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EXPRESSÃO GÊNICA EM TRIGO EM RESPOSTA À 

INFECÇÃO POR PUCCINIA TRITICINA, AGENTE CAUSAL 

DA FERRUGEM-DA-FOLHA 
 

Alice Casassola1 

 

RESUMO – A ferrugem-da-folha do trigo é causada pelo fungo 

Puccinia triticina e é uma das principais doenças que acometem 

anualmente a cultura do trigo na região sul do Brasil. O uso de 

cultivares com resistência genética durável tem sido essencial para o 

avanço da cultura. Dessa forma, este trabalho objetivou estudar quais 

os genes, mecanismos e rotas metabólicas estão envolvidos na 

resistência de planta adulta (RPA) durável da cultivar Toropi. Na 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa Trigo), 

plantas de trigo da cv. Toropi foram cultivadas em câmaras de 

crescimento com ambiente controlado; foi realizada a inoculação das 

folhas bandeira com a raça B55 de P. triticina (MDT-MR); as folhas 

bandeiras nos diferentes horários pós-inoculação (0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 

e 72 horas após a inoculação) foram coletadas e o RNA foi extraído e 

purificado. As análises de expressão gênica mediante RT-qPCR foram 

realizadas no National Institute of Agricultural Botany (NIAB), em 

Cambridge/Inglaterra, durante a realização de doutorado sanduíche. O 

                                                
1 Farmacêutica, Mestre em Agronomia, Doutoranda do Programa de Pós-Graduação 
em Agronomia, Área de Concentração em Produção Vegetal, da Faculdade de 
Agronomia e Medicina Veterinária (FAMV) da Universidade de Passo Fundo 
(UPF). 
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sequencimento dos tempos pós-inoculação foi realizado pelo The 

Genome Analysis Centre (TGAC), em Norwich/Inglaterra. As 

análises de bioinformática foram realizadas em dois estágios, no 

NIAB durante a realização de doutorado sanduíche, e após no 

laboratório multiusuário da Embrapa Informática Agropecuária – 

CNPTIA e na Embrapa Trigo. As análises de expressão utilizando-se 

iniciadores de genes relacionados com a defesa em trigo mediante RT-

qPCR mostraram que mecanismos clássicos de defesa como 

lignificação, estresse oxidativo, geração de energia, fluxo de água e 

lipídeos e ciclo celular, foram alterados durante o processo de 

infecção, bem como pode haver uma modulação do metabolismo da 

planta pelo patógeno visando beneficiar seu desenvolvimento. No 

sequenciamento e bioinformática dos tempos 0, 6, 12 e 24 hai foram 

obtidos 463.371 contigs dos quais 19.633 foram diferencialmente 

expressos ao longo do tempo. As principais rotas metabólicas 

alteradas durante o processo de infecção por ferrugem-da-folha em 

Toropi foram geração de precursores metabólicos e energia; 

catabolismo; resposta a estímulos bióticos e abióticos e ao estresse; e 

transporte. Doze contigs de Toropi foram expressos somente na 

presença do patógeno e não possuem homologia na cv. Chinese 

Spring, podendo representar genes imprescindíveis no processo de 

defesa. O entendimento dessa resistência viabiliza seu uso no 

melhoramento genético do trigo visando à obtenção de cultivares com 

resistência genética durável. 

 

Palavras-chave: Triticum aestivum, RT-qPCR, RNA-Seq, rotas 

metabólicas, resistência de planta adulta, bioinformática. 
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GENE EXPRESSION IN WHEAT IN RESPONSE TO 

PUCCINIA TRITICINA INFECTION, CAUSAL AGENT OF 

LEAF RUST 
 
ABSTRACT - Wheat leaf rust is caused by the fungus Puccinia 

triticina and is one of the major diseases which annually affect the 

wheat crop in southern Brazil. The use of cultivars with durable 

genetic resistance has been essential to the progress of the culture. 

Thus, this study investigated which genes, mechanisms and metabolic 

pathways are involved in the durable adult plant resistance (APR) of 

wheat cv. Toropi. At the Brazilian Agricultural Research Corporation 

(Embrapa Trigo), wheat plants of the cv. Toropi were cultivated in 

growth chambers with controlled environment; inoculation of flag 

leaves with B55 race (MDT-MR) of P. triticina (MDT-MR) was 

performed; flag leaves were collected in different time-points post-

inoculation (0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 and 72 hours after inoculation) and 

the RNA was extracted and purified. Analyses of gene expression by 

RT-qPCR were performed at the National Institute of Agricultural 

Botany (NIAB) in Cambridge/England, during the completion of 

doctorate sandwich. The sequencing of the post-inoculation time-

points was performed by The Genome Analysis Centre (TGAC), 

Norwich/England. Analyses of bioinformatics were conducted in two 

stages, in NIAB during the completion of sandwich doctorate, and 

after at the multi-user laboratory of Embrapa Informática 

Agropecuária – CNPTIA and Embrapa Trigo. The expression analysis 

using gene primers related to the plant defense in wheat by RT-qPCR 
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showed that classical defense mechanisms as lignification, oxidative 

stress, energy generation, lipids and water flow and cell cycle were 

altered during the process of infection and may be pathogen 

modulated in order to benefit its development. In sequencing and 

bioinformatics of the time-points 0, 6, 12 and 24 hai were obtained 

463.371 contigs of which 19.633 were differentially expressed over 

time. The main metabolic pathways altered during the process of 

infection by leaf rust were generation of energy and metabolic 

precursors; catabolism; response to biotic and abiotic stresses; and 

transportation. Twelve of Toropi contigs were expressed only in the 

presence of the pathogen and not have homology in cv. Chinese 

Spring, may represent essential genes to the defense process. The 

understanding of this resistance enables their use in genetic 

improvement of wheat in order to obtain cultivars with durable genetic 

resistance. 

 

Key words: Triticum aestivum, RT-qPCR, RNA-Seq, metabolic 

pathways, adult plant resistance, bioinformatics. 
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1 INTRODUÇÃO 

O trigo (Triticum aestivum) é uma cultura responsável 

por suprir 20% das calorias ingeridas pela população mundial. Seu 

grão possui carboidratos (60-80%), gorduras, vitaminas B e E, 

minerais e proteínas (BARBIERI & STUMPF, 2008). Seu genoma é 

hexaploide (2n=6x=42), AABBDD, com um tamanho de 17 Gb e 

muito complexo, proveniente de T. urartu (doador do genoma A), 

Aegilops speltoides (doador do genoma B) e A. tauschii (doador do 

genoma D). Até o momento, 99.386 genes codificantes foram 

identificados em trigo cv. Chinese Spring (utilizada como modelo para 

estudos genéticos), com 193.667 variantes adicionais para cada lócus 

gênico (MAYER et al., 2014). 

Sua representatividade está relacionada à segurança 

alimentar mundial e, por isso, as doenças fúngicas, como é o caso das 

ferrugens do trigo são uma ameaça a essa segurança (CHAVES et al., 

2013). A ferrugem-da-folha é causada pelo fungo Puccinia triticina 

Eriks., o qual, por sua vez, possui adaptação ao clima sul-brasileiro. 

Esse fungo possui alta taxa de especialização fisiológica, o que, 

consequentemente, permite elevada taxa de surgimento de novas raças 

em até três novas raças fisiológicas do patógeno por ano 

(BARCELLOS & CHAVES, 2003; CHAVES et al., 2005). 

Perdas no rendimento do trigo, causadas por esta 

doença, foram observadas em diversos países produtores como 

México e América Latina, com perdas estimadas de 32 e 170 milhões 

de dólares nos períodos de 2000-2003 e 1996-2003, respectivamente 

(CHAVES et al., 2013). Essas perdas são devidas à redução da área 

fotossintetizante, prejudicando o desenvolvimento da planta em 
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função da restrição de nutrientes e água. Apesar disso, epidemias 

dessa doença não são mais relatadas em virtude da utilização de 

cultivares com resistência genética (MARASAS et al., 2004).  

A resistência genética à ferrugem-da-folha é conferida 

pelos genes Lr, do inglês “leaf rust”. Esses genes podem estar 

envolvidos na resistência na fase de plântula ou planta adulta (RPA). 

Do total de genes descritos, 12 conferem RPA: Lr12, Lr13, Lr22a, 

Lr22b, Lr34, Lr35, Lr46, Lr48, Lr49, Lr67, Lr68 e LrTb 

(MCINSTOSH et al., 2013). Essa resistência normalmente é conferida 

por genes não específicos à raça os quais, por sua vez, não conferem 

resistência completa, mas parcial. Essa resistência parcial não exerce 

pressão de seleção no patógeno, visto que permite o crescimento do 

patógeno em taxas não prejudiciais ao desenvolvimento da cultura 

(KOLMER, 2013). O gene Lr34 é o gene mais bem caracterizado que 

confere resistência de planta adulta não específica à raça à ferrugem-

da-folha e um dos mais amplamente utilizados no melhoramento do 

trigo. Sua sequência consiste de 11.805 pb e 24 éxons, sendo que a 

diferença entre a resistência e susceptibilidade conferida por este gene 

está em somente três polimorfismos de base, resultando em dois 

polimorfismos de aminoácidos (KRATTINGER et al., 2011).  

A cv. Frontana foi a primeira lançada pelo 

melhoramento genético brasileiro, em 1940, que é adaptada ao clima 

do sul do Brasil. Essa cultivar apresenta resistência à ferrugem-da-

folha conferida pelo gene Lr34. Esse gene, contudo, não fora 

transmitido à progênie cv. Toropi, a qual possui resistência durável de 

planta adulta à ferrugem-da-folha, conferida por outros genes ainda 

não completamente conhecidos. Essa cultivar fora lançada em 1965 e 
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ainda apresenta resistência à ferrugem-da-folha, apesar de 50 anos de 

seu lançamento. Esta resistência tem participação de dois genes 

recessivos, temporariamente designados como Trp-1 e Trp-2, 

localizados nos cromossomos 1AS e 4DS, respectivamente 

(BARCELLOS et al., 2000; BRAMMER, 2000; DA-SILVA et al., 

2012), os quais explicam em parte a resistência da cultivar. Apesar do 

conhecimento da existência de alguns genes de resistência de planta 

adulta presentes nessa cultivar, ainda não se sabe quais e quantos 

genes são ativados durante o processo de infecção, nem quais os 

mecanismos e rotas metabólicas envolvidas. Além da resistência à 

ferrugem-da-folha, a cultivar apresenta absorção, translocação e 

distribuição de fósforo aumentadas, tolerância ao alumínio 

(ESPINDULA et al., 2009) e resistência à fusariose (KOHLI, 1989). 

O melhoramento genético visa desenvolver cultivares 

com características de interesse superiores tanto com relação à 

caracteres agronômicos quanto à resistência a doenças. A 

caracterização bioquímica e fisiológica dos processos metabólicos 

envolvidos na resistência genética à doenças fornece dados 

importantes para estudos de identificação e caracterização, auxiliando 

na identificação de genes envolvidos diretamente nos processos de 

defesa em plantas (WESP-GUTERRES et al., 2013). Esse sistema de 

defesa envolve vários níveis. O primeiro é regido por receptores de 

reconhecimento de padrões (PRR – pattern recognition receptors) que 

reconhecem estruturas conservadas dos patógenos (PAMPs ou 

MAMPs – pathogen or microbial–associated molecular patterns) 

ativando mecanismos de defesa como sinalização celular e biossíntese 

de proteínas. Esse sistema é conhecido como imunidade guiada por 
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PAMPs (PTI – PAMP-Triggered Immunity) (JONES & DANGL, 

2006). O segundo envolve receptores de ligação a nucleotídeos LRRs 

(NB-LRRs – nucleotide-binding domain and leucine-rich repeats) os 

quais são codificados por genes R. As proteínas NLR limitam a 

proliferação dos patógenos. Esse sistema é conhecido como 

imunidade guiada por efetores (ETI – effector-triggered immunity) 

(DANGL et al., 2013). O sistema de defesa em plantas envolve, 

inclusive, uma complexa rede de transdução de sinais (WALLING, 

2000) sendo que as defesas podem ser constitutivas ou induzidas.  

O entendimento e identificação dos genes envolvidos 

no sistema de defesa e da rede de sinalização envolvida permitirão um 

uso mais efetivo destes genes no melhoramento genético a doenças 

(MCDOWELL & WOFFENDEN, 2003). Tecnologias modernas, 

como a transcriptômica, tem se revelado importantes ferramentas no 

entendimento da resposta de defesa em plantas (AGRAWAL et al., 

2005), elucidando genes e rotas metabólicas envolvidas nesse sistema. 

A transcriptômica é definida como o estudo do 

conjunto completo de transcritos produzidos por um genoma sob 

determinadas circunstâncias ou em células específicas, através de 

metodologias de alto rendimento. Tem como objetivos principais 

determinar a estrutura transcricional de genes e/ou quantificar as 

modificações na expressão gênica de transcritos sob condições 

específicas (WANG et al., 2009). Como ferramenta de estudo do 

transcriptoma tem-se o sequenciamento de RNA. Nessa metodologia o 

RNA alvo é convertido à cDNA, fragmentado, sequenciado e 

analisado com auxílio de ferramentas de bioinformática visando a 

identificação direta dos genes envolvidos na situação em estudo. Isso 
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aumenta grandemente o potencial de descobertas na área genômica 

(LI et al., 2014), e vem sendo utilizada no estudo da interação planta x 

patógeno, tanto para investigar o sistema de defesa da planta (GAO et 

al., 2013) quanto a virulência/avirulência do patógeno (BANSAL et 

al., 2014). Sendo assim, a transcriptômica (RNA-Seq) em diferentes 

tempos pós-inoculação permite a identificação de genes, mecanismos 

e rotas metabólicas envolvidas diretamente nos processos de defesa 

em plantas, permitindo que esses sejam identificados e estudados no 

decorrer na infecção. 

Portanto, este trabalho visou identificar genes, rotas 

metabólicas e mecanismos de resistência envolvidos na resistência de 

planta adulta (RPA) à ferrugem-da-folha em trigo, especificamente na 

cv. Toropi, permitindo gerar conhecimento sobre esse tipo de 

resistência e proporcionar sua aplicabilidade no melhoramento 

genético do trigo. 

Os objetivos específicos foram: 

a) Avaliar a expressão de genes específicos 

relacionados com o processo de defesa em trigo, 

em diferentes tempos pós-inoculação na cv. 

Toropi, e verificar qual sua relação com a 

resistência de planta adulta e resistência pré-

haustorial; 

b) Identificar genes e rotas metabólicas envolvidos 

no processo de defesa à ferrugem-da-folha na 

cv. Toropi em diferentes tempos pós-inoculação 

e verificar qual sua relação no tempo pós-

infecção; 



  
 
 
 
 
10
 

c) Identificar quais transcritos são expressos na cv. 

Toropi, somente na condição de presença do 

patógeno, e quais suas funções no processo de 

defesa; 

d) Identificar quais transcritos estão presentes na 

cv. Toropi mas ausentes na cv. Chinese Spring, 

visando identificar genes exclusivos da cv. 

Toropi. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
O trigo é uma cultura de ciclo anual e, juntamente com 

o arroz (Oryza sativa), representam as duas principais culturas para 

consumo humano. Os maiores produtores mundiais de trigo são 

China, Índia, Estados Unidos e Rússia com produção aproximada de 

121, 94, 59 e 44 milhões de toneladas, respectivamente, para a safra 

2012/2013 (FAOSTAT, 2014). 

A produção nacional desse cereal, na safra 2014, foi de 

5,9 mil toneladas (CONAB, 2014). A área plantada foi de 2,7 mil 

hectares, sendo 1,3 e 1,1 mil hectares no Paraná e Rio Grande do Sul, 

respectivamente, representando 89% da produção brasileira. 

Das doenças que acometem o trigo estão as fúngicas, 

bacterianas e as virais. As condições climáticas de altas temperaturas e 

precipitações pluviais frequentes favorecem o desenvolvimento de 

doenças, principalmente as fúngicas. Essas condições são frequente na 

região sul do Brasil, principalmente durante a época de plantio e 

desenvolvimento da cultura. As principais doenças fúngicas do trigo, 

nessa região, são a ferrugem-da-folha, o oídio e a giberela 

(FERNANDES & PICININI, 1999; LAU et al., 2011). 

As ferrugens são causadas pelo gênero Puccinia. A 

ferrugem-da-folha é causada por P. triticina, a do colmo por P. 

graminis f.sp. tritici e a amarela por P. striiformis. Os sintomas 

diferem entre si basicamente pelo formato, coloração e localização das 

pústulas. A ferrugem-da-folha apresenta pústulas alaranjadas a 

marrom e ocorre geralmente na superfície superior das folhas. A 

ferrugem-do-colmo apresenta pústulas marrom avermelhadas e que 
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podem ocorrer em ambas as superfícies das folhas, colmo e espigas. A 

ferrugem-amarela apresenta pústulas amarelas a laranjadas e se 

apresentam em faixas (listras) nas folhas (PRESCOTT et al., 1986). 

As ferrugens possuem cinco estágios distintos: 

teliosporos, basidiosporos e urediniosporos no hospedeiro e 

picniosporos e aeciosporos nos hospedeiros alternativos (Figura 1). Os 

uredioniosporos têm a capacidade de se formarem continuamente no 

hospedeiro (uma nova geração a cada 10-14 dias) e, por isso, são 

capazes de disseminar a doença na lavoura (KOLMER, 2013).  

A ferrugem-da-folha é amplamente distribuída pelo 

mundo (Figura 2). As perdas ocasionadas por essa doença são devidas 

à infecção nas folhas, em especial na folha bandeira, reduzindo o 

processo de fotossíntese. Essas perdas são graduais dependendo do 

estágio de desenvolvimento das plantas (Tabela 1), sendo que se a 

infecção for de forma intensa e ocorrer antes da floração e enchimento 

dos grãos as perdas são mais significativas (MARSALIS & 

GOLDBERG, 2006), podendo alcançar 80%. 

2.1 Resistência genética 
A resistência genética é a capacidade do hospedeiro em 

impedir o crescimento e o desenvolvimento do patógeno 

(PARLEVLIET, 1997). Essa resistência pode ter várias classificações: 

1) específica à raça, na qual está envolvida a reação de 

hipersensibilidade; 2) imunidade ou resistência de não hospedeiro; 3) 

resistência em fase de plântula; e 4) resistência de planta adulta (RPA) 

(DYCK & KERBER, 1985).  
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Figura 1 – Ciclo de vida da ferrugem-da-folha do trigo. Adaptado de 

Alexopoulus et al. (1996). 
 
Tabela 1 – Perda de rendimento de grãos de trigo em relação à 

severidade na folha em diferentes estádios de 
desenvolvimento da planta 

Estádio Severidade (%) 
10 25 40 65 100 

 Perda de rendimento (%) 
Floração 10 15 20 30 35 
Grão Leitoso 2 5 8 14 20 
Grão Mole 1 3 4 7 10 
Grão Duro 1 1 1 3 5 
Adaptado de Hunger, B. and K. Jackson. Foliar Fungicides and Wheat 
Production in Oklahoma. Oklahoma Cooperative Extension Service. 
Oklahoma State University. 
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A RPA é conferida por genes não efetivos em fase de 

plântula, mas se tornam efetivos nos estágios de planta adulta, estágio 

este onde a taxa de desenvolvimento do fungo atinge seu ápice 

(SAWHNEY et al., 1996). 

Existem outros tipos de classificações da resistência 

como: resistência vertical monogênica ou oligogênica, quando um ou 

poucos genes raça-específicos são responsáveis pela resistência a um 

determinado patógeno, esse tipo de interação pode ser conhecida 

como resistência do tipo maior ou não uniforme; ou horizontal 

poligênica, quando evolve a participação de diversos genes não 

específicos à raça, mas de efeito menor (KENENI et al., 2012).  

A resistência de planta adulta é normalmente associada 

à resistência durável. Contudo, nem todos os genes de resistência de 

planta adulta conferem esta característica. A resistência genética 

durável, ou seja, que permanece efetiva durante um longo período de 

tempo em uma ampla área de cultivo (JOHNSON, 1984), geralmente 

é conferida por genes que conferem resistência de planta adulta 

associados com outros genes menores que permitem um 

desenvolvimento lento da doença (slow rust resistance). Genótipos 

que apresentam resistência de planta adulta do tipo slow rust 

resistance aumentam o período latente e de incubação do patógeno, 

apresentam uredíneas pequenas, baixa receptividade ao patógeno, 

baixa produção de esporos (componentes slow rust) reduzindo, assim, 

o percentual de severidade da infecção, apesar de apresentarem uma 

reação compatível de interação (OHM & SHANER, 1976; 

WILCOXSON, 1981; RUBIALES & NIKS, 1995; SAREEN et al., 

2012).  



  
 
 
 
 
16
 

Os genes que conferem a resistência slow rust 

geralmente estão agrupados em clusters ou QTLs (Quantitative Trait 

Loci). O cluster Lr67/Yr46/Sr55, por exemplo, confere resistência 

slow rust similar ao cluster Lr34/Yr18, conhecido por ser efetivo 

contra diversas espécies de patógenos, inclusive à ferrugem-da-folha 

(ROELFS, 1988; KOLMER, 1992; HIEBERT et al., 2010a; 

HERRERA-FOESSEL et al., 2011). A associação de genes também 

pode ser realizada via piramidização gênica. Essa associação é 

conhecida por conferir uma resistência mais efetiva contra patógenos 

e visa transferir múltiplos genes desejáveis de vários parentais para 

um único genótipo, sendo que este possuirá todos os genes de 

interesse (YE & SMITH, 2008). 

As respostas de defesa em plantas são controladas no 

tempo e no espaço a partir de uma complexa rede de expressão de 

genes, onde a sensibilidade à temperatura, interações intergênicas 

aditivas ou inibitórias, efeito background, alelismo e a proximidade 

entre os genes/clusters gênicos afetam a expressão da resistência ou 

suscetibilidade (DYCK & KERBER, 1985). 

2.2 Resistência de planta adulta em Toropi 
Toropi é uma cultivar de trigo lançada em 1965 e que, 

após cinquenta anos, ainda apresenta resistência de planta adulta 

(Figura 3) à ferrugem-da-folha. A cultivar foi desenvolvida a partir do 

cruzamento Frontana/Quaderna A//Petiblanco 8, na Estação 

Experimental de Júlio de Castilhos, da Secretaria da Agricultura do 

Rio Grande do Sul. 
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O gene Lr34, considerado como um dos principais 

genes que confere RPA, está presente no parental Frontana, mas não 

está presente na progênie Toropi. Contudo, Barcellos et al. (2000) 

relataram que a cv. Toropi possui dois genes recessivos, designados 

temporariamente de Trp-1 e Trp-2, estritamente do tipo de planta 

adulta, responsáveis por essa resistência. Brammer (2000) e Da-Silva 

et al. (2012) reportaram que esses genes foram mapeados por linhas 

monossômicas de trigo e confirmados por marcadores microssatélites, 

e estão localizados nos cromossomos 1AS e 4DS, respectivamente. 

Essa cultivar, além de apresentar RPA, apresenta outras características 

agronômicas importantes como absorção, translocação e distribuição 

de fósforo aumentadas, tolerância ao alumínio (ESPINDULA et al., 

2009) e resistência à fusariose (KOHLI, 1989). 

Wesp-Guterres et al. (2013), mediante análises de 

histopatologia, relataram que o sistema de defesa na cv. Toropi 

envolve os dois estágios, pré e pós-hautorial, ou seja, se manifesta 

tanto antes quanto depois da formação dos haustórios (24 hai), 

reduzindo a taxa de formação dos apressórios e, consequentemente, 

das demais estruturas fúngicas. Os autores descreveram que a 

resistência pré-haustorial é essencial no retardo da doença, sendo que 

120 hai nenhuma célula mãe haustorial e nenhum haustório foram 

observados enquanto que na cultivar resistente RL6010 Lr9 

(resistência específica à raça), a taxa de formação de haustórios foi de 

93%. Na cv. Toropi, a produção de compostos autofluorescentes 

aparecem em 100% das células associadas com a colonização, 

indicando estarem envolvidos neste processo. A morte celular tardia 
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também é uma característica do processo de defesa da cultivar 

observada pelos autores. 

 

 
Figura 3 – Sinais em resposta à infecção por Puccinia triticina na 

cultivar suscetível IAC13 (A) e na cultivar com 
resistência de planta adulta (RPA) Toropi (B). A RPA se 
caracteriza por poucas uredíneas espalhadas ao longo da 
superfície foliar com halos esbranquiçados característico 
de morte celular. Fotos: Alice Casassola. 

 

Da Silva (2006) pela análise da biblioteca obtida por 

hibridização subtrativa suprimida da cultivar infectada com ferrugem-

da-folha, sequenciou duzentos clones dos quais 69% possuem função 

conhecida. O autor identificou três sequências com potencial papel no 

reconhecimento primário do patógeno P. triticina em trigo, com 

homologia com genes que codificam para proteínas com função de 

transdução de sinal, sendo assim fortes candidatas a serem partes de 

genes de resistência presentes na cv. Toropi, mas que ainda 

necessitam ser melhor estudados e entendidos para o fechamento do 

processo. 

(A) (B) 
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2.3 Sistemas ou mecanismos de defesa em plantas 

O sistema de defesa em plantas envolve defesas inatas e 

adquiridas e está dividido em dois grupos: imunidade guiada por 

padrões moleculares associados a microorganismos (microbial-

associated molecular-patterns-triggered immunity - MTI) e imunidade 

guiada por efetores (effector-triggered immunity - ETI). A MTI 

confere resistência basal, enquanto que o ETI confere resistência 

durável associada à resposta de hipersensibilidade 

(MUTHAMILARASAN & PRASAD, 2013). A resistência inata é 

ativada por estruturas conservadas dos microorganismos e/ou efetores 

que são reconhecidos pelos receptores celulares do hospedeiro 

desencadeando uma cascata de respostas de defesa (SHAMRAI, 

2014). A imunidade adquirida conhecida como resistência sistêmica 

adquirida (systemic acquired resistance – SAR) é basicamente ativada 

pelo aumento da concentração de ácido salicílico o qual, por sua vez, 

ativa diversos genes de defesa (RYALS et al., 1994).  

Além dos mecanismos já citados, as plantas possuem 

defesas estruturais como barreiras físicas, as quais têm intuito de 

evitar a penetração do microorganismo. Dentre as defesas estruturais 

têm-se as pectinas, ligninas, cutinas e suberinas, as quais, por sua vez, 

estão envolvidas no reforço da parede celular, depósito de calose e 

formação da papila; os tricomas e os estômatos (FREEMAN & 

BEATTIE, 2008). 

A infecção por fungos se inicia pela entrada do 

patógeno na célula, o que requer a superação das barreiras físicas para 

penetração. Essa penetração é realizada com auxílio de enzimas 
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(Tabela 2) que além de facilitarem a penetração auxiliam na aquisição 

de nutrientes (CHOI et al., 2013). 

Após penetração e para o estabelecimento do patógeno, 

este precisa superar o sistema de defesa químico: terpenóides, fenóis, 

alcalóides, proteínas e enzimas de defesa. Os genes de resistência (R) 

mediam o reconhecimento de componentes específicos do patógeno 

(produtos dos genes Avr) (TAYLOR, 1998), induzindo a produção de 

desses compostos de defesa. 

As proteínas de defesa atuam na degradação das 

estruturas fúngicas do patógeno evitando seu desenvolvimento. As 

proteínas relacionadas com a defesa (PR) são um exemplo de 

substâncias que degradam a parede celular fúngica e atuam no 

combate ao patógeno. As quitinases (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11), 

glucanases (PR-2) e peroxidases (PR-9) degradam quitinas e glucanas, 

componentes estruturais da parede celular do fungo, e as peroxidades 

atuam na formação de espécies reativas de oxigênio (VAN LOON & 

VAN STRIEN, 1999). A “explosão oxidativa” ocorre por meio de 

dois sistemas: sistema oxidativo NADPH (NADP é um fosfato de 

dinucleotídeo de nicotinamida e adenina aceptor de elétrons que se 

reduz em NADPH) e geração de peróxido de hidrogênio dependente 

de pH via peroxidases extracelular (WOJTASZEK, 1997). As espécies 

reativas de oxigênio são altamente reativas podendo atuar diretamente 

no patógeno (eliminando-o), induzir a resposta de hipersensibilidade e 

morte celular no hospedeiro e também podem induzir outros 

mecanismos de defesa, atuando como sinalizadores (GECHEV et al., 

2006). 
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Tabela 2 – Enzimas fúngicas responsáveis pela degradação da parede 

celular de plantas 
Substrato Família Gênica 

Celulose Celobiohidrolase 
Alfa-glucosidase 

Pectina 

Alfa-ramnosidase 
Pectatoliase 
Pectinoliase 
Poligalacturonase 
Ramnogalacturonanoliase 
Beta-D-galactosidase 
Endoarabinase 
Pectinometilesterase 
Ramnogalacturonan acetilesterase 

Xilose Endoxilanase 
Alfa-glucuronidase 

Manose 
Alfa-mannosidase 
Beta-endo-mannnanase 
Beta-mannosidase 

Adaptado de Choi et al. (2013). 

A constante evolução dos fungos, com o surgimento 

frequente de novas raças, exige o desenvolvimento de cultivares com 

novas combinações gênicas ou com novos genes de resistência. Para 

isso, esforços do melhoramento genético são requeridos e o uso de 

ferramentas de estudos genéticos (genômica, transcriptômica e 

proteômica) auxilia na elucidação dos processos e rotas envolvidas no 

sistema de defesa. A identificação de genes envolvidos na resistência 

parcial, que é ideal, pois não exerce pressão de seleção no patógeno, é 

difícil. Ballini et al. (2013) relataram que são três as razões dessas 

dificuldades: (1) a análise quantitativa dos sintomas requer 

experiência e muito trabalho, pois essa reação é difícil de ser 

observada; (2) a identificação de QTLs requer populações de 

tamanhos elevados; (3) essa resistência requer específicas 
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combinações de alelos; e por isso o uso de ferramentas 

biotecnológicas auxiliam neste processo. Os autores relatam, 

inclusive, que a partir do conhecimento básico gerado via estudos 

genéticos em uma espécie, este é transferível para outra, em função 

dos ortólogos funcionais e homólogos, facilitando futuros estudos e 

ressaltando a importância dessa tecnologia.  

Arabidopsis thaliana (CONSORTIUM, 2011) é a 

planta que tem o sistema de defesa melhor documentado. Esse sistema 

serve de base para muitos estudos com trigo, via inferência da função 

de genes. O sequenciamento do trigo, cv. Chinese Spring 

(EMBL/Genbank SRA ERP000319 – Brenchley et al., 2012), já está 

disponível. Contudo, ainda não se tem a anotação funcional de todos 

os genes, e de muitos não se conhece a função e envolvimento no 

sistema de defesa. O gene Lr34 tem sido o componente estratégico 

mais utilizado no melhoramento genético do trigo, considerando que 

confere resistência não somente à ferrugem-da-folha, mas também à 

ferrugem amarela, oídio (SPIELMEYER et al., 2005), ferrugem do 

colmo (HIEBERT et al., 2010b) e BYDV (barley yellow dwarf virus) 

(SINGH, 1993). Esse gene foi descrito por Dyck & Samborski (1979), 

mas teve sua sequência e função conhecidas, transportador ABC 

(adenosine triphosphate-binding cassete), somente trinta anos após, 

por Krattinger et al. (2009), os quais utilizaram marcadores 

moleculares para isolar a sequência do gene. Esse trabalho viabilizou 

o estudo do sistema de defesa envolvendo este gene, via homologia e 

genes ortólogos, em outras espécies de gramíneas como arroz, sorgo e 

Aegilops tauschii (KRATTINGER et al., 2011; 2013). 
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2.4 Expressão gênica 

Expressão gênica se refere à ativação do gene e 

produção de seu produto. A regulação dessa expressão pode se dar na 

frequência da transcrição via proteínas reguladoras as quais afetam a 

eficiência/atividade da RNA polimerase; na velocidade de 

processamento do splicing das moléculas de RNA imaturo; através do 

acesso ou eficiência dos canais de transporte que controlam a saída do 

RNA maduro; através da atividade das ribonucleases que degradam o 

RNA que saí do núcleo; e aceleração ou desaceleração do processo de 

tradução através da disponibilidade dos componentes necessários ao 

processamento (EVERT & EICHHORN, 2013). 

Durante o processo de infecção, genes podem ser 

ativados ou inibidos. Em trigo, em resposta à ferrugem-da-folha, 

Fofana et al. (2007) verificaram que 192 genes tiveram alteração 

significativa durante esta interação, tais como os relacionados à 

fotossíntese, produção de espécies reativas de oxigênio, ubiquitinação, 

transdução de sinal e rota fenilpropanóide, indicando que diversas 

rotas metabólicas são alteradas durante a infecção. 

O estudo da expressão dos genes durante o processo de 

infecção permite identificar quais as rotas metabólicas são alteradas e, 

consequentemente, quais estão envolvidas no processo de defesa. Esse 

estudo pode ser realizado, principalmente, via microarray, PCR 

quantitativo (RT-qPCR) e/ou sequenciamento de RNA (RNA-Seq).  

Apesar do conhecimento da existência de alguns genes 

de resistência de planta adulta presentes na cv. Toropi, como Trp-1 e 

Trp-2, não se sabe quais e quantos genes são ativados durante a 

infecção, nem quais os mecanismos envolvidos. O esclarecimento 
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desses mecanismos pode gerar informações de extrema importância 

para o desenvolvimento de novas cultivares de trigo com resistência 

durável à ferrugem-da-folha, o que justifica a intensificação dos 

estudos nessa área utilizando-se metodologias recentes como o RNA-

Seq visando, por fim, a viabilização dessas informações para o 

melhoramento genético da cultura do trigo. 

2.4.1 RNA-Seq e RT-qPCR 
A RT-qPCR (Reverse Transcription-Quantitative 

Polymerase Chain Reaction) mensura a quantidade da sequência alvo 

pela amplificação via reação em cadeia da polimerase (PCR) que é 

correspondente ao aumento da emissão de fluorescência durante cada 

ciclo (SMITH & OSBORN, 2008). Essa metodologia pode ser 

utilizada no estudo de genes específicos (GENNARO et al., 2009) ou 

no estudo da expressão de diversos genes, visando entender rotas e 

processos metabólicos como o processo de defesa (FRAAIJE et al., 

2001). O uso dessa metodologia, isoladamente no estudo da expressão 

gênica, requer que se conheça a sequência de interesse. Caso 

contrário, requer análises prévias para se obtê-las, como é o caso do 

uso do sequenciamento de RNA (RNA-Seq). 

O RNA-seq é uma metodologia desenvolvida para 

analisar o perfil de transcriptoma. O transcriptoma é o conjunto 

completo de transcritos em uma célula os quais variam dependendo do 

estádio fenológico ou condição ambiental ou fisiológica. O RNA-Seq 

realizado a partir de amostras de uma condição específica permite 

entender quais os mecanismos e genes estão envolvidos nessa 

condição. 
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No caso do trigo, que possui um genoma de 17 Gb, 

foram identificados 94.000-95.000 genes e 132.000 polimorfismos de 

base única (SNP) (BRENCHLEY et al., 2012). Singh et al. (2014), por 

exemplo, obtiveram 55 K de transcritos de trigo em três estádios de 

desenvolvimento da semente, sendo identificadas 236 sequências 

diferencialmente expressas e 110 relacionadas com a qualidade para 

produção de “chapatti”, que é um pão típico da culinária indo-

portuguesa. Dessas sequências, os autores observaram que não 

somente genes sabidamente relacionados com a qualidade foram 

expressos diferencialmente, mas também genes relacionados com a 

função celular e molecular, ressaltando a complexidade da cascata de 

sinais e genes envolvidos na condição em estudo. 

Da mesma forma, Zhang et al. (2014), estudando a 

interação de trigo com ferrugem-amarela e oídio, verificaram uma 

alteração na transcrição de 23,8% dos transcritos totais de trigo. O 

oídio alterou de forma mais significativa a expressão gênica da 

linhagem em comparação à ferrugem-amarela. Do mesmo modo, 

Hulbert et al. (2007) confirmaram a complexidade da resposta de trigo 

à ferrugem-da-folha via GeneChip array, na qual verificaram que 

1.610 genes tiveram expressão alterada na cv. Thatcher em resposta a 

essa infecção.  

Embora a tecnologia de RNA-Seq seja utilizada em 

pesquisas, existem algumas limitações tais como: limitações técnicas, 

como programas e recursos logísticos e humanos capazes de 

armazenar e processar o quantitativo de dados gerados via 

sequenciamento (CASASSOLA et al., 2013), e de informação 

disponível, considerando que somente o rascunho do genoma do trigo 
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está disponível bem como seu tamanho, poliploidia (80% do seu 

genoma é repetitivo) e complexidade dificultam as análises. Visando 

diminuir essas limitações a associação com a RT-qPCR objetiva 

confirmar/validar a expressão estimada pelo RNA-Seq (LORAINE et 

al., 2013; BRODERICK et al., 2014). 
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CAPÍTULO I 

 

ALTERAÇÕES NO PERFIL DE EXPRESSÃO GÊNICA E SUA 

RELAÇÃO COM A RESISTÊNCIA DE PLANTA ADULTA EM 

TRIGO - CULTIVAR TOROPI 

 
Alice Casassola1 

 
RESUMO – Toropi é uma cultivar de trigo que apresenta resistência 

pré-haustorial e de planta adulta à ferrugem-da-folha. Essa doença 

acomete as lavouras de trigo do sul do Brasil, pois as condições 

climáticas da região favorecem seu desenvolvimento, sendo a 

resistência genética a alternativa mais eficiente de controle da doença. 

A resistência genética de Toropi apesar de confirmada, ainda não está 

totalmente compreendida. Sabe-se que esta começa a se expressar em 

estágio de planta adulta e antes da formação do haustório pelo 

patógeno que ocorre 24 horas após a inoculação (hai). O objetivo 

deste trabalho foi avaliar a expressão de 15 genes relacionados com o 

processo de defesa em trigo via PCR quantitativo (RT-qPCR) e 

verificar qual o seu perfil de expressão ao longo do tempo pós-

infecção. Na sede da Embrapa Trigo, as folhas bandeiras de plantas 

adultas (fase de espigamento e anterior à antese) da cultivar foram 

inoculadas com solução oleosa contendo urediniósporos do fungo, 

raça B55 (MDT-MR), e coletadas 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 hai. As 

plantas controles foram inoculadas somente com óleo visando subtrair 
                                                
1 Farmacêutica, Mestre em Agronomia, Doutoranda do Programa de Pós-Graduação 
em Agronomia, Área de Concentração em Produção Vegetal, da Faculdade de 
Agronomia e Medicina Veterinária (FAMV) da Universidade de Passo Fundo 
(UPF). 
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o efeito do óleo nos resultados. O RNA foi extraído, purificado e 

encaminhado ao National Institute of Agricultural Botany, na 

Inglaterra, para realização das análises de genes relacionados com o 

processo de defesa em trigo. Os genes foram selecionados a partir de 

resultados de microarranjos da interação trigo com oídio, ferrugem 

amarela e brusone e os iniciadores de RT-qPCR foram desenhados 

com auxílio da ferramenta Primer3Plus versão 2.3.5. Os resultados de 

RT-qPCR foram submetidos à análise da variância (ANOVA) e ao 

teste de Tukey 5%. Nove genes foram estatisticamente 

diferencialmente expressos: LTP, COMT1, WCAB, AQP1, PRA2, PR-

1, PR-2, PR-4 e PR-9. Os picos de expressão variaram ao longo do 

tempo sendo que os genes LTP, WCAB, AQP1, PRA2, PR-2 e PR-9 

parecem estar envolvidos na resistência pré-haustorial da cultivar, pois 

tiveram pico anterior a 24 hai. Os genes COMT1, PR-1 e PR-4 

parecem estar envolvidos na resistência pós-haustorial de Toropi, pois 

apresentaram pico de expressão posterior a 24 hai. Entretanto, 

G6DPH, ZIP5, HSP80, FREX, RBR1 e PR-10 apresentaram expressão 

constante ao longo do tempo. Esses perfis de expressão elucidam em 

partes a resistência de planta adulta pré-haustorial da cultivar 

demonstrando que o reforço da parede celular, destruição das 

estruturas fúngica, geração de energia e absorção de água são defesas 

pré-haustoriais e conforme evidenciado em estudos anteriores é essa 

resistência que detém quase que completamente o desenvolvimento da 

doença. 

 

Palavras-chave: Puccinia triticina, Triticum aestivum L., pré-

haustorial, RT-qPCR. 
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CHANGES IN GENE EXPRESSION PROFILES AS THEY 

RELATE TO THE ADULT PLANT LEAF RUST RESISTANCE 

IN THE WHEAT CULTIVAR TOROPI 

 

ABSTRACT – Toropi is a wheat cultivar that presents pre-haustorial 

adult plant resistance to leaf rust. Southern Brazil environment 

conditions are very conducive to wheat leaf rust, and up to four sprays 

are necessary to control it depending on the year. Thus genetic 

resistance is the most efficient alternative to control this disease. The 

genetic resistance of Toropi despite confirmed, is not yet fully 

understood. It is known that its expression occurs in adult plant stage 

and is triggered before the formation of the haustoria by the pathogen, 

24 hours after inoculation (hai). The objective of this study was to 

evaluate the expression of 15 defense-related genes in wheat via 

quantitative PCR (RT-qPCR) and uncover their expression profile 

throughout the post-infection time. At Embrapa Trigo, adult plants 

flags leaves (silking stage before the anthesis) of the cultivar were 

inoculated with oily suspension containing urediniospores of the 

fungus, B55 race (MDT-MR), and collected 0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 and 

72 hai. The control plants were inoculated only with oil in order to 

subtract the effect of the oil into results. The RNA were extracted, 

purified and forwarded to the National Institute of Agricultural 

Botany, in England, to carry out the analysis regarding defense genes 

in wheat. Genes were selected based on results of the microarray 

interaction between wheat with powdery mildew, yellow rust and 

blast. RT-qPCR primers were designed with Primer3Plus tool version 

2.3.5. RT-qPCR results were submitted to analysis of variance 
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(ANOVA) and Tukey test 5%. Nine genes were statistically 

differentially expressed: LTP, COMT1, WCAB, AQP1, PRA2, PR-1, 

PR-2, PR-4 and PR-9. The peaks of expression varied over time. LTP, 

WCAB, AQP1, PRA2, PR-2 and PR-9 appear to be involved in the pre-

haustorial resistance of the cultivar, as had earlier peak (before 24 

hai). Genes COMT1, PR-1 and PR-4 appear to be involved in post-

haustorial resistance, as presented later peak expression (post 24 hai). 

On the other hand, G6DPH, ZIP5, HSP80, FREX, RBR1 and PR-10 

had constant expression over time. These expression profiles elucidate 

in parts the pre-haustorial adult plant resistance of the cultivar, 

showing that the strengthening of the cell wall, destruction of fungal 

structures, energy generation and water absorption are pre-haustorial 

defenses and, as evidenced in previous studies, these defenses 

mechanisms are responsible for efficiently hampering the disease 

development. 

 

Keywords: Puccinia triticina, Triticum aestivum L., pre-haustorial, 

RT-qPCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

A ferrugem-da-folha do trigo é uma doença fúngica 

causada pelo fungo Puccinia triticina. A doença acomete a triticultura 

nacional, em especial, a região sul do Brasil e é um desafio em todo o 

Cone Sul da América do Sul. Com o uso de cultivares suscetíveis, sem 

aplicação de fungicidas, mais de 50% de perdas são observadas 

(GERMÁN et al., 2011). Durante seu ciclo, os urediniósporos do 

patógeno germinam na superfície foliar, formando um apressório sob 

o estômato aproximadamente três horas após a inoculação (hai), e a 

formação da vesícula sub-estomatal ocorre aproximadamente seis hai 

(HU & RIJKENBERG, 1998). A formação da célula-mãe de haustório 

ocorre aproximadamente 12 hai e a formação do haustório 24 hai (HU 

& RIJKENBERG, 1998; ZHANG & DICKINSON, 2001). Os 

uredioniosporos têm a capacidade de se formarem continuamente no 

hospedeiro (uma nova geração a cada 10-14 dias) e, por isso, são 

capazes de disseminar a doença na lavoura (KOLMER, 2013). 

Em geral, o controle dessa doença é realizado mediante 

aplicação de produtos químicos. Contudo, esses produtos podem 

representar um risco à saúde humana, animal e ao meio ambiente. A 

utilização de cultivares com resistência genética controlam a doença 

na lavoura e diminuem a necessidade de aplicação de fungicidas. A 

resistência genética, por sua vez, é dependente da interação planta-

patógeno, temperatura, estádio de desenvolvimento da planta e da 

interação entre os genes de resistência e os efetores (KOLMER, 

1996).  
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Duas classes de genes de resistência são utilizadas no 

melhoramento genético do trigo: os genes R e APR (adult plant 

resistance). Os genes R normalmente são raça específicos, atuam 

durante todo o ciclo da planta e codificam receptores NB-LRR 

(nucleotide binding leucine rich repeat). Os genes APR são efetivos 

somente no estádio de planta adulta, codificam uma gama de proteínas 

heterogêneas e, em geral, conferem uma resistência do tipo parcial 

(ELLIS et al., 2014). A resistência de planta adulta (RPA) é não 

específica à raça e é caracterizada por múltiplos genes de resistência 

de menor efeito que permitem o desenvolvimento da doença, mas em 

níveis não prejudiciais ao rendimento da cultura (VALE et al., 2001).  

O uso desses genes no melhoramento genético, 

contudo, representam um desafio e requer esforços dos programas de 

melhoramento, considerando que sua identificação e isolamento é uma 

tarefa difícil (BALLINI et al., 2013). Dentre os genes que conferem 

RPA, o mais utilizado e estudado é o Lr34, contudo ainda não se sabe 

o que este gene transporta e como ele controla a doença. Sabe-se que 

ele é um transportador ABC (KRATTINGER et al, 2009) que confere 

resistência à ferrugem-da-folha, ferrugem-amarela, oídio 

(SPIELMEYER et al., 2005), ferrugem-do-colmo (HIEBERT et al., 

2010b) e BYDV (barley yellow dwarf virus) (SINGH, 1993). 

Toropi é uma cultivar de trigo que apresenta RPA 

durável à ferrugem-da-folha, mas não apresenta o gene Lr34, presente 

em seu parental Frontana. Em estádio de plântula essa cultivar é 

suscetível, contudo o aparecimento da doença coincide com o estádio 

de planta adulta da cultura (início da antese – estádio 61 da escala de 

Zadoks et al. (1974)), o que demonstra a importância dessa resistência 
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para a triticultura nacional. Os mecanismos envolvidos na resistência 

de Toropi não são completamente conhecidos, apesar de trabalhos 

anteriores descreverem a presença de dois genes recessivos, 

denominados temporariamente de Trp-1 e Trp-2, nos cromossomos 

1A e 4D (BARCELLOS et al., 2000; BRAMMER, 2000; DA-SILVA 

et al., 2012) e da importância da resistência pré-haustorial na cultivar. 

A resistência observada em Toropi é pré e pós-haustorial e é capaz de 

manter a severidade baixa da doença mesmo em alta pressão de 

inóculo. Contudo, é observada taxa quase nula de formação de 

haustórios, o que ressalta a atuação dos mecanismos de defesa pré-

haustoriais (WESP-GUETERRES et al., 2013). 

O sistema de defesa em plantas é complexo e envolve 

componentes estruturais, químicos e proteínas de defesa. Esses 

componentes detectam a presença do patógeno no intuito de detê-los 

antes de causarem danos (FREEMAN & BEATTIE, 2008). As defesas 

vegetais podem ser consideradas passivas ou ativas. Como passivas 

tem-se as barreiras físicas (cera, cutícula, parede celular, estômatos e 

lenticelas) e químicas (privação de nutrientes, pH, fitoalexinas e 

defensinas). Como ativas tem-se as rápidas (função da membrana, 

explosão oxidativa, reforço da parede celular, morte celular por 

hipersensibilidade e acúmulo de fitoalexinas) e lentas (proteínas 

relacionadas à patogênese, resistência sistêmica adquirida e contenção 

do patógeno) (GUEST & BROWN, 1997). Em Toropi, apesar de 

estudos prévios com a cultivar ainda não se sabe quais genes, 

mecanismos e rotas metabólicas estão envolvidos na resistência 

genética observada.  
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar genes e 

rotas metabólicas envolvidas na resistência pré-haustorial à ferrugem-

da-folha na cultivar Toropi em diferentes tempos pós-inoculação via 

RT-qPCR utilizando-se 15 genes relacionados com o processo de 

defesa em trigo. Esses resultados visam gerar conhecimento para guiar 

futuros estudos sobre a resistência de planta adulta durável à 

ferrugem-da-folha do trigo e entender a resistência pré-haustorial da 

cultivar, viabilizando sua utilização do melhoramento genético do 

trigo. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Plantio 

O plantio da cv. Toropi foi realizado em baldes contendo 

solo, substrato e vermiculita (1:1:1). Foram cultivadas seis plantas por 

balde, 12 plantas por horário, para as amostras inoculadas, e seis 

plantas por horário para as amostras controle, num total de 24 baldes. 

As plantas foram mantidas em câmara-de-crescimento, na Embrapa 

Trigo – Passo Fundo/RS, com condições assépticas, fotoperíodo de 

14h de luz e 10h de escuro e umidade de 80%. A inoculação foi 

realizada mediante aspersão na folha bandeira de plantas adultas na 

fase de espigamento e anterior à antese, com uredioniosporos da raça 

B55 (MDT-MR; LONG & KOLMER, 1989; CHAVES & 

BARCELLOS, 2006) de P. triticina, suspensos em óleo mineral. Após 

a inoculação, as plantas foram mantidas em câmara escura e úmida 

por 24 horas. Posteriormente, os baldes foram transferidos para 

câmara-de-crescimento, visando a confirmação da eficiência da 

inoculação a ser verificada, em torno de 15 dias após a inoculação 

(Figura 1). As folhas-bandeira das plantas inoculadas e das plantas 

controle (sem inóculo) foram coletadas nos horários de 0, 1, 3, 6, 12, 

24, 48 e 72 horas após a inoculação (Figura 1) e armazenadas em 

tubos plásticos (Falcon de 50 mL), os quais foram imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido e mantidos em freezer –80ºC, até o 

momento da extração do RNA. 
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Figura 1 – Coleta das folhas bandeira da cultivar Toropi (A) e 

confirmação da inoculação da cv. Toropi com ferrugem-
da-folha, raça B55 (MDT-MR), 15 dias após a 
inoculação (B). 

2.2 Extração do RNA e teste de qualidade das amostras 

O RNA foi extraído utilizando o kit RNAeasy Mini RNA 

kit (Qiagen) e a limpeza de DNA genômico contaminante foi realizada 

utilizando o Turbo DNA-freeTM kit (Ambion), ambos de acordo com o 

protocolo dos fabricantes. A qualidade do RNA foi realizada em 

Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) e a quantificação em 

NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). O RNA foi precipitado com 

1/10 do volume com acetato de sódio 3M pH 5.2 e 2-3x do volume de 

etanol PA, colocado imediatamente em gelo seco e enviado ao 

National Institute of Agricultural Botany (NIAB). 

No NIAB, as amostras foram ressuspendidas em água 

utilizando-se o seguinte procedimento: as amostras/tubos foram 

centrifugados a 13.800 g por 25 minutos a 4 oC e o sobrenadante 

descartado. Adicionou-se ao precipitado 50 μL de etanol 70% e 

novamente centrifugou-se a 13.800 g por 25 minutos a 4 oC. O 

sobrenadante foi descartado e adicionou-se 40μL de água livre de 

(A) (B)
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RNase. Das amostras, 2μL foi analisado em gel de agarose 1% corado 

com brometo de etídeo por 30 minutos a 50V (Figura 2). 

 

 
Figura 2 – Amostras de RNA com as subunidades 28S e 18S (setas) 

no gel de agarose 1%, indicando a integridade das 
amostras. Última banda do gel à direita representa o 
marcador de tamanho de fragmentos (100pb). 

2.3 Seleção de iniciadores (primers) para a análise de RT-qPCR 

e teste de eficiência 

Com a finalidade de analisar o comportamento da cv. 

Toropi em resposta a infecção por P. triticina e auxiliar na escolha dos 

tempos para posterior sequenciamento via RNA-Seq, análises de 

microarray da cv. Renan em fase de plântula em resposta à infecção 

por ferrugem-da-folha (P. triticina/hordei), brusone (Magnaporthe 

grisea/oryzae) e oídio (Blumeria graminis f. sp. tritici) foram 

utilizadas para escolha de genes diferencialmente expressos na reação 

de hospedeiro e não-hospedeiro, sendo que foram selecionadas 

sondas/genes com maiores e menores valores de fold-change nas 

interações (com maior e menor variação). Após seleção dos genes, 
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iniciadores foram desenhados utilizando a ferramenta Primer3Plus 

versão 2.3.5. Um total de 20 genes foram selecionados e 40 

iniciadores desenhados (Tabela 1). Os iniciadores foram então 

sintetizados pela empresa Sigma Life Sciences. 

Para o teste de eficiência dos iniciadores 1μg de RNA foi 

convertido à cDNA utilizando-se o kit SuperScriptTM (Invitrogen), 

conforme protocolo do fabricante. Foram misturados 5μL de cada 

cDNA (de cada horário) a fim de fazer um bulk e deste bulk foram 

preparadas as seguinte diluições 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000. A RT-

qPCR foi realizado utilizando o kit SYBR® Green 

JumpStart™ Taq ReadyMix™ (Sigma-Aldrich) e o slope (b), fator de 

amplificação e eficiência de amplificação foram calculados, conforme 

fórmula: 

 
Eficiência da amplificação (E) = (10(–1/b) – 1 ) 

Fator de amplificação = 1 + E 

Cabe ressaltar que valores de slope entre -3.1 e -3.6 são 

aceitáveis, pois geram eficiência entre 90 e 110%. Assim, somente os 

iniciadores com valores de slope dentro desta faixa foram 

selecionados. 

Além dos iniciadores desenhados, iniciadores previamente 

desenvolvidos por Tufan et al. (2011) para genes relacionados com a 

defesa em trigo foram utilizados (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Iniciadores previamente desenvolvidos por Tufan et al. 
(2011) para genes relacionados com a patogenicidade 
(PR) em trigo e sua sequência 

Gene Iniciador Forward Iniciador Reverse Função 
PR1 CAATAACCTCGGCGTCTT

CATCAC 
TTATTTACTCGCTCGGTC
CCTCTG 

β-1,3-
glucanase 

PR2 AAGCACTTTGGGCTGTTC
AATCCG 

CCAGGCAGCTTATTCGAA
CGCAAA 

β-1,3-
glucanase 

PR4 AAGTGCCTCCAGGTGACG
AA 

TGCACTGGTCGACGATCC
T Endoquitinase 

PR9 CAAGGTGAACTCGTGATG
GA 

TTGAGGATTCAACCGTCG
TT Peroxidase 

PR10 CAAGATGGTCGAGGCTTA
CC 

CGAAGTCGATCATGAAGC
AA 

Fenilalanina 
amônia-liase 

 

2.4 RT-qPCR 

Para a análise de PCR quantitativo, 1 μg de RNA foi 

convertido à cDNA utilizando-se o kit SuperScriptTM (Invitrogen), 

conforme protocolo do fabricante. Cada amostra foi individualmente 

analisada com cada iniciador desenhado com valor de slope dentro da 

faixa recomendável, utilizando o kit SYBR® Green 

JumpStart™ Taq ReadyMix™ (Sigma-Aldrich). Cada horário foi 

analisado em triplicata biológica e em três replicatas técnicas. 

Como normalizadores foram utilizados genes de expressão 

constitutiva EFI (elongation factor-1α), GADPH (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) e UBI (ubiquitin) (VAN RIET et al., 2006; 

CORAM et al., 2008; MCGRANN et al., 2009). O fator normalizador 

foi calculado mediante a ferramenta GeNorm VBA, a qual calcula o 

fator normalizador baseado na média geométrica dos genes referência. 

Os resultados foram normalizados utilizando os valores de Ct’s 

obtidos para os controles endógenos presentes na mesma reação. Para 

normalização foi utilizada a seguinte equação:  

ΔCt = Ctgene alvo – Ccontrole endógeno 
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O aumento dos níveis de expressão do gene alvo para cada 

condição foi calculado através da equação:  

ΔΔCt = ΔCtamostra – ΔCtcalibrador 

Como calibrador foi utilizado o valor obtido para uma 

amostra específica, como por exemplo, o controle sem a presença do 

fungo. A quantificação relativa foi calculada através da fórmula: 

2-ΔΔCT 

Para todas as amostras, fez-se uma média dos valores de 

expressão das replicatas técnicas. Para as amostras controle, uma 

média dos valores de expressão normalizados de cada replicata 

biológica para cada horário também foi calculada. Cada valor de 

expressão de cada replicata biológica inoculada foi dividido pela 

média de seu respectivo controle, gerando um valor x. Esses valores x 

foram submetidos à análise da variância (ANOVA) e analisados pelo 

teste Tukey a 5% de significância, para confirmação da expressão 

diferencial. Para a construção dos gráficos de expressão uma média 

dos valores x para cada horário foi calculada. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Teste de eficiência dos iniciadores desenvolvidos 

Para os iniciadores desenhados os valores de slope obtidos 

estão descritos na Tabela 3. Iniciadores com valores maiores ou 

menores do que a faixa ideal (-3.1 a -3.6) ou referente ao mesmo gene 

não estão descritos. Essa seleção visa à amplificação na faixa de 90 a 

110%. 

 
Tabela 3 – Iniciadores desenhados via Primer3Plus e seus respectivos 

valores de slope 
Nome do Iniciador Slope Nome do Iniciador Slope 
AC2_G6DPH_F -3.063 AC17_LTP_F -3.104 AC2_G6DPH_R AC17_LTP_R 
AC4_ZIP5_F -3.249 AC25_WCAB_F -3.379 

 AC4_ZIP5_R AC25_WCAB_R 
AC6_COMT_F -3.279 AC30_AQP1_F -3.559 

 AC6_COMT_R AC30_AQP1_R 
AC7_HSP80_F -3.396 AC31_FREX_F -3.492 

 AC7_HSP80_R AC31_FREX_R 
AC13_PRA2_F -3.295 AC38_RBR1_F -3.866 AC13_PRA2_R AC38_RBR1_R 

3.2 RT-qPCR 

O processo de defesa em plantas é complexo e envolve 

múltiplas etapas e atuação de diversas proteínas e enzimas. Os genes 

selecionados para análise via RT-qPCR participam direta ou 

indiretamente do processo de defesa. Este processo se inicia pelo 

reconhecimento do patógeno, sinalização celular e ativação de genes 

que podem estar envolvidos nas mais diversas rotas metabólicas 

(KOORNNEEF & PIETERSE, 2008).  

A expressão dos genes foi diferencial em função do tempo 

e estágio de desenvolvimento da doença, bem como os genes 

avaliados, pertencente às rotas metabólicas diferentes, tiveram picos 
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de expressão em momentos diferentes da infecção. Dos genes 

avaliados, alguns apresentaram alteração de expressão em função da 

infecção (Figura 3, 4 e Tabela 4) evidenciando sua participação direta 

ou indireta no processo de defesa e outros não apresentaram alteração 

significativa (Figura 5 e Tabela 4), podendo ou não estar envolvidos 

neste processo. 

Das proteínas relacionadas com a patogênese todas, com 

exceção da PR-10, aumentaram sua expressão significativamente 

durante a infecção (Figura 4). Os picos de expressão dessas proteínas 

foram 6 hai (PR-2 e PR-9) e 72 hai (PR-1, PR-2 e PR-4). Sabe-se que 

estas proteínas estão envolvidas na resposta de defesa contra 

patógenos (VAN LOON et al., 2006) e estão subdividas em classes 

dependendo do tipo de patógeno e da interação compatível ou 

incompatível, conforme mostra a Tabela 5 (BONASERA et al., 2006; 

SEO et al., 2008). 

Bonasera et al. (2006) estudaram a expressão desses genes 

em maça (Malus × domestica cv. Gala) em resposta a Erwinia 

amylovora e Pseudomonas syringae pv. tomato e verificaram que 

houve aumento da expressão de PR-2, PR-5 e PR-8 na interação 

compatível (E. amylovora). Porém, o mesmo não ocorreu na interação 

incompatível (P. syringae pv. tomato). PR-1, nesses casos, não alterou 

seus níveis de expressão. Com relação à cv. Toropi percebeu-se um 

aumento na expressão PR-1, PR-2, PR-4 e PR-9 (Figura 4). 
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Figura 3 – Perfis de expressão (fold-change) e desvio padrão dos 

genes estatisticamente diferencialmente expressos por 
ANOVA e Tukey (P<0,05) na cv. Toropi em resposta à 
infecção por Puccinia triticina ao longo do tempo pós-
inoculação (0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 hai). (LTP) proteína 
precursora de transferência de lipídeo não-especifica tipo 
I, (COMT1) ácido cafeico O-metiltransferase, (WCAB) 
proteína precursora de ligação a clorofila a/b e (AQP1) 
aquaporina. 

 

LTP

0
0,2
0,4
0,6
0,8

1
1,2
1,4
1,6
1,8

2

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

LTP

WCAB

-2

0

2

4

6

8

10

12

-20 0 20 40 60 80

WCAB

AQP1

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

-20 0 20 40 60 80

AQP1

COMT1

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

COMT1



 
 
 
 

47

 
Figura 4 – Perfis de expressão (fold-change) e desvio padrão dos genes 

estatisticamente diferencialmente expressos por ANOVA e Tukey 
(P<0,05) na cv. Toropi em resposta à infecção por Puccinia triticina 
ao longo do tempo pós-inoculação (0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 hai). 
(PRA2) peroxidase de raiz e (PR1, 2, 4 e 9) proteínas relacionadas à 
patogênese. 
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Figura 5 – Perfis de expressão (fold-change) e desvio padrão dos genes não 

estatisticamente diferencialmente expressos por ANOVA e Tukey 
(P<0,05) na cv. Toropi em resposta à infecção por Puccinia triticina 
ao longo do tempo pós-inoculação (0, 1, 3, 6, 12, 24, 48 e 72 hai). 
(G6DPH) glicose-6-fosfato desidrogenase, (ZIP5) transportador de 
zinco, (HSP80) proteína de choque de calor 80, (FREX) frutose 
exohidrolase, (RBR1) proteína relacionada com o retinoblastoma 1 e 
(PR-10) proteína relacionada à patogênese. 
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Tabela 4 – Níveis de expressão dos genes via RT-qPCR avaliados por 
ANOVA e pelo teste de Tukey (P<0,05) 

Tempo pós-infecção G6DPH ZIP5 HSP80 FREX RBR1 PR10 LTP COMT1 
0 hai 0.45 a 0.60 a  0.52 a  0.46 a  0.31 a  0.45 a  0.26 a  0.18 a 
1 hai 0.77 a 0.61 a  1.13 a  1.19 a  1.19 a  0.86 a  1.47 b 0.60 ab 
3 hai 0.55 a  0.39 a  0.47 a  1.32 a  0.91 a  0.94 a  0.68 ab 0.52 ab 
6 hai 0.42 a  0.59 a  1.04 a  0.15 a  0.47 a  0.87 a  0.35 a  0.32 ab 
12 hai 1.00 a  0.87 a  0.55 a  2.64 a  1.44 a  0.91 a  1.47 b 0.70 ab 
24 hai 0.76 a  0.71 a  0.86 a  0.74 a  0.89 a  0.81 a  1.04 ab 1.00 b 
48 hai 0.69 a  1.06 a  0.59 a  0.82 a  0.99 a  0.50 a  0.51 a  0.56 ab 
72 hai 0.95 a  0.72 a  1.47 a  1.24 a  0.32 a  1.74 a  0.91 ab 0.57 ab 
Tempo pós-infecção WCAB AQP1 PRA2 PR-2 PR-9 PR-1 PR-4  
0 hai 2.73 ab 0.85 a 0.78 a 2.33 a 0.33 a 0.15 a 0.39 a  
1 hai 2.78 ab 1.66 ab 0.62 a 0.84 a 0.74 a 0.39 a 0.75 a  
3 hai 0.85 a 1.44 ab 0.39 a 0.98 a 0.69 a 0.56 a 0.91 a  
6 hai 0.05 a 0.37 a 146.47 b 8.72 b 57.35 b 0.67 a 1.47 a  
12 hai 6.82 b 2.88 b 0.96 a 0.79 a 1.75 a 0.62 a 1.06 a  
24 hai 0.57 a 0.57 a 0.28 a 0.47 a 0.40 a 0.51 a 1.29 a  
48 hai 1.01 a 0.64 a 0.59 a 0.64 a 0.78 a 0.64 a 0.69 a  
72 hai 0.62 a 1.48 ab 1.67 a 3.85 a 1.70 a 10.11 b 4.98 b  

a,b Valores médios na mesma coluna, com letras iguais, não apresentam diferença 
significativa (p>0,05) pelo teste Tukey 5%. (G6DPH) glicose-6-fosfato 
desidrogenase, (ZIP5) transportador de zinco, (HSP80) proteína de choque de calor 
80, (FREX) frutose exohidrolase, (RBR1) proteína relacionada com o retinoblastoma 
1, (LTP) proteína precursora de transferência de lipídeo não-especifica tipo I, 
(COMT1) ácido cafeico O-metiltransferase, (WCAB) proteína precursora de ligação 
a clorofila a/b, (AQP1) aquaporina, (PRA2) peroxidase de raiz, (PR) proteína 
relacionada à patogênese e (hai) horas após inoculação. 
 

Segundo Liu et al. (2005), PR-1 a PR-6 estão envolvidas 

na geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), as quais são 

tóxicas ao fungo, podendo atuar também reforçando a parede celular 

do hospedeiro. Por sua vez, PR-7 a PR-9 estão relacionadas com a 

eliminação dessas ROS, aliviando os danos oxidativos e a PR-10 pode 

estar envolvida na homeostase redox e, por isso, sua expressão é 

constante. 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
50 

Tabela 5 – Proteínas relacionadas com a patogênese em plantas e suas 
respectivas propriedades 

Família Propriedade Gene 
PR-1 β-1,3-glucanase  Ypr1 
PR-2 β-1,3-glucanase Ypr2, [Gns2 (‘Glb’)] 
PR-3 Quitinase tipo I, II, IV, V, VI, VII Ypr3, Chia 
PR-4 Quitinase tipo I, II Ypr4, Chid 
PR-5 “thaumatin-like” Ypr5 
PR-6 Inibidor de proteinase Ypr6, Pis (‘Pin’) 
PR-7 Endo-proteinase Ypr7 
PR-8 Quitinase tipo III Ypr8, Chib 
PR-9 Peroxidase Ypr9, Prx 
PR-10 Fenilalanina amônia-liase Ypr10 
PR-11 Quitinase tipo I Ypr11, Chic 
PR-12 Defensina Ypr12 
PR-13 Tionina Ypr13, Thi 
PR-14 Proteína de transferência de lipídeo Ypr14, Ltp 
PR-15 Oxalato oxidase Ypr15 
PR-16 Oxalato oxidase-like Ypr16 
PR-17 Desconhecida Ypr17 

Adaptado de van Loon et al. (2006); Tufan et al. (2011). 

 

β-1,3-glucanases (PR-2) são enzimas que clivam ligações 

1,3-β-D-glicosídicas em β-glucanos. Esses β-glucanos são 

componentes estruturais da parede celular de fungos e por isso 

algumas isoformas dessas enzimas têm propriedades antifúngicas. 

Essas enzimas apresentaram atividade antifúngica, por exemplo, 

contra Alternaria longipes, Rhizoctonia cerealis (SUN et al., 2004), R. 

solani, R. cerealis, Phytophthora capsici e A. longipes (LIU et al., 

2009). Sela-Buurlage et al. (1993) verificaram que as quitinases e as 

β-1,3-glucanases de classe I possuem propriedades antifúngicas e 

agem, inclusive sinergicamente.  

As quitinases (PR-4) são enzimas que hidrolizam a N-

acetilglucosamina do polímero de quitina. A quitina também é um 
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componente presente na parede celular dos fungos e sua atividade 

antifúngica é variável pela especificidade da enzima, sua localização e 

concentração celular e natureza da interação (PUNJA & ZHANG, 

1993).  

As peroxidases (PR-9) são enzimas que catalisam a 

oxidoredução entre o peróxido de hidrogênio e seus redutores (H2O2 + 

AH2 → 2H2O + A). Elas também estão envolvidas no processo de 

lignificação, suberização, catabolismo de auxina, cicatrização e defesa 

(HIRAGA et al., 2001). 

Em Toropi, em resposta à ferrugem-da-folha, observou-se 

que a cultivar produz espécies reativas de oxigênio (PR-1), degrada a 

parede celular e estruturas fúngicas (PR-2 e PR-4) bem como aumenta 

o processo de lignificação e detoxificação celular (PR-9). A 

degradação das estruturas fúngicas (PR-2) começa nos primeiros 

momentos pós-infecção, 6 hai, e continua a ocorrer nos momentos 

tardios (PR-4), 72 hai. A lignificação, para evitar a penetração das 

estruturas fúngicas (PR-9), ocorre também nos momentos iniciais pós-

infecção, 6 hai, e a produção de espécies reativas de oxigênio (PR-1) 

ocorre em momentos tardios, 72 hai. Como a formação haustorial do 

fungo ocorre 24 hai (HU & RIJKENGERG, 1998; ZHANG & 

DICKINSON, 2001), pode-se hipotetizar que PR-2 e PR-9 atuam na 

resistência pré-haustorial de Toropi (WESP-GUTERRES et al., 2013) 

e PR-1 e PR-4 na resistência pós-haustorial. 

Além das proteínas PR, outras proteínas podem auxiliar 

direta ou indiretamente no processo de defesa, as quais podem atuar 

em rotas metabólicas paralelas com finalidade de produzir compostos 

intermediários, gerar energia, produzir outros compostos de defesa 
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como ligninas e outros. Os picos de expressão dos genes 

estatisticamente diferencialmente expressos variaram. LTP teve pico 1 

e 12 hai; PRA2 teve pico em 6 hai; WCAB e AQP1 tiveram pico 12 

hai; e COMT1 teve pico 24 hai. Os genes G6DPH, ZIP5, HSP80, 

FREX, RBR1 e PR10 por sua vez, não tiveram alteração significativa 

em sua expressão ao longo do tempo. 

As peroxidases (PRA2) são enzimas que catalisam a 

oxidação de substratos inorgânicos e orgânicos à custa de uma 

variedade de peróxidos segundo a seguinte reação: 

ROOH + AH2 ↔ ROH + A + H2O 

Essas enzimas estão envolvidas não somente na defesa de 

plantas contra patógenos, mas também em diversos ciclos celulares. 

Dentre os mecanismos de defesa, estas enzimas estão envolvidas no 

metabolismo de auxinas, formação de suberina e lignina (iniciam a 

polimerização de monolignóis à lignina), sinalização celular, 

mediadores da resposta de hipersensibilidade, mensageiros 

secundários do ciclo do acido jasmônico, biossíntese de fitoalexinas e 

no metabolismo de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

(ALMAGRO et al., 2009).  

Boava et al. (2011), estudando a interação entre citrus 

(Citrus sp.) resistente e suscetível com Phytophora parasitica 

relataram que houve um expressão aumentada de peroxidases nos 

híbridos resistentes principalmente 48, 96 e 168 hai. Wang et al. 

(2012) também observaram um aumento da expressão de peroxidases 

na interação entre banana (Musa acuminata) e Fusarium oxysporum 

f.sp. Cubense tropical raça 4. Yang et al. (2007) observaram o mesmo 

fenômeno na interação canola (Brassica napus) e Sclerotinia 
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sclerotiorum. Em Toropi o aumento da expressão desta proteína teve 

pico em 6 hai (Figura 4). O comportamento dessa peroxidase foi 

similar ao perfil de expressão da proteína PR-2 e PR-9 (Figura 3), 

indicando que todas estas enzimas/proteínas atuam na resistência pré-

haustorial da cultivar. 

As proteínas de transferência de lipídeos (LTP) não 

específicas transferem fosfolipídios e galactolipídeos através da 

membrana celular e estão envolvidos na deposição de cera e cutina na 

parede celular, auxiliando no processo de defesa contra patógenos. 

Kamal et al. (2010) confirmaram a expressão aumentada da proteína 

tipo 1 não específica de transferência de lipídeos (ltp9.2c) em trigo em 

resposta a estresses bióticos. Neste estudo, na cv. Toropi constatou-se 

um aumento significativo de expressão dessa proteína nos primeiros 

estágios pós-infecção, 1 e 12 hai (Figura 3). Esse aumento pode estar 

envolvido no processo de defesa, aumentando a deposição de cera e 

cutina na parede celular no intuito de evitar que novos esporos e 

estruturas fúngicas penetrem na célula. 

A lignina é um polímero complexo formado a partir da 

polimerização e desidrogenação de monolignóis, os quais são 

formados a partir da via fenilpropanoíde. É sabido que a enzima 

caffeoil-CoA O-methiltransferase (CCoAOMT – COMT1) está 

envolvida na biossíntese de lignina, a qual, por sua vez, é um 

composto importante na defesa de plantas contra patógenos, pois 

proporciona resistência mecânica da parede celular e proteção contra 

degradação biológica (LI et al., 1997; ZHONG et al., 2000). Esta 

enzima é capaz de metilar precursores aldeídicos, alcoólicos e ésteres.  
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Ding et al. (2011) observaram a expressão aumentada 

deste gene na cultivar resistente de trigo Wangshuibai na interação 

com Fusarium graminearum 3 hai, com pico em 12 hai. Moon et al. 

(2007) estudando a interação entre eucalipto e Puccinia psidii 

verificaram que na biblioteca de sequências com expressão aumentada 

na cultivar resistente estão genes relacionados com a biossíntese de 

celulose e lignina, inclusive o caffeoil-CoA O-methiltransferase. 

Similarmente, Liu et al. (2011) observaram aumento da expressão 

deste gene na interação soja e Heterodera glycines. 

Neste estudo, na cv. Toropi a expressão dessa enzima teve 

pico em 24 hai (Figura 3). Esse gene juntamente com o LTP atua 

reforçando a parede celular. A penetração do fungo na célula pode 

ocorrer diretamente através da cutícula, se esta for fina (LEONARD & 

SZABO, 2005), e por isso esta camada é de extrema importância na 

defesa celular contra fungos biotróficos. O gene COMT1 tem sua 

expressão nos momentos iniciais da infecção visando evitar a 

penetração dos esporos e estruturas infectivas do fungo atuando na 

defesa pré e pós-haustorial de Toropi, pois tem seu pico em 24 hai, 

momento no qual a formação dos primeiros haustórios se inicia. 

A enzima RUBISCO (ribulose 1,5-bifosfato carboxilase 

oxigenase) é a principal fonte de produção de energia e potencial 

redutor em células vegetais. Fofana et al. (2007) relatam que a 

expressão desta enzima aumentou drasticamente na interação 

compatível entre a linhagem isogênica de trigo RL 6003 com P. 

triticina, principalmente 24 hai. Acredita-se que a regulação 

diminuída da expressão de genes envolvidos no fotossistema II e 

interrupção da cadeia de transporte de elétrons, resulta no desvio de 
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elétrons e formação de espécies reativas de oxigênio (ZOU et al., 

2005), o que também foi observado por Fofana et al. (2007) na 

interação incompatível (resistente) 6 hai. Os autores especularam que 

estas ROS participam na defesa de não hospedeiro, fortalecendo a 

parede celular, atuando como sinalizadores intracelulares e/ou 

alterando a estado redutor da célula com finalidade de regulação.  

A proteína de ligação à clorofila a/b (WCAB) é uma 

proteína de membrana do complexo de reação II (light-harvesting II – 

LCHII) envolvida na captura de luz e, por consequência, na 

fotossíntese (HORN & PAULSEN, 2004). Manickavelu et al. (2010) 

analisaram a interação trigo e P. triticina em cultivar suscetível e 

resistente e observaram a expressão aumentada na cultivar suscetível 

do gene codificante do precursor da proteína de ligação da clorofila 

a/b (chlorophyll a/b-binding protein WCAB precursor). Yang et al. 

(2013), estudando a interação trigo e Septoria tritici, verificaram a 

redução em abundância e no status de fosforilação das proteínas de 

ligação a clorofila do cloroplasto (chloroplast chlorophyll a-b binding 

proteins), tanto na cultivar resistente quanto na suscetível, o que 

sugere uma supressão da fotossíntese e alterações no metabolismo de 

açúcares. Em resposta à seca o mesmo fenômeno fora observado por 

Rizhsky et al. (2004) em Arabdopsis. Em Toropi observou-se um 

aumento de expressão da proteína precursora de ligação à clorofila 

(WCAB) em 12 hai (Figura 3). A principal função da proteína de 

ligação à clorofila a/b é coletar e transferir energia luminosa entre os 

centros de reação fotossintéticos.  

Durante um estresse, a planta pode reagir aumentando a 

expressão dessas proteínas ou diminuindo. A diminuição, conforme 
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observado por Manickavelu et al. (2010), pode representar que a 

planta está priorizando o processo de defesa ao invés da fotossíntese. 

Uma expressão aumentada pode representar que a planta aumentou o 

processo de fotossíntese e, em consequência, a produção de energia 

para o processo de defesa, o que pode ser observado em Toropi, a 

partir das 12 hai. A diminuição dessa expressão após 12 hai pode ser 

uma resposta da planta mudando sua prioridade para o processo de 

defesa e/ou o gene pode estar sendo inibido pelo patógeno no intuito 

de amenizar os danos causados pelo processo de defesa e produção de 

ROS (ZOU et al., 2005). A interrupção da cadeia de transporte de 

elétrons resulta no desvio de elétrons para formação de ROS 

(YOSHIOKA et al., 2006). 

As aquaporinas, por sua vez, são proteínas intrínsecas de 

membrana conhecidas por facilitar o transporte de água pela 

membrana, mas também podem estar envolvidas no transporte de 

outras moléculas como dióxido de carbono, peróxido de hidrogênio, 

nitratos e nitritos e boro (ECKARDT, 2008). A aquaporina 1 (AQP1) 

facilita o transporte de CO2 e água (UEHLEIN et al., 2008). Em 

Toropi um aumento de expressão dessa proteína foi observado, sendo 

seu pico em 12 hai (Figura 3). Essa expressão indica que há um 

aumento da atividade metabólica celular, bem como um aumento da 

entrada de água na célula, que pode ser em virtude do processo de 

defesa da planta e/ou pode ser resultado da indução pelo fungo no 

intuito de favorecer seu processo de desenvolvimento e o 

estabelecimento da infecção. 

Além dos genes PRA2, LTP, COMT1, WCAB e AQP1 

outros genes foram avaliados. Estes, por sua vez, não mostraram 
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alteração de expressão estatisticamente significativa. Apesar disso se 

pode observar alterações em seu perfil pós-infecção sendo que 

G6DPH, FREX e RBR1 tiveram pico em 12 hai; ZIP5 teve pico em 48 

hai e HSP80 e PR-10 tiveram pico em 72 hai (Figura 5). Essas 

alterações podem indicar que estes genes estão auxiliando no processo 

de defesa da planta. 

A enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6DPH - EC 

1.1.1.49) participa da via das pentoses-fosfato, a qual é responsável 

pela produção de ribose-5-fosfato (constituinte dos ácidos nucléicos) e 

pela formação de moléculas de NADPH (molécula com poder redutor) 

a partir da clivagem de moléculas de glicose-6-fosfato. Os patógenos 

quando se estabelecem recrutam genes do hospedeiro para favorecer a 

infecção alterando tanto sua morfologia quanto seu metabolismo 

(IBRAHIM et al., 2011). Ibrahim et al. (2011), avaliando a infecção 

de M. incognita, em soja (Glycine max) em dois estágios diferentes de 

infecção, 12 dias após a infecção – galhas pequenas (intensa atividade 

de alimentação) e dez semanas após a infecção – galhas largas 

(infecção madura), relatam ter observado a expressão diferencial de 

diversos genes, inclusive aqueles relacionados com a glicólise. Estes 

apresentaram regulação aumentada, tal como a glicose-6-fosfato 

isomerase, indicando que durante a infecção a planta desvia o 

metabolismo para a produção de energia e precursores para a via da 

glicólise. Essa observação justifica porque não foi observado um 

aumento significativo da expressão de G6DPH em Toropi (Figura 5), 

pois essa enzima participa da rota oposta da glicólise. Apesar disso, 

essa enzima pode auxiliar no processo de defesa produzindo NADPH, 
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um agente redutor requerido para diversas reações como síntese de 

lipídeos e ácidos nucléicos. 

Assim como o G6DPH, o gene ZIP5 teve sua expressão 

constante ao longo do tempo de infecção (Figura 5). Contudo, seus 

perfis de expressão foram muito similares. Isto porque o íon zinco é 

um potente inibidor da glicose-6-fosfato desidrogenase. O ciclo das 

pentoses-fosfato gera NADPH, sendo que uma baixa relação 

NADPH/NADP é favorecida pelo íon zinco (IBRAHEEM et al., 

2005), ou seja, quando há um aumento na expressão de glicose-6-

fosfato desidrogenase, há um aumento de NADPH o que por sua vez 

estimula a entrada de zinco através do transportador ZIP, inibindo a 

G6DPH. A entrada e saída de zinco nas plantas são realizadas através 

de transportadores conhecidos como ZIP (zinc-, iron-permease), HMA 

(heavy-metal-ATPases) e MTP (metal tolerance protein) ou CDF 

(cation diffusion facilitator) (BROADLEY et al., 2007; CLAUS & 

CHAVARRIA-KRAUSER, 2012). A expressão do gene ZIP5 teve 

pico em 48 hai. Esse aumento, apesar de pequeno, indica que pode 

estar havendo um aumento de absorção de zinco que pode indicar uma 

necessidade da planta em estimular rotas de defesa. O zinco é um 

cofator enzimático, bem como faz parte da estrutura de diversas 

proteínas e enzimas, podendo atuar também como mensageiro 

secundário e na proteção contra o estresse oxidativo. Esse pode atuar 

como um agente estrutural, catalítico e co-catalítico. A entrada de 

zinco pode também ser em função da necessidade desse metal pelo 

patógeno considerando que este metal faz parte estrutural da zinco-

superóxido dismutase – importante enzima antioxidante – e está 

envolvido na germinação e desenvolvimento do tubo germinativo 
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(COUEY & SMITH, 1961; HWANG et al., 2002; ZHANG et al., 

2008). 

Heat Shock Proteins (HPS) são proteínas importantes na 

resposta imune basal e essenciais no processo de reconhecimento do 

patógeno, resistência, transdução de sinal e apoptose (GARRIDO et 

al., 2003; MAIMBO et al., 2007; AL-WHAIBI, 2011). HSP90 é uma 

chaperona citosólica responsável pela resistência à patógenos, uma 

vez que esta reage com as proteínas de resistência (R), as quais, por 

sua vez, são sinalizadoras/receptoras no processo de defesa. Bhattarai 

et al. (2007) sugerem que a HSP90 forma um complexo sinalizador 

para os genes que codificam as proteínas R e/ou genes que induzem a 

morte celular programada. Klink et al. (2009), avaliando a interação 

entre cultivares de soja resistente e suscetível à Heterodera glycines, 

verificaram que a indução da HSP90 ocorreu somente na reação de 

resistência. Essa proteína demonstrou importância na resistência 

contra Tobacco mosaic virus, Potato virus X, Pseudomonas syringae 

pv. tomato (LIU et al., 2004) e Pestalotiopsis thea 

(SENTHILKUMAR et al., 2012). A HSP80 de trigo é uma proteína 

associada a microtubulos conhecida por estar envolvida nos processos 

de defesa e no enovelamento de proteínas (BESSUDO, 1996). A 

HSP80 é descrita como membro da família das HSP90 (ROY et al., 

2013). 

Neste estudo, na cv. Toropi observou-se um aumento da 

expressão desta proteína somente 72 hai (Figura 5). O aumento de 

expressão desta proteína coincide com os picos de expressão das 

proteínas PR1 e PR4, demonstrando que pode haver uma correlação 
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entre esta proteína e a biossíntese de proteínas PR, conforme sugerido 

por Bhattarai et al. (2007). 

O pico de expressão da frutose exohidroxilase (FREX) foi 

observado em 12 hai, mas não foi estatisticamente significativo. Essas 

enzimas clivam a porção terminal das frutoses ou difrutoses na ligação 

Fru-Fru e estão envolvidas em diversas rotas metabólicas como 

provisão de energia, regulação osmótica e tolerância a estresses. Van 

Den Ende et al. (2004) sugeriram que, por essas enzimas também 

estarem presentes em plantas com ausência de frutose, estas podem 

estar relacionadas com os processos de defesa em plantas. Acredita-se 

que esta enzima auxilia no processo de defesa ao degradarem a frutose 

originando compostos que se aderem na membrana e a estabilizam 

(VALLUTU & VAN DER ENDE, 2008). Em Toropi essas enzimas 

podem estar auxiliando no processo de defesa reforçando a membrana 

e/ou liberando energia. 

A proteína relacionada ao retinoblastoma 1 (RBR1) 

controla a transição do ciclo celular de G1 para S. Esta proteína se liga 

aos fatores de transcrição E2F atuando como regulador negativo do 

ciclo celular e diferenciação (HIRANO et al., 2008; GUTZAT et al., 

2011). Alguns vírus, como o geminivirus se ligam a esta proteína 

inibindo sua ligação com os fatores de transcrição, ativando a 

replicação do DNA (SHEN & HANLEY-BOWDOIN, 2006). Yin et 

al. (2012) relatam ter observado um aumento da expressão desta 

proteína em resposta ao estresse em embriões de trigo, indicando que 

os organismos regulam o esqueleto celular, divisão celular e extensão 

da parede celular para sobreviver. Na cv. Toropi, em estádio de planta 

adulta, percebeu-se um pico de expressão desta proteína em 12 hai 
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(Figura 5), indicando que a planta diminuiu o processo de replicação 

celular, desviando suas energias para outros processos como produção 

de compostos de defesa. 
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4 CONCLUSÕES 

As análises mostram o comportamento de diversas rotas 

metabólicas durante o processo de defesa contra a ferrugem-da-folha 

na cultivar resistente Toropi. Esse conhecimento pode ser utilizando 

para guiar novos estudos, visando o entendimento da resistência de 

planta adulta em trigo a esta doença. Em especial, destacam-se os 

principais genes envolvidos: 

 Os genes PRA2, PR-2, PR-9, LTP, WCAB e AQP1 parecem estar 

envolvidos na resistência pré-haustorial de Toropi, reforçando a 

parede celular da planta (PRA2, LTP), degradando estruturas 

fúngicas (PR-2), formação de ROS (PRA2), detoxificação celular 

(PR-9), geração de energia (WCAB) e absorção de água e 

nutrientes (AQP1); 

 COMT1, PR-1 e PR-4 parecem estar envolvidos na resistência 

pós-haustorial de Toropi, reforçando a parede celular da planta 

(COMT1), degradando estruturas fúngicas (PR-4) e na formação 

de ROS; 

 G6DPH, ZIP5, HSP80, FREX, RBR1 e PR-10 apresentam 

expressão constante, mas podem estar auxiliando o processo de 

defesa celular; 

 O patógeno, por sua vez, pode estar envolvido no aumento da 

expressão de genes como ZIP5 e AQP1, visando suprir a 

demanda por zinco, água e nutrientes para seu desenvolvimento. 
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CAPÍTULO II 

 
EXPRESSÃO GÊNICA DIFERENCIAL EM TRIGO EM 

DIFERENTES TEMPOS PÓS-INFECÇÃO COM PUCCINIA 

TRITICINA, AGENTE CAUSAL DA FERRUGEM-DA-FOLHA 

 
Alice Casassola1 

 
RESUMO – A ferrugem-da-folha é uma doença que afeta a cultura do 

trigo na região sul do Brasil a qual, por sua vez, é a maior produtora 

nacional deste cereal. A resistência genética é uma das alternativas 

mais eficientes no controle da doença. A resistência de planta adulta é 

mediada por genes menores que permitem o desenvolvimento da 

doença em níveis não prejudiciais ao rendimento. Toropi é uma 

cultivar de trigo brasileira que apresenta resistência de planta adulta à 

ferrugem-da-folha. Os mecanismos envolvidos nessa resistência 

duradoura ainda não são totalmente conhecidos. Sabe-se que, 

diferentemente de seu parental Frontana, essa cultivar não possui o 

gene Lr34, um dos principais genes que conferem resistência de planta 

adulta. O objetivo deste trabalho foi estudar quais os genes e rotas 

metabólicas estão envolvidas na resistência de Toropi à ferrugem-da-

folha. Na Embrapa Trigo, as folhas bandeiras de plantas adultas da 

cultivar foram inoculadas com solução oleosa contendo 

uredineosporos do fungo, raça B55 (MDT-MR). As plantas controles 

foram inoculadas somente com óleo, visando subtrair seu efeito nos 

                                                
1 Farmacêutica, Mestre em Agronomia, Doutoranda do Programa de Pós-Graduação 
em Agronomia, Área de Concentração em Produção Vegetal, da Faculdade de 
Agronomia e Medicina Veterinária (FAMV) da Universidade de Passo Fundo 
(UPF). 
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resultados. O RNA foi extraído, purificado e encaminhado ao National 

Institute of Agricultural Botany – NIAB, Cambridge/Inglaterra para 

realização do sequenciamento e bioinformática. O sequenciamento foi 

realizado via Illumina Pair-End pelo The Genome Analysis Centre – 

TGAC, Norwich/Inglaterra. As análises de bioinformática foram 

realizadas no NIAB e finalizadas no Laboratório Multiusuário da 

Embrapa Informática Agropecuária e na Embrapa Trigo. Foram 

realizadas a montagem do transcriptoma de referência, cálculo da 

expressão diferencial e comparação com o genoma da cultivar 

Chinese Spring. A validação via PCR quantitativo (RT-qPCR) foi 

realizada na Embrapa Trigo utilizando sete iniciadores desenhados a 

partir de contigs diferencialmente expressos. No sequenciamento 

foram obtidos 463.371 contigs, dos quais 19.633 foram 

diferencialmente expressos. O tempo pós-infecção onde mais genes 

tiveram sua expressão alterada foi 24 horas após a inoculação. Dos 

contigs diferencialmente expressos, as principais rotas metabólicas 

envolvidas foram geração de precursores metabólicos e energia, 

catabolismo, resposta a estímulos bióticos e abióticos e ao estresse e 

transporte. A validação via RT-PCT apresentou uma correlação média 

de 0,69. Além dos contigs com função conhecida, vários não 

apresentam homologia nas bases de dados. Esses genes com função 

conhecida ou não podem representar novos genes a serem utilizados 

no melhoramento genético da cultura. 

 

Palavras-chave: Triticum aestivum L., ferrugem-da-folha, 

sequenciamento de RNA, RT-qPCR, bioinformática. 



 
 
 
 

65

WHEAT GENE DIFFERENTIAL EXPRESSION AT 

DIFFERENT TIME POINTS POST-INFECTION WITH 

PUCCINIA TRITICINA – CAUSAL AGENT OF LEAF RUST 

 

ABSTRACT - Leaf rust is a disease that affects the wheat crop in 

southern Brazil which, in turn, is the largest national producer of this 

cereal. Genetic resistance is one of the most effective alternatives to 

control the disease. The adult plant resistance is provided by minor 

genes which allow the development of the disease at levels that do not 

harm productivity. Toropi is a Brazilian wheat cultivar that exhibits 

adult plant resistance to leaf rust. The mechanisms involved in this 

durable resistance are not yet completely known, it is just known that 

unlike its parental Frontana, Toropi does not have the Lr34 gene, one 

of the most important genes that confer adult plant resistance. The 

objective of this work was to study which genes and metabolic 

pathways are involved in the resistance of Toropi to leaf rust. At 

Embrapa Trigo, adult plants flags leaves of the cultivar were 

inoculated with oily solution containing spores of the fungus, race 

B55 (MDT-MR). The control plants were inoculated only with oil in 

order to subtract its effect in the results. The RNA were extracted, 

purified and sent to the National Institute of Agricultural Botany – 

NIAB, Cambridge/England, to perform the sequencing and 

bioinformatics. Sequencing was performed via Illumina Pair-End by 

The Genome Analysis Centre – TGAC, Norwich/England. 

Bioinformatics analyzes were performed at NIAB and were finalized 

at the Multiuser Laboratory of Embrapa Informática Agropecuária and 

at Embrapa Trigo. These analyses involved: assembly of the reference 
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transcriptome, calculation of the differential expression and 

comparison with the genome of the cultivar Chinese Spring. 

Validation via RT-qPCR was performed at Embrapa Trigo using 

seven primers designed for the differentially expressed contigs. In the 

sequencing were obtained 463.371 contigs of which 19.633 were 

differentially expressed. The time after infection where more genes 

have had expression altered was 24 hours. Among the differentially 

expressed contigs the major metabolic pathways involved were 

generation of metabolic precursors and energy, catabolism, response 

to biotic and abiotic stimuli and stress and transport. The validation by 

RT-PCT had a mean correlation of 0.69. In addition to the various 

contigs with known function, many do not have homology in the 

databases. Genes with known and unknown function may represent 

novel genes to be used in the genetic breeding of the culture. 

 

Keywords: Triticum aestivum L., leaf rust, RNA sequencing, RT-

qPCR, bioinformatics. 
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1 INTRODUÇÃO 
O trigo é uma cultura de importância econômica e 

alimentar. A produtividade mundial estimada para a safra de 

2013/2014 foi de 715,1 milhões de toneladas (USDA, 2014). A 

produção nacional do grão, em contrapartida, para a safra de 2014 foi 

de somente 5,9 milhões de toneladas sendo o consumo deste cereal 

está estimado em 11,4 milhões de toneladas, o que requer uma 

importação de aproximadamente 5,5 milhões de toneladas (CONAB, 

2014). 

Dentre os vários fatores limitantes da cultura do trigo na 

região sul do Brasil, está a ferrugem-da-folha. Esta doença tem como 

agente causal o fungo Puccinia triticina o qual, por sua vez, tem alta 

capacidade de especialização fisiológica resultando no surgimento de 

várias novas raças do patógeno por ano. Acredita-se que esse 

surgimento seja resultado da superação dos genes de resistência pela 

raça do patógeno via mudanças em suas proteínas secretoras (BRUCE 

et al., 2014). 

Barcellos & Chaves (2003) descreveram sessenta raças de 

P. triticina identificadas no Brasil, mas a frequência da raça é 

dependente da área produtora e da cultivar utilizada na região. Arduim 

et al. (2012) observaram que a raça mais predominante nos estado do 

Rio Grande do Sul e Paraná era a MDK-MR (B55 4002). Em 2013, 

contudo, a raça mais predominante foi a TFT-MT (Camila Turra, 

informação pessoal), o que confirma a alta taxa de especialização e 

adaptação do patógeno. 
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O trigo foi introduzido no Brasil em 1534, quando 

cultivares italianas foram trazidas, contudo as mesmas não eram 

adaptadas ao clima brasileiro, havendo a necessidade de 

melhoramento genético intenso. Com êxito desse trabalho, em 1940 a 

cultivar Frontana foi lançada com as seguintes características: ciclo 

curto, resistência à ferrugem-da-folha pela presença dos genes Lr13 e 

Lr34, resistência intermediária à fusariose e baixa estatura (SOUSA, 

2001). Em 1965, a cv. Toropi (Petiblanco 8//Frontana 1971-

37//Quaderna A) foi lançada na Estação Experimental de Júlio de 

Castilhos e essa, por sua vez, apresenta aumento na absorção, 

translocação e distribuição de fósforo, tolerância ao alumínio, 

resistência à fusariose e resistência de planta adulta à ferrugem-da-

folha (APR). Diferentemente do seu parental Frontana, a cv. Toropi 

não possui o gene Lr34, que confere resistência parcial de planta 

adulta à ferrugem-da-folha (BOLTON et al., 2008). Além do gene 

Lr34, sabe-se que os seguintes genes também conferem resistência de 

planta adulta: Lr12, Lr13, Lr22a, Lr22b, Lr35, Lr37, Lr46, Lr48, 

Lr49, Lr67 e Lr68 (MCINTOSH et al., 2013), porém a presença 

desses genes ainda não foi investigada em Toropi. 

A resistência de planta adulta é devida a atuação de genes 

menores não específicos à raça, e por isso sua resistência não é 

superada tão facilmente pelo patógeno. Alguns genes que conferem 

esse tipo de resistência são sensíveis à temperatura e assim apresentam 

um aumento de eficiência em temperaturas elevadas, como é o caso do 

Lr13 (GRDC, 2012). 

Toropi continua apresentando resistência de planta adulta 

após 50 anos de seu lançamento. Sabe-se, contudo, que sua resistência 
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não é devida ao gene Lr34. Os trabalhos com esta cultivar iniciaram 

na década de 90 através de parcerias estabelecidas entre a Embrapa 

Trigo, a Universidade Federal do Rio Grande do Sul, o Agricultural 

and Agri-Food Canada/Cereal Research Centre e atualmente com o 

National Institute of Agricultural Botany, Inglaterra. O trabalho 

pioneiro foi a tese de doutorado da pesquisadora Amarilis Labes 

Barcellos, a qual pela primeira vez confirmou que Toropi possui dois 

genes recessivos à ferrugem-da-folha e que um deles é responsável 

pela redução no tamanho das pústulas (BARCELLOS et al., 2000). 

Esses genes foram mapeados nos cromossomos 1A e 4D, via série 

monossômica e por AFLP, por Brammer (2000), sendo que a 

localização mais precisa nos cromossomos foi confirmada via 

marcadores microssatélites por Da-Silva et al. (2012). Ao mesmo 

tempo, Da-Silva (2006) iniciou os trabalhos de expressão gênica e 

validação de marcadores moleculares associados à resistência parcial, 

onde esta linha de pesquisa continua sendo desenvolvida até o 

momento na Embrapa Trigo. 

Além disso, Wesp-Guterres et al. (2013) verificaram que a 

resistência em Toropi ocorre antes da formação dos haustórios, na fase 

pré-haustorial, restringindo a formação de estruturas infectivas 

primárias, apressórios e vesículas sub-estomatais. 

O presente trabalho teve como objetivo identificar 

possíveis genes e rotas metabólicas envolvidas na defesa e resistência 

da cv. Toropi em resposta à infecção por P. triticina, visando elucidar 

quais os mecanismos envolvidos na resistência durável em trigo. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Plantio 

O plantio da cv. Toropi foi realizado em baldes contendo 

solo, substrato e vermiculita (1:1:1). Foram cultivadas seis plantas por 

balde, sendo 12 plantas por horário para as amostras inoculadas e seis 

plantas por horário para as amostras controle. As plantas foram 

mantidas em câmara-de-crescimento, na Embrapa Trigo – Passo 

Fundo/RS, com condições assépticas, fotoperíodo de 14h de luz e 10h 

de escuro e umidade de 80%. A inoculação foi realizada mediante 

pulverização na folha bandeira de plantas adultas na fase de 

espigamento, com urediniosporos da raça B55 (MDT-MR) de P. 

triticina, suspensos em óleo mineral. As plantas controle foram 

inoculadas com óleo sem urediniosporos. Após a inoculação, as 

plantas foram mantidas em câmara escura e úmida por um período de 

24 horas. Posteriormente, os baldes foram transferidos para uma 

câmara-de-crescimento visando à confirmação da eficiência da 

inoculação a ser verificada em torno de 15 dias após a inoculação. As 

folhas bandeira das plantas inoculadas e das plantas controle foram 

coletadas nos horários de 0, 6, 12 e 24 horas após a inoculação e 

armazenadas em tubos plásticos, os quais foram imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido e mantidos em freezer –80ºC, até o 

momento da extração do RNA. 

Dois plantios foram realizados da mesma forma, um para 

extração do RNA e sequenciamento e outro para validação do RNA-

Seq via RT-qPCR. O primeiro plantio foi realizado em fevereiro de 

2013 e o segundo em dezembro de 2013. 
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2.2 Extração do RNA 

Para o sequenciamento, o RNA foi extraído utilizando o 

kit RNAeasy Mini RNA kit (Qiagen), seguido da limpeza de DNA 

genômico com o kit Turbo DNA-freeTM kit (Ambion), ambos de 

acordo com o protocolo dos fabricantes. A qualidade do RNA foi 

avaliada em Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies) e a 

quantificação em NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). O RNA foi 

precipitado com 1/10 do volume com acetato de sódio 3M pH 5.2 e 

com 2-3x do volume de etanol PA, colocado imediatamente em gelo 

seco e enviado ao National Institute of Agricultural Botany (NIAB), 

através da empresa World Courier do Brasil. 

Para a validação do RNA-Seq via RT-qPCR, o RNA foi 

extraído utilizando Trizol® (Life Technoligies), a purificação do RNA 

com Turbo DNA-freeTM kit (Ambion) e a conversão à cDNA foi feita 

utilizando o SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System for RT-

QPCR (Invitrogen), conforme os protocolos dos fabricantes. 

2.3 Teste de qualidade das amostras pós-transporte 

As amostras ao chegarem ao NIAB, foram ressuspendidas 

em água utilizando-se o seguinte procedimento: as amostras/tubos 

foram centrifugados a 13.800 g por 25 minutos a 4 oC e o 

sobrenadante descartado. Adicionou-se ao precipitado 50 μL de etanol 

70% e novamente centrifugou-se a 13.800 g por 25 minutos a 4 oC. O 

sobrenadante foi descartado e adicionou-se 40 μL de água livre de 

RNase. Das amostras, 2 μL foi analisado em gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídeo por 30 minutos a 50V. 
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2.4 Sequenciamento 

No total, quatro horários após as inoculações das plantas 

com P. triticina foram seqüenciados: 0, 6, 12 e 24 hai. Para cada 

horário três replicatas biológicas com inóculo e sem inóculo (controle) 

foram sequenciados gerando 24 bibliotecas. Somente amostras 

contendo 5 μg de RNA e RIN (RNA integrity number) com nota igual 

ou superior a 8 foram sequenciadas. 

O sequenciamento das amostras foi realizado pelo The 

Genome Analysis Centre (TGAC) em Norwich na Inglaterra 

utilizando a metodologia Pair-End Illumina, conforme protocolo do 

fabricante (Figura 1), o qual envolve: quebra do RNA em fragmentos 

menores; reparo das extremidades e adenilação da extremidade 3’; 

ligação dos adaptadores; limpeza dos adaptadores não ligados e 

ligados entre si; enriquecimento dos fragmentos; remoção de produtos 

indesejados; validação para controle de qualidade e sequenciamento. 

 

 
Figura 1 – Representação esquemática da metodologia Illumina pair 

end. Esta permite que ambos os lados do RNA sejam 
sequenciados, sendo que a distância entre os pares é 
conhecida. Fonte: Illumina website. 

 

As análises de bioinformática foram realizadas no 

Laboratório Multiusuário da Embrapa Informática Agropecuária – 
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CNPTIA (qualidade, montagem do transcriptoma de referência, 

cálculo da expressão diferencial e anotação funcional) e na Embrapa 

Trigo (isolamento dos genes de interesse por função, tempo pós-

inoculação e exclusivos de Toropi, anotação funcional das sequências 

selecionadas e estudo de relação ao processo de defesa). 

2.4.1 Análise de qualidade 

A qualidade das sequências obtidas no sequenciamento foi 

avaliada utilizando-se o software FastQC (BABRAHAM 

BIOINFORMATICS, 2012) e as regiões de baixa qualidade foram 

eliminadas das sequências utilizando-se o software FastX-Toolkit 

(“FASTX-TOOLKIT”, 2012). Esse filtro retira os nucleotídeos das 

extremidades das sequências a partir do cálculo do valor de Q 

deslizando em uma janela de tamanho ajustável. Os parâmetros 

utilizados foram: verificação nas extremidades 5' e 3'; janela de 5 

nucleotídeos com deslizamento de base por base, sem limite de 

exclusão de bases; e bases com média de pontuação igual ou inferior a 

Q20. A pontuação Q20 na escala Phred corresponde a 1% de 

probabilidade de a base nucleotídica estar incorreta.  

2.4.2 Montagem do transcriptoma de referência 

Com o objetivo de reconstruir os transcritos presentes nas 

amostras, as bibliotecas filtradas foram processadas pelo software 

Trinity (GRABHERR et al., 2011). Este software constrói gráficos de 

Bruijn para representar computacionalmente cada um dos genes 

utilizando a informação de sobreposição entre as reads. 

Posteriormente, cada gráfico é analisado individualmente para reportar 
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a sequência de cada gene e de seus transcritos. Foram utilizados os 

parâmetros padrão do software.  

2.4.3 Identificação de transcritos diferencialmente expressos 

Para identificar os transcritos diferencialmente expressos 

foi utilizado o protocolo conhecido como RSEM (LI & DEWEY, 

2011) que pode ser divido em três etapas:  

 Mapeamento das reads de cada amostra no transcriptoma 

de referência construído: os programas fornecidos no pacote RSEM 

possibilitam o mapeamento das reads no transcriptoma de referência 

utilizando-se o software Bowtie (LANGMEAD & SALZBERG, 

2012), permitindo até 2 “mismatches” e tamanho mínimo e máximo 

de íntrons de 50 e 500.000pb, respectivamente; 

 Quantificação do número de reads por transcrito em cada 

uma das amostras: são estimadas as abundâncias de cada transcrito, 

produzindo-se uma tabela de contagem de reads mapeadas por 

amostra; 

 Análise estatística de expressão diferencial de transcritos 

entre as amostras: as tabelas de abundância de transcritos por amostra 

são agrupadas em uma única tabela possibilitando a análise estatística 

de expressão diferencial por diferentes programas. Seguindo o 

protocolo indicado no pacote RSEM, foi utilizado o software EdgeR 

(ROBINSON et al., 2010) para identificação dos transcritos de 

interesse. O EdgeR calculou a expressão diferencial dos transcritos a 

partir da matriz de abundâncias utilizando-se a distribuição binomial 

negativa. Foram utilizados os parâmetros padrão dos softwares.  
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2.4.4 Anotação funcional dos transcritos 

Foi executado a partir do software Blast (ALTSCHUL et 

al., 1997) com o objetivo de inferir a função de cada um dos 

transcritos. Este software calcula a similaridade entre sequências 

produzindo informações sobre porcentagem de identidade e 

probabilidade da identidade ter ocorrido por acaso dado o tamanho do 

banco de dados. Os transcritos foram traduzidos para aminoácidos e 

comparados com o banco de dados Swiss-Prot (BOECKMANN, 

2003) mantido pelo European Bioinformatics Institute (EBI). Esse 

banco de dados de alta qualidade possui um conjunto de proteínas não 

redundantes e anotadas manualmente.  

O mesmo software foi utilizado para verificar quais 

sequências foram expressas na cv. Toropi e não estão presentes no 

conjunto de dados (genoma) da cultivar Chinese Spring 

(EMBL/Genbank ERP000319, BRENCHLEY et al., 2012, 

ftp://ftpmips.helmholtz-muenchen.de/plants/wheat/UK_454/), visando 

identificar quais sequências podem ser exclusivas da cv. Toropi, e 

ainda, quais sequências tiveram similaridade com P. triticina 1-1 

BBBD Race 1 (NCBI ASM15152v1, IDs: 174908 [UID] 174908 

[GenBank]), visando eliminar possíveis contaminações de sequências 

provenientes do fungo. 

Com a finalidade de possibilitar melhor visualização dos 

resultados produzidos foi desenvolvido um programa em Python para 

agrupar os resultados de anotação com a lista de genes 

diferencialmente expressos. A expressão diferencial foi analisada 

dentre todas as bibliotecas, ou seja, cada horário inoculado com cada 
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horário controle, cada horário inoculado com cada horário inoculado e 

cada horário controle com cada horário controle (avaliação par-a-par).  

Para seleção dos genes diferencialmente expressos 

exclusivos de Toropi e em presença do fungo foi desenvolvido um 

programa em Perl onde foram eliminadas as sequências com 

homologia em Chinese Spring, em P. triticina e as sequências 

diferencialmente expressas nas bibliotecas controle (pois estes podem 

representar genes constitutivos), restando somente sequências 

“exclusivas” de Toropi e diferencialmente expressas na presença do 

patógeno.  

A anotação funcional e análise dos genes diferencialmente 

expressos bem como a construção gráfica foram realizadas utilizando 

a ferramenta Blast2GO® (CONESA et al., 2005). 

2.4.5 Seleção de iniciadores (primers) para a validação do RNA-

Seq via RT-qPCR 

Contigs estatisticamente diferencialmente expressos 

provenientes do RNA-Seq e bioinformática foram selecionados 

aleatoriamente para construção dos iniciadores e análises via RT-

qPCR. Os 21 pares de iniciadores (Tabela 1) foram desenhados 

utilizando a ferramenta Primer3Plus versão 2.3.5. Os iniciadores 

foram sintetizados pela empresa Síntese Biotecnologia representada 

pela marca IDT- Integrated DNA Technologies. 

Para o teste de eficiência dos iniciadores o RNA foi 

convertido à cDNA utilizando o kit SuperScriptTM (Invitrogen), 

conforme protocolo do fabricante. 
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Tabela 1 – Iniciadores desenhados para os contigs diferencialmente 
expressos, selecionados aleatoriamente, para validação do 
RNA-Seq e sua sequência 

ID Contig Forward Reverse 
AL_1 comp104992_c2_seq8 CGGGCTATGGATCAAACAAC TTTACATGGTCTGGCCCTTC 
AL_2 comp107910_c4_seq3 GCATGTCAGGTGATGGTTTG TGGCTGTGGACTAAACTTGC 
AL_3 comp102511_c1_seq7 TTGCTCCGAGCTTATCTTCC GAGCAATCAGGCAAAGCAAC 
AL_4 comp106069_c2_seq84 CACAATGGTTGTGTCCCTTG AGTAAAGTGGTGGCCAATGC 
AL_5 comp102910_c2_seq7 AGCAGGAACAGAAACCATGC TGCTTTTTCGCCTTCTACCC 
AL_6 comp111707_c2_seq9 ATTGGTCCAGAAGACGTTGC TTCGGTGTGTAAGCATCACG 
AL_7 comp108884_c0_seq8 CAATGTCAAGGATCCCAAGG CAGCCATGGACGATGTTATG 
AL_8 comp100008_c3_seq16 TTGTATTGCACCACCCTCAG TATGCATGTACTCGGCATCG 
AL_9 comp107689_c3_seq9 GTGTATGCGGACAACATTGG TCAAGCACAAGATGGTCGAG 
AL_10 comp112052_c0_seq1 AACGTGCATCCAGTTCTTCC GAGTCCGGAATTTCATGAGC 
AL_11 comp105125_c0_seq1 TTCCATCCAGCCATACCTTC CGAGTTGCTTTGTGTTGAGG 
AL_12 comp112226_c0_seq9 ATCCGTTTGCAACTCCTCTG AAGCCTGTTGGCACAGAAAC 
AL_13 comp100657_c1_seq1 GCAAAAGAGTGGGCATCATC GTTGACTGGGCAATCAAAGG 
AL_14 comp100613_c1_seq6 TCCCGATGCGTATATGAAGG TCAAGAAGTGCAAGCAGGTG 
AL_15 comp101937_c0_seq13 TCCACTTTGCTGCCTGAATC AACGTGGCGTTTCAGAAGTC 
AL_16 comp107816_c1_seq8 CTCCTTCGCAGCCAAATATC TAACAACTCGCCAGAAGTCG 
AL_17 comp110739_c0_seq3 ACAGCAACTTTCCCACCTTG AAAGAAGCTTGGAGGGGAAC 
AL_18 comp101535_c6_seq1 GCCGGCATAACTTTCCTTTG CCAAATCGAAGTCCAAGATGC 
AL_19 comp102258_c1_seq3 TCGCGTAACGGTTCTTCTTC TCATATGGTGGTGGGTATGG 
AL_20 comp102026_c0_seq13 TCCCAAATCGGCTACTTCAG TGTTCCCATCTCGAACTTCC 
AL_21 comp104811_c1_seq9 GATTTGGCGTGTATGGAAGG CAATTCAACAAGGGCCTCTC 

 

Foram misturados 5μL de cada cDNA a fim de fazer um 

bulk e deste bulk foram preparadas as seguinte diluições 1:10, 1:100, 

1:1000 e 1:10000. A RT-qPCR foi realizado utilizando o kit Power 

SYBR® Green Master Mix (Life Technologies) e o slope (b), fator de 

amplificação e eficiência de amplificação foram calculados, conforme 

formulas: 

 
Eficiência da amplificação (E) = (10(–1/b) – 1 ) 

Fator de amplificação = 1 + E 
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Valores de slope entre -3.1 e -3.6 são aceitáveis, pois 

geram eficiência entre 90 e 110%. Sendo assim, somente os 

iniciadores com valores de slope dentro desta faixa foram 

selecionados. 

2.4.6 RT-qPCR 

Para a análise de RT-qPCR, o RNA foi convertido à 

cDNA utilizando-se o kit SuperScriptTM (Invitrogen), conforme 

protocolo do fabricante. Cada amostra foi individualmente analisada 

com cada iniciador desenhado com valores de slope dentro da faixa 

recomendável, utilizando o kit Power SYBR® Green Master Mix 

(Life Technologies). O ciclo utilizado foi 95 °C por 5 min; 40 ciclos 

de 95 °C por 15 s, 60 °C por 10 s, 72 ºC por 15s e 60 °C por 35 s; e 

então 95°C por 15 s, 60°C por 1 min e 95°C por 15 s. 

Como normalizadores foram utilizados genes de expressão 

constitutiva EFI (elongation factor-1α - MCGRANN et al., 2009), 

GADPH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - CORAM et 

al., 2008) e UBI (ubiquitin - VAN RIET et al. 2006). O fator 

normalizador foi calculado através da ferramenta geNorm VBA, a 

qual calcula o fator normalizador baseado na média geométrica dos 

genes referência. Os resultados foram normalizados utilizando os 

valores de Ct’s obtidos para os controles endógenos presentes na 

mesma reação. Para normalização foi utilizada a seguinte equação:  

ΔCt = Ctgene alvo – Ccontrole endógeno 

O aumento dos níveis de expressão do gene alvo para cada 

condição foi calculado através da equação:  

ΔΔCt = ΔCtamostra – ΔCtcalibrador 
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Como calibrador, foi utilizado o valor obtido para uma 

amostra específica, como por exemplo, o controle sem a presença do 

fungo. A quantificação relativa foi realizada através da fórmula: 

2-ΔΔCT 



 
 
 
 
 
 
 
80 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
No total foram obtidos 2.798.981.764 reads nas 24 

bibliotecas e foram montados 463.371 contigs no transcriptoma de 

referência, dos quais 19.633 foram diferencialmente expressos ao 

longo do tempo. Na comparação par-a-par verificou-se que genes 

diferentes se expressam tanto na comparação da biblioteca inoculada 

versus controle como ao longo do tempo (em relação ao tempo zero) 

(Tabela 2). Quando da comparação das bibliotecas inoculada versus 

controle (Figura 2) e tempo pós-inoculação versus zero (Figura 3) o 

tempo 24 hai foi o de maior número de contigs diferencialmente 

expressos. O número máximo de contigs comuns entre as 

comparações foram de um a três. 

Considerando que no genoma de Chinese Spring foram 

identificados 99.386 genes codificantes até o momento (MAYER et 

al., 2014), isso indica que em Toropi muitos dos contigs obtidos 

podem se referir à um mesmo gene. 

A partir dessas análises, percebeu-se que o tempo em que 

mais contigs foram diferencialmente expressos foi 24 horas após a 

inoculação tanto em comparação com o seu controle (1.631) como ao 

longo do tempo (1.469). Apesar de a biblioteca controle apresentar 

mais genes diferencialmente expressos, quando em comparação com a 

biblioteca inoculada em relação ao tempo zero (Figura 3), somente um 

contig (comp111059_c0_seq10) foi comum, indicando que outros 

genes expressos na biblioteca inoculada, que não os expressos na 

biblioteca controle, são ativados em resposta a infecção.  
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Tabela 2 – Quantitativo de contigs diferencialmente expressos em 
trigo cv. Toropi, ao longo do tempo pós-inoculação com 
P. triticina, quando da comparação das bibliotecas 
obtidas via sequenciamento 

Biblioteca Quantidade de Contigs 
Inoculada versus Controle 

0 100 
6 422 

12 250 
24 1631 

Inoculada versus Zero 
6 479 

12 458 
24 1469 

Controle versus Zero 
6 1122 

12 1475 
24 3928 

 

 
Figura 2 – Contagem de contigs diferencialmente expressos em trigo 

cv. Toropi, ao longo do tempo de infecção por P. triticina 
(0, 6, 12 e 24 horas após a inoculação), na comparação 
das bibliotecas inoculada (hpi) versus respectivo controle 
(cont), geradas via sequencimento. 
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Figura 3 – Contagem de contigs diferencialmente expressos em trigo 

cv. Toropi, ao longo do tempo de infecção por P. triticina 
(0, 6, 12 e 24 horas após a inoculação), na comparação 
das bibliotecas inoculada e controle com seu respectivo 
controle tempo zero. 
 

Ao longo do tempo, na biblioteca inoculada em relação ao 

seu zero, somente três contigs foram comuns do tempo 6 para o 12 

(comp91660_c0_seq8, comp91660_c0_seq9 e comp99820_c1_seq4) e 

dois do tempo 12 para o 24 (comp91660_c0_seq8 e 

comp99820_c1_seq4), sendo dois os mesmos da comparação anterior. 

Durante o desenvolvimento da doença se pode perceber 

que nem todos os processos biológicos se alteraram em função da 

infecção, porém a maioria deles foi ativada/induzida (Tabela 3).  

Dos processos mais intimamente relacionados à defesa, 

todos tiveram pico de expressão 24 horas após a inoculação, inclusive 

os relacionados com a resposta ao estresse (Figura 4).  
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Tabela 3 – Contigs diferencialmente expressos em trigo cv. Toropi e 
seu quantitativo por processo biológico em função do 
tempo/horário pós-inoculação/infecção (hai) em 
comparação ao seu respectivo tempo zero 

Processo biológico 6 hai 12 hai 24 hai 
Ciclo celular 5 8 11 
Crescimento celular 9 11 23 
Desenvolvimento embrionário 6 - - 
Desenvolvimento floral 8 7 15 
Diferenciação celular 8 7 27 
Estrutura anatômica/morfogênese 22 14 64 
Fotossíntese 43 18 80 
Geração de precursores metabólicos e de energia 50 20 119 
Homeostase 10 5 30 
Metabolismo de carboidratos 30 29 161 
Metabolismo de lipídeos 31 19 120 
Metabolismo secundário 5 5 34 
Modificação celular de proteínas 59 48 122 
Morte celular 9 7 24 
Organização celular 44 40 163 
Polinização - - 7 
Processos biossintéticos - 90 - 
Processos catabólicos 35 33 138 
Processos metabólicos DNA 9 13 30 
Regulação da expressão gênica epigenética - - 6 
Resposta a estímulos abióticos 45 45 128 
Resposta a estímulos bióticos 18 15 67 
Resposta a estímulos endógenos 22 20 53 
Resposta a estímulos externos 21 16 14 
Resposta ao estresse 51 62 191 
Transdução de sinal 26 25 36 
Translação 8 - 31 
Transporte 45 25 137 
Total 619 582 1831 
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Considerando o nível componente celular esses contigs 

estão dispersos tanto em nível celular, como de organela, membrana e 

região extracelular (Tabela 4). A função molecular também está 

dispersa desde funções relacionadas ao DNA até proteínas (Tabela 5). 

Considerando que algumas sequências não tiveram 

resultados de BLAST e/ou não tiveram hits (não possuem função 

descrita) os totais com função conhecida são diferentes dos totais de 

contigs diferencialmente expressos encontrados. Apesar de não terem 

função conhecida, estes contigs podem representar novos genes a 

serem utilizados no melhoramento genético da cultura. 

 
Tabela 4 – Contigs diferencialmente expressos ao longo do tempo (6, 

12 e 24 horas após a inoculação) em trigo cv. Toropi em 
resposta à infecção por P. triticina e seu quantitativo por 
componente celular em função do tempo/horário pós-
inoculação/infecção (hai) em comparação ao seu 
respectivo tempo zero 

Componente celular 6 hai 12 hai 24 hai 
Citoesqueleto - - 14 
Citosol 15 15 53 
Membrana plasmática 34 27 79 
Mitocôndria 62 44 178 
Núcleo 44  6 
Nucleoplasma - 7 - 
Organela intracelular não ligado a membranas 7 9 - 
Parede celular 6 9 44 
Peroxissomo 8 5 27 
Plastídeo 135 96 356 
Região extracelular 32 25 90 
Retículo Endoplasmático 5 6 12 
Ribossomo - - 32 
Tilacóide 53 20 114 
Vacúolo 16 19 55 
Total 417 282 1060 
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Figura 4 – Contigs diferencialmente expressos em trigo cv. Toropi em 

resposta à infecção por P. triticina em função do tempo 
pós-infecção (6, 12 e 24 horas após a inoculação) em 
comparação ao seu respectivo tempo zero por processos 
biológicos relacionados com a defesa em trigo. 
 

As espécies nas quais os contigs tiveram maior proporção 

de similaridade (BLAST) foram arroz (Oriza sativa), milho (Zea 

mays), Aegilops tauschii e cevada (Hordeum vulgare). 

Em trigo, a formação da vesícula sub-estomatal e hifa 

infectiva ocorrem cerca de 6 hai, a diferenciação em células-mãe-de-

haustório em 12 hai e a formação do haustório em 24 hai (HU & 

RIJKENBERG, 1998; WESP-GUTERRES et al., 2013).  
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Tabela 5 – Contigs diferencialmente expressos ao longo do tempo (6, 
12 e 24 horas após a inoculação) em trigo cv. Toropi em 
resposta à infecção por P. triticina e seu quantitativo por 
função molecular em função do tempo/horário pós-
inoculação/infecção (hai) em comparação ao seu 
respectivo tempo zero 

Função molecular 6 hai 12 hai 24 hai 
Atividade hidrolase - 48 - 
Atividade molecular estrutural 6 5 28 
Atividade nuclease 5 - 11 
Atividade quinase 24 30 66 
Fator de transcrição ligado ao DNA 
sequência específica 20 20 26 
Ligação ao carboidrato - 5 9 
Ligação à cromatina 5 9 14 
Ligação à proteína 22 29 68 
Ligação ao DNA 29 38 66 
Ligação ao nucleotídeo 54 42 160 
Ligação ao oxigênio - - 5 
Ligação ao RNA 9 9 34 
Receptor - - 5 
Regulador enzimático 14 11 - 
Transdução de sinal - 6 8 
Transporte 16 12 53 
Total 204 264 553 

 

Neste estudo, na cv. Toropi, o tempo 24 hai foi o que mais 

apresentou sequências diferencialmente expressas (Tabela 2 e Figuras 

2 e 3), o que indica que a formação do haustório é a etapa que mais 

induz a expressão de genes na cultivar. Apesar disso, nota-se que o 

aumento da expressão de contigs já ocorre desde os primeiros 

momentos após infecção, pois houve um aumento de 4,2 vezes no 

quantitativo de contigs do tempo zero para o tempo 6 hai. 

A produção de compostos de defesa exige alto custo 

energético e de nutriente para as plantas. Assim, as plantas somente 
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produzem esses compostos quando os patógenos são detectados 

(FREEMAN & BEATTIE, 2008). Em Toropi, a produção de 

compostos energéticos e geração de energia aumentaram 

significativamente em 24 hai (Figura 4). Isso indica que para esta 

cultivar o momento crucial para a indução de compostos de defesa 

ocorre após 24 hai, tempo que coincide com o aumento do 

catabolismo, indução de morte celular e resposta a estímulos bióticos, 

abióticos e ao estresse. Isso pode ocorrer, pois neste momento a planta 

reconhece que o sistema de defesa inicial/basal fora superado e que o 

processo infeccioso está progredindo, ou seja, a resistência pré-

haustorial não foi capaz de deter o desenvolvimento do fungo e a 

formação de todos os haustórios. 

A liberação de energia está relacionada ao catabolismo, o 

qual cliva moléculas, como sacarídeos, lipídeos e proteínas, a fim de 

liberar energia. O metabolismo de carboidratos e lipídeos aumentou 

em Toropi o que indica que a energia requerida para a defesa vem da 

clivagem principalmente destes dois componentes. 

Diversas rotas metabólicas estão envolvidas no processo 

de defesa. Os processos de resposta a estresses bióticos e abióticos 

aumentaram (Tabela 2), e os contigs relacionados à resposta a 

estresses abióticos aumentaram mais significativamente que os 

bióticos. Isso ocorre porque essas rotas metabólicas estão interligadas 

e auxiliam na resposta de defesa conjuntamente, podendo induzir ou 

antagonizar um ao outro. Essa interação pode ser realizada via fatores 

de transcrição, cascatas quinase, espécies reativas de oxigênio, 

proteínas de choque de calor (HSP ou heat shock proteins) e pequenos 

RNA’s (small RNA’s) (ATKINSON & URWIN, 2012). 
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Dentre as alterações que ocorrem no metabolismo e 

fisiologia da planta em resposta ao estresse estão as alterações no 

metabolismo do oxigênio (produção e eliminação de espécies 

reativas), na entrada e saída de íons e água, alocação de carbono e 

nitrogênio (BOHNERT & SHEVELEVA, 1998). A entrada e saída de 

moléculas das células são realizadas a partir de transportadores de 

membrana via difusão simples ou facilitada, osmose, transporte ativo 

e/ou endocitose e exocitose, sendo que alguns processos requerem 

energia. Assim, o processo de defesa é suprido via transportadores de 

membrana e, por isso, a expressão de contigs relacionados com 

transporte e energia em Toropi aumentou ao longo do tempo de 

infecção. 

O aumento do metabolismo na cv. Toropi em resposta à 

infecção por ferrugem-da-folha pode ser verificado pela quantidade de 

contigs que aumentaram de expressão (up-regulated) em comparação 

aos que diminuíram (down-regulated). Em 24 hai, 61% dos contigs 

tiveram sua expressão aumentada (Figura 5) quando em comparação 

ao seu tempo zero. Esse aumento não quer dizer que a resposta 

começou a partir de 24 hai, mas que mais genes são expressos para 

combater o patógeno. 

Para validar os resultados obtidos pela bioinformática, sete 

iniciadores desenhados com valor de slope ideal, do total de 21 

iniciadores desenhados para contigs diferencialmente expressos, 

foram avaliados (Figuras 6 e 7). 
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Figura 5 – Quantidade de contigs que tiveram aumento (up-regulated) 

ou diminuição (down-regulated) de expressão em trigo cv. 
Toropi em resposta à infecção por P. triticina, 24 horas 
após a inoculação, quando em comparação com seu 
respectivo tempo zero. 
 
Os resultados obtidos via RT-qPCR, quando da divisão do 

valor de expressão do tempo x pelo seu zero (fold-change), mostraram 

que os resultados obtidos via RNA-Seq foram subestimados ou 

superestimados. Contudo, o comportamento da expressão ao longo do 

tempo foi similar para a maioria dos contigs. Esse resultado foi 

observado por Zhou et al. (2013), que verificaram diferenças de 

expressão entre o RNA-Seq e RT-qPCR, mas padrões de expressão 

similares. Isso pode ocorrer, pois, como se trata de um transcriptoma 

montado via bioinformática, um gene pode estar representando por 

vários contigs (RNA-Seq subestimando) ou um contig pode 

representar mais de um gene (RNA-Seq superestimando).  
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Figura 6 – Expressão dos contigs diferencialmente expressos 

(comp106069_c2_seq84, comp102910_c2_seq7, 
comp111707_c2_seq9, comp107689_c3_seq9) em 
trigo cv. Toropi ao longo do tempo pós-inoculação com 
P. triticina, selecionados aleatoriamente e analisados 
via RT-qPCR, e sua correlação com os resultados de 
fold-change obtidos via RNA-Seq e bioinformática. 
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Figura 7 – Expressão dos contigs diferencialmente expressos 

(comp112052_c0_seq1, comp105125_c0_seq1, 
comp101937_c0_seq13) em trigo cv. Toropi ao longo 
do tempo pós-inoculação com P. triticina, selecionados 
aleatoriamente e analisados via RT-qPCR, e sua 
correlação com os resultados de fold-change obtidos 
via RNA-Seq e bioinformática. 
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a 0,99. Esses valores dependendo da referência podem ser 

considerados: por Cohen (1988) r = 0,1 a 0,29 fraco, r = 0,3 a 0,49 

moderado e r = 0,5 a 1 forte; por Dancey & Reidy (2005) r = 0,1 a 0,3 

fraco, r = 0,4 a 0,6 moderado e r = 0,7 a 1 forte. Considerando os 

descritores de Cohem (1988) os resultados de RT-qPCR tiveram 

correlação de moderada a forte com os resultados de RNA-Seq, sendo 

que a correlação média foi de 0,69, considerada forte.  

As dificuldades de se trabalhar com o genoma do trigo são 

várias, dentre elas: as estratégias e programas de bioinformática 

utilizados foram desenvolvidos para espécies modelos; o genoma de 

referência e as anotações funcionais em trigo ainda não estão 

disponíveis (sequenciamento e anotação funcional ainda em 

andamento); o tamanho do genoma do trigo é 40 vezes maior que o do 

arroz; seu genoma é hexaploide e altamente repetitivo (OONO et al., 

2013); e, por isso, uma exatidão nos resultados com trigo é difícil. 

Os contigs foram selecionados aleatoriamente para a 

análise de RT-qPCR, porém foram diferencialmente expressos. O 

gene CRK26 (Cysteine-rich receptor-like protein kinase 26), 

comp106069_c2_seq84, por exemplo, tem atividade catalítica que 

cliva “ATP + proteína” em “ADP + fosfoproteína” liberado energia 

(CHEN, 2001). Energia é requerida para clivagem, síntese e transporte 

de moléculas e íons e a liberação de energia é um dos processos que 

mais teve sua expressão aumentada em Toropi em resposta à infecção. 

Em gramíneas, o ciclo dos ácidos hidroxâmicos DIBOA 

(2,4-dihydroxy-1,4-benzoxazin-3-one) e DIMBOA (2,4-dihydroxy-7-

methoxy-1,4-benzoxazin-3-one) faz parte do sistema de defesa (Frey 

et al., 1997). O gene CYP71C4 (Indole-2-monooxygenase), 
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comp102910_c2_seq7, por sua vez é uma enzima que catalisa a 

reação do indol à indol-2-one que são metabólitos intermediários do 

ciclo de formação do DIBOA. Os ácidos hidroxâmicos estão presentes 

na planta principalmente como glucosídeos que são hidrolisados para 

as respectivas agliconas após lesão tecidual, considerando que estas 

têm atividade maior do que aquelas. Estes compostos têm atividade 

alelopática e de defesa contra insetos, afídeos e fungos (NIEMEYER, 

2009).  

O gene AAE16 (probable acyl-activating enzyme 16, 

chloroplastic), comp111707_c2_seq9, tem atividade catalítica e de 

ligase no metabolismo de ácidos graxos ativando ácidos graxos à 

proteínas carreadoras de acil e podem estar envolvidas na modulação 

da expressão de defesa via ácidos oléicos (KACHROO et al., 2004; 

CHANDRA-SHEKARA et al., 2007; KACHROO et al., 2008). 

O gene CIPK32 (CBL – interacting protein kinase 32), 

comp107689_c3_seq9, tem atividade catalítica e de cofator. Quando 

uma proteína CBL se liga ao domínio NAF da proteína CIPK uma 

quinase dependente de cálcio é ativada. As proteínas quinase 

dependentes de cálcio podem atuar na sinalização de defesa, sendo 

ativadas por genes de defesa como o Avr9 em tabaco (ROMEIS et al., 

2000) e podem atuar na indução da resposta de hipersensibilidade 

(ROMEIS et al., 2001).  

O WSD1 (O-acyltransferase WSD1), 

comp112052_c0_seq1, está envolvido na biossíntese de cutina. A 

barreira de cutina possui diversas funções e dentre elas se podem citar 

a defesa contra a penetração de patógenos, sinalização intracelular e 
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desencadeamento de defesas multifatoriais por seus produtos de 

degradação (CHASSOT et al., 2008).  

Os fatores de transcrição Y (NF-Y) são fatores de 

transcrição sequência específicos que se ligam em complexos ao DNA 

nos sítios CCAAT. Três famílias dessas proteínas são conhecidas: NF-

YA, NF-YB e NF-YC. Em Toropi, a expressão da proteína NF-YA-7 

foi avaliada, comp105125_c0_seq1. Essas proteínas aumentaram o 

desempenho de Arabdopsis e milho em situações de estresse abiótico 

(NELSON et al., 2007), podendo estarem envolvidas na resistência de 

Toropi à ferrugem-da-folha ativando genes relacionados a defesa.  

O gene NUDT8 (Nudix hydrolase 8), 

comp101937_c0_seq13, por sua vez, atua como mediador da hidrólise 

de derivados de nucleosídeos difosfato. Sabe-se que o silenciamento 

do gene NUDT7 aumentou a expressão da resistência em Arabdopsis 

(GE & XIA, 2008). Contudo, não foram encontrados relatos de como 

a NUDT8 pode estar envolvida positiva ou negativamente no processo 

de defesa. 

Para visualização dos contigs expressos somente na 

condição inoculada, uma subtração entre as bibliotecas foi realizada. 

Os totais de contigs diferencialmente expressos mostraram que 4.545 

contigs foram expressos somente na situação inoculada, ou seja, em 

presença do patógeno. A comparação do transcriptoma de Toropi com 

o genoma da cv. Chinese Spring (BRENCHLEY et al., 2012) mostrou 

que 10.677 contigs diferencialmente expressos em Toropi não 

apresentaram homologia com Chinese Spring; 12 contigs 

diferencialmente expressos na cv. Toropi em presença do patógeno 

não apresentaram homologia na cv. Chinese Spring (Tabela 6). A cv. 
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Chinese Spring foi sequenciada utilizando a tecnologia 454. O 

sequenciamento está disponível no EMBL/Genbank sob número SRA 

ERP000319. 

Dos 12 contigs diferencialmente expressos em presença do 

patógeno sem homologia no genoma de Chinese Spring, quatro 

sequências não tiveram resultado de BLAST. Os demais, como a 

protease ulp1 atua na catálise da hidrólise de ligações peptídicas em 

uma cadeia polipeptídica por um mecanismo no qual o grupo 

sulfidrilo de um resíduo de cisteína no centro ativo atua como um 

nucleófilo. SUMO é uma proteína “ubiquitin-like” que se liga 

covalentemente à proteína alvo, na sua maioria, presente no núcleo. A 

ulp1 controla positivamente ou negativamente a SUMO (SMITH et 

al., 2004). Essa proteína, por sua vez, está relacionada com o processo 

de defesa em tomate (Solanum lycopersicum) interagindo com a EIX 

(ethylene-inducing xylanase) reprimindo o sistema de defesa 

(HANANIA et al., 1999). O aumento da expressão da ulp1 pode 

indicar que o sistema de defesa em Toropi está reprimindo a atuação 

da SUMO aumentando, consequentemente, a eficiência do sistema. 

A metiltransferase tarbp1 é uma provável S-adenosil-L-

metionina-dependente metiltransferase que metila tRNAs em 

humanos. Em plantas a S-adenosil-L-metionina-dependente O-

metiltransferase está envolvida na biosíntese de lignina, que é um 

importante fator na defesa contra infecções fúngicas prevenindo a 

penetração das estruturas fúngicas na célula hospedeira (ZUBIETAA 

et al., 2002).  
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Tabela 6 – Contigs diferencialmente expressos em trigo cv. Toropi em 
presença do patógeno sem homologia na cv. Chinese 
Spring 

Contig ID Descrição da sequência BLAST 
1 comp106421_c0_seq28 ulp1 protease c-terminal catalytic 

domain containing expressed 
2 comp106421_c0_seq3 ulp1 protease c-terminal catalytic 

domain containing expressed 
3 comp106421_c0_seq99 methyltransferase tarbp1 
4 comp107749_c3_seq2 conserved protein 
5 comp110960_c5_seq1 hypothetical protein 

HMPREF9610_00001, partial 
6 comp35690_c0_seq1 ---NA--- 
7 comp70781_c1_seq1 ---NA--- 
8 comp76079_c0_seq2 ---NA--- 
9 comp76079_c0_seq3 ---NA--- 
10 comp87576_c0_seq1 secreted protein 
11 comp89478_c2_seq4 protein tar1 
12 comp92828_c4_seq4 conserved protein 
(NA) no hit. Sem descrição nas bases de dados. 

Os contigs comp107749_c3_seq2 e comp92828_c4_seq4 

representam proteínas conservadas envolvidas no metabolismo de 

carboidratos e polissacarídeos, respectivamente. Já o contig 

comp110960_c5_seq1 (proteína hipotética HMPREF9610_00001) 

está descrita nos bancos de dados como não caracterizada, assim como 

o contig comp87576_c0_seq1 que está caracterizado como proteína 

secretada, mas não possui ontologia.  

TAR1 é um gene que codifica uma aminotransferase 

relacionada ao triptofano envolvida na biossíntese de auxina. O 

metabolismo da auxina, por sua vez, é influenciado pelo metabolismo 

secundário do sistema de defesa (NORMANLY, 2010), o que explica 

sua expressão diferencial durante a infecção em Toropi. 
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O fato de não possuírem homologia ou pequena 

homologia (não significativa estatisticamente) em Chinese Spring e de 

serem expressos na condição de presença do patógeno, nos diz que 

esses genes em Toropi possuem uma peculiaridade no sistema de 

defesa dessa cultivar. O fato de quatro contigs não possuírem 

descrição/anotação funcional ressalta a importância desses contigs no 

entendimento de mecanismos ainda não descritos envolvidos na 

defesa de trigo contra a ferrugem-da-folha. 
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4 CONCLUSÕES 
 A resposta de defesa na cv. Toropi se inicia logo nos 

primeiros momentos de contato com o patógeno, sendo 

que a maior expressão gênica se dá no momento da 

formação do haustório pelo patógeno; 

 O tempo pós-infecção onde mais contigs são 

diferencialmente expressos é 24 hai tanto ao longo do 

tempo como em comparação ao seu respectivo controle; 

 As principais rotas metabólicas alteradas durante o 

processo de infecção por ferrugem-da-folha em Toropi 

são: geração de precursores metabólicos e energia; 

catabolismo; resposta a estímulos bióticos e abióticos e ao 

estresse; e transporte; 

 Vários contigs não possuem resultado de BLAST, 

podendo representar novos genes a serem utilizados no 

melhoramento genético da cultura assim como outros 

genes com função conhecida, mas ainda não utilizados; 

 Doze contigs são expressos somente na presença do 

patógeno e não possuem homologia na cultiva Chinese 

Spring; 

 Quatro contigs dentre os doze não possuem anotação 

funcional e podem representar uma nova visão no 

entendimento de mecanismos ainda não descritos 

envolvidos na defesa de trigo contra a ferrugem-da-folha. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

As pesquisas com a cv. Toropi se iniciaram em 1994 e, 

desde então, vários trabalhos foram e estão em desenvolvimento. O 

presente estudo buscou identificar quais mecanismos e genes estão 

envolvidos na resistência de planta adulta duradoura na cultivar 

Toropi, o que, por sua vez, propicia a geração de conhecimento sobre 

esse tipo de resistência e sua potencial aplicação no melhoramento 

genético da cultura do trigo.  

Os resultados obtidos foram inéditos e extremamente 

significativos, sendo que a partir destes, muitos outros trabalhos 

poderão ser desenvolvidos e/ou complementares, principalmente do 

ponto de vista genético-fitopatológico. A partir dos dados gerados 

nesta tese, se tem como perspectivas: 

 Mapear a totalidade de sequências diferencialmente expressas 

obtidas nos cromossomos de trigo; 

 Avaliar o total de contigs diferencialmente expressos, sua 

sequência e função in concerto; 

 Ancorar as sequências diferencialmente expressas via marcadores 

moleculares, previamente utilizados por Brammer (2000) e 

identificar possíveis sequências referentes aos genes Trp-1 e Trp-

2, via enriquecimento de função; 

 Avaliar a expressão dos genes de Puccinia triticina informados 

nesta tese e estudar seu comportamento ao longo do tempo de 

infecção; 

 Identificar outros possíveis genes candidatos para serem utilizados 

como constitutivos nos estudos de expressão gênica em trigo. 
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