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RESUMO

Para identificar genes especificamente re-
gulados durante a expressdo do mecanismo
de resisténcia ao pedrado na macieira cv.
Florina, comparou-se o padrdo de expressao
genética em plantas apds inoculagcdo com
uma suspensdo conidial do fungo Venturia
inaequalis, com o padrdo em plantas ino-
culadas com égua, por “differential display
RT-PCR”. Os produtos das reaccOes de am-
plificacdo resultantes da combina¢do de um
oligodT (dT,,.) com 20 iniciadores decame-
ros de sequéncia arbitraria foram separados
em gel desnaturante de poliacrilamida e de-
tectados com nitrato de prata. 14 fragmentos
de cDNA visiveis apenas na amostra deriva-
da de folhas inoculadas com a suspenséo, ou
em maior abundancia nesta amostra, foram
extraidos do gel para purificagdo, reamplifi-
cacdo e clonagem. Trés fragmentos foram ja
sequenciados, revelando uma sequéncia for-
te homologia com uma fitoquelatina sintetase
vegetal, potencialmente envolvida em res-
postas a factores de “stress”. A acumulagdo
diferencial deste cDNA em resposta & inocu-
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lagdo sera verificada por transcrigdo-reversa-
PCR com iniciadores especificos.

Palavras-chave: differential-display RT-
PCR, expressdo diferencial, Florina, pedra-
do, fitoquelatina sintetase

ABSTRACT

In order to identify genes that are specifi-
cally regulated during the expression of the
resistance mechanism of the apple cv. Flori-
na towards the apple scab fungus, the genetic
expression pattern in plants inoculated with
a conidial suspension of Venturia inaequalis
was compared with the expression pattern in
plants inoculated with water, by differential
display RT-PCR. Amplified products derived
from the combination of one oligodT (dT,,.)
with 20 10-mer primers were separated in
polyacrylamide denaturing gel and detected
with silver nitrate. 14 cDNA fragments that
were only visible in the sample inoculated
with fungal suspension, or more abundant
in this one, were purified from the gel for
reamplification and cloning. Three fragments
were already sequenced and one sequence
showed very strong homology with a plant
phytochelatin synthetase, that might be in-
volved in stress responses. Differential accu-
mulation of this cDNA upon fungal inocula-
tion shall be verified by reverse-transcription
PCR with specific primers.

Key-words: apple scab, differential-display
RT-PCR, differential expression, Florina,
phytochelatin synthetase
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INTRODUGAO

O pedrado da macieira, doenca causa-
da pelo fungo Venturia inaequalis (Cke.)
Wint., € a principal micose que afecta os
pomares de macieiras, influenciando deci-
sivamente o rendimento e a qualidade dos
frutos. Esta doenca ataca varias espécies do
género Malus, mas principalmente a ma-
cieira cultivada Malus x domestica Borkh.,
sendo quase todas as macieiras cultivadas
para fins comerciais susceptiveis. O comba-
te a esta doenca é feito normalmente através
de pulverizagBes com fungicidas. No entan-
to, esta estratégia apresenta desvantagens
ao nivel do encargo econdmico, e também
ao nivel da saude publica e preservagdo
do meio ambiente, pela carga poluente as-
sociada aos produtos quimicos usualmente
aplicados para o seu combate, e ao nivel da
proteccdo agricola no futuro, pelo desenvol-
vimento de ragas resistentes promovido pela
sua aplicagdo continuada. Neste contexto,
0s programas de investigagdo em diversos
paises tém tentado criar alternativas, através
da obtencgdo de diversas cultivares resisten-
tes ao pedrado. Apesar de ndo dominarem
ainda a producgdo de macieira em temos co-
merciais, existem ja perto de 100 cultivares
resistentes (Fischer et al., 2005). Tem sido
colocado grande énfase no estudo da inte-
raccdo planta-patogénio nestas cultivares
essencialmente ao nivel histoldgico (Che-
valier et al., 1991, Chevalier & Lespinasse,
1994) mas também, mais recentemente, ao
nivel molecular (Degenhardt et al., 2005,
Gao & Weg, 2006). Os varios estudos his-
toldgicos revelaram que tanto nas cultivares
resistentes como nas susceptiveis ha pene-
tracdo do fungo através da cuticula e desen-
volvimento no espaco subcuticular, de onde
consegue retirar 0s nutrientes necessarios
sem penetrar nas células do tecido hospe-
deiro. E aqui que se manifesta o compor-
tamento de resisténcia ou susceptibilidade
por parte do hospedeiro. Nos hospedeiros
susceptiveis, hd uma degradacdo da parede
celular nos locais de contacto entre o fungo
e as células do hospedeiro, e o fungo vai-se

desenvolvendo, ocupando o0 espago subcu-
ticular. Nas células do tecido hospedeiro,
inicialmente ndo ha grandes variacfes his-
tolégicas aparentes mas ap6s alguns dias, as
estruturas do fungo produzem conidiéforos
na sua camada superior, que véao dar origem
a conidios, surgindo as lesGes de aspecto
aveludado. Ocorre deplegdo do citoplasma
das células imediatamente abaixo das lesdes
esporulantes, podendo ocorrer morte da cé-
lula. Acompanhando este efeito, ha deple-
¢do dos plastideos, vacuolizagdo das células
do mesofilo e, com o avangar da doenga,
pode ocorrer necrose dos tecidos. Em culti-
vares resistentes, o desenvolvimento mice-
lial no espaco subcuticular € muito menor e
ndo se observa degradacdo da parede celular
do hospedeiro. H& deposigdo de substancias
nas paredes celulares em redor do local de
penetracdo do fungo e as células em redor
colapsam em pouco tempo, usualmente 20-
72 h. O processo infeccioso € interrompi-
do devido & morte dos tecidos em redor do
fungo, ficando este confinado no espago e
acabando por morrer. N&do ha formagdo de
lesdes esporulantes, ao contrario do que
acontece nas cultivares susceptiveis.

O comportamento diferencial entre ge-
notipos resistentes e susceptiveis revelado
por estes estudos microscopicos evidenciou
o0 interesse de estudar as bases moleculares
dos mecanismos que determinam o compor-
tamento especifico nos gendtipos resisten-
tes. A andalise molecular dos processos que
ocorrem durante a interac¢do entre o fungo
e 0 hospedeiro resistente pode contribuir
para identificar vias metabdlicas activadas
durante o mecanismo de defesa e hipotéti-
cos genes de resisténcia.

A metodologia de “differential-display
RT-PCR” (DDRT-PCR) tem sido usada para
identificar genes diferencialmente expres-
sos, em termos qualitativos e quantitativos,
entre duas ou mais populacdes. Este méto-
do, que analisa a expressao diferencial do
RNA mensageiro entre diferentes amostras
(Liang & Pardee, 1992), tem sido utilizado
num contexto de interaccdo planta-fungo
para identificar interac¢des simbidticas (La-
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popin et al., 1999) e parasiticas. Num con-
texto de fitopatologia, foi usada pela primei-
ra vez para isolar genes que participam na
interacgdo entre tomate e o fungo Botrytis
cinerea (Benito et al., 1996). Mais recente-
mente, outras interac¢des planta-fungo tém
sido investigadas por DDRT-PCR (Collinge
& Boller, 2001; Basse, 2005; Benitez et al.,
2005, Yi et al., 2005), indicando a adequa-
¢do e o potencial desta metodologia para a
anélise da expressdao genética subjacente a
interaccéo estabelecida entre uma cultivar
resistente ao pedrado e o fungo.

A cultivar “Florina” é uma cultivar resis-
tente obtida em Franca em 1977, que possui
o gene de resisténcia Vf, derivado do geno-
tipo Malus floribunda 821, mas também o
gene Vg, derivado da “Golden Delicious’
(Bénaouf & Parisi, 1997). Esta cultivar ndo
apresenta uma resposta clara de hipersensi-
bilidade (Komjanc et al., 1999), variando os
sintomas nesta cultivar desde a clorose até
a necrose sem esporulacéo (lvanicka et al.,
1996) e tem sido muito utilizada em estudos
de resisténcia ao pedrado.

Este trabalho visou a identificagdo de
genes que participam nas vias metabdlicas
activadas no hospedeiro resistente apds ino-
culacdo com o fungo, que podem estar rela-
cionados com mecanismos de defesa.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e cultura do fungo
Venturia inaequalis

Arvores envasadas da cultivar Florina en-
xertadas em EMLA 9 foram mantidas em es-
tufa, sob baixa pressdo fitopatogénica, abdi-
cando de pulveriza¢bes com fungicidas.

O isolado de Venturia inaequalis utilizado
pertence a colec¢do da Estacdo Nacional de
Fruticultura Vieira Natividade (ENFVN),
tendo sido gentilmente cedido pelo Eng.
Teixeira de Sousa. O isolado foi mantido
em meio de malte suplementado com 0,24%
MgSO, e 0,86% KH,PO, (Palmiter, 1934) a
20 °C com 16 h de fotoperiodo.

Inoculacio artificial

Para a inoculagdo das plantas envasa-
das, preparou-se uma suspensdo conidial a
partir de col6nias em esporulagdo tendo o
seu titulo sido estimado ao microscépio e
ajustado para 1,5 x 10° conidio/ml antes da
aplicagdo as quatro folhas apicais recém-
desenroladas. A inoculacéo-controlo foi
realizada em paralelo, com agua destilada
apenas. As plantas inoculadas foram manti-
das em dois tuneis de plastico numa cama-
ra de crescimento a 22-24 °C com elevada
humidade relativa e 16 h de fotoperiodo. A
germinacdo e a viabilidade do indculo em
placas de 0,6% agua de agar foram acom-
panhadas ao microscépio.

O material foliar de plantas inoculadas
com agua e com suspensdo conidial foi co-
lhido 4 dias ap6ds a inoculagdo, submetido a
um choque com azoto liquido e conservado a
-80 °C até a extraccdo de RNA.

Extraccdo de RNA, tratamento com
DNase I e quantificacdo

O RNA total de folhas inoculadas com
suspensao ou com agua foi purificado de
acordo com Chang et al. (1993) usando
10 ml de tampdo de extraccdo com 2%
B-ME/grama de material fresco. O RNA
foi dissolvido em 40 pl dH,O tratada com
DEPC e quantificado por espectrofotome-
tria de UV. Para cada amostra, fez-se um
tratamento com 40 U de DNase | livre de
RNase (Pharmacia) a 40 pg de RNA total,
num volume final de 100 pl contendo 10
mM Tris pH 7,5, 2,5 mM MgCl, and 0,5
mM CaCl,e 80 U Inibidor de RNase (Ro-
che). A reacgéo foi incubada a temperatura
ambiente durante 30 min e terminada com
5mM EDTA. O RNA foi seguidamente pu-
rificado com recurso ao RNeasy Plant Mini
Kit (QIAGEN), seguindo o protocolo des-
crito para RNA Cleanup. O RNA foi recu-
perado em 60 pl de dH,O livre de RNase,
quantificado por espectrofotometria de UV
e controlado num gel desnaturante (Four-
ney et al., 1988).
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DDRT-PCR e separagdo dos produtos
amplificados em gel de poliacrilamida

A sintese da primeira cadeia de cDNA foi
realizada com 3 pg de RNA total, 2,5 uM do
iniciador dT,,, (5" TTTTTTTTTTT(A/C/G)
G 37), 50mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCl,
3 mM MgCl,, 5mM DTT (Gibco BRL), 0,5
mM de cada dNTP, 40 U Inibidor de RNa-
se (Roche) e 200 U transcriptase reversa
Superscript™RT (Gibco BRL) num volume
total de 20 pl. A reacgdo foi incubada a 50
°C durante 1 h e inactivada a 75 °C durante
15 min. Para andlise da expressao genética
em cada subpopulacdo de cDNAs, a sintese
da cadeia complementar ¢ a amplificacdo fo-
ram realizadas num termociclador Biometra
UNO com 1,5 pl cDNA, 10mM Tris-HCI
pH 8,3, 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 200 uM
cada dNTP, 1 uM do iniciador dT, ., 1 uM
do iniciador arbitrario decamero e 1,25 U de
Taq DNA polimerase (AmpliTagRDNA poly-
merase, Perkin Elmer Cetus) num volume
total de 25 pl. A enzima foi adicionada de-
pois de um periodo a 95 °C durante 3 min,
seguindo-se 40 ciclos de 1 mina 94 °C, 1 min
a 42 °C e 1 min a 72°C, e um passo final de
extensdo de 10 min a 72°C. Os iniciadores
decameros de sequéncia arbitraria usados fo-
ram OPA8 (5 GTGACGTAGG 3’), OPA10
(5" GTGATCGCAG 3%), OPA1l (5’ CAA-
TCGCCGT 3%), OPA12 (5’ TCGGCGATAG
3’), OPA14 (5’ TCTGTGCTGG 3’), OPA16
(5 AGCCAGCGAA 3%), OPA17 (5 GAC-
CGCTTGT 3’), OPA18 (5 AGGTGAC-
CGT 3’), OPA19 (5’ CAAACGTCGG 3’),
OPE2 (5 GGTGCGGGAA 3’), OPE5 (5’
TCAGGGAGGT 37), OPE9 (5’ CTTCACC-
CGA 3’), OPE10 (5 CACCAGGTGA 3),
OPE11 (5 GAGTCTCAGG 3’), OPE12 (5
TTATCGCCCC 3’), OPE14 (5’ TGCGGCT-
GAG 3’), OPE15 (5 ACGCACAACC 3’) e
OPE18 (5 GGACTGCAGA 3’) da Operon
Technologies.

Os produtos de PCR foram misturados 2:1
com corante (98% formamida desionizada,
0.098% azul de bromofenol, 0.098% xileno
cianol FF, 10 mM EDTA), desnaturados a 100
°C durante 5 min e separados por electrofo-

rese num gel desnaturante de 4,5% de polia-
crilamida (38% acrilamida:2% metilbisacri-
lamida Rotiphorese®Gel 40, da Roth) em 0,5
x TBE. O gel foi corado com nitrato de prata
segundo o protocolo de Bassam et al. (1991).
As bandas que apresentavam expressao dife-
rencial na amostra correspondente as folhas
inoculadas com suspensdo conidial (apenas
presentes nesta amostra, ou com maior inten-
sidade nesta amostra) foram cortadas do gel e
incubadas em 100 pl tampéo de eluicdo (0,5
M NH,CH,COO, 10 mM Mg(CH,C00),, 1
mM EDTA pH 8,0, 0,1%SDS) durante 15
min a 100°C e seguidamente a 37 °C 12 h
-16 h. O DNA eluido foi usado directamente
em reacc¢des de amplificacdo ou precipitado
com etanol absoluto, lavado em etanol 70%
e dissolvido em 10ul dH,0, usando-se 2-4 pl
para a reacgdo de amplificago.

Reamplificacio, clonagem e sequenciacio
dos fragmentos diferencialmente
eXpressos

A reamplificacdo dos fragmentos foi rea-
lizada usando a mesma combinacéo de ini-
ciadores que Ihes dera origem, e condicgdes
de amplificacdo semelhantes, apenas com
2,5 mM MgCL,. Os produtos amplificados
foram analisados por electroforese em gel
de 2% agarose em 1 x TAE (Sambrook et
al., 1989) e visualizados sob luz ultravio-
leta ap6s marcagdo com brometo de etidio
(0,5 pg/ml). Os produtos amplificados fo-
ram clonados no vector pCRII (Invitrogen),
seguindo as normas do fabricante. O DNA
plasmidico foi purificado por lise alcalina
(Sambrook et al., 1989) e utilizado em re-
acgdes de amplificacdo com iniciadores es-
pecificos para o vector pCRII (M13-48 (rev)
5 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA
3 e T7SEQ 5" CGTAATACGACTCACTA-
TAGG 37). As reacgdes de amplificagdo de
25 pl incluiram 0,2 pl de DNA plasmidico,
16 mM (NH,),SO,, 67 mM Tris HCI (pH 8,8
a 25°C), 0,01%Tween-20, 2,5 mM MgCl,,
200 puM cada dNTP, 0,2 uM de cada um dos
iniciadores e 0,5 U de Taq polimerase (Bio-
line). A reac¢do de PCR foi incubada num
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termociclador Biometra UNO, programado
para um passo inicial de desnaturacéo de 3
min a 94 °C, 35 ciclos de 45 seg a 94 °C,
1 minab58° el min30a72°C, eum
passo final de extensdo de 10 min a 72 °C.
Os produtos amplificados foram analisados
como anteriormente descrito, purificados
através do QIAGEN PCR Purification Kit
(QIAGEN) e sequenciados automaticamen-
te. As reaccdes de sequenciacdo foram con-
duzidas pela empresa STAB Vida, utilizando
iniciadores especificos do vector (T7 fwd e
M13 rev).

Anélise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram processadas
com recurso ao software Chromas (http://
www.technelysium.com.au/chromas.html) e
alinhadas recorrendo ao software ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Anélises de
homologia foram feitas utilizando o softwa-
re BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/).

RESULTADOS

Das vérias combinacGes de iniciadores
efectuadas resultaram 14 fragmentos de
cDNA visiveis apenas na amostra derivada
de folhas inoculadas com suspensédo, ou em
maior abundancia nesta amostra (Quadro 1).
Estes fragmentos foram extraidos do gel,
para subsequente purificagdo, reamplificacdo
e clonagem. Até ao momento, a reamplifica-
cao dos fragmento de cDNA foi bem suce-
dida apenas para cinco dos 14 fragmentos,
respectivamente o N5, N6, N7, N8, N9. Estes
cinco fragmentos foram clonados e trés frag-
mentos (N5, N8, N9) foram ja sequenciados,
tendo sido feita uma analise de homologia
da sequéncia nucleotidica com recurso ao
BLAST. As homologias obtidas ao nivel dos
nucledtidos (Quadro 2) apontam para que 0s
fragmentos analisados pertencam a tecidos
do hospedeiro, na medida em que apresen-
tam maior semelhanca com sequéncias de
espécies de plantas.

Uma das sequéncias analisadas (N5) reve-
la forte homologia com o gene codificador
de uma fitoquelatina sintetase vegetal. As
outras duas sequéncias (N8, N9) apontam
para sequéncias genéticas de plantas, mas de
fungdo desconhecida. Uma das sequéncias
(N9) apresenta homologia com a sequén-
cia codificadora de uma proteina de Ara-
bidopsis thaliana de funcdo desconhecida,
mas que podera estar relacionada com uma
“Rhomboid”-proteina.

DISCUSSAO

No ambito da fitopatologia, diferentes in-
teracc¢des parasita-hospedeiro t€ém sido ana-
lisadas por DDRT-PCR. Este método permi-
te a analise comparativa do padrdo de ge-
nes expressos entre diferentes populagdes,
e apesar de gerar falsos positivos e apenas
analisar subpopulagdes parcelares do trans-
crito total (Lievens et al., 2001), apresenta
grandes vantagens, pois ndo implica a cons-
trugdo de bibliotecas, baseia-se em métodos
comuns de biologia molecular e permite a
identificacdo de transcritos pouco abundan-
tes. A aplicacdo desta metodologia a analise
da interaccdo pedrado-hospedeiro resisten-
te, apesar do reduzido nimero de combina-
¢Oes de iniciadores testadas, e consequente
reduzida proporcdo de produtos transcritos
analisados, permitiu a identificagdo de dife-
rentes cDNAS expressos durante 0 processo
de interaccdo. O facto de o mecanismo de re-
sisténcia se manifestar no inicio da infecgao
levou-nos a analisar a expressdo genética 96
h ap6s a inoculagdo, muito antes do momen-
to de aparecimento de sintomas. Uma vez
que o parasita se desenvolve sob a cuticula,
ndo é possivel acompanhar de forma expe-
dita a0 microscdpio o seu desenvolvimen-
to, pelo que se optou por fazer o controlo
da germinacdo e viabilidade da suspensédo
numa placa de &gua de agar. Considerou-se
que as 96 h ja se estaria a estabelecer a in-
teracgdo genética entre parasita e hospedei-
ro, tendo em atengédo o desenvolvimento do
fungo na placa controlo.
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A exclusdo do cDNA do fungo cultivado
em meio artificial na analise comparativa
foi uma limitagdo de todo o dispositivo
experimental, pois exclui a possibilidade
de identificacdo de fragmentos resultan-
tes da expressdo constitutiva do fungo. No
entanto, dado que ndo seria possivel iden-
tificar o momento em que o fungo estaria
no mesmo estadio de desenvolvimento no
meio artificial e no hospedeiro, optou-se
por ndo incluir uma terceira amostra, cor-
respondente ao fungo a crescer em meio de
cultura. A origem dos fragmentos identi-
ficados poderia ser posteriormente verifi-
cada por analise de Southern, e mesmo a
prépria anélise BLAST e as homologias
que ela revela ddo j& uma indicacdo se
os fragmentos identificados pertencem ao
fungo ou ao hospedeiro. Num trabalho pos-
terior, sera necessario, para os fragmentos
pertencentes ao fungo, fazer essa analise
de verificagdo de expressdo constitutiva ou
diferencial (especifica do desenvolvimento
do processo infeccioso). E no entanto ex-
pectavel que a maioria dos fragmentos ana-
lisados pertenca ao hospedeiro, na medida
em que a quantidade de suspenséao conidial
nas folhas é relativamente reduzida e, por-
tanto, a abundéancia de genes expressos do
fungo na populagdo de RNA total devera
ser reduzida. Em conformidade, a analise
BLAST para os fragmentos ja sequencia-
dos deu maior homologia com sequéncias
provenientes de plantas.

Grande parte dos fragmentos isolados néo
foi reamplificada. Uma das razdes para este
insucesso poderé ser a reduzida quantidade
de DNA ou a inibicdo da reaccdo de ampli-
ficacdo pela presenga de vestigios de acido
acético utilizado na detecgdo com nitrato
de prata. Tentou-se a precipitagdo do DNA
para ultrapassar este inconveniente, mas sem
grande sucesso. Provavelmente essa precipi-
tacdo levou também a perda de algum DNA,
ficando a quantidade da amostra ainda mais
reduzida. Outro problema encontrado duran-
te a reamplificacdo foi o tamanho inesperado
de alguns fragmentos (ex N6). Estes frag-
mentos, provavelmente artefactos de ampli-

ficagdo, deverdo ter resultado das condicdes
pouco especificas do PCR.

A sequéncia N5 apresenta uma homologia
muito significativa com o gene codificador
de uma fitoquelatina sintetase. Estas enzi-
mas participam no metabolismo do enxofre,
estando a sua actividade relacionada com a
resposta a “stresses” de origem abidtica, no-
meadamente contaminacfes com metais pe-
sados, em particular com cadmio (Clemens,
2006). No entanto, sdo ja varios os estudos
que apontam para uma sobre-regulagdo de
genes desta familia em resposta a “stresses”
bidticos, nomeadamente a ataques de fun-
gos como o Blumeria graminis em cevada
(Eckey, 2002) ou Peronospora tabacina em
tabaco (Lawrence et al., 2001) ou bactérias
do género Pseudomonas em soja (Kang et
al., 2003), a semelhanca do que foi por nds
observado. E, no entanto, necessario confir-
mar esta expressao diferencial observada no
DDRT-PCR por transcricdo-reversa-PCR
com iniciadores especificos, se possivel de
forma quantitativa, ou através de outras me-
todologias, como analise de Northern, “Ri-
bonuclease Protection Assay” ou “reverse-
Northern”.

E também necessério continuar a caracte-
rizar o fragmento com hipotéticas caracteris-
ticas de transcrito de “Rhomboid”-proteina.
Estas proteinas, identificadas inicialmente
em Drosophila (Kanaoka et al., 2005), ndo
tém uma fun¢@o muito clara nas plantas, mas
estudos recentes apontam para que sejam
proteinas membranares ligadas a transducgao
de sinal e mecanismos de senescéncia (Gar-
cia-Lorenzo et al., 2006), podendo contribuir
para explicar 0 mecanismo de resposta de
hipersensibilidade, mais ou menos clara, que
se observa na reacgao de resisténcia ao Ven-
turia inaequalis descrita para os hospedeiros
resistentes.
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Quadro 1 — Caracterizagdo dos fragmentos isolados no DDRT-PCR (combinagdo de iniciadores corres-
pondente, expressdo diferencial no gel e tamanho do fragmento).

Fragmento Combinacdo Expressao diferencial Tamanho do Tamanho
de iniciadores no gel de acrilamida fragmento no gel do produto
(pb) de acrilamida (pb)  reamplificado (pb)

NS5 dTys x OPA17 * 900 800
N6 dTys x OPA17 * 800 800/500
N7 dTys x OPA17 * 700-800 700
N8 dTys x OPA17 * 600-700 700
N9 dTyc x OPA17 * 400-500 500
N20 dTys x OPA17 + 900-1000 -
N22 dTys x OPE10 + 900-1000 -
N23 dTyc x OPE10 * 600 -
N26 dTys x OPEL0 * 500-600 -
N28 dTyc x OPE9 + 800 -
N29 dTy x OPE9 * 700 -
N36 dTyc x OPE2 + 800 -
N40 dTys x OPE10 * 500 -
N45 dTys x OPE14 + 700 -

* banda visivel s6 na amostra resultante das folhas inoculadas com suspenséo. + banda visivel em ambas as amostras
mas com maior intensidade na amostra resultante das folhas inoculadas com suspenséo.

Quadro 2 — ao nivel nucleotidico e probabilidade apds analise BLAST.

Fragmento Tamanho do Homologia BLAST Acessdo Probabilidade
fragmento
sequenciado (pb)

N5 773 Fragaria x ananassa probable AY 642687 2e-121
phytochelatin synthetase mRNA,
partial
cds

N8 675 Vitis vinifera, whole genome AM479254 2¢-94
shotgun sequence, contig
VV78X066969.8, clone ENTAV
115

N9 573 Arabidopsis thaliana thomboid NM_115708 2e-76

family protein / ubiquitin-
associated (UBA)/TS-N domain-
containing protein (AT3G58460)
mRNA, complete cds
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