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Resumo

Os objetivos do trabalho foram quantificar a expressao
diferencial de genes de resisténcia a antracnose do
colmo em linhagens endogamicas de milho e verificar o
periodo ap6s a inoculagdo onde ocorre a expressao
méaxima destes genes. No estadio vegetativo (V6) as
linhagens L04-2 (resistente) e L99-4 (suscetivel) foram
inoculadas com 1mL da suspensdo de conidios de C.
graminicola. Nos periodos de 0, 6, 12, 24, 48, 96, 168 e
336 horas ap6s a inoculacéo, foram coletados tecidos do
colmo para a extragdo do RNA total. Apds a sintese dos
cDNAs, a expressédo diferencial foi validada pela reacao
gRT-PCR. Os resultados demonstram maior expressao
dos genes PR3 e PR5 para a linhagem resistente se
comparada a suscetivel. Entretanto, devido a baixa
guantidade de  transcritos  sugere-se  maiores
investigagbes com o propoésito de identificar outros
genes envolvidos no processo de resisténcia a
antracnose do colmo.

A antracnose do colmo causada por Colletotrichum
graminicola (Ces) Wils, promove danos diretos a planta
de milho pela colonizagdo dos tecidos vasculares,
levando ao acamamento, a reducdo do enchimento de
gréos e até a morte prematura das plantulas (DENTI,
REIS, 2001). Por ser um fungo hemibiotrofico, é
esperado que grupos especificos de genes de
resisténcia sejam expressos na planta em funcdo do
estadio de desenvolvimento em que o patbgeno se
encontra (VARGAS et al., 2012).

As proteinas PRs (Pathogenesis Related Proteins)
podem estar envolvidas na adaptacdo de plantas ao
estresse bibtico, sendo a expressdo dos genes que as
codificam regulado pela presenca do patdégeno, nado
sendo restrita ao local de infeccdo e podendo ser

expresso sistematicamente associado ao
desenvolvimento da resisténcia sistémica adquirida
(RSA). A heranga da resisténcia comporta-se

independentemente na planta pela infeccdo do patégeno
na folha e no colmo, sugerindo que genes diferentes e
mecanismos de resisténcia estejam envolvidos para as
duas fases da infeccdo pelo patégeno.

As linhagens L04-2 e L99-4 (resistente e suscetivel a
antracnose do colmo) pertencentes ao programa de
melhoramento de milho da UEPG, foram cultivadas em
camara de crescimento. No estadio V6 as plantas foram
inoculadas com 1 mL da suspenséao de conidios (5 x 10°)
do patégeno. Nos periodos de 0, 6, 12, 24, 48, 96, 168 e
336 horas apés a inoculagdo, amostras de tecido do
colmo foram coletadas para extracdo do RNA total
utilizando o kit RNAspin Mini RNA Isolation Kit.

A sintese de cDNAs, foi realizada com 1,5 uyg de RNA
para a transcricdo reversa, utilizando o kit First-Strand
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cDNA Synthesis Kit. A expresséo diferencial dos genes
PR3 e PR5 foi validada pela reacdo gRT-PCR no
equipamento Agilent AriaMx Real-Time PCR. Os niveis
de expressao diferencial de cada gene foram calculados
pelo método ddCT.

Para os genes PR3 e PR5, a linhagem resistente L04-2
apresentou maior expressdo quando comparada a
suscetivel (L99-4) em todos os periodos avaliados
(Figura 1). De modo geral, os niveis de expressao foram
relativamente baixos. Segundo Balmer et al. (2013)
infecgdes locais podem induzir respostas transcricionais
sistémicas. Apbs realizar a inoculagcdo com o patbégeno
em raizes de milho, os autores puderam verificar
elevada expressdo dos genes PR3 e PR5 nas folhas,
confirmando a resposta sistémica na planta. Neste
sentido, uma vez que a inoculagdo com o patégeno
ocorreu nos colmos, pode-se inferir que a maior
expressdo destes genes especificamente pode estar
acontecendo nas folhas. Avaliagbes fenotipicas
demonstraram elevada resisténcia da linhagem L04-2 &
inoculacdo com C. graminicola, o que pode sugerir que
outros genes podem estar sendo expressos no colmo,
ativando mecanismos de defesa da planta e restringindo
a acdo do patégeno.

PR3 PRS

oo omz

0080

S nom Foow
:
gom . Zom * i
] i
§ oo N - —s—Resistente (Lidz) g 00% e i
g oom ¥ Suscetivel (L99-4) L 1

Foom
g 0m £
@ oow

0,000 0000
0 & 12 24 48 05 168 336

Periodos apés inoculagso (horas)

o e L0421
Sunceive (1904)
Foo

0 6 1z M 48 9 108 396
Pariodos apés inoculagio (horas)

Figura 1. Expresséo relativa dos genes PR3 e PR5 nas linhagens L99-
4 e L04-2, em fungdo dos periodos apés a inoculagdo com C.
graminicola no colmo. Ponta Grossa, 2021.

Concluséao
A expressdo dos genes PR3 e PR5 foi superior na
linhagem LO4-2 (resistente) em relagdo a L99-4
(suscetivel). Entretanto, maiores investigacbes deverdo
ser realizadas para confirmar a acdo de outros genes na
expressao da resisténcia a antracnose do colmo em
milho.
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