAGACCACCACTGGTGCTCCCACTGCCCCCACCAACGGCGCTTCCACCATCCTGCC
CGGCCTCGCCTTCATCGCCGCTCTCTGCGCCTTTGCCCTGTAAAGGGTTTGACAATGAACGACGAGATTGE
AAGCHHIIGEEEE  CGGATTACTGGAACGGTTTGGTGAGATGGAAGGATAACGGTGTGA
TGAACATATGAGCTGGACCCCCAGACGACTTTTTTTGTTGGCTTTGGATCGTGCGCCCTTTCGAGGGAGTG
TAATACACAAAATATACCAGATTACTGGCTTTAATGCTAATGTCTTCGGACGACTTTTTTATGATTACAAAC
AAGCTTTTCGCGCGTTTTTGATTGTGACTTGCAATGTGATATCTATGACTGTTTTTATTCTATTTAATTATCAC
CGAACTTGACATGTTGTAGAATTCAATGGCTTTGAATATGGATGTTTTTGACAGCAGAACTGGAGCTGCAC
TGAGCTACGCTACGCTGCTTACCGCTCTCATGTAAAGTGCGGGCTGTCGCTGGAGACACCTTCAGACTGTA
CCAAGATGTACTGAACCCCGGTACCTCTACTTCCACTGAAGGAATTAAACAAGACCTGCTGAGACCCGCT
GTATCCGAGCTTCCGCGAGCGACTTGCAGTTCCAGGCCAAGTTGTGCGGCCATGTTTTTGTTCTCGTTGAC
TAAGAGAATCATGGCCCTGGTCCTGGCTAAGCGTACCAGTGAGGATGCCATTCAGGTGAAGGTACAAGGC
CAAGTTACGGAGTCCAAGTACCTCCGAGCTTAGTAGTACCAACTACGGCGCCTTTTCCTAGCGGTAATCCG
GAGTATAGTGTACAGTACTCGTACAAGCCGACGGGAGGACGTTACAGAAGGAGCTGGGCGGGTTCCGGT
GGCTCCGCTGGCTGGGATTTTATGGTTGAGGGGCGTATACTTGTTATGAGTACATGGTACATGGTACG - 3°
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9.2 Tabela de Primers

Tabela 2 Lista de Primers: Os fragmentos adicionados que sdo complementares ao gene de
resisténcia a higromicina sdo mostrados em vermelho; e em verde sdo mostrados os fragmentos
complementares ao plasmideo pRS426

Primer Sequéncia Tamanho do amplicon

esperado (bp)
Forward Reverse
Hph GTCGGAGACAGAAGA GTTGGAGATTTCAGTAA 1432
TGATATTGAAGGAGC CGTTAAGTGGAT

SEP GTAACGCCAGGGTTTT ATCCACTTAACGTTACT 1218

regiao CCCAGTCACGACGGG GAAATCTCCAACCCCGC

flanque AGCAACATCCAGAATC TTTGTTGTAGTCCAT

adora® TG

SEP CTCCTTCAATATCATC GCGGATAACAATTTCAC 1210

regiao TTCTGTCTCCGACGTG ACAGGAAACAGCGATT

flanque CCGAATTCAAAGTGCA GTACTGTAACAGGCCG

adora3d G

CFEM GTAACGCCAGGGTTTT ATCCACTTAACGTTACT 1100

regiao CCCAGTCACGACGGA GAAATCTCCAACTGAGC

flanque TCAACTGGCAATTTCC TTTCCTTGCCTTAGC

adora5 GC

Cfem CTCCTTCAATATCATC GCGGATAACAATTTCAC 844

regiao TTCTGTCTCCGACGTG ACAGGAAACAGCCGTA

flanque ACGATGTTTGGAGGAC CCATGTACCATGTACTC

adora3d T

ORF - GTACCAGCATTGTTTT ATGGAAGAGTTGTAGCA 2561

SEP CGCC CCG

ORF - CCGCTTTCGTTGCTGT AGTGGTGGTCTTGTTGC 935

SCRP TGCT CAG

CFEM

Act AAATCCTGACCGAGC TTGGCAGTTTCCAATTC 121

GTGGTTACT CTGCTCG
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Glu AATCAAGCAGCTCTGC AAGTTCAGCACGTTCCT 134
AAGCACTC TTGCACC
PAL TGAAAGTACAAGGGCT CCCAACTCCTCTCTCAC 105
GCTTAT AAAC
Lox TGCTTGCTGGTGTTAA AATGCCTCTTCCACAGT 154
TCCTTGCC GAGTCCA
Per TTGTTATTCTTGGAGG TGGCTAAGATTGGCACT 118
GCCCGACT ACCCAGT
Chit CGGCACTGTGACGAA AAGAATCCGATGCGGT 84
CATCATCAA CTTGAACC
9.3Dados Brutos de expresséao diferencial
Réplica Réplica Réplica Média Desvio Erro
1 2 3 Réplicas @ Padrdao  Amostral
2e3 Réplicas = Réplicas
2e3 2e3
P Glu 1 1 1 1 0 0
P Chit 1 1 1 1 0 0
P Lox 1 1 1 1 0 0
P PAL 1 1 1 1 0 0
P Per 1 1 1 1 0 0
P+IP Glu 4,6 2,11 3,95 3,03 1,301076 0,92
P+IP Chit 7,81 2,57 5,85 4,21 2,31931 1,64
P+IP Lox 1,76 1,77 1,28 1,525 0,346482 0,245
P+IP PAL 9,83 1,65 5,12 3,385 2,453661 1,735
P+IP Per 4,02 0,23 0,58 0,796667 0,247487 0,175
P + Athcfem Glu 0 2,08 3,21 2,645 0,799031 0,565
10
P + Athcfem Chit 0 8,23 3,69 5,96 3,210265 2,27
10
P + Athcfem Lox 0,29 1,22 0,89 1,055 0,233345 0,165
10
P + Athcfem PAL 0,11 6,06 3,97 5,015 1,477853 1,045
10
P + Athcfem Per  3164,6 0,69 0,28 0,485 0,289914 0,205
10
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P + Athcfem
20
P + Athcfem
20
P + Athcfem
20
P + Athcfem
20
P + Athcfem
20

9.4 Dados brutos de morfologia do feijoeiro

Glu

Chit

Lox

PAL

Per

4,32
4,44
4,24
1,45

36,84

1,95
3,71

0,295

2,18

1,5
1,54
1,84

0,06

2,09
2,75
1,745
2,775

0,1775

0,127279
1,767767
0,289914

1,32229

0,16617

0,09
1,25
0,205
0,935

0,1175
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Area foliar (cm?)

Isolado

parental
Planta 1 73,909
Planta 2 53,443
Planta 3 60
Planta 4 71,876
Planta 5 48,038
Planta 6 72,1
Planta 7 80,06
Planta 8 63,638
Planta 9 65,359

Planta 10 69,977
Planta 11 72,736
Planta 12 72
Planta 13 64
Planta 14 75,305
Planta 15 90,706
Média 69
Desvio 10,1163

Planta
60
71
72
79
67
65
49
52
63
73
73
87
56
54
58
65

10,3

Athcfem
10
72,345
69
49,919
80,386
80,394
57,403
65,445
46,778
64,93
47,117
45,817
55,605
81,112
73,137
55,374
63
12,37207

Volume (cm?3)

Isolado

parental
Planta 1 1,584
Planta 2 1,369
Planta 3 1,45
Planta 4 1,24
Planta 5 1,707
Planta 6 1,887
Planta 7 1,537
Planta 8 1,581
Planta 9 1,154
Planta 10 1,096
Planta 11 0,8
Planta 12 1,244
Planta 13 1,433
Planta 14 1,571
Planta 15 1,252
Média 1,39367
Desvio 0,26265

Planta
1,52
1,506
1,185
1,077
0,973
1,442
0,99
1,473
1,048
1,525
0,957
1,271
1,069
1,255
0,727
1,201
0,242

Athcfem
12
1,28
1,595
1,399
1,102
1,276
1,251
1,577
1,586
1,705
1,311
1,706
1,939
1,533
1,417
1,868
1,503
0,232049

Athcfem
20
83,107
84,085
69,648
42,743
74,109
74,148
52,822
78,392
67,035
38,177
70,969
69,513
78,792
62,473
51,685
67
13,7175

Athcfem
2a
0,903
1,014
1,04
1,575
1,117
1,606
1,296
1,674
1,74
1,26
0,955
1,207
1,888
0,927
1,428
1,30867
0,31333

Tamanho total das raizes (cm)

Isolado
parental

1200,61
1209,84
1010,56
688,191
982,119
1160,88
950,085
993,495
733,837
971,641
664,433
1096,54
946,943
1272,36
904,452
985,733
180,184

Planta
841,69
807,08
718,72
597,14

649,3
887,13
529,57
820,31
634,29
1226,3
640,35

868,7

780,8
660,83
404,44
737,78
184,55

Athcfem
12
861,956
1041,23
889,788
744,264
645,903
874,76
826,847
902,004
1137,13
762,273
946,364
976,219
792,943
633,608
853,892
859,279
131,439

Diametro médio (mm)

Isolado
parental
0,4099
0,3795
0,4274
0,4789
0,4704
0,4549
0,4539
0,4501
0,4475
0,379
0,3915
0,38
0,439
0,3965
0,4197
0,42521
0,0331

Planta
0,4795
0,4875
0,4582
0,4792
0,4368
0,4549
0,4878
0,4782
0,4587
0,3979
0,4361
0,4316
0,4175
0,4918
0,4784
0,4583
0,0277

Tamanho e volume nas classes de diametro

Athcfem
12
0,4348
0,4416
0,4474
0,4342
0,5015
0,4267
0,4927
0,4732
0,437
0,4679
0,4792
0,5028
0,4962
0,5336
0,5278
0,47311
0,03407

Athcfem
22
801,221
900,584
921,312
859,384
684,304
1015,63
581,31
632,272
568,618
926,397
601,551
611,075
846,751
449,394
864,757
750,97
163,714

Athcfem
2a
0,3788
0,3786
0,379
0,483
0,4559
0,4487
0,5329
0,5807
0,6242
0,4161
0,4496
0,5015
0,5328
0,5124
0,4586
0,47552
0,07094
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Planta 1
Planta 2
Planta 3
Planta 4
Planta 5
Planta 6
Planta 7
Planta 8
Planta 9
Planta 10
Planta 11
Planta 12
Planta 13
Planta 14
Planta 15
Média
Desvio

Planta 1
Planta 2
Planta 3
Planta 4
Planta 5
Planta 6
Planta 7
Planta 8
Planta 9
Planta 10
Planta 11
Planta 12
Planta 13
Planta 14
Planta 15
Média
Desvio

Tamanho (cm) entre os didametros de
0,0a0,5mm

Isolado
parental
943,109
998,398
784,203
482,122
698,452
878,791
720,147
751,311
576,244
816,626
531,837
903,471
733,14
1023,65
712,884
770,293
156,676

Planta
601
582,1
523,7
433,8
506,7
674,4
374
580,4
474,6
996,2
489,3
663,3
613,7
480,2
288
552,1
156,2

Athcfem
12
663,1619
794,3909
653,6603
564,6603
443,9461
673,7044
585,5043
665,5851
870,5339
567,1606
687,6416
683,1283
558,336
435,6244
599,4871
629,7683
110,9125

Athcfem
2a
649,486
754,92
743,975
605,463
526,322
766,385
387,303
421,298
356,434
738,907
463,833
432,199
573,972
315,461
633,972
557,995
150,364

Tamanho (cm) entre os diametros de
0,5a1,0mm

Isolado
parental

231,073
188,746
192,519
181,238
251,513

240,07
199,812
205,417
129,048
141,186
122,337
178,144
187,528
225,509
170,563
189,647
37,2882

Planta
210,4
193,4
175,9
140,3
127,9
171,1
125,4
201,5
130,6
196,4
125,7
174,5
142,9
147,8
98,45
157,5
32,75

Athcfem
12
165,1899
201,0668
202,242
153,7637
166,1024
172,8401
192,3891
190,7655
220,0089
156,8062
202,7051
232,5828
186,7929
150,0019
185,4583
185,2477
23,5823

Athcfem
22
137,376
127,584
157,569
213,752
130,902
213,388
150,648
147,649
140,871
149,916
106,601
127,6
205,478
102,856
193,85
153,736
35,2652

Tamanho (cm) entre os didametros de
1,0al1,5mm

Volume (cm?) entre os didmetros de

Isolado
parental
0,5196
0,5079
0,453
0,3029
0,4376
0,5172
0,4371
0,4618
0,3612
0,4512
0,2822
0,4893
0,4426
0,5738
0,3948
0,44215
0,07742

0,0a0,5mm
Athcfem
Planta 12
0,3809 0,3488
0,401 10,4229
0,3226 0,3426
0,2824 0,2927
0,3234 0,2708
0,373 0,3628
0,2181 0,3362
0,3293 0,3856
0,2656 0,4638
0,4935 0,3146
0,2537 0,3926
0,3472 0,4058
0,3088 0,324
0,3209 0,2884
0,1783 0,3543
0,3199 0,35373
0,0746 0,05161

Athcfem
2a
0,321
0,4059
0,361
0,3738
0,336
0,4656
0,2308
0,261
0,2234
0,3583
0,2376
0,227
0,3348
0,1772
0,3484
0,31079
0,07799

Volume (cm?3) entre os didmetros de

Isolado
parental

0,8434
0,6738
0,7081
0,7023
0,9539
0,93
0,7934
0,7703
0,4893
0,514
0,4248
0,6076
0,7177
0,8112
0,6401
0,70533
0,14865

0,5a1,0 mm

Athcfem

Planta 12
0,8379 0,636
0,7356  0,7978
0,6861 0,7589
0,5374 0,5892
0,4886 0,6641
0,6607 0,6454
0,4759 0,765
0,7811 0,7595
0,5244 0,856
0,7415 0,622
0,4872 0,7965
0,6653 0,9229
0,5404 0,7466
0,583 0,6281
0,3725 0,7731
0,6078 0,73074
0,1286 0,09287

Athcfem
22
0,4962
0,4502
0,565
0,856
0,5032
0,8086
0,6139
0,5931
0,608
0,5724
0,4065
0,5077
0,8602
0,399
0,7592
0,59995
0,14907

Volume (cm?3) entre os didmetros de
1,0al1,5mm
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Isolado
parental

Planta 1 21,1157
Planta 2 20,4281
Planta 3 26,9564
Planta 4 20,0611
Planta 5 26,6595
Planta 6 31,2929
Planta 7 24,1271
Planta 8 30,0544
Planta 9 21,4678
Planta 10 12,5691
Planta 11 9,6146
Planta 12 13,2767
Planta 13 20,7487
Planta 14 18,9913
Planta 15 16,8325
Média 20,9464
Desvio 6,04667

Planta
24,18
23,17
15,34
19,23
13,47
32,71
23,71
30,96
23,12
27,82
22,11
25,58

20,6
24,65
14,79
22,76
5,349

Athcfem
12
25,4249
37,9656
28,3457
21,8928
30,5392
24,2605
39,3986
36,2117
38,2058
28,9684
42,5641
45,228
38,1751
38,8236
49,9062
35,06068
7,865252

Athcfem
22
11,242
13,2196
16,0165
32,0504
21,2121
28,3033
33,1871
38,2754
45,2229
29,0847
23,1425
38,8235
48,3445
23,2346
29,8546
28,7476
10,6714

Tamanho (cm) entre os diametros de

Isolado

parental
Planta 1 4,2216
Planta 2 2,0481
Planta 3 5,5686
Planta 4 3,7652
Planta 5 4,6059
Planta 6 6,6747
Planta 7 4,8412
Planta 8 5,4304
Planta 9 4,9738

Planta 10 1,1584
Planta 11 0,5346
Planta 12 1,4792
Planta 13 4,9821
Planta 14 3,6448
Planta 15 3,4103
Média 3,82259
Desvio 1,73209

1,5a2,0 mm
Athcfem
Planta 12
4,445  6,1626
5,939  6,3572
2,396  4,1388
2,502  2,9338
0,954 4,0144
6,625  3,4531
4,693 6,5426
5,605 7,2786
5,126  7,1048
4,672  6,7949
2,943  9,1157
4,433 10,5615
2,864 6,7104
6,304  7,8008
2,283 11,7991
4,119 6,717887
1,64 2,413742

Athcfem
2a
2,6835
3,84
3,5708
6,2418
4,2201
5,7033
7,9441
13,6914
13,0945
5,7609
5,8783
9,3992
13,4472
4,6037
5,2971
7,02506
3,57696

Tamanho (cm) entre os diametros de
2,0a2,5mm

Isolado
parental

0,2398
0,2255
0,3077
0,2242
0,298
0,3519
0,2646
0,3353
0,2453
0,1432
0,1057
0,1484
0,2403
0,2082
0,1943
0,23549
0,06794

Planta
0,2785
0,2656
0,1688
0,2138
0,1482
0,3661
0,2592
0,3459
0,2598
0,3164

0,247
0,2867
0,2362

0,282
0,1633
0,2558
0,0612

Athcfem
12
0,2937
0,4378
0,3182
0,2513
0,3434
0,2707
0,448
0,4058
0,4307
0,3272
0,489
0,515
0,4405
0,4369
0,5775
0,39905
0,09153

Athcfem
22
0,1258
0,149
0,1788
0,3621
0,2425
0,3147
0,3785
0,446
0,5221
0,3355
0,273
0,4464
0,5468
0,2674
0,3333
0,32813
0,12293

Volume (cm?3) entre os didmetros de

Isolado
parental

0,0966
0,0462
0,125
0,0835
0,1055
0,1561
0,109
0,1247
0,1161
0,0261
0,011
0,0344
0,1153
0,0832
0,0756
0,08722
0,04023

1,5a2,0 mm

Athcfem

Planta 12
0,1004 0,1441
0,1362 0,1432
0,0553 0,0922
0,0575 0,0682
0,0202 0,0898
0,1507 0,0771
0,1096 0,1487
0,1297 0,1667
0,1151 0,1589
0,1033 0,1555
0,0652 0,2057
0,1021 0,2385
0,0643 0,1529
0,145 0,1752
0,0511 0,273
0,0937 0,15265
0,0379 0,0554

Athcfem
2a
0,0628
0,0869
0,0828
0,1425
0,0977
0,1262
0,183
0,317
0,3132
0,1263
0,137
0,2082
0,3052
0,1048
0,1168
0,16069
0,08355

Volume (cm?) entre os didmetros de
2,0a2,5mm
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Isolado

parental
Planta 1 0,9075
Planta 2 0,2236
Planta 3 1,1727
Planta 4 0,6924
Planta 5 0,6999
Planta 6 2,6049
Planta 7 0,9588
Planta 8 1,1643
Planta 9 1,2255

Planta 10 0,1013
Planta 11 0,1097

Planta 12 0,168
Planta 13 0,5048
Planta 14 0,516
Planta 15 0,7614
Média 0,78739
Desvio 0,61275

Planta
1,481
1,843
1,336
1,077
0,181
1,392
1,077
1,638
0,663
0,832
0,353
0,723
0,647
1,494
0,796
1,035
0,471

Athcfem
12
1,6655
1,2539
1,2558
0,9406
1,0194
0,4656
2,8349
1,7253
1,0015
2,0433
3,2606
3,3076
2,2777
1,3575
4,2808
1,912667
1,042707

Athcfem
2a
0,4331
0,7877
0,1805
1,7898
1,1638
1,3169
1,4635
6,0414
7,348
2,1761
1,636
2,4586
3,8603
2,3786
1,3821
2,29443
1,94468

Tamanho (cm) entre os diametros de

Isolado

parental
Planta 1 0,1695
Planta 2 0
Planta 3 0,1434
Planta 4 0,2468
Planta 5 0
Planta 6 0,9402
Planta 7 0,199
Planta 8 0,1185
Planta 9 0,2595
Planta 10 0
Planta 11 0
Planta 12 0

Planta 13 0,0394
Planta 14 0,0485

Planta 15 0
Média 0,14432
Desvio 0,2319

2,5a3,0mm
Athcfem
Planta 12
0,169 0,1822
0,345 0,1977
0,098 0,1455
0,078 0,0724
0,106 0,218
0,518 0,0359
0,292 0,1771
0,226 0,3308
0,096 0,2714
0,358 0,4394
0 1,0252
0,191 1,3021
0,12 0,6062
0,249 0
0,121 2,4507
0,198 0,496973
0,131 0,630883

Athcfem
22
0
0,1476
0
0,0865
0,4415
0,4436
0,6764
2,9131
3,5701
0,3783
0,2493
0,2137
1,445
0,5041
0,1689
0,74921
1,04282

Tamanho (cm) entre os diametros de
3,0a3,5mm

Isolado
parental
0,0321
0,0084
0,0427
0,0246
0,0261
0,1018
0,0362
0,0431
0,0451
0,0038
0,0037
0,0056
0,0187
0,0185
0,0263
0,02911
0,02381

Planta
0,0581

0,068

0,048
0,0388
0,0066
0,0548
0,0408
0,0614
0,0241
0,0302
0,0126
0,0263
0,0241
0,0584
0,0285
0,0387
0,0182

Athcfem
12
0,0636
0,0461
0,0468
0,0342
0,038
0,0168
0,1067
0,062
0,0379
0,0742
0,1188
0,1208
0,0836
0,0496
0,1642
0,07089
0,0393

Athcfem
2a
0,0158
0,0276
0,0073
0,0669
0,0437
0,0496
0,0536
0,2288
0,2847
0,0813
0,0589
0,0862
0,1456
0,0885
0,0532
0,08611
0,07498

Volume (cm?3) entre os didmetros de

Isolado
parental

0,0104
0
0,0075
0,0133
0
0,0537
0,0105
0,0067
0,0165
0

0

0
0,0023
0,0029
0
0,00825
0,01328

2,5a3,0mm

Athcfem
Planta 12

0,0089 0,0105
0,0178 0,0111
0,0057 0,0081
0,0053 0,0036
0,0053 0,0135
0,0304 0,0021
0,0169 0,0109
0,0126 0,0178
0,0054 0,0155
0,021 0,0249
0 0,0574
0,011 0,0696
0,0066 0,0339
0,0135 0
0,0062 0,1458
0,0111 0,02831
0,0076  0,0368

Athcfem
22
0
0,0082
0
0,0044
0,0253
0,0272
0,037
0,1649
0,2052
0,0214
0,0133
0,0116
0,0849
0,0286
0,0093
0,04275
0,05978

Volume (cm?) entre os didmetros de
3,0a3,5mm
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Planta 1
Planta 2
Planta 3
Planta 4
Planta 5
Planta 6
Planta 7
Planta 8
Planta 9
Planta 10
Planta 11
Planta 12
Planta 13
Planta 14
Planta 15
Média
Desvio

Planta 1
Planta 2
Planta 3
Planta 4
Planta 5
Planta 6
Planta 7
Planta 8
Planta 9
Planta 10
Planta 11
Planta 12
Planta 13
Planta 14
Planta 15
Média
Desvio

Isolado Athcfem Athcfem

parental Planta 12 22
0,0119 0,018 0,1596 0
0 0,076 0 0,0844
0 0 0 0
0,0661 0,045 0 0
0,1892 0 0,064 0,0422
0,436 0,252 0 0,069
0 0,32 0 0,0885
0 0 0 1,1216
0,5588 0 0 1,7581
0 0 0,0605 0,0394
0 0 0,0513 0,0893
0 0 0,0717 10,3376
0 0 0,045 0,142
0 0,067 0 0,3557
0 0 03756 0,2321
0,08413 0,052 0,05518 0,29066
0,17058 0,096 0,096066 0,478

Tamanho (cm) entre os diametros de

3,5a4,0 mm

Isolado Athcfem Athcfem

parental Planta 12 22
0 0 0,0091 0
0 0,179 0 0
0 0 0 0
0 0,099 0 0
0 0 0 0
0,0752 0,162 0 0,0183
0 0,063 0 0
0 0 00355 1,2516
0,0597 0 0 0,1708
0 0 0 0,0236
0 0 0 0,0858
0 0 0,0366 0,0436
0 0 0 0,0267
0 0,039 0 0
0 0 0,1344 0
0,00899 0,036 0,014373 0,10803
0,0231 0,06 0,0343 0,30892

Tamanho (cm) entre os diametros de

4,0a4,5mm
Isolado Athcfem Athcfem
parental Planta 12 22

Isolado Athcfem Athcfem
parental Planta 12 22
0,0009 0,0013 0,0125 0
0 0,0057 0 0,0065
0 0 0 0
0,0049 0,0043 0 0
0,0149 0 0,0051 0,0032
0,0359 0,0207 0 0,0065
0 0,0264 0 0,0071
0 0 0 0,0957
0,0456 0 0 0,1381
0 0 0,0045 0,003
0 0 0,0043 0,0068
0 0 0,0058 0,0283
0 0 0,0033 0,0112
0 0,0055 0 0,0308
0 0 0,028 0,0189
0,00681 0,0043 0,00423 0,02374
0,01395 0,0079 0,00721 0,03848

Volume (cm?3) entre os didmetros de

3,5a4,0mm
Isolado Athcfem Athcfem
parental Planta 12 22
0 0 0,001 0
0 0,019 0 0
0 0 0 0
0 0,0112 0 0
0 0 0 0
0,0073 0,0184 0 0,0018
0 0,0066 0 0
0 0 0,0039 0,1336
0,0069 0 0 10,0174
0 0 0 0,0028
0 0 0 0,0091
0 0 0,0039 0,0044
0 0 0 0,0026
0 0,0042 0 0
0 0 0,0137 0
0,00095 0,004 0,0015 0,01145

0,00241 0,0066 0,00352 0,03297

Volume (cm?3) entre os didmetros de

4,0a4,5mm
Isolado Athcfem Athcfem
parental Planta 12 22
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Planta 1
Planta 2
Planta 3
Planta 4
Planta 5
Planta 6
Planta 7
Planta 8
Planta 9
Planta 10
Planta 11
Planta 12
Planta 13
Planta 14
Planta 15
Média
Desvio

Planta 1
Planta 2
Planta 3
Planta 4
Planta 5
Planta 6
Planta 7
Planta 8
Planta 9
Planta 10
Planta 11
Planta 12
Planta 13
Planta 14
Planta 15
Média
Desvio

O OO OO0 O 0O 0O OO0 oOOoOOouoOo o o o

0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0,0717 0
0 0 0,1484
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0,0359
0 0 0
0 0 0

0 0,00478 0,01229
0 0,017885 0,03746

Tamanho (cm) entre os diametros

maiores que 4,5 mm

0

O OO OO O OO0 Oo0OO0OouOOouo oo oo

Athcfem Athcfem

parental Planta 12 22

0

O O O O O o o

0,01181
0,02881

O OO OO O OO0 OO0 ouOOo oo oo

O O O OO OO0 O0OO0OOoOOoOOoOo o o o

0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0,0103 0
0 0 0,021
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0,0055
0 0 0
0 0 0

0 0,00069 0,00177
0 0,00257 0,00532

Volume (cm?3) entre os didmetros
maiores que 4,5 mm

Isolado

Athcfem Athcfem

parental Planta 12 22

0

O OO OO 0O OO0 OO0 oOOoO oo oo

0

0,00222
0,00536

O O O 0O OO0 O0OO0OO0OOoOOoOOoOOo oo
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