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Resumo

Phytophthora nicotianae Breda de Haan (Phytophthora parasitica Dastur) e
Phytophthora citrophthora (Smith & Smith), agentes causadores da gomose e
podriddo radicular, tém trazido graves danos em viveiros e pomares de citros no
mundo inteiro. O Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC vem realizando um amplo
programa de melhoramento genético de citros via cruzamentos dirigidos com relacéao
ao patossistema Phytophthora-citros, em que ja foram verificadas diferencas no nivel
de resisténcia na progénie do cruzamento entre tangerina Sunki (Citrus sunki) e
trifoliata Rubidoux (Poncirus trifoliata), a partir da deteccdo de genes
diferencialmente expressos utilizando microarranjos, identificando transcritos
envolvidos na resisténcia a Phytophthora, e do mapeamento genético. Este trabalho
teve como objetivo principal mapear nos grupos de ligacdo dos mapas de P. trifoliata
e C. sunki as regibes gendmicas associadas a resisténcia a Phytophthora parasitica
por meio de analise fenotipica (QTLs) e de expressao (eQTLs). Uma populacéo de
110 hibridos, seus genitores e dois porta-enxertos de referéncia para a citricultura
(lim&o Cravo e citrumelo Swingle), foi enxertada em liméo Cravo e estabelecida em
casa de vegetacdo. Cada hibrido foi conduzido com uma Unica haste e a inoculagéo
foi realizada pelo método do disco a partir do meio de cultura contendo o micélio de
P. parasitica, a 10 cm e 15 cm acima da regidao da enxertia, totalizando duas
inoculacdes por gendtipo. As plantas foram mantidas em ambiente com iluminacéo
artificial e fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25°C e umidade relativa (UR) de
85%, com irrigacdes diarias. As lesBes decorrentes foram avaliadas apos 60 dias da
inoculacdo, medindo-se o comprimento da &rea lesionada (CL) apds a remoc¢éo da
casca do ramo. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
duas repeticbes do mesmo genoétipo e uma planta por parcela. Constataram-se
diferencas entre os hibridos, com os CL variando de 1,15 a 11,13 mm. A
herdabilidade do carater foi de 65%. Para o mapeamento de QTLs e eQTLs (QTLs
de expressdo), mapas de ligacdo foram previamente construidos de Poncirus
trifoliata (L.) Raf. cv. Rubidoux e Citrus sunki Hort. ex Tan. com o uso de marcadores
DArT-seq™ e utilizando a estratégia pseudo-testcross. Foram detectados trés QTLs
associados a resisténcia a Phytophthora presentes nos grupos de ligacdo 2, 7 e 10
do mapa de P. trifoliata, e apenas um QTL no grupo de ligacdo 2 de C. sunki. A
propor¢cao da variacdo fenotipica, explicada pelo QTL, variou de 1,77% a 7,41% para
0 genitor trifoliata Rubidoux, enquanto que o QTL detectado no mapa da tangerina
Sunki, explicou 16,8% do fendtipo. Esses resultados sugerem que ha grande
possibilidade de sucesso na selecdo de hibridos resistentes dentro do experimento.
Além disso, 19 genes possivelmente envolvidos em processo de respostas de
defesa da planta a infeccdo do patégeno foram avaliados e validados na populacéo
de 51 hibridos selecionados e genitores. As analises dos dados de expressdo
génica, bem como as correlagcdes fenotipicas e genotipicas, demonstram uma
enorme variagdo intra e intergrupos quanto a ativacdo das vias dos fitorménios
relacionados a resisténcia em plantas, sugerindo que os citrandarins possuem
diversas estratégias para controlar a infeccdo do oomiceto. Essas informacdes
possibilitaram localizar regiées gendmicas associadas a resisténcia pela analise dos
dados de expressao génica. Para identificacdo dos eQTLs, os genes selecionados
foram quantificados por meio da técnica de PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR). Foram detectados 74 eQTLs associados a resisténcia a Phytophthora no
mapa de P. trifoliata, e 90 eQTLs no de C. sunki. A propor¢do da variacao
genotipica, explicada pelo eQTL, variou de 0 a 13,66% para o genitor trifoliata
Rubidoux, enquanto que no mapa da tangerina Sunki, variou de 0 a 18,87%. Os



resultados do mapeamento de QTLs e eQTLs sugerem que a resisténcia de alguns
citrandarins frente a inoculacdo de P. parasitica seja devido a uma combinacéo
favoravel de QTLs e eQTLs transmitidos pelos dois genitores, com a tangerina Sunki
parecendo ter uma contribuicdo maior para passar alelos de resisténcia a progénie.

Palavras-chave: citros, gomose, expressdo génica, marcadores DArT-seq, mapas
geneticos.



Abstract

Phytophthora nicotianae Breda de Haan (Phytophthora parasitica Dastur) e
Phytophthora citrophthora (Smith & Smith), causative agents of gummosis and root
rot, have brought serious damage in nurseries and citrus groves worldwide. The
Citrus Center Sylvio Moreira/IAC has been conducting an extensive citrus breeding
program by directing crossings regarding pathosystem Phytophthora - citrus, where
differences have been observed in the level of resistance in the progeny of the cross
between Sunki mandarin (Citrus sunki) and trifoliate Rubidoux (Poncirus trifoliata),
from the detection of differentially expressed genes using microarray identifying
transcripts involved in resistance to Phytophthora and genetic mapping. This work
aimed to map the binding groups of P. trifoliata and C. sunki maps the genomic
regions related to the resistance of Phytophthora parasitica by phenotypic analysis
(QTLs) and expression (eQTLs). A population of 110 hybrids, their genitors and two
reference rootstocks for citrus (Rangpur lime and Swingle citrumelo) was grafted at
Rangpur lime and established in the greenhouse. Each hybrid was conducted with a
single rod and the inoculation was performed by the disk method from the culture
medium containing the mycelium of P. Parasitica, 10 cm and 15 cm above the
grafted area, totaling two inoculations per genotype. The plants were kept in a room
with artificial light and a 16 hour photoperiod, 25°C and relative humidity (RH) of
85%, with daily irrigations. The resulting lesions were evaluated 60 days after
inoculation, by measuring the length of the damaged area (CL) after the branch bark
removal. The experimental design was completely randomized with two repetitions of
the same genotype and one plant per plot. We observed differences between
hybrids, with CL ranging from 1.15 to 11.13 mm. The character’s heritability was
65%. For the QTLs and eQTLs (QTL expression) mapping, linkage maps were
previously constructed from Poncirus trifoliata (L.) Raf. cv. Rubidoux e Citrus sunki
Hort. ex Tan. by DArT-seq™ markers and using the pseudo-testcross strategy. Three
QTLs were identified associated with resistance to Phytophthora in the linking groups
2, 7 and 10 of P. trifoliata map, and only one QTL on linkage group 2 of C. sunki. The
proportion of the phenotypic variation explained by QTL ranged from 1.77% to 7.41
% for the genitor trifoliate Rubidoux while detected at the Sunki mandarin map
explain 16.8% of the phenotype. These results suggest that there is great possibility
of success in the selection of resistant hybrids within the experiment. Furthermore, 19
genes possibly involved in the process of plant defense responses to pathogen
infection were assessed and validated in the population of 51 selected hybrids and
genitors. The analysis of gene expression data and the genotypic and phenotypic
correlations show a huge variation within and between groups as the activation of
plant hormone pathways related to resistance in plants, suggesting that citrandarins
have several strategies to control the oomycete infection. These informations made it
possible to locate genomic regions associated with resistance by analysis of gene
expression data. To identify eQTLs, selected genes were quantified by quantitative
real time PCR (RT- gPCR). Seventy-four eQTLs were detected associated with
resistance to Phytophthora in P. trifoliata map, and 90 eQTLs in C. sunki. The
proportion of genotype variation explained by eQTL ranged from 0 to 13.66% for the
genitor trifoliate Rubidoux while at the Sunki mandarin map ranged from O to 18.87
%. QTLs results and eQTLs suggest that the resistance of some citrandarins front of
the inoculation of P. parasitica is due to a favorable combination of QTLs and eQTLs
transmitted by both genitors, with Sunki mandarin seeming to have a greater
contribution to pass alleles resistance to progeny.



Keywords: citrus, gummosis, gene expression, DArT-seq markers, genetic maps.
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1. Introducéo e Justificativa

A citricultura € uma importante cadeia produtiva do agronegécio brasileiro, em
termos econdmicos e sociais. Em 2013, a producdo mundial de citros situou-se em
121,3 milhdes de toneladas, sendo a China (24,4%), Brasil (15,64%) e EUA (7,75%)
0s principais produtores. O Brasil (24,45%) é o maior produtor de laranja, vindo a
seguir a China (11%) e os EUA (9,84%), enquanto que em tangerinas o grande
destaque na producdo é a China (57,2%) seguindo-se, com parcelas muito
inferiores, a Espanha (6,48%) em segundo lugar e o Brasil (3%) em sexto lugar
(FAO, 2015).

O plantio de diferentes variedades nos pomares € de extrema importancia
para a citricultura, pois ganha-se em termos de produtividade, com a estratificacao
da colheita ao longo do ano, e também em termos fitossanitarios, o que faz com que
haja um maior controle de doencas e um menor impacto das altera¢des climaticas.
Esse tem sido o enfoque de pesquisas feitas ultimamente em torno da citricultura,
com o emprego do melhoramento genético tradicional para diversificar as culturas
citricolas, tendo em vista o0 combate as doencas que as afetam. Assim, Sao Paulo se
destaca nesse sentido, com o Centro de Citricultura Sylvio Moreira desenvolvendo
pesquisas em busca de novas variedades copa e porta-enxertos de citros tolerantes
e resistentes a diversas doencas, como por exemplo, ao cancro critico e ao
huanglongbing (HLB), além de implementar o melhoramento genético em busca de
variedades com épocas de maturacédo diferentes das tradicionais, mais precoces ou
mais tardias (Zulian et al., 2013). Hibridos de Poncirus trifoliata e Citrus sunki foram
obtidos e estdo sendo estudados no Centro de Citricultura, os quais ja se mostram
tolerantes a MSC (morte subida dos citros), gomose e seca, e podem ser indicados
como porta-enxertos alternativos para a citricultura brasileira (Cristofani-Yaly et al.,
2005).

Pertencentes a familia Rutaceae, e principalmente ao género Citrus, as
variedades séo constituidas pelas laranjas doces, tangerinas, limdes, limas acidas e
pomelos, tendo também outros representantes menos importantes, como as
toranjas, limas doces, laranjas azedas e cidras (Donadio et al., 1998).

O Poncirus, um género relacionado ao Citrus, se destaca por apresentar
resisténcia ao frio, possui alta resisténcia a Phytophthora, ao virus da tristeza dos
citros e ao nematoide dos citros Tylenchulus semipenetrans (Swingle, 1967;
Hutchison & O’Bannon, 1972; Hearn et al., 1974; Yelenosky et al., 1974).



13

As tangerinas ou mandarinas pertencem ao género Citrus, que apresenta
uma enorme variedade de espécies. Muitas sdo utilizadas em programas de
melhoramento genético como porta-enxertos, merecendo destaque e para fins de
citacdo a tangerina Sunki (C. sunki Hort. ex Tan.), que faz parte do grupo das
microtangerinas (Donadio et al., 1998). A tangerina Sunki apresenta resisténcia a
tristeza, a MSC e tolerancia a solos salinos e a seca. Entretanto, possui alta
suscetibilidade a Phytophthora (Feichtenberger, 2001; Pompeu Junior, 2005; Schinor
et al., 2011).

Gomose e podriddo de raizes causada por Phytophthora estdo entre as
doencas de maior importancia econdmica dos citros. Phytophthora nicotianae Breda
de Haan (Phytophthora parasitica Dastur) e Phytophthora citrophthora (Smith &
Smith) tém causado graves danos em viveiros e pomares de citros no mundo inteiro.
No Brasil, P. parasitica, oomiceto que pertence ao reino Stramenopila, é a espécie
predominante associada com a doenca (Medina Filho et al., 2004). Estes patdégenos
infectam as principais ramificacbes das plantas, induzindo a formacédo de cancros
com exsudacao de goma, aparecimento de areas mortas na casca e ressecamento,
bem como fendilhamento longitudinal da casca, conjuntura que faz com que as
plantas geralmente percam vigor e possam vir a morrer prematuramente (Alvarez et
al., 2009; Queiroz & Melo, 2006). No que diz respeito a &area interna, a coloragédo dos
tecidos afetados da casca e do lenho apresenta-se logo de inicio amarela, para
depois ficar pardacenta. Com uma ampla gama de fatores que podem intensificar a
incidéncia da doenca, entre os quais o clima e a suscetibilidade da variedade, o
desenvolvimento da lesdo ocorre no sentido longitudinal, com altura variavel, e
lateral, podendo abranger grande parte da circunferéncia do tronco afetado, situagcéo
em gue a planta morre (Gasparotto et al., 1998).

O emprego de porta-enxertos resistentes a esse patdgeno constitui no
método mais eficiente para o controle da doenca, e isso tem sido feito em programas
de melhoramento genético como o desenvolvido pelo Centro de Citricultura Sylvio
Moreira - IAC, em Cordeiropolis (SP), de modo a buscar hibridos que tenham
caracteristicas de interesse agrondmico e que ao mesmo tempo, possuam a
resisténcia a Phytophthora spp. (Boava et al., 2003; Medina Filho et al., 2003).

Os mecanismos de resisténcia de citros a Phytophthora ainda s&o mal
entendidos. Podem ser divididos em duas categorias, aqueles em que ha uma

resisténcia geral (respostas comuns a todas as espécies de plantas afetadas por
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fitopatégenos, como as reacbes de hipersensibilidade, o desenvolvimento de
barreiras estruturais e a producdo de fitoalexinas) e aqueles que séo especificos a
planta (respostas especificas a uma dada populacdo de Phytophthora e controladas
por genes de resisténcia no hospedeiro) (Hammerschmidt, 1999). Devido as grandes
diferencas de tipos de tecido afetado e consequentemente, das respostas de
diferentes espécies de citros a infeccdo, sabe-se que ha mais de um mecanismo de
resisténcia e/ou tolerancia que estédo envolvidos. Diversas pesquisas que empregam
avaliacfes quantitativas em genoétipos de citros quanto a suscetibilidade para
gomose feitas em todo o Brasil, indicam Poncirus trifoliata e citrumelo Swingle, um
hibrido de trifoliata com pomelo, como tolerantes tanto a podriddo do pé quanto ao
da raiz, sendo ambos resistentes para conter a infec¢cdo (Graham & Timmer, 2003).

Em um estudo sobre o patossistema Phytophthora-Citros realizado no Centro
de Citricultura Sylvio Moreira, utilizando uma populagéo obtida do cruzamento entre
trifoliata Rubidoux (Poncirus trifoliata) e tangerina Sunki (Citrus sunki), foram
verificadas diferencas no nivel de sintomas tanto nos genitores quanto na progénie
(Siviero et al., 2006).

Existem na literatura cientifica trabalhos que relatam os ultimos esforgos feitos
por programas de melhoramento genético de citros na busca de resisténcia a
Phytophthora parasitica e, consequentemente, na tentativa de descrever a base
molecular da resposta do hospedeiro a doenca da gomose (Boava et al., 2011a;
Boava et al., 2011b). Esses estudos relataram sobre as mudancas nos perfis de
expressdo global de genes e mostraram genes diferencialmente expressos
envolvidos em uma série de processos tais como a defesa celular, fotossintese e
metabolismo de carboidratos. Os genes de defesa s&do ativados em resposta a
infeccdo do patdgeno por mecanismos de transducédo de sinais regulados pela acéo
de hormbnios vegetais e suas vias bioquimicas, sendo as mais comuns aquelas que
pertencem o acido salicilico (SA), o &cido jasmdnico (JA) e o etileno (ET) (Fernandes
et al., 2009).

As caracteristicas agronémicas quantitativas de culturas vegetais estéo
submetidas a acdo de mudltiplos locos, os chamados poligenes, responsaveis por
pequenos efeitos no fendtipo, o que ocasiona uma variacdo continua dada pela
propria segregacao genotipica, ao efeito ambiental e também interagdo entre estes
dois fatores: o gendtipo e o ambiente. Por esse motivo, os chamados QTLs

(Quantitative Trait Loci) tém sido bastante estudados em programas de
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melhoramento genético a fim de associa-los a mapas genéticos, os quais, quando
construidos, permitem fazer correlagcdes fenotipicas confidveis a partir da
genotipagem de uma progénie. Sendo assim, 0 estudo da expressdo génica
vinculada a interacdo patégeno-hospedeiro e a identificagdo, o0 mapeamento e a
guantificacado do efeito de QTLs, é de grande importancia para a compreensao dos
genes potencialmente associados a causa da doenca na planta (Siviero et al.,
2002b; Boava, 2004b; Toledo et al., 2008).

Entre as vérias ferramentas disponiveis de genética molecular para auxilio ao
melhoramento, os mapas genéticos baseados na frequéncia de recombinacgéo entre
marcadores polimérficos em uma progénie, tornaram-se ferramentas fundamentais
para acelerar o processo de selecdo de marcadores associados a caracteres
guantitativos (Danan et al., 2011). Dessa forma, o mapeamento genético tem sido
empregado em programas de melhoramento de citros, a fim de buscar genes e/ou
locos de caracteres quantitativos (QTLs) relacionados a resisténcia a Phytophthora,
dentre outros problemas fitossanitarios. Além disso, outras técnicas de biologia
molecular para analise de expressdo génica diferencial tais como microarranjos,
RNA-Seq e RT-gPCR, permitem avaliar junto com os mapas de ligagdo uma
populacdo hibrida e seus genitores, identificando regibes genémicas que, quando
acessadas, explicam a variacdo de transcritos em genes co-regulados quanto a
resposta a gomose causada por Phytophthora (Oliveira et al., 2014).

A genética genObmica surge como uma técnica que engloba o mapeamento de
locos quantitativos e analises de expressdo génica para identificar a associacéo
entre o estado alélico de uma regido do genoma e a quantificacdo dos transcritos
génicos (Jansen & Nap, 2001). Tais regides genbmicas sdo denominadas como
QTLs de expressao (eQTLs), e permitem que se mensure a variacdo da expressao
génica entre populacbes de individuos segregantes, determinando uma regido
cromossOmica que atua no processo de expressdo de um gene para uma dada
caracteristica (Schadt et al., 2003). Sendo assim, o estudo de eQTLs é de grande
importancia para o entendimento da interacdo patdgeno-hospedeiro, a fim de

compreender os mecanismos de resisténcia e resposta as doencas.
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2. Revisdao bibliogréfica

2.1. Importancia da Citricultura

No mundo, a citricultura se destaca como uma das atividades agricolas e
agroindustriais mais importantes, devido as frutas citricas serem amplamente
consumidas in natura e muito usadas em bebidas industriais. Sendo assim, constitui-
se como um dos setores agricolas mais competitivos do agronegécio, com o Brasil
em destaque. Em meados de 2007, o pais apresentou 30% da producado mundial de
laranja e 59% da de suco de laranja, possuindo um sistema citricola que movimenta
bilhGes de reais por ano, de modo a criar milhares de empregos diretos e indiretos, o0
gue gera até hoje varias inovacdes em pesquisa, tecnologia e logistica (Neves et al.,
2007).

Com uma grande participacdo no agronegoécio brasileiro, demonstrado pelo
seu PIB, que em 2009 chegou a USS 6,5 bilhdes, o setor citricola contribui de forma
significativa para a economia do Brasil, tanto no interior quanto no exterior. O
resultado disso encontra-se na geracdo de empregos, na formacdo de capital e
renda, na agregacdo de valor e no desenvolvimento regional. Além disso, a
citricultura do pais nos ultimos tempos tem se tornado mais dinamica, dando iguais
oportunidades de mercado aos pequenos produtores e as grandes empresas, que
juntos estdo mais coordenados em detrimento a uma maior exigéncia de qualidade
do fruto e acesso a novos mercados (Zulian, 2013).

Dados da FAO (2015) revelam que o maior produtor mundial de laranja é o
Brasil, produzindo uma safra de 16,850 milhdes de toneladas em 2013, o
equivalente a 24,45% do total produzido no mundo. A laranja brasileira é cobicada
por diversos paises em diferentes regides do planeta, sendo que os principais
parceiros comerciais para seu destino sdo a Holanda, a Arabia Saudita e a Espanha.

Com relacdo as tangerinas, o Brasil apresenta menor participacdo no
mercado mundial, diferindo das laranjas por sua producdo se voltar quase que
exclusivamente ao consumo de frutas in natura. A maior producao brasileira se deu
em 2010 quando comparada a anos anteriores e posteriores, com 0 alcance de
1,122 milhdes de toneladas. Em 2013, o pais ocupou a posi¢cao de 6° lugar entre 0s
maiores produtores mundiais dessa fruta, ficando atras de paises como a China,
Espanha, Marrocos, Turquia e Egito (Rappa, 2004; FAO, 2015).
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Para atingir a base solida de eficiéncia e lideranga, a citricultura brasileira
passou por fases de prosperidade e declinio, em que chegou a caminhar
praticamente sozinha, com intervencdo do governo federal e estadual apenas na
area de pesquisa e extensdo rural. Apds o desenvolvimento da industria de suco
concentrado, com inicio na década de 1960, houve uma expanséao da area plantada
e de producdo da cultura dos citros até fins da década de 1990, em virtude da
demanda crescente de matéria-prima. E foi nessa perspectiva que S&o Paulo
passou a ter a citricultura como uma das principais atividades agricolas do Estado,
sendo referéncia nacional, a ponto de investir constantemente no setor, seja na area
de pesquisa, seja em termos de produtividade, buscando se adaptar as condi¢ces e
ameacas da terra, como doencas, pragas e adversidades causadas por estresse
hidrico (Caser & Amaro, 2004).

Em termos de producdo mundial de suco de laranja, que é uma das bebidas
mais tomadas no mundo, Sao Paulo deteve no ano de 2010 mais da metade (53%)
do total, e a Flérida veio em seguida, nos EUA, com 28%. Demonstra-se, entdo, o
guanto a citricultura é importante para o Estado paulista, o qual faz parte do
chamado cinturdo citricola junto com o Triangulo Mineiro, contribuindo para a maior
parte das laranjas produzidas no pais. Nos ultimos tempos, a citricultura brasileira
tem passado por mudancas a fim de se manter no patamar da produtividade, e é em
Sdo Paulo que essas transformacfes sd&o0 mais notaveis, tanto no padréo
tecnolégico quanto na inovacgao cientifica. Dentre os fatores que desencadearam
esse cenario, tem-se a utilizacdo de mudas de melhor qualidade, oriundas de
viveiros telados com procedéncia genética, melhores combinacdes de porta-enxerto,
passando a ter variedades mais adaptadas a cada tipo de solo e clima, bem como a

gualidade do controle fitossanitario (Neves et al., 2010).

2.2. O melhoramento genético de porta-enxertos dos citros
A influéncia do uso de porta-enxertos para a cultura dos citros traz varios
beneficios a citricultura, contribuindo para a melhoria de uma série de caracteristicas
fisico-quimicas (absorcdo, sintese e utlizagdo de nutrientes, transpiracdo e
composicdo quimica das folhas, resposta a produtos de abscisdo das folhas e frutos,
coloracdo da casca e do suco, bem como acidez e teor de acucar do suco),
biolégicas (porte, precocidade de producédo e longevidade das plantas, maturacao e

permanéncia de frutos na planta, além de tolerancia a doencas e pragas agricolas) e
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também aquelas relacionadas a fatores abiodticos (frio, salinidade e seca,
conservacgao na pos-colheita, produtividade e qualidade dos frutos) (Pompeu Junior,
1991).

A combinacédo de porta-enxerto e copa pode garantir ao produtor vantagens
para o plantio de determinada espécie de citros menos propensa ao clima e solo de
determinada area. Tal fenbmeno é possivel devido ao desenvolvimento do sistema
radicular do porta-enxerto mais adaptado aquela regido, caracteristica que esta
intrinsicamente relacionada a tolerancia ao frio, a seca, a doencas e a pragas da
copa (Pompeu Junior, 2005).

Existem diversos programas de melhoramento genético de porta-enxertos dos
citros espalhados pelo Brasil, com destaques ao Centro APTA Sylvio Moreira, em
Cordeirdpolis-SP, a Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas-
BA, a Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO), em Taquari-RS, e
a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre-RS.
Nesses programas, hibridacdes controladas tem sido conduzidas e como resultado,
foram obtidos diversos porta-enxertos utilizados pela citricultura brasileira, como as
tangerineiras, 0s citrangeiros e os citrandarins, dentre outros (Oliveira et al., 2008).

A partir do historico e evolucdo da utilizagdo de porta-enxertos para a
citricultura, principalmente no Estado de S&o Paulo, observa-se que o limao Cravo
foi lider no ranking, devido a precocidade, alta produtividade da variedade-copa,
trazendo boas safras a partir de trés anos de idade e sendo bem adaptado a
periodos de seca, que atinge a citricultura paulista frequentemente, além de ser
tolerante ao virus da tristeza. Entretanto, o limao Cravo é suscetivel a doencas como
a gomose ou podridao do colo e também a MSC (Morte Subita dos Citros). Portanto,
os programas de melhoramento de citros estdo cada vez mais desenvolvendo
pesquisas que indiqguem o uso de outros porta-enxertos em substituicdo ao liméo
Cravo, de forma a aproveitar a variabilidade genética que os citros tém a oferecer
(Cristofani-Yaly et al., 2005).

A propagacao sexuada por sementes, que se caracteriza pela producédo de
citros com um periodo juvenil duradouro e intenso desenvolvimento vegetativo, faz
com que a planta ndo se torne produtiva nos primeiros cinco a oito anos. Como
alternativa para os problemas citados acima e para aquelas plantas que possuem
frutos sem sementes, como as laranjas-de-umbigo e as tangerinas Satsumas, tem-

se a propagacao assexuada ou vegetativa, tendo como principal método para fins
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comerciais a borbulhia em “T” invertido, que apresenta varias vantagens, a saber:
precocidade para a producdo, adaptacdo a varios solos e resisténcia a doencas.
Sendo assim, o melhoramento genético de porta-enxertos € bastante utilizado na
citricultura, com a enxertia sendo o principal método de propagacdo, em que se
empregam as melhores combina¢cdes de uma variedade-copa com um porta-enxerto
mais adequado a uma determinada condicao, resultando em ganhos de tolerancia e
produtividade (Sempionato et al., 1997).

A técnica do melhoramento genético em citros associa, entao, a identificacao
e caracterizacdo de genitores geneticamente distintos, realizando cruzamentos
interespecificos a fim de se obter hibridos, de maneira a contribuir para a ampliacédo
da variabilidade genética nas populacbes segregantes (Bered et al., 1997; Valle,
2002). Tal pratica é feita em programas de melhoramento genético como o realizado
pelo Centro APTA Citros Sylvio Moreira, o qual investe cada vez mais em pesquisa e
na producdo de porta-enxertos sadios e de maior qualidade agronémica para a
citricultura, por intermédio da retirada de borbulhas das plantas-matrizes em seus

viveiros telados.

2.3. O género Poncirus, a Tangerina Sunki e os citrandarins

Dentre os diversos géneros que constituem as frutas citricas, tem-se o
Poncirus, que se destaca por apresentar resisténcia ao frio. Outro fator caracteristico
desse género corresponde a formacdo de plantas com pequeno tamanho e ao
mesmo tempo, producdo de frutos com alta qualidade (Pompeu Junior & Blumer,
2014).

Espécies desse género possuem alta resisténcia a Phytophthora, a exemplo
do trifoliata Rubidoux [P. trifoliata (L.) Raf. cv. Rubidoux], considerada também
resistente ao virus da tristeza dos citros. Tal espécie mostra-se altamente tolerante a
solos encharcados, e seus hibridos comportam-se como resistentes ao nematoide
dos citros Tylenchulus semipenetrans (Swingle, 1967; Hearn et al., 1974; Hutchison
& O’Bannon, 1972; Yelenosky et al., 1974).

Pertencentes ao género Citrus e originadas provavelmente do nordeste da
india e sul da China, as tangerinas ou mandarinas possuem uma ampla diversidade
de espécies, sendo usadas frequentemente em programas de melhoramento
genético como porta-enxertos. Apresentam grande adaptacdo a regides diferentes

b

devido a variedade de espécies existentes e também de hibridos, a ponto das
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tangerinas comuns como, por exemplo, a ‘Ponkan’, ter melhor adaptagao em clima
semitropical a tropical, enquanto outras como as do grupo das mexericas, em climas
mediterraneos subtropicais (Davies & Albrigo, 1994; Donadio et al., 1998).

A tangerina Sunki (C. sunki Hort. ex Tan.), membro do grupo das
microtangerinas, é bastante indicado como porta-enxerto para copas citricas por nao
apresentar problemas de incompatibilidade, apresentando diversos -caracteres
agrondmicos desejaveis, como vigor, boa produtividade de frutos, resisténcia a
diversas doencgas citricolas (tristeza, declinio dos citros, morte subita dos citros,
entre outras) e tolerancia a fatores abiéticos (salinidade e seca). Esse cenario veio
bastante a tona com o0 surgimento e expansdo da morte subita dos citros,
desencadeando a necessidade de se ter uma maior heterogeneidade de porta-
enxertos para a citricultura, a partir de esforcos de enxertia principalmente com a
tangerina Cléopatra (C. reshni Hort. ex Tan.), o citrumelo Swingle [C. paradisi
Macfad. cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] e a tangerina Sunki [C. sunki
(Hayata) hort. ex Tan.]. Por outro lado, a tangerina Sunki possui como restricdo ser
altamente suscetivel a Phytophthora, agente causador da gomose ou podriddo das
raizes e do tronco (FUNDECITRUS, 2006; Schinor et al., 2011).

Os hibridos de microtangerinas, como a tangerina Sunki, com Poncirus
trifoliata sdo chamados de citrandarins, os quais fazem parte de uma nova geracao
de porta-enxertos para a citricultura, reunindo as caracteristicas vantajosas das
tangerinas, como a tolerAncia ao declinio e morte subita dos citros, com as
gualidades dos trifoliatas, as quais correspondem a alta resisténcia a Phytophthora,
a imunidade a tristeza e ao nematoide dos citros, além da grande capacidade de
formarem plantas compactas e produtivas. Muitos citrandarins ja foram produzidos
pelos EUA e avaliados em S&o Paulo, com resultados promissores no que diz
respeito a boa resisténcia a Phytophthora (Blumer & Pompeu Junior, 2005).

2.4. A gomose dos citros
Causadas por patdgenos agressivos e pouco especializados, as podridées de
colo e raizes infligem na planta danos que diminuem sua capacidade em absorcéo
de agua e nutrientes. Como reflexo disso, ocorre amarelecimento, murcha, além de
deficiéncias nutricionais na copa. Atingem plantas de todas as idades, porém as
mais jovens apresentam maior sensibilidade. No que diz respeito a severidade

dessas podriddes, seja no colo, seja nas raizes, quanto maior for a densidade do
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patdgeno no solo, maiores serdo as chances da planta adquirir a doenca (Laranjeira
et al., 2005).

Em relac&o as principais doencas que afetam a citricultura, tendo em vista o
complexo Phytophthora-citros, ressalta-se a gomose e seus diversos sindnimos,
como: podridédo do pé, do colo e gomose do tronco. Conhecida desde o século X na
peninsula Ibérica, e com grandes surtos em paises como Portugal, Espanha,
Franca, Italia e Grécia, bem como no continente americano durante o século XIX, a
gomose dos citros foi apenas relatada no Brasil em 1917, e desde entdo, tem
assolado os viveiros e pomares comerciais espalhados pelo pais, com perdas
significativas principalmente para o Estado de S&do Paulo, em que a citricultura mais
se concentra (Feichtenberger, 2001; Medina Filho et al., 2003). Esse cenario se
modificou com a producéo de mudas de citros em telado.

As espécies do género Phytophthora infectam diversas plantas em todo o
mundo, sendo patdgenos veiculados pelo solo e agentes causadores de varias
enfermidades que atingem as radicelas, as raizes, o colo do tronco, as folhas, os
ponteiros e até os frutos em porta-enxertos suscetiveis. Nas radicelas, raizes e colo,
causam tombamento e mela. Doze espécies de Phytophthora podem infectar citros:
P. nicotianae, P. citrophthora, P. palmivora, P. boehmeria, P. cactorum, P. capsici, P.
citricola, P. cinnamomi, P. drechsleri, P. hibernales, P. megasperma e P. syringae.
No Brasil, trabalhos relatam a ocorréncia de trés dentre as espécies relacionadas ao
complexo Phytophthora-citros: P. nicotianae, P. citrophthora e P. palmivora. A
gomose, entdo, é uma das doencas mais antigas e conhecidas que assolam as
culturas citricolas, e as espécies Phytophthora nicotianae Breda de Haan
(Phytophthora parasitica Dastur) e Phytophthora citrophthora (Smith & Smith) sédo as
principais causadoras desse mal agricola (Siviero et al., 2002a; Bergamin Filho et
al., 2005; Caixeta et al., 2013).

O reino Stramenopila ou Chromysta engloba organismos aquaticos marinhos
ou de agua doce, bem como terrestres, que podem ser saprofitos, parasitas
facultativos, biotréficos ou hemibiotroficos. Pertencente a esse reino e ao filo
Oomycota, P. parasitica € um oomiceto que compreende um grupo diversificado de
organismos (Alexopoulos et al., 1996). Classificados no antigo reino Fungi, esses
seres vivos divergem dos chamados fungos verdadeiros devido a uma série de
caracteristicas estruturais, bioguimicas, fisiolégicas e moleculares. Diferentemente

dos fungos, que possuem parede celular constituida basicamente por quitina, o
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género Phytophthora, assim como outros patogénicos, a exemplo de Pythium,
Perenospora e Plasmopora, apresentam paredes celulares compostas por 1-3 e
B1-6 glucanas, além de celulose (Hawksworth et al., 1995).

Os oomicetos estabelecem relagfes intimas com seus hospedeiros pela
formacdo de haustérios durante a infec¢do, que séo estruturas usadas para a
obtencdo de nutrientes da planta, redirecionando o metabolismo de defesa do
hospedeiro. Sendo assim, como mecanismo de defesa e para conter o crescimento
tanto longitudinal quando lateral da lesdo ocasionada por esse oomiceto, pode
ocorrer a formagcdo de um calo cicatricial pelos tecidos cambiais da planta,
localizados na periferia da area lesionada, de modo a limitar o progresso da doenca
(O’'Donnell et al., 2003). As espécies do género Phytophthora sao patdégenos
hemibiotréficos, isto é, iniciam a infeccdo como agentes biotroficos nas primeiras 36-
48 horas e colonizam o hospedeiro como necrotréficos, alternando o modo de
obtencdo de nutrientes com o intuito de garantir sua disseminacéo a partir de tecidos
vegetais necrosados, e apresentando distribuicdo sistémica na planta devido a
infeccdo se propagar para o cambio vascular do hospedeiro, 0 que provoca
distarbios de transporte de seiva para as raizes e radicelas, gerando podridées e
sintomas na parte aérea da planta (Glazebrook, 2005; Grenville-Briggs & West,
2005).

Whiteside et al. (2000) discorrem que a auséncia de medidas adequadas de
manejo dos pomares e as condicbes ambientais, como a alta temperatura e a alta
umidade relativa do ar, favorecem ao desenvolvimento da lesdo ocasionada por
Phytophthora nos troncos de citros. Entretanto, extremos de temperatura podem
limitar a doenca, ocasionando reducéo na infeccéo. Solos pesados e mal drenados,
métodos inadequados de irrigacdo, presenca de outros patdgenos como viroses e
bacterioses, vigor da planta, além de condi¢bes de baixa oxigenacdo presentes em
solos argilosos, também podem aumentar e influenciar na progressao da gomose,
contribuindo para o apodrecimento do sistema radicular das plantas no campo e em
viveiros, bem como dificultando a regeneracao de raizes e radicelas infectadas por
espécies de Phytophthora. De acordo Feichtenberger (1996), a temperatura ideal
para o crescimento do micélio de P. parasitica € entre 30-32°C, enquanto que para o
desenvolvimento da lesdo varia de 15°C a 25°C. J4 para P. citrophthora, a
temperatura ideal é de 24 a 28°C e para o desenvolvimento da leséo, varia de 10 a

20°C. Sendo assim, a diferenciacdo das espécies de Phytophthora relacionadas a
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gomose dos citros pode ser feita por uma curva de crescimento in vitro com
variacfes de temperatura, além de métodos morfolégicos e moleculares.

No Brasil, destaca-se o patdgeno P. parasitica, que ocasiona a gomose em
mais de 90% dos casos registrados em pomares e viveiros de citros, apresentando
uma vastiddo de sintomas, como o escurecimento e morte da casca e do lenho,
amarelecimento e queda das folhas, podendo ocasionar necroses foliares e de
ponteiros, podriddo parda dos frutos na poés-colheita, escurecimento e morte das
raizes nutridoras, reducdo das radicelas, baixo desenvolvimento, murcha e até a
morte da planta (Figura 1A) (Boava et al., 2003; Medina Filho et al., 2003). Para
Feichtenberger et al. (2005), os sintomas mais recorrentes da gomose
correspondem a exsudacédo da goma em lesdes do colo nos citros (Figura 1B) e o
tombamento da planta com fendilhamento longitudinal da casca (Figura 1C), sendo

mais evidentes em variedades suscetiveis a doenca.

Figura 1. Alguns sintomas da gomose dos citros. A. Morte de uma laranjeira. Fonte:
www.fundecitrus.com.br; B. Exsudacdo da goma em podridées do colo de laranjeiras. Fonte:
agrolink.com.br; C. Tombamento de uma laranjeira. Fonte: valedomundauagricola.blogspot.com.

Fungos, oomicetos e nematoides passam por diferentes formas reprodutivas
e estruturas de resisténcia em seus ciclos de vida que garantem a infec¢ao na planta
hospedeira, bem como a sobrevivéncia e perpetuacdo em condi¢bes adversas do
meio ambiente. Patégenos do género Phytophthora sobrevivem no solo, geralmente
possuem hifas ndo septadas e talo micelial bem desenvolvido, podendo produzir
esporos sexual e assexual, além das estruturas de resisténcia chamadas de
clamidésporos. Em periodos prolongados de chuva com alta umidade, espécies de
P. parasitica podem formar os oo0sporos, oriundos da fertilizacdo do oogbnio
(gametangio feminino) pelo anteridio (gametangio masculino), além dos
clamidésporos (Figura 2A). Tais formas atuam como via priméria de infec¢do e
germinam, formando os esporangios persistentes e do tipo papilados (Figura 2B),
estruturas produtoras dos zodsporos, que emergem dos esporangiéforos na

superficie do solo ou nos orgaos afetados da planta sob condi¢cdes ideais de
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temperatura e umidade. Os zodOsporos, esporos assexuados e biflagelados com
mobilidade, séo liberados em abundéancia pelos esporangios e em contato com o
hospedeiro, sofrem diferenciacdo e formam cistos que germinam, originando hifas
capazes de infectar raizes e caule, bem como por meio de respingos, galhos, folhas
e frutos da copa. Com a colonizacao dos tecidos e o aparecimento dos sintomas da
gomose, novos esporangios podem ser formados, ocorrendo entdo um novo ciclo da
doenca sob condi¢des favoraveis (Feichtenberger, 2001; Tyler, 2002; Laranjeira et
al., 2005).

A B
Figura 2. Clamid6sporo (A) e Esporangio papilado e persistente (B). Fonte: Santos & Luz (2007).

O isolamento de espécies do género Phytophthora em meio de cultura ndo
constitui um trabalho simples devido a ser propenso a contaminacdo por outros
patégenos. Duas técnicas sdo empregadas: o isolamento feito a partir de solo
infectado, bastante dificil, pois pode haver interferéncia de fungos e outros
oomicetos de crescimento mais acelerado presentes no solo, a exemplo das
espécies do género Pythium; bem como pelo proprio tecido infectado que apresenta
a doenca, metodologia mais comumente utilizada. No entanto, essas duas
abordagens possuem a mesma proposta no que diz respeito aos meios de cultura
seletivos usados posteriormente, que permitem o crescimento rapido apenas de
Phytophthora. A base nutritiva desses meios (exemplo: cenoura-agar) deve conter
substancias inibidoras para eliminar bactérias, fungos e oomicetos indesejados
(Boccas & Laville, 1976). Segundo Masago et al. (1977), um meio especifico para
Phytophthora capaz de inibir o crescimento de espécies como aquelas pertencentes
ao género Pythium pode ser obtido utilizando o fungicida Benomil e os antibiéticos

Rifampicina e Ampicilina.
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No que diz respeito ao isolamento a partir de tecido infectado, a pratica
consiste em retirar partes da lesdo provenientes de secfes de cascas e raizes
infectadas com o patdgeno ou partes de folhas infectadas com discos de micélio do
patdégeno crescendo em meio de cultura cenoura-agar pelo método da isca descrito
por Grimm & Alexander (1973). Com o auxilio de bisturi flambado, pequenas
porcdes correspondentes a margem da lesdo sdo tomadas e inoculadas diretamente
em frutos especificos para a espécie de Phytophthora, como por exemplo, um liméo
para a gomose dos citros, atuando como um filtro de espécies contaminantes. Os
frutos sdo entdo incubados em alta temperatura e umidade até que uma boa parte
de sua area esteja doente e seja possivel atingir as sementes. Posteriormente,
seccionam-se em pedacos as sementes contaminadas também com um bisturi
esterilizado, a fim de serem transferidas para placas de Petri contendo os meios de
cultura seletivos com cenoura-agar. Apdés um a seis dias, e com a mistura do meio
de cultura mais os pedacos das sementes de limao, incubada a uma temperatura
entre 20-25°C, verifica-se a formacdo do micélio patogénico (Zentmyer & Mitchell,
1986).

O teste imunoldgico de ELISA (Enzyme Linked Immunology Sorbent Assay),
baseado em um anticorpo especifico (mono ou policlonal) dirigido contra o antigeno,
ou o uso de sondas de DNA espécie-especifica que permita a quantificacdo do
oomiceto presente em raizes, podem ser realizados como diagnostico para detectar
a presenca de Phytophthora relacionada a gomose dos citros (Timmer et al., 1993;
Judelson & Messenger-Routh, 1996). Além disso, a aplicacdo de técnicas
moleculares para identificacdo em nivel de espécie vem sendo cada vez mais
empregada, pela comparacéo de regides ITS dentro da grande diversidade inerente
a Phytophthora, bem como por intermédio de sistemas baseados na combinacéo
dos testes de ELISA e PCR, melhorando a sensibilidade na deteccdo desses
patdégenos (Martin et al., 2000).

Em relacdo aos métodos de inoculacdo para avaliar Phytophthora associada
a gomose dos citros, varias técnicas tém sido descritas na literatura, a saber:
avaliacdo de plantulas in vitro, pela insercdo de agulha infestada com o micélio do
patégeno na regido do colo; inoculagdo usando a casca destacada, infectada com
um disco do meio de cultura contendo Phytophthora; método do disco, que consiste
na insercdo de discos de micélio oriundos de meios de cultura colonizados pelo

patogeno; método da insercao sob a casca, correspondente ao contato do patégeno
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com a planta sem causar o ferimento; método do palito, por meio da introducdo de
palitos de dente infestados com Phytophthora na haste de plantas citricas; método
da agulha, que pode ser realizado com uma agulha de metal ou com um espinho de
citros, previamente contaminados com estruturas do patégeno provenientes de
colénias de P. parasitica; e pela inje¢cdo de zoosporos, consistindo no uso de uma
suspensao de zoosporos de Phytophthora presentes no solo para a inoculagdo em
incisbes na parte basal das plantas. A avaliacdo da doenca pode ser efetuada pela
incidéncia, em que se faz a contagem das plantas com sintomas da gomose, e
também pela severidade, com a medicdo da area ou comprimento da lesdo no
tronco de plantas infectadas (Siviero et al., 2002c). Siviero et al. (2002a), testando
todos esses sete métodos citados anteriormente, constataram que os métodos mais
eficientes para se fazer a inoculacdo de P. parasitica correspondem a avaliagéo in
vitro em plantulas, no método do disco e na insercao sob a casca em plantas jovens.
Paralelamente, também demonstraram que a medida da area total da leséo
ocasionada pelo oomiceto, bem como o seu comprimento, constituem em variaveis

ideais para avaliacdo da doenca em plantulas, plantas jovens e no campo.

2.5. Controle da gomose dos citros

Diversas medidas de controle podem ser empregadas tendo como foco a
prevencdo de Phytophthora associada a gomose dos citros no campo, a saber:
selecdo de areas para plantio, com solos bem drenados e sem plantio fundo; rotacéo
de culturas, pela limpeza da area e queima dos restos do cultivo anterior; praticas de
conservacgao do solo, com a construcao de terracos, o plantio em nivel e também de
culturas intercalares; adubac&o organica e mineral em quantidade adequada, sem
causar injuria na planta; utilizacdo de mudas sadias, com boas caracteristicas
genéticas, culturais e fitossanitarias; cuidados durante o plantio, sem o enterro
profundo das mudas para evitar o enrolamento das raizes; quebra-ventos, que
reduzem a disseminacdo de propagulos desses patdgenos; prevencdo contra
ferimentos, que destroem a protecdo mecanica das plantas contra esses patdgenos;
manejo do mato, com herbicidas que permitem a formagdo de cobertura morta no
solo; controle quimico, que deve ser visto como uma medida complementar, ja que
pode trazer sérios impactos no proprio cultivo e também aos organismos benéficos
ao redor; controle fisico via fumigacdo ou a vapor, além de tratamento térmico das

lesBes, inativando o patdgeno, bem como a remocdo fisica de partes da casca
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infectada com posterior aplicacdo de fungicidas; controle biolégico, com o0 uso de
inimigos naturais desses patdgenos, pragas, micorrizas e microrganismos fixadores
de nitrogénio; controle genético, que constitui na forma mais eficiente de combate a
gomose por ser menos custoso e reduzir o impacto do uso de compostos quimicos
no ambiente, sendo caracterizada pela selecdo de combinagbes de copas e porta-
enxertos de citros tolerantes e/ou resistentes ao patdégeno; entre outras medidas
fitossanitarias (Feichtenberger, 2001). Entretanto, a adocdo de medidas de manejo
integrada, que empregam 0 usoO conjunto ou sequencial de todas essas praticas
citadas anteriormente de controle genético, quimico, fisico, biolégico e cultural,
constitui na melhor estratégia de combate a gomose dos citros (Feichtenberger,
2003).

2.6. Mecanismos de defesa dos citros a gomose

2.6.1. Imunidade vegetal

As plantas, desde o surgimento das angiospermas, e mais intensamente com
o advento da agricultura, necessitam conviver com as diversas formas de
organismos patogénicos (bactérias, virus, fungos, oomicetos, entre outros) por meio
de uma luta constante pela sobrevivéncia, em que ha uma reacdo em cadeia por
parte das células vegetais, tentando desenvolver varios mecanismos estruturais,
bioguimicos e/ou genéticos de defesa como resposta a infeccdo do oomiceto P.
parasitica em citros, por exemplo, 0 que constitui um processo coevolutivo (Matiello
et al.,, 1997). Existe toda uma complexidade funcional, espacial e temporal na
interacdo patdgeno-hospedeiro, desde o momento inicial em que a planta reconhece
0 patdégeno pelos seus sinais exdgenos, 0 que continua com a transducdo desses
sinais, até resultar na reprogramac¢do do metabolismo celular vegetal, tudo isso
possivel por intermédio de altera¢des na atividade génica (Stangarlin et al., 2010).

Os mecanismos de defesa nas plantas frente aos patégenos envolvem uma
série de compostos quimicos como 0s aminoacidos precursores de proteinas e que
fazem parte do metabolismo primario, a exemplo do triptofano, fenilalanina e tirosina,
além dos chamados metabdlitos secundarios, constituidos pelos compostos
fendlicos, alcaloides e glicosideos cianogénicos. A sintese de proteinas é ferramenta
indispensavel para a sobrevivéncia e o crescimento das plantas, pois promove o
surgimento de enzimas relacionadas a biossintese e degradacdo de moléculas,

fotossintese, regulacdo e formacdo de barreiras estruturais. JA os compostos
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provenientes do metabolismo secundario, embora direcionados também a uma série
de processos fisiolégicos, apresentam como principal funcdo a defesa contra
invasdes microbianas. Assim, pode-se afirmar que os metabolitos tanto primarios
guanto secundarios competem diretamente ao exercicio de defesa na planta a
fatores bibticos e juntos desencadeiam um conjunto de respostas ativas ap0s a
infeccdo, que contribuem para o desenvolvimento de uma barreira inicial a
propagacao dos patdgenos e, portanto, podem exercer uma pressao seletiva sobre
esses microrganismos. Tais respostas ativas constituem processos rapidos, como a
deposicdo de glicoproteinas, calose e outros compostos fendlicos, necessaria ao
fortalecimento da parede celular; e tardios, como a indugdo de [B-glucanases e
quitinases (enzimas hidroliticas), e inibidores de proteinases (Nurnberger et al.,
2004; Vivanco et al., 2005).

Por apresentarem um complexo e eficiente sistema imune, igualmente aos
animais, as plantas exibem estratégias de defesa que podem ser classificadas em
dois tipos: as defesas pré-formadas e as induzidas. Vale ressaltar que os dois
mecanismos promovem processos fisiologicos continuos e muitas vezes a distingéo
exata torna-se irrelevante (Agrios, 1988).

As defesas pré-formadas estdo relacionadas a estruturas celulares e teciduais
pré-existentes (parede celular, estdbmatos e tricomas) e formadas ativamente apoés a
infecgéo (agregacéo citoplasmatica, halos, papilas, lignificagéo, tiloses, camadas de
abscisdo e de cortica), que atuam como barreiras contra 0S microrganismos
externos, juntamente com os compostos quimicos formadores dessas estruturas
(pectina, calose, lignina, quitina, celulose, derivados fendlicos, entre outros), os
guais devem se encontrar numa concentracao suficiente para conter o crescimento e
colonizagcdo do organismo invasor. J4 as defesas induzidas correspondem aos
mecanismos poés-invasivos que ocorrem devido aos agressores superarem a defesa
pré-invasiva, representados pelas respostas ativas da planta por meio do
reconhecimento do patdgeno. Compreendem dois tipos: a defesa basal, que
consiste basicamente no reconhecimento por parte das membranas celulares de
moléculas estruturais altamente conservadas e associadas principalmente aos
agentes bidticos; e a defesa baseada na interacdo gene-a-gene, que é mediada
pelos genes de resisténcia (genes R) dentro das células para o reconhecimento dos
chamados fatores de aviruléncia ou efetores expressos direta ou indiretamente pelos

genes de aviruléncia (genes Avr). De forma geral, ap0s o0 processo de
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reconhecimento do patdgeno quer seja pela defesa basal ou pela ativagéo de genes
especificos, ha formacao de barreiras bioquimicas, fisicas e/ou estruturais no sitio
local da infeccéo, sistemicamente em tecidos nédo infectados ou ambas as situacdes
(Jones & Dangle, 2006; Menezes, 2009).

No que diz respeito a defesa basal, as plantas tendem a desenvolver uma
primeira linha de defesa que seja ativa e dependente do reconhecimento genético do
patdgeno, em que as ceélulas vegetais passam a reconhecer padrées moleculares
associados aos patdégenos/microrganismos (PAMPs ou MAMPSs), definidos por
moléculas com elementos invariantes fundamentais para adaptabilidade dos
diferentes patdgenos. Esses elicitores podem ser partes extracelulares dos
invasores, como fragmentos de quitina, flagelinas, lipopolissacarideos e
peptideoglicanos, ou proteinas intracelulares, tais como proteina de choque frio
(CSP) e fatores de elongacao (EF-Tu). Os PAMPsS/MAMPs séo percebidos pelos
receptores moleculares chamados de PRRs (receptores de reconhecimento padréo),
proteinas transmembrana na célula vegetal semelhantes a receptores quinases
(RLKs), contendo uma tipica cadeia LRR (repeticdes ricas em leucina) em seu
dominio extracelular (Schwessinger & Zipfel, 2008; Henry et al., 2012). Por
intermédio da interagdo PAMP-PRR, ocorre o desenvolvimento da PTI (imunidade
desencadeada por PAMP), primeira linha de defesa que envolve uma cascata de
eventos de sinalizacdo dos efetores por proteinas quinases, 0 que ir4 determinar o
potencial avirulento do patégeno. Dessa forma, o organismo invasor pode ou nao
suprimir a PTI pela acdo desses fatores de aviruléncia, e caso seja bem-sucedido,
faz com que a planta seja suscetivel, fenbmeno denominado de ETS (suscetibilidade
desencadeada por efetor) (Chisholm et al., 2006).

Trabalhos relacionados ao reconhecimento de oomicetos e fungos
filamentosos em Arabidopsis e tabaco identificaram um elicitor chamado lecitina, que
€ encontrado normalmente ligado a celulose da parede celular desses
microrganismos e utilizado provavelmente para estimular a adesao celular durante a
infeccdo, como responsavel por desencadear o turbilhdo de respostas de defesa.
Além disso, outros PAMPs derivados da parede celular de fungos e oomicetos,
também podem induzir defesa na planta, a exemplo das B-glucanas, quitina e
ergosterol (Cavalcante et al., 2013).

Os porta-enxertos P. trifoliata e Citrumelo Swingle possuem a capacidade de

regenerar raizes na presenca de P. nicotianae a partir da ponta das préprias raizes
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infectadas. N&o se sabe ainda quais os fatores de resisténcia que limitam a infecgéo
para a ponta das raizes, mas acredita-se que possa haver alguma relacdo com as
chamadas fitoalexinas encontradas nos tecidos lenhosos de citros infectados com
Phytophthora (Graham & Timmer, 2003). Tais compostos antimicrobianos de baixo
peso molecular atuam como antibiéticos naturais e séo restritos ao local de infeccéo
do patégeno, chegando a compreender cerca de 300 diferentes tipos de metabdlitos
secundarios (Vivanco et al., 2005; Menezes, 2009).

A base genética da imunidade em plantas, conhecida como modelo “Gene-
for-Gene” e originalmente descrita por Flor (1971), descreve uma resposta integrada
de defesa contra a infeccdo do patdgeno por intermédio de interacBes especificas
entre 0s genes de resisténcia R encontrados nos vegetais e 0s genes de aviruléncia
Avr nos parasitas condicionadores da patogenicidade. Sendo assim, o locus Avr
codifica uma proteina efetora (fator de aviruléncia ou efetor) que pode ser
reconhecida por uma proteina R citoplasmatica expressa pelo locus R
correspondente na planta. O que ira determinar a resisténcia da planta ao patdégeno
€ justamente se ocorre essa interacdo incompativel gene R-Avr pela ativacéo rapida
dos mecanismos de defesa, os quais promovem a sobrevivéncia da planta. Essa
resposta imune secundaria, acelerada e amplificada compreende uma segunda linha
de defesa, e é denominada de ETI (imunidade induzida por efetor). Caso o patégeno
seja virulento e ndo possua 0 gene Avr, ndo ocorrera o reconhecimento pelo
hospedeiro com ou sem gene R cognato, ocasionando a interacdo compativel pela
ativacao lenta dos mecanismos de defesa e o desenvolvimento da doenga na planta
(suscetibilidade). Além disso, se o patégeno for avirulento e o hospedeiro nao
possuir gene R, ocorrera a doenca e a planta sera suscetivel, caracterizando
também uma interacdo compativel (Bespalhok et al., 2007; Silva et al., 2008;
Menezes, 2009).

A PTI e a ETI constituem processos fisiolégicos continuos, apresentando
respostas ativas de defesa que podem complementar uma em relagcdo a outra no
combate ao fitopatdgenos. A PTI normalmente resulta em uma exploséo oxidativa de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e na expressao de genes de defesa envolvidos
com a biossintese de peptideos e compostos antimicrobianos, como as fitoalexinas.
Acontece que muitas vezes, a PTI é superada pela acéo dos efetores, o que faz com
gue a planta ative a ETI e desencadeie, além da producdo também de ROS, a

chamada resposta de hipersensibilidade (HR), caracterizada por uma rapida e
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programada morte celular no local da infeccdo. Sabe-se que a principal
consequéncia da HR é a restricdo de nutrientes e agua ao organismo patogénico,
limitando assim o campo de acdo do microrganismo (Thomma et al.,, 2011;
Cavalcante et al., 2013; Dalio et al., 2014).

Nas interagfes planta-patdgeno que sao incompativeis, 0S processos
resultantes da imunidade gene-a-gene no hospedeiro restringem os danos causados
pelo invasor, por meio de um sistema coordenado de sinais que implicam na
ativacao de fatores de transcricdo, como por exemplo, 0S expressos por genes da
familia WRKY, e de um grupo de proteinas de resisténcia denominadas de PRs
(pathogenesis-related proteins), tais como quitinases (codificadas pelo gene PR3) e
glucanases (codificadas pelo gene PR2), enzimas que degradam parede celular. Ao
contrario dos efetores, que sdo altamente diversos em estrutura e funcdo molecular,
as proteinas PR compreendem moléculas conservadas, cuja estrutura basica possui
uma regido com dominio central de ligacdo a nucleotideos NBS (nucleotide binding
site), outra com dominio do tipo repeticdes ricas em leucina LRR (leucin rich
repeats), bem como um terceiro dominio variavel associado a extremidade N-
terminal, sendo comuns as do tipo TIR (toll and human interleukin receptor) e CC
(coiled-coil) (Meyers et al., 2003; Dalio et al., 2014). Em um trabalho de expressao
génica que buscou avaliar a resposta de genotipos suscetiveis (Citrus sunki) e
resistentes (Poncirus trifoliata) a infeccdo causada por Phytophthora parasitica,
genes PR, tais como PR2 e PR3, foram mais up-regulated no Poncirus trifoliata do
gue na tangerina Sunki, o que pode evidenciar o envolvimento desses transcritos
nos mecanismos de resisténcia a doenca gomose dos citros (Boava et al., 2011a).

O estudo da interacdo patdégeno-hospedeiro se configura como um sistema
complexo, fruto das forgcas evolutivas no processo de co-evolucdo entre plantas e
microrganismos (Figura 3). Essa interacdo abrange diferentes fases numa dinamica
continua, cujas principais sao: reconhecimento genético planta-patégeno; processo
de transducdo de sinal; ativacdo de genes; e ativagcdo dos mecanismos de
resisténcia local e/ou sistémica. Tais fases podem ser desencadeadas tanto pela
PTI, a qual caso seja suprimida pela secrecao de efetores, gera a ETS; quanto pela
ETI. Por outro lado, os patdgenos podem sofrer mutacdes em genes Avr e escapar
da ETI, resultando no restabelecimento da ETS. Para da continuidade a essa

rivalidade inerente ao invasor e hospedeiro, novos genes R podem surgir por meio
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de mutac¢des nas plantas, e isso restabelecer a ETI (Cordeiro & S&, 1999; Dalio et

al., 2014).
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Figura 3. Esquema ilustrativo da co-evolucdo planta-patégeno. Fonte: Dalio, 2013.

Uma grande variedade de porta-enxertos utilizados na citricultura € suscetivel
a Phytophthora causador da doenca gomose dos citros, inclusive o limao-cravo, que
tem sido durante anos o mais usado nos pomares do Estado de S&o Paulo. A
selecdo e melhoramento de plantas, juntamente com o emprego das técnicas
modernas de biotecnologia vegetal (Marcadores Moleculares, PCR, RT-gPCR
clonagem de genes, entre outras), para buscar resisténcia as espécies de
Phytophthora em citros s&o considerados a abordagem mais eficiente para controlar
a doenca, uma vez que existem diferentes graus de resisténcia dentro do género
Citrus. Neste contexto, Poncirus trifoliata € um gendtipo importante devido suas
vantajosas caracteristicas agrondmicas, incluindo a resisténcia a Phytophthora,
Tristeza dos Citros (CTV) e nematoide dos citros Tylenchulus semipenetrans. Para
gue haja o controle da doenca, apesar das varias medidas preventivas, como 0 uso
de defensivos quimicos e aeracdo do solo, o emprego de genoétipos de citros
tolerantes e/ou resistentes torna-se a forma ideal de controle e estudo do patégeno.
Como perspectiva inovadora, o isolamento de novos genes relacionados com a
defesa e a transformacdo genética dos citros com esses genes de resisténcia
consistem em duas estratégias combinadas para a obtencdo de plantas resistentes

a patégenos (Cordeiro & S4, 1999; Talon & Gmitter, 2008).

2.6.2. Resisténcia sistémica e fitormbnios sinalizadores da resposta

imune
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Com a ativacdo da resposta de hipersensibilidade (HR) no local de infecgao
pelo patdgeno, outras formas de resisténcia da planta podem ser desenvolvidas
sistematicamente, ou seja, em regides mais distantes da area infectada, por meio da
transducao de sinais. Esse fendmeno de resisténcia em larga escala compreende a
resisténcia sistémica, dividida em dois tipos, com base na forma que os diferentes
mecanismos bioquimicos os induzem, embora no fendétipo final sejam bastante
semelhantes, pois resultam numa inducdo de resisténcia. Sao eles: SAR
(Resisténcia Sistémica Adquirida) e ISR (Resisténcia Sistémica Induzida) (Silva et
al., 2008).

A SAR é mais comumente induzida por ETI logo apds a HR, mas também
pode ser ativada por PTI. Seus principais mecanismos de defesa envolvem a
lignificacdo da parede celular, a producdo de fitoalexinas, além da producdo e
acumulo de proteinas PR envolvidas com a patogénese, como por exemplo, as f3-
1,3-glucanases e quitinases. Patdgenos ou ativadores quimicos geralmente induzem
a SAR, cujos efeitos podem provocar alteracbes visuais (cloroses e necroses) na
planta. Aléem disso, o amplo espectro de seus compostos contra uma vastidao de
microrganismos comumente desencadeia um sistema imune integrado e de
resisténcia duradoura (por um longo periodo e atuagéo), que pode ser transmissivel
as proximas geracdes por reproducdo sexuada ou assexuada (via enxertia) e
dependente de condicbes ambientais (luz, temperatura, entre outros). Tem sido
descrita em varias espécies de planta (tabaco, Arabidopsis, pepino, entre outras
culturas) (Silva et al., 2008; Carvalho, 2012; Spoel & Dong, 2012).

No caso da ISR, as proteinas PR ndo sdo produzidas e a planta ndo exibe
alteracOes visuais, sendo que geralmente o agente bidtico € um microrganismo nao
patogénico. Um classico exemplo dessa forma de resisténcia foi demonstrado em
vegetais tendo associacdo com fungos micorrizicos e rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas PGPR (plant growth promoting rhizobacteria). Esses
organismos comumente sdo encontrados no solo, e quando foram colocados em
contato com as raizes de Arabidopsis, induziram resisténcia sistémica nas folhas e
caules (Pieterse et al., 1998; Silva et al., 2008; Van Wees et al., 2008).

Independente da SAR induzida por patégenos ou da ISR induzida por
PGPRs, ambos os tipos de resisténcia sistémica sao eficientes no combate a uma
gama de patégenos que atacam plantas, e ja foi demonstrada tanto uma

sobreposicdo quanto uma comunicacdo cruzada no sentido de divergéncia entre
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suas diferentes rotas bioquimicas (Pieterse et al., 2005; Silva et al., 2008; Carvalho,
2012). Por exemplo, a acéo aditiva e independente da SAR e ISR pode conferir um
nivel de protecdo mais efetivo contra os diversos fitopatbgenos, como o que
aconteceu em gendétipos de Arabidopsis inoculados com a bactéria Pseudomonas
syringae pv. Tomato para indugdo da SAR e tratados com rizobactérias indutoras da
ISR (Van Wees et al., 2000). Em contrapartida, ha trabalhos que relatam sobre as
diferencas na efetividade da SAR e ISR em Arabidopsis com outros patégenos, sem
gue haja esse efeito aditivo e sim nenhuma eficiéncia da SAR sobre a ISR ou vice-
versa. Plantas de Arabidopsis infectadas com o fungo Alternaria brassicicola
demonstraram um aumento na resisténcia pela acdo Unica da ISR, enquanto tal
resisténcia induzida ndo possui efeito nenhum para esses vegetais quando
infectados pelo Turnip crinkle virus (TCV), o qual € inibido apenas pela expressao de
mecanismos da SAR (Ton et al.,, 2002). Esses dois tipos de resisténcia induzida,
quando combinados, podem contribuir para a melhoria do controle de doencas em
plantas (Carvalho, 2012).

ApoOs o processo de reconhecimento do patdgeno pela planta, para que haja
a ativacdo de respostas de defesa é necessario haver antes eventos bioquimicos de
reprogramacéao das células vegetais que correspondem a transducéo de sinais. Essa
sinalizacdo envolve inicialmente um influxo de ions (tais como H* e célcio) e também
0 acumulo citoplasmatico de intermediarios reativos de oxigénio, conhecidos como
ROS, que incluem o peroxido de hidrogénio (H.O;) e radicais livres OH". Sabe-se,
por exemplo, que o H,O, se difunde rapidamente pela membrana celular devido ser
uma molécula estavel e livre de carga, o que favorece a rapida inducdo de
mecanismos de defesa vegetal (Resende et al., 2003; Barros et al., 2010).

Posteriormente, a transducédo de sinais progride pelo estimulo a biossintese
de fitormdnios, que sdo importantes fatores das vias de sinalizacdo em resposta a
doenca e promovem a ativacdo de genes de defesa. Tais hormoénios sé&o
reguladores em varias atividades vitais da planta (desenvolvimento e crescimento), e
também sdo conhecidos por executarem inducdo de resposta sistémica a fatores
bidticos e abidticos. Assim, 0s principais hormdnios vegetais envolvidos na
sinalizacdo de defesa contra os diferentes tipos de patdgenos sdo 0s pertencentes
as vias do acido salicilico (SA), acido jasmoénico (JA) e etileno (ET) (Figura 4)
(Cordeiro & S4&, 1999; Koornneef & Pieterse, 2008). Dependendo do tipo de invasor,

as plantas sdo capazes de ativar vias especificas de sinalizagcdo e
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consequentemente, induzir diferentes mecanismos de defesa. Agentes biotroficos e
hemibiotréficos, que causam danos menos drasticos as células, geralmente ativam a
via do acido salicilico. Por outro lado, agentes necrotroficos, que geram danos mais
expressivos nas células, ativam as vias do acido jasmonico e etileno (Diaz-Puentes,
2012). Pieterse et al. (2005) discorre sobre a interconexao existente entre essas trés
vias que confere a planta uma resposta de defesa mais direcionada frente aos
diversos agressores, de modo que no geral ocorre uma sinergia entre as vias de JA
e ET, enquanto h4 uma repressdo mutua entre essas duas vias e a do SA. Dessa
forma, a natureza antagonistica entre SA e JA ja foi reportada em plantas que
diminuiram sua resisténcia a patdégenos necrotroficos quando tratadas com SA.
Entretanto, também ja ficou constatado que alguns genes podem ser induzidos de

modo sinergistico pelos dois acidos (Ballare, 2011).
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Figura 4. Representacdo esquematica das principais vias de sinalizacdo em resposta a infeccao por
patégenos nas plantas. (a) acido salicilico (SA); (b) acido jasmonico (JA) e (c) etileno (ET). Fonte:
Pieterse et al., 2009.

2.6.2.1. Acido salicilico (SA)

O SA faz parte de uma ampla familia de metabdlitos secundarios produzidos
pelas plantas, sendo um composto fendlico regulador de diversas fun¢des vitais, que
incluem o florescimento, a termogénese e a resisténcia contra doencas provocadas
por patdgenos biotréficos e hemibiotréficos. O papel do SA na sinalizacdo de defesa
a fitopatdégenos foi inicialmente proposto por meio de sua injecdo juntamente com

acido acetilsalicilico (aspirina) em folhas de tabaco, conferindo acumulo de proteinas
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PR e maior resisténcia ao Tobacco mosaic virus (TMV) pela reducdo de 90% no
namero de lesdes. Sabe-se que a producdo de SA esta envolvida nos mecanismos
de resisténcia que induzem a SAR. Portanto, 0 aumento nos niveis desse horménio
a nivel local e sistémico constitui etapa critica para a expressao de genes de defesa
ligados a SAR e codificadores de proteinas PR (Vlot et al., 2009).

A biossintese de SA em plantas pode ser realizada a partir de duas vias
distintas, ambas dependentes da molécula precursora corismato. Em uma das vias,
sob a acdo enzimatica da proteina PAL (phenylalanine ammonia lyase), a
fenilalanina, composto derivado do corismato, € convertida em acido cinamico. Em
Arabidopsis, dois genes PAL (PAL1 e PAL2), sdo estruturalmente similares,
apresentando regides altamente conservadas. O &acido cinamico pode ser
hidroxilado para acido coumarico, o qual posteriormente € oxidado ao SA; ou forma
o acido benzoico que pela reacdo catalisada pela enzima acido benzoico 2-
hidroxilase, converte-se em SA. Por outro lado, na outra via o corismato € convertido
em isocorismato por meio da enzima ICS (isochorismate synthase) localizada no
cloroplasto. O isocorismato, por fim, produz SA num processo enzimatico que
envolve a enzima IPL (isochorismate pyruvate lyase) (Fernandes et al., 2009; Vlot et
al., 2009). Sabe-se que Arabidopsis codifica duas enzimas ICS (ICS1 e ICS2) e essa
segunda via apresenta provavelmente um papel maior no SA acumulado em
respostas induzidas por patdgenos, tendo em vista que 90% da producdo de SA foi
comprometido em experimentos com mutantes de Arabidopsis que carecem do gene
funcional ICS1 (Garcion et al., 2008). Posteriormente, a maior parte do SA produzido
na planta é convertida em SAG (SA O-B-glucoside) pela enzima SAGT (SA
glucosyltransferase). Outra forma da SAGT menos abundante pode também
converter SA em SGE (salicyloyl glucose ester). Além disso, foi constatado em
células de tabaco que MeSA (methyl salicylate) e sua molécula derivada MeSAG
(methyl salicylate O-B-glucoside) podem ser originados a partir do SA, por uma
reacdo catalisada pela enzima SAMT (SA methyltransferase). Tais produtos
conjugados do SA, como por exemplo, 0 MeSA, podem simular sua acao de sinal
sistemicamente, quando a planta possui inabilidade em acumula-lo no sitio local de
infeccdo. Entretanto, o SA é requerido novamente pelos tecidos mais distantes para
atuar na SAR, sendo o MeSA desconvertido em SA pela enzima SABP2 (SA binding
protein 2) (Dean et al., 2005; Park et al., 2007; Vlot et al., 2009).
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Uma rede complexa de regulacdo genética mediada pelo SA foi descoberta
(Figura 5), que envolve uma via upstream de SA promotora de seu acumulo e outra
via downstream de SA, cuja acdo promove a expressdo de genes associados a
SAR, como aqueles relacionados as proteinas PR. Uma variedade de estudos com
mutantes de Arabidopsis tem demonstrado que as proteinas sinalizadoras EDS1,
NDR1 e PAD4 (enhanced disease susceptibility 1, nonspecific disease resistance 1 e
phytoalexin deficient 4, respectivamente) atuam na via upstream de SA, mais
precisamente na reacdo catalisada pela proteina cloroplastica ICS1, estimulando
sua biossintese por ETI iniciada a partir de PRRs. Logo apés, a proteina EDS5
(enhanced disease susceptibility 5) regula o acamulo de SA, fazendo com que seja
transportado ao citoplasma pela membrana dos cloroplastos. O SA, entdo, medeia
uma mudanca no potencial de oxirreducdo da célula, o que desencadeia a reducao
da proteina oligomérica NPR1 (non-expressor of PR genes 1) a sua forma
monomeérica ativa. Os monémeros de NPR1, posteriormente, migram para o ndcleo,
de modo a atuar junto com fatores de transcricdo, sendo 0s mais comuns aqueles
relacionados a familia de genes TGA e WRKY. Essa interacéo resulta na inducdo de
genes PR de defesa, a exemplo da familia de genes PR2 (pathogenesis-related
protein 2), que codificam uma proteina com propriedades anti-oomicetos, a B-1,3-
glucanase. Portanto, o principal regulador da via downstream de SA constitui a
proteina NPR1 (Glazebrook, 2001; Viot et al., 2009; Dempsey et al., 2011; Diaz-
Puentes, 2012).
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Figura 5. Representacao esquematica de um modelo da via de sinalizagdo do &cido salicilico (SA)
numa célula vegetal (Kumar, 2014).
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Genes paralogos ao NPR1, tal como NPR3 e NPR4, codificam proteinas
receptoras que se ligam ao SA em diferentes condi¢des. Sob baixa concentracédo do
SA, NPR1 néo esta disponivel para induzir genes de defesa, pois se encontra ligado
a NPR4 para sua degradacdo no proteassomo 26S dependente de ATP. Com o
aumento da concentracdo do SA ap6s uma infeccdo, esse horménio se liga a NPR4,
0 que interrompe a interacdo NPR1-NPR4. Dessa forma, NPR1 livre pode
desempenhar seu papel na ativacdo de genes de defesa, a partir de sua ligacdo com
a proteina NPR3, vinculo desencadeado pelos niveis altos do SA (Fu et al., 2012;
Moreau et al., 2012).

Os fatores de transcricdo da familia WRKY fazem parte de uma série de
redes sinalizadoras que modulam muitos processos vitais a planta, como a
resisténcia a diversos tipos de patégenos. Varios membros dessa superfamilia
regulam a via de sinalizacdo downstream do SA. WRKY70, por exemplo, é requerido
para a resisténcia mediada por SA em varias interacbes patdbgeno-hospedeira,
atuando como um regulador positivo dessa via pela ativacdo de genes responsivos
ao SA, como aqueles relacionados a expressédo de proteinas PR (a exemplo do
PR2); e um regulador negativo da via do JA, reprimindo genes responsivos ao
jasmonato (Li et al., 2004; Vlot et al., 2009). J& em relagdo ao WRKY46, estudos de
expressao génica com Pseudomonas spp. em mutantes de Arabidopsis comprovam
gue esse fator de transcricdo, juntamente com outros dois membros da familia
WRKY (WRKY70 e WRKY53), atuam como reguladores positivos da via de
sinalizagdo mediada por SA (Hu et al., 2012). Em contrapartida, outros trabalhos
afirmam que alguns fatores de transcricdo da familia WRKY, tais como WRKY38 e
WRKY62, reprimem a defesa mediada por SA, com a superexpressdo de seus
genes em transgénicos de Arabidopsis reduzindo a resisténcia a Pseudomonas spp.
e a expressao de genes PR. Essa represséo desencadeada por WRKY62, cuja agcéo
€ dependente de SA e NPR1 na planta infectada, ocorre devido sua interagdo com
um regulador negativo da via downstream do SA, chamado HDA19 (histone
deacetylase 19). HDA19 pode, entdo, regular positivamente uma reposta tipica da
PTI pela repressdo do WRKY62, o qual passa a reprimir indiretamente a via de
sinalizacdo do SA (Kim et al., 2008; Vlot et al., 2009).

Estudos em transgénicos de Arabidopsis e tabaco inoculadas com o virus
TMV e Dbactérias Pseudomonas spp., respectivamente, revelam que a

superexpressado de enzimas envolvidas na biossintese de SA, a exemplo do PAL,
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confere niveis elevados do SA e consequentemente, a expressdo de genes PR,
garantindo maior resisténcia. Em contrapartida, a superexpressdo de enzimas
relacionadas ao metabolismo do SA, tais como AtSGT1 (SA glucosyltransferase 1)
ou OsBSMT1 (SA/benzoic acid methyltransferase 1) levou a reducao dos niveis do
SA, reduzindo a expressdo de genes PR e um aumento da suscetibilidade aos
patdgenos (Koo et al., 2007; Song et al., 2008; Vlot et al., 2009). Por outro lado,
outros trabalhos dizem que SGT1 regula positivamente o processo de morte celular
desencadeado por HR durante a interacdo planta-patbgeno. Em Arabidopsis,
existem dois tipos de proteinas SGT1 (AtSGTla e AtSGT1b), que sé&o
estruturalmente similares (Azevedo et al., 2006; Wang et al., 2010). E mais: sabe-se
gue BSMT1 atua na conversdo do SA em um de seus produtos conjugados, O
metilsalicilato MeSA. Alguns estudos comprovam que o aumento da producédo do
MeSA, produzido pela superexpressdo do gene OsBSMT1, pode funcionar como um
sinal de defesa, induzindo a expressédo de genes de defesa responsivos ao JA em
plantas de tabaco infectadas com o virus TMV, evidenciando entdo a acao
antagonistica entre SA e JA como uma estratégia de defesa (Koo et al., 2007; Shah
& Zeier, 2013).

A ativacdo de proteinas MAP quinases (MAPK) constitui em um dos primeiros
eventos de sinalizacdo apd6s a planta reconhecer moléculas amplamente
conservadas, os PAMPs/MAMPs, que atuam como elicitores. MAPKs estédo
envolvidas na transducdo de sinais para o desenvolvimento de inimeras respostas
de defesa, incluindo a biossintese e sinalizagdo de fitormbnios relacionados a
resisténcia da planta, a ativacdo de genes de defesa, bem como a geracdo de HR.
Ja as MKPs (MAP kinase phosphatases), membros de uma superfamilia de
proteinas fosfatases, sdo conhecidas por serem importantes reguladores da
sinalizacdo desencadeada por MAPKs (Koornneef & Pieterse, 2008). Estudos com
mutantes de Arabidopsis mostraram que uma fosfatase MKP1 (MAP kinase
phosphatase 1) atua como regulador negativo de respostas PAMPs e também de
respostas mediadas pelo SA, suprimindo-as pela interagdo com uma proteina
MAPK, a MPK6 (MAP kinase 6) (Anderson et al.,, 2011; Meng & Zhang, 2013).
Entretanto, outro trabalho indica que mutantes de Arabidopsis infectados com
Pseudomonas spp. para o gene MKP1, apresentam uma resposta de defesa
dependente de uma proteina do tipo TIR-NBS-LRR, que atua como receptor de

genes de resisténcia, a SNC1 (suppressor of NPR1, constitutive 1). Dessa forma,
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SNC1 age como um modificador natural da funcdo de MKP1, o que resulta na
modulacdo da biossintese do SA para a geracdo de uma resposta autoimune
(Bartels et al., 2009).

2.6.2.2. Acido jasm6nico (JA), etileno (ET) e acido abscisico (ABA)

O JA se encontra bastante abundante nas plantas, regulando uma série de
processos fisiolégicos relacionados ao crescimento e desenvolvimento vegetal
(germinacdo de sementes, alongamento de raizes, abertura de estbmatos,
senescéncia foliar, maturacdo de frutos, entre outros), bem como a defesa contra
fitopatdogenos. Assim como o JA, o ET também atua nas respostas de resisténcia a
doencas, sendo um hormdnio vegetal volatil que regula multiplas funcdes bioldgicas,
a exemplo do crescimento de mudas, senescéncia e abscisao foliar, maturacdo de
frutos etc. Muitos estudos mostram que a via de sinalizagdo hormonal do ET atua
junto com a do JA na inducdo de genes de defesa (Figura 6). Além disso, a
producao do JA e ET esta envolvida nos mecanismos de defesa que induzem a ISR,
resisténcia sistémica normalmente associada a patégenos necrotroéficos; ao contrario
do SA, que predominantemente desencadeia respostas imunes indutoras da SAR
contra patdgenos biotréficos e hemibiotroficos (Silva et al., 2008; Pieterse et al.,
2009; Dodds & Rathjen, 2010).
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Figura 6. Representacdo esqueméatica de um modelo da via de sinalizacdo comum entre o &cido
jasménico (JA) e o etileno (ET) (Coerini, 2014).
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A producéo do JA em plantas tem sido bastante investigada pelos avangos
obtidos em Arabidopsis e plantas monocotiledéneas. Sua biossintese tem inicio por
meio do &cido linolénico, molécula precursora liberada a partir dos lipidios de
membrana numa reacdo enzimatica mediada por PLDs (phospholipases). O acido
linolénico, entdo, é convertido em HPODESs (hydroperoxy octadecadienoic acids) por
enzimas LOXs (lipoxygenases). HPODEs sdo 0s substratos para 0S passos
seguintes, que envolvem a conversao para 12-OPDA (12-oxo-phytodienoic acid) nos
cloroplastos por meio da acao dos catalisadores AOS (allene oxide synthase) e AOC
(allene oxide cyclase). O 12-OPDA migra para 0s peroxissomos, em que é reduzido
pela primeira vez pela enzima 12-OPR (12-oxo-phytodienoic acid reductase) e logo
apos passa por trés ciclos de B-oxidacao para ser convertido em JA. No citosol, o JA
pode ser modificado em produtos conjugados moduladores de respostas na planta a
estresses bidticos, seguindo principalmente dois caminhos: a composi¢do para JA-
lle (jasmonate-isoleucine) pela enzima JAR1 (jasmonate resistant 1) ou a volatizagao
para MeJA (methyl jasmonate) pela JMT (JA-carboxymethyl transferase). Estudos
afirmam que a JA-lle € a forma bioativa do JA, que € reconhecida pela proteina COI1
(coronate-insensitive 1) (Wasternack, 2007; Fonseca et al., 2009; Lyons et al., 2013).

A biossintese do ET nas plantas envolve uma via metabdlica relativamente
simples, sendo bem estudada e documentada. Inicialmente, o ET € derivado do
aminoacido metionina, molécula precursora que logo apos é convertida em AdoMet
(S-adenosylmethionine) pela acdo enzimatica da proteina S-adenosylmethionine
synthetase. AdoMet, entdo, por meio da enzima ACS (1-aminocyclopropane-1-
carboxylase), produz ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid) ou MTA (5'-
deoxy-5"-methylthioadenosine). MTA € reciclado para metionina em um ciclo
independente, o que pode reiniciar a sintese novamente de ET e permitir altas taxas
desse gas na planta. Por fim, ACC gera o ET por intermédio da enzima ACO (ACC
oxidase), numa reacdo que também libera como produto CO, e gés cianeto. Para
evitar a toxicidade em condicGes de alta concentracdo de ET na planta, o cianeto
produzido é convertido em B-cyanoalanine pelo catalisador B-cyanoalanine synthase
(Kende, 1993; Argueso et al., 2007).

A via de sinalizacéo por JA tem inicio com o conjugado bioativo JA-lle, que se
liga & proteina COI1 (coronatine insensitive 1). COI1 faz parte de um complexo
ubiquitina ligase SCF°", sendo entdo componente da proteina SCF (Skpl-Cul-F-

box). Na auséncia de um elicitor, proteinas denominadas de JAZ (jasmonate ZIM
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domain) atuam como repressoras de fatores de transcricdo relacionados as
respostas de defesa do JA, a partir da interacdo COI1-JAZ. Quando os dominios da
proteina COI1 reconhece JA-lle (produzido rapidamente em resposta a estimulos
bidticos ou abidticos pela presenca de um elicitor e acimulo de JA), o complexo
SCF°" induz a ubiquitihacdo e consequente degradacdo das JAZ pelo
proteassomo 26S dependente de ATP. Com a degradacdo dessas proteinas, o
estado de represséo é desativado pela liberacdo de fatores de transcricéo (tais como
MYC2, ERF1 e ORA59), o que desencadeia a expressdo de genes de defesa
associados ao JA (Katsir et al., 2008; Pieterse et al., 2009; Ballaré, 2011; Lyons et
al., 2013). A partir dai, a via de sinalizacdo se divide em dois ramos principais: 0
ramo da superfamilia de fatores de transcricdo ERFs (ethylene response factors),
como o ERF1 e ORA59; e o ramo dos fatores de transcricdo MYC, como o MYC2
(originalmente chamado JIN1 [jasmonate insensitive 1]). Com relagdo ao ramo ERF,
sabe-se gque a expressao de ERF1 e ORA59 é induzida tanto por JA quando por ET,
sendo ativada de modo sinergistico por ambos os hormonios, o que corrobora para a
convergéncia de sinalizacdo entre JA e ET e desencadeia a expressdo de alguns
genes de defesa responsivos ao JA, tal como PDF1.2 (plant defensive 1.2) .
Portanto, o ET participa na inducdo do ramo ERF e inibe o ramo MYC2, fenbmeno
caracteristico de uma resposta vegetal contra patdégenos necrotréficos. Ja o ramo
MYC2 é caracterizado por desempenhar também um papel importante na ativacao
de alguns genes de defesa responsivos ao A, a exemplo do gene VSP2 (vegetative
storage protein 2) e LOX2 (lipoxigenase 2), inibindo a expressdo de outros
associados ao ramo ERF, como o PDF1.2. Assim, esse ramo regula a via de
sinalizacdo do JA quando ET esta ausente, sendo associado principalmente a
defesa contra herbivoros. Além disso, foi demonstrado que o horménio &cido
abscisico (ABA) regula o ramo MYC2, sendo um ponto de convergéncia entre a
sinalizacdo de ABA e JA, o que ativa a expressdo de genes regulados por ABA e
inibe um conjunto de genes de defesa responsivos ao JA (Lorenzo & Solano, 2005;
Mauch-Mani & Mauch, 2005; Pieterse et al., 2009; Wasternack & Hause, 2013).
Diversos Genes PR podem ser ativados pela via de JA no ramo ERF, gerando como
respostas de defesa algumas proteinas PR que atacam a parede celular do
organismo invasor, a exemplo das quitinases codificadas por duas familias de genes
(PR3 [pathogenesis-related protein 3] e PR4 [pathogenesis-related protein 4]), além

de inibidores de proteases, capazes de suprimir a atividade enzimatica de
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fitopatdgenos. Em contrapartida, o ramo MYC parece reprimir a expressado desses
genes PR (Van Loon & Van Strien, 1999; Lorenzo et al., 2003; Lorenzo et al., 2004).
Outros genes responsivos ao JA incluem aqueles que codificam proteinas
relacionadas ao processo de oxirreducdo e membros da familia GST (glutathione S-
transferase), tal como o0 gene GST22. Em um estudo prévio para avaliar a funcdo do
JA na regulacdo de respostas ao pulgdo da couve (Brevicoryne brassicae) em
plantas mutantes de Arabidopsis, ficou constatado que em um mutante para o gene
AOS (enzima que atua na biossintese de JA), deficiente na producédo de jasmonato,
houve mudancas induzidas pelo pulgdo, com o comprometimento de genes ligados
a oxirreducao, a exemplo do GST22. E isso resultou numa protecdo menos eficaz ao
pulgdo nesses mutantes, evidenciando entédo a importancia de genes responsivos ao
JA na inducéo de resisténcia em plantas (Kusnierczk et al., 2011).

Estudos revelaram que a proteina NPR1 exerce um papel chave na interacao
antagonistica entre JA e SA, sendo um regulador de fatores de transcricdo que leva
tanto a ativacdo de genes responsivos ao SA, fenbmeno essencial para o
estabelecimento da SAR, quanto a repressdo de genes JA-dependentes que
estabelecem a ISR (Ton et al., 2002; Lorenzo & Solano, 2005; Pieterse et al., 2009).
Entretanto, outros refutam esse fato, de modo a dizer que pode haver uma sinergia
entre as vias de SA e JA/ET para ativacdo simultanea da SAR e ISR, o que contribui
num maior controle de doencas em plantas (Van Wees et al., 2000; Ton et al., 2002).

A rede de sinalizagdo que envolve o ET se inicia com a captagdo desse
horménio gasoso por receptores de membrana plasmatica, a exemplo do ETR1 e
ETR2 (ethylene response 1 e ethylene response 2, respectivamente). Esses
receptores sao reguladores negativos da resposta ao ET, pois em sua auséncia
atuam como ativadores do regulador negativo CTR1, o qual por sua vez reprime o
regulador positivo EIN2 (ethylene insensitive 2). Com o acumulo do ET na presenca
de um elicitor, a repressdo do sinal de ET por CTR ¢é liberada, fazendo com que
esse gas se associe aos dominios transmembrana dos receptores ETR e permitindo
a sinalizacdo downstream da via por intermédio da consequente ativacdo do
regulador positivo EIN2. Posteriormente, EIN2 ativa fatores de transcricdo
responsivos ao ET, tais como o EIN3 (ethylene insensitive 3). Geneticamente, EIN3
é ubiquitinado por um complexo ubiquitina ligase SCFE872, contendo duas proteinas
da familia EBF (EIN3-binding F-box protein), EBF1 e EBF2; e entdo degradado pelo
proteassomo 26S dependente de ATP. O ET inibe a acdo do complexo SCFF®™/2 de
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maneira ao acumulo de EIN3 ativar outros fatores de transcrigdo, a exemplo do ERF,
0 que resulta na expressdo de genes de defesa responsivos ao ET. Além disso, o
EIN3 pode ao mesmo tempo se ligar e ativar as proteinas EBF, que sdo entéo

recrutadas na formag&o do complexo SCF=*72

e assim ocorrer a ubiquitinacéo e
posterior degradacéo do EIN3. Por isso, EIN3 constitui num essencial regulador da
via downstream do ET, promovendo uma série de mecanismos de defesa vegetal ao
gas (Chao et al., 1997; Konishi & Yanagisawa, 2008; Pieterse et al., 2012).

Muito se fala sobre o papel do acido abscisico (ABA) como o horménio do
estresse abidtico em plantas, sendo considerado um regulador negativo de
resisténcia a fitopatdgenos. Isso parece ocorrer devido ao efeito negativo gerado por
sua interacdo com as vias de sinalizacao dos fitorménios mais estudados quando se
trata de estresse bidtico (SA, JA e ET). Entretanto, pesquisas mostram que o ABA
pode esta envolvido no aumento da resisténcia de plantas a doengas por meio do
seu efeito positivo sobre a deposicdo de calose (Mauch-Mani & Mauch, 2005).
Recentes avancos na identificacdo e caracterizacdo de uma nova classe de
proteinas, as RCARs/PYR1/PYLs, que atuam como receptores do ABA, permitem
uma melhor compreensao acerca da via de sinalizacdo mediada por esse horménio
em resposta a fatores bidticos e abidticos. Dois componentes centrais para que haja
a transducdo de sinais desencadeada por ABA, as PP2Cs (2C protein
phosphatases) e as SnRKs (SNFl-related protein kinases), também foram
descobertos e agem como reguladores negativos e positivos da via,
respectivamente. Na auséncia do ABA, as PP2Cs interagem com as SnRKs, o que
resulta na desfosforilacdo dessas proteinas quinases e consequentemente, na sua
repressao. Com o estimulo do ABA, RCARs/PYR1/PYLs interagem com PP2Cs, e
essa interacdo promove a ativacdo (fosforilagdo) das SnRKs, inibindo a atividade
das PP2Cs. Em seguida, as SnRKs ativam fatores de transcrigdo conhecidos como
ABREs (abscisic acid-responsive elements), tais como ABFs (ABRE binding factors),
gue sdo componentes da via downstream do ABA e induzem a expressdo de um
grande numero de genes ABA-dependentes (Choi et al., 2000; Li et al., 2014). Um
trabalho, que buscou avaliar a expressado génica desses genes codificadores das
proteinas principais da via de sinalizacdo do ABA apo0s trés tratamentos (estresse
abidtico, aplicacdo exdgena de ABA e estresse bibtico), mostrou um aumento da
biossintese, do metabolismo e catabolismo do ABA tanto na injdria abiotica quanto

bidtica; e também um aumento nos niveis de expressao de genes da sinalizacao do
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ABA, tais como PP2Cs e ABFs, em todas as condi¢des (Chan, 2012). Portanto, ABA
e a sinalizacdo de estresse bidtico nem sempre tem efeitos opostos, sugerindo que
se tenha uma sobreposicdo nas redes de sinais que controlam a tolerancia ao
estresse abidtico e a resisténcia a doengas (Mauch-Mani & Mauch, 2005).

Genes responsivos ao ABA, tais como os do grupo LEA (late embryogenesis
abundant), estdo envolvidos na resisténcia a estresses tanto bidticos quanto
abidticos em plantas. Foi demonstrado que o gene LEA5, um membro dessa familia,
teve um aumento na sua expressao tanto em plantas transgénicas de arroz
infectadas com uma bactéria Xanthomonas quanto no estresse abiotico
desencadeado por duas condicGes: seca e anaerobiose. Essas plantas transgénicas
para um gene que codifica o fator de transcricio OsEREBP1 (ethylene responsive
element binding protein 1), importante componente da via downstream de
sinalizacdo gerada pela interacdo especifica entre a bactéria e o arroz, mostraram
aumento nos niveis de JA e ABA, com a doenca sendo atenuada (Amara et al.,
2014; Jisha et al., 2015). Por outro lado, outros genes parecem atuar como
reguladores negativos da via do ABA, como é o caso do gene RPS4, que codifica
uma proteina R. Em uma prévia pesquisa que avaliou mutantes de Arabidopsis
infectados com bactéria Pseudomonas syringae sensiveis a temperatura e
deficientes de ABA, foi mostrado que a temperatura elevada e a deficiéncia do ABA
promoveu a atividade e o acumulo nuclear de proteinas RPS4 na geracdo de uma
resposta autoimune, sugerindo que haja uma modulacdo da biossintese de ABA
para que ocorra o combate a infeccdo (Mang et al., 2012). Boava et al. (2011b)
mostrou que genes diferencialmente expressos (tais como LEAS e RPS4) a partir da
técnica de microarranjos entre os genitores resistente (Poncirus trifoliata), suscetivel
(Citrus sunki) e nos hibridos, sdo candidatos promissores para a identificacdo de
transcritos envolvidos na resisténcia a Phytophthora, causadora da gomose dos

citros.

2.7. O uso de marcadores moleculares pelos programas de melhoramento
genético e expressao génica global por RT-gPCR

A aplicacdo de tecnologias moleculares tem oferecido ganhos adicionais na

eficiéncia dos programas de melhoramento de plantas. Dentre as diferentes

técnicas, tem-se o0 estudo do polimorfismo genético, que constitui o alvo da

aplicacdo dos marcadores moleculares ao nivel do DNA, fenbmeno capaz de avaliar
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diferencas genéticas entre dois ou mais individuos de uma dada populacdo. Nesse
contexto, o termo marcador molecular € definido como sequéncias de nucleotideos
ao longo dos cromossomos que determina e caracteriza um fendtipo, o que
possibilita a identificacdo do genoétipo, a localizagdo no genoma dos genes
relacionados ao tipo de heranca e assim, permite a anélise da variabilidade genética.
Os marcadores moleculares reduziram o tempo para a caracterizacdo de genotipos
superiores em programas de melhoramento genético, auxiliando em métodos como
a selecdo assistida por marcador, 0 mapeamento genético e a impressao digital de
DNA (fingerprinting molecular) (Bered et al., 1997; Borém & Fritsche-Neto, 2013).

A variacdo existente entre os marcadores moleculares se da pela deteccdo
dos polimorfismos (diferencas entre os individuos), além de outros fatores como
custo, facilidade de uso, consisténcia e reprodutibilidade. Os marcadores
moleculares do tipo dominante sdo aqueles que detectam apenas o alelo dominante,
ou seja, ndo permitem distinguir o homozigoto dominante do heterozigoto, tendo
como exemplos os RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA) e os AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphisms). InUmeros genes de resisténcia a
doencas em plantas j& foram caracterizados e clonados, bem como Varios
marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia e a construcdo de
bibliotecas BAC (Cromossomo Artificial de Bactéria) tém sido utilizados em
melhoramento genético a fim de se estudar as varias doencas que assolam a
agricultura. Com o advento do sequenciamento em larga escala, 0 acesso as
sequéncias de diferentes organismos mostrou-se promissor a geragdo de
marcadores moleculares como os do tipo codominante, capazes de visualizar e
diferenciar todas as classes genotipicas (homozigoto e heterozigoto), a saber:
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms), microssatélites ou SSRs
(Simple Sequence Repeats), polimorfismos de base Unica ou SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) e anédlogos a genes de resisténcia ou RGAs (Resistance
Gene Analogs) (Carneiro et al., 2004; Machado et al., 2011).

Os microssatélites, também chamados de SSR (simple sequence repeats) e
STR (short tandem repeats), sdo sequéncias repetidas em tandem que variam de 1
a 6 pares de bases e sao classificados de diferentes maneiras, dependendo de seu
tamanho, tipo de unidade de repeticdo e sua localizagdo no genoma. Abundantes e

bem distribuidos nos eucariotos, os SSR destacam-se pela grande variacdo no
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namero de repeticdes, resultantes de eventos mutagénicos dinamicos e complexos,

0 que proporciona maior contetdo informativo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

2.7.1. Marcadores DArT-seq

Os marcadores moleculares, entdo, tém contribuido para o entendimento da
organizacdo do genoma e da variacdo genética. Entretanto, muitos sédo limitados por
sua dependéncia com os géis de eletroforese, proporcionando baixa
reprodutibilidade. Além disso, os SSRs, por exemplo, necessitam de uma pré-
identificacdo de um polimorfismo, o que requer o isolamento e o desenvolvimento de
primers especificos para cada espécie, sendo esse processo demorado, trabalhoso
e de alto custo. Diante disso, métodos baseados em genotipagem por
sequenciamento (GBS) e que aliam enzimas de restricdo mais hibridizacdo de
acidos nucléicos imobilizados por chips de DNA, tem sido desenvolvidos. Duas
tecnologias associadas a hibridizacdo foram cada vez mais intensificadas, a saber:
SNP e DArT (Diversity Arrays Technology). Em contraste com o SNP, que requer um
intenso sequenciamento do genoma e um alto custo de analise, o DAIT independe
de qualquer informacao da sequéncia de DNA gendmico e pode ser implantado com
uma fracdo dos recursos utilizados para as plataformas de SNP, satisfazendo os
guesitos de custo, reprodutibilidade e cobertura do genoma. Utilizando minima
informacéo do sequenciamento de DNA e plataformas de microarranjos (baixo custo
e alta reprodutibilidade), os marcadores DAIT sé&o obtidos por meio da reducéo da
complexidade gendmica pela captura de fragmentos de DNA com o uso de enzimas
de restricao de cortes raro e frequente. Esses fragmentos, fruto da digestdo do DNA,
sdo em seguida amplificados e clonados. A partir da clonagem, é feita uma nova
amplificacdo para a geracdo das sondas representativas do pool genético da
espécie, que ficam dispostas em um chip, gerador dos microarranjos. Assim, o DNA
a ser analisado é complementar as sondas e hibridizado ao chip, sendo marcado
com fluoréforos para identificacdo em um aparelho apropriado. A deteccdo do
polimorfismo ocorre presenca ou auséncia de hibridizagdo dos fragmentos de DNA
pelos microarranjos (Jaccoud et al., 2001; Wenzl et al., 2004).

Os marcadores DArT-seq, derivados dos marcadores DArT por microarranjos,
surgiram aliados a técnica do sequenciamento de dUltima geracdo (NGS),
apresentando boa aplicabilidade para a construcdo de mapas genéticos de alta

resolugdo por meio da genotipagem via sequenciamento. Sendo assim, a tecnologia
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DArT-seq utiliza o sequenciamento do DNA e a clivagem pelas enzimas de restrigéo,
permitindo o alinhamento dessas sequéncias cortadas com o genoma de referéncia
da espécie, 0 que resulta na deteccao dos polimorfismos. Esse procedimento pode
desenvolver duas aplicagcbes: a deteccéo da presenca ou auséncia de fragmentos
em comum entre as amostras analisadas, com os marcadores DArT-seq atuando
como dominantes; e/ou a identificacdo de polimorfismos de base Unica (SNPs),
guando se compara as sequéncia de cada amostra, sendo entdo marcadores
codominantes. Devido ao amplo polimorfismo gerado, os DArT-seq possibilitam
novas oportunidades para o melhoramento e mapeamento genético de plantas no
estudo das caracteristicas de heranca complexa (Sansaloni et al., 2011; Cruz et al.,
2013).

2.7.2. RT-gPCR para estudos de expresséo génica

A descoberta da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), durante o século
XX, contribuiu para o desenvolvimento de enormes inovagdes técnico-cientificas no
campo das ciéncias bioldgicas, tais como o estudo da genética molecular, o
sequenciamento gendmico e a andlise serial da expressdo de genes com suas
fungbes essenciais na caracterizacdo do fendtipo. A identificacdo dos genes
responsaveis pelos processos vitais em sistemas recombinantes constitui um
importante passo na interacdo planta-patdgeno, sendo possivel tracar o perfil de
expressdo génica dos gendtipos contrastantes (suscetivel x resistente) em resposta
a uma dada doenca. A quantificagdo da expressao global de genes foi inicialmente
feita pelo sequenciamento massivo de transcritos (ESTs), Util na descoberta de
novos genes associados a varias caracteristicas, porém era trabalhosa e
dispendiosa. Assim, uma variante da técnica de PCR, denominada de PCR em
Tempo Real (RT-gPCR), vem cada vez mais abrindo espaco na deteccdo dos niveis
de expressédo génica, a partir da analise de fragmentos de DNA codificante (cDNA)
amplificados. O acompanhamento da reacdo e a apresentacdo dos resultados
oriundos dessa técnica ocorrem de forma mais rapida e precisa, em comparagao ao
PCR tradicional com sua analise qualitativa. Além disso, outras técnicas de
expressdo génica diferencial, como RNA-Seq e microarranjos, permitem explicar a
variacdo de transcritos em genes relacionados com 0s mecanismos de defesa em
plantas (Calsa Junior et al., 2004; Novais & Pires-Alves, 2004).
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Um ensaio de expressdo génica via RT-qPCR consiste basicamente em:
extracdo de RNA total das amostras; sintese de cDNA por meio da transcricao
reversa, que € mediada pela enzima transcriptase reversa; e posterior aplicacdo da
reacdo de qPCR em tempo real para amplificacéo, deteccdo e quantificacdo desse
cDNA com primers especificos ao gene de interesse. A base da técnica é a mesma
da PCR convencional; a diferenca se encontra no acréscimo dos fluoroforos, os
guais quando excitados, emitem sinais de fluorescéncia captados por fotodetectores
do aparelho de gPCR, o que permite a quantificacdo dos produtos durante a fase
exponencial da reagdo. Dessa forma, quanto maior for a quantidade de fluorescéncia
emitida, maior sera o numero de fragmentos amplificados. Um grafico, que se refere
ao sinal de fluorescéncia em relacdo ao numero de ciclos, é gerado por um software
gue captura e analisa os dados. O numero de ciclos de amplificacdo necessario para
atingir um limiar fixo determina o ponto no qual ocorre a quantificacdo exata de
interesse estatistico. Esse ciclo limite é chamado de Cycle Threshold (C+), essencial
para a quantificacdo relativa de cada uma das amostras, de modo que quanto menor
for o valor de Cy, maior sera a amplificagcdo e consequentemente, 0 gene alvo
apresenta maior expressao para aquela amostra. A marcacdo do DNA/cDNA para a
emissao de fluorescéncia pode ser realizada por diversos fluor6foros, de maneira ao
mais comum ser feito por meio de corantes intercalantes, como o SYBR Green, que
possui facilidade no uso, baixo custo e boa sensibilidade, chegando a aumentar
cerca de 1000 vezes o sinal fluorescente quando esté ligado ao DNA/cDNA. Sondas
de hibridizacdo marcadas com fluoréforos (TagMan e beacons) também podem ser
utilizados pela técnica de RT-gPCR (Schmittgen & Livak, 2008; Ladeira et al., 2011,
Maluf & Guerreiro Filho, 2011; Lobo & Lobo, 2014).

Portanto, a tecnologia do RT-gPCR é uma ferramenta poderosa para
quantificar a expressdo de genes-alvo, com grande aplicabilidade no estudo da
interagdo patdgeno-hospedeiro, apresentando alta sensibilidade quando comparada
com a PCR qualitativa, além de alta acuracia e reprodutibilidade, velocidade na
analise dos transcritos e menor possibilidade de contaminacdo (Novais e Pires-
Alves, 2004).

Para a validagcdo da expressdo génica relativa via RT-gPCR, & muito
importante se ter um controle negativo (sem a amostra de cDNA), com o propésito
de detectar possiveis contaminacdes; e um positivo, a fim de se padronizar

variacbes inerentes as diversas etapas da técnica (tais como eficiéncia da
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transcricdo reversa, flutuagdes na quantidade inicial das amostras, integridade dos
RNAs, erros de pipetagem, além de oscilacdes na expressdo génica dos tecidos e
células analisados), garantindo uma correta interpretacdo dos resultados. Essa
normalizacdo é obtida comparando os valores de expressao do gene-alvo com 0sS
daqueles provenientes de genes enddgenos (housekeeping genes), 0s quais se
mantém uniformes na maioria das células de espécies em estudo com diferentes
condicbes ambientais e de desenvolvimento do organismo. Também denominados
de genes de referéncia, sdo normalmente escolhidos devido serem destinados a
processos celulares bésicos (metabolismo primario ou manutencdo da estrutura
celular), de modo a terem uma expressao estavel, possuindo pouca ou nenhuma
variacdo. Na literatura, ocorre o relato de varios genes enddgenos utilizados para a
normalizacdo dos dados de RT-gPCR em plantas submetidas tanto a estresse
bidtioco quanto abidtico, a exemplo dos tradicionais GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrigenase) e GAPC2 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrigenase
C2), que codifica uma isoenzima citosélica ao GAPDH e bem conservada nos
organismos vivos. Entretanto, muitas pesquisas tém demonstrado que 0s niveis de
expressdo desses genes para varias espécies e condicbes experimentais sdo na
verdade altamente variaveis. Assim, torna-se cada vez mais necessario a
identificacdo de novos genes de referéncia, tais como SAND (SAND Family protein)
e F-BOX (F-box Family protein), com o intuito de ocorrer uma escolha adequada
para a normalizacdo de dados por RT-gPCR antes das analises de expressdo dos
genes-alvo (Schmittgen & Livak, 2008; Lobo & Lobo, 2014; He et al.,, 2016). Em
virtude disso, o uso de ferramentas estatisticas, como o software GeNorm,
apresenta uma grande contribuicdo para a selecdo de genes candidatos a
normalizadores em experimentos de gPCR, calculando o valor do m-value,
indicando a estabilidade de expressdo para cada gene de referéncia num
determinado tamanho amostral e o uso de dois ou mais normalizadores dentre todos
gue foram testados, o que resulta numa acuracia maior dos dados (Spiegelaere et
al., 2015).

Lilly et al. (2011), num estudo com Arabidopsis, verificaram a estabilidade de
alguns genes previamente identificados como endégenos em folhas de plantas
infectadas com cinco tipos de virus (Cauliflower mosaic virus, Tobacco mosaic virus,
Tomato spotted wilt virus, Turnip mosaic virus e Turnip yellow mosaic virus). Dentre

0s genes considerados mais estaveis pelo software GeNorm, estava F-BOX e
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SAND, enquanto genes tradicionalmente considerados de referéncia, tal como ACT8
(Actin 8), foram menos estaveis pelas condi¢cdes do experimento. Em outro trabalho,
gue envolveu a validacdo de housekeeping genes para estudos de expressao génica
em plantas de tabaco (modelo para interacBes patdogeno-hospedeiro como
Arabidopsis) infectadas com também cinco virus (Tobacco necrosis virus A, Beet
black scorch virus, Beet necrotic yellow vein virus, Barley stripe mosaic virus e
Potato virus X), a partir de trés programas comumente utilizados (GeNorm,
NormFinder e BestKeeper), foi encontrado o gene F-BOX como sendo um dos mais
estaveis de forma geral (Liu et al., 2012). Além disso, genes como F-BOX, SAND e
GAPC2 foram recomendados como controle enddégeno para a expressao génica via
RT-gPCR em espécies de citros, num trabalho que buscou avaliar a estabilidade de
genes de referéncia para a identificacdo de normalizadores adequados em estudos
de citros desafiados com diferentes patdgenos, incluindo o oomiceto Phytophthora
parasitica (Mafra et al., 2012). Esses resultados fornecem informagdes valiosas para
a selecdo de genes de referéncia em plantas de citros sob varias condi¢cdes de

estresse bidtico.

2.8. A construcdo de mapas genéticos, o mapeamento de QTLs e eQTLs
na interacdo patdégeno-hospedeiro

O principio béasico para o desenvolvimento de mapas genéticos foi
estabelecido no curso da ciéncia por Thomas H. Morgan e seus colaboradores, que
observaram distor¢des na segunda lei de Mendel quando trabalhavam com
cruzamentos experimentais na mosca Drosophila melanogaster. Segundo Morgan,
em um unico cromossomo genes podem estar ordenados a tal ponto de ocorrer o
processo de crossing-over entre cromossomos homoélogos durante a meiose, e isso
fazer com que a proporcao da prole recombinante varie intensamente em relacao a
da ndo recombinante. Assim, sugeriu que a distancia entre os genes situados no
mesmo Ccromossomo promovia essa variacdo, de modo a mais tarde, um de seus
colaboradores, Alfred H. Sturtevant, indicar que a estimativa da distancia linear entre
dois genes é dada pela porcentagem dos recombinantes. Os alelos de genes
ligados, entéo, podem ser recombinados por crossing-over, o que despertou no meio
cientifico a ideia do estabelecimento de mapas genéticos, que pudessem mostrar a
posicdo dos genes nos cromossomos para uma determinada espécie. O efeito

produzido pelos mapas genéticos, refletindo a localizacdo e o ordenamento linear
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dos genes, passou a ser parte da Teoria Cromossdmica da Heranca (Snustad &
Simmons, 2013).

A utilizacdo de marcadores moleculares revolucionou a area da genética,
inclusive no sentido de ser tecnologia para a construgdo de mapas genéticos em
diversas espécies, a partir do pressuposto de que a frequéncia de recombinacgéo
mede a intensidade da ligacdo génica, e nunca € maior que 50% para dois locos
marcadores considerados proximos ou ligados. Os primeiros mapas genéticos de
plantas, baseados em marcadores morfolégicos e citolégicos, foram construidos
para milho, tomate e arroz, entre os anos de 1986 e 1988. Desde entdo, a
determinacdo de grupos de ligagdo no genoma de varios organismos pelo
desenvolvimento de mapas genéticos saturados vem contribuindo para o estudo de
caracteristicas com heranca complexa em diversas espécies vegetais, de maneira
ao mapa transmitir informacdo genética que é base de varias técnicas, como por
exemplo, o chromosome walking (“o caminhar” no cromossomo em diregdo aos
genes de interesse). Portanto, a construcdo de mapas genéticos possui uma grande
importancia para o melhoramento de plantas, na medida em que permite analisar
gendtipos completos por meio da associacdo entre regiées do genoma com diversas
caracteristicas agronémicas (Borém & Frietsche-Neto, 2013; Snustad & Simmons,
2013).

Vale ressaltar que para a construgcdo de mapas genéticos, premissas
importantes devem ser consideradas, as quais constituem: selecdo da populacéo
apropriada, com a escolha de genitores que sejam contrastantes e a determinacao
do tipo de cruzamento, sabendo que o desequilibrio de ligacdo (associacdo nao
aleatéria entre alelos de diferentes locos) alcanca seu maximo em populacdes
oriundas de cruzamentos controlados; tipo e numero de marcadores genéticos
usados; verificagdo dos marcadores que apresentam distorcoes da segregacgao
mendeliana; mensuragcdo da frequéncia de recombinacdo entre dois
locos/marcadores, admitindo-se que a distancia entre dois locos ao longo do qual se
espera ocorrer crossing-over é expressa em centiMorgans (cM), medida derivada de
Morgan (M); escolha da fungdo de mapeamento, que ira relacionar as distancias
genéticas entre pares de marcadores no mapa com a frequéncia de recombinantes;
estabelecimento dos grupos de ligagcdo pelo LOD score; e o ordenamento dos
marcadores nos grupos de ligacdo (Staub et al., 1996; Liu, 1998; Carneiro & Vieira,
2002).
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Em plantas perenes, como o0s citros, geralmente ocorre a construgcao de
mapas genéticos pela genotipagem de uma progénie Fi, jA que é muito dificil a
obtencdo de geracbes sucessivas (F,, F3, ...) em um curto periodo de tempo. O
mapeamento em espécies do género Citrus € bastante favoravel, pois apresentam
uma série de particularidades tais como serem diploides (2n), com um n (nimero de
cromossomos haploides) relativamente pequeno e igual a nove; apresentam alto
polimorfismo; e possuem facilidade na producdo de hibridos originados de
cruzamentos interespecificos e intergenéricos. Sendo assim, varios mapas de
ligacdo ja foram construidos em citros, utilizando inimeros marcadores moleculares
como os do tipo RFLP, RAPD, AFLP, SSR e SNP, com o intuito de buscar genes
elou caracteres de locos quantitativos associados a mdultiplas caracteristicas, que
incluem acidez de frutos, porte e vigor da planta, além de tolerancia e/ou resisténcia
a estresses abioticos (frio, salinidade, entre outros) e bidticos (virus da tristeza dos
citros, gomose causada por Phytophthora, entre outros) (Oliveira, 2013; Oliveira et
al., 2014). Em adicdo a isso, dois mapas de ligacdo foram previamente construidos
com a utilizacdo de marcadores DArT-seq a partir da genotipagem de 272 hibridos
Fi, fruto de cruzamentos controlados entre duas espécies altamente contrastantes
em relacdo a resisténcia de Phytophthora, que consistem no Poncirus trifoliata
(genitor resistente) e Citrus sunki (genitor suscetivel) (Lima et al., 2015).

A andlise de segregacdo por centenas de marcadores € necessaria para a
construcdo dos mapas de ligacdo. Portanto, varios programas computadorizados
foram desenvolvidos para auxiliar no amplo volume de dados genéticos a serem
estabelecidos nos mapas em construcdo, dos quais vale citar o JoinMap (Stam,
1993) e o mais recente OneMap (Margarido et al., 2007), que permitem a utilizac&o
simultanea de diversas classes de marcadores com varios padrdes de segregacao.
Além disso, duas estratégias podem ser feitas na constru¢do de mapas genéticos: a
integracdo do mapa, permitindo o uso de marcadores com tipos diferentes de
segregacao (1:1; 3:1; 1:2:1) ou a estratégia pseudo-testcross, que utiliza apenas a
segregacao de marcadores 1:1 (exclusivos para cada genitor) para a construcdo de
dois mapas de ligacéo, sendo um para cada genitor (Gazaffi, 2009).

Em plantas, a maioria dos caracteres agronédmicos de interesse econémico é
passivel de medicdo, ou seja, de cunho quantitativo, tendo como exemplos o peso,
teor de aclcar e acidez dos frutos, tempo de floracdo, além da resisténcia a

doencas, resultantes da segregacédo de muitos genes e influenciados pela interacéao
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do gendétipo com o ambiente. Os locos individuais controladores da
variacdo/expressdo dessas caracteristicas sdo os chamados QTLs (Quantitative
Trait Loci), que constituem a matéria-prima do mapeamento genético, pois permitem
correlacionar dados relativos de uma regido genémica com a variabilidade fenotipica
inerente a populacgdes segregantes (Liu, 1997; Paran & Zamir, 2003).

Enquanto os QTLs tém sido estudados ha anos, 0 mapeamento de QTLs s6
foi realizado apds o desenvolvimento de marcadores moleculares e técnicas tais
como o0 sequenciamento, além de uma melhoria de métodos estatisticos e
programas computadorizados. A ligacdo entre marcadores genéticos e QTLs é
avaliada em experimentos de fenotipagem e genotipagem, que faca uma analise
associativa entre cada regido do genoma com o fenétipo. Por isso, 0 mapeamento
de QTLs proporciona resultados mensuraveis como o numero de locos envolvidos
na heranca, as estimativas de variacao fenotipica explicada por cada QTL e de seus
efeitos genéticos (positivos ou negativos) quanto & expressdo da caracteristica
estudada, além de possibilitar a posicdo desses QTLs ao longo das regides
cromossOmicas representadas pelos grupos de ligagdo no mapa e a identificacédo de
marcadores fortemente ligados aos QTLs. Fatores diversos podem influenciar na
capacidade para detectar QTLs, os quais estdo relacionados a magnitude do seu
efeito sobre a caracteristica; ao tamanho amostral, sendo que quanto maior for a
guantidade de individuos fenotipados e o valor de herdabilidade do carater, maior
serd o poder de deteccdo; e ao numero de marcadores disponiveis juntamente com
os individuos genotipados para a constru¢do do mapa (Tanksley, 1993; Parmentier
et al., 1999; Carneiro & Vieira, 2002; Salvi & Tuberosa, 2005). Assim, metodologias
aplicadas ao mapeamento de QTLs podem aumentar as chances para detectar
QTLs. Dentre esses métodos, destaca-se 0 mapeamento por intervalo composto
(composite interval mapping), que faz uma busca incessante por QTLs tanto dentro
quanto fora do intervalo em questdo utilizando um modelo de regresséo linear
multipla (Zeng, 1994).

A identificacdo e localizacdo de QTLs em mapas genéticos de ligacao
constituem alvos de estudo em varios programas de melhoramento de plantas e
consequentemente, de citros. Trabalhos desenvolvidos no Centro APTA Citros
Sylvio Moreira, com o emprego do mapeamento genético a fim de detectar QTLs
ligados a resisténcia para diversas doencas que assolam a cultura dos citros e

trazem enormes prejuizos a citricultura brasileira e mundial, j& identificaram locos de
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resisténcia ao CTV (virus da tristeza dos citros), com a utilizacdo da estratégia
pseudo-testcross e dos marcadores RAPDs, o que resultou na constru¢do de dois
mapas de ligacdo, um para o genitor Poncirus trifoliata e outro para Citrus sunki,
tendo um comprimento total de 732,32 cM e 866,88 cM, respectivamente (Cristofani-
Yaly, 1999); e QTLs associados com a resisténcia de Phytophthora em Poncirus
trifoliata e Citrus sunki, com a mesma progénie F; do estudo anterior, sendo
detectados um total de dois no mapa do genitor resistente trifoliata e apenas um no
mapa da tangerina Sunki, suscetivel ao patdgeno (Siviero et al., 2006).

O estudo da gendmica, a partir do sequenciamento do material genético de
varios organismos e seu armazenamento em uma série de banco de dados
disponiveis, tem avancado profundamente com técnicas de robotizacdo e analises
de expressao génica global (RNA-Seq e microarranjos). Dessa forma, o conjunto de
informagBes genéticas referentes a fendtipos, relacbes de parentesco, marcadores
moleculares e expressdo de genes de interesse fazem parte de delineamentos
classicos em genética gendmica, termo que engloba o estudo de mecanismos
biolégicos controladores das multiplas caracteristicas fenotipicas de natureza
complexa. Individuos genotipados com marcadores moleculares podem ser
avaliados quanto a padrdes de expressdao @génica em experimentos com
microarranjos de cDNA, o que contribui para a andlise dos niveis de transcricdo dos
genes candidatos diferencialmente expressos. Os valores de expressdo, entao,
passam a ser tratados de maneira similar a caracteres fenotipicos em tipicos
procedimentos do mapeamento de QTLs, detectando polimorfismos nos mapas
genéticos de ligacdo em relacdo a ampla variacdo dos perfis de expressao para
cada gene. Esses perfis de transcri¢cao diferencial permitem associar o estado alélico
de uma regido do genoma com a quantificacdo dos transcritos génicos, identificando
regibes gendOmicas chamadas de QTLs de expressdo (eQTLs - expression
guantitative trait locus). A determinagdo de uma regido cromossOmica que atua no
processo de expressao de um gene para um dado carater fenotipico em populacdes
segregantes pelo mapeamento de eQTLs €& de extrema importancia para o
melhoramento de plantas, partindo do pressuposto de que a transcricdo de um gene
consiste no intermediario entre a informacao codificada no genoma e o fenétipo final
(Jason & Nap, 2001; Rosa, 2007; Kujur et al., 2013).

A maioria dos estudos de mapeamento de eQTLs sdo desenvolvidos com

experimentos de expressdo génica utilizando a técnica de microarranjos e com
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mapas de ligacdo contendo um modelo de localizagdo do gene entre as marcas
genéticas distribuidas pelo genoma. Nesse sentido, esfor¢cos podem ser feitos para a
identificacdo de eQTLs que representam um polimorfismo proximo ao gene, de
maior efeito, ja que tem influéncia direta na expressédo do gene (Hansen et al., 2008;
Ackermann et al., 2013). De qualquer forma, muitos trabalhos ja foram conduzidos
com eQTLs em varias culturas vegetais, relatando grandes diferencas nos valores
de expressao entre os individuos segregantes para um Unico gene, 0 que resultou
na deteccao de eQTLs tanto préximos quanto distantes a sequéncia génica (West et
al., 2007; Drost et al., 2010; Holloway et al., 2011).

Para mapear eQTLs em mapas de ligacdo, ensaios de expressao génica com
RT-gPCR podem ser estabelecidos para quantificar os valores de expressao de
genes candidatos em muitos individuos que compdem a populagdo. O mapeamento
de eQTLs denota o quanto uma regidao cromossémica afeta o nivel de transcricao de
um gene, a ponto de em populacdes segregantes oriundas de cruzamentos entre
genitores altamente contrastantes, a construcdo de dois mapas genéticos ser
bastante interessante, ja que pode revelar eQTLs identificados em ambos os mapas
parentais, comprovando que diferentes genétipos possuem distintos locos
reguladores e sugerindo qual combinacéo favoravel de eQTLs é passada para 0s
individuos da progénie, com a variacdo existente, por exemplo na resposta de
genotipos de plantas frente aos patdgenos, podendo se atribuir a presenca/auséncia
de QTLs elou eQTLs. O mapeamento de um grande conjunto de genes
diferencialmente expressos corrobora para a compreensdo da complexidade de
fendtipos, apoiando o estudo de extensas redes regulatérias, em que a
integracéo/sobreposicdo de multiplos eQTLs, bem como a co-localizagcédo eQTL/QTL,
evidenciam a identificacdo de genes valiosos no controle da variabilidade fenotipica
(Rosa, 2007; Cubillos et al., 2012; Lukens & Downs, 2012). Assim, 0 mapeamento
de QTLs (dados fenotipicos) e eQTLs (dados de expressdao) compreendem
ferramentas inovadoras para a compreensao da interacdo patdogeno-hospedeiro e

dos mecanismos de resisténcia e resposta da planta as doencas.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral
Mapear nos grupos de ligacdo dos mapas de Poncirus trifoliata e Citrus sunki as
regides gendbmicas associadas a resisténcia a Phytophthora parasitica por meio de
analise fenotipica (QTLS) e de expressao (eQTLS).

3.2. Objetivos especificos
Avaliar a resisténcia dos hibridos de Poncirus trifoliata e Citrus sunki a Phytophthora
parasitica;
Analisar pela técnica de RT-qPCR (PCR Quantitativo em Tempo Real) a expresséo
de genes candidatos relacionados a resisténcia a Phytophthora parasitica, oriundos
de ensaios de microarranjos e trabalhos anteriores nos genitores, nos hibridos e em
todos os individuos do experimento.
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4. Material e métodos

4.1. Multiplicacdo e manutencao do material vegetal

Uma populacdo de 110 hibridos de Poncirus trifoliata (resistente a
Phytophthora) x Citrus sunki (suscetivel) e genitores provenientes da colecdo de
Germoplasma (BAG - Citros) do Centro de Citricultura Sylvio Moreira foi
estabelecida em casa de vegetacdo (Figura 1). Os genitores foram escolhidos
baseando-se na hipotese de que genes diferencialmente expressos entre plantas
resistentes e suscetiveis, bem como entre os seus hibridos resistentes e suscetiveis,
seriam candidatos promissores envolvidos na resisténcia. Foram avaliados também
o lim&o Cravo (Citrus limonia) e o citrumelo Swingle [C. paradisi Macfad. cv. Duncan
x Poncirus trifoliata (L.) Raf.], dois porta-enxertos de referéncia na citricultura. Assim,
duas repeticbes de cada hibrido, de seus genitores, de limdo Cravo e de citrumelo
Swingle foram obtidas pela enxertia de borbulhas em porta-enxerto limdo Cravo,
com as plantas sendo mantidas em casa de vegetacéo até o caule atingir o diametro

de aproximadamente 0,8 a 1,0 cm.

Figura 7. Populacédo de plantas obtidas pela enxertia de borbulhas em porta-enxerto limdo Cravo.
Foto: R6mulo Lima

As plantas foram acondicionadas em sacos de polietileno de 3 litros contendo
substrato comercial utilizado para formagdo de mudas citricas (‘Rendimax’ + adubo
peletizado de liberagdo lenta ‘Osmocote’, na formulagdo 18-05-09) e recebendo
irrigacdes diarias e adubacéo foliar de reposicdo com fosfato monoamdnico (MAP) e
nitrocalcio na dosagem de 500 e 300 g para cada 20 litros de agua,

respectivamente.

4.2. Isolamento e manutencéo de P. parasitica
O isolamento e manutencao dos isolados de P. parasitica foram realizados na

Clinica de Fitopatologia do Centro de Citricultura Sylvio Moreira. Utilizou-se o isolado
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IAC-01/95, pertencente a colecdo de isolados da Clinica Fitopatoldgica e obtido a
partir de solo infectado. Discos de micélio do patdgeno crescendo em meio de
cultura cenoura-agar (CA) (Kaosiri et al., 1978), contendo 1 mL de Rifampicina, 1 mL
de Ampicilina e 2 mL de Benomil a cada 1000 mL do meio foram retirados das
colonias e transferidos para placas de Petri com 15 mL desse meio (Figura 2). As
placas foram mantidas a 25°C, no escuro, durante seis dias, até o crescimento do
micélio em toda a superficie do meio. Posteriormente, foi feito uma pré-inoculagcéo
na regido do colo de algumas plantas, com a retirada de parte do micélio mantido
em meio de cultura apds o crescimento.

Para ativar a patogenicidade do isolado, foi realizado um re-isolamento a
partir das seccdes de lesdo provenientes do tecido infectado com o micélio do
patégeno (pré-inoculacao). Pequenas porcdes de cascas da lesdo foram tomadas e
inoculadas em frutos de lim&o Siciliano (Citrus limon) utilizando palitos-de-dente
autoclavados. Esses frutos, entdo, foram incubados a temperatura de 25°C e
fotoperiodo de 16 horas durante nove dias, sendo em seguida, abertos
cuidadosamente sob breve assepsia em camara de fluxo. Com a manifestacdo da
doenca em boa parte da area dos frutos, as sementes contaminadas foram retiradas
e transferidas para placas de Petri contendo os meios de cultura seletivos com
cenoura-agar, de maneira a posteriormente serem mantidas a 25°C, no escuro,

durante seis dias, até a formac¢&o do micélio patogénico.

Figura 8. Crescimento do micélio de P. parasitica apos seis dias em placa de Petri com meio de
cultura cenoura-agar (CA). Foto: Rémulo Lima

4.3. Inoculacdo do patogeno
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com duas
repeticdes do mesmo gendtipo e uma planta por parcela. Cada hibrido foi conduzido
com uma Unica haste e a inoculacéo foi realizada a 10 cm e 15 cm acima da regido

da enxertia, totalizando duas inocula¢des por gendtipo, segundo 0 método descrito
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por Siviero et al. (2006). Essa metodologia consiste em: desinfestagdo com alcool da
superficie da regido do tronco a ser inoculada; incisdo na casca com furador de
rolhas, retirando-se um disco de 5 mm de diametro, expondo assim, a zona cambial
(Figura 3A); introducdo de um disco de igual diametro de micélio de Phytophthora
parasitica virulento mantido em meio de cultura (Figura 3B); recolocacdo do mesmo
disco da casca e protecdo do local do ferimento causado pela inoculacdo com
algodao e esparadrapo (Figura 3C).

Como controle, e para retirar o efeito do estresse causado pelo ferimento, foi
feito apenas a incisdo na casca com furador de rolhas, sem a inoculagdo do

patdgeno, em cada gendétipo da populacdo do experimento.
A

Figura 9. Inoculacdo de Phytophthora parasitica pelo método descrito por Siviero et al. (2006). (A)
Abertura da casca com furador de rolhas; (B) Introducdo do disco de micélio de P. parasitica; (C)
Protecdo do local do ferimento causado pela inoculacéo de P. parasitica com algodéo e esparadrapo.
Fotos: Rémulo Lima

4.4. Fenotipagem — avaliacao das lesdes
Para a avaliacdo das lesbes, as plantas foram mantidas em ambiente com

iluminacéo artificial e fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25°C e umidade
relativa (UR) de 85%, com irrigacBes diarias. As lesGes decorrentes foram avaliadas
apos 60 dias da inoculagcdo, medindo-se o comprimento da &rea lesionada apés a
remocdo da casca do tronco com auxilio de um paquimetro digital, expondo-se

totalmente a lesdo desenvolvida.

4.5. Andlises estatisticas dos dados fenotipicos
Para a hip6tese de normalidade dos dados e para as andlises estatisticas, 0s
comprimentos médios das lesdes do grupo de individuos inoculados (CL,) foram
subtraidos dos comprimentos médios obtidos do grupo controle de individuos (CLc¢),

gue geralmente girava em torno de 5 mm, devido ao diametro do furador de rolhas
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usado para causar o ferimento na planta, surgindo a variavel CLg (comprimento real
da leséo) [CL, — CLc = CLg]. Assim, os 5 mm ja obtidos pela injuria no momento da
inoculacéo para expor a zona cambial nas plantas eram eliminados, demonstrando a
leséo real ocasionada pela gomose dos citros. Um histograma de distribuicdo das
médias das lesbes foi obtido pelo uso do software Minitab 14, a partir dos testes de
normalidade Anderson-Darling e Kolmogorov-Smirnov, com os dados fenotipicos em
transformacéao logaritmica (base 10).

As andlises estatisticas foram realizadas com o uso do programa
computacional SASM-AGRI (Canteri, 2001), aplicando-se o teste F para andlise de
variancia e utilizando-se 0 modelo estatistico apropriado em delineamento
inteiramente casualizado, bem como o teste Scott-Knott para a comparacdo de
médias dos tratamentos.

Com as médias dos dados fenotipicos de avaliacdo dos CLr da progénie do
cruzamento P. trifoliata x C. sunki, foram calculados os parametros genéticos
(herdabilidade, variancia, coeficiente de variacdo, ganho genético) para a variavel
mensurada utilizando o aplicativo SELEGEN-REML/BLUP. Essa metodologia
promove a maximizacdo dos ganhos genéticos com selecdo, o que favorece ao

melhoramento genético de plantas perenes (Resende, 2002).

4.6. Genotipagem e construcdo dos mapas genéticos de ligacao

O DNA total de 272 hibridos e dos dois genitores P. trifoliata e C. sunki foi
extraido, tratado com RNase, quantificado em NanoDrop ND-8000
spectrophotometer (Thermo Scientific) com concentracdo desejavel de no minimo 1
Hg (100 ng/uL) e sua integridade avaliada com eletroforese em gel de agarose a 1%.
As solucBes contendo DNA de cada amostra foram distribuidas em placas de 96
pocos e armazenadas em freezer a -20°C até o envio para a genotipagem do
material.

A técnica DArT-seq™ foi aplicada para a genotipagem dos 274 individuos
(hibridos e genitores) pela empresa prestadora de servicos Diversity Arrays
Technology Pty Ltd (DART P/L), com sede na Australia. Essa metodologia utiliza
duas enzimas de restricdo (uma de corte raro e outra de corte frequente) para a
reducdo da complexidade do genoma, seguido do sequenciamento de dUltima
geracdo (NGS) para a obtencdo dos marcadores DArT-seq™. Primeiramente, 0s

fragmentos de restricdo resultantes foram ligados a adaptadores especificos,
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amplificados usando primers seletivos contendo sequéncias complementares aos
adaptadores e analisados quanto a pureza, a fim de ocorrer a formacdo da
‘representagcdo gendmica” da espécie. As sequéncias desses adaptadores contém
iniciadores de sequenciamento, sendo os fragmentos lidos a partir do sitio de
restricdo de uma das enzimas (geralmente a de corte raro). Os fragmentos, entéo,
foram analisados quanto a qualidade em arquivo FASTA e alinhados com o genoma
de referéncia da tangerina Clementina, disponivel em Phytozome v. 0.9. Os DNAs
de individuos a serem genotipados foram sequenciados em equipamento Illlumina©
HiSeq 2000. Dessa forma, houve a obtencdo de 7851 marcadores DArT-seq™
associados a populacdo dos 272 hibridos F;. Tais marcadores foram codificados
como “0”, se ausente; e “1”, se presente, sendo analisados quanto ao padrédo de
segregacao mendeliana esperado para uma progénie F;, que pode ser de dose
Unica 1:1 (0o x ao ou vice-versa) e 3:1 (a0 x ao). Marcas que apresentaram
distor¢des de segregacao foram retiradas da analise pelo teste de aderéncia do Qui-
Quadrado (X?).

Mapas genéticos de ligacdo altamente saturados de Poncirus trifoliata e
tangerina Sunki foram previamente construidos utilizando a estratégia pseudo-
testcross, em que sao feitos dois mapas, um para cada genitor contrastante e
complementar, pelo uso de marcadores que segregam na proporcdo mendeliana
1:1. Marcadores exclusivos para o genitor P. trifoliata foram selecionados e
chamados D1 (oo x ao), assim como aqueles informativos apenas para o genitor C.
sunki foram denominados D2 (ao x 00). Todos os loci DAIT que ndo apresentaram
segregacao 1:1 foram eliminados da analise. A escolha dos genitores foi feita com
base na resisténcia/suscetibilidade a Phytophthora, e os mapas de ligacdo foram
desenvolvidos utilizando os 272 hibridos F; provenientes de cruzamentos
controlados, por meio do software OneMap (Margarido et al., 2007). Para tanto, os
critérios usados foram: LOD score = 8 e maxima fracdo de recombinacédo = 0,3 para
a formacéo dos grupos de ligacdo nos dois mapas, além de informacdo gendmica
com o genoma de referéncia de Citrus sinensis disponivel em Phytozome v. 0.9. A
funcdo de mapeamento proposta por Kosambi (1944) foi utilizada para a conversao
em cM (centiMorgans) dos valores das fracbes de recombinacdo entre as marcas. A
ordenacéo preliminar dos marcadores de cada genitor foi efetuada a partir do
algoritmo de RCD (Delineacao rapida em cadeia) para a remocao de marcadores

redundantes, que apresentam fracdo de recombinacéo igual a zero (Doerge, 1996).



63

Em seguida, foi utilizado o algoritmo de ordenacgé&o para os dois grupos contendo os
marcadores informativos 1:1, havendo a geracdo dos dois mapas de ligacdo dos

genitores contrastantes.

4.7. Mapeamento de QTLs

Para as analises do mapeamento de QTLs, foram consideradas as médias de
avaliacdo dos dados fenotipicos de CLrg em transformacéo logaritmica (base 10)
levantados pelo presente trabalho na populacédo segregante dos 110 hibridos. Sendo
assim, os QTLs foram mapeados nos dois mapas de ligacdo existentes dos
genitores por meio da estratégia do mapeamento de intervalo composto (CIM)
(Zeng, 1994) com o uso do pacote FullsibQTL da linguagem de programacdo R
(Gazaffi et al., 2014). O CIM permite que se faca uma busca continua de QTLs ao
longo dos mapas de ligacdo, considerando os pares de marcadores adjacentes e
também a inclusdo dos chamados cofatores (marcadores localizados em outras
regides do genoma), o que aumenta o poder de deteccdo de QTLs e a precisao das
estimativas de efeito e posicdo (Gazaffi, 2009). Assim, um maximo de 20 cofatores
foi estipulado com vistas a localizar QTLs fora do intervalo de mapeamento,
buscando evitar também superparametrizacdes do modelo proposto pelo método de
mapeamento. O teste estatistico LOD score (LD), usado para detectar a presenca ou
auséncia de cada QTL, foi feito pelo teste de permutagdo randémica (a = 0,05; n =
1000 repeticdes) (Churchill & Dodge, 1994), disponivel no FullsibQTL. “LOD scores”
criticos foram calculados para identificar QTLs. A porcentagem da variacao

fenotipica explicada pelos QTLs foi estimada usando regresséo linear (R?).

4.8. Expressao génica

4.8.1. Coleta de folhas, extracdo de RNA e sintese de cDNA

A coleta de folhas foi realizada 48 horas apo6s a inoculacdo do patdégeno nas
plantas, sendo armazenadas em nitrogénio liquido e colocadas posteriormente em
freezer a -80°C até o momento da extracdo de RNA. A escolha do tempo foi
baseada em estudos prévios de time course que avaliaram a resposta sistémica de
plantas a partir da expressédo de genes envolvidos na interagcéo citros-Phytophthora
(Boava et al.,, 2011a; Teixeira, 2005) e associados as vias de sinalizacdo dos
fitormonios que ativam diversos mecanismos de defesa na planta.

A extracdo de RNA total do material vegetal foi realizada de acordo o método

do cloreto de litio (LiCl) descrito por Chang et al. (1993). Para evitar contaminacdes
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com DNA genbmico, as amostras foram tratadas com DNase |, RNase-Free kit
(Fermentas Life Sciences), seguindo as recomendacdes do fabricante. 300 mg das
folhas provenientes de um mesmo gendtipo foram maceradas com nitrogénio liquido
e coletaram-se trés tubos do macerado resultante (100 mg cada), totalizando trés
repeticbes bioldégicas por genétipo. O RNA total, entdo, foi quantificado em
NanoDrop ND-8000 spectrophotometer (Thermo Scientific), e sua integridade foi
avaliada com eletroforese em gel de agarose desnaturante a 1,2%.

O cDNA foi produzido segundo instru¢bes do manual do Revertaid H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), com a utilizag&o de primers oligo (dT),
sendo posteriormente tratado com RNAse H (1 U) para remover qualquer
contaminagdo com RNA. Posteriormente, o cDNA obtido foi diluido em agua livre de
RNAse na proporcao de 1:50, com as trés repeticbes biol6gicas de cDNA (50 uL
cada) sendo misturadas, o que formou um pool génico de amostras representadas
num unico tubo contendo 150 pL de cDNA diluido para cada gendtipo a ser

analisado nos ensaios de expressdo génica e mapeamento de eQTLs.

4.8.2. RT-gPCR (PCR Quantitativo em Tempo Real) para validar a
expresséo génica

A expressao de 19 genes candidatos por RT-qPCR (Tabela 1), selecionados
em trabalhos anteriores de expressdo génica via qPCR e com microarranjos do
Centro de Citricultura Sylvio Moreira (Boava et al., 2011a; Boava et al., 2011b), além
de outros estudos de interacdo patdgeno-hospedeiro disponiveis na literatura, foi
avaliada em 51 hibridos, nos dois genitores da populacdo, no limdo Cravo e no
citrumelo Swingle. A selecdo dos hibridos para os ensaios de RT-gPCR foi realizada
com base na aplicacéo do teste Scott-Knott nos dados fenotipicos, que os separou
em dois subgrupos e um grupo (suscetiveis [S]; moderadamente suscetiveis [MS];
tolerantes e/ou resistentes [T/R], respectivamente). Como o grupo T/R obteve uma
maior quantidade de genotipos pelo teste de separacdo das médias (91 hibridos),
enquanto os subgrupos S e MS juntos tiveram 19, e dando preferéncia aqueles
hibridos mais contrastantes (suscetiveis e tolerantes/resistentes), que constituem
materiais promissores para o entendimento das respostas de defesa da planta pela
ativacdo de genes diferencialmente expressos, foram selecionados nove hibridos

suscetiveis que formaram o grupo S/MS (suscetiveis e/ou moderadamente
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suscetiveis), dos quais seis eram pertencentes ao subgrupo S e trés ao MS; e 42 do
grupo T/R.

No geral, houve a busca de genes conhecidamente relacionados a processos
de defesa celular, que envolvem as principais vias de fitorménios como a do &acido
salicilico (SA), acido jasménico (JA), etileno (ET) e acido abscisico (ABA). Devido a
evidéncias de que espécies do género Phytophthora atuam como agentes biotroficos
nas primeiras 36-48 horas apoés a infeccao, ativando preferencialmente a via do SA,
um maior nimero de genes relacionados a essa via foi escolhido para avaliacdo da
expressao génica em resposta a P. parasitica. Entretanto, alguns genes de defesa
associados as vias do JA/ET e JA/ABA também foram selecionados, partindo do
pressuposto de que apdés 48 horas, organismos hemibiotréficos saem da fase
biotrofica e iniciam a necrotrofica, culminando numa reprogramagéo transcricional
para a expressdo de genes de defesa associados tanto ao SA quanto ao JA/ET e
JA/ABA (Grenville-Briggs & West, 2005; Boava et al., 2011b). Como controles
endogenos, foram testados os genes F-BOX, SAND e GAPC2. Esses trés genes sdo
utilizados rotineiramente para normalizar dados de RT-qPCR em espécies de citros
(Mafra et al., 2012).

Os primers oligonucleotideos que flanqueiam as regies génicas foram
sintetizados usando o software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems), e
checados quanto a especificidade por meio da ferramenta Primer-BLAST no banco
de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information). A obtencédo de
suas sequéncias (Tabela 1) foi encontrada na literatura, em trabalhos que avaliavam
experimentos de RT-gPCR com Arabidopsis, tabaco, arroz e também com o genoma
de referéncia Citrus sinensis para plantas de citros.

Para a validacdo dos primers sintetizados, foi feita a PCR convencional, com
o intuito de avaliar as sequéncias amplificadas de cDNA. Buscou-se avaliar nas
reacOes de PCR algumas condi¢des iguais aos ensaios de RT-gPCR em termos de
concentracdo final de primers (200 nM) e temperatura de anelamento (60°C) para
melhor transparéncia dos resultados. Os produtos de amplificacdo foram
visualizados em gel de agarose a 2%, preparado com TAE 1X e brometo de etidio.
As reacdes para cada par de primer incluiram sempre um branco (sem cDNA) com o
objetivo de detectar possiveis amplificacdes inespecificas e contaminagdes.

Apoés a validacdo dos primers por PCR convencional, as amplificacdes por

RT-gPCR para os ensaios de expressdo génica foram realizadas com o uso de 7,5



66

ML de GoTaq gPCR Master Mix (Promega), 3 uL de cDNA (diluicao de 1:50), sendo
retirado do pool génico formado pelas trés repeticdes biologicas existentes de cada
genotipo (150 L cada), 200 nM de cada primer e agua para um volume final de 15
ML em um equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems)
com ciclos de: 50°C por 2 min; 95°C por 10 min; 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C
por 1 min. Para cada reacéo foi realizada uma curva de dissociacdo para verificacao
de possiveis contaminacdes e reacdes inespecificas. Além disso, as reacdes para
cada par de primer foram feitas em duplicatas, utilizando sempre controle sem cDNA

para detectar possiveis contaminacdes.
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Tabela 1. Genes selecionados para os ensaios de RT-gPCR, com suas descri¢cdes, sequéncias de primers, vias de defesa e referéncias que foram
levantadas para avaliar a resposta da progénie do cruzamento P. trifoliata x C. sunki a gomose dos citros.

Gene Descricéo Primer Forward (5'—3’) Primer Reverse (5 —3’) (\j/é?eiz Referéncias
PAL2 Phenylalanine Ammonia Lyase 2 CACAAATTGAAGCACCATCC TTCTCAGGGCATAACGATCC Boava et al., 2011b
EDS1 Enhanced disease susceptibility 1 TTTACAGGGCATTCCTCAGCTGGT TATAGGTGGCATTCTGCTGGTGCT Oliveira, 2013
NPR3 Non-expressor of PR genes 3 GCTCCTGAGAAGGGGGTTAAT CACAAACTGGGATACCCTCAAC Oliveira 2013
WRKY70 WRKY 70 transcription factor AGGGTAAGAAATTTGCCCACCAGC AGAATTCGCCTGCTGCTGCTGATA Oliveira 2013
WRKY46 WRKY 46 transcription factor TCGGGGACAGCATTGGAAGGGA ACCTCGGGCATGACGATGCG SA Oliveira 2013
WRKY62 WRKY 62 transcription factor CCGGTCAGGCCACGTCTTCA AGCTGCAGTGCCATTTCTTGGC Oliveira 2013
SGT1b SA glucosyltransferase 1 GCAAGCCATTGAGATTAGCC GCCACCTTAGCCGTTTCATA Oliveira 2013
BSMT1 SA/benzoic acid methyltransferase 1 GTTTAACGAGGCCGTTGATG TCGTCAAGGAAACTGTCACG Oliveira 2013
PR2 Pathogenesis-related protein 2 CGCTCAGTACCTTGTTCCCGCC TTGGTTTCCAAGGCCGGCTGC Oliveira 2013
MKP1 MAP kinase phosphatase 1 GTTCAACTGAACCCCCTTGA CACGGCATCACTCCCTAAAT Boava et al., 2011b
ACO ACC oxidase ATGGAATTGAGCCGGAG GATACCTTCAAGTGCCCT Boava et al., 2011b
EIN3 Ethylene-insensitive 3 GGAGCGTCTGATAATCTTCG AAGGTGTGAGGCGTAGACAC Boava et al., 2011b
PR3 Pathogenesis-related protein 3 GCCTGAATCCCAGTAACCAA AAAGCAGCTAGGTTCCCACA JAET Boava et al., 2011a
Chit. Chitinase [Citrus sinensis] ACAGAATTGTGGAAGCGG AGCAAGTCTTCAAACATCTCC Boava et al., 2011a
PR4 Pathogenesis-related protein 4 GCTGCACGTGCTTATTGCTCAACT  ATTCTCACCGTTGCTTGAGCTCCT Oliveira 2013
GST22 Glutathione S-transferase 22 CTGATCTGAGTCACCTTCCA GGCCTGTTGCTAATATCATCC O’Kane & Al-Shehbaz, 1997
ABF Abscisic acid responsive element-binding GTAATGATGATTGGTTGGAGG TTTCTCCCATATTGAGGGAC Zhang et al., 2006
RPS4 RPS protein 4 CCAAGATCTTGAATATCTTCCC GCAAGTTGAGCTCAATTAGG JA/ABA Boava et al., 2011b
LEAS Late embryogenesis abundant 5 TCGGACTGGTATCATGGA GTAGTACCCAGTGATGGGA Boava et al., 2011b
Controle endégeno
FBOX F-box family protein GGCTGAGAGGTTCGAGTGTT GGCTGTTGCATGACTGAAGA Mafra et al., 2012
SAND SAND family protein AACTCTATGCAGCATTTGATCCACT TGATTGCATATCTTTATCGCCATC N Mafra et al., 2012
GAPC2 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrigenase C2

TCTTGCCTGCTTTGAATGGA

TGTGAGGTCAACCACTGCGACAT Mafra et al., 2012

SA=Acido salicilico; JA=Acido Jasmdnico; ET=Etileno; N=Normalizador.
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4.8.3. Normalizacdo dos dados de RT-qPCR e andlises de expressédo

génica

A estabilidade de expresséo para cada gene de referéncia foi avaliada pelo
uso do software GenEx v. 6 (www.multid.se), que disponibiliza o algoritmo do
GeNorm para se fazer as comparagbes par-a-par entre 0os genes enddgenos,
determinando qual a melhor combinagcdo (dois ou mais genes ) a ser utilizada.
Assim, calcula o valor médio da estabilidade de expressao, chamado de valor M (m-
value) para cada gene, de modo a estabelecer um ranking que leva a eliminacao
daquele com maior valor M numa primeira comparacéo de dois genes. Em seguida,
0 processo é repetido até que haja dois ou mais genes superiores com valores M
idénticos, que apresentam alta correlacdo e sdo sugeridos como par ideal de genes
para normalizacdo dos dados de RT-qPCR. Dessa forma, o valor da estabilidade de
expressao reflete a variacdo de um gene quando comparado aos pares com todos
0S outros genes analisados, podendo ser relacionado com o valor de SD (desvio-
padrdo). A maior estabilidade de um gene € indicada por um menor m-value
(Spiegelaere et al., 2015). Os dados que serviram de entrada para o calculo do valor
M pelo algoritmo do GeNorm foram as quantidades relativas de cada amostra
juntamente com a eficiéncia do primer, segundo Mafra et al. (2012).

Para a deteccdo das quantidades relativas, dos niveis de expressdo, dos
valores Fold change e da estabilidade dos genes enddgenos, foram considerados
dois tratamentos no estudo do complexo Phytophthora-citros: plantas inoculadas
com Phytophthora parasitica (grupo infectado) e plantas ndo inoculadas (grupo
controle) a partir do método descrito por Siviero et al. (2006). Sendo assim, foram
feitos calculos com base no numero de ciclos de amplificacdo necessario para atingir
um limiar fixo (ciclo limite - Ct) na fase exponencial da PCR. A eficiéncia de
amplificacdo e os dados de Ct foram calculados para cada reacdo de qPCR por
meio do software Real-time PCR Miner (Zhao & Fernald, 2005), que implementa um
algoritmo normalizador dos dados brutos de fluorescéncia em funcédo dos ciclos da
PCR. Para cada gene foi calculado uma eficiéncia média de todas as PCR feitas. A
média dos valores de Ct das duas repeticdes técnicas de cada gendtipo analisados
também foi estimada. Com esses dados obtidos, a quantificacdo relativa,

determinada pelo método 224¢T

entre as condicdes de RT-gPCR (Livak &
Schimittgen, 2001) e que serve de parametro para o calculo dos niveis de expressao

de cada amostra, foi aplicada. Para tanto, uma metodologia derivada desse
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procedimento foi estabelecida, que ndo considera o valor de eficiéncia (E) do gene
igual a 100%, incluindo o valor real de E nos calculos das quantidades relativas (Q)
de cada amostra pela formula Q = EA°T. Dessa forma, os valores das quantidades
relativas de cada gendtipo tanto para os 19 genes-alvo quanto para os trés genes
enddgenos (F-BOX, SAND e GAPC?2) sédo estimados a partir dos valores de Ct e
eficiéncia do gene, de modo a amostra com menor Ct (maior expressao) ficar com o
valor de Q = 1, o valor de E = 2 compreendendo 100% de eficiéncia e a variavel ACT
ser calculada pela diferenca entre o menor Ct com o Ct da amostra em questao.

Os niveis de expressao de cada gendétipo foram calculados por intermédio de
um fator de normalizacdo, dado pela média geométrica das quantidades relativas
estimadas para os dois genes de referéncia (F-BOX e SAND) que apresentaram um
menor valor M de expressado nos dois tratamentos avaliados pelo algoritmo do
GeNorm. Para tanto, o calculo dos niveis de expressdo em cada amostra é feito pela
razdo entre o valor da quantidade relativa encontrada no gene-alvo e o fator de
normalizacdo daquele gendtipo em analise.

Por fim, foram calculados também os valores de Fold change de cada
individuo inoculado em relacdo ao ndo inoculado, pela razdo dos niveis de
expressao do grupo infectado sobre o grupo controle. Tais medidas permitem
afirmar quais genes foram up-regulated (induzidos) ou down-regulated (reprimidos)
em cada genotipo apés a inoculacdo, determinando quantas vezes um gene-alvo é
expresso individualmente nos genoétipos inoculados em relagcdo ao grupo controle
(Fold change das amostras nado inoculadas é sempre igual a 1). Dessa forma, os
valores de Fold change maior que 1 indicam um aumento da expressado génica (o
gene foi induzido), enquanto genes reprimidos véo ter valores menores que 1
(diminuicdo da expressao génica). Graficos de coluna foram gerados para mostrar
as alteragcbes em ordem crescente dos valores de Fold change (eixo y) para cada
gene-alvo em relacdo aos 55 gendtipos analisados (eixo x). Além disso, gréficos de
pizza também foram feitos para fazer comparacdes entre os dois grupos separados
pelos dados fenotipicos, a fim de detectar a porcentagem de hibridos que tiveram
genes-alvo induzidos e reprimidos dentro de cada grupo. Para as andlises
estatisticas, os dados de Fold change foram transformados em escala logaritmica
(base 2), com o propoésito de atender a normalidade dos dados pelo uso do software
Minitab 14. Assim, genes reprimidos apresentam valores negativos de Log,Fold

change; e os induzidos, positivos. Um teste F (ANOVA: um critério) foi feito para
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comparar os resultados de Log,Fold change de cada gene entre os dois subgrupos
(S e MS) e o grupo T/R. Caso o resultado do F-value seja significativo, foi aplicado a
posteriori um teste t de student par-a-par, para comparar as diferencas entre as
meédias amostrais dos trés grupos.

4.8.4. Andlises de correlacéao e perfil de expressao génica global

A interacdo entre as respostas fenotipicas (comprimento da lesdo) e
genotipicas (expressdo génica) dentro de cada grupo foi avaliada com base em
correlagdes dos dados de CLg transformados em Log (base 10) (eixo y) e os valores
de Log.Fold change (eixo x), demonstrando o envolvimento entre as duas variaveis
pela aplicacdo do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) disponivel no programa
estatistico BioEstat v. 5.0. Para Moore (2007), a direcdo e o grau de relacionamento
entre duas variaveis quantitativas podem ser estabelecidos pelo método da
correlagao linear de Pearson.

Para a obtencéo do perfil de expressdo génica global do experimento, pela
analise comparativa dos 19 genes candidatos com os 51 hibridos, os dois genitores,
o limdo Cravo e citrumelo Swingle, os valores de Log.Fold change serviram de
entrada para o programa MeV (MultiExperiment Viewer) v. 4.9 (www.tm4.org).
Assim, foi possivel agrupar tanto os genes quanto as amostras pelo teste de
agrupamento hierarquico (HCL — Hierarchical clustering), utilizando a correlacdo de
Pearson como distancia métrica, o que resultou na ordenacdo dos genes com
expressdes mais proximas e a separacao dos genotipos em blocos (clusters), sendo
esses parametros visualizados em uma representacao grafica chamada de heatmap.
No heatmap, os valores individuais de Log,Fold change inseridos na matriz existente
entre 0S genes com as amostras sao apresentados em cores, permitindo a analise
comparativa global da expressado dos genes-alvo com os genoétipos do experimento
e o estabelecimento de uma arvore hierarquica, em que genes e amostras podem
ser ligados entre si por uma série de ramificacdes.

Além disso, com o intuito de entender melhor a relacdo entre os genes
candidatos, uma matriz de dissimilaridade foi obtida a partir da Distancia Euclidiana,
de maneira a essa andalise comparativa também ser demonstrada em forma de
heatmap. Enquanto a matriz de similaridade utiliza o coeficiente de correlagéo de
Pearson (r) para avaliar o grau de semelhanca entre pares de objetos (genes), a
matriz de dissimilaridade usa a Distancia Euclidiana como parametro da distancia

(grau de diferenca) entre dois objetos a serem relacionados (Cruz et al., 2004).
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Dessa forma, ndo h& um intervalo de variacdo entre O e 1, a ponto de quanto maior
for o valor da distancia par-a-par, maior sera a diferenca entre os dois genes
comparados, fenbmeno que pode ser apresentado a nivel global no heatmap. O
heatmap, entdo, encaixa de modo proporcional os valores das distancias num
intervalo de 0 a 1, atribuindo o valor de 1 para a combinacdo de genes que possuem

comparativamente a maior Distancia Euclidiana.

4.9. Mapeamento de eQTLs

Com o0 uso de mapas de ligacdo previamente construidos de Poncirus
trifoliata e Citrus sunki, utilizando marcadores DArT-seq™ e o software OneMap
(Margarido et al., 2007), e ap0s a validacdo de genes diferencialmente expressos e
a quantificacdo do nivel de transcritos de cada gene para cada individuo da
populacdo por RT-PCR Quantitativo em Tempo Real, foram realizadas analises por
meio do pacote FullsibQTL da linguagem de programacédo R (Gazaffi et al., 2014)
para se fazer o mapeamento de eQTLs. Nesse procedimento, os valores de
Log,Fold change calculados pela quantificacédo relativa por meio da técnica de RT-
gPCR na populacdo segregante dos 51 hibridos selecionados, foram usados para
mapear 0os QTLs de expressdo nos dois mapas de ligagdo existentes, como se
fossem caracteristicas fenotipicas, detectando entdo polimorfismos associados a
expressao génica. Utilizou-se a estratégia do mapeamento de intervalo composto
(CIM) (Zeng, 1994) igual ao procedimento realizado para o mapeamento de QTLs.
Um maximo de 20 cofatores foi estipulado com vistas a localizar eQTLs fora do
intervalo de mapeamento. O teste estatistico LOD score (LD), usado para detectar a
presenca ou auséncia de cada eQTL, foi feito pelo teste de permutacdo randémica
(a =0,05; n = 1000 repeticdes) (Churchill & Dodge, 1994), disponivel no FullsibQTL.
O LOD critico igual a 3.0 foi designado como padrdo para identificar eQTLs. A
porcentagem da variacado fenotipica explicada pela deteccdo de eQTLs foi estimada

usando regressao linear (R?).
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5. Resultados e discussao
5.1. Avaliacado das lesGes causadas por Phytophthora parasitica
As médias das lesdes pela inoculacdo dos 110 hibridos, dos genitores P.
trifoliata e C. sunki, do liméo Cravo e do citrumelo Swingle sdo mostradas na Figura
10.
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Figura 10. Distribuicdo das médias dos comprimentos reais da lesdo (CLgr) de P. parasitica nos
hibridos (azul), no citrumelo Swingle (amarelo), no limdo Cravo (preto), na tangerina Sunki (vermelho)
e no trifoliata Rubidoux (verde).

Observa-se que as médias dos CLg dos hibridos variaram entre 1,15 a 11,13
mm, 0 que corrobora com Boava (2004a), que em seu estudo encontrou resultados
variando de 0,8 a 12,2 mm. Além disso, constata-se que 0s dois genitores possuem
resultados bem contrastantes para a lesdo desenvolvida por P. parasitica, com P.
trifoliata atingindo 2,71 mm e tangerina Sunki, 8,36 mm, que segundo a literatura €
suscetivel a Phytophthora, enquanto o trifoliata se comporta como porta-enxerto
resistente (Boava, 2004b; Siviero et al., 2002a). A lesdo no liméo Cravo atingiu 10,52
mm, superando a tangerina Sunki, de maneira a ser classificado como suscetivel; e
no citrumelo Swingle, 1,72 mm do CLg, alcangando um comprimento longitudinal
menor que o P. trifoliata. Tal porta-enxerto é citado como sendo tolerante para as
infeccdes de tronco e raizes (Medina Filho, 2003).

Na Figura 11, pode-se observar a diferenga no comprimento das lesdes entre
os dois genitores, o limédo Cravo e entre os quatro hibridos amostrados.
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Figura 11. LesBes causadas pela inoculacdo de Phytophthora parasitica em Citrus sunki (1), Poncirus
trifoliata (2), lim&o Cravo (3) e quatro hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki (4 a 7). (A) LesGes
causadas por inoculacdes a 15 cm da enxertia, (B) Lesdes causadas por inoculacdes a 10 cm da
regido de enxertia. Foto: Rémulo Pedro

5.2. Testes de normalidade dos dados fenotipicos

Nas Figuras 12 e 13, observam-se os resultados obtidos pelos testes de
normalidade Kolmogorov-Smirnov (KS) e Anderson-Darling (AD), respectivamente,
com os dados transformados em logaritmo (base 10). Sendo assim, as ClLgr
resultantes da populacdo composta de P. trifoliata, C. sunki, dos 110 hibridos, do
limdo Cravo e do citrumelo Swingle atendem a expectativa de distribuicdo normal
dos dados, sendo o valor estatistico p-value obtido pelo teste de KS > 0,150 e pelo
teste de AD = 0,236, 0 que torna altamente significativos os valores médios dos CLr

e possibilita o desenvolvimento das analises estatisticas seguintes.
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Figura 12. QQ-plot obtido pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, mostrando a distribuicdo normal dos
dados fenotipicos, com a maioria dos pontos se sobrepondo a reta.
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Anderson-Darling Normality Test
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Figura 13. Histograma obtido pelo teste de Anderson-Darling, mostrando a curva normal esperada
dos dados fenotipicos.

5.3. Analises estatisticas dos dados fenotipicos

A Tabela 2 apresenta os resultados do teste F para andlise de variancia com
as médias obtidas dos CLg dos hibridos, genitores, limédo Cravo e citrumelo Swingle,
mostrando que houve diferenca significativa, tanto a 5% quanto a 1%, entre as
lesbes desenvolvidas pela inoculacdo de P. parasitica. Assim, com a utilizacdo da
estatistica tabelada F a 5% e a 1%, tem-se que Fsy = 1,36 € F19, = 1,55. Com isso,
Feaculado > Ftabulado, demonstrando que ha pelo menos uma média diferente das

demais.

Tabela 2. Andlise estatistica pelo teste F dos dados fenotipicos dos comprimentos reais da lesao
(CLgy provenientes da inoculagdo com P. parasitica em hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki,
nos dois genitores, no limdo Cravo e no citrumelo Swingle.

Causa da
variacio G.L. S.Q. Q.M. F F (5%) F (1%)
Tratamentos 113 906,92 8,03 4,94 1,36 1,55
Residuos 114 185,05 1,62
Total 227 1091,97

Apos a realizagdo do teste F foi feita uma comparagdo das médias CLg de
todos os tratamentos por meio do teste Scott-Knott a 5% de significancia, que pode
ser observado na Tabela 3. Constataram-se diferencas significativas entre as
médias CLr dos 114 gendtipos, com 0 genitor tangerina Sunki apresentando uma

maior lesdo desenvolvida pela gomose dos citros, € 0 outro genitor trifoliata



75

Rubidoux, uma menor lesdo, o que confirma a suscetibilidade da C. sunki e a
resisténcia do P. trifoliata pela literatura (Boava, 2004a; Medina Filho, 2003; Siviero
et al., 2002a).

Tabela 3. Comprimentos reais da lesao (CLg) da gomose dos citros em 110 hibridos de Poncirus
trifoliata x Citrus sunki, nos dois genitores, no limdo Cravo e no citrumelo Swingle.

Genbtipo CLg" (mm) Genbtipo CLg" (mm) Genétipo CLg" (mm)
8 11,13a 12 4,33c 181 3,045c¢
L. Cravo 10,52a 249 4,295¢c 97 3,045¢c
204 9,49a 237 4,285¢c 21 2,955c¢
209 9,3a 228 4,235¢c 57 2,93c
40 8,905a 89 4,145¢c 46 2,915c
13 8,875a 85 4,135¢c 74 2,895c¢c
T. Sunki 8,355a 71 4,04c 221 2,785¢c
47 8,11a 69 3,97c 39 2,75¢c
11 7,97a 303 3,88c 52 2,735cC
244 7,695a 199 3,81c 252 2,72¢c
30 6,775b 182 3,8c Trf. Rubidoux 2,71c
312 6,54b 36 3,74c 282 2,695c¢c
27 6,41b 16 3,74c 7 2,675cC
284 6,255b 227 3,69c 43 2,66¢C
205 6,13b 76 3,66¢C 32 2,6¢c
248 6,04b 59 3,66¢C 222 2,52¢
33 6,035b 246 3,65¢C 301 2,515c
274 5,95b 233 3,565¢ 285 2,46¢C
250 5,93b 201 3,545¢ 9 2,415c
262 5,715b 271 3,515¢ 87 2,41c
99 5,525b 158 3,505¢ 72 2,4c
86 5,315c 291 3,465c 91 2,34c
94 5,275c 203 3,435c 259 2,33c
192 5,265c¢ 130 3,425c¢ 218 2,32¢c
208 5,225¢c 261 3,4¢c 58 2,3c
231 5,08¢c 226 3,34c 260 2,265cC
82 4,98¢c 239 3,31c 283 2,115c
232 4,955¢ 48 3,305¢c 96 2,115c
44 4,835¢c 257 3,285c 38 2,035c¢c
302 4,595¢ 83 3,275¢c 75 2,025c¢
50 4,59¢ 254 3,26¢C 55 1,84c
5 4,59¢ 236 3,21c 263 1,72c
211 4,475¢c 253 3,145c C. Swingle 1,715c
84 4,425¢c 212 3,11c 270 1,705c¢
238 4,39¢c 225 3,09c 169 1,43c
229 4,36¢C 306 3,08c 206 1,32¢c
213 4,355¢c 51 3,07¢c 279 1,285c¢c
81 4,33c 3 3,07c 22 1,15¢c
CV (%) 31,3

"Médias seguidas da mesma letra néo diferem estatisticamente entre si pelo teste Scott-Knott a 5%.
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Pode-se afirmar que os gendétipos 8, limdo Cravo, 204, 209, 40, 13, tangerina
Sunki, 47, 11 e 244, séo suscetiveis a P. parasitica, pois apresentaram um maior
valor de CLg como resultado da inoculagéo. Ja os hibridos 30, 312, 27, 284, 205,
248, 33, 274, 250, 262 e 99, apresentaram suscetibilidade moderada a doenca, com
valores de CLg intermediarios aos demais. Por outro lado, os outros 93 gendétipos
comportaram-se como tolerantes e/ou resistentes a Phytophthora, incluindo o genitor
P. trifoliata e o citrumelo Swingle, apresentando menores valores de CLg, 0 que 0s
classifica como materiais promissores para estudos de fenotipagem e expressao
génica que busquem avaliar a resisténcia a Phytophthora. Esses resultados indicam
gue os hibridos provenientes do cruzamento entre trifoliata Rubidoux e tangerina
Sunki apresentam grande variabilidade genética, sendo poucos (17%) suscetiveis
e/ou moderadamente suscetiveis a Phytophthora.

O fato de ser encontrada uma maior quantidade (83%) de hibridos entre P.
trifoliata e C. sunki considerados tolerantes e/ou resistentes a doenca confirma os
dados obtidos por Carvalho (2000), que apontou como materiais mais promissores
para a citricultura a fim de se ter resisténcia a Phytophthora, os hibridos de P.
trifoliata x C. sunki e outros citrandarins, reforcando a ideia da escolha de genitores
contrastantes e complementares para o melhoramento genético de plantas com
vistas ao carater resisténcia a P. parasitica.

Boava (2004a) acompanhou a lesdo desenvolvida pela inoculacdo de P.
parasitica em 91 hibridos de P. trifoliata x C. sunki mais os dois genitores em duas
épocas de avaliacdo, e constatou que houve apenas diferenca significativa entre os
hibridos, ndo havendo uma variacdo pela estatistica em relacdo a época e sua
interacdo com os gendtipos avaliados.

O coeficiente de variacdo encontrado no presente estudo foi considerado alto
(31,3%), o que pode ser explicado pela propria metodologia de inoculagéo, a qual
pode apresentar certa variacdo na densidade do patégeno a ser inoculado, ou entéo
por um mecanismo de natureza genética, relacionado a acdo dos poligenes
envolvidos na heranca quantitativa do patossistema Phytophthora-Citros (Boava et
al., 2003).

Na Tabela 4, sdo apresentados os resultados referentes as estimativas de
parametros genéticos (componentes da variancia, herdabilidade e componentes do
coeficiente de variacdo) para o carater CLg (mm) em hibridos de P. trifoliata x C.
sunki por meio do aplicativo SELEGEN-REML/BLUP.
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Tabela 4. Estimativas de parametros genéticos para o carater comprimento real da lesdo (CLg) da
gomose dos citros em hibridos de P. trifoliata x C. sunki.

Estimativas? CLg (mm)
V, 2,8
Ve 1,48
V¢ 4,28
H? 0,65 + 0,15
CVy% 41,76
CV % 30,35
Média geral 4,0065

Tvariancia genotipica (Vy); variancia residual (Ve); variancia fenotipica individual (Vr); herdabilidade individual no
sentido amplo dos efeitos genotipicos totais (H2); coeficiente de variacdo genotipica (CVy%); coeficiente de
variacao residual (CV.%) e média geral do caréter.

A estimativa do coeficiente de herdabilidade no sentido amplo (H?> = 0,65) é
considerada alta para esse carater, o que demonstra bom controle genético para a
caracteristica CLr e a grande possibilidade de sucesso na selegdo ampla de hibridos
resistentes dentro do experimento. Esse valor indica que 65% da variacdo fenotipica
€ devido a acao dos genes, discordando, portanto de Siviero (2002), que encontrou
um valor baixo para a herdabilidade (18,7%) em parte do seu estudo para avaliagao
da lesdo causada pela inoculacéo de P. parasitica.

Resende (2002) discorre que valores de desvio padrdo de até 20% do valor
da herdabilidade seriam o recomendado para as estimativas de parametros
genéticos. O desvio padréo da herdabilidade neste presente estudo correspondeu a
23% do valor da herdabilidade (0,15), sendo, portanto, muito proximo do limite
desejavel pelo mesmo autor.

Em relagdo a variancia genética (Vg) da populacéo de hibridos, foi encontrado
o valor de 2,8. Segundo Resende (2002), estimativas de variancia genética positiva
e diferente de zero indicam que ha variabilidade entre a progénie, o que torna
possivel a selecdo de gendtipos superiores.

No que diz respeito aos componentes do coeficiente de variacdo, os valores
obtidos foram de 41,76% e 30,35, para o coeficiente de variacdo genotipica (CVy%)
e o coeficiente de variacdo residual (CV%), respectivamente. De acordo Pereira
(2012), valores altos de CVy%, como o encontrado para este trabalho, indicam que
as melhores progénies quando forem selecionadas, permitirdo uma maior expressao

no valor genético da populacgao.
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Resende (2002) afirma que quando o coeficiente de variacdo relativa
(CV4%/CVe%) for proximo ou superior a 1, ha grandes chances de se fazer selegéo
na progénie. O valor encontrado para essa razdo no presente estudo foi de 1,376,
sendo entdo favoravel a selegéo.

Os efeitos genéticos preditos (g), valores genotipicos (U + @), ganhos
genéticos (Gg) e novas médias (Nm) para os CLr dos gendétipos oriundos da
progénie P. trifoliata x C. sunki sdo mostrados na Tabela 5. Os valores genotipicos
sdo obtidos pela soma dos efeitos genéticos preditos (g) com a média geral do
experimento (1). O ganho genético (Gg) pode ser calculado, entdo, pelas estimativas
de parametros e valores genéticos, sendo uma grande ferramenta para ver o
resultado da metodologia de selecdo aplicada em programas de melhoramento
genético. Por intermédio do Gg, surge a variavel Nova Média (Nm), que corresponde
a 1 + Gg (Garcia & Nogueira, 2005; Moraes et al., 2008).

Os hibridos apresentaram valor genotipico médio de 4,0065 (Tabela 4) para o
carater CLg. Observa-se a confirmacdo de que os hibridos 8, 204, 209, 40, 13, 47,
11 e 244 apresentaram alta suscetibilidade a P. parasitica, com uma média de u + g
para CLg de 7,90, sendo bem superior a média geral do experimento. Sendo assim,
0 ganho genético desses oito gendtipos com a proxima geracdo corresponderia a
4,54, caso fossem selecionados.

Entretanto, num programa de melhoramento genético com vistas a selecionar
gendtipos superiores para uma dada doenca que acomete uma cultura perene, 0
gue se busca sao aqueles hibridos que indicaram uma maior resisténcia a dado
patdgeno estudado (Borém, 1997). Portanto, as progénies que apresentaram maior
resisténcia e, consequentemente, menores valores genotipicos, bem como efeitos
genotipicos preditos negativos, foram os gendétipos 22, 279, 206 e 169, com ganho
genético médio de 0,031 para a proxima geragado. Esses quatro hibridos fazem parte
dos 87 gendtipos que possuem valores de g negativo e que sdo tolerantes e/ou
resistentes a Phytophthora (Tabelas 3 e 5). Portanto, apresentam alta resisténcia a
P. parasitica e podem se tornar importantes para futuras pesquisas relacionadas a

gomose.
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Tabela 5. Gendtipos (Gen.), efeitos genotipicos preditos (g), valores genotipicos (4 + g), ganho
genético (Gg) em mm e nova média (Nm) em mm para o carater comprimento real da lesdo (CLg) da
gomose dos citros em hibridos de P. trifoliata x C. sunki.

Gen. g H+g Gg Nm Gen. g H+g Gg Nm
22 -2,26 1,75 0,00 4,01 201 -0,37 3,64 1,06 5,07
279 -2,15 1,85 0,02 4,03 233 -0,35 3,66 1,09 5,09
206 -2,13 1,88 0,04 4,05 246 -0,28 3,72 1,11 5,12

169 -2,04 1,97 0,06 4,07 76 -0,27 3,73 1,17 517
270 -1,82 2,19 0,08 4,09 59 -0,27 3,73 1,14 5,15
263 -1,81 2,20 0,10 4,11 227 -0,25 3,76 1,20 5,20
55 -1,71 2,29 0,12 4,12 36 -0,21 3,80 1,26 5,26
75 -1,57 2,44 0,14 4,14 16 -0,21 3,80 1,23 5,23
38 -1,56 2,45 0,15 4,16 182 -0,16 3,84 1,29 5,29
96 -1,50 2,51 0,19 4,19 199 -0,16 3,85 1,32 5,32
283 -1,50 2,51 0,17 4,18 303 -0,10 3,91 1,35 5,36
260 -1,38 2,63 0,20 4,21 69 -0,03 3,98 1,38 5,39
58 -1,35 2,66 0,22 4,23 71 0,03 4,03 1,42 5,42

218 -1,33 2,67 0,23 4,24 85 0,10 4,11 1,45 5,46
259 -1,33 2,68 0,25 4,26 89 0,11 4,12 1,48 5,49

91 -1,32 2,69 0,27 4,27 228 0,18 4,19 1,52 5,52
72 -1,27 2,74 0,28 4,29 237 0,22 4,23 1,55 5,56
87 -1,26 2,74 0,30 4,31 249 0,23 4,23 1,59 5,59
9 -1,26 2,75 0,32 4,32 12 0,26 4,26 1,66 5,67

285 -1,22 2,78 0,34 4,34 81 0,26 4,26 1,62 5,63
301 -1,18 2,83 0,35 4,36 213 0,28 4,28 1,70 571
222 -1,18 2,83 0,37 4,38 229 0,28 4,29 1,74 5,75

32 -1,11 2,89 0,39 4,39 238 0,30 4,31 1,79 5,79
43 -1,07 2,94 0,40 4,41 84 0,33 4,34 1,83 5,84
7 -1,05 2,95 0,42 4,43 211 0,37 4,38 1,88 5,89
282 -1,04 2,97 0,44 4,45 5 0,46 4,47 1,98 5,99
252 -1,02 2,99 0,46 4,46 50 0,46 4,47 1,93 5,94
52 -1,01 3,00 0,47 4,48 302 0,47 4,47 2,04 6,04
39 -0,99 3,01 0,49 4,50 44 0,66 4,66 2,10 6,10
221 -0,97 3,04 0,51 4,52 232 0,75 4,76 2,15 6,16
74 -0,88 3,13 0,53 4,54 82 0,77 4,78 2,21 6,21
46 -0,86 3,14 0,55 4,55 231 0,85 4,86 2,27 6,27
57 -0,85 3,15 0,57 4,57 208 0,96 4,97 2,33 6,34
21 -0,83 3,17 0,58 4,59 192 1,00 5,00 2,39 6,40
97 -0,76 3,25 0,62 4,63 94 1,00 5,01 2,46 6,46
181 -0,76 3,25 0,60 4,61 86 1,04 5,04 2,53 6,54
3 -0,74 3,27 0,66 4,66 99 1,20 521 2,61 6,62
51 -0,74 3,27 0,64 4,65 262 1,35 5,36 2,69 6,69

306 -0,73 3,27 0,68 4,68 250 1,52 5,53 2,77 6,77
225 -0,73 3,28 0,70 4,70 274 1,54 5,54 2,84 6,85
212 -0,71 3,30 0,72 4,72 33 1,60 5,61 2,93 6,94
253 -0,68 3,33 0,74 4,75 248 1,61 5,62 3,03 7,03
236 -0,63 3,38 0,76 4,77 205 1,68 5,69 3,13 7,14
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Tabela 5. “Continuagao”

Gen. g H+g Gg Nm Gen. g p+g Gg Nm
254 -0,59 3,42 0,78 4,79 284 1,78 5,79 3,26 7,26
83 -0,58 3,43 0,80 4,81 27 1,90 591 3,39 7,40
257 -0,57 3,44 0,82 4,83 312 2,00 6,01 3,54 7,54
48 -0,55 3,45 0,84 4,85 30 2,19 6,20 3,71 7,72

239 -0,55 3,46 0,87 4,87 244 2,92 6,92 3,90 7,90
226 -0,53 3,48 0,89 4,90 11 3,14 7,14 4,04 8,05
261 -0,48 3,53 0,91 4,92 47 3,25 7,25 4,19 8,20
130 -0,46 3,55 0,94 4,94 13 3,85 7,86 4,38 8,38
203 -0,45 3,55 0,96 4,97 40 3,88 7,88 4,51 8,52
291 -0,43 3,58 0,98 4,99 209 4,19 8,19 4,72 8,73
158 -0,40 3,61 1,01 5,01 204 4,34 8,34 4,99 8,99
271 -0,39 3,62 1,03 5,04 8 5,64 9,64 5,64 9,64

5.4. Construcdo dos mapas genéticos

Foram construidos mapas genéticos para 0s respectivos genitores com
marcadores DArT-seq'™ genotipados em 272 hibridos F; de P. trifoliata x C. sunki,
por meio da estratégia pseudo-testcross. Tal abordagem utiliza somente a
segregacao de marcadores 1:1 para a construcao de dois mapas de ligacdo de cada
genitor com o proposito de desenvolver o mapeamento de QTLs. Logo, cada
marcador ird segregar diferentemente nos dois mapas, sendo uma estratégia muita
usada em populagdes segregantes (Carneiro et al., 2002; Grattapaglia & Sederoff,
1994; Lanteri et al., 2008).

Com base no teste de aderéncia do Qui-Quadrado (X?), sob a hipétese nula
(Ho) de que ndo ha distorcdo das segregacbes mendelianas, e posteriormente
selecionado os marcadores DArT-seq com segregacao 1:1, dos 7851 marcadores
disponibilizados para a construcdo dos dois mapas, apenas 5862 marcas genéticas
1:1 ficaram disponiveis para a utilizacdo da estratégia pseudo-testcross.

Sendo assim, 0 mapa de ligacdo de Poncirus trifoliata apresentou 3.084
marcadores distribuidos em 10 grupos de ligacao, totalizando 2.411,55 cM (Tabela
6A; Figura 14B), com densidade média de mapa correspondente a uma marca a
cada 0,78 cM. O tamanho dos grupos de ligacao variou de 42,03 (GL 9) a 472,60 cM
(GL 2), e o numero de locos ligados, de 44 (GL 9) a 629 (GL 2). Ja o mapa de
ligacdo de tangerina Sunki apresentou 2.778 marcadores distribuidos em nove
grupos de ligacdo (GL), totalizando 2.446,6 cM (Tabela 6B; Figura 14A), com

densidade média de mapa apresentando valor de uma marca a cada 1,14 cM. O
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tamanho dos grupos de ligagao variou de 30,98 cM (GL 9) a 607,46 (GL 3), e o
namero de locos ligados, de 59 (GL 9) a 525 (GL 5).

Tabela 6. Distribuicdo do nimero de marcadores mapeados de acordo cada grupo de ligagdo (GL).

A B
Mapa de ligacéo de P. Mapa de ligacéo de C.
trifoliata sunki
Tamanho
Tamanho do do grupo
Numero de grupo de Numero de de ligagao
marcadores ligacdo (cM) marcadores (cM)
GL1 434 292,54 GL1 311 291,84
GL 2 629 472,60 GL 2 396 372,06
GL3 435 337,52 GL 3a 231 432,73
GL4 383 301,90 GL 3b 94 174,83
GL5 256 219,24 GL 4 349 272,63
GL6 91 56,40 GL5 525 355,43
GL7 316 271,53 GL6 228 249,58
GL8 341 283,92 GL7 298 255,34
GL9 44 42,03 GL 8 287 311,18
GL 10 155 133,87 GL9 59 30,98
TOTAL 3084 241155 TOTAL 2778 2446,6
1 2 2a 2 <4 5 [ T = =2 1 = 3 - = L7 T &8 = 10

Figura 14. Mapas de ligacdo construidos com a ajuda do software OneMap, baseado em 2778
marcadores DArT-seq' " para Citrus sunki e 3084 marcadores DArT-seq™ para Poncirus trifoliata.
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Quanto a distancia entre os marcadores nos grupos de ligacdo, houve
variacdo desde zero, em que dois marcadores estavam completamente ligados, nos
dois mapas, até 31 cM para o mapa do trifoliata Rubidoux e 14 cM para o da
tangerina Sunki. Marcadores bastante proximos ou até mesmo com uma ligacdo
completa ja foram descritos em varias espécies com o uso de diferentes marcadores
moleculares, produzindo mapas que apresentam baixa distancia entre o0s
marcadores mapeados, com chances de ocorrer a deteccdo de QTLs nessas
regides altamente saturadas (Sdnchez-Sevilla et al., 2015; Zarpelon et al., 2015).

Cristofani-Yaly et al. (1999), ao aplicar a estratégia pseudo-testcross no
desenvolvimento de dois mapas de ligacdo para os mesmos hibridos do presente
estudo, provenientes do cruzamento de P. trifoliata x C. sunki, com o uso de 169
marcadores RAPD, obtiveram um mapa para o genitor P. trifoliata apresentando
comprimento total de 866,88 cM com apenas 62 marcadores distribuidos em 8
grupos de ligacdo, e outro para C. sunki apresentando 732,32 cM com 63
marcadores distribuidos em 10 grupos de ligacdo. Portanto, os dois mapas obtidos
por este trabalho superam os ja construidos para esses genitores, tanto no nimero
de marcadores quanto na cobertura do genoma.

A construcdo de mapas genéticos, com o0 uso da tecnologia de marcadores,
possui uma grande importancia para o melhoramento de plantas, na medida em que
permite analisar genotipos completos por meio da associacdo entre regides
gendmicas com as caracteristicas de interesse agrondmico. Os marcadores DArT
(Diversity Arrays Technology), aliados a técnica do sequenciamento de ultima
geracado, apresentam boa aplicabilidade para a construcdo de mapas genéticos de
alta saturacdo devido ao conhecimento prévio das sequéncias dos marcadores, o
gue os torna ideais para estudos de diversidade genética e mapeamento de QTLs
(Wenzl et al., 2004, Xia et al., 2005). No presente estudo, foram encontrados valores
baixos de densidade média entre marcadores para ambos 0os mapas, apresentando
ampla cobertura do genoma e menor distancia entre os marcadores mapeados, 0
que confirma a eficacia dos marcadores DArT-seq™ na construcdo de mapas

genéticos em citros.

5.5. Analise e Mapeamento de QTLs
Pela obtencdo dos dois mapas genéticos construidos para cada genitor da

progénie de hibridos e de acordo com os valores fenotipicos coletados dos CLg, foi
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possivel detectar QTLs associados a caracteristica comprimento da leséo
ocasionada por Phytophthora em citros. O resultado da analise feita por meio do
FullsibQTL é demonstrado pela linha ondulante, cujos picos do LOD no eixo Y
indicam a presencga de QTL. A linha horizontal representa o valor do LOD score
critico, calculado pelo teste de permutacdo randdébmica (a = 0,05; n = 1000
repeticdes) (Churchill & Dodge, 1994). Sendo assim, a regido no eixo X acima do
LOD critico contém um QTL candidato.

Com base na metodologia do mapeamento de intervalo composto (CIM), foi
detectado um total de quatro QTLs com o pico do LOD superior ou igual a 3,0, sendo
trés para o0 mapa completo de Poncirus trifoliata (genitor resistente) e um para o

mapa completo de Citrus sunki (genitor suscetivel) (Figuras 15 e 16).
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Figura 15. Deteccdo de QTLs relacionados com a resisténcia a Phytophthora no mapa de ligagédo
completo de Poncirus trifoliata. Eixo Y: LOD; Eixo x: distancias em centiMorgans a partir do telémero
esquerdo (inicio); LOD score critico = 2,74.
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Figura 16. Deteccédo de um QTL relacionado com a resisténcia a Phytophthora no mapa de ligacédo
completo de Citrus sunki. Eixo Y: LOD; Eixo x: distdncias em centiMorgans a partir do telébmero
esquerdo (inicio); LOD score critico = 2,81.
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Foi encontrado um QTL nos grupos de ligagéo (GL) 2, 7 e 10 do mapa de
Poncirus trifoliata, totalizando trés QTLs (Figuras 17, 18 e 19). Siviero et al. (2006),
em seu estudo sobre mapeamento de QTLs em hibridos de P. trifoliata x C. sunki
para avaliacdo de resisténcia a Phytophthora, utilizando mapas previamente
construidos por Cristofani-Yaly et al. (1999), também encontraram 3 QTLs para o
genitor trifoliata Rubidoux, presentes nos GL 1, 2 e 5. Esses resultados corroboram
com o fato de que o género Poncirus possui porta-enxertos de citros que
apresentam forte resisténcia a diversas doencas que afetam os citros, inclusive a
gomose, sendo bastante utilizado em programas de melhoramento genético que
visam estudar sua forte carga genética de resisténcia a varios patégenos (Siviero,
2001; Swingle, 1967).

Com relacdo a analise de QTLs no mapa de ligacdo do genitor C. sunki,
houve a presenga de apenas um QTL localizado no GL 2 (Figura 20). Siviero et al.
(2006) também detectaram apenas um QTL para a tangerina Sunki, presente no GL
2. JA4 Boava (2004a) ndo detectou nenhum QTL associado a resisténcia a

Phytophthora para esse genitor.
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Figura 17. Deteccdo de um QTL relacionado com a resisténcia a Phytophthora no grupo de ligagéo 2
de Poncirus trifoliata. Eixo Y: LOD; Eixo x: distancias em centiMorgans a partir do telébmero esquerdo
(inicio); LOD score critico = 2,74.
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Figura 18. Deteccdo de um QTL relacionado com a resisténcia a Phytophthora no grupo de ligagédo 7
de Poncirus trifoliata. Eixo Y: LOD; Eixo x: distancias em centiMorgans a partir do teldbmero esquerdo
(inicio); LOD score critico = 2,74.
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Figura 19. Detecgdo de um QTL relacionado com a resisténcia a Phytophthora no grupo de ligacéo
10 de Poncirus trifoliata. Eixo Y: LOD; Eixo x: distdncias em centiMorgans a partir do telémero
esquerdo (inicio); LOD score critico = 2,74.
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Figura 20. Deteccdo de um QTL relacionado com a resisténcia a Phytophthora no grupo de ligacéo 2
de Citrus sunki. Eixo Y: LOD; Eixo x: distancias em centiMorgans a partir do teldbmero esquerdo
(inicio); LOD score critico = 2,81.

Na Tabela 7, observam-se os resultados do mapeamento de QTLs obtidos
das analises estatisticas no pacote FullsibQTL da linguagem de programacédo R, as
quais fornecem, para cada grupo de ligagdo dos dois mapas, os marcadores que
flanqueiam a regido alvo do QTL candidato, a distancia em centiMorgans do QTL
detectado a partir do telémero esquerdo (inicio do GL), o LOD score do QTL, a
porcentagem da variacdo fenotipica explicada pelo QTL (R? e o valor do efeito
aditivo (a) do QTL. Os “LOD scores” dos QTLs detectados variaram de 4,06 a 7,67.
Ja os valores de R? apresentaram efeitos baixos a moderados, variando de 1,77% a
16,8%. De acordo Anderson et al. (2007), muitos estudos com mapeamento revelam
QTLs em poucos locos com valores de R?> moderados (de 10 a 20%), enquanto
vérios outros locos com efeitos baixos (R?> menor que 10%), o que é semelhante ao
encontrado no presente trabalho.

Os QTL identificados nos GL 2, 7 e 10 no mapa de P. trifoliata explicam 6,3;
7,41 e 1,77% da variacao fenotipica total. Dois desses QTLS, localizados nos GL 2 e
10, apresentam efeito aditivo negativo (-0,05 e -0,03, respectivamente), com seus
alelos conferindo uma reducéo da expresséo do fenétipo e sendo responsaveis em
conjunto por 8,07% dessa variagdo. Em contrapartida, o QTL contido no GL 7 se

mostra como tendo efeito aditivo positivo (0,05), o que torna seus alelos dirigidos
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para o aumento do carater analisado. Pode-se constatar, entdo, que houve um maior
efeito aditivo negativo para explicar a variacdo fenotipica (8,07%) do que positivo
(7,41%) dos alelos cujo genitor P. trifoliata é detentor, 0 que corrobora com o fato
desse porta-enxerto ser citado na literatura como sendo resistente & Phytophthora
parasitica.

Tabela 7. Mapa, grupo de ligacdo (GL), marcadores flanqueadores, distancia do inicio em
centiMorgans (cM), LOD score, proporcdo da variacdo fenotipica explicada pelo QTL (RZ) em
porcentagem e efeito aditivo pela analise do mapeamento de intervalo composto (CIM) no FullsibQTL
para o carater comprimento real da leséo (CLg) da gomose dos citros em hibridos de P. trifoliata x C.
sunki.

Grupo de Distancia .
Mapa ligacdo ﬂg/lr?rﬁzgggises do inicio LOD score R? (%) gﬁ'&%
(GL) q (cM)

trifoliata 2 100029470|F[0 58,51 4,06 6.3 -0,05
Rubidoux
Irifoliata 7 100087520[F[0 190,66 4,25 7.41 0,05
Rubidoux
trifoliata 10 100025033|F|0 109,81 5,14 1,77 -0,03
Rubidoux
tag‘ﬂf‘t?a 2 100088096|F|0 61,74 7,67 16,8 -0,08

J& o unico QTL que foi detectado para o genitor C. sunki, localizado no GL 2,
€ responsavel pela maior parte da variacdo fenotipica total dos valores de CLr dos
hibridos a P. parasitica, explicando 16,8% e possuindo efeito aditivo negativo (-0,08),
0 que faz com que atue no sentido de diminuir a expressao do CLg na populacao de
hibridos. Dessa forma, tal fato sugere que a tangerina Sunki tenha uma contribuicédo
maior para transmitir alelos de resisténcia a progénie. Alguns trabalhos com
mapeamento de QTLs em outras culturas na literatura reportam sobre alelos de
resisténcia localizados no genitor suscetivel, bem como alelos de suscetibilidade no
resistente (Igbal et al., 2001; Matiello, 2004). Além disso, Siviero et al. (2006)
também detectaram um QTL com efeito aditivo negativo, que chegou a explicar 18%
da variacéo fenotipica total.

O alto valor encontrado para a herdabilidade em sentido amplo (65%)
demonstra que a natureza genética apresenta papel preponderante na manifestacéo
do fendtipo, fato que ndo se mostrava antes em trabalhos anteriores, cujos valores
de herdabilidade encontrados para o carater eram baixos, chegando a menos de
20%, como no trabalho de Siviero et al. (2006).

A deteccdo de varios QTLs associados com a resisténcia a Phytophthora e a
enorme variacdo dos valores fenotipicos de CLr dos hibridos em reposta a

inoculacdo de P. parasitica, sdo indicativos de que a caracteristica comprimento da
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lesdo associada a heranca da gomose dos citros é de natureza complexa,
controlada por poligenes e envolvendo tanto genética quanto ambiente, como é
citada na literatura (Boava, 2004a; Medina Filho, 2003; Siviero et al., 2002a). Assim,
hibridos portadores da combinacdo favoravel de QTLs, apresentam maior
resisténcia a Phytophthora, enquanto aqueles com a combinacdo desfavoravel séo
mais suscetiveis ao patégeno. O patossistema Phytophthora-citros demonstra
grande possibilidade de sucesso na selecdo de hibridos resistentes dentro do
experimento, cendrio importante em um programa de melhoramento genético. A
localizagdo de QTLs e a compreensao de seus efeitos genéticos concorrem entéo,
para a deteccdo e escolha de possiveis genes candidatos responsaveis pela

variacéo do fenotipo estudado (Grattapaglia, 2004).

5.6. Genotipagem para os ensaios de expressdo génica e 0 mapeamento
de eQTLs

5.6.1. Avaliacdo da extracdo de RNA das plantas

Para Sambrook & Russel (2002), a razao entre as absorbancias de 260 nm e
280 nm estima o grau de pureza do RNA, devendo ser igual ou superior a 1,75. Um
RNA de boa qualidade deve ser aquele cuja razdo, medida pelo espectrofotdmetro,
Azso280 €Sta entre 1,8 a 2,2. Para ensaios de expressao génica, a quantificacdo no
NanoDrop ND-8000 spectrophotometer (Thermo Scientific) € bastante importante,
pois essa relacdo faz uma avaliagdo de possiveis contaminantes presentes nas
amostras, como as proteinas, as quais desencadeiam inibicdes nas proximas etapas
de sintese de cDNA e RT-gPCR. Tendo em vista a quantificacdo, a concentracao
desejavel de RNA nas amostras era de no minimo 1 pg (100 ng/uL), que
correspondia a quantidade necessaria para a sintese de cDNA, a fim de se ter
material suficiente para as reacdes de RT-gPCR. Assim, as amostras apresentaram
relacado Azgorzgo Na faixa desejada e valores de concentracdo iguais ou superiores a
100 ng/pL.

No que diz respeito a analise de integridade do RNA, revelaram-se as duas
bandas esperadas em cada amostra no gel desnaturante, que correspondem aos
RNAs ribossémicos 18S e 28S (Figura 21). Todos os RNAs resultantes foram
considerados apropriados quanto a qualidade e concentracdo para ensaios de

expressao génica com RT-qPCR.
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Figura 21. Géis de agarose desnaturante a 1,2% das trés repeticdes bioldgicas de amostras de RNA
total provenientes de seis hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki. Todas as demais amostras
apresentaram o mesmo padrao de eletroforese. | = Inoculada; C = Controle.

5.6.2. Validacdo dos primers especificos para os genes candidatos
Os primers selecionados foram validados via PCR convencional para serem
avaliados nos ensaios de expressdo génica com RT-gPCR e alguns resultados
podem ser visto na Figura 22, que confere a obtencdo de fragmentos de
amplificacdo especifica de um Udnico fragmento esperado para oito primers
avaliados. N&do foram detectados fragmentos nas reacfes sem cDNA (branco),

indicando auséncia de contaminacdo, e nem fragmentos inespecificos nos primers

testados.

Figura 22. Fragmentos de amplificacdo visualizados em gel de agarose a 2% para oito primers
testados. O mesmo padréo foi observado para os demais primers. (A) Reacdes feitas com amostras
de cDNA (diluicao 1:50); (B) Reacao sem cDNA (branco).
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Além disso, a especificidade dos primers para os 19 genes avaliados foi
confirmada pela presenca de um Unico pico em curvas de dissociacdo (Figura 23).
Nas reacOes sem cDNA (branco), ndo foram detectadas curvas de amplificacéo, o

gue indica auséncia de amplificacdes inespecificas e contaminacoes.

EIN3
PALZ

RP34 FBOX

Figura 23. Primers validados pela curva de dissociagdo por RT-gPCR, mostrando um Unico pico na
amplificacdo de cDNA em hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki para trés genes representantes
de cada via associada a resisténcia planta-patdgeno (PAL2, EIN3, RPS4) e o normalizador FBOX. O
mesmo padrao foi observado para os demais primers.

5.6.3. Normalizacéo dos dados de RT-gPCR pela avaliagdo de genes
endbgenos

Os genes selecionados como normalizadores para as analises de RT-gPCR

foram primeiramente avaliados quanto aos valores de Ct e SD (desvio-padréo) dos

dados de Ct. Houve uma variagdo de 24,18 (FBOX) a 31,29 (SAND) nos valores

médios de Ct para os trés genes analisados. O gene GAPC2 foi 0 que apresentou a

menor média dos dados de Ct, com 24,18 (Tabela 8; Figura 24). Sendo assim, esses

resultados obtidos mostraram ser adequados para a expressao relativa dos genes-

alvo, evidenciando valores de Ct abaixo de 35, segundo o que é descrito na
literatura (Lilly et al., 2011; Mafra et al., 2012).

Tabela 8. Genes normalizadores avaliados pelo algoritmo do GeNorm, com os valores de Ct médio,
desvio-padrao (SD) dos valores de Ct e valor M (m-value) de estabilidade.

Gene Ct médio* SD* Valor M
FBOX 28,06 1,88 0,16
SAND 31,29 1,78 0,16
GAPC2 24,18 2,10 0,21

*Média dos dados de Ct e desvio-padrdo dos valores de Ct por reacBes de RT-qPCR utilizando
duplicatas de 55 amostras relacionadas a dois tratamentos experimentais.
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Figura 24. Graficos de amplificacdo por RT-gPCR dos trés genes enddbgenos avaliados a
normalizadores em uma reacdo de gPCR para 16 amostras de cDNA em duplicata nos dois
tratamentos experimentais. O mesmo padrdo foi observado para as demais amostras.

O desvio-padrao dos dados de Ct oriundos das 55 amostras presentes nos
ensaios de RT-gPCR sob dois tratamentos (Tabela 8) pode da indicios sobre a
estabilidade de cada gene enddégeno, mas nem sempre 0 gene gque apresentar o
menor valor de SD sera o melhor avaliado como normalizador, ndo garantindo muita
confiabilidade e sendo necesséria a aplicacdo de uma estatistica com maior
acuracia, similar ao uso do algoritmo fornecido pelo GeNorm. No presente estudo, o
gene GAPC2 apresentou maior valor de SD (2,10), enquanto FBOX e SAND
detiveram os menores desvios dos valores de Ct (1,88 e 1,78; respectivamente),
sugerindo maior estabilidade.

Pela analise com o algoritmo do GeNorm, constatou-se que todos os trés
genes de referéncia apresentaram alta estabilidade de expressao, com os valores M
variando de 0,16 para os melhores candidatos a normalizadores (FBOX e SAND) a
0,21 (GAPC?2), que foi 0 maior m-value registrado (Figura 25). Tais valores estdo de
acordo com o sugerido pela literatura (Spiegelaere et al., 2015) e com o manual do
GeNorm, pois se mostram abaixo do limite de 1,5. Dessa forma, os genes FBOX e
SAND foram classificados como os mais uniformes tanto pelos dados de SD quanto
pelo algoritmo do GeNorm, superando o tradicional housekeeping gene GAPC2,
comumente empregado para a normalizacdo de ensaios de expressao génica por
RT-gPCR em plantas (Lobo & Lobo, 2014; He et al., 2016).
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Figura 25. Resultado da andlise pelo algoritmo do GeNorm, com a obtencdo de um grafico que
compara o valor M de cada gene (as duas barras em vermelha indicam os melhores genes de
referéncia para normalizagdo, com igual e menor valor M).

Esses resultados foram semelhantes ao encontrado por Lilly et al. (2011), que
identificaram os genes FBOX e SAND entre aqueles considerados mais estaveis em
plantas de Arabidopsis infectadas por cinco tipos de virus, classificando-os como
novos genes de referéncia para analises de expressdo génica em plantas. Além
disso, outro trabalho, que buscou avaliar a estabilidade de housekeeping genes em
tabaco a partir da infeccdo também com cinco virus, encontrou o gene FBOX como
um dos que se apresentaram mais estaveis dentre todas as cinco condi¢cbes de
estresse biotico (Liu et al., 2012). Ja He et al. (2016), avaliando a estabilidade de 10
genes candidatos a normalizadores em plantas de Gentiana macrophylla sob
diferentes tipos de estresse abiotico, dentre 0s quais estavam aqueles
tradicionalmente utilizados, como o GAPC2; e que se classificam como novos, a
exemplo do SAND e FBOX, identificaram o gene SAND como o mais adequado
numa escala global de estabilidade, chegando a superar o tradicional GAPC2.
Trabalhos com citros também foram feitos com vistas a identificar os melhores genes
enddgenos para andlises de expressao génica por RT-gPCR. Sendo assim, Mafra et
al. (2012) conseguiram identificar os genes FBOX, SAND e GAPC2 como aqueles
com maior estabilidade em Citrus spp. infectados com diversos patdgenos, inclusive
0 oomiceto Phytophthora parasitica, agente causador da gomose dos citros. FBOX e

SAND chegaram a superar o gene GAPC2 e outros housekeeping genes como
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melhores normalizadores apontados pelo algoritmo do GeNorm para ensaios de RT-
gPCR com plantas sob interacdo citros-Phytophthora. Portanto, os genes FBOX e
SAND foram testados e selecionados como genes normalizadores para as analises
no presente estudo dos genes-alvo candidatos, relacionados a resisténcia a
Phytophthora parasitica.

5.6.4. Avaliacao dos padrdes de expressao dos genes candidatos

O comportamento dos hibridos de P. trifoliata x C. sunki frente a infeccao
causada por P. parasitica foi avaliado pela inoculagéo das plantas e coleta de folhas
48 horas apo0s a infestacdo, para a caracterizacdo da resposta sistémica de defesa.
Patogenos hemibiotréficos, como P. parasitica, possuem duas fases distintas: a
biotrofica, inicial e que ocorre geralmente nas primeiras 36-48 horas; e a
necrotréfica, a partir da colonizacdo do patégeno no hospedeiro, disseminando-se
pelos tecidos vegetais necrosados logo apds o estagio biotrofico (Grenville-Briggs &
West, 2005; Boava et al., 2011b). Sendo assim, para analisar a expressao de genes
candidatos envolvidos na interacdo Phytophthora-citros por RT-gPCR, acredita-se
gue a fase de transicdo das 48 horas pos-infeccao constitui no tempo ideal, em que
h& toda uma reprogramacéo transcricional das células vegetais para a ativacédo de
mecanismos transdutores de sinais, resultando na expressdo de genes de defesa
associados as vias tanto ao SA (resposta tipica de patdgenos biotréficos) quanto ao
JA/IET e JA/ABA (respostas tipicas de patdégenos necrotroficos). Além disso,
trabalhos anteriores de time course que avaliaram genes-alvo relacionados com o
patossistema formado por Phytophthora com duas espécies de citros contrastantes
fenotipicamente a reacdo ao invasor, correspondentes a P. trifoliata (resistente) e C.
sunki (suscetivel), constataram muitos genes (como PR2, PR3 e PAL) induzidos no
tempo de 48 horas ap0s a infestacéo (Teixeira, 2005; Boava et al., 2011a).

A habilidade da planta em suprimir o desenvolvimento e a reprodugao de
espécies patogénicas determina sua resisténcia (incompatibilidade) ou
suscetibilidade (compatibilidade), por meio de uma complexa troca de transducéo de
sinais e mecanismos elaborados a partir do processo coevolutivo. A restricdo nas
taxas reprodutivas dos invasores € alcancada pelos mecanismos de defesa em
plantas altamente resistentes, enquanto aquelas que sdo suscetiveis possibilitam
gue o patdgeno tenha reproducdo em larga escala. O desenvolvimento de uma HR
(resposta de hipersensibilidade) e a expressdo de genes de defesa associados as

vias de sinalizacdo dos fitormdnios vegetais sdo respostas caracteristicas de
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interagBes incompativeis, restringindo ou eliminando o patégeno. J& nas interacdes
compativeis, esses mecanismos geralmente nao ocorrem, 0 que permite ao
patdogeno se desenvolver em amplo espectro, de modo a doenca se manifestar
intensamente (Kazan et al.,, 2001; Zurbriggen et al., 2010). Dessa forma, uma
definicdo do ponto de vista fisiolégico para resisténcia consiste na capacidade da
planta em desenvolver estratégias para atrasar ou até mesmo evitar a infeccao dada
pela atividade do organismo patogénico em seus tecidos. Uma planta resistente se
diferencia de uma suscetivel por ativar rapidamente mecanismos de defesa apos o
reconhecimento de moléculas elicitoras (elicitores) do patégeno, o que resulta numa
forma eficaz de combater a doenca (Schenk et al., 2000). Isso ndo significa que a
caracteristica suscetibilidade seja determinada pela auséncia de respostas de
defesa, com a nao ativacdo de mecanismos contra o patégeno ao longo do tempo.
Sendo assim, a resisténcia sistémica, a exemplo da SAR, pode ser ativada em
plantas suscetiveis, por meio de estratégias de defesa mais lentas e passivas, como
as barreiras estruturais pré-existentes (parede celular, estbmatos e tricomas), e
outras mais ativas, como o acumulo de peroxido de hidrogénio tipico da ROS e a
producdo das fitoalexinas, sem que haja uma defesa mais especifica, normalmente
associada a HR e a expressao de genes R (de resisténcia) (Dangl & Jones, 2001).

Ja foi amplamente demonstrado na literatura que gendtipos suscetiveis de
diversas espécies vegetais inoculados com patdogenos avirulentos, virulentos,
microrganismos nao patogénicos e tratados com substancias elicitoras provenientes
dos microrganismos patogénicos podem apresentar protecdo local e sistémica frente
a infeccdo causada por uma série de fitopatdégenos (Sticher et al., 1997; Pascholati,
1998; Ostendoorp et al., 2001). Entretanto, quando se observa uma resisténcia
especifica em varios patossistemas, genoétipos suscetiveis e resistentes apresentam
comumente diferencas quanto a expressao dos genes de defesa, com 0s suscetiveis
geralmente exibindo uma inducdo mais tardia e menos eficaz (Tao et al., 2003;
Benitez et al., 2005).

No presente trabalho, alguns hibridos de P. trifoliata x C. sunki classificados
como suscetiveis e moderadamente suscetiveis induziram genes de defesa
envolvidos no combate a gomose de Phytophthora apds 48 horas da inoculacao, em
até mais vezes que muitos hibridos tolerantes e/ou resistentes. Esse fato sugere
gue, apesar de se constatar 0 aumento da expressdo de genes nesses genotipos

suscetiveis, isso nao € suficiente para controlar a infeccéo de forma mais eficaz e ter
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a manifestacdo de uma menor lesdo. Outra possibilidade é que o tempo de 48 horas
apos a infestacao ja esteja caracterizando uma resposta mais tardia desses hibridos
a P. parasitica, com alguns genétipos suscetiveis tendo seu apice de aumento na
expressao génica, enquanto alguns resistentes ja tenham induzido os genes poucas
horas antes (24-36 horas) e apresentaram uma diminuicdo da expressdo apos o
controle sistematico do organismo invasor. Por outro lado, isso também pode ser
reflexo da alta variabilidade genética desencadeada pela segregacédo entre os dois
genitores contrastantes, gerando hibridos que mesmo sendo suscetiveis, podem
expressar genes de resisténcia, assim como a tangerina Sunki pode ter genes up-
regulated e o trifoliata Rubidoux genes down-regulated; e isso ser um fendmeno
inerente a heranca complexa da gomose dos citros.

Um gradiente também pode existir entre as duas caracteristicas extremas da
suscetibilidade e resisténcia, com genétipos possuindo reacfes intermediérias a
infeccdo, podendo ser enquadrados como tolerantes (Silva, 2001). De acordo
Trudgili (1991), a tolerancia corresponde a capacidade da planta em suportar os
efeitos drasticos ao estresse de algum fator bidtico ou abidtico, sem que haja morte
ou danos graves de perda da cultura. Portanto, plantas tolerantes sédo suscetiveis ao
patdbgeno, e muitas vezes sdo tratadas como resistentes. No entanto, deve ser
destacado que a tolerancia independe da resisténcia, e consiste na habilidade da
planta hospedeira em se recuperar das adversidades produzidas pela infeccéo de
um patdégeno por intermédio de outros mecanismos de defesa, 0s quais estdo
geralmente relacionados a uma resposta menos especifica, tipica de uma explosao
oxidativa de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e a producdo de compostos
antimicrobianos, como as fitoalexinas.

Ja foi demonstrado que porta-enxertos resistentes a Phytophthora, como o
trifoliata Rubidoux e o citrumelo Swingle, apresentam uma regeneracdo de suas
raizes na presenca de P. nicotianae, podendo haver envolvimento das fitoalexinas
encontradas em tecidos lenhosos de citros infectados com Phytophthora (Graham &
Timmer, 2003). Com base na genotipagem por meio da expressdo de genes-alvo
envolvidos na interacdo Phytophthora-citros, foram encontrados muitos hibridos
tolerantes, que reprimiram tais genes e podem ser diferenciados dos genoétipos
resistentes devido a esse fato. Tais plantas parecem entrar num estado de
“hibernacao”, sendo eficientes no combate ao oomiceto pela ativagdo de outros

mecanismos de defesa associados possivelmente a ROS e as fitoalexinas e
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resultando num menor tamanho da les&o. A heranga da gomose dos citros, entao,
pode ser caracterizada por uma resposta inespecifica, que néo leva a expresséao de
alguns genes de defesa envolvidos nas vias de sinalizacdo dos fitormdnios vegetais
e averiguados no presente estudo. Além disso, alguns genes-alvo parecem estar
mais envolvidos com a interagcdo Phytophthora-citros, processo observado pelo
aumento da expressdao génica em hibridos tolerantes e/ou resistentes que
apresentaram menores comprimentos da lesdo, além dos padrbes de expressdo
pela andlise a média geral dos valores de Fold change dos citrandarins com os dois
genitores, o limao Cravo e o citrumelo Swingle, permitindo-se fazer inferéncias sobre
a heranca genética de cada gene; e das analises comparativas feitas pelo presente
trabalho (ANOVA e correlacfes entre os dados fenotipicos e de expressao).
5.6.4.1. Viado SA

Em resposta a P. parasitica, constatou-se uma enorme variacao intra e
intergrupos quanto a ativacado da via de sinalizacdo do &cido salicilico (SA) (Figura
26), com alguns genes de defesa (WRKY46, SGT1b, BSMT1, PR2 e MKP1)
parecendo desempenhar um maior papel frente a interacdo patdogeno-hospedeira
(Figura 27), bem como entre seus genitores suscetivel e resistente (Figura 28). Em
todos os dez genes avaliados pertencentes a via do SA, pdde-se visualizar a
inducdo por parte de alguns citrandarins tanto do grupo suscetivel e/ou
moderadamente suscetivel (S/MS) quanto do tolerante e/ou resistente (T/R) (Figuras
26 e 27), indicando que apesar de nem todos 0s gendtipos suscetiveis apresentarem
down-regulation, assim como nem todos 0s resistentes apresentaram up-regulation,
tais genes de certa forma estdo sendo ativados como respostas de defesa a P.
parasitica; e a enorme variacao registrada seja devido a variabilidade genética entre
essa progénie segregante (Figura 28).

No geral, seis genes-alvo associados a via do SA (PAL2, EDS1, NPRS3,
WRKY70, WRKY62 e PR2) mostraram um padréo de expressao génica quando se
observa a variacéo intergrupo, com a maioria dos citrandarins tanto do grupo T/R
guanto do grupo S/MS reprimindo tais genes, enquanto uma minoria os induz, o que
evidencia uma menor participacdo na resposta de defesa a Phytophthora (Figura
26). Entretanto, o gene PR2 parece estar mais envolvido, devido ao genétipo 22,
gue obteve maior inducéo (Fold change = 2,71). Esse gene codifica a proteina B-1,3-
glucanase, que faz parte de um grupo de proteinas de resisténcia denominadas de

PRs (pathogenesis-related proteins) e apresentam propriedades anti-oomicetos, pois
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constitui numa enzima que degrada a parede celular desses organismos composta
por B-glucanas (Glazebrook, 2001).

Outros quatro genes-alvo (WRKY46, SGT1b, BSMT1 e MKP1), envolvidos na
via de sinalizacdo do SA, parecem desempenhar uma funcdo maior em relagédo a
defesa mediada contra P. parasitica, com trés padrdes intergrupos de expressao
génica mais diferenciados. No primeiro, observou-se que os genes WRKY46 e
MKP1 foram majoritariamente induzidos em citrandarins pertencentes ao grupo
SIMS, sugerindo que a maioria dos genotipos suscetiveis tentam combater o
oomiceto expressando esses dois genes, mas isso ndo € suficiente para controlar a
infeccdo e ter o desenvolvimento de uma menor lesdo. Tal fato ndo foi verificado
com os hibridos do grupo T/R, os quais predominantemente reprimiram tais genes
(Figura 26).

Os genotipos 169, 279 e 206 induziram o gene WRKY46; ja em relagdo ao
MKP1, os maiores valores de inducao foram obtidos para os hibridos 169, 206 e 22
(Fold change = 12,3; 11,8 e 10,6; respectivamente), membros do “Top 5” (Figura 27).
O gene WRKY46 faz parte de uma grande familia de fatores de transcricdo, os quais
modulam, dentre outros processos vitais a planta, a resisténcia a varios patdégenos
pela regulagdo da via downstream do SA, ativando genes de defesa responsivos a
esse fitormoénio (Viot et al., 2009). Hu et al. (2012), em um estudo de expressdo
génica com Pseudomonas spp. em mutantes de Arabidopsis, comprovaram que
WRKY46 atua como regulador positivo da via de sinalizacdo mediada por SA. Ja o
gene MKP1 é membro de uma superfamilia de proteinas fosfatases, as MKPs (MAP
kinase phosphatases), bastante conhecidas por atuarem como reguladores-chave
da sinalizacdo mediada por MAPKs (proteinas MAP quinases), a qual é responsavel
pelo desenvolvimento de iniUmeras respostas de defesa (Koornneef & Pieterse,
2008). Enquanto alguns estudos com Arabidopsis afirmam que uma fosfatase MKP1
atua como regulador negativo de respostas mediadas por PAMPs e pelo SA
(Anderson et al., 2011; Meng & Zhang, 2013), um outro indicou que a proteina do
tipo TIR-NBS-LRR denominada SNC1 (suppressor of NPR1, constitutive 1),
responsavel por atuar como receptor de genes de resisténcia, interage e modifica
naturalmente a funcdo de MKPL1, resultando na modulagdo da biossintese de SA
para a geracao de uma resposta de defesa (Bartels et al., 2009).

JA o segundo padrdo intergrupo de expressdo génica, cujo Unico

representante foi o0 gene BSMT1, revelou que esse gene, cuja expressao codifica
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uma enzima atuante no metabolismo do SA, foi induzido predominantemente entre
0s citrandarins tanto do grupo S/MS quanto do grupo T/R, sugerindo que
independentemente das caracteristicas extremas da suscetibilidade e resisténcia,
muitos genaotipos tentam combater o oomiceto P. parasitica pela up-regulation desse
gene, e alguns obtém éxito (Figura 26). Um terceiro padrdao € composto pelo SGT1b,
determinando que esse gene possivelmente apresenta um maior papel frente a
interacdo Phytophthora-citros, pois se encontrou majoritariamente reprimido em
hibridos de P. trifoliata x C. sunki pertencentes ao grupo S/MS, portanto, em
citrandarins mais suscetiveis; situacdo diferente ao que foi constatado para os
citrandarins do grupo T/R, isto &, hibridos mais resistentes, devido ao SGT1b ser up-
regulated na maioria dos casos nesse grupo (Figura 26).

Os gendtipos 169, 22, 279 e 206 induziram tanto o gene BSMT1 quanto o
gene SGT1b (Figura 27), corroborando para que tais genétipos possam de alguma
forma estar superexpressando tais genes e isso contribuir no combate a infeccéo e
no controle de uma menor lesdo. Genes diferencialmente expressos entre plantas
resistentes e suscetiveis, bem como entre os seus hibridos resistentes e suscetiveis,
constituem candidatos promissores associados a resposta de resisténcia a um
patégeno (Machado et al., 2011). Muitos trabalhos afirmam que a superexpressado
de enzimas envolvidas no metabolismo de SA, tais como SA glucosyltransferase 1
(AtSGT1) ou SA/benzoic acid methyltransferase 1 (OsBSMT1) leva a reducédo dos
niveis do SA, o que afeta a expressado de genes PR e promove um aumento da
suscetibilidade aos patdgenos (Koo et al., 2007; Song et al., 2008; Vot et al., 2009).
Em contrapartida, outros estudos contestam esse fato, visto que o gene SGT1 pode
ser um regulador positivo da resposta mediada por HR ao longo da infeccéo
desencadeada pela interacdo patdgeno-hospedeiro (Azevedo et al.,, 2006; Wang et
al., 2010). Além disso, trabalhos com o gene BSMT1 também questionam isso,
comprovando que o aumento da produgéo do MeSA, produzido pela superexpressao
do gene OsBSMT1 em plantas de tabaco infectadas com o virus TMV, atua como
um mecanismo de defesa pela inducdo de genes responsivos ao JA, o que colabora
ainda mais para a descricdo do antagonismo existente entre SA e JA na literatura
(Koo et al., 2007; Shah & Zeier, 2013).

Em relacdo aos padrbes de expressdo dos genes, SGTlb e BSMT],
envolvidos no metabolismo de SA, estdo sendo induzidos na grande maioria dos

citrandarins, fato observado pela média geral dos 51 hibridos analisados para os
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dois genes ficar acima de 1 (positiva utilizando Log,Fold change), indicando uma
maior expressao (Figura 28). Para todos os outros genes da via do SA, a média
geral demonstrou down-regulation predominante entre os hibridos de P. trifoliata x C.
sunki. Dessa forma, inferéncias podem ser feitas sobre a heranca genética de cada
gene, observando os dois genitores com a média geral para os hibridos com esses
dois genes de resisténcia que apresentaram maior contribuicdo para as respostas de

defesa contra P. parasitica.

FALT - Hibridos SMES FRLT - Hibridos TAR EDE - Hitridos S/NS EDSE1 - Hibrados T/R

PRZ - Hibrisos T/R MEFL - Hibridos SMS MEKPL - Hibridos T'R

Figura 26. Percentual de hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki distribuidos em dois grupos,
gue apresentaram inducéo ou repressdo de cada gene-alvo associado & via do acido salicilico (SA).
Em marrom escuro e em cinza claro, down-regulation e up-regulation, respectivamente. S/MS =
hibridos suscetiveis e/ou moderadamente suscetiveis; T/R = hibridos tolerantes e/ou resistentes.

SET1 - Hibridaes TR ESMTL - Hibridos S/ME
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Figura 27. Padrdes de expressdo dos genes associados a via do acido salicilico (SA) em hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki. Para todos os genes,
foram calculados os valores de Fold change em relagéo as plantas controle nao inoculadas (Fold change = 1). Em marrom escuro e em cinza claro, hibridos
gue apresentaram o gene-alvo reprimido (down-regulated) e induzido (up-regulated), respectivamente.
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Figura 28. Padrdes de expressdo dos genes associados a via do acido salicilico (SA) com a média
geral dos 51 hibridos analisados de Poncirus trifoliata x Citrus sunki em comparacdo aos dois
genitores (TRF e SUN), o lim&o Cravo (CRAVO) e o citrumelo Swingle (SWIN). Em marrom escuro e
em cinza claro, down-regulation e up-regulation, respectivamente.

Constatou-se que para o BSMT1, tanto o trifoliata Rubidoux quanto a
tangerina Sunki o induziram, com o0 genitor resistente apresentando uma alta
inducdo (Fold change = 16,5) e, portanto, maior que o do parental suscetivel (Fold
change = 1,75), indicando que o gene BSMT1 foi possivelmente transmitido pelo
genitor P. trifoliata para contribuir no combate a P. parasitica entre os hibridos
resistentes. J& em relacdo ao gene SGT1b, os dois genitores o reprimiram, com o
parental trifoliata Rubidoux tendo uma repressao maior (Fold change = 0,59) do que
a tangerina Sunki (Fold change = 0,85), sugerindo que para esse gene, 0 genitor
suscetivel deve ter contribuido para sua transmissdo na maioria da progénie,
desencadeando uma resisténcia a P. parasitica. Dessa forma, ndo € apenas o
genitor resistente que pode transmitir genes responsaveis para a defesa da planta,
fato demonstrado em alguns trabalhos na literatura (Igbal et al., 2001; Matiello,

2004). Quanto aos outros dois porta-enxertos de referéncia também avaliados no
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presente estudo (limé&o Cravo e citrumelo Swingle), a maioria dos genes associados
a via do SA se encontrou up-regulated, com excecdo do gene SGT1lb para o
suscetivel limdo Cravo e dos genes SGT1lb e MKP1 para o resistente citrumelo
Swingle (Figura 28). Tal fato demonstra que essas duas espécies de citros devem
ativar outros mecanismos de defesa frente a infec¢éo de P. parasitica.

5.6.4.2. Vias do JA/ET

Em resposta a P. parasitica e em comparagao a via do SA, constatou-se uma
menor variagdo intra e intergrupos quanto a ativagdo das vias de sinalizacdo do
acido jasmoénico e etileno (JA/ET) (Figura 29), com alguns genes de defesa (PR3,
PR4 e Chitinase) parecendo desempenhar um maior papel frente a interacéo
patdgeno-hospedeira, quando se observa uma maior expressao génica diferencial
entre os citrandarins suscetiveis e resistentes (Figura 30). Em todos 0s seis genes
avaliados pertencentes as vias do JA/ET, pode-se visualizar a inducao por parte de
alguns citrandarins tanto do grupo suscetivel e/ou moderadamente suscetivel (S/MS)
guanto do tolerante e/ou resistente (T/R) (Figuras 29 e 30), indicando que apesar de
nem todos o0s genotipos suscetiveis apresentarem down-regulation, assim como
nem todos os resistentes apresentaram up-regulation, tais genes de certa forma
estdo sendo ativados como respostas de defesa a P. parasitica.

Apenas dois padrbes de expressao génica foram constatados nos genes
avaliados das vias do JA/ET. No primeiro, quatro genes-alvo associados as vias do
JA/ET (ACO, EIN3, Chitinase e GST22) mostraram um padrao de expressao génica
guando se observa a variagao intergrupo, com a maioria dos citrandarins tanto do
grupo T/R quanto do grupo S/MS reprimindo tais genes, enquanto uma minoria 0s
induz, o que evidencia uma menor participagdo na resposta de defesa a
Phytophthora (Figura 29). Entretanto, o gene denominado Chitinase [C. sinensis],
dado esse nome devido aos primers terem sido desenhados com base na sequéncia
do gene da enzima Chitinase em C. sinensis, parece estar mais envolvido, devido ao
genotipo 22 ter sido aquele que ficou em segundo lugar como exemplo de maior
inducéo (Fold change = 5), além de outros hibridos como o 206 e 279 também o
estarem induzindo (Figura 30). Esse gene codifica uma proteina quitinase em C.
sinensis, que pode ser codificada por duas familias de genes PR (PR3
[pathogenesis-related protein 3] e PR4 [pathogenesis-related protein 4]) responsivos

ao JA no ramo ERF (regulado pelo ET) em Arabidopsis, apontando evidéncias de
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gue as quitinases podem atacar a parede celular de varios organismos invasores em
resposta a infeccao (Lorenzo et al., 2003).

Ja no segundo padrdo de expressao génica, mais diferenciado, observou-se
gque os genes PR3 e PR4 foram majoritariamente induzidos em citrandarins
pertencentes ao grupo S/MS, sugerindo que a maioria dos genétipos suscetiveis
tentam combater o oomiceto expressando esses dois genes, mas iSsO ndo €
suficiente para controlar a infeccao e ter o desenvolvimento de uma menor leséo. Tal
fato n&o foi verificado com os hibridos do grupo T/R, os quais predominantemente
reprimiram tais genes (Figura 29). Os genétipos 22 e 169 induziram o gene PRS3; j&
em relacdo ao PR4, valores de Fold change acima de 1 foram obtidos para os
hibridos 206 e 279 (Figura 32). Ambos os genes (PR3 e PR4) codificam proteinas
classificadas como quitinases, que atacam uma parede celular composta por quitina
(geralmente em fungos), apresentando propriedades antifingicas (Sels et al., 2008).
Por P. parasitica ser um oomiceto, mas apresentando grandes semelhancas com o0s
fungos verdadeiros, possivelmente esses genes podem ser expressos em resposta

a interacdo Phytophthora-citros.

ACD - Hibridos S/MS A0 - Hibrides T/R EINZ - Hitiridos 5/MS EINZ - Hibridos T/R

PRE - Hibrisos 5/MES PR3 - Hibridos T/R PR - Hibridos 5/MS PRA - Hitridas TIR

it [ sinensiz] - ohit. [C sin=nsis] - GETEZ - Hibridos 5MES EETIz - Hibriss TIR
Hibrisos 5/MES Hibrigos T/R

Figura 29. Percentual de hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki distribuidos em dois grupos,
gue apresentaram indugdo ou repressao de cada gene-alvo associado a via do acido jasménico e do
etileno (JA/ET). Em marrom escuro e em cinza claro, down-regulation e up-regulation,
respectivamente. S/IMS = hibridos suscetiveis e/ou moderadamente suscetiveis; T/R = hibridos
tolerantes e/ou resistentes.

Em relacdo aos padrbes de expressdo dos genes associados as vias do

JA/ET, pbde-se constatar que todos os genes foram reprimidos na grande maioria
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dos citrandarins, fato observado pela média geral dos 51 hibridos analisados para
todos os genes ficar abaixo de 1 (negativa utilizando Log,Fold change), indicando
uma maior down-regulation (Figura 31). Dessa forma, inferéncias ndo puderam ser
feitas sobre a heranca genética de cada gene associado as vias do JA/ET,
observando os dois genitores, devido a ndo se ter detectado nenhuma média geral
gue mostrasse uma maior up-regulation de algum gene na maioria dos hibridos de
P. trifoliata x C. sunki; e isso indicar que a identificacdo de qual parental
possivelmente transmitiu os alelos de resisténcia desses genes na progénie pelo
padrdo de expressao dos dois genitores, parece nao surtir nenhum efeito em
resposta a interacdo com P. parasitica. Portanto, outras analises estatisticas devem
ser feitas para elucidar melhor o papel dos genes avaliados na via do JA/ET em

resposta ao agente causador da gomose dos citros.
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Figura 30. Padrdes de expressdo dos genes associados as vias do acido jasmonico

e do etileno (JA/ET) em hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki.

Para todos os genes, foram calculados os valores de Fold change em relagdo as plantas controle ndo inoculadas (Fold change = 1). Em marrom escuro e em

cinza claro, hibridos que apresentaram o gene-alvo reprimido

(down-regulated)

e induzido (up-regulated), respectivamente.
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Figura 31. Padrdes de expressédo dos genes associados as vias do acido jasmonico e etileno (JA/ET)
com a média geral dos 51 hibridos analisados de Poncirus trifoliata x Citrus sunki em comparacéo
aos dois genitores (TRF e SUN), o limdo Cravo (CRAVO) e o citrumelo Swingle (SWIN). Em marrom
escuro e em cinza claro, down-regulation e up-regulation, respectivamente.

Quanto aos outros dois porta-enxertos de referéncia também avaliados no
presente estudo (lim&o Cravo e citrumelo Swingle), os genes ACO, PR4 e GST22
associados as vias do JA/ET se encontraram up-regulated para o suscetivel limédo
Cravo, enquanto os genes PR3, Chitinase e GST22 para o resistente citrumelo
Swingle (Figura 31). Tal fato demonstra que essas duas espécies de citros podem

ativar diferentes mecanismos de defesa frente a infeccdo de P. parasitica.

5.6.4.3. Vias do JA/ABA

Em comparacéo as vias do JA/ET e principalmente do SA, constatou-se uma
menor variagdo intra e intergrupos quanto a ativacdo das vias de sinalizacdo do
acido jasménico e acido abscisico (JA/ABA) (Figura 32), com apenas um gene de
defesa (ABF) parecendo desempenhar um maior papel frente a interacdo patégeno-
hospedeira, quando se observa uma maior expressao génica diferencial entre os
citrandarins suscetiveis e resistentes (Figura 33). Em todos os trés genes avaliados
pertencentes as vias do JA/ET, pbde-se visualizar a inducdo por parte de alguns
citrandarins tanto do grupo suscetivel e/ou moderadamente suscetivel (S/MS)
guanto do tolerante e/ou resistente (T/R) (Figuras 32 e 33), indicando que apesar de
nem todos o0s genotipos suscetiveis apresentarem uma down-regulation, assim
como nem todos 0s resistentes apresentaram uma up-regulation, tais genes de certa
forma estdo sendo ativados como respostas de defesa a P. parasitica.

Apenas dois padrbes de expressdo génica foram constatados nos genes

avaliados das vias do JA/ABA. No primeiro, dois genes-alvo associados as vias do
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JA/JABA (RPS4 e LEA5) mostraram um padrdo de expressdo génica quando se
observa a variacdo intergrupo, com a maioria dos citrandarins tanto do grupo T/R
guanto do grupo S/MS reprimindo tais genes, enquanto uma minoria os induz, o que
evidencia uma menor participagdo na resposta de defesa a Phytophthora (Figura
32). Entretanto, os dois genes parecem estar envolvidos de alguma maneira na
resposta a P. parasitica, visto que alguns citrandarins resistentes, como o0 22 e 0
279, apresentaram valores de Fold change acima de 1 para o gene RPS4, indicando
up-regulation; além do hibrido 22 também estar induzindo o gene LEAS (Figura 33).
O gene RPS4 codifica uma proteina R e parece estéd envolvido com a modulagéo da
biossintese de ABA em resposta a infeccdo de Arabidopsis com a bactéria
Pseudomonas syringae (Mang et al., 2012). Além disso, é proposto pela analise de
expressdo transiente de RPS4 em folhas de tabaco, que seu dominio TIR é
importante para a inducdo de uma HR, causando morte celular (Zhang et al., 2004).

J& no segundo padrdo de expressao génica, mais diferenciado, observou-se
gue o gene ABF possivelmente apresenta um maior papel frente a interacao
Phytophthora-citros, sendo igualmente induzido e reprimido em citrandarins
pertencentes ao grupo T/R, a ponto de muitos gendtipos resistentes tentarem
combater o oomiceto pela expressao desse gene com éxito. Apesar disso, muitos
hibridos suscetiveis também exercem sua indu¢cdo em resposta a infeccdo por P.
parasitica, mas isso nao é suficiente para controlar a infeccdo e ter o
desenvolvimento de uma menor leséo. Tal fato ndo foi verificado com os hibridos do
grupo S/MS, os quais predominantemente reprimiram tais genes (Figura 32). O gene
ABF faz parte de uma grande familia de fatores de transcricdo ABREs (abscisic acid-
responsive elements), e atua na via downstream do ABA, induzindo a expressao de
uma grande numero de genes responsivos a esse fitormdnio (Choi et al., 2000; Li et
al., 2014).

Em relacdo aos padrbes de expressdo dos genes associados as vias do
JA/ABA, pdde-se constatar que todos os genes foram reprimidos na grande maioria
dos citrandarins, fato observado pela média geral dos 51 hibridos analisados para
todos os genes ficar abaixo de 1 (negativa utilizando Log,Fold change), indicando
uma maior repressao (Figura 34). Dessa forma, inferéncias ndo puderam ser feitas
sobre a heranca genética de cada gene associado as vias do JA/ABA, observando
os dois genitores, devido a ndo se ter detectado nenhuma média geral que

mostrasse maior superexpressdo de algum gene na maioria dos hibridos de P.
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trifoliata x C. sunki; e isso indicar que a identificacdo de qual parental possivelmente
transmitiu os alelos de resisténcia desses genes na progénie, parece nao surtir
nenhum efeito em resposta a interacdo com P. parasitica. Portanto, outras analises
estatisticas devem ser feitas para elucidar melhor o papel dos genes avaliados na
via do JA/ABA em resposta ao agente causador da gomose dos citros.

Quanto aos outros dois porta-enxertos de referéncia também avaliados no
presente estudo (limdo Cravo e citrumelo Swingle), todos os genes associados as
vias do JA/ABA, avaliados no presente trabalho, se encontraram up-regulated para o
suscetivel limao Cravo, enquanto apenas 0s genes ABF e RPS4 para o resistente
citrumelo Swingle (Figura 34). Tal fato demonstra que essas duas espécies de citros
podem ativar diferentes mecanismos de defesa frente a infeccdo de P. parasitica, e
gue os genes relacionados a via de sinalizacdo do JA, pelo ramo MYC (regulado
pelo ABA) parecem desempenhar importante papel para a resisténcia desses dois
porta-enxertos em resposta a P. parasitica.

AEF - Hibridos 5/MS AEF - Hibrigos T/R RPS4 - Hibrigos 5/MS RPS4 - Hibrides T/R

LEAS - Hibrigos SIS LEAS - Hibrises T/R

Figura 32. Percentual de hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus sunki distribuidos em dois grupos,
gue apresentaram indugdo ou repressao de cada gene-alvo associado a via do &cido jasménico e do
acido abscisico (JA/ABA). Em marrom escuro e em cinza claro, down-regulation e up-regulation,
respectivamente. S/IMS = hibridos suscetiveis e/ou moderadamente suscetiveis; T/R = hibridos
tolerantes e/ou resistentes.
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Figura 33. Padrées de expressdo dos genes associados as vias do acido jasmdnico e do acido abscisico (JA/ABA) em hibridos de Poncirus trifoliata x Citrus
sunki. Para todos os genes, foram calculados os valores de Fold change em relagéo as plantas controle nédo inoculadas (Fold change = 1). Em marrom
escuro e em cinza claro, hibridos que apresentaram o gene-alvo reprimido (down-regulated) e induzido (up-regulated), respectivamente.
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Figura 34. PadrBes de expressdo dos genes associados as vias do acido jasmbnico e &cido
abscisico (JA/ABA) com a média geral dos 51 hibridos analisados de Poncirus trifoliata x Citrus sunki
em comparacdo aos dois genitores (TRF e SUN), o limdo Cravo (CRAVO) e o citrumelo Swingle
(SWIN). Em marrom escuro e em cinza claro, down-regulation e up-regulation, respectivamente.

5.6.5. Teste de normalidade dos dados de expresséo génica

Na Figura 35, observam-se os resultados obtidos pelo teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov (KS) para os valores de Fold change provenientes de seis
genes-alvo escolhidos como representantes de cada via (dois de cada), com o0s
dados transformados em logaritmo (base 2). Sendo assim, 0s resultados da
expressao génica relativa na populacdo composta de P. trifoliata, C. sunki, dos 51
hibridos avaliados, do liméo Cravo e do citrumelo Swingle atendem a expectativa de
distribuicdo normal dos dados, sendo o valor estatistico p-value obtido pelo teste KS
> 0,150 para 17 genes analisados, o que torna altamente significativo (p 20,01 e p =
0,05) os valores de Log,Fold change e possibilita o desenvolvimento das analises
comparativas seguintes. Apenas os genes PR2 e PR4 detiveram um menor p-value
(0,038 e 0,077; respectivamente), mas pela visualizagdo do QQ-plot pdde-se
constatar quase o mesmo padrdo de normalidade, sendo também significativo (com

p = 0,01 para PR2 e p = 0,05 para PR4, assim como os demais).
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Figura 35. Seis QQ-plots obtidos pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para dois representantes das
vias do SA (PR2 e PAL2), JA/JET (PR3 e PR4) e JA/ABA (LEA5 e RPS4), mostrando a distribui¢cdo
normal dos dados de Log,Fold change, com a maioria dos pontos se sobrepondo a reta. O mesmo
padréo foi observado para os demais genes.
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5.6.6. ANOVA dos dados de expresséo génica entre 0s grupos
fenotipicos

Os resultados do teste F (ANOVA: um critério) para analise de variancia com
os valores de Log,Fold change provenientes dos 19 genes-alvo na populagéo de P.
trifoliata, C. sunki, dos 51 hibridos avaliados, do limdo Cravo e do citrumelo Swingle
revelaram que apenas para cinco genes candidatos (EDS1, WRKY46, WRKY62,
Chitinase e LEA5) houve uma diferenca significativa entre os dois subgrupos de
suscetibilidade (S e MS) e o grupo de resisténcia (T/R), que é traduzida no valor do
F-value. Os genes EDS1, WRKY46 e LEA5 possuiram um menor valor F (0,0079;
0,0073 e 0,0022; respectivamente), sendo, portanto altamente significativo a 1% (F <
0,01), em comparacdo aos genes WRKY62 e Chitinase (0,0022 e 0,0495;
respectivamente), com o registro de uma diferenca significativa a 5% (F < 0,05).

Apés a realizacéo do teste F foi aplicado, para os cinco casos com diferenca
estatisticamente significativa, um teste t de student par-a-par, comparando as

médias amostrais dos trés grupos aos pares (Figura 36).
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Figura 36. Teste t de student par-a-par, mostrando os padroes de expressdo por agrupamento dos
cinco genes em que houve uma diferenca significativa pelo teste F. S = suscetiveis; MS =
moderadamente suscetiveis; T/R = tolerantes e/ou resistentes. Estdo representados os valores de
Log,Fold change em relagéo ao controle ndo inoculado (Log,Fold change = 0). * Diferenca (a = 0,05)
entre os grupos aos pares. ** Diferenga (a = 0,01) entre os grupos aos pares.

Constataram-se trés padrdes de expressao por agrupamento. No primeiro,

houve uma diferenca significativa em apenas um par, composto pelos grupos MS
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(moderadamente suscetiveis) e T/R (tolerantes e/ou resistentes) para 0 gene
Chitinase. As médias desses dois grupos se mostraram como down-regulated, mas
havendo uma maior repressdo para o grupo MS. Dessa forma, dentro do grupo T/R
encontram-se uma maior quantidade de hibridos que induziram esse gene,
contribuindo para uma menor down-regulation. Além disso, o citrandarin 22, que
obteve 0 menor comprimento da lesdo, ficou em 2° lugar como exemplo de maior
inducéo (LogzFold change = 2,323), sugerindo que alguns hibridos resistentes e/ou
tolerantes possam expressar essa quitinase como resposta efetiva de defesa a P.
parasitica. Segundo Punja & Zhang (1993), existem diferentes classes de quitinases
vegetais a partir de critérios moleculares, bioquimicos e fisico-quimicos, as quais sédo
expressas constitutivamente em niveis altos na planta em resposta a uma série de
fatores abitticos e bidticos. Além disso, o mesmo autor afirmou que o nivel de
protecdo é varidvel em plantas transgénicas que expressam genes clonados de
guitinases em resposta a um patdégeno fungico.

Ja no segundo padrao, duas diferencas significativas para o gene WRKY62
foram encontradas na comparacdo das médias de Log,Fold change entre dois
pares: S (suscetiveis) e MS, bem como MS e T/R. Em relacdo a combinacgdo S e
MS, esse gene se encontrou induzido na maioria dos genoétipos pertencentes ao
grupo MS, fato demonstrado pela média ter se encontrado up-regulated, o que néo
foi observado na média dos gendtipos inclusos no grupo S, a qual se mostrou down-
regulated, evidenciando predominantemente a existéncia de hibridos S que
reprimiram o gene WRKY62. Isso pode evidenciar uma pequena participacao desse
gene na resposta de defesa a P. parasitica, considerando que genoétipos com
comprimentos de lesdo intermediarios 0 expressam mais que outrosS com maior
tamanho da area lesionada. Por outro lado, os resultados com a combinacdo MS e
T/R indicam que os hibridos tolerantes e/ou resistentes de P. trifoliata x C. sunki
parecem “hibernar” (entram em repouso) em resposta a infeccdo de P. parasitica,
devido ao fato da média desse grupo se encontrar down-regulated e
conseguentemente menor que a do grupo MS, up-regulated. Assim, esses hibridos
frente a infeccéo de P. parasitica parecem se comportar Como Sseu genitor resistente
P. trifoliata em relacdo ao estresse abidtico do frio, que ao entrar em repouso
vegetativo geralmente durante o inverno e ser empregado como porta-enxerto, reduz
sua atividade fisioldgica na copa, aumentando sua resisténcia ao frio (Koller, 2013).

Possivelmente ocorre uma menor hibernacdo em hibridos suscetiveis a P. parasitica,
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fazendo com que induzam exageradamente genes associados a resposta de defesa
contra a infeccdo numa tentativa de combater esse oomiceto, mesmo que seja sem
éxito em virtude do aparecimento de uma maior lesdo. Trabalhos afirmam que o
fator de transcricio WRKY62 tem uma atuagéo diferente de outros membros da
familia WRKY, regulando negativamente a resposta mediada por SA e positivamente
uma tipica da PTI pela interacdo com um regulador também negativo da via
downstream do SA, chamado HDA19 (histone deacetylase 19) (Kim et al., 2008; Vlot
et al., 2009).

Em adicdo ao segundo padrdo, foi detectado um terceiro, em que também
houve duas diferencas significativas para trés genes (EDS1, WRKY46 e LEAS)
guando se comparou médias de Log;Fold change entre dois pares: S e MS, bem
como T/R e S. No que diz respeito as duas combinacdes, esse gene se encontrou
induzido na maioria dos genotipos pertencentes ao grupo S, fato demonstrado pela
média ter se encontrado up-regulated, o que nédo foi observado nas médias dos
genotipos inclusos nos grupos MS e T/R, a qual cada uma se mostrou down-
regulated, evidenciando predominantemente a existéncia de hibridos MS e T/R que
reprimiram os genes EDS1, WRKY46 e LEAS5. Isso reforga o fato de que
possivelmente os hibridos tolerantes e/ou resistentes de P. trifoliata x C. sunki
entram num estado de “hibernagc&o” em resposta ao oomiceto P. parasitica, e que as
plantas suscetiveis detém uma maior lesdo provavelmente por causa dessa reacao
exagerada de induzir genes de defesa associados as vias do SA, JA/ET e JA/ABA.

Talvez citrandarins resistentes ativem outros mecanismos de defesa, como a
producdo de ROS e fitoalexinas, que 0s suscetiveis ndo conseguem induzir, sendo
suficiente para conter o avanco de P. parasitica. Na literatura, € descrito que a
resisténcia para fungos patogénicos pertencentes ao género Verticillium, que atacam
a cultura do tomate, envolve uma resposta mais basal e inespecifica, com as plantas
resistentes produzindo deposicdes (calose, entre outros) nas paredes celulares e
também sintetizando substancias antimicrobianas como as fitoalexinas (Fradin &
Thomma, 2006). Além disso, estudos prévios utilizando a técnica de microarranjos e
RT-gPCR para avaliar a expressdo génica diferencial em variedades de tomate
suscetiveis e resistentes a isolados de Verticilium dahliae, identificaram genes
induzidos ao patossistema, como aqueles que codificam proteinas PR; e
encontraram uma maior inducdo, bem como um maior nimero de genes

diferencialmente expressos em plantas suscetiveis ao patdgeno, ou seja, nas
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interagbes compativeis. Dessa forma, esses resultados indicam que o aumento da
expressao génica a nivel sistémico em plantas suscetiveis ndo as protegem, e que
possivelmente essa reacdo exagerada e indutora possa desencadear 0os sintomas
da doencga (Robb et al., 2007; Van Esse et al., 2009; Robb et al., 2012). O gene
LEAS, além de desempenhar importante papel na resisténcia a estresses abidticos,
também pode estar relacionado em respostas de defesa frente a infeccdo de
patdgenos, sendo responsivo ao aumento dos niveis de JA e ABA (Amara et al.,
2014). E o fator de transcricdo WRKY46, assim como o WRKY70, atua como
regulador positivo da via de sinalizacdo do SA (Hu et al., 2012). J& o gene EDS1,
atua na via upstream de SA e conseguentemente na sua biossintese a partir de uma
resposta desencadeada por efetores (Glazebrook, 2001; Dempsey et al., 2011).
5.6.7. Analises de correlacéao linear de Pearson

Na Tabela 9, sdo apresentados os resultados das analises de correlacao
linear de Pearson por agrupamento para cada gene-alvo avaliado, na tentativa de
observar o grau de envolvimento entre os dados fenotipicos de lesdo e os valores de
expressao génica e assim inferir sobre quais genes podem apresentar um maior
papel na resposta de defesa frente ao patossistema Phytophthora-citros. Inferéncias
podem ser feitas apenas quando se observa um p-value significativo, visto que as
variaveis séo estatisticamente dependentes. Assim, as correlagcdes que mostraram
um p-value significativo com um valor de r (Pearson) positivo permitem concluir que
h& uma relacédo linear positiva entre os dados de CLg transformados em Log (base
10) (eixo y) e os valores de Log,Fold change (eixo x), ou seja, sao diretamente
proporcionais (quanto maior for o valor da expresséo relativa para um dado gene,
maior sera o tamanho da lesédo). Tais resultados estabelecem que quanto mais um
gendtipo induz a expressdo daquele gene, caracterizando uma reacdo exagerada a
P. parasitica, isso contribui para o desenvolvimento de uma maior area lesionada
seja em hibridos suscetiveis ou resistentes. Ja as correlagdes que apresentaram um
p-value significativo com um valor de r (Pearson) negativo indicam uma relacéo
linear negativa, demonstrando uma forca atrativa inversamente proporcional (quanto
maior for o valor da expressao relativa para um dado gene, menor serd o tamanho
da lesao). Dessa forma, a detecgdo de genes que demonstram possuir um maior
relacionamento com os dados fenotipicos da lesdo pelo valor da correlagédo de
Pearson negativa, seja nos genotipos pertencentes ao grupo S/MS ou T/R, permitem

inferir que participam na resposta de defesa a infec¢cdo ocasionada por P. parasitica.
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O valor r (Pearson) sugere a for¢a da relagdo entre as variaveis, variando de -1 a 1,
com valores geralmente entre 0 a 0,4 sendo considerados fracos; escores entre 0,4
a 0,6 demonstrando uma correlacdo moderada; e resultados entre 0,6 a 1
considerados fortes. De qualquer maneira, o certo é que quanto mais proximo de 1
for o valor de r (Pearson), maior é a dependéncia estatistica observada pela relacao

linear entre as variaveis (Moore, 2007).

Tabela 9. Correlacbes de Pearson por agrupamento para os 19 genes candidatos avaliados, com os
valores do coeficiente de correlacéo r (Pearson) e do p-value.

Grupo S* Grupo T/R?

Genes r (Pearson) p-value r (Pearson) p-value
PAL2 0,0285 0,9337 -0,0513 0,7409
EDS1 -0,0422 0,9019 -0,0229 0,8826
NPR3 -0,6569 0,028* -0,1894 0,2181
WRKY70 -0,5211 0,0452* -0,1787 0,2457
WRKY46 -0,307 0,3584 -0,0815 0,5988
WRKY62 -0,329 0,3231 0,0371 0,8112
SGT1b 0,4299 0,0486* -0,047 0,7621
BSMT1 0,2215 0,5127 -0,1604 0,2982
PR2 -0,4614 0,0485* 0,0245 0,8743
MKP1 -0,1099 0,7477 0,0459 0,7672
ACO -0,1281 0,7074 -0,2315 0,1304
EIN3 0,4122 0,0495* 0,0541 0,7273
PR3 0,0658 0,8475 -0,0167 0,9146
Chit. [C. sinensis] 0,0749 0,8268 0,2629 0,0845
PR4 -0,6193 0,0421* 0,0017 0,9912
GST22 -0,0695 0,8392 0,1687 0,2736
ABF -0,2876 0,391 -0,2854 0,0603
RPS4 -0,505 0,0491* 0,139 0,368
LEAS -0,0626 0,8549 -0,4573 0,0172*

'S=suscetiveis e moderados suscetiveis; “T/R= tolerantes e/ou resistentes; *valor do p-value < 0,05 (significativo)

Os genes NPR3, WRKY70, SGT1b, PR2, PR4 e RPS4 apresentaram um p-
value significativo e um valor de r (Pearson) negativo apenas para 0 grupo S, o que
corrobora para o fato de que quanto maior for o valor da expresséo relativa (Fold
change) nos gendtipos suscetiveis, menor sera o comprimento da lesdo, a qual ja é
elevada nesses individuos. Isso leva a inferir, juntamente com os graficos
desenvolvidos a partir das correlacdes significativas (Figura 37), que esses genes
tenham uma menor participacdo no combate a P. parasitica, ja que S80 expressos

predominantemente em plantas suscetiveis que apresentam uma menor lesdo. Vale
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ressaltar o maior valor r (Pearson), que foi igual a -0,6569, encontrado para o gene
NPR3, evidenciando uma correlacdo forte (Tabela 9). Esse gene é descrito na
literatura como sendo paralogo ao NPR1, principal regulador da via downstream do
SA, e a ligacdo de seu produto proteico com a proteina monomérica NPR1 resulta
na ativacdo de genes de defesa, a partir dos niveis altos de SA (Moreau et al.,
2012).

Ja o gene LEAS apresentou um p-value significativo e um valor de r (Pearson)
negativo apenas para o grupo T/R, demonstrando que quanto maior for o valor da
expressao relativa (Fold change) nos genoétipos tolerantes e/ou resistentes, menor
sera o comprimento da lesdo, a qual ja é relativamente baixa nesses individuos.
Pode-se inferir, entdo, que esse gene tenha uma maior participacdo frente a
infeccdo causada por P. parasitica, jA que as plantas resistentes que tenham uma
menor lesdo predominantemente o induzem. Apesar de ter apresentado uma
correlacdo ndo muito forte (moderada), fato demonstrado pelo valor de r ser igual a
0,4573 (Tabela 9; Figura 37); € um indicio de que esse gene pode atuar na
resisténcia contra o agente causador da gomose dos citros. Esse gene foi
encontrado diferencialmente expresso pela técnica de microarranjos entre o P.
trifoliata (resistente), o C. sunki (suscetivel) e em alguns hibridos, de modo a ser um
forte candidato na resisténcia a Phytophthora (Boava et al., 2011b).

Em contrapartida, foi observado para o gene EIN3 um p-value significativo e
um valor de r (Pearson) positivo apenas para o grupo S, dando indicios de que
guanto maior for o valor da expressado relativa (Fold change) nos gendtipos
suscetiveis, maior sera o comprimento da lesdo, a qual ja é elevada nesses
individuos. Apesar da correlacéo ter se mostrado moderada (r=0,4122) (Tabela 9;
Figura 37), isso pode indicar que o aumento da expressao desse gene em individuos
suscetiveis favorece ao aparecimento de sintomas da gomose dos citros. Sabe-se
gue o gene EIN3 atua como um importante regulador da via downstream do ET,
promovendo uma série de respostas de defesa que resulta na expressao de genes
responsivos a esse fitorménio gasoso (Konishi & Yanagisawa, 2008; Pieterse et al.,
2012).
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Figura 37. Graficos de correlacéo linear de Pearson entre os valores de Log,Fold change (dados de
expressdo génica) e os dados fenotipicos da lesdo (CLg) por agrupamento para os genes com p-
value significativo. O mesmo padrao nao foi observado para os demais casos.

5.6.8. Perfil de expressao génica global do experimento e matriz de
dissimilaridade entre os genes

O heatmap (Figura 37), a partir da analise comparativa feita pelo teste de
agrupamento hierarquico (HCL - Hierarchical clustering) dos 19 genes-alvo
avaliados com os 55 genotipos selecionados (51 hibridos, seus dois genitores, o
limdo Cravo e o citrumelo Swingle), permitiu a ordenacdo dos genes e amostras
mais relacionados, isto €, com perfis de expressao génica similares, utilizando a
correlacdo de Pearson como distancia métrica para a obtencdo do melhor
agrupamento intra e intervariaveis possivel. Os gendtipos foram separados em cinco
clusters secundarios distribuidos em dois principais, enquanto os genes em trés
secundarios dispostos em dois principais. Dessa forma, houve uma maior variacao
nos valores de Log,Fold change dentro dos individuos amostrados do que nos
genes. A andlise de agrupamento pode ser utilizada para agrupar tanto genes
guanto amostras pela similaridade de seus perfis de expresséao, contribuindo para a
identificacdo de relacdes funcionais entre os genes e revelando diferentes
mecanismos bioldgicos para a manifestacao do fenétipo em analise. A visualizacéo
dos dados compreende um critério fundamental na andlise de agrupamento e no

estudo da genética gendmica, podendo ser feito pelo heatmap, que constitui numa
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representacdo grafica da matriz de dados contendo uma escala de cores reveladora
da distribuicdo dos dados. As linhas e colunas representam ordenadas, a ponto de
valores similares aparecerem proximos. Os agrupamentos hierarquicos
(dendrogramas) das linhas e colunas sdo mostrados nas margens do gréfico,
promovendo uma intrinseca rede hierarquica das duas ordenadas por uma série de
ramificacdes, que refletem a similaridade das linhas e colunas (Wit & Mcclure, 2004;
Brun et al., 2005).
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Figura 38. Heatmap do perfil de expresséo génica global pela andlise de agrupamento entre os 19
genes-alvo avaliados com os 55 genotipos selecionados (51 hibridos, o trifoliata Rubidoux [TRF], a
tangerina Sunki [SUN], o lim&o Cravo [CRAVO] e o citrumelo Swingle [SWIN]).

A escala de cores representando os valores dos dados de Log,Fold change

permitiu observar que os dados de expressao génica variaram de -8,29 a 5,53.
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Dessa forma, os genes com um padréo global de expressdo mais vermelho, como o
BSMT1 e o SGT1b, foram predominantemente expressos na populacdo do
experimento, ou seja, mais up-regulated. Tais genes fazem parte do metabolismo de
SA e podem, entdo, ter uma maior participacao na resisténcia dessa populacéo a P.
parasitica. Por outro lado, os genes com um padrao global de expresséo mais verde
significa dizer que a grande maioria dos hibridos em conjunto com 0s quatro porta-
enxertos analisados os reprimiu, ou seja, foram mais down-regulated. Pbde-se
observar que apenas um gene se enquadrou nessa categoria, que foi o EIN3,
importante regulador da via downstream do ET, indicando que talvez n&o interfira na
resposta de defesa dos diferentes fenotipos avaliados a P. parasitica.

Em relacdo aos genotipos, constatou-se que 0s porta-enxertos tangerina
Sunki e limdo Cravo, descritos na literatura como suscetiveis a Phytophthora,
ficaram mais proximos (mesmo cluster), evidenciando um perfil de expressao génica
global similar. Fato semelhante aconteceu para o trifoliata Rubidoux e o citrumelo
Swingle, que séo resistentes ao oomiceto causador da gomose dos citros. Além
disso, constatou-se que os hibridos 43, 285, 225 e 203, pertencentes ao grupo T/R e
a um mesmo cluster no heatmap, tiveram uma maior up-regulation dos 19 genes-
alvo avaliados, induzindo fortemente muitos genes (como BSMT1, ABF, entre
outros) e até mesmo fracamente o EIN3. Constituem, entdo, materiais promissores
para o entendimento da resisténcia a P. parasitica, podendo ser selecionados para
futuras pesquisas relacionadas a gomose dos citros.

Por outro lado, individuos tolerantes e/ou resistentes, como os de numeragao
270, 306 e 283 (esses dois Ultimos inclusos no mesmo cluster) reprimiram
majoritariamente os genes candidatos (maior down-regulation), sugerindo que sejam
tolerantes e desenvolvem outros mecanismos de defesa frente a infeccao
ocasionada por P. parasitica, o que contribui para a herangca da gomose dos citros
ser caracterizada como uma resposta inespecifica. Ja com relacdo aos hibridos do
grupo S, inferéncias também podem ser feitas quando se observa, por exemplo, 0s
genotipos de numeracdo 11 e 99, que apresentaram a maioria dos genes down-
regulated, evidenciando que sdo materiais realmente propensos a ter baixa
resisténcia a P. parasitica. Paralelamente, muitos hibridos suscetiveis (8, 204, 209,
40, 13, 27 e 284) ora reprimem alguns genes, ora induzem outros genes, sendo
localizados em clusters diferentes, contribuindo para a ideia de que diferentes

mecanismos de defesa associados aos fitormOnios vegetais podem ser
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bY

estabelecidos frente a infestagdo do agente causador da gomose na planta.
Portanto, a caracteristica comprimento da lesdo associada a heranca da gomose
dos citros é bastante complexa, podendo ser controlada pela inducéo e repressao de
varios genes e envolvendo tanto genética quanto ambiente, como é citada na
literatura (Boava, 2004a; Medina Filho, 2003; Siviero et al., 2002a).

Outro heatmap (Figura 39) foi construido para se ter uma analise mais
acurada da relacdo apenas entre os genes-alvo candidatos, a partir de uma matriz
de dissimilaridade, que utiliza como distdncia métrica a medida chamada de
Distancia Euclidiana, permitindo observar o grau de diferengca entre os genes num
intervalo de 0 a 1. A Distancia Euclidiana € amplamente usada como parametro para
se investigar o quanto um objeto difere do outro, sendo eficiente para avaliar a
divergéncia intravariavel (Mingoti, 2005).
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Figura 39. Heatmap representando a matriz de dissimilaridade global entre os 19 genes-alvo
avaliados a partir da comparacgéo par-a-par dos genes utilizando a Distancia Euclidiana.
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Quanto mais escura a coloracdo, mais intensa sera a interacdo entre dois
genes, demonstrando uma maior congruéncia entre as expressdes. Sendo assim,
menores distancias foram observadas entre os genes PR2 e EDS1, os quais fazem
parte da mesma via de sinalizacdo, que é a do SA, com o EDS1 atuando na
biossintese desse fitormonio e o PR2 consistindo num gene de defesa responsivo ao

acumulo de SA (Vlot et al., 2009). Por serem dois genes relacionados a resisténcia a
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patdégenos, existe uma maior relagdo entre suas expressdes na possivel defesa
contra P. parasitica. Entretanto, quanto mais vermelha for a coloracdo, mais
distantes os genes serdo, 0 que denota uma menor congruéncia das expressoes
par-a-par. PGde-se constatar que trés genes (BSMT1, PR4 e ABF) em associacéo
com o gene WRKY46 obtiveram as maiores distancias, num padrdao bem mais
intenso de coloracdo. Sabe-se que WRKY46 € um fator de transcricdo pertencente a
grande familia WRKY, e que atua como regulador positivo da via do SA, mais
precisamente na via downstream. O gene BSMT1 é conhecido por fazer parte do
metabolismo de SA, convertendo esse fitormonio em MeSA, e funciona como um
sinal de defesa para a expressédo de genes de defesa dependentes de JA. O gene
PR4 codifica uma quitinase (proteina PR) que é ativada pela via do JA no ramo ERF,
contribuindo para a sinergia existente entre as vias do JA/ET. JA o gene ABF é
essencial na regulacdo downstream da via do ABA, induzindo a expressao de um
grande numero de genes de defesa responsivos a esse hormoénio gasoso (Choi et
al., 2000; Lorenzo et al., 2004; Hu et al., 2012). Dessa forma, hd uma menor relacéo
entre suas expressdes quando se avalia a resposta especifica de resisténcia ao

agente causador da gomose dos citros.

5.6.9. Analise e mapeamento de eQTLs

Com a obtencéo dos dois mapas genéticos construidos para os genitores da
progénie dos citrandarins e de acordo o perfil de expressao génica global, construido
a partir dos valores de expressao relativa (Log,Fold change) entre os 19 genes-alvo
avaliados com os 51 hibridos selecionados, foi possivel detectar eQTLs que atuam
no processo de expressdo génica em resposta a infeccdo ocasionada por P.
parasitica. Foram considerados eQTLs consistentes apenas aqueles que
apresentaram LOD score critico superior ou igual a 3,0 pelo teste de permutacao
aleatéria para cada gene analisado, com um intervalo de confianca de 95%.

Assim como para o mapeamento de QTLs, a detec¢éo de possiveis eQTLs foi
feita para ambos 0s genitores em seus respectivos mapas, devido ao uso da
estratégia pseudo-testcross com a segregacdo somente de marcadores 1:1. De
acordo a metodologia do mapeamento por intervalo composto (CIM), foi detectado
um total de 164 eQTLs com o pico do LOD = 3,0 e com resultado significativo por
meio do teste de 1000 permutacdes no software FullsibQTL, sendo 74 para o mapa

completo de P. trifoliata, com média de aproximadamente quatro eQTLs por gene; e
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90 para o mapa completo de C. sunki, com média de aproximadamente cinco eQTLs
por gene. Todos 0s genes-alvo possuiram pelo menos um eQTL associado a sua
expressao tanto no mapa do trifoliata Rubidoux quanto no mapa da tangerina Sunki.
Em virtude do alto numero de eQTLs detectados, segundo Shi et al. (2007), um alto
poder de deteccdo de eQTLs pode ser encontrado mesmo em pequenas
populacdes. Além disso, como a metodologia estabelecida pelo software para o
mapeamento de QTLs €é similar ao mapeamento de eQTLs, um tamanho
populacional maior que 50 j& é suficiente para proporcionar alta resolucdo a pratica
de mapear e detectar QTLs/eQTLs de pequeno efeito. Quanto maior for o tamanho
da populacéo, a saturacao do mapa genético de ligacdo e a herdabilidade do carater
fenotipico, maior sera a informagcdo gendémica relacionada ao mapeamento (Young,
1994; Cruz, 2006; Yan et al.,, 2009). Como foi averiguada uma herdabilidade alta
(65%) para a caracteristica CLg no presente estudo, uma alta saturagdo dos dois
mapas de cada genitor e sendo a populacdo de hibridos selecionados para o
mapeamento de eQTLs igual a 51, era de se esperar um grande volume de eQTLs a
partir dos perfis de expressao génica diferencial para cada gene candidato via RT-
gPCR.

Os genes PR4, PR3, Chitinase e PAL2 foram 0s que apresentaram um maior
namero de eQTLs no mapa do genitor P. trifoliata, cada um com seis (Figura 40);
enguanto no mapa de C. sunki, houve um maior nimero também para os genes PR4
e Chitinase, além de MKP1, totalizando cada um sete eQTLs (Figura 41). Desse
jeito, genes de defesa responsivos as vias de JA/ET, como aqueles que codificam
classes de enzimas denominadas quitinases, que degradam parede celular (Van
Loon & Van Strien, 1999), detiveram um maior numero de regides cromossémicas
tanto no mapa do trifoliata Rubidoux quanto no da tangerina Sunki que afetam seus
niveis de transcricdo em resposta a infeccdo causada por P. parasitica. Por outro
lado, o gene EDS1 foi o que se constatou um menor namero (apenas um eQTL),
ficando muito abaixo da média de eQTLs por gene nos dois mapas. Um dos
principais reguladores da via upstream de sinalizacdo do SA, esse gene age de
forma a promover a biossintese de SA devido a uma imunidade induzida por efetor
(ETI) (Dempsey et al., 2011). Esse gene talvez ndo tenha tanta participagdo na
resposta de defesa pela interacdo Phytophthora-citros, fato explicado pelo seu

padrdo de expressdo e pela menor quantidade de regides gendmicas dos dois
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genitores contrastantes, responsaveis pela variagcdo de sua expressao génica na
progénie segregante.
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Figura 40. Distribuicdo do ndmero de eQTLs detectados para cada gene candidato com relacdo ao
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Figura 41. Distribuicdo do nimero de eQTLs detectados para cada gene candidato com relacdo ao
mapa do genitor Citrus sunki.

Nas Tabelas 10 e 11, observam-se os resultados do mapeamento de eQTLs
obtidos das andlises estatisticas no pacote FullsibQTL da linguagem de
programacado R, fornecendo, para cada grupo de ligacdo dos dois mapas, 0s
mesmos parametros estabelecidos no mapeamento de QTLs (marcadores que
flanqueiam a regido alvo do eQTL candidato, distancia em centiMorgans do eQTL
detectado a partir da regido inicial, LOD score do eQTL, porcentagem da variagéo

genotipica explicada pelo eQTL [R?] e o valor do efeito aditivo [a] do eQTL).
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Tabela 10. Gene, grupo de ligacdo (GL), marcadores flanqueadores, distancia do inicio em
centiMorgans (cM), LOD score, proporgcdo da variagdo genotipica explicada pelo eQTL (RZ) em
porcentagem e efeito aditivo pela analise do mapeamento de intervalo composto (CIM) no FullsibQTL
para o carater expressao génica relativa da gomose dos citros a partir dos valores de Log,Fold
change em hibridos de P. trifoliata x C. sunki com relacdo ao mapa do genitor trifoliata Rubidoux.

G_rup0~de Marcadores Distancia do LOD 2 Efeito
Gene ligagao flanqueadores inicio (cM) R™ (%) diti

(GL) a score aditivo

1 100027137|F|0 114,46 7,05 8,52 0,36

3 100023051|F|0 292,69 6,07 4,87 -0,55

PR2 4 100074214|F|0 244,10 7,90 1,24 0,25
5 X 171,00 6,79 13,66 -0,34

9 100017077|F|0 36,23 16,56 5,31 0,88

3 100035374|F|0 29,49 14,16 0,05 0,65

4 100065934|F|0 298,24 7,93 0,15 -0,48

PRA4 7 100054670]|F|0 100,71 9,20 0,48 0,69
8 100029154|F|0 267,07 24,75 0,16 -1,28

9 100012681|F|0 21,23 24,49 2,97 2,75

10 Y 132,00 6,87 0,04 0,57

2 100038467|F|0 399,83 10,42 1,48 -0,78

3 100029500]F|0 11,15 19,47 0,92 -0,73

PR3 7 100045437|F|0 84,62 7,36 0,05 0,34
8 100052370|F|0 122,80 7,74 3,64 -0,79

9 100017625]|F|0 20,14 15,63 2,39 2,18

10 100016981|F|0 133,87 4,83 0,07 -0,38

1 100028088|F|0 118,64 3,49 5,34 0,48

2 100036907|F|0 28,59 4,90 1,01 0,47

Chit, [C, 3 100121334|F|0 196,97 16,33 0,86 -2,00
sinensis] 5 100044333|F|0 206,06 5,06 4,26 -0,39
8 100078231|F|0 70,57 15,03 10,52 -1,38

10 100022602|F|0 0,78 5,76 0,84 -0,48

1 100041050]|F|0 28,29 13,09 1,13 0,76

NPR3 6 100034226]|F|0 25,58 21,30 7.8 -0,94
9 100028346]|F|0 1,94 4,17 0,02 0,23

1 Z 288,00 7,60 0,16 0,49

MKP1 3 100041911|F|0 309,65 5,40 0,11 0,42
7 100151589|F|0 152,99 6,08 0,81 0,70

8 100023207|F|0 61,42 12,06 5,16 -0,97

4 100095932|F|0 114,32 15,97 0,3 0,99

BSMT1 7 100027169|F|0 230,53 11,49 0 1,01
8 100050528|F|0 271,10 8,23 0,18 0,59

2 100039214|F|0 272,81 6,92 4,53 0,43

RPS4 5 100032182|F|0 0,00 4,51 2,52 0,40
8 100018879|F|0 112,62 10,99 3,45 -0,88

4 100022107|F|0 171,20 4,89 0 0,36

ABE 5 U 218,00 3,82 5,15 1,85
8 100043466|F|0 191,30 19,69 0,04 1,91

9 100038502|F|0 0,00 8,07 0,18 0,55

EDS1 2 100039214|F|0 272,81 9,10 4,42 0,40
2 100033773|F|0 23,03 12,85 4,47 0,64

EIN3 4 100062586|F|0 42,56 12,15 0,81 0,58
5 100192933|F|0 182,31 3,94 8,15 -0,31

2 L 240,00 16,93 1,34 0,82

7 100026166|F|0 233,24 17,58 0,2 0,72

GST22 8 100053000]F|0 75,64 13,33 11,12 -1,30
9 100012681|F|0 21,23 23,38 4,66 2,12

10 100037719|F|0 112,49 16,36 0,32 0,88

SGT1b 2 100033773|F|0 23,03 11,03 6,73 0,70
8 100022438JF|0 162,06 6,16 0,57 -1,75
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Tabela 10. “Continuagéo”

2 100052400|F[0 23,03 10,42 4,54 0,81

3 100071002|F|0 117,51 6,84 0 0,50

WRKY46 7 100087520|F|0 190,66 9,22 0,02 0,64
8 100040604|F|0 83,00 4,85 2,72 -0,43

1 100031401|F|0 38,55 3,91 1,5 0,29

WRKY62 4 100022629|F|0 278,85 19,01 4,43 -2,35
8 100016467|F|0 97,99 9,03 9,52 -1,03

2 100033773|F|0 23,03 22,01 6,56 1,81

WRKY70 3 100030266|F|0 7,48 10,45 0 0,59
10 100079969|F|0 7,36 9,18 0,11 0,56

2 100027768|F|0 17,48 9,56 2,31 0,49

3 v 46,00 9,55 0,08 0,41

ACO 4 100048965(F|0 232,75 14,79 0,39 0,61

5 100090022|F|0 87,28 8,94 0 1,37

9 o 8,00 8,09 0,05 -0,84

LEAS 1 W 265,00 16,50 0,14 -1,20

2 100039323|F|0 22,23 11,64 2,24 0,62

1 100077731|F|0 119,61 10,72 2,8 1,68

2 100027768|F|0 17,48 21,27 2,99 1,66

BAL? 3 100027751|F|0 82,61 5,28 0,01 0,49

5 100057266|F|0 186,33 7,71 7,66 -0,78

6 100026731|F|0 19,73 15,61 2,1 -1,22

8 100050528|F|0 271,10 4,25 0,26 0,50

X,Y,Z, U, L,V, OeW correspondem a marcadores que segregam completamente ligados.

X = 100144281|F|0-100037817|F|0; Y = 100046309|F|0-100016981|F|0; Z = 100052088|F|0-
100030810|F|0; U = 100048863|F|0100031439|F|0; L = 100045164|F|0-100050946|F|0; V =
100038134|F|0-100018085|F|0; O = 100038422|F|0-100049276|F|0; W = 100052088|F|0-
100030810]F]0.

De forma geral, os “LOD scores” criticos calculados foram préximos a 3,0
para todos os genes avaliados nos dois mapas, sendo, portanto elevados. Tal fato ja
era esperado devido a utilizacdo do modelo de mapeamento por intervalo composto
(CIM) (Zeng, 1994; Gazaffi, 2009). Ja os “LOD scores” dos eQTLs foram condizentes
e variaram de 3,49 a 24,75 para o mapa de P. trifoliata, sendo essa variacao de 3,0
a 33,13 para o mapa de C. sunki. De acordo Ferreira e Grattapaglia (1998), o LOD
indica numa escala logaritmica a razdo entre a probabilidade da presenca de um
QTL/eQTL sobre a probabilidade de sua auséncia, no tocante a essa relacéo
dependente do numero de marcadores usados e do tamanho do genoma em
centiMorgans. No que diz respeito aos valores de variacdo genotipica (R?) explicada
pelos eQTLs, tanto no mapa do trifoliata Rubidoux quanto no da tangerina Sunki
houve o aparecimento de eQTLs que chegam a explicar 0%, tendo efeito nulo sobre
0 processo de expressdo génica. Assim, os valores de R? apresentaram efeitos
baixos a moderados, variando de 0 a 13,66% para o mapa do genitor resistente a P.
parasitica; e de 0 a 18,87% para o do genitor suscetivel. De maneira equivalente aos
valores de variacdo fenotipica explicados por QTLs em estudos de mapeamento

(Anderson et al., 2007), muitos eQTLs no presente estudo sdo constituidos por locos
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com efeitos baixos (R? menor que 10%), enquanto poucos s&o formados por regides
cromossdmicas com valores de R? moderados (de 10 a 20%).

A direcdo geral (positiva ou negativa) dos efeitos de eQTLs também foi
avaliada na progénie F1 de citrandarins, sendo medida pelos valores dos efeitos
aditivos de marcadores que segregam na proporcao 1:1 para cada mapa parental.
Nas Figuras 42 e 43, observa-se a porcentagem global de eQTLs que apresentam
efeitos aditivos positivos e negativos nos mapas de P. trifoliata e C. sunki,
respectivamente, de modo a ficar constatado que a maioria dos eQTLs identificados
em cada mapa parental apresentaram alelos que atuaram no sentido de aumentar a
expressdo génica em resposta a infeccdo de P. parasitica nos citrandarins.
Caracteristicas genotipicas, como a expressdao de um determinado gene sob
avaliacdo de resisténcia a uma dada doenca, geralmente envolvem uma heranca
complexa e quantitativa, que é controlada por alelos em multiplos loci, cada um com

efeito menor e aditivo (Fehr, 1993; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Figura 42. Quantidade (%) geral da direcdo de eQTLs detectados com relacdo ao mapa de Poncirus
trifoliata. Em cinza-escuro e cinza-claro, eQTLs que apresentaram efeitos aditivos positivo e negativo,
respectivamente.

44%

Figura 42. Quantidade (%) geral da dire¢cdo de eQTLs detectados com relacdo ao mapa de Citrus
sunki. Em cinza-escuro e cinza-claro, eQTLs que apresentaram efeitos aditivos positivo e negativo,
respectivamente.
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Tabela 11. Gene, grupo de ligacdo (GL), marcadores flanqueadores, distancia do inicio em
centiMorgans (cM), LOD score, proporgcdo da variagdo genotipica explicada pelo eQTL (RZ) em
porcentagem e efeito aditivo pela andlise do mapeamento de intervalo composto (CIM) no FullsibQTL
para o carater expressao génica relativa da gomose dos citros a partir dos valores de Log,Fold
change em hibridos de P. trifoliata x C. sunki com rela¢cdo ao mapa do genitor tangerina Sunki.

Grupo de Distancia .
Gene lgacio  (UCASIES somco L0 wey SO
(GL) (cM)
3b 100029546]F|0 1,88 12,88 7,2 0,35
4 100059630]|F|0 229,41 21,88 18,87 0,55
PR2 5 100053992|F|0 100,47 11,13 6,6 0,50
6 100025434|F|0 59,79 18,07 12,84 0,49
8 100060164|F|0 260,87 15,04 1,16 -0,67
1 100010395]F|0 22,80 20,46 0,64 1,58
3a 100150606]F|0 197,53 3,78 0,01 -0,27
3b 100090925]F|0 111,93 23,75 3,25 1,55
PR4 4 100047171|F|0 76,80 17,83 4,4 -0,69
6 100024711|F|0 112,81 18,50 13,5 -1,89
7 100008205]F|0 73,22 13,71 2,81 -0,46
8 100008714|F|0 67,47 33,13 0,2 -1,25
1 100043261|F|0 147,27 14,46 1,17 -1,05
2 100014917|F|0 304,33 7,06 0 0,45
PR3 4 100031883|F|0 21,05 17,23 2,03 0,93
8 100059808|F|0 272,35 12,21 0,57 -0,69
9 A 19,00 9,58 0,8 0,65
1 100043261|F|0 147,27 12,70 3,06 -0,65
2 100028817|F|0 42,76 6,25 0 -0,32
Chit, [C 3a 100046653|F|0 296,39 11,61 0 -0,73
siner’lsis1] 3b 100028699|F|0 173,03 5,05 571 0,35
4 100031153|F|0 136,61 21,26 4,88 1,17
5 100005710]|F|0 141,04 15,39 4,08 1,01
7 100019860]F|0 172,79 13,59 0 0,67
NPR3 6 100141575]|F|0 184,39 7,72 0,8 0,39
9 100201189|F|0 1,76 7,78 0,06 0,52
1 100048494|F|0 158,73 12,12 0,5 -0,79
2 100028817|F|0 42,76 10,34 0,07 0,70
3a 100190059|F|0 119,45 13,03 0,18 1,21
MKP1 4 100059630|F|0 229,41 12,58 15,21 0,81
5 100010416]F|0 6,71 8,98 3,9 0,56
6 100025450]F|0 134,32 4,90 2,7 -1,46
8 100039541|F|0 241,60 17,41 1,52 -1,27
1 100074858|F|0 139,60 20,85 0,2 -3,26
3a 100050041|F|0 387,04 21,40 0,5 0,98
BSMT1 3b 100040736]|F|0 8,51 15,52 1,69 0,76
6 100057188JF|0 29,06 6,99 1,6 0,46
8 100022189|F|0 50,11 12,01 0 1,51
2 100028817|F|0 42,76 9,62 0,24 -0,45
RPS4 5 100015990|F|0 353,41 3,00 5,69 0,43
6 100025434|F|0 59,79 9,16 8,23 0,52
8 100011067|F|0 255,46 4,14 0,36 -0,28
1 100074858|F|0 139,60 20,87 0,13 -3,40
ABE 2 100070232|F|0 79,27 4,14 0,07 -0,56
3a B 430,00 12,13 0,78 -1,04
6 100016749|F|0 23,22 22,48 0,33 1,45
EDS1 2 100172761|F|0 258,12 4,68 1,13 -0,51
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Tabela 11. “Continuagao”

4 100055315|F|0 39,79 4,60 0 0,67

3a 100035526|F|0 289,95 12,79 1,69 0,52

EIN3 3b 100017721|F|0 76,70 12,82 0,01 1,05
4 100055315|F|0 39,79 4,60 2,07 0,67

6 100025434|F|0 59,79 8,11 9,21 0,38

7 100019058|F|0 17,55 14,23 1,03 0,68

1 100043261|F|0 147,27 20,75 0,36 -0,85

3a 100190059]F|0 119,45 7,53 0,13 -0,32

GST22 3b 100040736|F|0 8,51 17,24 2,58 2,04
5 100009168|F|0 197,44 10,91 5,1 -0,62

6 100031161|F|0 131,45 17,85 3,37 0,71

8 100005540]|F|0 266,50 5,81 1,98 -0,36

1 100026361|F|0 17,54 12,33 3,46 0,62

2 100023155|F|0 141,67 15,05 3,63 0,70

<GT1b 3b 100011299]F|0 47,40 29,14 0,58 1,42
5 100081742|F|0 318,67 20,04 5,6 -0,90

6 100038521|F|0 5,15 11,48 0,2 -0,79

9 100171586|F|0 20,40 9,32 0,3 0,65

1 100016536|F|0 31,72 16,35 3,75 1,57

2 100034726|F|0 292,62 11,93 0,97 -1,61

3b 100071708|F|0 34,77 5,03 0,16 -0,68

WRKY46 4 100019371|F|0 171,77 9,72 10,28 2,62
5 100040586|F|0 319,94 2,98 5,7 -0,93

8 100079699|F|0 8,91 12,81 0,15 -1,04

3a 100166552|F|0 30,10 9,54 0,63 0,78

WRKY62 3b 100009568|F|0 171,44 12,43 2,65 -0,74
9 100197645|F|0 6,58 7,85 0 1,46

1 100027934|F|0 3,64 11,22 0 0,75

3a 100041064|F|0 390,07 5,98 0,14 1,66

WRKY70 4 100087612|F|0 0,00 10,39 0,05 -1,06
6 100020619]|F|0 43,75 8,20 7,04 0,79

1 100043261|F|0 147,27 25,28 3,11 -0,94

ACO 4 100019371|F|0 171,77 29,22 12,74 1,00
5 100035948|F|0 46,25 21,03 1,62 -0,80

7 100050149]F|0 237,46 15,39 1,59 0,61

3a 100043683|F|0 271,83 19,16 1,35 2,31

3b 100019764|F|0 44,84 20,40 4,06 1,62

LEAS 5 100040586|F|0 319,94 19,73 3,39 -1,89
6 100009029]F|0 50,06 11,92 8,37 0,79

8 100005540|F|0 266,50 5,23 6,05 -0,55

4 100035040|F|0 228,51 6,02 14,84 0,32

PAL2 6 100016749]|F|0 23,22 15,57 1,81 1,04
7 100017769|F|0 27,78 15,24 0,13 0,62

A, B e C correspondem a marcadores que segregam completamente ligados.
A = 100202826|F|0-100171717|F|0; B = 100007389|F|0-100014094|F|0; C = 100035806]|F|0-
100162177|FJO.

Estudos com eQTLs concorrem para a deteccdo dos chamados hotspots, isto
€, possibilitam a identificacdo de regi6es cromossémicas que afetam pelo acaso a
expressdo de multiplos genes, com muitos locos proximos e fortemente ligados
controlando a quantificacdo de varios transcritos génicos. Tal fendmeno pode ser

constatado por uma série de eQTLs sobrepostos nos grupos de ligacdo (GL) dos
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mapas genéticos, e sua consequéncia pode ser atribuida a regidées do genoma ricas
em genes estreitamente ligados, identificando eQTLs préximos; ou a uma unica
regido gendmica reguladora dos niveis de transcricdo de um grande numero de
genes, a partir da deteccdo de eQTLs distantes. De qualquer forma, é relatado na
literatura que muitos hotspots controlam a expressdao de genes que codificam
enzimas participantes das inUmeras vias metabdlicas, sendo até possivel alguns
hotspots regulando a via como um todo (Kirst et al., 2004; Hubner et al., 2005;
Rosa, 2007; West et al., 2007). Dessa forma, no presente trabalho foi identificado
um total de 22 hotspots no mapa do genitor trifoliata Rubidoux, com uma média de
aproximadamente dois hotspots por GL, bem como 23 no mapa da tangerina Sunki,
apresentando uma média de aproximadamente trés hotspots por GL. Os genes que
possuiram eQTLs sobrepostos e localizados em hotspots variaram desde dois até
oito nos mapas genéticos (Tabela 12). Pbdde-se constatar que houve intensa
sobreposicdo de eQTLs oriundos da quantificacdo dos 19 transcritos génicos,
independente da via de sinalizacdo que participam, como observado nas Figuras 44
e 45. A interposicdo entre os eQTLs, entdo, parece nao seguir o relacionamento
entre os genes, chegando a se encontrar inclusive eQTLs provenientes de
transcritos associados a diferentes vias de sinalizacdo dos fitormonios, que estavam
sobrepostos exatamente na mesma posicdo ou em regides proximas formadoras
dos hotspots, tanto no mapa de P. trifoliata quanto no de C. sunki. Entretanto, alguns
eQTLs identificados ndo formaram hotspots, controlando a expressdo de seus
respectivos genes isoladamente no genoma dos dois mapas.

A direcdo dos efeitos aditivos em hotspots pode seguir ambos os sentidos,
com eQTLs que apresentam efeitos tanto positivos quanto negativos; ou
completamente uma tendéncia, sugerindo locos numa regido do genoma que afetam
0 processo de expressdo génica apenas em um Unico sentido para varios genes
(Kirst et al., 2004; Kirst et al., 2005). No presente estudo, constatou-se a existéncia
desses hotspots nos dois mapas, como por exemplo, um no GL 2 do genitor P.
trifoliata, que atuou exclusivamente no sentido de aumentar a expressao de oito
genes (Chitinase, EIN3, SGT1lb, WRKY46, WRKY70, LEA5, ACO e PAL2), bem
como dois no mapa de Citrus sunki, um presente no GL 1, que conferiu somente
uma reducdo da expressdo de sete genes (PR3, Chitinase, GST22, ACO, MKP1,
BSMT1 e ABF); e outro no GL 6, contribuindo unicamente para o aumento da
expresséo de cinco genes (WRKY70, LEA5, PR2, RPS4 e EIN3) (Tabela 12).
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Tabela 12. Relacdo dos genes que apresentaram eQTLs sobrepostos e localizados em hotspots para
cada grupo de ligacdo nos dois mapas genéticos construidos para cada genitor da progénie F1 de

citrandarins.

Mapa genitor Poncirus trifoliata

Mapa genitor Citrus sunki

GL Genes GL Genes
. PR3-Chitinase-GST22-
PR2, F?E;f';_ase € ACO*, MKP1, BSMT1
’ 1 e ABF;
1 . PR4, SGT1b, WRKY46
NPR3 e WRKY62; e WRKY70.
Chitinase-MKP1-
MKP1 e LEAS. , RPS4* e ABF:
RPS4-EDS1* e
GST22: PR3 e WRKY46.
2 Chitinase, EIN3-
SGT1b-WRKY46- Chitinase, EIN3 e
WRKY70* LEAS, LEAS;
ACO-PAL2*. 3a
PRA4, PRz,(:V(\J/RKY7O e MKP1-GST22*:
3 PR2 e MKP1; BSMT1 e WRKY70.
WRKY46 e PAL2. PR2, BSMT1-GST22%;
PR4 e WRKY62; 3b Chitinase e WRKY62;
4 EIn3, SGT1b,
PR2 e ACO. WRKY46 e LEAS.
PR2, Chitinase, ABF, .
5 EIN3 e PAL2. . PR2, MKP1 e PALZ2;
NPR3 e PAL2. PR3, EIN3 e WRKY70;
PR4 e PR3; WRKY46 e ACO.
7 BSMT1 e GST22; .. )
MKP1 e WRKY46. PR2 e Chitinase;
Chitinase, MKP1,
GST22, WRKY46 e 5 MKP1 e ACO;
WRKY62;
RPS4, SGT1b
- *- ’ )
8 PR4, BSMT1-PAL2%; WRKY46-LEAS*
. WRKY70, LEA5, PR2-
PR3 e RPS4; RPS4-EIN3*:
ABF e SGT1b. 6 PR4, MKP1 e GST22;
PR2, PR3, PR4- *
9 GST22* NPR3, ABF e BSMTl’Sé?';)PALZ €
ACO. '
PR4, PR3 e GST22; 7 EIN3 e PAL2.
10 .. PR2, PR3, MKP1,
Chitinase e WRKY?70. 8 RPS4, GST22-LEAS*:
PR4 e BSMT1.
9 PR3, NPR3, SGT1lb e
WRKY62.

*Genes que apresentaram eQTLs localizados exatamente na mesma posi¢éo a partir da distancia do
inicio (teldmero esquerdo) em centiMorgans.

Dessa forma, genes co-regulados em plantas tém sido amplamente

identificados nas analises genéticas pelo mapeamento de eQTLS, com o conceito de

gue diferentes niveis de transcricdo provenientes de genes distintos podem esta sob

controle dos mesmos loci reguladores. Além disso, esse tipo de metodologia

também permite detectar outras redes regulatérias, a partir da co-localizacédo entre
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QTLs e eQTLs, identificando associacfes entre o estado alélico de uma regido
gendmica com a quantificacdo de transcritos génicos dentro de QTLs envolvidos na
variacdo das caracteristicas agronémicas complexas. Como QTLs normalmente
abrangem grandes regides do genoma (no minimo 20 cM) e geralmente muitos
genes sao avaliados para se desenvolver o mapeamento de eQTLs, a sobreposicao
entre QTLs e eQTLs pode corroborar para uma forte associacdo entre os niveis de
transcritos génicos e os dados fenotipicos, detectando genes diferencialmente
expressos entre os fendtipos de uma progénie segregante (Gion et al., 2000; Brown
et al., 2003; Cubilos et al., 2012). Nesse sentido, apesar de se constatar varios
hotspots sobrepostos aos QTLs detectados no presente trabalho, a interposicéo
entre um eQTL proveniente do gene WRKY46 e um QTL numa mesma posi¢cao
gendmica foi encontrada exatamente no marcador 100087520|F|0 no GL 7 do mapa
parental P. trifoliata a 190,66 cM do inicio (teldbmero esquerdo), indicando uma
complexa rede que regula tanto a expressao génica quanto o fenétipo. Esse gene é
um fator de transcricdo da familia dos WRKY e sua ativacdo esta envolvida em
respostas de plantas contra a infeccdo de fitopatdogenos (Viot et al., 2009),
possuindo um padrdo de expressdo génica que sugere uma participacdo maior
frente a interagcdo de P. parasitica com os hibridos de P. trifoliata x C. sunki.

Para Kirst et al. (2005), utilizando a estratégia pseudo-testcross para realizar
0 mapeamento de eQTLs em dois mapas genéticos parentais numa linhagem de
hibridos de eucalipto, sugeriu que diferentes genoétipos da progénie tem distintos loci
reguladores nos genitores, o que talvez possa explicar as diferencas genéticas
registradas na expressdo génica, tendo em vista os distintos efeitos oriundos de
seus progenitores. No presente trabalho, o genitor suscetivel tangerina Sunki parece
ter uma maior contribuicdo na transmissdo de alelos de resisténcia a progénie em
resposta a infestacao de P. parasitica, pelo fato de se ter detectado em comparacgéo
ao mapa do trifoliata Rubidoux: um unico QTL de efeito negativo e moderado para
explicar a variacdo fenotipica dos valores de comprimento da é&rea lesionada,
conferindo uma reducéo dos valores de CLg; maior nimero de eQTLS; maior nimero
de hotspots e consequentemente maior sobreposi¢cdo; maior numero de eQTLs
localizados exatamente na mesma posi¢cdo; maior equilibrio entre hotspots que
apresentam efeitos aditivos apenas em um uUnico sentido; e maior numero de eQTLs
identificados em hotspots com efeitos moderados que apresentam exclusivamente

efeitos positivos, atuando no sentido de aumentar a expressdo dos genes
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candidatos inclusos nessas zonas. Em adi¢&o a isso, alguns hibridos do grupo T/R
se comportam de forma similar ao genitor P. trifoliata, entrando numa espécie de
hibernacéo (repouso vegetativo e fisiolégico) quando se avaliou a expressao dos 19
genes-alvo no presente trabalho. Entretanto, vale ressaltar que houve uma
expressiva identificagdo tanto de QTLs quanto de eQTLs e hotspots no mapa do
trifoliata Rubidoux, sugerindo que haja uma atuacado dos dois genitores para conferir
uma combinacao favoravel de QTLs/eQTLs a serem passados aos citrandarins em

resposta a infec¢do do agente causador da gomose dos citros (Figuras 44 e 45).
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Figura 44. Distribuicdo de eQTLs no mapa genético de P. trifoliata relacionados ao processo de
expressédo génica dos 19 genes avaliados quanto a defesa dos citrandarins a P. parasitica.
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Figura 45. Distribuicdo de eQTLs no mapa genético de C. sunki relacionados ao processo de
expressédo génica dos 19 genes avaliados quanto a defesa dos citrandarins a P. parasitica.

Perspectivas futuras podem ser realizadas quanto a localizagdo exata dos 19
genes-alvo entre as marcas genéticas distribuidas nos dois mapas parentais,
permitindo a distincdo dos diversos eQTLs detectados no presente estudo, que
podem ser categorizados como cis-eQTLs (eQTLs proximos do gene), explicando a
variacdo da expressao génica na prépria regido cromossémica em que 0 gene se
encontra; ou trans-eQTLs (eQTLs distantes do gene), representando um efeito de
polimorfismos genéticos que estdo localizados em outras regides do genoma. Tal
procedimento traz maior informagdo genémica ao mapeamento de eQTLs, e pode
colaborar para avancos nessa area, tendo em vista que trabalhos com eQTLs
utilizando a técnica de RT-gPCR em plantas sdo poucos na literatura.
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6. Consideracdes Finais

1. A andlise fenotipica dos 114 gendtipos (110 citrandarins, seus genitores,
limédo Cravo e citrumelo Swingle) frente a inoculacdo de P. parasitica, revelou
gue oito hibridos, juntamente com o genitor Citrus sunki e o porta-enxerto
limédo Cravo foram suscetiveis ao oomiceto e consequentemente, tiveram uma
maior lesdo, bem como 11 individuos formados apenas por citrandarins foram
moderadamente suscetiveis, apresentando lesbes intermediarias. Por outro
lado, a grande maioria, isto €, 91 hibridos se mostraram tolerantes e/ou
resistentes a Phytophthora, além do genitor Poncirus trifoliata e o porta-
enxerto citrumelo Swingle. Portanto, mesmo dentro dos citrandarins
pertencentes ao grupo T/R, pdde-se constatar grande variabilidade genética
que permitiu a discriminagcdo por agrupamento, fato demonstrado pela
aplicacdo das estimativas de ganho genético, com quatro hibridos exibindo
um alto comportamento de resisténcia a P. parasitica. Tais citrandarins
constituem genotipos promissores para futuras pesquisas relacionadas a
gomose. Além disso, a herdabilidade para o carater CLg (comprimento real da
lesdo) € considerada alta, demonstrando que o fator genético exerce maior
influéncia do que o ambiental;

2. A escolha da populacdo segregante para genotipagem e dos genitores
contrastantes em relacdo a resisténcia de Phytophthora; a utilizacdo dos
marcadores DArT-seq e 0 uso da estratégia pseudo-testcross a partir da
segregacao de marcadores na proporcdo mendeliana 1:1 pelo programa
OneMap, possibilitaram a construcao de dois mapas de ligacdo consistentes,
um para cada genitor, a fim de detectar QTLs e eQTLs (QTLs de expresséao)
numa progénie F1 de citrandarins;

3. A analise do mapeamento de QTLs por intervalo composto (CIM) permitiu
identificar trés QTLs de pequeno efeito associados a resisténcia a P.
parasitica nos grupos de ligacdo 2, 7 e 10 do mapa de P. trifoliata, e apenas
um QTL de efeito moderado no grupo de ligagdo 2 de C. sunki. O Unico QTL
no mapa da tangerina Sunki chegou a explicar 16,8% da variacdo fenotipica e
apresentou efeito aditivo negativo, o que faz com que atue no sentido de
diminuir a expressédo do carater CLg relacionado a heranca da gomose dos
citros. Dessa forma, parece haver uma maior contribuicdo para transmitir

alelos de resisténcia a progénie por parte do genitor suscetivel, com a
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atuacao dos dois genitores sendo de extrema importancia para transmitir uma
combinacéao favoravel de QTLs aos citrandarins;

A gquantificacdo dos transcritos génicos 48 horas ap0s a infestacdo por RT-
gPCR de 19 genes candidatos permitiu constatar padroes diferenciais de
expressdo associados as diferentes vias de fitormonios (SA, JA/ET e JA/ABA)
nos citrandarins quando se analisa os grupos fenotipicos formados, de modo
a alguns genes terem uma maior participacdo na resposta de defesa ao
agente causador da gomose dos citros, a partir do pressuposto de que genes
diferencialmente expressos nos genitores suscetivel e resistente, bem como
entre os seus hibridos resistentes e suscetiveis, sdo alvos promissores na
resisténcia a P. parasitica. Portanto, mais de uma via parece ser responsavel
pelo fendtipo da doenca, e outros processos inespecificos, que ndo medeiam
a resisténcia gene-a-gene, provavelmente associados a ROS e as
fitoalexinas, também podem estd sendo ativados na interagcdo Phytophthora-
citros;

Os dois porta-enxertos de referéncia para citricultura (liméo Cravo e citrumelo
Swingle), a partir de seus perfis de expresséo para os 19 genes candidatos,
ativam diferentes mecanismos de defesa frente a infeccdo do oomiceto;

Foi demonstrado que grande parte dos hibridos suscetiveis induz os genes-
alvo, enquanto outros classificados como tolerantes e/ou resistentes
predominantemente os reprimem;

O perfil de expressédo génica global do experimento, bem como a matriz de
dissimilaridade entre os genes candidatos permitiram estabelecer andlises
consistentes de agrupamento entre os genotipos selecionados e 0s genes
candidatos, indicando que a caracteristica comprimento da lesdo associada a
heranca complexa da gomose dos citros € governada pela repressao e
inducdo de genes, envolvendo tanto genética quanto ambiente, e que alguns
genes parecem ter uma maior relacdo na expressao dos diferentes fenotipos
frente a infeccéo de P. parasitica;

O estudo da expressao de genes candidatos associados a resisténcia a
fitopatbgenos e ao oomiceto P. parasitica via RT-gPCR e a andlise do
mapeamento de eQTLs por intervalo composto (CIM) foi importante para
mapear regides genémicas nos dois mapas parentais que atuam no processo

de expressdo génica para a caracteristica fenotipica CLr relacionada a
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heranca da gomose dos citros, permitindo identificar 74 eQTLs no mapa de P.
trifoliata € 90 no de C. sunki. Alguns eQTLs nos dois mapas estavam
fortemente sobrepostos, havendo a deteccdo de consistentes hotspots
(“zonas quentes”) de eQTLs relacionados aos 19 genes-alvo. Além disso, a
co-localizacdo de um QTL com um eQTL em um mesmo marcador
flanqueador no mapa do trifoliata Rubidoux indicou a formacdo de uma
complexa rede reguladora tanto da expresséo génica quanto do fenotipo;

. A andlise do mapeamento de eQTLs, assim como do mapeamento de QTLS,
revelou que o genitor suscetivel ao agente causador da gomose dos citros C.
sunki parece ter uma maior contribuicdo para transmitir alelos de resisténcia a
progénie, com a acdo mutua dos dois genitores sendo indispensavel na
passagem aos citrandarins de uma combinacdo favoravel de eQTLs, que
conferem defesa a P. parasitica.
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