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ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DA INTERAGAO Xanthomonas fuscans
SUBSP. aurantifolii, tipo C E PLANTAS CITRICAS

RESUMO: A bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC) é o
agente causal da cancrose C, que afeta apenas lima acida ‘Galego’ (Citrus
aurantifolia (Christm) Swingle). A principal caracteristica fenotipica desta doencga é a
hiperplasia e hipertrofia do tecido afetado, que leva a formacdo de lesdes
erupescentes caracteristicas, sendo que o responsavel pela proliferacdo celular
desordenada é um efetor tipo TAL da familia AvrBs3/PthA, que é injetado na planta
pelo sistema de secrecéo tipo Il (SST3) da bactéria e é translocado até o nucleo,
onde interage com regides UPA-box (up-regulated by AvrBs3) e funciona como um
ativador transcricional. As variedades de laranja doce séo resistentes a cancrose C
e, quando inoculadas com XauC apresentam forte reagdao de hipersensibilidade
(HR), causando morte celular programada local (apoptose) e abscisdo das folhas
afetadas. O(s) mecanismo(s) que confer(em) a lima acida ‘Galego’ susceptibilidade a
XauC nao é(sao) conhecido(s). Este estudo teve como obijetivo identificar, através
de sequenciamento de nova geragao (NGS), transcritos de plantas diferencialmente
expressos envolvidos na interacao patégeno-hospedeiro nos patossistemas XauC-
laranja ‘Hamlin’ (espécie resistente) e XauC-lima &acida ‘Galego’ (espécie
susceptivel). Para isso, folhas de laranja ‘Hamlin’ e lima &acida ‘Galego’ foram
inoculadas com suspensdo de XauC a uma concentracdo de 10° ufc/mL, sendo que
o controle foram folhas inoculadas com agua estéril. Essas folhas foram coletadas
nos tempos de 5 e 7 dias apés inoculagao (dai) e o RNA total foi extraido e utilizado
para a analise dos transcrissomas por RNA-seq. Os transcritos obtidos do
sequenciamento foram normalizados e as redundancias foram removidas. Foi
montado um banco unico de dados gendmicos e de transcritos de citros, que foi
denominado de CitSeqDB e que é o resultado da juncdo de 6 bancos publicos:
AFFYM, NCBI, UNIGENE, USDA, CITRUSGDB e PHYTOZOME. Os transcritos
obtidos via RNA-Seq e que se mostraram diferencialmente expressos em relagao
aos controles foram confrontados com o banco e categorizados utilizando a

ferramenta Blast2GO, sendo identificados como pertencentes a vias metabdlicas



relacionadas ao metabolismo primario, secundario e diretamente ligadas a resposta
ao patogeno, bem como fatores de transcricdo. Chama a atengéo o fato de que em
laranja ‘Hamlin’, resistente a cancrose C via HR, quase 3.000 genes tiveram a
expressao alterada nos primeiros 5 dias apds a infecgdo, enquanto que em lima
acida ‘Galego’, susceptivel a cancrose C, apenas 59 genes tiveram a expressao
alterada neste mesmo periodo. Esta resposta imediata e em larga escala
apresentada pela laranja “Hamlin’, provavelmente seja a responsavel pelo sucesso
da planta em conter a bactéria e evitar a infeccdo, o que ndo acontece em lima acida
‘Galego’. Em relagdo aos fatores de transcrigdo, analisados de forma mais
sistematica, foram encontrados como diferencialmente expressos fatores de
transcricdo das familias GRF, GIF e bHLH, que regulam a proliferagéo celular da
planta e que sao reprimidos pelo micro RNA miR396. Os dados obtidos no presente
trabalho mostram que GRF e bHLH estdo mais reprimidos em laranja ‘Hamlin’ aos 5
dai do que em lima acida ‘Galego’. Isso € compativel com o fato de que neste
periodo ja ha sintomas de cancro em lima acida ‘Galego’ e ndo em laranja ‘Hamlin’.
Uma hipotese € que a desrepressao de GRF e bHLH é feita pelo efetor PthA de
XauC, que interagiria com regides UPA20 presentes nas regides regulatorias dos
genes GRF e bHLH da planta.

Palavras-Chave - cancrose, Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii,

transcriptoma, defesa de plantas.



ANALYSIS OF INTERACTION TRANSCRIPTOME Xanthomonas fuscans
SUBSP. aurantifolii, type C AND PLANTS CITRUS

ABSTRACT: The bacterium Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii type C (XAC)
is the causative agent of cancrose C, which affects only acid lime ‘Galego’ (Citrus
aurantifolia (Christm) Swingle). The main phenotypic characteristic of this disease is
the hyperplasia and hypertrophy of the affected tissue, leading to the formation of
erupescentes characteristic lesions, and responsible for the abnormal cell growth is a
transcription activator-like (TAL) effector family (also called the avrBs3/pthA family),
which is injected into the plant by the type type lll secretion system (T3SS) and is
translocated to the nucleus, where it interacts with UPA-box regions (up-regulated by
AvrBs3) and acts as a transcriptional activator. The sweet orange varieties are
resistant, and when inoculated with XauC show strong hypersensitive response (HR),
causing local programmed cell death (apoptosis) and abscission of affected leaves.
The mechanisms that give the acid lime 'Galego' susceptibility to XauC is not known.
This study aimed to identify, through next-generation sequencing (NGS), plant
differentially expressed transcripts involved in host-pathogen interaction in
pathosystems XauC-orange 'Hamlin' (species resistant) and XauC-acid lime 'Galego'
(species susceptible). Leaves from 'Hamlin' and acid lime 'Galego' were inoculated
with XauC suspension at a concentration of 10° cfu/mL (experimental) or sterile water
(control) and collected at 5 and 7 days after inoculation (dai). Total RNA was
extracted and used for transcriptome analysis by RNA-seq. The transcripts obtained
from sequencing were normalized and redundancies removed. A single bank of
genomic data and citrus transcripts was assembled, which was called CitSeqDB and
is the junction of 6 public banks: AFFYM, NCBI Unigene, USDA, CITRUSGDB and
PHYTOZOME. Transcripts that proved to be differentially expressed relative to
controls were confronted with the bank and functional annotation was performed
using Blast2GO, which allowed the categorization of the transcripts as belonging to
metabolic pathways related to primary metabolism, secondary and directly linked the
response to the pathogen as well as transcription factors. Interestingly, in orange

'Hamlin', resistant to cancrose C via HR, almost 3,000 genes showed altered



expression in the first 5 days after infection, whereas in acid lime 'Galego’,
susceptible to cancrose C, only 59 genes showed altered expression in the same
period. This immediate and large-scale response presented by the orange 'Hamlin' is,
probably, responsible for the success of the plant to contain the bacteria and prevent
infection, which does not happen in acid lime 'Galego'. Regarding transcription
factors, analyzed more systematically, transcription factors members of GRF, GIF
and bHLH family, which regulate cell proliferation of the plant and are suppressed by
micro RNA miR396, were found to be differentially expressed. The data obtained in
this study indicate that GRF and bHLH are more repressed in orange 'Hamlin' at 5
dai than in acid lime 'Galego'. This is consistent with the fact that in this period there
are already symptoms of canker in acid lime 'Galego' but not in orange 'Hamlin'. One
hypothesis is that derepression of GRF and bHLH is made by PthA effector of XauC,
by interacting with UPA20 regions present in regulatory regions of the GRF bHLH

genes and the plant.

Keywords — cancrose, Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, transcriptome,

plant defense.



I-  INTRODUGAO

A citricultura € uma das commodities mais importantes no mercado mundial.
Movimenta cerca de 45.944.432 milhdes de ddlares ao ano. Com o consumo de
8.419 milhdes de litros, o suco de laranja € considerado o suco mais consumido no
mundo (NEVES et al., 2010; FLORIDA CITRUS, 2014; CITRUSBR, 2015).

O Brasil é detentor de 50 % da produ¢do mundial de suco de laranja, sendo
que 90 % do que é produzido € exportado (NEVES, 2010; CITRUSBR, 2015). O
Produto Interno Bruto (PIB) do setor citricola no Brasil em 2009 foi de US$ 6,5
bilhdes, correspondendo a 3% das exportagdes do agronegoécio, ndo havendo
nenhum outro produto industrializado em que o pais se destaque tanto (NEVES,
2010). A safra 2015/2016, na area citricola de Sao Paulo e por¢céo sul de Minas
Gerais, esta estimada em 278,99 milhdes de caixas (FUNDECITRUS, 2015).

Quando se trata de producdo nacional, o estado que lidera a producdo de
laranja é Sao Paulo, com 70 % da area plantada, seguido pelo tridngulo mineiro, que
juntos formam o chamado “cinturdo citricola”, responsavel pela maior parte da
producéo de suco de laranja concentrado congelado (FCOJ — sigla em inglés) para
exportacao do pais. Estados como o Parana, Bahia, Rio Grande do Sul, Para, Goias
e Rio de Janeiro tem sua producao voltada para o consumo da fruta fresca (NEVES,
2010; CITRUSBR, 2015).

A citricultura € acometida por um grande numero de doengas causadas por
virus, bactérias e fungos (SAMPIONATO et al., 1997), que freiam tanto a expansao
das areas de cultivo como encarecem a producgado. O cancro citrico € uma destas
doengas.

Sao conhecidos trés tipos de cancro citrico: o tipo A, causado por
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), relatada primeiramente no continente asiatico e
hoje, podendo ser encontrado em praticamente todas as areas onde citros sao
cultivados; o tipo B, relatado na Argentina e encontrando também no Uruguai, sendo
seu agente causal a bactéria Xanthomonas fuscans pv. aurantifolii (XauB) e o tipo C
ou cancrose C, causado pela bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii
(XauC) e encontrada apenas no Brasil (DAS, 2003).



A cancrose tipo C foi reportada no Brasil em 1963, afetando plantas de lima
acida ‘Galego’ (Citrus aurantiifolia) em alguns municipios do Estado de Sao Paulo
(NAMEKATA, 1971). Os sintomas causados pela bactéria sdo muito semelhantes a
Xac, porém nao afeta laranjas (DAS, 2003). Quando XauC é inoculada em laranja
doce (Citrus sinensis), provoca reagao de hipersensibilidade (HR), resultando em
morte local de tecido e desfolhamento (NAMEKATA, 1971). Portanto, XauC afeta
apenas lima acida “Galego”, que ndo tem grande expressdo econdmica quando
comparada com a laranja doce. A reagcdo de HR em plantas de laranja doce sugere
que, ao entrar em contato com a bactéria, a planta consegue barrar a infecgdo com
eficacia. Esse tipo de reagdo nos leva a pensar quais tipos de mecanismos sao
ativados em plantas de laranja doce, impedindo a proliferagdo da bactéria e a
instalagdo da doenga como um todo (DAS, 2003), o que ndo ocorre em plantas de
lima acida ‘Galego’. O uso de abordagens de genémica comparativa em larga escala
para responder questdes deste tipo vem sendo utilizada com bastante sucesso,
tanto para desvendar mecanismos de defesa do hospedeiro como genes envolvidos
na interagao patégeno-hospedeiro (YANG & WANG, 2013).

A partir do sequenciamento completo do genoma de Xac (DA SILVA et al.,
2002) as perspectivas no estudo de Xanthomonas ganharam novos caminhos,
novas perspectivas e um aprofundamento nas questdes a serem respondidas. Com
isso, em 2008, Cernadas e colaboradores, analisaram o perfil transcricional de Xac e
XauC, através da técnica de microarranjo, que elucidou parte do que acontece em
resposta a interagdo da planta com o hospedeiro. Porém, em se tratando de
microarranjo, deve-se ter em mente que esta técnica tem uma sensibilidade bastante
limitada e € dependente do numero de genes que estdo presentes na membrana
(OSHLACK; ROBINSON; YOUNG, 2010). Em 2010, Moreira e colaboradores,
sequenciaram duas outras espécies de Xanthomonas, Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii tipo B (XauB) e Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC), o
que tornou possivel um maior entendimento das bases moleculares do grupo
Xanthomonadales para uso em genémica comparativa (MOREIRA et al., 2010).

O advento das tecnologias de sequenciamento de nova geragao (NGS) vém
possibilitando o sequenciamento em larga escala de genomas inteiros e de genes

expressos a um custo acessivel. As NGS produzem milhdes de fragmentos de



sequéncias que sao rotineiramente utilizados para genomas, epigenomas e
transcriptomas. O sequenciamento de uma amostra de RNA purificado, chamada de
RNA-seq, consegue ser mais especifico e esclarecedor do que microarranjos, pois
nado necessita de conhecimento prévio do genoma do organismo. Traz maior
confiabilidade quanto a reprodutibilidade e a manipulagdo humana é bem menor em
relagédo a outras técnicas (OSHLACK; ROBINSON; YOUNG, 2010; MARTIN; WANG,
2011). O uso desse tipo de técnica permite o preenchimento de “lacunas” que até
entdo ndo podiam ser respondidas. Com isso, perguntas cada vez mais especificas
podem ser formuladas e hipoteses testadas quanto a sua veracidade. Uma destas
questdes € o conhecimento dos genes e mecanismos envolvidos na interagéo
planta-patégeno de um dado patossistema, conhecimento este que pode ser
utilizado para o desenvolvimento de plantas resistentes a patégenos, tanto por
melhoramento genético classico como por engenharia genética.

O presente estudo teve como objetivo identificar, através de sequenciamento
de nova geragao (NGS), transcritos diferencialmente expressos envolvidos na
interagdo patdégeno-hospedeiro nos patossistemas XauC-laranja ‘Hamlin’ (espécie

resistente) e XauC-lima acida ‘Galego’ (espécie susceptivel).



- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Cultura dos citros no Brasil

A familia Rutaceae tem seu centro de origem no continente asiatico, onde,
com o comeércio e as grandes expansodes territoriais, alguns géneros desta familia
adaptaram-se muito bem nas Américas, como foi o caso do genéro Citrus (ALVES;
MELO, 2001; NEVES, 2010). Os portugueses introduziram sementes de laranja
doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck) nas ilhas da Madeira, nas llhas Canarias e em
outras colénias do Atlantico leste. Cristovao Colombo, na sua segunda viagem, em
1493, levou sementes desta espécie, que se encontravam nas ilhas Canarias, a ilha
do Haiti, em 1518. Depois, a laranja doce se dispersou pela América Central e pela
América do Norte, introduzindo-se assim pela primeira vez no Novo Mundo. Na
América do Sul, especificamente no Brasil, a laranja doce foi introduzida pelos
jesuitas portugueses por volta do ano 1530 nos estados da Bahia e de Séao Paulo,
onde permaneceu por mais de quatro séculos sem constituir uma atividade
econdmica (ALMEIDA et al., 2011). E caracterizada por plantas perenes, com folhas
abundantes e persistentes. Atualmente, laranjas, limdes, tangerinas, entre outros,
estdo entre os membros do género Citrus sp mais plantados no Brasil. A laranja
doce € a mais cultivada (ALVES; MELO, 2001; NEVES, 2010) e as variedades mais
plantadas séo Pera, Hamlin, Valéncia, Baia, Westin, Rubi, Pineapple e Pera-Natal
(CITRUSBR, 2014). O Brasil € hoje o maior produtor mundial de laranja doce e o
maior exportador de suco concentrado e, embora tenha havido uma pequena queda
na producdo de laranja na safra 2015/2016 em relacdo a safra anterior, o sabor
laranja continua sendo o mais consumido entre as bebidas de frutas prontas para
beber (USDA, 2015).

2.2 A cancrose C
A cancrose tipo C, endémica do Brasil, tem como agente etiolégico a bactéria

Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC). E restrita ao estado de S&o

Paulo, afetando lima acida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia Swingle) ou Mexican lime. Foi
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descrita pela primeira vez em 1971 por Namekata, ao observar sintomas
semelhantes ao do cancro citrico tipo A em pomares de lima acida ‘Galego’ no
Estado de Sdo Paulo (Figura 1). Os sinais sdo lesbes salientes, corticosas,
pardacentas, circundadas muitas vezes por halo amarelo na superficie de ramos,
folhas e frutos (NAMEKATA, 1971; CIVEROLO, 1994; NOCITI et al., 2006).

Figura 1- Folhas de lima acida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia) aos 11 dias apds inoculagéo
com bactérias do género Xanthomonas. A — Folha inoculada com a bactéria Xanthomonas
fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC), com sintomas e sinais de cancrose. B — Folha
inoculada com a bactéria Xanhomonas citri subsp. citri (Xac), com sintomas e sinais de
cancro citrico.

A bactéria XauC é patogénica apenas para lima acida ‘Galego’ (Citrus
aurantifolia) e, quando inoculada em laranja doce ou outras espécies citricas,
provoca reacgao de hipersensibilidade (HR) (Figura 2), com apoptose local e excisao
das folhas afetadas (MALAVOLTA JUNIOR et al., 1987; NOCITI et al., 2006).
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Figura 2- Folhas de laranja ‘Hamlin’ aos 11 dias apds inoculagdo com bactérias do género
Xanthomonas. A — Folha inoculada com a bactéria XauC, com reacao de hipersensibilidade
(HR) no local de inoculagao, indicado por setas. B — Folha inoculada com a bactéria Xac,
com sintomas e sinais de cancro citrico.

2.3 O Patégeno

A bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC) faz parte do
género Xanthomonas, um dos grupos de fitopatégenos que mais afetam culturas
economicamente importantes no mundo.

E uma bactéria gram negativa, com flagelo polar (monotriquia), produz
pigmento amarelo (xantomonadina) e goma xantana, o que caracteriza o género. Em
meio NA (Peptona 5 g/L, Extrato de Carne 3 g/L, Agar 10 g/L) tem crescimento em
até 76 horas, o que comparando com Xanthomonas citri subsp. citri (Xac),
representa crescimento bem mais lento e metabolismo retardado. Alguns isolados
produzem pigmento marrom em meio de cultura. Pode ser diferenciada dos tipos A
e B por sorologia e por PCR com iniciadores especificos para a regido 16 S ou por
padrao de rep-PCR. Sao idénticas a olho nu, ndo havendo diferenciacédo (SCHAAD
et al., 2006).
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Figura 3- A: Micrografia de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC),
mostrando seu formato bastonetiforme e flagelo polar unico (MOREIRA et al., 2010). B:
Aspecto da colénia de XauC em meio de cultura Nutriente Agar (NA). As colénias sdo
brilhantes, céncavas, amarelas mucéides. Visualmente indistinguivel de Xanthomonas citri
subsp. citri (Xac).

2.4. O combate a doenga

A legislagdo quanto as cancroses foi abrandada, pois, até o ano de 2009, o
produtor era obrigado a arrancar a planta afetada e eliminar todas as plantas num
raio de 30 metros, permanecendo até dois anos sem plantar nenhuma planta citrica
no local. A partir de 2013, a lei foi abrandada e os produtores ja ndo sao obrigados a
eliminar todo o raio de 30 metros da planta afetada, apenas eliminar a arvore
afetada e pulverizar todas as plantas num raio de 30 metros com bactericidas a base
de cobre e repetir a pulverizagdo a cada brotagdao (FUNDECITRUS, 2015). Até o

momento, ndo ha medida curativa para o cancro citrico nem para a cancrose tipo C.

Figura 4- Vista aérea de area de plantio de laranja, em que houve medida de controle por
arranquio da arvore afetada por Xac e de todas ao redor num raio de 30 metros. Fonte:
http://fito-esalq.blogspot.com.br/2011/10/semana-9-principios-gerais-de-controle.html
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2.5 Interagao patégeno-hospedeiro em plantas

A relagcdo entre o patdogeno e seu hospedeiro, com influéncias do meio
ambiente, em condi¢gdes ambientais favoraveis para a invasdo e instalagdo do
microrganismo, da origem ao que conhecemos como doenga. A interacdo planta-
patdogeno vem sendo estudada em varios patossistemas, inclusive no patossistema
Xanthomonas-citros (AMARAL, 2004; AGRIOS, 2005; BLUM et al., 2006; TALON;
GMITTER JR, 2008).

Para que a interagcdo entre planta-patogeno seja efetiva é necessario que
haja: suscetibilidade da planta, capacidade do microrganismo em infecta-la e
condi¢gdes ambientais que favoregam a colonizagdo do tecido vegetal por esse
patégeno. Sem que ocorram esses trés fatores, a doenga nao ocorre e, por isso,
como forma geral, sua presenga em uma planta € considerada uma exceg¢ao na
natureza e ndo uma regra (AMARAL, 2004). Esses fatores, em conjunto com fatores
ambientais, desencadeia a resposta do hospedeiro ao ataque do patdégeno, que é
determinada por ativagdo de genes especificos. O que se conhece dos genes
envolvidos na interagdo planta-patdgeno é muito pouco quando se trata das
espécies de Citrus e de genes associados com resisténcia a bactérias (TALON;
GMITTER JR, 2008).

Na interacdo patégeno-hospedeiro, o modelo sugerido por Flor (1971),
conhecido como teoria gene-a-gene, propde que a resisténcia ira ocorrer quando o
hospedeiro possuir o gene de resisténcia (R) e o patdgeno expressar o0 gene
complementar dominante ou gene de aviruléncia (avr) (BUCHANAN; GRUISSEM;
JONES, 2000). A interagdo do produto do gene R com o produto do gene avr
dispara no hospedeiro os mecanismos de defesa que levam a resisténcia. Em citros,
nao foi ainda encontrado um mecanismo deste tipo para a interagdo Xanthomonas-
citros.

O sistema de defesa das plantas reconhece os padrées moleculares
associados a patégenos ou microbios (PAMPs ou MAMPs — pathogen (or microbe) —
associated molecular patterns), como a flagelina, quitina, glicoproteinas e
lipopolissacarideos (GOHRE; ROBATZEK, 2008; POSTEL; KEMMERLING, 2009) e,

por conseguinte, ativa os receptores de reconhecimento de padrdao (PRRs)
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localizados nas membranas celulares do hospedeiro. Este reconhecimento
desencadeia respostas gerais de defesa das plantas denominado imunidade
desencadeada por PAMP (PTI — PAMP-triggered immunity). Pares de PAMP-PRR
tem sido identificados em muitas espécies de plantas (MEDZHITOV; JANEWAY,
1997; MONAGHAN; ZIPFEL, 2012; LLOYD et al., 2014).

A resposta PTI, juntamente com os PRR, compreende uma série de reagdes
de defesa em geral, suficientes para impedir o crescimento do patdgeno. Pode
ocorrer ainda, a injegcdo de efetores pelo patégeno, ativando a imunidade
desencadeada por efetor (ETI - effector-triggered immunity), que sdo as respostas
aos efetores especificos inseridos por um patégeno (MEDZHITOV, JANEWAY,
1997; MONAGHAN; ZIPFEL, 2012; LLOYD et al., 201 4).

Para demonstrar visualmente o que acontece na planta, Jones e Dangle
(2006) propuseram o modelo “zig-zag”, sendo este um étimo modelo que exemplifica
muito bem essa agao e reagao entre patdégeno e hospedeiro (Figura 5).

Tendo isso como base, quando um patégeno consegue ultrapassar as
barreiras estruturais do hospedeiro e é reconhecido pelos receptores da planta como
nao pertencente a planta, uma rapida e coordenada resposta de defesa é induzida
pela planta resistente, prevenindo a colonizagédo e desenvolvimento do patdgeno,
conhecida com interagcao incompativel. Entretanto, se a planta ndo reconhecer o
patégeno ou nao conseguir ativar rapidamente as vias de defesa, como é o caso das
plantas suscetiveis, a doenga ¢é desencadeada, conhecida como interagao
compativel (GREWAL et al., 2012).
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Figura 5- Modelo “zig-zag”, proposto por Jones e Dangle (2006). Na fase 1, quando ocorre o
contato e entrada do patdégeno com o hopedeiro, a amplitude da resposta de resisténcia ou
susceptibilidade sera proporcional ao PTI-ETS+ETI. Na fase 2, quando o hospedeiro nao
detecta a presenga do patdégeno, o mesmo consegue introduzir seus efetores, que irdo
interferir no processo de PTI, resultando em ETS. Na fase 3, quando ja foram introduzidos
os efetores, sao reconhecidos por proteinas como NB-LRR, ativando ETI, uma versao
amplificada de PTI e, por ser tao forte, frequentemente resulta em HR. Na fase 4, em caso
de patégeno especializado, alguns isolados do patégeno possuem outros tipos de efetores e
os liberam, suprimindo assim o efeito de ETI. A selecdo de novas plantas com alelos para
NB-LRR pode reconhecer os novos efetores, o que resultaria em nova reagao de ETI.

No patossistema Xanthomonas-citros, que resulta em cancro citrico ou
cancrose, o responsavel pela proliferacdo celular desordenada, caracteristica da
doenca, € um efetor TAL (transcription activator-like) da familia AvrBs3/PthA, que é
injetado na planta pelo sistema de secrecao tipo Il (SST3) da bactéria e é
translocado até o nucleo, onde interage com regides UPA-box (up-regulated by
AvrBs3) e funciona como um ativador transcricional (LI et al.,, 2014). Assim,
mutacdes no gene pthA leva a perda dos sintomas da doencga (FIGUEIREDO et al.,
2011). Entretanto, muitos outros genes do patdégeno tem sido implicados na
patogenicidade (LAIA et al, 2009; YAN, WANG, 2012; MALAMUD et al.,2013),
indicando que a interacdo Xanthomonas-citros € bem mais complexa do que parece
a primeira vista. Além do fato de que a grande maioria dos estudos tem sido
realizados com Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), pouco se sabe do que acontece
do lado das plantas citricas, ou seja, dos mecanismos moleculares envolvidos na

defesa contra o ataque de diferentes Xanthomonas que causam cancro ou cancrose.
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2.6 Analise da expressao génica

Na interagdo planta-patégeno, o objetivo final € conhecer, em termos
moleculares, os mecanismos que sao ativados na planta e no patégeno ao longo do
tempo e que levam a planta a “derrotar” o patdgeno, ou seja, ser resistente a
doencga, ou levam o patdégeno a sobrepujar as desfesas da planta e causar a
doenca. A comparagcdo do transcriptoma de variedades de citros com niveis
diferentes de resisténcia ao cancro citrico pode levar a identificagdo dos genes
relacionados com as vias de defesa da planta citrica e a compreender porque uma
planta é resistente e a outra nao.

A identificagdo dos genes relacionados com a viruléncia do patégeno e dos
relacionados com os mecanismos de defesa e resisténcia da planta, que sao
ativados pela presenca do patdégeno, pode ser feita através do estudo da expresséo
génica temporal da interagdo planta-patdgeno. O conhecimento dos genes
expressos (transcriptoma) pelos dois componentes do patossistema ao longo do
processo de interagdo € essencial para compreender como o patégeno consegue ou
nao vencer as defesas da planta e assim causar a doenca.

Varias tecnologias sdo usadas para analise do transcriptoma. Elas podem ser
baseadas na hibridizagdo de sondas (macro ou microarranjos), na construgéo e
sequenciamento de bibliotecas de sequéncias de etiquetas expressas (ESts), no
sequenciamento de regides especificas de fragmentos de cDNA (SAGE, CAGE e
MPSS), na anadlise de fragmentos de cDNA amplificados via PCR e, mais
recentemente, no sequenciamento em larga escala dos mRNAs expressos atraves
do sequenciamento de nova geragcdao (NGS — Next generation sequencing),
denominado RNA-seq.

Com a utilizacdo das técnicas de hibridagdo supressiva subtrativa e
microarranjos, Cernadas et al. (2008) investigaram os mecanismos moleculares da
planta citrica envolvidos nas vias de resisténcia induzidos por dois patégenos
distintos, Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) e Xanthomonas fuscans pv. aurantifolli
tipo C (XauC) e identificaram e categorizaram 100 genes de C. sinensis envolvidos
no desenvolvimento dos sintomas de cancro citrico e nos mecanismos de resisténcia

a doenga. De maneira significativa, os genes relacionados com a modificacdo da
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parede celular, divisdo celular, trafego de vesiculas e com as vias de resisténcia da
planta apresentaram uma expressao alterada nas plantas inoculadas com Xac
quando comparadas com plantas inoculadas com XauC, 6 e 48 horas apds a
inoculacado. Esta diferenca na expressao génica explica como a Xac, e ndo XauC, é
capaz de suprimir rapidamente os mecanismos de defesa do hospedeiro durante a
infecgdo e simultaneamente, alterar o status fisiologico das células do hospedeiro,
reprogramando sua divisdo e crescimento. Este trabalho € considerado a primeira
descricdo de uma analise global detalhada da expressao génica em plantas citricas
em resposta a infecgao por fitobactérias (CERNADAS et al., 2008).

As tecnologias de biologia molecular e de gendmica permitiram grandes
avancos na biotecnologia (engenharia genética, plantas e animais transgénicos,
terapia génica, sequenciamento de genomas inteiros) e descobertas de genes de
resisténcia através de sequenciamento de nova geracado (NGS — Next generation
sequencing). S&o consideradas mais indicadas por nao necessitarem de
conhecimento prévio de genoma ou do organismo que se quer estudar. Supera as
maiores limitacbes dos ESTs, que busca o aumento na quantidade de informacao
sequenciada (CARVALHO; SILVA, 2010; KOGENARU et al., 2012; YANG; WANG,
2013).

O sequenciamento RNA-Seq possibilita determinar o perfil da expressao
global de genes, o que permite a identificagcdo dos genes que sao expressos em
amostras bioldgicas em condicdes fisiologicas especificas ou em determinados
estagios de desenvolvimento. O uso de NGS permite também descobrir estruturas
dos genes, posi¢cao de regido codificante, regides néo traduzidas, sitios de splicing
(introns e exons), isoformas de splicing, entre outros (OSHLACK; ROBINSON;
YOUNG, 2010; MARTIN; WANG, 2011; STUDHOLME et al., 2011; KOGENARU et
al., 2012).

O RNA-Seq, além de revelar os genes expressos em um dado momento ou
situagdo, € também um método quantitativo. Desta forma, pode ser usado para
determinar os niveis de expressao génica de maneira mais acurada do que os
microarranjos. A técnica é capaz de capturar a dinamica do transcriptoma em

diferentes tecidos e condigdes, sem necessidade de que normalizagdes sofisticadas
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sejam aplicadas sobre os conjuntos de dados (WANG et al., 2008; OSHLACK et al.,
2010; KIMBREL et al., 2011; KOGENARU et al., 2012).

Neste estudo, a técnica de RNA-Seq foi utilizada com o objetivo de identificar
genes da planta envolvidos na interacdo patdgeno-hospedeiro entre a bactéria
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii e plantas de lima acida ‘Galego’ e laranja

doce ‘Hamlin” infectadas com a mesma.
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lll- MATERIAL E METODOS

3.1 Isolado e preservagao

Para o presente estudo, foi utilizada a bactéria Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii (XauC), isolado IBSBF 10535 (338), cedida pelo IAPAR (Instituto
Agronémico do Parand). Em placa de petri contendo meio NA (Nutriente agar:
peptona 5 g, extrato de carne 3 g, agar 10 g, H20O q.s.p. 1000 mL) foi plaqueado 20
Jl do referido isolado e a mesma incubada por 72 horas a 29 °C, sem agitacéo. A
partir dessa placa, escolheu-se uma colbnia isolada, que foi repicada para outra
placa contendo meio NA, também incubada a 29 °C, sem agitagdo, por 48 horas.
ApOs esse periodo, prepararam-se estoques em tubos criogénicos, tanto em tampéao
PBS contendo glicerol (16,7 %) como em agua de torneira autoclavada, para
manutencgéo do presente isolado vivo e sem contaminagao por longos periodos. Os
estoques em PBS contendo glicerol foram mantidos em ultrafrezers a -80 °C e os
estoques em agua de torneira foram mantidos a temperatura ambiente, em ambiente
escuro.

Quando necessario, colénias isoladas eram obtidas do estoque como
descrito acima e utilizadas nos experimentos. Ndo se mantinha estoque da bactéria

por repique em placas de petri e manutengao em geladeira.

3.2 Material Vegetal

Foram utilizadas duas espécies de Citrus, sendo 4 plantas de laranja doce
Citrus sinensis, variedade “Hamlin” (espécie considerada resistente a XauC) e 4
plantas de lima acida “Galego”, Citrus aurantifolia Swingle (espécie considerada
suscetivel a XauC) com folhas jovens, totalmente expandidas e ainda ndo muito
escuras, quanto a coloragao verde. Todas as mudas tinham pelo menos dois anos
de idade, sadias e obtidas de viveiro certificado.

As folhas das plantas foram limpas com agua DEPC (tratada com Diethyl
Pyrocarbonato, Sigma Aldrich®) autoclavada e levadas para aclimatacdo 24 horas
antes de serem inoculadas em laboratoério de segurancga, o qual possuia temperatura

controlada entre 25 e 29 °C, pressao negativa, filtros EPA para filtragem absoluta do
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ar e antecamara, impedindo a propagac¢ao do inoculo para fora do laboratério e,

assim, tornando o experimento seguro.
3.3 Preparo do in6culo e inoculagao

O inéculo foi preparado em camara de fluxo laminar, a partir do isolado de
XauC, crescido por 72 horas em placa de Petri contendo meio NA. Em tubos tipo
Falcon® de 50 mL estéril, adicionou-se agua destilada estéril e, com o auxilio de
alca de platina, transferiu-se porgdes da massa bacteriana, seguido de leitura a 600
nm em espectrofotdmetro BioPhotometer, (Eppendorf®), até uma densidade optica
(DO) de 0,3 equivalente a uma suspensdo com 10° UFC/MmL. A suspenséo foi entdo
diluida 1:100 para que estivesse a uma concentragdo de 10° UFC/mL. Os frascos
foram ent&do acondicionados em gelo até o momento de inoculagao.

A inoculagao foi feita na parte abaxial das folhas, por pressdo com seringa
hipodérmica sem agulha, para minimizar os danos causados ao tecido (Figura 6).
Foram inoculadas por vez, 4 plantas, sendo 3 inoculadas com a suspensao
bacteriana (experimental) e 1 com &agua destilada estéril para controle. Foram
inoculadas 3 folhas em cada planta, com um total de 9 folhas para extracdo de RNA
das folhas citricas para cada tempo (5 e 7 dai) e 3 folhas inoculadas com agua
destilada (controle).

Para extracdo do RNA bacteriano, foram inoculadas 60 folhas para cada

tempo, divididas nas 3 plantas.



21

Figura 6- Inoculacdo da suspensdo bacteriana em todo o limbo foliar com seringa
hipodérmica, sem agulha, por pressao na parte abaxial de folhas de laranja ‘Hamlin’.

Extragcdo do RNA total de folhas citricas

Primeiramente, todos os materiais utilizados para extracdo de RNA (vidrarias
e metais) foram esterilizados em estufa a 180 °C por no minimo 4 horas. Os
plasticos a serem utilizados foram tratados com solucdo de NAOH a 0,5 M por 20
minutos. As solugdes foram preparadas com agua DEPC autoclavada, tornando a
solucéo livre de ribonucleases e proépria para o preparo dos materiais.

Nos tempos de 5 e 7 dias apds a inoculagao das folhas com XauC, coletou-se
3 folhas por planta, as quais foram embrulhadas em papel aluminio estéril e
imediatamente imersas em nitrogénio liquido e, em seguida, guardadas em freezer -
80 °C até o momento da extracdo do RNA total.

Para a extragcdo do RNA total, foram pesadas 200 mg de cada amostra
congelada (cada amostra foi composta por 3 folhas de 3 plantas diferentes, sendo
mescladas a fim de se ter um “pool” de folhas), seguido de maceracao imediata em
almofariz de porcelana com pistilo. Apds pulverizagcao total, o pd foi transferido
imediatamente para tubos Eppendorf gelados. Adicionou-se entdo 600 uL de tampao
de extracdo gelado e procedeu-se a extracdo do RNA total utilizando o kit comercial
Ambion Purelink® RNA Mini Kit, seguindo protocolo sugerido pelo fabricante.

Apos a extragao, a DO a 260 nm das amostras foi determinada em um

espectrofotometro Nano Drop ND-100, para determinacdo da concentracao
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aproximada de RNA total, e a relacdo A260/A280nm e A230/A260nm das mesmas
foi também determinada, para avaliar a presenca de contaminantes nas
preparagdes. A integridade do RNA presente nas amostras foi determinada no
equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent®) utilizando o RNA 6000 Nano Kit
(Agilent®). Apenas amostras com RIN (RNA integrity nhumber) maior ou igual a 7,5
foram utilizadas para determinacdo do transcriptoma por RNA-seq. Aconcentracao
de RNA de fita simples em cada preparagdo, com RIN maior ou igual a 7,5 foi
mensurada através do fluorbmetro Qubit® 2.0 (Invitrogen®) utilizando Qubit® RNA
HS Assay Kit (Invitrogen®). Para cada tempo foram utilizadas trés amostras
independentes compondo triplicatas, tanto para as folhas inoculadas com XauC
(experimental) como para as inoculadas com agua estéril (controle). Ao todo, foram
sequenciados os mRNAs presentes em 24 amostras, sendo 12 amostras de laranja
‘Hamlin’ (6 experimentais e 6 controles) e 12 amostras de lima acida ‘Galego’ (6

experimentais e 6 controles).

3.4 Extragao de RNA total de Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (XauC)

em estado infectante

Apos 5 e 7 dai, as folhas foram coletadas, cortadas em tiras finissimas com
auxilio de bisturi cirurgico estéril, em placa de vidro estéril mantidas sobre gelo. As
tiras foram colocadas imediatamente em béquer estéril contendo 200 ml de agua
Milli-Q estéril mantido em isopor com gelo. Essa mistura foi mantida sob agitagao
constante a 200 rpom em gelo por 30 minutos, para exsudagao da bactéria presente
no tecido vegetal. Apos esse tempo, o exsudado foi filtrado em gaze estéril e
colocado em tubo de vidro Corex® de 30 ml estéril e previamente gelado. A solugéo
foi centrifugada em centrifuga refrigerada (Himac,CR 20B2, Hitachi) a 4 °C, por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado, adicionou-se 100 uL de
tampao TE (10 mMTris; 1,0 mM EDTA, pH 8,0) contendo 0,2 mg/mL de Lisozima e
seguiu-se a extracao utilizando o kit comercial /lustra RNAspin Mini RNA |solation kit
(GE Healthcare®) de acordo com instrucées do fabricante. Algumas vezes foram
feitas com modificagbes no protocolo, como lavagens adicionais, alteragdes na

coleta, lavagens do precipitado apds a extragdo. Também foram testadoss outros
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kits para extracdo de RNA total da bactéria, tais como o NucleoSpin RNA Il kit
(Macherey-Nagel®), Purelink® RNA Mini Kit (Ambion®) Quick - RNA™ Miniprep kit
(Zimo Research®).

Para a amostra controle, foi feita extracdo de RNA de suspensao bacteriana
crescida em meio de cultura (72 horas a 10° UFC/mL), utilizando-se o llustra
RNAspin Mini RNA Isolation kit (GE Healthcare®) e seguindo-se 0s mesmos passos
para centrifugagéo e extragdo. A DO a 260 nm das amostras foi determinada em um
espectrofotometro Nano Drop ND-100, para determinacdo da concentracéo
aproximada de RNA total, e a relacdo A260/A280nm e A230/A260nm das mesmas
foi também determinada, para avaliar a presenca de contaminantes nas
preparacgoes. A integridade do RNA presente nas amostras foi determinada no
equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent®) utilizando o RNA 6000 Nano Kit
(Agilent®). Apenas amostras com RIN (RNA integrity humber) maior ou igual a 7,5
foram utilizadas para a determinagao do transcriptoma por RNA-seq. A concentragao
de RNA fita simples em cada preparacdo com RIN maior ou igual a 7,5 foi
mensurada através do fluordbmetro Qubit® 2.0 (Invitrogen®) utilizando o Qubit® RNA
HS Assay kit (Invitrogen®).

3.5 Preparo das bibliotecas de cDNA e “clusterizacao”

A tecnologia empregada para o sequenciamento RNA-seq foi a plataforma
HiScan e HiSeq, da lllumina®.

Para o preparo das bibliotecas, partiu-se da concentragéo inicial de 1500 ug
de RNA total em 50 uL, para todas as amostras. A preparagao de bibliotecas de
laranja ‘Hamlin’ e de limdo Galego’ de 5 e 7 dias apds a inoculagdo com seus
respectivos controles experimentais, foi feita utilizando o TruSeq RNA Library
Preparation Kit v2 (lllumina), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Primeiramente, os mMRNAs foram separados do RNA ribossomal pela adicdo de
complementos poli-T, ligados aesferas magnéticas, que capturam os mRNA’s que
possuem cauda poli-A, Sequencialmente, as amostras foram eluidas e
desnaturadas, adicionou-se a enzima SuperScript® e o mix para sintese da primeira

fita de cDNA. Apds 75 minutos em termociclador, adicionou-se outro mix para a
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sintese da segunda fita de cDNA que, apés a PCR, foi novamente lavado para
purificagdo do cDNA recém gerado. No passo seguinte foi feito o “End repair”,
preparando e adenilando as bibliotecas para receber os “Bar codes”. Esses foram
escolhidos a fim de que, ao final do sequenciamento, as amostras pudessem ser
separadas umas das outras, ndo podendo, esses adaptadores, serem repetidos na
mesma “lane” da “flow-cell”. As bibliotecas prontas, formaram fragmentos de 240 a
300 pares de bases (pb) e foram purificadas e testadas quanto a sua integridade no
Bioanalyzer 2100 utilizando o chip especifico para DNA (Agilent DNA-1000). A
concentragdo de cDNA foi determinada no fluorébmetro Qubit® 2.0 (Invitrogen) com o
kit Qubit® dsDNA BR Assay Kit.

A etapa seguinte foi a “clusterizacédo”, realizada no aparelho denominado
cbot, que prepara a “flow-cell” para o sequenciamento, fazendo a sintese em fase
solida. Somente apds esse procedimento €& que pode-se dar inicio ao

sequenciamento propriamente dito.

3.6 Sequenciamento

A superficie de clonagem (flow cell) é dividida em oito canaletas, que séo
utilizadas para o sequenciamento. Em cada canaleta, adaptadores séo fixados a
superficie pela extremidade 5’, deixando a extremidade 3’ livre para a iniciagcao da
reacao de sequenciamento dos fragmentos imobilizados no suporte por hibridizagao.

Os fragmentos de DNA da amostra sdo ligados aos adaptadores em ambas
as extremidades (Figura 7), o que permite sua fixacdo ao suporte de
sequenciamento por hibridizacdo a um dos adaptadores fixados. No primeiro ciclo de
amplificagcdo, nucleotideos ndo marcados sao fornecidos para que haja a sintese da
segunda fita do fragmento imobilizado no suporte. A alta densidade de adaptadores
no suporte facilita a hibridizacdo do adaptador livre dos fragmentos imobilizados a
sua sequéncia complementar fixa perto do clone inicial durante o ciclo de
anelamento. Apds o ciclo de anelamento, o fragmento forma uma estrutura em
‘ponte” na superficie de sequenciamento e a extensdo ocorre, formando a fita
complementar também em “ponte”. No ciclo de desnaturacgao, as fitas sdo separadas

e linearizadas. Esses ciclos sao repetidos 35 vezes e assim as cerca de mil copias
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geradas de cada fragmento nessa PCR de fase sélida permanecem proximas umas
das outras, formando um cluster de sequenciamento (Figura 7). Etapas de
desnaturacdo sdo necessarias para a separagcao dos duplex formados e, nos
proximos ciclos de amplificagdo, nucleotideos terminadores marcados sao
fornecidos para as reagbes de sequenciamento que ocorrem dentro de cada cluster.
A alta densidade dos clusters de sequenciamento possibilita que o sinal de
fluorescéncia gerado com a incorporagdo de cada um dos nucleotideos
terminadores, tenha uma intensidade suficiente para garantir sua detec¢ao exata.
Até 50 milhdes de clusters podem ser produzidos por linha, correspondendo a uma
representagcao satisfatoria da biblioteca. Apds a incorporagdo de cada nucleotideo
no fragmento em sintese, a leitura do sinal de fluorescéncia é realizada. Em seguida,
ocorre uma etapa de lavagem para remogao dos reagentes excedentes e remogao
do terminal 3’ bloqueado e do fluoréforo do nucleotideo incorporado no ciclo anterior
para que a reagao de sequenciamento prossiga. A leitura das bases é feita pela

analise sequencial das imagens capturadas em cada ciclo de sequenciamento.
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Figura 7- Representacédo do fluxo de trabalho da plataforma HiScan llumina® em
sequenciamento “Paired-ends”, que envolve as etapas de preparacao das bibliotecas,
clusterizagao e sequenciamento. Fonte: http://www.illumina.com/techniques/sequencing/ngs-
library-prep/library-prep-methods.html
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O tipo de sequenciamento realizado foi o “Paired-end”, que é o mais indicado

guando se busca transcritos raros. Durante o sequenciamento foram lidos 100 pares
de bases (reads ou transcritos) de um lado da fita e 100 pares de bases do lado
contrario da fita, o que da maior confiabilidade ao processo de sequenciamento.
O sequenciamento que foi realizado primeiramente na plataforma HIScan
(Mlumina®), utilizando o TruSeq Rapid SBS Kit (lllumina®), seguindo o protocolo
sugerido pelo fabricante, na Facility do Departamento de Tecnologia da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal-UNESP. Para 6 das 24 amostras
foi necessario um segundo sequenciamento, o qual foi realizado no sequenciador
HiScan (lllumina), na Facility da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ)-USP.

3.8 Banco de dados de sequenciamento de Citrus: CitSeqDB

Foi criado um banco de dados de sequéncias expressas de Citrus spp.para ser
usado como banco de referéncia para as analises de expressao génica diferencial,
denominado CitSegDB. Este banco de referéncia foi baseado em sequéncias
presentes em seis bancos de dados publicos independentes disponiveis: AFFYM
(FU et al, 2012), NCBI (MARTINELLI et al, 2012), UNIGENE
(http://lwww.ncbi.nIm.nih.gov/unigene), USDA (http://citrus.pw.usda.gov/),
CITRUSGDB (http://www.citrusdb.org/), e PHYTOZOME (GMITTER et al., 2012).
Eles foram combinados em um unico banco de dados e as redundancias foram
removidas pelo software CD-HIT (LI; GODZIK et al., 2006), considerando

similaridade maxima de 90%

3.9 Analises de expressao de genes

Para checar a qualidade e filtrar as sequéncias de alta qualidade, as
bibliotecas de sequéncias cruas de Citrus foram analisadas para a retirada de
sequéncias de baixa qualidade e contaminadas com muitos tipos de artefatos como
iniciadores, amplicons, e sequéncias menores que 25 pb. O software NGS QC
Toolkit (PATEL; JAIN, 2012) foi usado para esta etapa.
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Para cada biblioteca sequenciada, sequéncias de alta qualidade foram
mapeadas no banco CitSeqDB usando o software Bowtie2 (LANGMEAD et al.,
2012), que permite apenas uma incompatibilidade de 22 pb. As bibliotecas
mapeadas foram analisadas pelo software t (http://tcoffee.vital-
it.ch/apps/tcoffee/do:regular) para extrair o numero absoluto de sequéncias
alinhadas para cada transcrito. Calculou-se os valores normalizados individuais dos
transcritos, considerando uma abordagem de leitura de contagem aproximada,
seguindo uma distribuicdo binomial negativa sobre a expressao génica. A corregéao
da taxa de falso positivo foi aplicada sobre a significancia estatistica encontrada nas
amostras usando aproximagdo FDR (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). Essas
analises foram realizadas usando o programa DESeq, do pacote Bioconductor R
(ANDERS; HUBER, 2010). Os transcritos foram considerados diferencialmente
expressos quando a significancia estatistica do p-value fosse menor que 0.05.

Foram considerados diferencialmente  expressos, transcritos que
apresentaram valor de fold change maior ou igual a 2. O unico grupo de transcritos
em que o valor de fold change néo foi considerado foi os fatores de transcrigéo, para
os quais foi considerado apenas o p-value.

A categorizagao funcional dos transcritos foi feita através do programa Blast2
GO. Para correlacionar genes considerados diferencialmente expressos, foram feitos

diagramas de Venn.

3.10 Analise de agrupamento de amostras

A analise de agrupamento fez uso da contagem total de sequéncias a partir
da analise de expressao génica. Esta matriz € utilizada para calcular distancias
Euclidianas das amostras aos pares. Usando o método de ligagcao simples, amostras
foram agrupadas baseadas em distancias curtas. Matrizes de distancia também
podem ser usadas para criar heatmap com cores representando a similaridade da
expressao global das amostras aos pares, variando do verde (alta variabilidade) ao

vermelho (baixa ou auséncia de variagao).


http://tcoffee.vital-it.ch/apps/tcoffee/do:regular
http://tcoffee.vital-it.ch/apps/tcoffee/do:regular
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IV- RESULTADOS

4.1 Qualidade das amostras e Bibliotecas de cDNA

Apesar de varias tentativas, com diferentes kits comerciais, ndo foi possivel
obter RNA bacteriano integro e de boa qualidade para que pudesse ser utilizado na
construcdo de bibliotecas de cDNA e posterior sequenciamento. Assim, o
sequenciamento do transcriptoma da bactéria Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii tipo C (XauC), em condi¢des infectantes, ndo pode ser realizado, ficando
para ser realizado futuramente.

Em relagdo as plantas hospedeiras inoculadas com XauC, lima acida ‘Galego’
e laranja doce ‘Hamlin’, foi possivel obter prepara¢cdes de RNA de boa qualidade,
com numero de integridade do RNA (RIN) igual ou maior que 7, 5 (Figura 9), o que
permitiu a analise do transcriptoma por RNA-seq.

Foram realizadas muitas extragbes, na tentativa de extracdo do RNA
bacteriano integro, porém né&o foi possivel uma boa qualidade para que o0 mesmo
fosse utilizado para prosseguimento dos trabalhos. Portanto, o sequenciamento do
mRNA da bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii foi adiado para
experimentos futuros, bem como sua melhor extragao e processamento.

Portanto, essa parte foi deixada em espera e deu-se sequéncia aos
experimentos com as extragdes de RNA de tecido vegetal.

Para a parte da planta, os RNA’s de boa qualidade foram obtidos por extracao
e foram aceitos indices de qualidade (RIN) igual ou maior que 7, 5 (Figura 9).
Totalizaram-se 24 (sendo 3 amostras inoculadas e 3 amostras controle
experimental, para cada tempo e espécie citrica) amostras que foram transformadas
em bibliotecas de cDNA para o sequenciamento e dispostas nas 7 lanes da lamina

de sequenciamento (Tabela 1).
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Tabela 1- Esquema de disposicdo das amostras nas lanes da lamina utilizada para o
sequenciamento, contendo seus respectivos tamanhos de fragmentos gerados na
montagem da biblioteca antes do sequenciamento.

1 7 250
1 200
1 260
2 10 230
2 11 300
2 12 300
3 19 200
3 20 300
3 21 300
4 22 240
4 23 300
4 24 300
5 1 300
5 2 300
5 3 260
5 4 300
6 5 300
6 6 300
6 13 300
6 14 260
7 15 300
7 16 260
7 17 300
7 18 300

As 24 bibliotecas produzidas a partir dos RNA extraidos (Tabela 2) foram
sequenciadas na plataforma HiScan (lllumina®). Durante o sequenciamento, por
motivos desconhecidos, a lane 7 da flow cell parou de ser lida, ndo sendo entao
possivel a captura dos sinais luminosos e a identificacdo, pelo sequenciador, dos
nucleotideos incorporados. Os dados dessa lane foram equivalentes a “0”, para as 4
amostras (15, 16, 17, 18) que se encontravam na mesma (Figura 2). Como
correspondiam a amostra de controles, este fato impossibilitava a normalizacdo dos
dados como um todo. Por esse motivo, as amostras dessa /ane, e mais trés
amostras (6,14,23) que ficaram abaixo de 20 milhdes de reads, foram
resequenciadas na plataforma HiSeq (lllumina®). No segundo sequenciamento,

obteve-se dados com a qualidade e quantidade necessarias para as analises dos
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transcriptomas (Tabela 2), que permitiu a normalizagao e o confronto dos transcritos
de cada biblioteca com aqueles presentes no banco CitSeqDB de dados de

sequéncias expressas de Citrus spp.

Tabela 2: Relagao das bibliotecas sequenciadas em sequenciador HiScan (lllumina®), com
a quantidade de reads obtidos para cada biblioteca, mostrando 4 que foram “zeradas” e
mais 3 que ficaram abaixo de 20 milhdes de reads.

1 CNLG5-1-1 21.294.563
2 CNLG5-2-1 20.976.622
3 CNLG5-3-1 32.945.377
4 H5CNF-5-1  34.731.325
5 CNHM5-2- 28.633.508

1
6 CNHM5-3- 17.864.207

1
7 LG5XF-1-1 31.417.388
8 LG5-3-1 27.546.342
9 LG5-2-1 44.674.497
10 HM5-1-1 54.375.086
11 HM5-3-1 52.369.404
12 HM5-7-1 23.113.850
13 CNLG7-3-1 72.243.070
14 CNLG7-8-1 16.875.478
15 CNLG7-4-1 0
16 CNHM7-4- 0

1
17 CNHM?7-5- 0

1
18 CNHM?7-6- 0

1
19 LG7XF-1-1 43.222.340
20 LG7XF-2-1 65.524.010
21 LG7-6-1 21.279.579
22 H7XF-2-1 76.498.232
23 HM7-4-1 18.048.579
24 HM7-6-1 39.554.963
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4.2 Anadlise da expressao génica e genes diferencialmente expressos (GDE)

Para que os genes (transcritos) fossem considerados diferencialmente

expressos (DE), levou-se em consideragéo tanto parametros estatisticos (valores de
p-value) como valores de fold change. Assim, foram considerados induzidos os
genes que apresentaram p-value <=0,05 e fold change >=2, e foram considerados
reprimidos os genes que apresentaram p-value <=0,5 e fold change <=-0,5, em
comparagao com a expressao dos mesmos nos controles.
Aos 5 dias apo6s a inoculagdo (dai), lima acida ‘Galego’ apresentou 59 genes
diferencialmente expressos (GDEs), entre induzidos e reprimidos, e laranja ‘Hamlin’
apresentou 2851 GDEs (Figura 8), dos quais 39 sdo comuns as duas espécies
(Figura 10). Aos 7 dai, lima acida ‘Galego’ apresentou 1350 GDEs, enquanto que
laranja “Hamlin” apresentou 1367 GDEs, dos quais 176 s&o comuns as duas
espécies (Figura 9).

Hamlin 5 dias Galego 5 dias

Figura 8- Diagrama de Venn mostrando o numero de genes diferencialmente expressos
(GDEs) em lima acida ‘Galego’ e em laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai. O numero de GDEs
exclusivos de cada espécie e o numero de GDEs que sao comuns podem ser visualizados.

Hamlin 7 dias Galego 7 dias

Figura 9- Diagrama de Venn mostrando o numero de genes diferencialmente expressos
(GDEs) em lima acida ‘Galego’ e em laranja ‘Hamlin’ aos 7 dai. O numero de GDEs
exclusivos de cada espécie e o numero de GDEs que sao comuns podem ser visualizados.
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Quando se analisa conjuntamente os GDEs (induzidos ou reprimidos) nas
duas espécies, nos tempos de 5 e 7 dai, verificou-se que ha GDEs em comum,
exceto entre lima acida ‘Galego’ aos 5 dai e laranja ‘Hamlin’ aos 7 dai e entre lima

acida ‘Galego’ aos 5 e 7 dai e laranja ‘Hamlin’ aos 7 dai (Figura 10).

Galego 5 dias Hamlin 7 dias

Hamlin 5 dias 2 Galego 7 dias

Figura 10- Diagrama de Venn mostrando o numero de genes diferencialmente expressos
(GDEs) em lima acida ‘Galego’ e em laranja ‘Hamlin’ aos 7 dai. O numero de GDEs que séo
comuns podem ser visualizados.

Ao analisar apenas 0s genes cuja expressao foi induzida nas duas espécies,
nos tempos de 5 e 7 dai, observou-se que para laranja ‘Hamlin’ apenas 33 genes
sdo comuns para os dias 5 e 7, enquanto que lima acida ‘Galego’ apresentou 27
genes em comum para estes dois dias (Figura 11). Entre os genes induzidos,
apenas 5 foram comuns a todos os tempos nas duas espécies, todos com valores

de log? de fold change acima de 3 (Figura 11).
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H7 Induzidos LG5 Induzidos

H5 Induzidos = ' LG7 Induzidos

Figura 11- Diagrama de Venn mostrando o numero de genes induzidos aos 5 e 7 dai em
lima acida ‘Galego’ e em laranja ‘Hamlin’. O nimero de GDEs que sdo comuns podem ser
visualizados. H5: laranja ‘Hamlin” aos 5 dai; H7: laranja ‘Hamlin” aos 7 dai; LG5: lima acida
‘Galego’ aos 5 dai; H7: lima acida ‘Galego’ aos 7 dai.

Para os genes que se mostraram reprimidos, ndo foi identificado nenhum gene
comum a todos os tempos nas duas espécies (Figura 12). Apenas 3 genes foram
reprimidos em lima acida ‘Galego’ tanto aos 5 como aos 7 dai, enquanto que em
laranja ‘Hamlin’ foram 79 (Figura 12). Enquanto em relagdo aos genes induzidos
(Figura 11), ha bem genes reprimidos comuns a alguma espécie e/ou tempo (Figura
12).

H7 Reprimidos LG5 Reprimidos

H5 Reprimidos LG7 Reprimidos

Figura 12- Diagrama de Venn mostrando o numero de genes reprimidos aos 5 e 7 dai em
lima acida ‘Galego’ e em laranja ‘Hamlin’. O niumero de GDEs que sdo comuns podem ser
visualizados. H5: laranja ‘Hamlin” aos 5 dai; H7: laranja ‘Hamlin” aos 7 dai; LG5: lima acida
‘Galego’ aos 5 dai; H7: lima acida ‘Galego’ aos 7 dai.
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Muitos dos transcritos que aparecem em todos os tempos, ou que sao
comuns as duas espécies, fazem parte de processos bioldgicos vitais a manutengéo
da célula, tais como fosforilagdo oxidativa, ciclo de Krebs, fotossintese e

metabolismo de carboidratos, entre outros.

4.3 Processos biolégicos associados a via de metabolismo primario e

secundario

A categorizagdo funcional dos GDEs pelo programa Blast2GO permitiu
verificar a que processos biolégicos os mesmos estavam associados. Processos
biologicos responsaveis pela manutencdo das células, pelo metabolismo de
carboidratos, lipideos, proteinas e diversos outros, sdao responsaveis pelo bom
funcionamento das células como um todo, estejam elas saudaveis ou infectadas
com patégenos. Em casos de infecgdo por patdégenos, o aporte energético é usado
para barrar o avancgo da infecdo, mantendo a planta saudavel como um todo.

Observou-se que, por mais que alguns processos sejam comuns e essenciais
ao bom funcionamento da célula, eles podem apresentar grande variagédo de uma
espécie para outra. Em laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai foram identificados 613 transcritos
GDE’s como participantes de processos biolégicos (Tabela 3S) e aos 7 dai, foram
identificados 262 GDE’s envolvidos em processos biologicos diversos como
processos catabdlicos, parede celular, processos biossintéticos, componente celular,
atividade transmembrana e resposta a estresse (Tabela 4S). Destes, 68 transcritos
foram expressos em ambos os tempos analisados. Para lima acida ‘Galego’ aos 5
dai foram identificados 13 transcritos (Tabela 5s) e, aos 7 dai, 324 transcritos
envolvidos em processos biolégicos diversos (Tabela 6S). Destes, 10 transcritos
foram expressos nos dois tempos.

Os valores de expressao dos genes (transcritos) como um todo foram altos e
0 gene com maior expressao para processos bioldégicos aos 5 dai para laranja
‘Hamlin’ foi identificado como hyoscyamine 6-dioxygenase-like, com valor de
expressao de 9,3 (Tabela 3S). Este foi categorizado com atividade de oxidoredutase,

participando de processos de oxidagao e reducao (Figura 13).
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Identificou-se também, 21 transcritos participantes da via de biossintese de
fenilpropandide, entre eles a fenilalanina aménia liase (PAL) (Tabela 3S). Esse € um
gene pertencente a via fenilpropandide e responsavel pela resposta a estres e
processos oxidativos (Figura 13).
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Figura 13- Via de biossintese de fenilpropandide destacando a participagdo das enzimas
PAL (Fenilalanina amoénia liase), (C4H) acido cindmico 4 hidroxilase e (4CL) 4-acido
cumarico CoA ligase, enzimas chave na via de biossintese de fenilpropandide, a principal
via responsavel pela ativacdo de compostos fendlicos participantes na defesa de plantas de
laranja ‘Hamlin’ contra patégenos (Zabal et al., 2006).

4.4 Cada compartimento celular é recrutado para defesa

Algumas vezes, elevados niveis de agucar e amido presentes em espagos
apoplasticos, funcionam como sinalizadores, facilitando a formacao de metabdlitos
secundarios de defesa, para que a célula possa responder mais rapidamenteao
ataque de patégenos (MOGHADDAN; VAN DEN ENDE, 2012; FU; LIU, 2013).

Levando-se em consideragcdo vias essenciais, podemos destacar a via de
degradacdo de tolueno com a enzima 3-hydroxyacyl-CoA desidrogenase, mais
expressa em laranja ‘Hamlin’, presente na via de degradacao de benzoato, com a

enzima enoyl-CoA hydratase expressa e interferindo diretamente na formagao do
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acetil-CoA, podendo alterar o funcionamento da via, aumentando a quantidade de
acetil CoA a entrar no ciclo do acido citrico, que tera mais substrato para trabalhar.

No ciclo do acido citrico a energia se faz necessaria para que a resposta seja
efetiva. A enzima citrato sintase, responsavel pela formacao de cis-aconitato e por
acao (reversivel) da mesma enzima, formara o isocitrato, aparece com expressao
levemente alterada (Figura 14).

Dentro do ciclo, a enzima sucinil-CoA sintetase teve a expressao induzida,
provocando assim maior fluxo de substratos decorrentes do ciclo, necessarios para
que continuem os processos de fosforilagdo oxidativa (Figura 15).

Ainda para laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai foram identificados 4 genes envolvidos
na fosforilagdo oxidativa, sendo que a difosfatase ou pirofosfatase inorganica,
encontra-se reprimida (Tabela 3S). Esta enzima é responsavel pela hidrolise do
pirofosfato (PPi), que é formado principalmente como produto das muitas reagdes
biossintéticas que utilizam ATP (Figura 15).

Outro gene identificado € participante do complexo | da fosforilagdo oxidativa,
como 3 enzimas, uma redutase com translocagcdo de H+, uma desidrogenase
quinona e uma desidrogenase (Tabela 3S, Figuras 14 e 15) Em se tratando da
laranja ‘Hamlin’, resistente a cancrose, a reagao de hipersensibilidade é forte,
fazendo com que haja morte celular em toda a parte do limbo foliar que foi infiltrada
com a suspengao bacteriana, causando prejuizo na taxa fotossintética das folhas

afetadas.
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Figura 14- Esquema demonstrativo dos transcritos afetados no Ciclo do acido citrico,
gerado automaticamente pelo software Blast2GO. Com a superexpressao de citrato sintase
€ na enzima succinyl ligase (sucinil-CoA sintetase).

| oxDATIVE PHOSPHORYLATION |

Complex | Cosegles I1 Comglex Il Coenglex IV Complex ¥

.....

Frast

NADH dedybopesase

Figura 15- Esquema demonstrativo dos transcritos afetados na fosforilagdo oxidativa,
gerado automaticamente pelo software Blast2GO.

Em lima &cida ‘Galego’ aos 5 dai, foram identificados 13 transcritos ligados a
processos bioldgicos diversos como processos catabdlicos, transporte, parede
celular e destes, 10 transcritos foram significativamente mais expressos (Tabela 5S).

4.5 Resposta de defesa inata
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Assim que a planta percebe a entrada de algo estranho a célula vegetal, como
resposta ao estresse, € disparada uma série de compostos para barrar o patégeno
(FRITIG; HEITZ; LEGRAND, 1998).

Para identifica, a nivel de RNA, as respostas de cada gendtipo de citros
quando inoculado com a bactéria XauC, foram analisados os genes diferencialmente
expressos das duas espécies, comparados com seus respectivos controles.

O sistema de defesa inata das plantas realiza detecgcao especifica através de
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), que reconhecem padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs). Essa resposta de resisténcia é
conhecida como imunidade desencadeada por PAMP (PTI - PAMP-triggered
immunity). Alguns patdgenos secretam proteinas efetoras que desregulam PTI. Para
que haja o contra-ataque por parte da planta, proteinas de resisténcia da planta
(Poteinas R) reconhecem os efetores secretados pelo patégeno e ativam imunidade
desencadeada por efetores (ETI-Effector-triggered immunity) (DODDS; RATHJEN,
2010; BIGEARD et al., 2015).

Grande parte dos GED’s identificados em ’"Hamlin’ sdo oxidases, transferases,
monoxigenases, oxidoredutases e peroxidases responsaveis pela ativacdo de
resposta, através dos receptores de sinalizagao do tipo NB-LRR (Nucleotide Binding-
Leucine Rich Repeat). Entre induzidos e reprimidos, eles estao representados por 32
genes, identificados em ‘Hamlin’ aos 5 dai (Tabela 3S) e aos 7 dai 16 transcritos
(Tabela 4S). Em lima acida ‘Galego’ aos 5 dai foram identificados 4 transcritos
(Tabela 5S) e aos 7 dai, 35 transcritos (Tabela 6S).

Os NB-LRR séao proteinas polimorficas responsivas a efetores de viruléncia,
também chamadas de proteinas de aviruléncia (Avr). Funcionam como receptores
de sinal para a ativagdo de sintese de homdnios como Oxido nitrico, espécies
reativas de oxigénio, acido jasménico, acido benzadico e etileno (DE YOUNG; INNES,
2006; MCHALE et al., 2006; LEE; YEOM, 2015).

Juntamente com os receptores transmembrana, encontram-se as proteinas
de reconhecimento de patdégenos com dominio LRR. Tais proteinas subdividem-se
em dois tipos, RLP (Receptor Like Protein), que sao receptores compostos por um
dominio extracelular, um transmembrana e uma curta regido citoplasmica associada
a um dominio quinase (WANG et al., 2008; YANG et al., 2012) e RLK (Receptor Like
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Kinase) que possuem um dominio quinase citoplasmico em suas extremidades e
sdo utilizados para sinalizagdo celular (TOR; LOTZE; HOLTON, 2009; ANTOLIN-
LLOVERA et al., 2012; YANG et al., 2012). Receptores RLK s&o responsaveis pela
percepgao de estimulos externos e internos. Sao receptores tipo proteina kinases,
que recebem o sinal e repassam até a ativagdo de expressdo no gene de destino
(BURDIAK et al., 2015).

Em laranja ‘Hamlin’, gendtipo resistente a XauC, aos 5 dai identificou-se 31
transcritos do tipo RLP (Tabela 3S) e 2 transcritos do tipo RLK e aos 7 dai foram
identificados 19 transcritos do tipo RLP e 2 do tipo RLK (Tabela 4S). Dos transcritos
do tipo RLP identificados aos 5 e 7 dai, 7 se repetem nos dois tempos. Os dois
transcritos do tipo RLK identificados aos 5 e 7 dai sdo os mesmos transcritos, com
valores de expressao bem préximos.

Aos 5 dai, Identificou-se para laranja ‘Hamlin’ um transcrito que codifica para
a proteina LRR receptor-like serine threonine-protein kinase fls2 (Tabela 3S) e 3
transcritos para lima acida ‘Galego’ aos 7 dai (Tabela 6S). Tal proteina é
responsavel pelo reconhecimento de flagelina, presente em bactérias (WALTERS,
2015; WYRSCH et al., 2015), desencadeando resposta inata do tipo PAMPs e
MAMPs, causando PTI. Também reconhecem efetores inseridos pelo patégeno no
interior da célula. Ativam os efetores do tipo EF-Tu (SCHOONBEEK et al., 2015),
que sao fatores de elongacao, com 4 genes identificados em laranja ‘Hamlin’ aos 5
dai (Tabela 3S) e aos 7 dai, foram identificados 19 (Tabela 4S). Em lima acida
‘Galego’ aos 5 dai, nao foi identificado nenhum transcrito e, aos 7 dai, apenas 1
transcrito foi identificado (Tabela 6S).

Referente ao dominio serina treonina proteina kinase, para a espécie lima
acida ‘Galego’ aos 5 dai foram identificados 2 transcritos (Tabela 5S). Aos 7 dai
foram identificados 35 transcritos para esse dominio (Tabela 6S). Ja para a espécie
laranja ‘Hamlin’, aos 5 dai foram identificados 57 transcritos (Tabela 3S) e aos 7 dai,
16 transcritos (Tabela 4S).

Foram identificados também receptores do tipo cisteine-rich receptor-like
protein kinase. Para laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai, foram identificados 16 transcritos

(Tabela 3S) e aos 7 dai, foram identificados 9 transcritos (Tabela 4S).
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Em lima acida ‘Galego’ aos 5 dai, foi identificado apenas um transcrito
cysteine-rich receptor-like protein kinase 10-like isoform x1 (CRK10) (Tabela 5S) e
aos 7 dai foram identificados 7 transcritos (Tabela 6S). Para laranja ‘Hamlin’ aos 5
dai, foram identificados 16 transcritos (Tabela 3S) e aos 7 dai, foram identificados 9
transcritos (Tabela 4S).

Todos esses citados anteriormente, correspondem a proteinas PRR. Tais
proteinas sinalizam para os receptores do tipo NB-LRR (Nucleotide Binding-Leucine
Rich Repeat). Esses tipos de receptores desempenham papel fundamental na
planta, sendo responsaveis por fazer o reconhecimento dos efetores no citoplasma e
sinalizar para que a cascata de sinalizacdo hormonal se inicie.

No total, aos 5 dai em laranja ‘Hamlin’ foram encontrados 32 transcritos do
tipo NB-LRR (Tabela 3S) e aos 7 dai foram 16 (Tabela 4S). Em lima &cida ‘Galego’
aos 5 dai foram identificados 3 transcritos (Tabela 5S) e aos 7 dai foram

identificados 35 transcritos (Tabela 6S).

4.6 Sinalizagao hormonal

Em relagdo a proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK’s), foram
identificados 2 transcritos em laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai (Tabela 3S) e também aos 7
dai, 2 transcritos foram identificados (Tabela 4S). Para lima acida ‘Galego’ nao foi
identificado nenhum transcrito referente a MAPK’s.

Esses eventos de sinalizacdo e reconhecimento sdo chamados SAR
(Systemic Acquired Resistance) (VAN VERK; BOL; LINTHORST, 2011). Foram
identificados transcritos relativos a proteinas F-box (FBPs), que tem funcdo de
sinalizagao rapida e ativacao de fatores de transcricdo (KIPREOS; PAGANO, 2000;
Navarro-Quezada et al., 2013). Para proteinas F-box, foram identificados em laranja
‘Hamlin’ aos 5 dai, 21 transcritos (Tabela 3S) e, aos 7 dai, 8 transcritos (Tabela 4S).
Ja para lima acida ‘Galego’ aos 5 dai nao foi identificado nenhum transcrito (Tabela
5S) e aos 7 dai foram identificados 17 transcritos relacionados a F-box (Tabela 6S).
Nota-se maior quantidade de transcritos ligados a sinalizagdo para laranja ‘Hamlin’

do que em lima acida ‘Galego’, o que pode estar relacionado ao fato da laranja
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‘Hamlin’ ser resistente ao patdgeno. A maior quantida de de proteinas F-box influi
diretamente na ativagéo de fitorménios e fatores de transcrigao.

Grande parte dos fitormbnios é ativada durante a infeccdo de patogenos e
dependem de sinalizagdo, seja por estimulo bidtico ou abidtico. Para ativagdo de
SAR, é necessario que acido salicilico (SA) esteja presente e se acumule nas
regides de danos da célula, no caso de interferéncia bidtica (LOAKE; GRANT, 2007,
KUMAR, 2014).

Em laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai, foi identificado um transcrito para a enzima
corismato mutase (Tabela 3S) e, para lima acida ‘Galego’ 7 dai, também foi
identificado apenas um transcrito (Tabela 6S). O acido acetil salicilico (SA) também
pode ser sintetizado pela via da fenilalanina através da enzima fenilalanina aménia
liase (PAL), fazendo parte dos compostos fendlicos responsaveis por ativar SAR
(Kumar, 2014). Em relagédo a laranja ‘Hamlin’, foram identificados 3 transcritos de
PAL (Tabela 3S e 4S) e, para lima acida ‘Galego’, apenas um transcrito de PAL foi
identificado (Tabela 6S).

Também foram identificados transcritos referentes a sintese de etileno,
fazendo parte da via da metionina ou ciclo de Yang (BUCHANAN; GRUISSEM,;
JONES, 2000; BURSTENBINDER; SAUTER, 2011). Para a laranja ‘Hamlin’ aos 5
dai, foram identificados 4 transcritos para 1-aminocyclopropano (ACC) (Tabela 3S) e,
aos 7 dai apenas 1 transcrito foi identificado (Tabela 4S). Para lima acida ‘Galego’
aos 5 dai ndo foi identificado nenhum transcrito e, aos 7 dai, 3 transcritos foram
identificados para 1-aminocyclopropano, que € intermediario da reagcdo com S-
adenosilmetionina na biossintese do gas etileno (BURSTENBINDER; SAUTER,
2011; MAO et al., 2015).

Em laranja ‘Hamlin’, aos 5 dai, foram identificados 7 transcritos relacionados a
biossintese de etileno (Tabela 3S) e, aos 7 dai, nenhum transcrito foi identificado.
Para lima acida ‘Galego,’ aos 5 dai nao foram identificados nenhum transcrito e, aos
7 dai, 3 transcritos foram identificados (Tabela 6S). Esses dados sugerem que a
producao de etileno na espécie resistente, em resposta a infecgao pelo patégeno, é
disparada de forma rapida e intensa, enquanto na suscetivel ela ocorre tardiamente

e com menor intensidade.
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Quando o etileno esta presente nos tecidos, ativa fatores de transcricao
responsivos a sua presenca. E um sinalizador juntamente com os demais horménios
(acido jasmobnico, auxinas, citocinas) (MAO et al., 2015). Foram identificados 16
transcritos que correspondem a fatores de transcricdo (Tabela 3S) responsivos a
etileno em laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai e 4 aos 7 dai (Tabela 4S). Em lima acida
‘Galego’ foram identificados transcritos apenas aos 7 dai, sendo 10 responsivos ao
etileno (Tabela 6S).

Os fatores de transcricdo sdo muito importantes no processo de interacéo
patégeno-hospedeiro, pois sdo responsaveis pela ativagado de genes de proteinas R

(PR), fitoalexinas e defensinas.

4.7 Proteinas relacionadas a patogénese (PR)

As proteinas relacionadas a patogénese (Pathogenesis-related (PR) proteins)
sao produzidas sempre que as plantas detectam algo errado, seja por estresse
causado por ataque de patdgeno, ferimentos, compostos quimicos (incluindo
fitormbnios e metais pesados), poluicdo do ar, raios ultravioleta e condigdes
limitantes de crescimento (BOWLES, 1990). As proteinas PR s&o identificadas
principalmente na resposta do tipo SAR, onde a detecgao do patdégeno se da mais
rapidamente, contendo a infeccdo (SZATMARI et al., 2014; ).

Na literatura sdo descritos 17 tipos de proteinas PR, classificadas quanto a
similaridade de sequéncias, sorologia e propriedades enzimaticas (VAN LOON et al.,
1994). Na tabela 7 encontra-se a classificacdo das proteinas PR, que sédo de varios

tipos e cuja expresséo € desencadeada por diversos acontecimentos no hospedeiro.

Tabela 7: Classes de proteinas relacionadas a patogenicidade (PRs).

Familia Membro tipo Propriedades
PR-1 tobacco PR-12 antifungal?, 14-17kD
PR-2 tobacco PR-2 class |, Il, and lll
PR-3 tobacco P, Q class |, I, IV, V, VI, and VII about 30Kd
PR-4 tobacco R antifungal, win-like proteins, endochitinase activity, 13,
19Kd
PR-5 tobacco S antifungal, ,

osmotins, zeamatins, permeatins,
similar to alpha-amylase/trypsin inhibitors
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PR-6 tomato inhibitor | protease inhibitors, 6-13Kd

PR-7 tomato P69 Endoproteases

PR-8 cucumber chitinase class lll chitinases, chitinase/lysozyme

PR-9 lignin-forming peroxidases, peroxidase-like proteins
peroxidase

PR-10 parsley PR-1 ribonucleases, Bet v 1-related proteins

PR-11 tobacco class V endochitinase activity

chitinase

PR-12 radish Ps-AFP3 plant defensins

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionins

PR-14 barley LTP4 nonspecific lipid transfer proteins (ns-LTPs)

PR-15 barley OxOa (germin) oxalate oxidase

PR-16 barley OxOLP oxalate-oxidase-like proteins

PR-17 tobacco PRp27 Unknown

Fonte: http://dmd.nihs.go.jp/latex/defense-e.html

As quitinases, endo quitinases, taumatinas sao proteinas PR e sao ativadas
principalmente nas interagdes planta-fungo, no caso em tabaco e por bactérias que
possuem o sistema de secrecao tipo trés (T3SS) (MAHER et al., 1994; SZATMARI et
al., 2014), como € o caso de XauC que, ao adentrar a célula vegetal através de
aberturas naturais, injeta efetores que, serdo ou ndo detectados pela planta,
dependendo dela ser resistente ou ndo. Assim, as proteinas PR sdo proteinas
importantes para defesa das plantas, e sua quantidade ira variar sempre de acordo
com o gendtipo, como é o caso do presente estudo, onde usou-se uma espécie
resistente e uma susceptivel. Para laranja ‘Hamlin’, foram identificados aos 5 dai, 32
transcritos de proteinas PR (Tabela 3S). Aos 7 dai, foram identificados 14
transcritos com essa fungao (Tabela 4S). Em lima acida ‘Galego’, aos 5 dai, foram
identificados 6 transcritos identificados aos 5 dai (Tabela 5S) e aos 7 dai,
identificou-se 27 trans critos (Tabela 6S). Assim, em um primeiro momento pode-se
observar que a resposta em laranja ‘Hamlin’ € mais eficaz e mais rapida do em lima
acida ‘Galego’, o que explicaria a grande quantidade de transcritos aos 5 dai, alguns
induzidos e outros reprimidos. Ja aos 7 dai, essa quantidade cai devido a resposta
que ja foi langcada, ndo sendo mais necessario grandes quantidades. Em lima acida
‘Galego’, ocorre o contrario. Aos 5 dai, poucos transcritos foram identificados e todos
induzidos e, aos 7 dai, uma quantidade bem maior de transcritos foi identificada,
sendo que a quantidade de transcritos induzidos e reprimidos flutua bastante.

Os dois transcritos mais expressos foram identificados como Thaumatin-like

protein 12 (Pathogenesis-related protein 5a) (Tabela 6S). As taumatinas fazem parte
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do grupo das proteinas PR e s&o induzidas por varias condi¢des ambientais e
bidticas. Foram primeiramente descritas em tabaco como resposta ao estresse
osmotico (SINGH et al., 1987) e em espago apoplastico de folhas de centeio, na
aclimatacdo com atividade anti congelamento (ANTIKAINEN et al., 1996).

Os resultados indicam que, a semelhanga do que se observou para os genes
relacionados a sintese de acido salicilico, uma das razdes da laranja ‘Hamlin’ ser
resistente a XauC pode estar relacionada ao fato de ativar a expresséo as proteinas

PR mais rapidamente do que a lima acida “Galego” apés a infecgdo com a bactéria.

4.8 Fatores de transcrigao.

A regulacdo de muitos processos bioldgicos na célula, modulando o ciclo
celular, metabdlico e o balango fisiolégico é feita através da modulagdo da
expressao génica a nivel de transcricdo, em resposta a mudangas internas e
externas (meio ambiente).

O desenvolvimento é baseado na capacidade celular de diferenciacao da
expressdao de genes e frequentemente fatores de transcricdo atuam como
interruptores de cascatas regulatérias (SCOTT, 2000; RIECHMANN et al., 2000). Os
fatores de transcricdo sao definidos como proteinas contendo um dominio de ligagcéo
ao DNA (DBD - DNA binding domain), que reconhece uma sequéncia de DNA
especifica, e que regulam o primeiro passo da expressdao do gene. Além disso,
algumas proteinas sem DBD podem interagir com uma proteina contendo dominio
DBD para formar um complexo de transcricdo. Sao classificados como fatores de
transcricado (MITSUDA & OHME-TAKAGI, 2009). Os fatores de transcricdo sao
possivelmente, a chave para varios processos existentes e ainda nao bem
estudados, dado a sua acao especifica e pontual, muitas vezes sendo sequer
detectado por técnicas sensiveis como o0 sequenciamento.

Aproximadamente metade dos fatores de transcricdo existentes sé&o
considerados planta-especificos, pois ndo sao encontrados em outros organismos
eucarioticos (MITSUDA; OHME-TAKAGI, 2009). Essas familias de fatores de
transcricdo incluem APETALA2 (AP2) responsivos a etileno com elemento de
ligaggo ERF; NO APICAL MERISTEM (NAM), ATAF1/2, CUP-SHAPED
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COTYLEDON 2 (CUC2 ou NAC); WRKY; ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3
(ABI3)/VIVIPAROUS1 (VP1); auxin response factor (ARF) e SQUAMOSA promoter
binding protein (SBP ou SPL). Muitos dos fatores de transcricdo de familia
especificas de plantas s&o relacionados com genes de regulagdo do
desenvolvimento de 6rgdos e sistemas de resposta para adaptagdes ambientais
(YAMASAKI et al., 2013).

No presente trabalho, pdde-se verificar a identificacdo de algumas familias de
fatores de transcricdo. Assim, em laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai, foram identificadas 32
familias de fatores de transcricdo (Tabela 8S). Aos 7 dai, identificou-se 15 familias
(Tabela 9S). Em lima acida ‘Galego’ aos 5 dai, identificou-se 3 familias de fatores de
transcrigdo (Tabela 10S) e aos 7 dai, 23 familias de fatores de transcrigdo foram
identificadas (Tabela 11S). Ao todo 37 familias identificadas em todos os tempos.
Essas familias ja foram amplamente estudadas em eucariotos e nem sempre
exclusivamente de plantas. Algumas como MYB, possuem a nomenclatura em
referéncia a primeira identificacdo em célula animal. Estes fatores de transcricao
fazem parte, em sua maioria, de resposta a estimulos externos e da entrada de
patégenos.

O etileno é um sinalizador para fatores de transcricdo, juntamente com os demais
horménios vegetais (acido jasmdnico, auxinas, citocinas) (MAO et al., 2015). Em
laranja ‘Hamlin’ foram identificados, aos 5 dai, 16 transcritos que correspondem a
fatores de transcricdo responsivos a etileno (Tabela 8S) e aos 7 dai, foram
identificados 4 (Tabela 9S). Em lima acida ‘Galego’ foram identificados transcritos de
fatores de transcricdo apenas aos 7 dai, sendo 10 responsivos aos etileno (Tabela
11S).

Existem pequenas sequéncias especificas que sao capazes de regular a
funcdo de transcricdo, garantindo mecanismos para assegurar padrboes estaveis de
ativacdo do gene e repressao (PTASHNE, 2011). Uma reacéo de transcri¢cdo sera
efetiva se todos os fatores requeridos (cis e trans) cooperararem para recrutar a
magquinaria transcripcional da célula (LEVINE, 2010).

Os fatores de transcricdo sao muito importantes no processo de interagcao
patdégeno-hospedeiro, pois, sao responsaveis pela ativacdo de genes de proteinas R

(PR), fitoalexinas e defensinas.



46

Figura 16- Fatores de transcri¢ao identificados em todos os tempos, nas duas espécies de
citros. FT: Fator de transcrigdo; H5: laranja ‘Hamlin” aos 5 dai; H7: laranja ‘Hamlin” aos 7
dai; LG5: lima acida ‘Galego’ aos 5 dai; LG7: lima acida ‘Galego’ aos 7 dai.

Em laranja ‘Hamlin’ e em lima acida ‘Galego’ foram identificadas varias
familias de fatores de transcricao diferencialmente expressos. Para os fatores de
transcricdo nao foi considerado o fold-change, apenas o p-value. Assim, todos os
transcritos relacionados a fatores de transcricdo que apresentaram p-value >= 0,05
foram considerados como relevantes para a resposta da planta ao patégeno.

Em laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai, foram identificados 140 transcritos (Tabela 8S)
e aos 7 dai, foram identificados 27 transcritos para fatores de transcricdo, sendo de
familias diversas (Tabela 9S). Destes, 3 transcritos se repetem nos dois tempos
(Figura 16, Tabela 8S, 9S). Em lima acida ‘Galego’ foram identificados aos 5 dai, 3
transcritos (Tabela 10S) e, aos 7 dai, 71 transcritos também de familias diversas
(Tabela 11S). Nenhum destes transcritos se repete tempos (Figura 16), sendo que 3
familias de transcritos se repetem em todos os tempos, sendo elas MYB, WRKY e
bHLH.

Essa diferengca da quantidade de transcritos de uma espécie para outra,
sugere que os mesmos estdao envolvidos na interagdo planta-patégeno e no
desenvolvimento da doenga. Em laranja ‘Hamlin’, resistente a XauC, em ambos os
tempos analisados os fatores de transcricao estao ativados em maior quantidade do
que na lima acida ‘Galego’, o que faz com que as respostas e expressao de PRs

sejam mais eficientes em laranja, levando a contengao da infecgao.
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4.9 Transcritos sem fung¢ao descrita

Algumas sequéncias apresentaram expressao 0 (zero) na amostra controle,
enquanto na amostra experimental houve expressdo das mesmas. . Tanto laranja
‘Hamlin’ como lima acida ‘Galego’ apresentaram genes sem fungéo descrita nos dois
tempos analisados. Em laranja ‘Hamlin’, aos 5 dai, 8 transcritos tiveram expressao
igual a 0 no controle, apresentando expressédo apenas na amostra experimental. Aos
7 dai, 308 transcritos apresentaram expressao apenas no infectado. Em lima acida
‘Galego’, aos 5 dai, um transcrito apresentou expressdo apenas na amostra
experimental e, aos 7 dai, nenhum transcrito teve expressao igual a zero.

Quando submetidas a categorizagdo funcional pelo Blast2GO, estes
transcritos ndo tiveram identidade com nenhuma das sequéncias dos bancos de
dados publicos utilizados para a categorizagao funcional dos mesmos.

Em varios destes transcritos foi possivel identificar dominios funcionais
putativos, o que permite inferir sobre a possivel funcdo dos mesmos.

Destes, alguns chamam mais atengcdo pela presengca de dominios
importantes. E o caso do transcrito NONCS_RNA 7620, presente em laranja
‘Hamlin’ aos 5 dai. Este transcrito possui dois dominios identificados como LRR
receptor-like serine/threonine-protein kinase. A grande importancia deste dominio se
da pela sua possivel fungdo, quando ha a interagdo da planta com fatores externos

que possam causar mudancgas fisiolégicas na planta como um todo.

V- DISCUSSAO

A categorizacao funcional dos genes (transcritos) diferencialmente expressos
(GDEs) em laranja “Hamlin” e lima acida ‘Galego’ em resposta a infecgao com
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC), mostrou que os mesmos
participam de processos bioldgicos tais como fotossintese, resposta ao estresse,
metabolismo de agucares, metabolismo secundario e de respostas que sao
desencadeadas quando ocorre interferéncia provocada por fitobactérias
patogénicas. Esses processos estdo intimamente ligados a manutengao da célula e

com os mecanismos de defesa que sdo ativados contra estimulos externos e
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patogenos (CERNADAS et al., 2008; DODDS; RATHJEN, 2010; MARTINELLI et al.,
2013; MACHO; ZIPFEL, 2014).

Em se tratando de duas espécies de citros, uma resistente e outra suscetivel
a XauC, optou-se por dar maior atencao as vias que interferem no metabolismo
secundario, fotossintese e resposta ao estresse, uma vez que estas vias tem maior
destaque em estudo com interagcdo patdégeno-planta, como em experimento
realizado por Cernadas e colaboradores (2008), através de hibridizagao subtrativa
com as bactérias Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) e XauC em laranja doce e lima
acida ‘Galego’, onde puderam notar que, transcritos ligados a fotossintese, em sua
maioria, encontravam-se reprimidos ou sem expressao diferencial. O mesmo foi
observado por Martinelli e colaboradores (2013) para o greening ou HLB
(Huanglongbing) em frutos de laranja doce, e por Fu e Liu (2013) com perfis
transcricionais de laranja doce transgénica resistente ao cancro citrico.

No presente trabalho, os transcritos relacionados a fotossintese apresentaram
respostas discrepantes aos 5 dai. Enquanto em laranja ‘Hamlin’ todos os transcritos
relacionados a fotossintese se mostraram reprimidos, em lima acida ‘Galego’
nenhum transcrito relacionado a fotossintese apresentou expressao alterada em
relacdo ao controle. Este resultado estda em concordancia com o observado por
Cernadas e colaboradores (2008). Esse tipo de comportamento foi observado
também por Rudolph (1993), que descreveu o que acontece com a folha em caso de
ataque de patoégeno bacteriano, afirmando que com a infecgdo pela bactéria na
folha, ha o extravasamento de conteudo celular, causando assim o aspecto de
encharcamento no inicio da doenca, diminuindo a taxa fotossintética, o metabolismo
de carboidratos, trazendo danos a planta.

Para a espécie de lima acida ‘Galego’, aos 5 dai, foram identificadas poucas
vias relacionadas ao metabolismo primario. Ja para laranja ‘Hamlin’, aos 5 dai,
muitas vias de metabolismo primario foram identificadas. Dentre elas, a via da
fotossintese se destacou por estar diretamente relacionada ao metabolismo de
carboidratos e energia.

Em laranja ‘Hamlin’, identificou-se transcrito correspondente ao gene que
codifica uma redutase, mais especificamente uma ferredoxina-NADP+ redutase

(FNR), responsavel pelo transporte de elétrons, fazendo parte da fixagado de carbono
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em organismos fotossintéticos. Ela faz parte do complexo da desidrogenase e sao
doadores de ferredoxina, flavodoxina e adrenodoxina para os metabolismos basais
redox de plastideos e mitocondrias. Catalisa a reacao final do transporte de elétrons
fotossintéticos, ou seja, a transferéncia de elétrons reduzidos do fotossistema I. Essa
reacdo doa NADPH necessarios para a assimilagio de CO? em plantas
(MUSUMECI; CECCARELLI; CATALANO-DUPUY, 2012) e participa também nos
processos de transferéncia de elétrons como fixagdo de nitrogénio, biossintese de
isoprendides, metabolismo de esterdides e resposta ao estresse oxidativo
(MUSUMECI; CECCARELLI; CATALANO-DUPUY, 2012). ela é considerada enzima
chave para o transporte de elétrons fotossintéticos, participando de processos como
o fluxo de elétrons no fotossistema | e no controle de homeostase NADPHNADP+
em estresse de cloroplastos (PALATNIK et al., 1997).

Em laranja ‘Hamlin’ foram identificados transcritos relacionados com a
fotossintese, em destaque para s-sulfocisteina sintase cloroplastica. Também
encontrada em Arabidopsis taliana e Cucumis sativus, sua atividade é essencial
para o bom funcionamento do cloroplasto e controle da atividade redox dependente
de luz (WATANABE et al. 2008; BERMUDEZ et al. 2010; 2012). Estes transcritos
foram reprimidos em laranja ‘Hamlin', corroborando com dados obtidos por Cernadas
et al. (2008), que também observaram que genes ligados a fotossintese foram
reprimidos em variedades de laranja doce ap6s infecgdo com XauC. Este fato € mais
ou menos previsivel, uma vez que a reagdo de hipersensibilidade (HR)
desencadeada pela presenga de XauC leva a morte celular programada localizada,
com consequente diminuigdo da fotossintese. Em lima acida ‘Galego,” aos 5 dai, nao
foram identificados transcritos diferencialmente expressos relacionados a
fotossintese, ciclo do acido citrico e fosforilagdo oxidativa. Este fato sugere que, em
lima acida “Galego, a resposta a presenca do patoégeno é tardia.

Os processos biolégicos necessarios para o bom funcionamento das
atividades celulares incluem, além da fotossintese, manutengdo das células,
metabolismo de carboidratos e acucares e diversos outros. Levando-se em
consideracgao vias essenciais, podemos destacar a via de degradacgao de tolueno (3-
hydroxyacyl-CoA desidrogenase), que esta intimamente ligada a via de degradacgao

de benzoato (enoyl-CoA hydratase) (Tabela 3S e 4S), interferindo na formacgao do
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acetil-CoA, que entrara no ciclo do acido tricarboxilico, excedendo a capacidade do
mesmo e fazendo com que o tecido entre em colapso.

O ciclo do acido citrico participa de um dos processos biolégicos mais
importantes. E ele que comanda o metabolismo de carboidratos para geracgéo de
energia nas células vegetais, fornecendo assim, substratos necessarios para o bom
funcionamento (NELSON et al., 2010).

Em laranja ‘Hamlin’, o ciclo do acido citrico apresentou alteragdo na enzima
citrato sintase, responsavel pela formagao do citrato, na primeira reagao do ciclo.
Observou-se também, alteragdo na enzima succinil-ligase (succinil-CoA sintase),
provocando assim maior fluxo de substratos decorrentes do ciclo, necessarios para
que continuem os processos de fosforilagdo oxidativa, uma vez que quando ocorre
infeccdo da célula, toda a maquinaria celular trabalha em funcdo de conter a
propagacao da mesma.

Algumas vezes, elevados niveis de agucar e amido presentes em espagos
apoplasticos funcionam como sinalizadores para facilitar a formagao de metabdlitos
secundarios de defesa para que a célula possa responder ao ataque de patdgenos
mais rapidamente (MOGHADDAN; VAN DEN ENDE 2012; FU; LIU, 2013).

Aos 5 dai, muitos transcritos relacionados ao metabolismo secundario foram
identificados em laranja ‘Hamlin’ (Tabela 3S), sendo que a maioria dos induzidos sé&o
transcritos de fenilalanina amoénia liase (PAL), cinnamoyl- reductase e cytochrome
p450 79a2. Estes, também relatados por Schuler e colaborador (2003), Cernadas e
colaboradores (2008) e Fu e colaborador (2013).

Em todos os tempos foram identificados transcritos relacionados a defesa,
variando apenas a quantidade.

Um desses transcritos foi a enzima Feruloyl CoA ortho-hydroxylase 1 (F6'H1),
uma oxidoredutase ligada ao processo de morte celular programada (KAI et al. 2008;
SHIMIZU, 2014), sendo que em lima acida ‘Galego’, a quantidade de genes
relacionados a defesa e ao metabolismo secundario € baixa, sugerindo uma relagao
entre pouca quantidade de transcritos e a susceptibilidade da bactéria, permitindo
que a doenca se instale.

Houve expressao diferencial de transcritos relacionados a metabolismo

secundario tanto em laranja ‘Hamlin’ como em lima acida ‘Galego’, mas com
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diferenca temporal. Em laranja ‘Hamlin’, , foram identificados muito mais transcritos
aos 5 dai do que aos 7 dai, enquanto que em lima acida ‘Galego’ ocorreu o contrario,
ou seja, foram identificados pouquissimos transcritos aos 5 dai e muitos aos 7 dai.
Novamente, parece que a resposta ao patdogeno em lima acida ‘Galego’ é mais
tardia do que em laranja ‘Hamlin’, o que pode explicar a diferengca de
susceptibilidade das duas a XauC.

Os valores de diferenga de expressao também foram altos e o transcrito com
maior expressao aos 5 dai em laranja ‘Hamlin’, foi identificado como hyoscyamine 6-
dioxygenase-like (Tabela 3S). Esta enzima atividade de oxidoredutase, participando
de processos de oxidacdo e redugdo e esta presente na via de biossintese de
flavondides como flavanona 3-dioxygenase (F3H), sendo a enzima chave para a via
que é responsavel pela sintese de flavondides, importantes para o crescimento das
plantas, desenvolvimento e reprodugcdo como também de tolerancia a estresse
bidtico e abidtico (KHLESTKINA; TERESHCHENKO; SALINA, 2009).

A via de sintese de flavonoides juntamente com a via de biossintese de
fenilpropandides, é responsavel pela sintese de grande parte dos precursores de
metobdlitos secundarios. A fenilalanina aménia liase (PAL), € uma das enzimas mais
importantes na via, pois participa do inicio da biossintese de fenilpropapandide
(PPP), transformando fenilalanina em &cido trans cinédmico, reacdo catalisada
posteriormente por acido cinamico 4 hidroxilase (C4H) (BUCHANAN; GRUISSEM,;
JONES 2000). Em estudos realizados por Park e colaboradores (2013) em folhas de
arroz, identificou-se a via fenilpropandide ativa e transcritos de PAL induzidos em
folhas tratadas com raios UV.

Fukushima e colaboradores (2012) analisaram dados de transcriptoma de
folhas, frutos e raizes de tomate, depositados em bancos publicos e utilizando
analise individualizada de componentes, observaram grande acumulo de flavondides
nas folhas e frutos, porém muito pouco nas raizes de tomate, sugerindo que a
coexpressao diferencial indica uma mudanca na coexpressao do gene, podendo
‘reprogramar” as “redes” do transcriptoma entre dois tecidos bioldgicos.

Em lima acida ‘Galego’, apenas um transcrito da via fenilpropandide
apresentou-se diferencialmente expresso, de forma reprimida. Trata-se de uma

peroxidase 5 (PERS5), responsavel pela resposta a estresse e processos oxidativos.
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Esta enzima ja foi descrita em Arabidopsis thaliana e Scutellaria baicalensis
(MEDHY, 1994) como participando do processo de defesa quando ha ataques de
patéogenos, removendo o perdxido de hidrogénio formado e outras espécies de
oxigénio reativo (ROS) (MEDHY, 1994; SZATMARI et al., 2014).

Estando reprimida, atua na contengdo da colonizagdo bacteriana na folha
de‘Hamlin’, onde as peroxidases estdo em sua maioria superexpressas.

De um modo geral, em lima acida ‘Galego’, suscetivel a infeccdo por XauC,
observou-se que ocorre a inativagao e até mesmo repressao de muitos mecanismos
de defesa aos 5 dai, mecanismos estes que seriam essenciais para barrar o
desenvolvimento da doenca. Ainda que neste periodo a via de biossintese de
isoflavonas esta superexpressa, assim como a da fenilalanina e de fenilpropandide,
com um transcrito identificado para cada, sao insuficientes para que a planta possa

reconhecer a ameacga a tempo e combater o patdogeno de forma eficaz.

5.1 Resposta de defesa inata

Plantas, por serem seres sésseis, desenvolveram mecanismos moleculares
para a deteccao de pragas e patdgenos que ativam respostas de defesa. O sistema
de defesa inata das plantas realiza detec¢ao especifica através de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), que reconhecem padrées moleculares
associados a patégenos (PAMPs). Essa resposta de resisténcia € conhecida como
PTI (PAMP-triggered immunity). Alguns patégenos secretam proteinas efetoras que
desregulam PTI. Para que haja o contra-ataque por parte da planta, proteinas de
resisténcia da planta, chamadas proteinas R, reconhecem os efetores secretados
pelo patdgeno e ativam ETI (Effector-Triggered Immunity) (POSTEL; KEMMERLING,
2009; DODDS; RATHJEN, 2010; MONAGHAN; ZIPFEL, 2012; ZIPFEL, 2014). O
reconhecimento das células bacterianas por parte das células da planta ocorre por
meio de proteinas de membrana que fazem parte do mecanismo imune inato da
planta, formado pelas proteinas PRR. Por serem os primeiros a serem disparados
assim que a planta percebe a entrada de algo estranho a célula vegetal, como
resposta ao estresse, € disparada uma série de compostos para barrar o patégeno,

a maioria sintetizados pela via fenilpropandéide (PPP), também é responsavel pela
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fortificacdo da parede celular através de ligninas, barrando assim a infeccao de
tecidos sadios (LEGRAND; FRITIG; HIRTH, 1976). A biossintese de fenilpropandide
€ responsavel pela formagdo da maioria dos compostos fendlicos, como acido
benzdico, acido salicilico (AS) e acido jasmbnico (JA), além de estimular a sintese
de etileno. Estas moléculas sdo eficazes na defesa de plantas e ativadoras de
algumas proteinas PR (Pathogen related) envolvidas na defesa de plantas como
quitinases, glucanases, peroxidases e taumatinas, que participam tanto do
metabolismo primario quanto do secundario (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2000; THOMMA et al., 2011; ZIPFEL, 2014).

As quitinases e endo quitinases sio ativadas principalmente nas interacdes
planta-fungo e para bactérias que possuem o sistema de secrecao tipo trés (T3SS)
(MAHER et al., 1994; SZATMARI et al., 2014), como é o caso de XauC, que ao
adentrar a célula vegetal através de aberturas naturais, injeta efetores que seréo
detectados pelas plantas resistentes mas nao pelas susceptiveis.

Grande parte dos transcritos identificados em ’Hamlin’® sdo oxidases,
transferases, monoxigenases, oxidoredutases e peroxidases que sdo responsaveis
por essa ativagao de resposta, através dos receptores de sinalizacdo do tipo NB-
LRR (Nucleotide binding-leucine rich repeat).

Os NB-LRR sao proteinas polimorficas responsivas a efetores de viruléncia,
também chamadas de proteinas de aviruléncia (Avr). Funcionam como receptores
de sinal para a ativagdo de sintese de homodnios como Oxido nitrico, espécies
reativas de oxigénio, acido jasménico, acido benzadico e etileno (DE YOUNG; INNES,
2006; MCHALE et al., 2006; LEE; YEOM, 2015).

Juntamente com o0s receptores, encontram-se as proteinas de
reconhecimento de patdégenos com dominio LRR. Tais proteinas subdividem-se em
dois tipos, RLP (receptor like protein) que sao receptores compostos por um dominio
extracelular, um transmembrana e uma curta regido citoplasmica associada com um
dominio quinase (WANG et al., 2008; YANG et al.,, 2012) e RLK (receptor like
kinase) que possuem um dominio quinase citoplasmico em suas extremidades e sao
utilizadas para sinalizacdo celular (TOR; LOTZE; HOLTON, 2009; ANTOLIN-
LLOVERA et al., 2012; YANG et al., 2012). Receptores RLK sao responsaveis pela

percepcao de estimulos externos e internos. Possuem um grande numero de
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receptores-like proteina kinases que recebem o sinal e repassam até a ativacao de
expressao no gene de destino (SCHWESSINGER; RONALD, 2012; BURDIAK et al.,
2015).

O processo infeccioso dependera diretamente da planta que o patdégeno
entrara em contato (COURNOYER; DINESH-KUMAR, 2011). Em lima &cida
‘Galego’, o processo inicia-se logo apos o contato da bactéria com os tecidos da
planta. A bactéria XauC ultrapassa o espaco apoplastico, entrando em contato direto
com as células da planta. Nao ha reconhecimento das células bacterianas invadindo
o tecido hospedeiro ou esse reconhecimento é ineficiente, pois, mesmo com a
presengca dos receptores, a colonizacdo dos tecidos vegetais pela bactéria
prosseguiu (SCHWESSINGER E RONALD, 2012) (Tabela 3S).

Em laranja ‘Hamlin’, gendtipo resistente a XauC, transcritos do tipo RLP e
transcritos do tipo RLK foram identificados tanto aos 5 como aos 7 dai.

Em laranja ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’ identificou-se, tanto aos 5 quanto
aos 7 dai, transcritos que codificam uma proteina LRR receptor-like serine threonine-
protein kinase fls2 (Tabelas 3S, 4S, 5S e 5S). Tal proteina é responsavel pelo
reconhecimento da flagelina, presente no flagelo de bactérias, desencadeando
resposta do tipo PAMPs e MAMPs, causando PTI.

Também reconhecem efetores inseridos pelo patdégeno no interior da célula.
Ativam os EF-Tu, que sao fatores de elongacdo (ZHANG et al.,, 2013). Em
experimento realizado por Sun e colaboradores (2013) verificou-se que essa
sinalizagdo acontece em Arabidopsis taliana, através da interagcdo de duas
moléculas que formam uma superestrutura o receptor AtFLS2 acoplado ao AtBAK1,
tornando-se funcional, formando uma plataforma ligante para reconhecimento de
patégenos, podendo isso ocorrer também em Citrus sp., por ser conservada em
muitas espécies de plantas.

O dominio de receptores serina/treonina proteina kinase (STK) e de
receptores do tipo cistein-rich receptor-like protein kinase (CRK) foram identificados
para ambas as espécies. Sao de extrema importancia para reconhecimento de
agentes externos que tenham adentrado o citoplasma.

Todos esses receptores correspondem a proteinas PRR. Tais proteinas

sinalizam para os receptores do tipo NB-LRR (Nucleotide binding-leucine rich repeat
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domain). Esses tipos de receptores desempenham papel fundamental na planta,
sendo responsaveis por fazer o reconhecimento dos efetores no citoplasma e
sinalizar para que a cascata de sinalizagdo hormonal se inicie (ZHANG et al., 2013;
WU et al., 2014; ANTOLIN-LLOVERA et al., 2014).

Sem esse reconhecimento em lima acida ‘Galego’ ocorre ineficiéncia na
sinalizacdo NB-LRR, necessaria para o desencadeamento da cascata hormonal,
iniciada pela liberacdo de acido salicilico, acido benzdico, acido jasmonico, ROS e
etileno. Uma vez que estes compostos sdo precursores eficazes na defesa de
plantas e ativadores de algumas proteinas PR como quitinases, glucanases,
peroxidases, taumatinas, que participam tanto do metabolismo primario quanto do
secundario (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES 2000; THOMMA et al. 2011).

5.2 Sinalizagao hormonal e fatores de transcrigao

Eventos de sinalizagdo e reconhecimento sdo chamados SAR (systemic
acquired resistance) (VAN VERK et al., 2011).

Proteinas do tipo MAPK (Mitogen-activated protein kinase) sao sinalizadores
intracelulares, incluindo serina, treonina e tirosina proteina kinase, responsaveis pela
ativacdo de cascata hormonal, principalmente do etileno. Tais proteinas sinalizam
para ativagdao de hormoénios, por reconhecerem e sinalizar em cascata para que
sejam ativados concomitantemente, os fatores de transcricao (WU et al., 2014).
Também sao sinalizadores as proteinas F-box (FBPs). Possuem localizagao
citoplasmatica e nuclear, fungdo de sinalizagdo rapida e ativagdo de fatores de
transcricao (KIPREOS & PAGANO, 2000; NAVARRO-QUEZADA et al., 2013).

Em laranja ‘Hamlin’ houve uma maior quantidade de transcritos destas
moléculas sinalizadoras do que na lima acida ‘Galego’ (Tabelas 3S, 4S, 5S e 6S),
que influi diretamente na ativagao de fitormonios e fatores de transcrigcao.

Grande parte dos fitormbnios é ativada durante a infecgcao de patdgenos e
dependem de sinalizagao, seja por estimulo bidtico ou abidtico. Para ativacdo de
SAR, é necessario que acido salicilico (SA) esteja presente e se acumule nas
regidoes de danos da célula, no caso de interferéncia biédtica (LOAKE; GRANT, 2007;

KUMAR, 2014). O SA é sintetizado na via do shikimato, pela conversao de corismato
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em isocorismato, podendo ocorrer ainda pela via da fenilalanina através da
fenilalanina amoénia liase (PAL) (YALPANI et al., 1991; KUMAR, 2014). Caso a via
da fenilalanina seja inibida, ainda assim pode ocorrer o acumulo de SA. Em laranja
‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’, foi identificado corismato mutase. O SA faz parte dos
compostos fendlicos responsaveis por ativar SAR (KUMAR, 2014). Caso a via da
fenilalanina seja inibida, ainda assim pode ocorrer o acumulo de SA. Em laranja
‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’, foi identificado corismato mutase. O SA faz parte dos
compostos fendlicos responsaveis por ativar SAR (KUMAR, 2014).

Em um estudo realizado por Mur e colaboradores (2006), observou-se que,
plantas de Arabidopsis tratadas com baixas concentracbes de JA e SA
apresentaram um efeito sinérgico sobre a expressdo de genes PR1 PDF1.2
enquanto que o tratamento com maior concentragdes resultou em um efeito
antagonista. Isso pode corroborar com os poucos transcritos identificados para esse
gene no presente estudo.

Dentre os transcritos, identificou-se transcritos referentes a sintese de etileno,
fazendo parte da via da metionina ou ciclo de Yang (BUCHANAN; GRUISSEM,;
JONES, 2000; BURSTENBINDER; SAUTER, 2011). O 1-aminocyclopropano (ACC)
€ o precursor do etileno, sendo intermediario da reagao com S-adenosilmetionina na
biossintese, participando do ciclo da metionina e sintetizando o gas etileno
(BURSTENBINDER; SAUTER, 2011; VAHALA et al., 2013; MAO et al., 2015).

Os resultados obtidos indicam que a sintese de etileno na espécie resistente
(laranja ‘Hamlin’) é ativada mais rapidamente do que na espécie susceptivel (lima
acida ‘Galego’), uma vez que em laranja ‘Hamlin’ foram encontrados muitos
transcritos para proteinas envolvidas na sintese de etileno tanto aos 5 como aos 7
dai, enquanto que em lima acida ‘Galego’ quase nao houve transcritos para esses
componentes. Isso sugere que, enquanto na espécie suscetivel ndo acontece a
biossintese de etileno, retardando as respostas e defesa contra o patégeno, ha um
aumento significativo na concentracdo de etileno da espécie resistente. Uma
determinagao das concentragdes de AS em folhas de laranja ‘Hamlin’ e de lima
acida ‘Galego’ infectadas com XauC poderia comprovar esta hipotese. Um modelo
dos mecanismos de defesa utilizados pela laranja ‘Hamlin’ para resisténcia a

infecgado por XauC é mostrado na Figura 17.
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Figura 17-: Modelo proposto dos mecanismos de defesa utilizados pela laranja ‘Hamlin’ em
resposta a infecgdo causada pela bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (XauC).
Em um primeiro estagio, ha o contato da bactéria com PAMP (patogen associated molecular
pattern) e sera reconhecido pelos receptores PRR que desencadeiam a reagdao de PTI
(PAMP-triggered immunity). Em um segundo estagio, XauC introduz os efetores através do
sistema de secrecado tipo trés (SSTT), que através de uma cascata de eventos sera
reconhecido pelas proteinas NB-LRR, ocorrendo assim ETI (effector-triggered immunity).
Juntamente a esses eventos ocorre a sinalizagcdo de hormdnios e fatores de transcricdo que
ativam resposta de defesa do tipo PR (patogen recognition), lipoxigenases e fitoalexinas.

5.3 Proteinas de resisténcia PR e cascata de sinalizagao hormonal

Os transcritos com maior expressao foram identificados como proteinas de
resisténcia (PR) Em laranja ‘Hamlin’, o transcrito com maior valor de expresséao foi
identificado como Thaumatin-like protein 12 (Pathogenesis-related protein 5a).

As taumatinas fazem parte do grupo das proteinas PR e sao induzidas por
varias condi¢gdes ambientais e bidticas. Foram primeiramente descritas em tabaco

como resposta ao estresse osmoético (SINGH et al., 1987) e em espaco apoplastico
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de folhas de centeio, na aclimatacdo com atividade anti-congelamento
(ANTIKAINEN et al., 1996). Em situagédo de HR e SAR, s&o identificados altos niveis
de expressao de proteinas PR.

A sinalizagdo de moléculas que mediam a indugdo dessas proteinas nas
plantas durante a infeccdo inclui SA para PRs acidicas, bem como etileno e metil
jasmonato para PRs basicas (TORNERO et al., 1997; KITAJIMA; SATO, 1999;
CAMPOS et al., 2007).

Familias de genes PRs em citros tem sido pouco estudadas. Proteinas
quitinase e glucanases em citros sdo associadas a desenvolvimento de frutos
(MCCOLLUM et al., 1997) e resposta a patogenos (PORAT et al., 2001; PORAT et
al.,, 2002; FANTA et al.,, 2003; PORAT et al., 2003), bem como expressao
constitutiva (RECUPERO et al., 1997). Esses genes PR em citros também podem
ser disparados por altas temperaturas (PAVONCELLO et al., 2001), raios UV e
ferimentos (PORAT et al.,, 1999) e acido R-aminobutirico (PORAT et al., 2003).
FAGOAGA et al. (2001) reportou que a proteina PR-5 de tabaco, pode ser
superexpressa constitutivamente em plantas transgénicas de Citrus sinensis,
conferindo resisténcia para o patdégeno Phytophthora citrophthora, sugerindo que
proteinas PR podem ser usadas em programas de melhoramento genético de citros
(CAMPOS et al., 2007).

5.4 Fatores de transcricao

Uma vez que uma bactéria invade o tecido vegetal, os PAMPs, efetores de
agentes patogénicos e elicitores sao percebidos, e respostas de defesa sado ativadas
por uma rede de vias de sinalizagao, mediadas por horménios de defesa, o que, leva
a reprogramacao transcricional que regula coordenadamente expressédo de um ou
varios conjuntos de genes (ZHANG et al., 2015).

A reprogramacéo da transcrigdo é consequéncia da agao coordenada de uma
gama de fatores de transcricdo que funcionam diretamente ou indiretamente, para
que a sua atividade se dé de forma adequada. Fatores de transcricao sao divididos
em diferentes familias, de acordo com dominios estruturais conservados que estédo

envolvidos na atividade de ligacdo do DNA e inumeros outros fatores de transcricéo
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pertencentes as familias AP2 / FER, NAC, WRKY e bZIP tém sido implicados em
plantas diversas respostas contra patégenos (SEO; CHOI, 2015).

Os fatores de transcricdo regulam o primeiro passo da expressao do gene e,
sdo definidos como proteinas contendo um dominio de ligagdo ao DNA (DBD) que
reconhece uma sequéncia de DNA especifica. Além disso, algumas proteinas sem
DBD podem interagir com uma proteina DNA-binding para formar um complexo de
transcricdo. Os fatores de transcricdo e os complexos de transcricdo, ativam ou
reprimem a transcricdio (MITSUDA; OHME-TAKAGI, 2009; SCOTT, 2000;
RIECHMANN et al., 2000; SEO; CHOI, 2015).

Com o rapido desenvolvimento de sequenciadores automaticos de DNA, em
10 anos, conseguiu-se muitas informag¢des e sequenciamento de genomas inteiros
de plantas, o que facilitou muito a identificacdo de fatores de transcricdo. Plantas
possuem aproximadamente de 1000 a 3000 fatores de transcricdo ou reguladores
transcricionais, dos quais apenas 10 a 15% codificam para proteinas (DUVICK et al.,
2008; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010; JIN et al., 2014). Além disso, os perfis
transcricionais de respostas da planta a infecgao por patdégeno proporcionou uma
visdo de todo o genoma da expressao de genes, que pode ter fatores de transcrigdo
envolvidos em sistemas de defesa de plantas (WINDRAM et al.,2012; ZHU et al.,
2013).

Aproximadamente metade dos fatores de transcricdo existentes séao
considerados planta-especificos, pois ndo sdo encontrados em outros organismos
eucarioticos (MITSUDA; OHME-TAKAGI, 2009). Essas familias de fatores de
transcricdo incluem APETALA2 (AP2) responsivos a etileno com elemento de
ligacdo ERF; NO APICAL MERISTEM, ATAF1/2, CUP-SHAPED COTYLEDON 2
(NAC); WRKY; ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3)/VIVIPAROUS1 (VP1); auxin
response factor (ARF), e SQUAMOSA promoter binding protein (SBP). Muitos dos
fatores de transcricao de familia especificas de plantas sao relacionados com genes
de regulagdo do desenvolvimento de oOrgaos e sistemas de resposta para
adaptacdes ambientais (YAMASAKI et al., 2013) .

No presente trabalho, pdde-se identificar algumas familias de fatores de
transcricdo, bem como seus precursores (Tabelas 8S, 9S, 10S e 11S). As familias

identificadas em laranja ‘Hamlin’ e lima acida ‘Galego’ aos 5 e 7 dai foram, ao todo,
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37 familias, sendo as mais conhecidas WRKY, BHLH, MYB, HEAT SHOCK, AP2,
ARF, NAC e GRF. Essas familias ja foram amplamente estudadas e nem sempre
sdo exclusivamente de plantas. Algumas como MYB, possuem a nomenclatura em
referéncia as primeiras identificacbes em célula animal. Fazem parte, em sua
maioria, de resposta a estimulos externos e da entrada de patégenos.

Fatores de transcricdo tem que ser capazes de perceber rapidamente a
sinalizagao hormonal e, ser capaz de traduzi-la em resposta funcional.

Devem ser capazes de localizar e se ligar ao motivo especifico, enquanto os
cofatores devem reconhecer seu sitio na cromatina onde estes s&o requeridos.
Eficientes na supressdo da RNA Polymerase Il (RNAPol Il), ativadores de
transcricio devem ser capazes de recrutar RNAPII como alvo promotor. O
recrutamento de RNAPII deve ser executado varias vezes, para produzir mMRNA em
grandes quantidades, de acordo com a intensidade e frequéncia do sinal. Por fim,
fatores de transcricdo, devem ser capazes de desempenhar sua fungdo dentro de
redes maiores, funcionando cooperativamente ou antagonicamente, para regular a
expressao de redes de genes (MOORE; LOAKE; SPOEL, 2011).

Sao pequenas sequéncias especificas, capazes de regular a fungdo de
transcricdo, com mecanismos para assegurar padrdes estaveis de ativagdo de
genes e repressao (PTASHNE, 2011). Uma reacao de transcricdo sera efetiva se
todos os fatores requeridos (cis e trans) cooperarem para recrutar a maquinaria
transcricional da célula (LEVINE, 2010).

Os fatores de transcricdo sdo muito importantes no processo de interagao
patdgeno-hospedeiro, pois, sao responsaveis pela ativacdo de genes de proteinas R
(PR), fitoalexinas e defensinas.

Quando o etileno esta presente nos tecidos, também se torna responsavel
pela ativacao de fatores de transcricdo responsivos a sua presenga inclusive, ha
uma classe de fatores de transcrigao responsivos ao etileno. A transducéo de sinal
da extremidade dos receptores envolve fosforilacdo, degradagao proteossomal e a
translocacao nuclear de varios modulos regulatérios da via (QIAO et al., 2012). A
cascata leva a estabilizacao de fatores de transcricao EIN3 e EIN3-like1 (EIL1) (AN
et al., 2010).
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5.5 ERF/AP2

Os fatores de resposta a etileno (ERF/AP2) sdo uma grande familia de fatores
de transcricdo que possuem 4 proteinas ERF e inicialmente foram chamadas de
proteinas de ligacdo a elemento responsivo a etileno (EREBPs), identificadas em
tabaco e Arabdopsis (OHME-TAKAGI; SHINSHI, 1995; BUTTNER; SINGH, 1997). O
dominio ERF, que interage tipicamente com GCC box, consiste de 58-59
aminoacidos (OHME-TAKAGI; SHINSHI, 1995). Os ERFs pertencem a superfamilia
APETALA2 (AP2)/ERF, e partiiham estruturas conservadas dos dominios AP2 e
ERF.

A superfamilia AP2/ERF esta dividida nas familias AP2, RAV e ERF
dependendo do numero de dominios. A familia AP2 contém dois dominios AP2
(RIECHMANN; MEYEROWITZ, 1998). Esse dominio exibe um sitio de
reconhecimento de DNA por estrutura de folha $ (ALLEN et al., 1998; RIECHMANN
et al., 2000). A familia RAV contém um dominio AP2 e B3 (SWAMINATHAN et
al.,2008) e a familia ERF contém um dominio AP2 e um dominio ERF (FUJIMOTO et
al., 2000; SAKUMA et al., 2002).

Um nivel de complexidade é gerada pelo fato de diferentes ERFs mostrarem
capacidade de resposta temporal ao etilieno (ONATE-SANCHEZ; SINGH, 2002), e
que a regulacao pode depender de outros componentes ERF (ONATE-SANCHEZ et
al., 2007). Apesar da maioria dos ERFs serem responsivos a etileno, eles também
podem responder a outras sinalizagbes hormonais integradas, como acido
jasménico, auxina, acido absisico e citocininas (FINKELSTEIN et al., 1998; MENKE
et al., 1999; FUJIMOTO et al.,, 2000; LORENZO et al., 2003; RASHOTTE et al.,
2006; HIROTA et al., 2007; ZHANG et al., 2008; RASHOTTE; GOERTZEN, 2010;
MAO et al., 2015).

O etileno é um fitormdnio em forma gasosa, responsavel pelo crescimento e
desenvolvimento de plantas, e que ndo é encontrado em grandes quantidades na
célula. Em geral, € encontrado em quantidades normais e em condi¢gdes de
estresse, muitas vezes possui efeito de regulacado negativa para proliferagao celular,

por exemplo (SHI et al., 2012).
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A familia AP2/ERF abrange grande parte das familias de fatores de
transcrigcdo e dentro dela se encontram quatro subfamilias: AP2, ERF, dehydration-
responsive element-binding protein (DREB) e RELATED TO ABI3/VP1 (RAV). Essas
subfamilias estdo envolvidas com respostas a estresse abidtico, frio, desidratagao,
choque térmico e estresse mecanico, bem como resposta a etileno, desenvolvimento
de flores, raizes, embribes e sementes. Membros da subfamilia RAV estado
envolvidos também com a senescéncia de folhas (CHANDLER et al., 2007; MIZOI et
al., 2012; YAMASAKI et al., 2012).

5.6 ARF

Na superfamilia B3 se encontram ARF; LEAFY COTYLEDONZ2-ABI3-VAL
(LAV); RAV; REPRODUCTIVE MERISTEM (REM) e todas essas familias tem funcéo
relacionada com horménios de resposta (YAMASAKI et al., 2013).

Os fatores de resposta a auxina (ARFs), auxiliam as proteinas Aux/IAA na
interagdo com o DNA sozinhas, facilitando assim sua ligagéo.

Membros das familias ARF e LAV possuem um unico dominio B3, enquanto a
familia REM contém mais de seis repeticbes do dominio (SWAMINATHAN, et al.,
2008). Alguns membros da familia RAV possuem um dominio AP2/ERF juntamente
com B3. O reconhecimento dos motivos das sequéncias podem ser identificados por
membros da familia ARF. Em contraste, membros de outras familias, como VRN1 da
familia REM nao possuem afinidade especifica para ligagdo com DNA, necessitando
assim de um ligante (LEVY et al., 2002; YAMASAKI et al., 2013).

Como ultimo passo na regulagdo de genes com sinalizacdo de auxina, 0s
componentes de fatores de transcrigdo ARF tem especificidade a auxina na selegéao
de genes alvo (BOER et al., 2014).

Em trabalho realizado por Drisch & Sthal (2015) em raizes de Arabidopsis
taliana, a regulacao de fitormdnios através de fatores de transcricdo do tipo ARF
controla a proliferacdo e desenvolvimento das mesmas. Ja no presente estudo, aos
5 dai, foram identificados 6 transcritos referentes a ARF, para laranja ‘Hamlin’ e
nenhum para lima acida ‘Galego’. Ja aos 7 dai, nao foram identificados nenhum

transcrito para ambas espécies.
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5.7 WRKY

A familia WRKY ¢é definida pela sequéncia de aminoacidos conservados
WRKYGQK na regido N-terminal junto com o motivo semelhante a dedo de zinco
(motif zinc-finger-like), e atividade de ligagdo ao DNA (DNA binding) (Tabela 4S). E
uma superfamilia extensa, que possui um unico motivo semelhante a dedo de zinco
e € encontrada apenas em plantas.

E subdividida em dois grandes grupos: o grupo | possui dois dominios WRKY,
enquanto o grupo Il possui apenas um dominio WRKY. O grupo Il pode ser dividido
em dois subgrupos, baseados na estrutura do dominio WRKY e também em
algumas proteinas do grupo dois WRKY, como ABF2 e WIZZ, que contém o motivo
dedo de leucina (motif leucine-zipper) (MAEO et al., 2001).

Aos 5 dai, tanto em laranja ‘Hamlin’ quanto em lima acida ‘Galego’, foram
identificados 24 e 1, transcritos de fatores de transcricdo da familia WRKY,
respectivamente. Ja aos 7 dai, identificou-se 2 e 10 transcritos referentes a essa
familia de fatores de transcricdo. O que pode indicar que, a resposta da laranja
‘Hamlin’ ao patégeno é mais rapida do que a resposta da lima acida ‘Galego’.

Os fatores de transcrigcdo da familia possui interagdo com diversos genes, entre eles
a lipase-like PAD4 (Phytoalexin deficient 4) e pode heterodimerizar para ativagao do
elicitor de percepgao de sinal EDS1 (enhanced disease susceptibility 1).

O PAD4 tem localizagao nuclear e € importante para passos subsequentes da
via de biossintese de acido salicilico (SA). Quando n&o ha a ativagédo de PAD4, pode
nao ocorrer o acumulo de SA suficiente para dar inicio a resposta SAR (VAN VERK
et al., 2011).

Apesar de expresso nas duas variedades, a resposta € insuficiente para
contencdo da doenga em lima acida aos 5 dai., uma vez que ja esta colonizando o
tecido sem que haja nenhuma barreira, tanto fisica quanto quimica. Isso indica a

demora da deteccgao, afetando a resposta.

5.8 bHLH
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Fatores de transcricdo de dominio BHLH (helix-loop-helix proteins) sao
proteinas que se ligam a regides especificas do DNA e ajudam a controlar a
atividade de genes especificos. Tais proteinas sdo fundamentais na regulagao de
muitas vias durante o desenvolvimento da planta, principalmente eventos de
diferenciacdo celular. Regulam importantes processos metabdlicos como a
mobilizagcéo de fosfato e biossintese de fosfolipideos.

Em geral, o domino bHLH compreende cerca de 18 aminoacidos hidrofilicos e
um N terminal na extremidade do dominio, seguido por duas regides de residuos
hidrofébicos para formar a hélices anfipaticas, separados por um loop (HEIM et al.,
2003). E um dominio conservado entre plantas e animais, com uma estrutura
dimérica do complexo de ligagdo em plantas, com uma sequéncia de aminoacidos
conservada, que modulam a expressao do gene por ligacdo de DNA (HEIM et al.,
2003).

S&o conhecidos por serem importantes para a regulagdo da expressao de
proteinas, e estas regides podem ser conservadas ao nivel de aminoacidos
relacionadas entre espécies diferentes e estarem ligados a proliferagao celular e
elongacédo (KIM; KENDE, 2003). Esses fatores de transcricdo também atuam na
regulagao da biossintese de clorofila nos tecidos (HUQ et al., 2004).

Em laranja ‘Hamlin’ aos 5 dai, foram identificados 15 transcritos e em lima
acida ‘Galego’, apenas 1. Aos 7 dai, 5 e 6 transcritos foram identificados,
respectivamente. Indicando maior atividade dos fatores de transcri¢ao do tipo bHLH
nos estagios iniciais da doenga, onde a proliferagao celular € maior.

Analises genéticas da via de biossintese de antocianinas em milho indicaram
grupos de genes bHLH requeridos para a produgdo de pigmento roxo de
antocianina. Um estudo realizado por Petroni e colaboradores (2000), mostrou que
as proteinas bHLH interagem com proteinas R2R3-MYB, do grupo de fatores de
transcricaio MYB em Z. mays, quando expressos em conjunto, controlam a
pigmentacado dos tecidos (PETRONI et al., 2000). Portanto, grupos de fatores de
transcricdo podem interagir e, juntos, expressarem uma resposta ou caracteristica
diferentes de quando nao estdo associadas. MYC2 é o regulador chave de bHLH.

Regula a expressao de diferentes subtipos de genes responsivos a acido jasménico
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(BOTER et al., 2004; LORENZO et al., 2004; DOMBRECHT et al., 2007;
FERNANDEZ-CALVO et al., 2011).

5.9 MYB

O motivo MYB consiste de uma estrutura hélice-volta-hélice (helix-turn-helix)
com trés voltas espacgadas regularmente (DU et al., 2012).

Em plantas, os fatores de transcricdo MYB (Myeloblastosis) desempenham
um papel chave no desenvolvimento, incluindo metabolismo secundario, transdugao
de sinal de hormoénios, resisténcia a doencas e tolerdncia a estresses abidticos
(RIECHMANN et al., 2000; YANHUI et al., 2006).

Tais fatores de transcricdo possuem dominios proteicos, classificados em 4
grandes grupos, 1R-MYB, 2R-MYB, 3R-MYB e 4R-MYB, cada uma contendo uma,
duas, trés e quatro repeticbes do dominio, respectivamente. Em plantas, o dominio
que prevalece € o R2R3-MYB, e suas fun¢des incluem controle de morfogénese
celular, regulacao de metabolismo secundario, formagao de meristema e regulagao
do ciclo celular (DUBOS et al., 2010; DU et al., 2012).

O acido jasmoénico induz a expressao dos genes MYB21, MYB24, MYB57,
MYB108 (MANDAOKAR et al., 2006), modula e regula MYB21, MYB24 e MYB57
(SONG et al., 2011).

O dominio R2R3, dos fatores de transcricdo MYB, MYB77, interage com a
regiao C-terminal de ARF7 e promove sinergicamente a expressdao de genes
responsivos a auxina. MYB77 tem sua expressao reduzida sob condicbes de
privacao de potassio, conferindo alteragdo de respostas e condigdes de transicao de
nutrientes suficiente para deficiéncia de nutriente (SHIN et al., 2007; HILL, 2015).

Aos 5 dai, foram identificados 15 transcritos para laranja ‘Hamlin’ e 1
transcrito para lima acida ‘Galego’. Aos 7 dai, foram identificados 4 e 1 transcritos,
respectivamente. Ou seja, a expressao destes fatores de transcrigado € ativada por
Xauc em laranja ‘Hamlin’ mas ndo em lima acida ‘Galego’.

Com a inducéao dos fatores de transcricao MYB, juntamente com a sinalizagao
hormonal, desencadeia-se um processo chamado de resposta de hipersensibilidade

(HR). Tal processo ocorre em plantas resistentes, como laranja ‘Hamlin’ para a
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cancrose tipo C, e consiste na ativagao, por meio dos fatores de transcricdo, de
proteinas PR, fitoalexinas e peroxidases, Os sinais hormonais se intensificam
através de forte acumulo de compostos fendlicos e horménios, sinalizando para
células vizinhas e toda a area afetada ira sofrer necrose, podendo assim, a

colonizacio ser contida.

5.10 CHOQUE TERMICO (HEAT STRESS)

Os fatores de transcrigdo de choque térmico (Heat Shock Factors - HSFs)
induzem a transcricdo de genes quando ha variagdes bruscas de temperatura
(choque térmico) em resposta de estresse por estimulos ambientais (MORANO;
THIELLE, 1998). Os HSFs reconhecem elementos cis em promotores, compostos de
variagdes repetidas e invertidas chamadas de elementos de choque térmico (Heat
Shock Elements - HSEs) (GUERTIN; LIS, 2010). Sdo formadas por padroes
palidrémicos repetitivos, se ligando a motivos (5-AGAANnTTCT-3') e uma
extremidade TATA box induzida por choque térmico (HS-inducible) (NOVER et al.,
2001; AKERFELT et al., 2010).

Os HSFs contém um dominio N terminal de ligacdo a DNA do tipo hélice-
volta-hélice alada (helix-turn-winged helix), um ou mais dominios de trimerizagéo
enrolado (coiled-coil), com dominio de localizagao nuclear e um dominio de trans-
ativacao.

Em condi¢des normais, HSF esta presente nas plantas em estado latente e é
ativado por estresse térmico e indugao da trimerizagao e alta afinidade de ligacéao de
DNA e exposi¢édo de dominio para atividade transcricional (PIRKKALA; NYKANEN;
SISTONEN, 2001; WU, 1995).

Aos 5 dai, foram identificados 7 transcritos para laranja ‘Hamlin’ e nenhum
para lima acida ‘Galego’. Aos 7 dai, foram identificados apenas um transcrito para
ambas as espécies citricas. Isso indica que laranja ‘Hamlin’ ativa a expressao de
fatores de transcricdo de choque térmico nas fases iniciais de infeccdo por XauC,

enquanto que em lima acida ‘Galego’ isso nao ocorre.
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No que se refere a plantas, foi mostrado experimentalmente em Arabdopsis
que, a associacado de AtHsfA1a com elementos responsivos ao estresse € relevante

para a expressao de genes Hsf-dependente (GUO et al., 2008).

5.11 DOF

Os fatores de transcrigdo com dominio DOF (DNA binding with one finger) sao
fatores de transcricdo especificos de plantas. Estes fatores de transcricdo possuem
dominios altamente conservados, incluindo um C2-C2 zinc finger (MAEO et al.,
2001; YANAGISAWA, 2004; VENKATESH; PARK, 2015).

As proteinas com dominio DOF se dividem em dois subgrupos maiores: um
grupo com N-terminal conservado e dominio DNA-binding e o segundo grupo com
dominio C-terminal variavel para regulagéo transcricional (CAl et al., 2013). Estes
fatores de transcricao sdo fundamentais para regulagao de processos basicos como
a fotossintese, resposta a estresse, germinagdo de sementes, indugédo de flores e
ditar o ritmo circadiano quanto a luminosidade (NOGUERO et al., 2013). Em geral,
sdao encontrados em pequenas propor¢gdes em plantas, por estar ligado a vias
essenciais.

Aos 5 dai, foram identificados 3 transcritos para laranja ‘Hamlin’ e nenhum
para lima acida ‘Galego’. Aos 7 dai, foram identificados apenas um transcrito para
ambas as espécies citricas. Isso indica que laranja ‘Hamlin’ ativa ligeiramente a
expressao de fatores de transcricdo de choque térmico nas fases iniciais de infecgao

por XauC, enquanto que em lima acida ‘Galego’ isso nao ocorre.

5.12 NAC
A familia NAC de fatores de transcricdo tem muitas fungdes no estresse

bidtico e abidtico e sao fatores de transcricdo exclusivos de plantas. Os membros da
familia NAC apresentam aproximadamente 150 aminoacidos em forma de
homodimeros e heterodimeros. As sequéncias de DNA que sao reconhecidas pelos
fatores de transcricdo NAC possuem propriedades palindrébmicas e com distancias
diferentes, como ANsTCN;ACACGCATGT, que é proteinas NAC responsivas a
acido abcisico (ANAC) (YAMASAKI et al., 2013).
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O complexo de regulagéo dos fatores de transcrigdo NAC incluem microRNA
(miRNA), que mediam a clivagem de mRNAs e fazem a protedlise ubiquitina-
dependente. A estrutura do dominio foi determinada, revelando apenas uma dobra
no fator de transcrigdo (MALLORY et al., 2004; OLSEN et al., 2005; YAMASAKI et
al., 2013; ERNST et al., 2004). Aos 5 dai, foram identificados 4 transcritos para
laranja ‘Hamlin’ e nenhum para lima acida ‘Galego’. Aos 7 dai, foram identificados 2
e 6, respectivamente. Aqui também, em laranja ‘Hamlin’ a expressao de fatores de
transcricdo NAC ocorre em laranja ‘Hamlin’ ocorre mais precocemente do que em

lima acida ‘Galego’ em resposta a infecgdo por XauC.

5.13 GRF

Uma das familias que mais chamaram atencao no presente estudo foi a GRF
(GROWTH-REGULATING FACTOR), por sua acado de fator de transcricdo estar
ligado diretamente a proliferagao celular.

Esse grupo de fatores de transcricdo desempenham um papel na regulagao
da expansao celular em folhas e cotilédones. Os GRFs sdo componentes de uma
rede formada por seus co-reguladores miR396 e seus fatores de coativagao GlIFs
(GRF-interacting factors) ou ANGUSTIFOLIA3 e atuam na regulagdo da funcgao
meristema, pelo menos parcialmente, através do controle da proliferagao celular.
Esses genes GRF sdo muito expressos em tecidos em crescimento ativo como
desenvolvimento de galhos, botdes florais, raizes e mais fracamente em caules
maduros e tecido foliar (KIM; KENDE, 2003; KIM; KENDE, 2004; NELISSEN et al.,
2015).

Este grupo de fatores de transcricao € especifico de plantas e contém um
dominio QLQ (GIn, Leu, GIn) que é responsavel pela interagdo proteina-proteina e
ainda um dominio WRC (Trp, Arg, Cys), o dominio de ligacado de DNA tipo CCCH
(KIM; KENDE, 2003; KIM; KENDE, 2004), que é incorporado no dominio WRC e
possui uma regido rica em Pro/Ser. Essas caracteristicas indicam funcao de
regulagao transcricional (KIM; KENDE, 2003; KIM; KENDE, 2003; BALOGLU, 2014).

O dominio QLQ é caracterizado por conter residuos de Gin-Leu-GIn

conservados. Outra caracteristica deste dominio € a extrema conservacdo de
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residuos aromaticos e hidrofébicos como os de Phe, Trp, Tyr, Leu, Glu. O residuo
Pro também € absolutamente conservado e sua presencga € critica, pois, auxilia na
funcdo do dominio QLQ, que € de interagcao proteina-proteina. Possui coativadores
GIF, com dominios SWI2/SNF2 (KIM; KENDE, 2003; KIM; KENDE, 2003;
BALOGLU, 2014).

O dominio WRC contém duas estruturas distintas com os aminoacidos Arg e
Lys, um espago conservado com trés Cys e um residuo de His, o motivo C3H. E
altamente conservado, o que indica que € essencial para a fungdo do dominio WRC,
de atuar como um sinalizador de localizagao nuclear. Por ser conservado, C3H pode
mediar a ligagdo com o DNA (KIM; KENDE, 2003; KIM; KENDE, 2004; BALOGLU,
2014).

Alguns fatores de transcricdo sao responsaveis pelo inicio da proliferacéo
celular, € o caso do GRF e bHLH. Os fatores de transcricio GRF sao fatores de
transcricdo eucarioticos de plantas. Esse grupo de ativadores de transcrigao
desempenham um papel na regulagdo da expansao celular em folhas e cotilédones.
Componente de uma rede formada por miR396, seus co-reguladores, os GRFs e
seus fatores de interacdo (GIFs) atuam na regulagdo da fungdo meristema, pelo
menos parcialmente, através do controle da proliferagao celular (Kim e Kende, 2003;
Kim e Kende, 2004; Baloglu, 2014).

Em recente estudo, Hu e colaboradores (2014), afirmaram que a
susceptibilidade das plantas de citros ao cancro citrico, se daria pela interacédo do
efetor PthA com dois genes, CsLOB e CsSWEET, sendo que, a expressao destes
dois genes determinaria se a planta seria resistente ou ndo a doenca.

Essas duas familias de fatores de transcricdo foram escolhidas por serem
exclusivas de plantas e estarem diretamente ligadas a proliferagdo celular, o que
pode estar ligada aos sintomas que a bactéria incita na planta hospedeira apés
inoculada.

Quando acontece o contato da bactéria com a planta hospedeira, no caso a
bactéria XauC com lima acida ‘Galego’, uma interagao totalmente compativel, a
bactéria tem a oportunidade de utilizar seu sistema de secrecgao tipo Ill (SST3),
juntamente com seu arsenal de efetores de viruléncia e injeta-los no interior das

células vegetais.
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Um dos efetores mais importantes secretados € o PthA, podendo ser de 4
tipos PthA1, PthA2, PthA3 e PthA4. Dentre estes, o mais importante e
comprovadamente capaz de causar sintomas é o PthA4, também conhecido como
AvrBs3. Em estudo realizado por Figueiredo e colaboradores (2011), os 4 tipos de
PthA foram nocauteados e, apenas quando retirada a sequéncia referente ao PthA4
e inoculado o mutante em planta hospedeira, pdde-se observar a auséncia de
sintomas de cancro citrico causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
(Xac). A Xac mutante contendo apenas PthA4 foi capaz de produzir sintomas claros
de cancro.

Os PthAs fazem parte de uma classe de efetores classificados como TALES
(Transcription activator like effectors) que sdo injetados via, SST3, nas células de
plantas hospedeiras, onde sao responsaveis por desencadear doenca ou resisténcia
através de ligagdo do DNA do hospedeiro com os genes TALES especificos
(BOGDANOVE et al., 2010; SOUZA et al., 2012).

Tendo isso em mente, podemos inferir que, ao adentrar a célula hospedeira
via SST3, o PthA4 ¢é translocado por Hrps, também injetados pelo SST3, levando-o
até o nucleo (BUTTNER; BONNAS, 2002), onde funciona como um ativador
transcricional, reprogramando a maquinaria celular. Uma vez dentro do nucleo, ira
reconhecer o UPA-Box, podendo reconhecer UPA20, UPA17 e UPA21. UPA20
(Upregulated by AvrBs3) é induzido e codifica a-expansinas putativas e proteinas
induzidas por auxinas, levando a indugdo da hipertrofia celular. Mas, em meio a
esses genes que sao ativados pelo UPA20, sao também ativados muitos fatores de
transcricdo, entre eles GRF (Growth-Regulating Factor), GIF (GRF-Interacting
Factor) e bHLH (basic Helix-Loop-Helix) (KIM; KENDE, 2003; KIM; KENDE, 2003;
HU et al., 2014).

Através da formagao de um complexo transcricional entra GRF e GIF, um
grupo de coativadores que controlam a proliferagcado de células (LEE et al., 2013).
Esse complexo é formado através da interagdo do dominio QLQ de GRF com GIF,
sendo um complexo funcional envolvido com a proliferagcdo celular (KIM; KENDE,
2003; KIM; KENDE, 2004; BALOGLU, 2014). O coativador GIF possui dominios
SWI2ZSNF2 e SWUISNF, responsaveis pela remodelagem de cromatina (KIM;
KENDE, 2004).
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O que acontece € que, provavelmente, os efetores da bactéria, ao chegarem
no nucleo, confundem a maquinaria, representada pelo UPA20, ativando GRF+GIF,
que “entendem” que € hora de fazer com que as células se proliferem. Com isso, da-
se inicio aos sintomas do cancro propriamente dito.

Em estudo realizado por Romer e colaboradores (2007) em pimentéo, fez-se
uma mutagdo em dominios NLS ou AD de AvrBs3, ndo havendo reconhecimento do
patégeno pelo gene R Bs3, consequentemente, ndo havendo multiplicagao celular, o
que sugere que o reconhecimento envolve ativagao transcricional de genes de
transcricdo do hospedeiro, entre eles, o UPA-box.

Através dos dados analisados e de levantamento de dados literarios que
suportam a teoria de que PthA desreprime GRF, GIF E bHLH, burlando o sistema de
reconhecimento da planta e desencadeando o processo de multiplicacao celular,
que conflui para a hiperplasia e hipertrofia dos tecidos vegetais, juntamente com
outros episddios que ocorrem concomitantemente na célula, causando seu
desbalango e posterior colapso, sugerimos um modelo (Figura 18), que ilustra de
forma clara o que ocorreria desde a entrada da bactéria nos tecidos da planta, até a
manifestacdo dos sintomas nos tecidos, culminando em seu colapso. A
comprovacao ou nao do modelo poderia ser obtida utilizando Xanthomonas fuscans
subsp. aurantifolii (XauC) com o gene pthA4 nocauteado. Além da verificagdo de
presenga ou auséncia de sintomas, a quantificagdo da expressédo dos fatores de
transcricdo bHLH e GRF e GIF por qRT-PCR, em planta infectada pelo mutante,
pela XauC selvagem e pelo mutante complementado pelo gene pthA4, forneceria

elementos a favor ou ndo do modelo.
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Figura 18- Modelo proposto para o processo de reconhecimento de PthA pelos fatores de
transcrigdo. 1 — Entrada da bactéria no apoplasto foliar, ativando assim o sistema de secrecgéao tipo 3
(SST3) e, através do injectoma, insere dentro das células da planta efetores como PthA e Hrp. O
complexo PthA-Hrp formado no interior da célula vegetal é translocado até o nucleo da célula vegetal.
2 — Ao entrar no nucleo, o PthA, que é um ativador transcricional, ira desordenar toda a maquinaria
celular do hospedeiro, formando homodimeros que reconhecem as sequéncias regulatorias UPA,
conhecida como UPA-BOX, podendo ser UPA20, UPA21 e UPA17.

3 — Através da interagdo do PthA4, especificamente com o UPA20, o conjunto de genes regulados
por este UPA-Box levam a expressdo aumentada de fatores de transcrigdo do tipo bHLH e GRF e
GIF. O GRF possui dois dominios QLQ, responsaveis pelo reconhecimento proteina-proteina, que
reconhece e se liga ao complexo de remodelagem da cromatina (SWI/SNF), e por um dominio WRC
que desempenha a fungdo de sinalizagdo nuclear ainda ndo bem esclarecida. Esse processo ira
iniciar uma cascata de eventos que, juntamente com BhLh, dardo inicio a proliferagao celular, através
da hipertrofia de células da parede celular, aumentando assim a quantidade de célula bem como seu
tamanho, dando inicio ao crescimento do tecido de forma desordenada.

Fatores de transcrigdo de dominio BHLH (helix-loop-helix proteins) foram identificados. S&o proteinas
que se ligam a regides especificas do DNA e ajudam a controlar a atividade de genes especificos.
Tais proteinas sdo fundamentais no controle e regulacédo de muitas vias, durante o desenvolvimento
da planta

4- O GRF é regulado por um micro RNA, o miR396, que regula negativamente ou positivamente a
transcricdo de GRF, em fungdo da sinalizagdo recebida. Quando a célula detecta a entrada de
patégeno ou estresse abidtico, 0 miR396 regula negativamente a transcricdo de GRF, evitando assim
que a célula se prolifere de maneira desordenada e que a energia seja utilizada para combater o
estresse. O PthA4 dribla essa regulagao ativando a transcricdo do GRF, com o complexo GRF-GIF
levando a multiplicagao celular descontrolada.
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5- Ocasiona o desbalango e desregulagdo do complexo, atendendo ao “falso” estimulo dado por
PthA4 para proliferagcdo das células e sua hiperplasia, deixando a planta manifestar os sintomas da
infecgdo cancrose C.
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VI - Conclusoes

Em laranja ‘Hamlin’, resistente a cancrose C via HR, quase 3.000 genes tiveram a
expressao alterada nos primeiros 5 dias apés a infecgdo. Esta resposta imediata e
em larga escala, provavelmente € a responsavel pelo sucesso da planta em conter a
bactéria e evitar a infeccdo. Em lima acida ‘Galego’, susceptivel a cancrose C,
apenas 59 genes tiveram a expressao alterada nos primeiros 5 dias apos a infecgao.
Esta resposta lenta e em pequena escala, provavelmente € a responsavel pelo
sucesso do patégeno em se estabelecer na planta e causar a doenca.

O PthA é o responsavel pela hiperplasia e hipertrofia do tecido foliar. Os dados
obtidos sugerem que o PthA age desreprimindo a expressdo de fatores de
transcricdo do tipo GRF e bHLH da planta, o que € um dado novo. Esta hipétese

precisa ser comprovada.
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