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Xi
EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE LARANJA PERA
RIO (Citrus sinensis (L.) Osbeck) E LIMA ACIDA ‘GALEGO’
(Citrus aurantifolia Swingle) EM RESPOSTA A INFECGCAO

POR Xanthomonas citri subsp. citri

Resumo — A citricultura é uma das principais atividades do agronegocio
brasileiro, porém o aumento de doengas na ultima década tem causado grandes
prejuizos a toda a cadeia produtiva. A doenga cancro citrico, causada pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) € um grave problema para o setor, ndo havendo
até o momento método eficaz para o seu controle. Nesse estudo, utilizando
RNASeq, foram analisados os perfis transcricionais de dois gendtipos hospedeiros
contrastantes a doencga: laranja doce Péra-Rio (PR) moderadamente resistente, e
Lima Acida Galego (LG), altamente suscetivel, 24, 48 e 72 horas ap6s a infecgdo
com Xac, no intuito de identificar genes das plantas envolvidos na interagao
patégeno-hospedeiro. Foram encontrados 6.330, 3.478 e 6.795 genes
diferencialmente expressos (GDEs) na espécie moderadamente resistente PR, 24,
48 e 72 horas apo6s a inoculacdo com Xac, respectivamente, quando comparados
com seus controles. Na espécie altamente suscetivel Limdo Galego foram
identificados 1.491, 5.621 e 2.145 GDEs apés 24, 48 e 72 horas da inoculagdo com
Xac, respectivamente. Através do programa Blast2GO, genes e vias metabdlicas de
fotossintese, sinalizagao celular, sintese hormonais, fatores de transcricdo, entre
outros, foram encontrados. Esse estudo revelou diferencas associadas a resisténcia
e desenvolvimento a nivel molecular em PR e LG em resposta ao cancro citrico,
demonstrando que na espécie moderadamente resistente ha uma maior ativacao
dos mecanismos de defesa. Tais estudos podem ser utilizados para o
desenvolvimento de plantas de citros com adequado nivel de resisténcia ao cancro
citrico.

Palavras-chave:cancro citrico,interacédo planta-patégeno,RNASeq,transcriptoma



Xii
RNA-SEQ DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION ANALYSIS
IN PERA RIO ORANGE AND MEXICAN LIME IN RESPONSE
TO Xanthomonas citri subsp. citri INOCULATION

Abstract —The citrus agribusiness is very important to the Brazilian economy,
but the increase of diseases in the last decade has caused great economic losses to
the sector. The citrus canker, caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri
(Xac), is a serious disease that attacks all citrus species economically important
worldwide and there is not an effective method for its control. In this study, RNASeq
was used to analyze the transcriptional profiles of two contrasting citrus genotypes
regarding citrus canker susceptibility: sweet orange Péra Rio (PR), moderately
resistant, and Mexican lime ‘Galego” (ML), highly susceptible. Gene expression were
performed in a HiScanSQ System (lllumina) using total RNA isolated from leaves
collected 24, 48 and 72 hours after Xac inoculation, with leaves inoculated with water
been used as control. It were found 6,330, 3,478 and 6,795 differentially expressed
genes (DGEs) in moderately resistant PR specie at 24, 48 and 72 hours after Xac
inoculation, respectively, when compared with their controls. In the specie highly
susceptible ML, it was identified 1,491, 5,621 and 2,145 DGEs after 24, 48 and 72
hours after Xac inoculation, respectively. Through the program Blast2GO, genes and
metabolic pathways related to photosynthesis, cell signaling, hormone synthesis,
transcription factors, among others, were found as involved in plant defense. This
study revealed differences at the molecular level between PR and ML in response to
citrus canker, showing that in the specie moderately resistant there is a greater
activation of host defense mechanisms. Such informations can be used for the
development of citrus plants with an adequate level of resistance to citrus canker.
Keywords:citrus canker,interaction plant-pathogen,RNASeq,transcritome



1 INTRODUGAO

A citricultura € uma importante cultura produzida em regides tropicais e
subtropicais em todo o mundo e o Brasil, pais com caracteristicas climaticas
propicias ao cultivo da laranja, hoje produz aproximadamente 19 milhdes de
toneladas de laranja e mantem a posi¢cao de maior produtor mundial de laranja e
maior exportador de suco de laranja concentrado e congelado (FAO, 2013).

Entre os desafios enfrentados pela citricultura esta o cancro citrico,
doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac). O cancro
citrico € uma doenca que afeta diversas espécies de citros de importancia
comercial, resultando em significativas perdas de produgdo ndo s6 no Brasil
como no mundo (GUO et al., 2011). Os sintomas da doenca incluem lesées de
cancro nos frutos e partes aéreas da planta e as infeccbes podem resultar em
abscisao foliar e de frutos, diminuindo desse modo a produtividade de arvores
afetadas.

Atualmente, ndo ha uma maneira eficiente de controle do cancro citrico
(AN; MOU, 2012), sendo que a unica forma eficaz de conté-lo € por meio de
eliminagao e queimada das plantas suspeitas ou infectadas com a doencga (FU et
al., 2013). O desenvolvimento de estratégias para um controle efetivo do cancro
citrico envolve a descoberta de genes alvo que possam ser utilizados para o
desenvolvimento de plantas transgénicas ou de droga(s) que interaja(m) com
proteina(s) especifica(s) da bactéria essencial(ais) para o seu crescimento e/ou
sobrevivéncia. O conhecimento dos mecanismos de defesa das plantas € um
passo necessario para se alcancgar sucesso nessa direcao (ZHANG; ZHOU,
2010), uma vez que estes mecanismos estao sob controle genético. Entender a
maneira pelo qual genes de resisténcia do hospedeiro interagem com genes de
viruléncia do patéogeno € de fundamental importdncia para se interferir
eficientemente nesta guerra a favor do hospedeiro.

Ha uma diferenca em relagao a suscetibilidade e resisténcia das espécies
de citros ao cancro citrico, sendo que a maioria dos citros cultivados

comercialmente sao hospedeiros suscetiveis a Xac (GOTTWALD et al., 2002).
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Neste estudo foram utlizadas as espécies Laranja doce Péra Rio (PR) (Citrus
sinensis L. Osbeck) e Lima Acida Galego ou simplesmente Limao Galego (Citrus
aurantifolium) (LG), sendo a espécie PR moderadamente resistente, enquanto a
espécie LG é altamente suscetivel ao cancro citrico.

Este estudo buscou investigar a expressao génica temporal e diferencial
de espécies citricas contrastantes em relacao a resisténcia ao cancro citrico por
meio da nova tecnologia de sequenciamento RNASeq (lllumina), no intuito de
melhor compreender os mecanismos moleculares subjacentes a resisténcia a
doencas e desvendar os elementos moleculares que sao especificos para cada
planta (FU et al., 2012).

O advento das novas tecnologias de sequenciamento de DNA de larga
escala (high-throughput), chamadas de tecnologias de sequenciamento de
ultima geragao, possibilitou o uso de um novo método, denominado RNASeq,
para o mapeamento e quantificacdo de transcriptomas. Esta abordagem permite
uma compreensdo mais abrangente da composi¢cdo dinamica e regulagcéo da
transcricdo em plantas (ZOU et al., 2005, BRECHENMACHER et al., 2008, KIM
et al., 2011), podendo revelar transcritos raros e desconhecidos e identificar
eventos alternativos de splicing (KIM et al., 2011). Por ser um método
quantitativo, ele pode ser usado para determinar os niveis de expressdo génica
de maneira mais acurada a baixo custo e menor tempo (TANG et al., 2009;
FILICHKIN et al., 2010).

De acordo com Cernadas e colaboradores (2008), ainda ¢é limitado o atual
conhecimento da fungdo de genes relacionados a resisténcia ao cancro citrico.
Ainda ndo ha informagdo disponivel sobre uma analise comparativa de
transcriptoma entre os gendétipos de Citrus com diferentes niveis de tolerancia ao
cancro citrico pela técnica de RNASeq. O conhecimento do transcriptoma de
espécies de citros com fendtipos de resisténcia contrastantes ao cancro citrico
em resposta a infeccdo com Xac € uma estratégia que possibilita uma melhor
compreensao dos mecanismos moleculares relacionados a resisténcia ao cancro

citrico e na identificagao de genes de defesa do hospedeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 Citricultura

Anualmente, a produc¢ao total de citros € estimada como sendo maior que
124,5 milhdes de toneladas, com a China, Brasil, Estados Unidos, México e india
sendo os principais produtores. Dentre os citros, as laranjas, os limbes, as
tangerinas e as toranjas sao os mais cultivados (FAO, 2011).

No ano de 2011, o Brasil produziu aproximadamente 19 milhdes de
toneladas de laranja e mantém a posi¢ao de maior produtor mundial dessa fruta
e maior exportador de suco de laranja concentrado e congelado (FAO, 2013). No
cenario nacional, o estado de Sao Paulo se destaca como maior produtor,
respondendo por mais de 70% do total produzido no pais (ARAUJO, 2012).

O género Citrus pertence a familia Rutaceae, que apresenta 13 géneros e
65 espécies, contendo as principais espécies de interesse comercial, como as
do género Poncirus, Fortunella e Citrus (SWINGLE et al, 1967), que sao
coletivamente chamadas de citros. Os citros sao originarios de regides com
clima tropical e subtropical do sul e sudeste Asiatico (PENA et al., 2008).

As frutas citricas sao altamente apreciadas pelo sabor e demais
propriedades, pois sao ricas em vitamina C, acido fdlico, potassio e fibras
(UNCTAD, 2009). O grupo das laranjas doces € conhecido cientificamente por
Citrus sinensis (L.) Osbeck e agrupa as principais espécies: ‘Péra’, ‘Natal’,
‘Valéncia’, ‘Hamlin’ ‘Bahia’ e ‘Baianinha’, ‘Westin’, ‘Rubi’, ‘Folha Murcha’, ‘Seleta’,
‘Lima’, ‘Piralima’ e ‘Lima Tardia’ (CEAGESP, 2009).

A laranja Péra € produzida em escala comercial no Brasil, sendo ideal
para consumo in natura e preparo de sucos. Sua qualidade conquistou a
preferéncia dos produtores e consumidores, atendendo a demanda dos trés
mercados: industria, exportacdo e consumo interno (AMARO, 2001), e também,
por apresentar melhores caracteristicas de sabor, mais doce e menos acida que
as outras espécies (CEAGESP, 2009). Sendo uma espécie moderadamente

resistente ao cancro citrico, ela assegura mais producéo aos agricultores.
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O Limao Galego, além de destinar-se para o consumo in natura e para
industria de suco, destina-se para extracdo do 6leo essencial contido na casca
dos frutos, comumente utilizado por industrias de bebidas de refrigerantes, como
também para fabricacdo de cosméticos, esséncias aromaticas e na culinaria.
(DA SILVA et al., 2011). O limdo galego, sendo uma espécie altamente
suscetivel a doenga, acarreta consideravel perda na produgdo e prejuizo ao
produtor, sendo um dos motivos que tem inviabilizado sua produgdo em alta
escala.

Apesar das condigcdes climaticas e de cultivo serem apropriadas, a
produtividade brasileira ainda é baixa quando comparada a de outros paises
(AMARO et al.,, 2001). Além disso, o risco desse setor aumentou devido as
pragas e doengas que, além de reduzir a produtividade, fazem o custo de
producdo aumentar consideravelmente (BOVE, 2006). Dentre as doencas
bacterianas que representam as maiores preocupacdes para o setor estdo a
clorose variegada dos citros (CVC), o greening ou huanglongbing (HLB) e o

cancro citrico.
2.1.2 Cancro Citrico e o agente etiolégico

O cancro citrico foi introduzido no século passado nas Américas do Norte
e Sul e Oceania, provavelmente por material infectado, regibes estas que
abrigam dois dos mais importantes produtores mundiais de citros, Brasil e
Estados Unidos (STALL; SEYMOUR, 1983; SCHOULTIES et al., 1987). A
primeira ocorréncia de cancro citrico no Brasil foi em 1957, no municipio de
Presidente Prudente-SP (BITANCOURT, 1957).

O agente etiolégico do cancro citrico, Xanthomonas citri subsp. citri (Xac),
€ uma bactéria gram-negativa, aerébica e com flagelo polar. Em meio de cultura,
as coldnias produzem polissacarideos extracelulares tornando-as viscosas, e
com formato concavo e pigmentagao amarela (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

Seis diferentes tipos de Xanthomonas estdo associadas a doencas em
citros (SCHOULTIES et al., 1987). O cancro citrico, também conhecido por
cancrose A ou cancro citrico asiatico, € a forma mais severa da doenga e a que

possui a maior gama de espécies citricas hospedeiras, sendo que a maioria dos
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tipos de citros cultivados comercialmente sdo hospedeiros suscetiveis a Xac
(KHALAF et al., 2011). Este é o tipo mais comum da doenca, sendo endémico
em algumas regides da Asia e América. O cancro citrico B, ou cancrose B,
possui uma gama mais restrita de hospedeiros. E patogénico somente em Citrus
limon e Citrus aurantifolia e foi relatado apenas na Argentina, Uruguai e
Paraguai. O cancro citrico C, ou cancrose C, é limitado ao Estado de S&o Paulo
e afeta somente Citrus aurantifolia. Esses dois ultimos tipos de cancro citrico
sdo causados por X. fuscans subsp. aurantifolii tipo B e C, respectivamente. Ha
também dois outros tipos bacterianos que causam cancro em citros, formados
por isolados da espécie X. citri com patogenicidade diferenciada e restrita
basicamente a C. aurantifolia, o primeiro encontrado no sudoeste asiatico (tipo
A*) (VERNIERE et al., 1998) e o segundo na Flérida (tipo A") (SUN et al., 2004).
Por ultimo tem-se a Mancha bacteriana dos citros, cujo agente causal é a
bactéria X. alfalfae subsp. citrumelonis. Ocorre em viveiros na Florida, tendo sido
encontrado infectando citrumelo Swingle (C. paradisi x Poncirus trifoliata)
(HARTUNG; CIVEROLO, 1989).

Bactérias do género Xanthomonas tornaram-se modelos importantes para
o estudo da interagao planta-patdégeno e para a compreensao de patogenicidade
bacteriana e mecanismos de viruléncia (BUTTNER; BONAS 2010). Em 2002, Da
Silva e colaboradores publicaram o sequenciamento do genoma completo da
Xac, linhagem 306, relatando a presengca de um cromossomo circular de
5.175.554 pares de base (pb), e dois plasmideos: pXAC33 (33.699 pb) e
pXAC64 (64.920 pb). Isto permitiu evidenciar a consideravel versatilidade
bioquimica e uma série de mecanismos que a XAC utiliza para a sua
sobrevivéncia e para a infeccao da planta hospedeira (DA SILVA et al., 2002).

Bactérias fitopatogénicas modulam a expressdo de seu arsenal de
infecgado, driblam os mecanismos de defesa da planta e propiciam um meio
adequado para sua sobrevivéncia e multiplicacdo. Dessa forma, o estudo da
interagdo planta-patdgeno € um dos principais desafios atuais para o
conhecimento dos mecanismos moleculares que regulam esta interagao
(BUTTNER; BONAS, 2009).
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2.1.3 Aspectos gerais da doencga

A partir do contato com os tecidos jovens de uma planta citrica sadia, a
Xac invade o tecido da planta por aberturas naturais, como estématos, ou por
escoriacdes e ferimentos provocados por espinhos, insetos ou particulas de solo
carregadas pelo vento (LEITE JUNIOR, 1990; AMORIM, 1995; SCHUBERT;
SUN, 1996). Com a introdugéo no Brasil, em 1996, da larva minadora dos citros,
Phyllocnistis citrella, que forma galerias nas superficies das folhas ao se
alimentar das mesmas, houve um grande aumento da incidéncia do cancro
citrico, uma vez que estas galerias sdo portas de entrada para o patégeno
(Figura 1A) (FUNDECITRUS 2008).

A doenca instala-se nos pomares, preferencialmente, nos érgéos jovens,
sobretudo nas folhas de brotacdes recentes e frutos nas primeiras fases do
crescimento. Basicamente, folhas e ramos sdo mais suscetiveis a doenga nas
seis primeiras semanas apos o inicio do crescimento. Apds esta fase, a planta
apresenta maior facilidade em resistir a infecgao, o que resulta no aparecimento
de poucas lesdes (TIMMER et al., 2000).

Sob condicdes naturais de infecgdo a disseminagao ocorre principalmente
pela acado de respingos de chuvas e de chuvas associadas com ventos. A
disseminagao a longas distancias da-se pelo transporte de material vegetal
infectado, podendo ser levada de um lugar para o outro nos equipamentos de
colheita, em veiculos, maquinas e também através de mudas contaminadas.
(CIVEROLO, 1985; GOTTWALD et al., 1992).

Os sintomas constituem-se em lesdes circulares, corticosas, salientes, de
coloragdo amarronzada, aspecto eruptivo presentes em folhas, ramos e frutos
(BITANCOURT, 1957; ROSSETTI, 2001). Nas folhas e frutos € comum o
aparecimento de um halo amarelo circundando a area necrosada (Figura 1B,
1D). Em altas severidades pode ocorrer desfolha, queda de frutos e secamento
de ramos, sendo mais comuns em hospedeiros mais suscetiveis (GOTTWALD et
al., 1989). Plantas citricas afetadas constituem-se como principal fonte de
indculo do patégeno, ja que a sobrevivéncia da bactéria € curta em qualquer
outro substrato (Figura 1C) (GRAHAM et al., 1989; GRAHAM et al., 2000).
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Figura 1 Sintomas de cancro citrico (A) Lesbes em galerias produzidas pela
larva minadora dos citros e consequente infecgdo e formagdo de cancro por Xac
na regiao previamente lesionada do tecido vegetal (acima). (B) Foto mostrando
folhas com lesbes circundadas por halo clorético. (C) Microscopia eletrénica de
varredura mostrando a erupg¢ao do mesoéfilo infectado e formacdo de uma pustula
com formato de cratera apos 30 dias de inoculagéo de Xac. (D) Foto mostrando
escurecimento da lesdo com aspecto corticoso. Fonte: (A e C) GRAHAM et al.,
2004; (Be D)

http://www.fundecitrus.com.br/doengas/cancro.html, 2010.

Sintomas mais evidentes do cancro citrico sdo decorrentes de hiperplasia
e hipertrofia desencadeadas pelo patégeno ao alterar a transcrigdo de alguns
genes do hospedeiro (CERNADAS et al., 2008), porém os sintomas em si nao
constituem o maior problema ocasionado pela doencga, pois raramente mata a
planta. Todavia, devido ao estresse bidtico, a planta responde produzindo
diversas substancias, dentre elas o etileno, que ocasiona um desequilibrio
hormonal na planta (CROZIER et al. 2001). Os impactos desta doenca estao
relacionados a desfolha de plantas, a depreciagdao da qualidade da producgao
pela presengca de lesbes em frutos, a redugdo na producdo pela queda
prematura de frutos e a restricdo da comercializacdo da produgido para areas
livres da doenca (FUNDECITRUS, 2013).

No Brasil, o controle do cancro citrico baseia-se principalmente em
medidas de exclusao e erradicacao de plantas e pomares quando afetados pela
doenca (BARBOSA et al., 2001). No estado de Sao Paulo, quando é constatada
a presencga de cancro citrico em um pomar, as plantas infectadas devem ser
eliminadas com a adogao de um raio minimo de trinta metros a partir das plantas
doentes. As plantas contidas no raio, consideradas como suspeitas de infecgéo,

devem ser completamente eliminadas. No Sul do Brasil (estados do Parana,
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Santa Catarina e Rio Grande do Sul) a erradicagédo de plantas doentes, e das
suspeitas de infec¢do, ndo é obrigatoria e é permitida a adogao de praticas de
manejo da doenga, como a pulverizagdo de produtos cupricos e implantagao de
cortinas quebra-vento (LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990). No entanto, ha certas
limitacbes associadas a utilizacdo de tratamento quimico, pois além de aumentar
os gastos ao produtor, ha a possiblidade de contaminagdo do meio ambiente,
podendo assim comprometer a seguranga alimentar. Além disso, ao longo do
tempo o patégeno pode adquirir resisténcia ao cobre (BEHLAU et al., 2012).

Dessa forma, a obtencdo de cultivares resistentes € o método mais
econdmico, ambientalmente seguro e efetivo no controle do cancro citrico (FU et
al., 2013). Entretanto, o melhoramento de citros se torna uma pratica dificil
devido a caracteristicas relacionadas com a biologia reprodutiva do género,
como: esterilidade de 6vulo e pélen, autoincompatibilidade, poliembrionia, alta
heterosigosidade e longo periodo de juvenilidade (GMITTER et al, 1992).
Devido a isso, a manipulagédo genética via transformagao de genes relacionados
ao estresse, € amplamente utilizada para criar germoplasmas resistentes a
doenca nos casos em que isso seria impossivel de ser obtido via melhoramento
classico, que € o caso em citros (FU et al., 2013).

O género Citrus apresenta uma ampla variagdo nos niveis de resisténcia
ao cancro citrico (GOTTWALD et al., 2002). Sao classificadas como altamente
resistente a espécie Calamondin; como resistente as espécies de laranja doce
Folha Murcha, Moro e Shamouti e as tangerinas Ponkan e Satsuma; como
moderadamente resistente as espécies Lima Verde, Navelina, Valéncia e Péra
premunizada, como moderadamente suscetiveis a espécie Natal e Targor
Murcott e como suscetiveis as espécies Bahia, Baianinha, Hamlin, Seleta
Vermelha, Piralima e Lima Acida Galego (FEICHTENBERGER et al., 2005,
LEITE JUNIOR, 1990; TAZIMA et al., 2008) (Tabela 1).
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Tabela 1. Nivel de resisténcia de gendtipos e espécies do género Citrus
e afins em relagédo ao cancro citrico (Adaptado de LEITE JUNIOR, 1990;
FEICHTENBERGER et al.,2005; TAZIMA et al., 2008).

‘Calamondin’
‘Kumquat’

Citrus madurensis
Fortunella spp.

Tangerina ‘Ponkan’
Tangerina ‘Satsuma’
Tangerina ‘Sunki’
Tangerina ‘Cleopatra’

Citrus reticulata
Citrus unshiu
Citrus sunki
Citrus reshni

Tangerina ‘Darcy’
Tangerina ‘Cravo’

Laranja doce ‘Folha Murcha’
Laranja doce ‘Valencia’
Laranja doce ‘Pera Rio’

Citrus reticulata
Citrus reticulata
Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus sinensis

Laranja doce ‘Hamlin’
Laranja doce ‘Bahia’
Tangerina ‘Clementina’
Lima &cida ‘Tahiti’

Citrus sinensis
Citrus sinensis
Citrus clementina
Citrus latifolia

Pomelos
Lima acida ‘Galego’
Lim&o ‘Siciliano’

Citrus paradisi
Citrus aurantifolia
Citrus limon

A forma fisica da cuticula, o numero de estématos e de tricomas por area
de epiderme sao fatores importantes na definicdo do nivel de resisténcia a
patégenos por algumas espécies vegetais (AGRIOS, 2005), a chamada
resisténcia mecanica. Porém, a resisténcia genética deve estar efetivamente
envolvida com a ativagao de vias de sinalizacdo e mecanismos bioquimicos que
englobam substancias capazes de inibir o desenvolvimento do patégeno ou
gerar condi¢des adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro
(PASCHOLATI et al., 2008). Desta forma, € necessario estudos a nivel
molecular para descobrir os genes responsaveis pela resisténcia das plantas as

principais doengas.
2.1.4 Interacgao planta-patégeno

Nas plantas ocorreu o desenvolvimento de inumeros mecanismos de
respostas de defesa, especificos contra as varias formas de estresses. Isso
possibilitou o aparecimento de caracteristicas que permitem a sobrevivéncia das

atuais espécies, em fungcao da incapacidade de locomogao desses organismos.
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Nesse sentido, os vegetais conseguem alterar o plano de desenvolvimento e
contornar situagcbes desfavoraveis, como os ataques de pragas ou patdgenos,
bem como fatores abioticos desfavoraveis (AGRIOS 1997).

As interagdes entre a planta e patdgenos envolvem diferentes maneiras
de comunicagado. A planta deve ser capaz de reconhecer e se defender contra
um patégeno em sua superficie ou no seu interior. Por outro lado, para ser bem
sucedido, o patdégeno também deve ser capaz de manipular a biologia da planta
e criar um ambiente adequado e favoravel para seu crescimento e reprodugao.
Com o tempo, tanto as plantas como os fitopatégenos evoluiram um conjunto de
genes que permitem essa comunicagao (BOYD et al., 2013).

A defesa basal ou de n&do hospedeiro, é chamada de “PAMP-triggered
immunity” (PTIl), e acontece logo apds o contato com o patdgeno. Padrbes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou a microbios (MAMPs) sao
reconhecidos por receptores de reconhecimento especifico de padrées (PRR)
localizados nas membranas das células do hospedeiro. Este mecanismo é
considerado a primeira linha de imunidade inata em planta (ZHANG; ZHOU,
2010).

A resisténcia especifica de hospedeiro, chamada de “effector-triggered
immunity” (ETI), é baseada na interagado altamente especifica entre efetores do
patégeno (proteinas Avr) e proteinas especificas da planta (proteinas R) . De
acordo com esta teoria, denominada de Teoria Gene-a-Gene (CUI et al. 2009), a
resisténcia genética é controlada por um gene de resisténcia (R) na planta e um
gene de aviruléncia (avr) correspondente no genoma bacteriano. Essa interagéo
€ denominada incompativel, e o hospedeiro tem seus mecanismos de defesa
ativados e o patdégeno nao consegue infectar e desenvolver-se em seu interior,
nao havendo a indugcédo de sintomas da doengca (HAMMOND-KOSAK; JONES,
1996, DAURELIO et al., 2013). Essa interacao, reconhecida como uma resposta
de hipersensibilidade (RH), é caracterizada por sintomas visiveis nas folhas da
planta como morte celular localizada, lesdes necréticas para limitar e conter o
patdgeno no local de infecgdo (OH et al., 2006, MUR et al., 2008), modificagcoes
estruturais, producdes de espécies reativas de oxigénio (ERO), acumulo de

proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas) em espacos intracelulares
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e a expressao dos fatores de transcricdo que ativam os genes das plantas que
caracterizam a resposta do hospedeiro (DAURELIO et al., 2013).

No entanto, se a planta é incapaz de reconhecer o patégeno ou nao
consegue ativar rapidamente as vias de defesa, como € o caso das plantas
suscetiveis, a doencga ocorre e esta interagdo é conhecida como interagdo
compativel (GREWAL et al.,, 2012). Nesse caso a interacdo Avr/R nédo ocorre
(FEBRES et al., 2009; DOMINGUES et al.,, 2011) e se da a multiplicagdo do
patégeno as custas do hospedeiro (DAURELIO et al., 2013).

O fenbmeno de reconhecimento é resultante da evolugdo conjunta do
hospedeiro e do patégeno (HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996). A maioria dos
genes R codifica proteinas citoplasmaticas contendo um sitio de ligagdo de
nucleotideo (nucleotide binding site-NBS) e um dominio carboxil rico em leucina
(leucine rich reapets-LRR), geralmente denominados genes NBS-LRR (TOR et
al., 2004). Alguns genes de resisténcia apresentam um terceiro dominio variavel
no N-terminal, com homologia aos receptores Toll e interleucina 1 (TIR) que séo
fatores envolvidos na imunidade inata em animais, ou um dominio coiled-coil
(CC) (DEYOUNG; INNES, 2006). Sequéncias de genes de resisténcia a doengas
de plantas mostram que, apesar de conferirem resisténcia a patdégenos
diferentes tais como virus, bactérias e fungos, os mesmos contém sequéncias
similares e codificam peptideos com semelhangas estruturais (KANAZIN et al.,
1996).

Ha trabalhos que sugerem que varias vias metabdlicas sao estimuladas
apds a ativagao do sistema imune PTIl e ETI das plantas. As vias do acido
salicilico (SA), acido jasmonico (JA) e do etileno resultam na ativacao de fatores
de transcricdo de genes de defesa (DE SOUZA et al., 2009, AN ; MOU., 2012).

A ativacdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro pode ocorrer tanto
nas interagdes compativeis quanto incompativeis, porém da-se em magnitude e
velocidade diferentes para cada tipo de interacdo. Para entender esses
mecanismos do estabelecimento da interagdo planta patogeno, estudos do
transcriptoma ajudam a prever papéis de genes individuais ou interagdes mais
complexas de vias de sinalizagcado e a interacao entre elas (DAURELIO et al,,

2013). Este conhecimento deve contribuir para o uso efetivo desse
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conhecimento no desenvolvimento de novos métodos para o controle das
doencas (PASCHOLATI et al., 2011).

2.1.5 Transcriptoma

O transcriptoma € o conjunto completo de RNAs expressos em um
organismo, um grupo de células ou mesmo de uma célula especifica em uma
determinada condigao fisiologica. O RNA é sintetizado do DNA através de um
processo conhecido como transcricdo. Os RNAs presentes em uma célula
indicam quais genes foram expressos e eles podem mudar durante a vida do
organismo, diferentemente do DNA, que se mantém estatico (ADAMS, 2008),
embora possa sofrer mutagoes.

A sintese de RNA a partir do DNA envolve etapas altamente reguladas
através de uma rede complexa que responde rapidamente a alteracbes
ambientais ou perturbagdes genéticas. Dessa forma, conhecer o transcriptoma é
essencial para interpretar os elementos funcionais do genoma e revelar os
constituintes moleculares das células e tecido e também para entender o
desenvolvivemento e as doengas (WANG et al., 2009)

Com o avancgo das técnicas de biologia molecular, especialmente aquelas
relacionadas a gendmica funcional, estudos de transcriptoma para o
entendimento da interagcdo planta-patégeno foram realizados (CHEN et al,,
2011). Nos trabalhos de Forment e colaboradores (2005); Campos e
colaboradores (2007) e Guidetti-Gonzalez e colaboradores (2007) foram
utilizadas etiquetas de sequéncias expressas (ESTs) para investigar os
mecanismos moleculares de plantas citricas envolvidos nas vias de resisténcia
induzidos por patégenos. Nos trabalhos de Cernadas e colaboradores (2008),
Khalaf e colaboradores (2011) e Fu e colaboradores (2012), a técnica de
microarranjo foi utilizada no intuito de fornecer informagdes para a identificacéo
de genes e vias potencialmente importantes que conferem resisténcia as
plantas.

Entretanto, o microarranjo exibe varios fatores limitantes, como a baixa
sensibilidade de deteccado de transcritos, interferéncia de elevados ruidos nos

resultados, restricao de transcritos somente aqueles representados nos chips de
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arranjo, além de possiveis erros de interpretacdo devido a hibridizagbes nao-
especificas (MARIONI et al., 2008; WANG et al., 2009; MARTINELLI et al.,
2012).

As técnicas de sequenciamento de regides especificas de fragmentos de
cDNA também possuem desvantagens, pois ha uma necessidade de grande
quantidade de mRNA, apenas uma parte dos transcritos sdo analisados e
geralmente suas isoformas sao indistinguiveis umas das outras (WANG et al.
2009). As tecnologias de sequenciamento de nova geragdo promovem O
sequenciamento de cDNA em plataformas capazes de gerar informagao sobre

milhdes de pares de bases em uma unica corrida.
2.1.6 RNASeq

Recentemente, o advento das novas tecnologias de sequenciamento de
cDNA de larga escala (high-throughput), chamadas de tecnologias de
sequenciamento de ultima geragado, possibilitou o0 uso de um novo método,
denominado RNASeq. Essa técnica é considerada pelos pesquisadores um
método revolucionario, pois entre varias vantagens, permite alcangar niveis sem
precedentes de precisdo e especificidade na quantificagdo de genes
diferencialmente expressos e identificar novas regides transcritas (KIM et al.,
2011, PINTO et al. 2011).

Oshlack e colaboradores (2010) afirmam que, apesar da analise dos
dados ser um aspecto critico e muitas vezes o mais demorado do RNASeq, essa
técnica possibilita uma 6tima resolugédo e um alcance dindmico na quantificagao
dos transcritos. Sua alta sensibilidade promove a deteccdo da expressao
substancial de transcritos comparativamente. Além disso, a técnica é capaz de
capturar a dindmica do transcriptoma através de diferentes tecidos e condicdes.
(WANG et al., 2008; OSHLACK et al., 2010). Outra vantagem é a nao
dependéncia do conhecimento prévio de um transcriptoma de referéncia,
embora a existéncia de um ajuda muito. Dessa forma, genes de células
especificas podem ser identificados. Além disso, a técnica requer quantidade
relativamente pequena de RNA total, pois 0 sequenciamento € livre de clonagem
bacteriana (CARVALHO; SILVA, 2010; STRICKLER, et al., 2012, KOGENARU et
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al., 2012), embora tenha a desvantagem de ndo gerar clones fisicos para
estudos posteriores.

Dentre as novas plataformas de sequenciamento, a plataforma Solexa da
lllumina ja & muito utilizada (WANG et al. 2009). Essa tecnologia promove o
sequenciamento de DNA em plataforma capaz de gerar informagédo sobre
milhdes de pares de bases em uma unica corrida. Assim como no Sequenciador
Sanger, o sequenciamento € realizado por sintese usando DNA polimerase e
nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluoréforos. Porém a
inovagdo dessa tecnologia da lllumina consiste na clonagem in vitro dos
fragmentos em uma plataforma sodlida de vidro, processo também conhecido
como PCR de fase sdlida (TURCATTI et al., 2008; CARVALHO; SILVA, 2010).

Na clonagem in vitro é utilizada uma superficie de clonagem denominada
flow cell, a qual é dividida em oito linhas ou canaletas que séao utilizadas para o
sequenciamento das amostras. Em cada linha, adaptadores sao fixados a
superficie pela extremidade 5’, deixando a extremidade 3’ livre para servir na
iniciacdo da reacgao de sequenciamento dos fragmentos imobilizados no suporte
por hibridizacao.

Os fragmentos de cDNA da amostra também sé&o ligados aos adaptadores
em ambas as extremidades, o que permite sua fixacdo ao suporte de
sequenciamento por hibridizacdo a um dos adaptadores fixados (Figura 2 A, B).
A alta densidade de adaptadores no suporte facilita a hibridizagdo 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
extensao ocorre, formando a fita complementar também em “ponte” (Figura 2 C).
No ciclo de desnaturacéo, as fitas sao separadas e linearizadas (Figura 2 D, E).
Esses ciclos sao repetidos 35 vezes e assim as cerca de mil copias geradas de
cada fragmento nessa PCR de fase sodlida permanecem proximas umas das
outras, formando um cluster de sequenciamento (CARVALHO; SILVA, 2010).
Esta reagao de clonagem em fase soélida dos fragmentos de cDNA ocorre em um
equipamento chamado CBot (lllumina) e pode produzir de 100 a 200 milhdes de

“clusters” separados espacialmente na flow-cell, proporcionando extremidades
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livres para que um oligonucleotideo de sequenciamento universal se hibridize

para iniciar a reagao de sequenciamento (METZKER, 2010).
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Figura 2. Etapa da clusterizagdo na plataforma Illumina/Solexa: (A) O DNA é
fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em ambas as
extremidades. (B) No primeiro ciclo de amplificacdo da PCR em fase sélida, o
adaptador da extremidade livre da molécula aderida ao suporte encontra seu
oligonucleotideo complementar no suporte, formando uma estrutura em ponte.
(C) As moléculas de DNA fita simples sdo aderidas por afinidade ao suporte
sblido onde estdo também aderidos em alta densidade oligonucleotideos
complementares aos adaptadores A e B. (D) Na etapa de desnaturacdo a
“‘ponte” é desfeita mediante elevacao de temperatura. (E) Repete-se a etapa de
anelamento formando novas estruturas em ponte e iniciando um novo ciclo de
amplificagdo. Apds uma série desses ciclos, serdo obtidos clusters de moléculas
idénticas ligadas ao suporte.

As etapas seguintes sao realizadas na plataforma de sequenciamento,
através da captura de imagem com a utilizagdo de terminadores reversiveis em
um método ciclico que compreende a incorporacédo de nucleotideos, imagens de
fluorescéncia e clivagem (METZKER, 2005; METZKER, 2010). Para cada ciclo
do sequenciamento, os quatro nucleotideos acoplados a quatro diferentes
fluoréforos séo adicionados ao mesmo tempo na flow-cell (WILHELM et al,,
2010). Uma DNA polimerase se liga aos fragmentos de cDNA de cada “cluster”
presente na “flow-cell” e incorpora apenas um nucleotideo fluorescente que
apresenta complementariedade com a fita molde do fragmento. As terminagdes
destes nucleotideos sao reversiveis, ou seja, elas podem apresentar uma

extremidade 3" bloqueada, para impedir a incorporagdo de mais de uma base
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por ciclo, e uma extremidade 3° desbloqueada, para dar continuidade ao
sequenciamento (Figura 3). Isto é possivel por meio do uso de nucleotideos
modificados, chamados de dideoxinucleotideos (ddNTPs). Apds a incorporacéo
de um unico nucleotideo, é realizada a lavagem dos nucleotideos néao
incorporados. A captura da imagem € entdo realizada para identificar o
nucleotideo incorporado (METZKER, 2005; METZKER, 2010).

A alta densidade de “clusters” de sequenciamento possibilita que o sinal
de fluorescéncia gerado com a incorporacdo de cada um dos nucleotideos
terminadores tenha uma intensidade suficiente para garantir sua detecgédo exata
(CARVALHO; SILVA, 2010). O sequenciamento e a captura de imagem utilizam
terminadores reversiveis em um método ciclico que compreende a incorporagao
de nucleotideos, imagens de fluorescéncia e clivagem.

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 € feita pela andlise sequencial das imagens capturadas em
cada ciclo de sequenciamento. No inicio, leituras de 25-35 bases sao obtidas de
cada cluster (SHENDURE; JI, 2008). Atualmente, leituras de 50-150 bases

podem ser obtidas.
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Figura 3. Captura da imagem do sequenciamento na plataforma lllumina/Solexa.
A alta densidade de “clusters” de sequenciamento possibilita que o sinal de
fluorescéncia gerado com a incorporacdo de cada um dos nucleotideos
terminadores tenha uma intensidade suficiente para garantir sua detec¢ao exata.
As quatro cores sao detectadas pela captura de imagem por reflexdo de
fluorescéncia interna total (TIRF) com o uso de “lasers”. Fonte: GILCHRIST, 2013.
Cada corrida de sequenciamento produz terabytes de dados em imagem.
Os sinais de intensidades dos quatro nucleotideos sao extraidos a partir destas
imagens e sao usados para nomear as bases. As imagens sdo processadas a
fim de extrair os sinais numéricos para cada base (ROUGEMONT et al., 2008;
MARGUERAT; BAHLER, 2010). O programa Firecrast (lllumina) de analise de
imagens coleta informagdes para que o programa Bustard converta a informagao
em uma sequéncia de DNA de codigo IUPAC associado com um indice de
intensidade e qualidade. Um terceiro programa, chamado Gerald, ira realizar a
calibragao da qualidade e filtragem dos dados, e finalmente, produzir um arquivo
de texto de sequéncias curtas de leitura em formato FASTQ (WILHELM et al.,
2010).
A Ultima etapa € a analise dos dados. Esta etapa € considerada critica,
porque a enorme quantidade de dados produzidos em cada sequenciamento
requer uma infra-estrutura adequada para as analises computacionais e locais

para armazenamento dos dados. Além disso, devido ao grande numero de



sequéncias, esta etapa é considerada também a mais demorada da tecnologia
RNASeq (WILHELM et al., 2010).

Nos ultimos anos, varias ferramentas foram desenvolvidas para analisar a
expressao génica diferencial com base em diferentes algoritmos estatisticos,
linguagem de programacao, plataformas computacionais e tamanho dos dados.
Cufflinks, ALEXA-Seq, DESeq, DEGseq, Myrna, MMSEQ, rQuant, e ERANGE
sdo alguns exemplos de “softwares” desenvolvidos para o perfil de expressao
génica diferencial (GRIFFITH et al, 2010; ANDERS; HUBER, 2010). Esses
programas apresentam varias caracteristicas em comum e caracteristicas
exclusivas para facilitar a medi¢cado da expressao de genes em diferentes tipos de
conjuntos de dados. No entanto, a utilidade da maior parte dos programas esta
limitada a comparagdes aos pares de amostras (JAIN, 2011).

Portanto, a tecnologia do RNASeq tem sido aplicada em varios
organismos para revelar suas atividades transcricionais. Dados de
sequenciamento que, no passado, levariam anos para serem gerados, podem
agora ser produzidas numa questdao de dias. A enorme quantidade de dados
gerados nesta tecnologia permitiu a criagdo de boas perspectivas em varias
areas cientificas, em particular, nos estudos dos transcriptomas (STRICKER,
2012).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo investigar, utilizando tecnologia
de RNASeq, a expressdo génica temporal de espécies do género Citrus
moderadamente resistente e altamente suscetivel ao cancro citrico, no tempo
de 24, 48 e 72 horas ap06s a infecgao pela bactéria Xanthomonas citri subsp.
citri, com a finalidade de identificar genes envolvidos na resisténcia das plantas

ao patégeno.

3.2 Objetivos Especificos

Identificar os genes da espécie laranja doce Péra Rio (Citrus sinensis) e
Limdo Galego (Citrus aurantifolia), moderadamente resistente e altamente
sucetivel ao cancro citrico, que sao diferencialmente expressos quando as
mesmas sao infectadas com Xac. Isso permitira a identificacdo dos mecanismos

de defesa que sao ativados nas duas plantas sob o ataque da bactéria.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Ensaios biolégicos, condi¢ées de cultura e inoculagao em plantas.

Plantas adultas de laranja Péra Rio (Citrus sinensis L. Osbeck) e Limao
Galego (Citrus aurantifolia), enxertadas sobre limdo Cravo e livres de patogenos,
foram cedidas pelo Fundo de Defesa de Citricultura (Fundecitrus). Os
experimentos foram conduzidos em um laboratério de seguranga construido
especialmente para a manipulacéo e inoculacdo de Xac em plantas citricas, sob
condi¢des otimas de temperatura (28°C), luminosidade e umidade. Este local,
pertencente ao Laboratério de Bioquimica e de Biologia Molecular (LBM) da
FCAV/UNESP, possui um sistema de filtragem absoluta de ar (filtros EPA), além
de possuir antecamara e pressao negativa, impedindo, desta maneira, o escape
do organismo fitopatogénico para o meio ambiente.

A bactéria Xac isolado 306, cujo genoma foi sequenciado por completo
(Da Silva et al., 2002), foi utilizada para inocular folhas das duas espécies
citricas. A bactéria foi cultivada a 28°C em meio sélido NA (5g de peptona, 3g de
extrato de carne, 15g de agar e 1000 mL de agua destilada) por 3 dias para
obtencdo de massa celular, que foi entdo ressuspensa em agua destilada e
ajustada a uma densidade optica de 0,3 a 600nm, equivalente a 10® UFC/mL. O
estoque de bactérias utilizado pertence ao Laboratorio de Bioquimica e Biologia
Molecular (LBM) da FCAV/UNESP e estava mantido a temperatura ambiente em
frascos contendo agua de torneira ou tampao fosfato estéreis.

Para o experimento foram selecionadas plantas que apresentavam
tamanho uniforme e emissao de folhas jovens. As inoculagdes foram realizadas
por infiltracdo da suspensao de bactérias com auxilio de seringa hipodérmica
para insulina, sem agulha, diretamente no espago apoplastico, em todo o limbo
foliar, na parte abaxial das folhas (Figura 4). Da mesma forma, as folhas controle

foram inoculadas com agua destilada autoclavada.
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Figura 4: Inoculacédo de Xac em folhas de Péra Rio e Limao Galego pela técnica
de infiltragao.

4.2 Curva de crescimento da bactéria

Para a preparacdo do indculo, a bactéria Xac 306, armazenada em
tampéao fosfato, foi plaqueada em meio de cultura sélido NA (5g de peptona, 3g
de extrato de carne, 15g de agar e 1000 mL de agua destilada), e cultivada a 28
°C por 72 horas. Uma coldnia isolada foi repicada para o mesmo meio de cultura
e apos o crescimento a 28°C, por 72 horas, a massa de células foi coletada e
diluida em agua bi-destilada estérii em tubo Falcon estéril de 50 mL. A
suspensao bacteriana de Xac foi ajustada para uma densidade ética a 600nm
igual a 0,3, equivalente a 10® UFC/mL, e posteriormente foi ajustada para uma
concentracgdo de 10* UFC/mL por meio de dilui¢cdo seriada.

A suspensdo a 10* UFC/ml de Xac foi infiltrada em folhas jovens pelo
método de infiltracdo por pressdo, com uso de uma seringa para insulina, sem
agulha. Foram utilizadas 6 plantas no total, sendo 3 plantas da laranja doce Péra
Rio e 3 plantas de Limao Galego. As inoculagbes foram realizadas em 20 folhas
por planta e cada folha foi inoculada em 6 pontos. Discos foliares foram
coletados em diferentes dias (0, 1, 5, 11, 18 e 25). Para cada tempo de coleta, 3
discos foliares com 1 cm? recuperados do ponto de inoculagéo de cada espécie
foram desinfetados em alcool 70%, macerados em 1 ml de tampao PBS 1X
seguido por diluicdes seriadas (10" a 107). Uma aliquota de 100 pL de trés
diluicbes, variaveis para cada dia e variedade, foi plagueada em meio NA em
duplicada. As placas foram mantidas a 28°C por 72 horas, quando entdo se

procedeu a contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC). Os dados
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obtidos foram analisados pelo teste de Tukey a 5% (Assistat 7.6 Beta) e os
pontos inoculados nas folhas foram fotografados ao longo do tempo para a

caracterizacao dos sintomas.
4.3 Extracao de RNA total de planta

As folhas inoculadas com Xac ou agua (controle) foram coletadas apos
24, 48 e 72 horas da inoculagdo e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e armazenados a -80°C até o momento do isolamento do RNA.

Para extracdo do RNA total das folhas foi utilizado o kit PureLink® RNA
Mini Kit da Ambion. De cada amostra, 0,250 gramas de folhas (pool das 3 folhas)
foram maceradas em gral contendo nitrogénio liquido até a pulverizagdo total do
material vegetal. A amostra macerada foi rapidamente transferida para tubo de
eppendorf de 2 mL juntamente com tampao de lise (Lise buffer) e [-
mercaptoetanol. Imediatamente o tubo foi homogeneizado em vortex por 2
minutos e centrifugado a 2.600g por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi coletado e transferido para um novo eppendorf de 2 mL. Ao
sobrenadante foi adicionado metade de seu volume de etanol absoluto (0,5 V) e
homogeneizado por vortex em baixa velocidade por 30 segundos.

A solugéo foi transferida para uma coluna com um tubo de coleta (cedidos
pelo kit) para uma centrifugacdo a 12.000g por 15 segundos a temperatura
ambiente. Depois da centrifugacéo, foi descartada a solugdo que passou pela
coluna e ficou retida no tubo de coleta. Em seguida, utilizando a mesma coluna e
o mesmo tubo de coleta, foi adicionado 700 pL de tampao de lavagem | (Wash
buffer |) para centrifugar novamente a 12.000 g por 30 segundos a temperatura
ambiente, para entdo descartar o tubo de coleta e inserir outro tubo na coluna.

Foram adicionados 500 uL de tampao de lavagem Il (Wash buffer Il) na
coluna com o tubo de coleta e centrifugado a 12.000g por 30 segundos a
temperatura ambiente. Esse procedimento foi realizado duas vezes. O eluido do
tubo de coleta foi retirado e foi realizada uma centrifugacdo a 12.000 g por 2
minutos a temperatura ambiente para secar a membrana.

O tubo de coleta foi descartado e a coluna foi colocada em um tubo de

recuperacao (Recovery tube) para a eluicao do RNA em 50 yL de agua livre de
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RNase. Apds incubagdo por 1 minuto a temperatura ambiente, o conjunto foi
centrifugado por 12.000g por 2 minutos a temperatura ambiente.

As amostras de RNA foram tratadas com DNAse | a 37°C para remover
qualquer contaminagdo com DNA gendémico. Cada amostra foi formada por um
pool de folhas. Foram extraidas trés repeticdes bioldgicas para cada gendtipo
infectado e seus respectivos controles (ndo infectados) totalizando 12 amostras
distintas (Tabela 2). Este pool foi formado por 9 folhas de trés espécies de

plantas distintas.

Tabela 2. Amostras de RNA total de planta e sua respectiva legenda.

RNA total extraido de folhas inoculadas com agua da espécie Péra Rio 24
horas apds a inoculagao (Controle)

RNA total extraido de folhas inoculadas com Xac da espécie Péra Rio 24
horas apds a inoculagao (Infectada)

RNA total extraido de folhas inoculadas com agua da espécie Péra Rio 48
horas apds a inoculagao (Controle)

RNA total extraido de folhas inoculadas com Xac da espécie Péra Rio 48
horas apds a inoculagao (Infectada)

RNA total extraido de folhas inoculadas com agua da espécie Péra Rio 72
horas apds a inoculagao (Controle)

RNA total extraido de folhas inoculadas com Xac da espécie Péra Rio 72
horas apds a inoculagao (Infectada)

RNA total extraido de folhas inoculadas com agua da espécie Limao
Galego 24 horas apds a inoculagao (Controle)

RNA total extraido de folhas inoculadas com Xac da espécie Limao Galego
24 horas ap06s a inoculacao (Infectada)

RNA total extraido de folhas inoculadas com agua da espécie Limao
Galego 48 horas apds a inoculagao (Controle)

RNA total extraido de folhas inoculadas com Xac da espécie Limao Galego
48 horas ap6s a inoculacao (Infectada)

RNA total extraido de folhas inoculadas com agua da espécie Limao
Galego 72 horas apds a inoculagao (Controle)

RNA total extraido de folhas inoculadas com Xac da espécie Limao Galego
72 horas ap6s a inoculacao (Infectada)

A extracdo de RNA exige cuidados para evitar a contaminacdo da
amostra com RNAses, as quais possuem a capacidade de degradagao de
moléculas de RNA. Desta forma, todo o material utilizado para as manipulacdes
de RNA total foram esterilizados a 180°C para evitar a presenca de RNAses, e

todas as solugbes foram preparadas com agua ultra pura tratada com
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dietilpirocarbonato (DEPC), conforme recomendado por Sambroock e
colaboradores (1989). No momento de manipulagdo das amostras foi utilizado o
RNaseZap® da Ambion.

Para verificacdo da presenca ou auséncia de contaminantes, foi medida a
absorbancia do RNA extraido em espectrofotometro NanoDrop ND-1000, a
260,280 e 330 nm. A concentracdo de RNA total extraido foi quantificada com o
fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen) com o kit Qubit® RNA HS Assay, e a
integridade das amostras de RNA foram avaliadas no Bioanalyzer 2100 (Agilent)
com o kit RNA 6000 Nano LabChip.

4.4 Isolamento do RNA mensageiro, montagem das bibliotecas de cDNA

e ligagcao dos adaptadores

A partir do RNA total das amostras de planta, o RNA mensageiro (MRNA)
foi isolado e purificado pelo kit de preparacdo de amostras TruSeq RNA
SamplePreparation v2 (lllumina). A quantidade inicial recomendada pela lllumina
€ de 0,1-4 ug de RNA total.

O processo de purificagdo de mRNA baseou-se na ligagcao da calda poli-A
das moléculas de mRNA ao oligo(dT) ligado a esferas magnéticas. O mRNA
purificado foi fragmentado em sequéncias de 200 pb por enzimas presentes no
kit. A partir da fragmentacdo dos RNAs mensageiros, a primeira fita de cDNA foi
sintetizada por meio da enzima transcriptase reversa e oligonucleotideos
randémicos. O mRNA molde foi removido para a sintese da segunda fita do
cDNA. Para a limpeza das amostras, foi utilizado o kit Agencourt Ampure beads.
As esferas magnéticas deste kit separaram o cDNA dupla fita do restante dos
reagentes.

Os cDNAs com extremidades coesivas resultantes da fragmentagao,
foram convertidas em extremidades cegas pelo EndRepair Mix. A atividade da
exonuclease 3’-5" deste mix remove os nucleotideos da extremidade 3’e a agao
da polimerase adiciona nucleotideos na extremidade 5. Apds o reparo das
pontas, foi adicionado uma base adenina em cada extremidade 3’ dos

fragmentos de cDNA para facilitar a ligagado dos adaptadores que possuem uma
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base timina. Os adaptadores responsaveis por identificar as amostras foram
ligados as extremidades dos fragmentos de cDNA.

Foi realizada uma reacdo de polimerase em cadeia (PCR) com
oligonucleotideos especificos para as sequéncias dos adaptadores para
aumentar o numero de fragmentos das bibliotecas que continham adaptadores
ligados nas duas pontas. Para validagéo, as bibliotecas foram quantificadas por
meio do fluorbmetro Qubit® 2.0 e a qualidade das bibliotecas foi avaliada com o
chip Agilent DNA 1000 no Bionalyzer. Todas as bibliotecas foram normalizadas a

16 pmoles.
4.5 Clusterizagcao das bibliotecas de cDNA e Sequenciamento

Nesta etapa as bibliotecas foram inseridas na flowcell para formagao de
clusters para posterior sequenciamento. Para a clusterizagao foi utilizado o kit
TruSeq SR Cluster Kit v3 — HS (cBot) seguindo as recomendacgdes do fabricante.
Apods procedeu-se 0 sequenciamento na plataforma HiScanSQ System (lllumina)
pertencente a Facility de sequenciamento da FCAV/UNESP, seguindo as
instrugcdes do fabricante para o RNASeq. Na flow-cell, que € a lamina que
acontece a PCR em fase solida para o sequenciamento, foram utilizadas cinco
amostras por canaleta com diferentes “barcode” para diferenciar as amostras.

Foi realizado o sequenciamento “single read”.
4.6 Analise dos resultados

Os dados sequenciados foram preparados e analisados para calcular o
perfil de expressdo génica de cada amostra estudada, além da variagdo de
expressao existente entre elas. A analise de expressado foi baseada em um
método de alinhamento dos fragmentos (“sequéncias”) contra um transcriptoma
de referéncia devido a alta qualidade e quantidade de dados genéticos de
diferentes espécies de Citrus disponiveis em bases de dados publicos. A
metodologia de analise foi subdividida em dois pipelines. O primeiro envolveu a
construcdo de um banco de dados de sequéncias de Citrus sp. O segundo a
aplicagdo de um pipeline para analise de expressdao génica das bibliotecas

sequenciadas, descrito nas seg¢des seguintes. A construgdo do banco de dados
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de transcriptoma de citros foi feito com base no pipeline simplificado da Figura 5.
Neste pipeline foi feito um levantamento de bancos de dados publicos de
transcriptomas de espécies do género Citrus, e foram identificadas seis bases de
dados, formadas por sequéncias reais e preditas, geradas por grupos de
pesquisa independentes: AFFYM, NCBI, UNIGENE, USDA, CITRUSGDB e
PHYTOZOME.

AFFYM USDA

NCBI | CITRUSGDB I

Transcriptoma
publico

—EE e T
Transcriptoma
de referéncia

Figura 5. Pipeline para construcdo de um banco de dados nao redundante de
transcriptoma de plantas da espécie Citrus ssp. para estudos de genotipagem.
Fonte: Roberto Herai e Adriano Ferrasa.

O banco de dados AFFYM da Affimetrix (GeneChip Citrus Genome Array)
possui uma base de dados com 33.879 transcritos que foram utilizados como
referéncia para construgdo de um “chip” de microarranjo para genotipagem de
11 espécies do género Citrus, incluindo Citrus sinensis, Citrus unshui, Citrus
aurantifolia, Citrus medica, Citrus reticulata e Citrus reshni, dentre outros. Por se
tratar, atualmente, do melhor método disponivel para genotipagem em larga
escala de plantas da espécie Citrus ssp., este “chip” foi utilizado no trabalho
desenvolvimento recentemente por Fu e colaboradores (2012) para estudar a

doenga cancro citrico.
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A base de dados do NCBI, contendo 173.112 transcritos, foi produzida a
partir de uma pesquisa da doenga HLB que ocorre em plantas do género Citrus,
causada pela bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus (MARTINELLI et al.,
2012). Os dados sao de transcriptoma de C. sinensis e foram depositados no
NCBI.

O banco de dados UNIGENE, contendo 101.686 transcritos, utiliza uma
base de dados genéticos de C. clementina armazenada no portal UNIGENE do
NCBI, que foi gerado por grupos de pesquisa independentes.

O banco de dados USDA, contendo 31.863 transcritos, utiliza uma base
de dados de Citrus ssp. gerada pelo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos. Este banco de dados possui dados de transcriptoma das espécies C.
sinensis e Poncirus trifoliata.

O banco de dados CITRUSGDB, contendo 46.147 transcritos, é resultado
de uma pesquisa em C. sinensis coordenada por diversos grupos de pesquisa
internacionais. E, por fim, o banco de dados PHYTOZOME, contendo 33.929
transcritos, contem dados gerados por um consoércio internacional chamado
International Citrus Genome Consortium (GMITTER et al., 2012), para produzir
informagdes genéticas do genoma e do transcriptoma das espécies de C.
sinensis e C. clementina.

As bases de dados foram agrupadas em uma base centralizada. Em
seguida, ela passou por um processo de filtragem, que envolveu a remocao de
sequéncias com baixa qualidade (composi¢do com falhas ou com conteudo
parcial em sua composi¢ao). Posteriormente, foi realizada uma padronizagao na
nomenclatura das sequéncias, seguindo o critério TRANSCRITO_N, onde N
indica um codigo unico do transcrito na base de dados, originando um total de
204.550 transcritos.

4.7 Analise dos dados de sequenciamento de citros

O pipeline desenvolvido para analise de expressao génica € ilustrado na
Figura 6. Inicialmente, os dados brutos foram filtrados com base na qualidade
dos fragmentos sequenciados, cuja nota média no padrdo PHRED foi de no

minimo 20 para o fragmento inteiro. Esta analise foi realizada com a ferramenta
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NGS QC Toolkit (PATEL; JAIN, 2012). As sequéncias repetitivas ndo foram
removidas pela impossibilidade em se estimar a origem das mesmas, pois nao &
possivel definir se estas sequéncias representam artefatos oriundos da
amplificagdo das amostras sequenciadas ou se correspondem a fragmentos

repetidos reais dentro da amostra bioldgica.

Reads brutos

!

Filtragem

}

Reads
filtrados

!

Alinhamento —>

|

Transcriptoma

de referencia

Reads
alinhados
i' Comparacgao
Analise de entre pares
expressao
1 CONTROLE
Exp‘rressﬁo X
génica INOCULADA

Figura 6. Pipeline para anadlise de expressdao das bibliotecas de
sequenciamento. Fonte: Roberto Herai e Adriano Ferrasa.

Os dados filtrados foram entdo clusterizados utilizando um método
baseado em matriz de distancias euclidianas, o que permite verificar o
agrupamento entre as amostras.

Os dados filtrados foram alinhados contra o transcriptoma de referéncia
criado com a ferramenta de alinhamento Bowtie 2 (LANGMEAD; SALZBERG,
2012), sem permitir a ocorréncia de insergdes, delegcdes ou mutacdbes maiores
do que 1 nucleotideo, considerando o fragmento inteiro. Esta estratégia permite
levar em consideragao as mutagdes existentes entre individuos de uma mesma

especie, as mutagdes oriundas de alteragdes decorrentes da ploidia e
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zigozidade celular ou as mutagdes causadas por falhas de equipamentos de
sequenciamento.

Os alinhamentos foram analisados e, para cada transcrito da base do
transcriptoma de referéncia, foi feita a contagem da quantidade absoluta de
fragmentos que alinharam em cada transcrito, para cada uma das amostras
consideradas. O pacote de ferramentas DESeq (ANDERS; HUBER, 2010),
disponivel para o ambiente R — Bioconductor, foi usado para realizar o calculo da
variagdo da expressao génica diferencial entre pares de amostras, por meio de
uma metodologia de analise de expressdo génica baseada em contagem de
fragmentos. O calculo da expressdo normaliza as amostras com base no
tamanho de cada uma para permitir a comparacao da expressdo de um mesmo
transcrito entre bibliotecas de diferentes tamanhos. A partir dos dados
normalizados, foi feito o célculo do Fold-Change, Log base 2 do Fold-Change e a
significancia estatistica (p-valor). O Fold-Change indica a variagdo de expressao
normalizada de fragmentos por transcrito entre duas amostras. Estes valores
sao controlados por erros estatisticos do tipo 1 (probabilidade de falso positivos),
calculados pelo método conhecido por False Discovery Rate (FDR) e ajustados
com o uso de testes multiplos desenvolvido por Benjamin-Hochberg (1995).
Neste trabalho, as variagbes em que o p-valor foi inferior a 0,05 foram
consideradas com alta significAncia estatistica e, assim, o transcrito é
diferencialmente expresso.

As correlagbes entre os genes diferencialmente expressos que sao
comuns a varias amostras ou exclusivas entre pares de amostras sao

visualmente representadas por diagramas de Venn (OLIVEROS, 2007).
4.8 Anotacao de sequéncias e localizagao de dominios protéicos

Para obter uma descrigdo funcional de cada transcrito diferencialmente
expresso entre as amostras, foi feito o uso da ferramenta Blast2GO (CONESA et
al., 2005). A anotagao de ontologias génicas baseia-se em mineragao de dados
oriundos de sequéncias publicas com anotacdo disponivel, com homologia
minima de 60% entre as sequéncias. Ao final, as moléculas diferencialmente

expressas sao classificadas em 3 dominios: a) processo bioldgico, que indica as
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operagdes ou o0s conjuntos de eventos moleculares com inicio e fim definidos em
que o produto do gene estudado participa e que sdo fundamentais para o
funcionamento de uma célula, tecido, 6rgdos ou organismo; b) fungédo molecular,
que indica as atividades elementares do produto do gene a nivel molecular; e c)
componente celular, que indica a parte da célula ou o ambiente extracelular em
que o produto do gene desempenha sua fungéo.

A identificacdo de dominios proteicos foi feita com base numa
metodologia comparativa, implementada pela ferramenta InterProScan
(CASTRO et al.,, 2006). A identificagdo € feita a partir de uma sequéncia de
nucleotideos e permite verificar em detalhes as caracteristicas de um
determinado dominio, seja ele envolvido diretamente ou indiretamente com
fungdes bioldgicas quaisquer, como aquelas descritas pelas ontologias génicas:
componente celular, processo biolégico ou fungao molecular.

Os pipelines desenvolvidos para a construcdo dos bancos de dados nao
redundante de transcriptoma de plantas da espécie Citrus ssp (Figura 5) e de
analise de expressao das bibliotecas de sequenciamento (Figura 6), foram
desenvolvidos por Roberto Herai (School of Medicine, UCSD — University of
Califérnia San Diego, Califérnia, USA e Embrapa Informatica Agropecuaria,
Campinas, Sao Paulo, Brasil) e Adriano Ferrasa (Universidade Estadual de
Ponta Grossa, Ponta Grossa, Parana, Brasil). Outros dois bioinformatas
estiveram envolvidos no projeto: Alessandro Varani (Departamento de
Tecnologia, UNESP — Univ Estadual Paulista, Jaboticabal-SP) e Renata |zabel
Dozzi Tezza (Centro de Recursos Biolégicos e Biologia Genémica — CREBIO,
UNESP - Univ Estadual Paulista, Jaboticabal-SP). Os recursos computacionais
utilizados foram os do Laboratério Multiusuario de Bioinformatica da Embrapa
Informatica Agropecuaria, em Campinas-SP, e os do Centro de Recursos

Bioldgicos e Biologia Gendmica — CREBIO, em Jaboticabal-SP.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Comparagao dos sintomas do cancro citrico e curva de crescimento

de Xac em laranja Péra Rio e Limao Galego

Estudos comparativos sédo estratégias efetivas e importantes para analise
de gendtipos com comportamentos contrastantes a tolerancia ao estresse (FU et
al., 2012). Pesquisas anteriores demonstraram que a espécie PR ¢é
moderadamente resistente a doencga cancro citrico, enquanto que a espécie LG
é altamente suscetivel (LEITE JUNIOR, 1990; TAZIMA et al., 2008). Para
confirmar os niveis de resisténcia ao cancro citrico das espécies utilizadas neste
trabalho, foi realizada a observacdo temporal dos sintomas de cancro citrico e
avaliacdo do crescimento de Xac em folhas inoculadas com suspenséao
bacteriana por meio de infiltragdo por pressao.

Folhas das espécies PR e LG foram inoculadas com uma suspensao de
Xac e periodicamente fotodocumentadas para observagao do fendétipo (Figura 7).
Na espécie LG, 5 dias apds a inoculagéo (DAIl) ja comegaram a aparecer 0s
primeiros sintomas de cancro, com o surgimento de pequenas lesdes, enquanto
na espécie PR ndo houve a manifestacdo da doenga neste periodo.
Transcorridos 25 DAI, nas folhas de LG os sintomas evoluiram e as lesdes
espalharam-se rapidamente pelo tecido foliar, aumentando de didmetro e
tornando-se mais escuras, com aspecto corticoso e saliente; ja nas folhas da
espécie PR os sintomas ficaram mais contidos, restritos ao ponto de inoculagao,
demonstrando menor multiplicacdo e propagacao da bactéria (Figura 7).

A curva de crescimento de Xac nas plantas de laranja doce Péra Rio e
Limao Galego aos 0, 1, 5, 11, 18 e 25 dias ap6s a inoculagao, revelou que a
bactéria se multiplica de maneira semelhante em ambas as espécies até o 11°
DAI. Porém, no 19° DAI, na espécie PR o valor de log foi 7,2, enquanto que na
espécie LG o valor de log foi 8,5 (Figura 8), apresentando diferenga estatistica

significativa nesse ponto. No 25- DAI o crescimento da Xac na espécie LG ainda
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continuou maior do que na espécie PR, embora n&do tenha havido diferencga
estatistica (Figura 8).

Sendo assim, pode-se sugerir que na espécie moderadamente resistente
PR os mecanismos de defesa ativados pela planta foram mais eficientes em
conter a bactéria e os sintomas da doenca do que aqueles ativados pela espécie
altamente suscetivel Limado Galego. Esta diferenca pode estar relacionada tanto
a velocidade e/ou intensidade da resposta como a diferenca nos mecanismos
ativados, uma vez que nas duas espécies a barreira fisica de entrada da bactéria

foi sobrepujada pela inoculagéo por presséo.

Laranja Péra Rio—

Limao Galego —

5

Dias apods a inoculagao (DAI)

Figura 7. Comparagdao dos sintomas de cancro citrico na espécie
moderadamente resistente Laranja Péra Rio e na espécie altamente suscetivel
Limdo Galego 5 e 25 dias apds inoculagdo com suspensdo a 10* UFC/ml de
Xac.
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Figura 8. Curva de crescimento de Xac nas espécies Laranja Péra Rio e Limao
Galego até o 25° dia apds a inoculagdo. Valores em Log1o UFC/ml. Pontos
acompanhados de letras minusculas iguais ndo se diferem estatisticamente
dentro de cada tempo e pontos acompanhados de letras maiusculas iguais nao
se diferem estatisticamente entre os tempos no teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

5.2 Verificagao da concentragao e integridade do RNA total extraido

A pureza das amostras de RNA total extraidos de planta foram avaliadas
através da determinagao da absorbancia nos comprimentos de onda de 260, 280
e 330 nm em um espectrofotdometro NanoDrop ND-1000. A relagdo Azso/Azsonm
ficou entre 1,80 e 2,0, que indica ndao contaminagado por proteina ou fenol, a
relacao Agso/A23onm ficou entre 1,52 e 1,95, com a maioria igual ou maior do que
1,7 0 que indica ndo contaminante nas amostras. As concentragdes de RNA total
(ng/ul) variaram de 250 a 1.000 ng/uL (Tabela 3). A montagem da biblioteca de
cDNA necessita de, no minimo, 1 yg de RNA total, segundo o protocolo TruSeq
RNA Sample Preparation v2 (lllumina), utilizado neste experimento. Portanto
todas as amostras de RNA extraidas apresentaram concentracdo de RNA

suficientes.
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Para avaliar a integridade do RNA total isolado, as amostras foram
submetidas a uma eletroforese em gel de agarose em condi¢gbes desnaturantes
(Figura 9). A partir do gel de agarose € possivel inferir sobre a integridade do
RNA por meio da visualizacdo das bandas de RNA ribossomal (rRNA). A
presencga de rastros (“smear”) abaixo das bandas de rRNA indicam degradagéao
e, acima delas, pode indicar contaminagdo por DNA gendmico. Portanto, um
RNA de boa qualidade deve apresentar bandas bem definidas e sem rastros.
Além disso, a banda referente ao rRNA 28S deve apresentar o dobro da
intensidade da banda do rRNA 18S, no caso de organismos eucariotos.

Entretanto, uma maneira menos subjetiva para avaliar a integridade do
RNA ¢é a eletroforese capilar realizada no equipamento Bioanalyzer. Esta técnica
exige uma pequena quantidade de RNA e utiliza um corante fluorescente que
permite avaliar tanto a integridade quanto a concentragédo de RNA na amostra. O
principio € o mesmo de uma eletroforese em gel de agarose, porém a corrida é
realizada em um capilar contendo o polimero e € gerado um eletroferograma, o
qual é analisado automaticamente pelo aparelho que detecta qualquer traco de
degradacéao. O resultado é exibido na forma de um grafico, que calcula a razédo
28S/18S (eucarioto) ou 23S/16S (procarioto) com maior precisdo a partir dos
respectivos picos. Além disso, o equipamento possui um programa que utiliza
um algoritmo para analisar os resultados obtidos e atribuir a amostra uma
pontuacao (RNA Integrity Number - RIN) que varia de 1 a 10. A técnica de
RNASeq exige um RNA de alta qualidade. Uma amostra satisfatéria e sem
degradacao deve apresentar um RIN acima de 8. A integridade do RNA total
extraido das folhas das espécies PR e LG utilizadas neste trabalho apresentou
uma média de RIN de 8,45 (minimo 8,0 e maximo 8,9) (Figuras 10 e 11).
Portanto, todas as amostras de RNA utilizadas no presente trabalho para a
obtencao do transcriptoma de PR e LG apresentavam a qualidade necessaria

para tal analise.
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Tabela 3. Avaliagdo da concentracao e pureza das amostras de RNA

Concentragao

Amostra Legenda A260/A280 A260/230

(ng/pL)

RNA total extraido de folhas
inoculadas com agua da espécie
FHE Péra Rio 24 horas apés a
inoculagao (Controle)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com Xac da espécie
PRI24 Péra Rio 24 horas apés a
inoculacdo (Infectada)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com agua da espécie
AR Péra Rio 48 horas apés a
inoculacao (Controle)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com Xac da espécie
PRI43 Péra Rio 48 horas ap6s a
inoculacao (Infectada)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com agua da espécie
Péra Rio 72 horas ap6s a
inoculacao (Controle)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com Xac da espécie
Péra Rio 72 horas ap6s a
inoculacao (Infectada)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com agua da espécie
Hele s Limao Galego 24 horas ap6s a
inoculacéo (Controle)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com Xac da espécie
Lim&o Galego 24 horas ap6s a
inoculacao (Infectada)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com agua da espécie
Limao Galego 48 horas apo6s a
inoculacéo (Controle)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com Xac da espécie
Limao Galego 48 horas apos a
inoculacgéo (Infectada)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com agua da espécie
Limao Galego 72 horas apo6s a
inoculagéo (Controle)
RNA total extraido de folhas
inoculadas com Xac da espécie
Limao Galego 72 horas ap6s a
inoculagéo (Infectada)

843.32 1,90 1,52

672.00 1,87 1,60

286.00 1,92 1,80

266.00 1,85 1,70

PRC72 392.00 1,95 1,70

PRI72 421.28 2,00 1,92

206.19 1,92 1,63

LGI24 213.60 2,00 1,90

LGC48 210.00 1,90 1,60

LGl48 250.00 2,00 1,95

LGC72 220.09 2,00 1,94

LGI72 1.000 1,94 1,80
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose em condi¢ées desnaturantes das
amostras de RNA total de planta de Laranja Péra Rio extraidas pelo kit
PureLink® RNA Mini (Ambion) a partir de folhas coletadas 24, 48 e 72 horas
apos a inoculagdo com suspensdo de Xac 10° UFC/mL. A concentracdo do gel
foi de 1,0%, a corrida foi feita a 80V e a quantidade de amostra aplicada em

cada poco foi de 1,0 ug.
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Figura 10. Eletroferograma e RIN obtidos no Bioanalyzer das amostras de RNA
total extraidas de tecido foliar da espécie Péra Rio.
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Figura 11. Eletroferograma e RIN obtidos no Bioanalyzer das amostras de RNA
total extraidas de tecido foliar da espécie Limao Galego.
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5.3 Analise do transcriptoma das bibliotecas de cDNA de planta por
RNASeq

No presente trabalho a tecnologia RNASeq foi utilizada para o
sequenciamento em larga escala dos transcritos de RNA (transcriptoma)
presentes nas folhas de laranja doce Péra Rio (PR), moderadamente resistente
ao cancro citrico, e do Limao Galego (LG), altamente suscetivel, nos tempos de
24, 48 e 72 horas apods inoculacdo da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri,
agente causal da doenga cancro citrico. O objetivo foi verificar as diferengas nos
mecanismos moleculares de resposta utilizados por estes dois hospedeiros que
apresentam diferengas de suscetibilidade ao patégeno.

Um total de 166.238.688 sequéncias (reads) foram geradas a partir de
sequéncias de 50 pares de base sequenciadas de 12 bibliotecas de cDNA
provenientes de pools de amostras de folhas de trés plantas de cada espécie
(Tabela 3). Deste total, 140.718.933 (84,65%) foram de alta qualidade (escore
superior a 20), sendo que quando foi feito o alinhamento destas sequéncias de
alta qualidade com o transcriptoma de referéncia, a percentagem de alinhamento
foi de 93,51 a 96,77% (Tabela 3). Este alto indice de sucesso de alinhamento
contra o transcriptoma de referéncia, conferindo uma alta cobertura, torna
possivel uma analise de transcriptoma adequada e de alta qualidade.

Seis comparacdes em pares foram realizadas entre as 12 bibliotecas de
cDNA para gerar o maior numero de informagdes possiveis e comparar as
diferengas transcricionais dentro da mesma espécie (Controle vs. Infectada) e

entre as espécies.



Tabela 3. Dados gerados pelo sequenciamento RNASeq (lllumina) das
bibliotecas de cDNA produzidas a partir de tecido foliar de Péra Rio (PR) e
Limao Galego (LG) infectado e nédo infectado com Xac nos tempos de 24, 48 e
72 horas apds a inoculagdo com suspensao de Xac contendo 10° UFC/ml.

23.514.890 21.273.051 20.586.793 96,77%
24.994.811 21.464.943 20.734.595 96,60%
12.321.596 7.201.878 6.841.820 95,00%
14.946.072 13.917.923 13.384.106 96,16%
6.151.560 4.917.948 4.703.785 95,65%
14.963.871 10.022.602 9.547.431 95,26%
13.915.986 13.059.090 12.489.186 95,63%
6.307.092 4.976.989 4.686.530 94,16%
6.269.801 4.926.664 4.607.057 93,51%
7.984.937 6.212.125 5.870.768 94,50%
15.234.172 14.301.971 13.630.829 95,31%
19.633.900 18.443.749 17.541.128 95,11%
166.238.688 | 140.718.933 134.624.028

*Mapeadas uma unica vez no transcriptoma de referéncia

PRC24, PRC48 e PRC72: RNA de folhas de Péra Rio inoculadas com agua
estéril (controle) e extraidos as 24, 48 e 72 horas apds a inoculagao.

PRI24, PRC48 e PRC72: RNA de folhas de Péra Rio inoculadas com Xac e
extraidos as 24, 48 e 72 horas apés a inoculagao.

LGC24, LGC48 e LGC72: RNA de folhas de Liméao Galego inoculadas com agua
estéril (controle) e extraidos as 24, 48 e 72 horas apds a inoculagao.

LGI24, LGC48 e LGC72: RNA de folhas de Limao Galego inoculadas com Xac e
extraidos as 24, 48 e 72 horas ap0és a inoculagao.

5.4 Clusterizagdo das amostras

Todos os transcritos com valores de p-valor significativos e a expressao
de variagdo entre as amostras em pelo menos uma condicdo foram isolados
num subgrupo de transcritos para a analise de agrupamento. O agrupamento foi
baseado na matriz de distancias, em que é calculada a distancia euclidiana entre

cada par de amostras. Para criar o dendrograma, a matriz de distancia foi
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analisada e, utilizando o método de ligagdo unica, as amostras de distancias
foram agrupadas. Além disso foi criado um heatmap que se baseia na distancia
matriz. Cada valor a partir da matriz, que representa a distancia entre duas
amostras, € convertida para uma cor, na qual a cor branca, representa as
amostras que sdo muito diferentes, até a cor vermelha, que representa as
mesmas amostras. O dendograma representando as amostras da espécie
laranja PR sao representadas na figura 12, e o dendograma representando as

amostras da espécie LG sao representadas na figura 13.

— PRT3

— PRT2

— PRT1

PRC3

I PRCA1

_ C48PR

PRT3
PRT2
PRT1
PRC3
PRC1
C48PR

Figura 12. Dendograma das amostras da espécie laranja Péra Rio

PRC1, C48PR e PRC3: RNA de folhas de Péra Rio inoculadas com agua estéril
(controle) e extraidos as 24, 48 e 72 horas ap6s a inoculagéo.

PRT1, PRT2 e PRT3: RNA de folhas de Péra Rio inoculadas com Xac e
extraidos as 24, 48 e 72 horas apos a inoculagao.
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Figura 13. Dendograma das amostras da espécie Limao Galego

LGC1, LGC2 e LGC3: RNA de folhas de Limao Galego inoculadas com agua
estéril (controle) e extraidos as 24, 48 e 72 horas apds a inoculagao.

LGT1, LGT2 e LGT3: RNA de folhas de Limdo Galego inoculadas com Xac e
extraidos as 24, 48 e 72 horas apods a inoculacéo.

5.5 Expressdo génica global e temporal em laranja Péra Rio e Lima Acida

Galego apés a inoculagao com Xac

Neste trabalho, genes considerados diferencialmente expressos (GDEs)
foram aqueles que apresentaram significancia estatistica (p-valor) menor ou
igual a 0,05. Dessa forma, apds analises estatisticas, foram identificados 6.330,
3.478 e 6.795 GDEs na espécie moderadamente resistente Péra Rio 24, 48 e 72
horas apds a inoculagdo com Xac, respectivamente, quando comparados com
seus controles. E na espécie altamente suscetivel Limdo Galego foram
identificados 1.491, 5.621 e 2.145 GDEs apo6s 24, 48 e 72 horas da inoculagao
com Xac, respectivamente, quando comparados com seus controles.

Além do p-valor, foi adotado o valor de alteragao absoluta (Fold-change)

de pelo menos duas vezes (22 ou <0,5) para considerar um transcrito induzido
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ou reprimido. Os transcritos com uma expressao maior no tecido infectado de
duas vezes ou mais (Fold-change = 2) foram denominados genes induzidos e 0s
transcritos com uma expressao maior no tecido controle de duas vezes ou mais
(Fold-change <0,5) foram denominados genes reprimidos.

Em Péra Rio, no tempo de 24 horas apds a inoculagdo com a Xac, foram
encontrados 1.783 genes induzidos, enquanto 4.547 genes foram reprimidos. No
tempo de 48 horas, 1.139 genes foram induzidos e 2.339 genes foram
reprimidos, e no tempo de 72 horas foram encontrados 1.995 genes induzidos e
4.800 genes reprimidos (Figura 14). Por outro lado, na espécie Limao Galego,
foram encontrados 519 genes induzidos e 972 genes reprimidos no tempo 24
horas apds a inoculagdo com a Xac. No tempo 48 horas, 2.029 genes foram
induzidos e 3.592 genes foram reprimidos, € no tempo 72 horas, foram

encontrados 957 genes induzidos e 1.188 genes reprimidos (Figura 14).

Péra Rio Limao Galego
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Figura 14. Distribuicdo dos genes diferencialmente expressos (GDEs) na
espéecie moderadamente resistente Péra Rio e na espécie altamente suscetivel
Limao Galego, 24, 48 e 72 horas ap06s a inoculagdo com Xac. As barras em azul

indicam a quantidade degenes induzidos e as barras vermelhas indicam a
quantidade de genes reprimidos.

54



Estes resultados revelam que o perfil transcricional de PR é diferente do
apresentado por LG em resposta a infecgdo por Xac. Enquanto que na espécie
PR foi identificado um maior numero de GDEs induzidos e reprimidos 24 e 72
horas apds a inoculagdo com Xac, na espécie LG foi no tempo de 48 horas que
foram identificados maior quantidade de GDEs induzidos e reprimidos. Chama a
atencédo o fato da quantidade de genes induzidos ou reprimidos (GDEs) na
espécie PR moderadamente resistente 24 horas apds a inoculacdo com Xac
(6.330) ser 4,25 maior do que na espécie altamente suscetivel LG (1.491). No
tempo de 48 horas, o LG apresentou 1,6 vezes mais GDEs do que a PR, mas no
tempo de 72 horas a PR apresentou novamente 3,17 vezes mais GDEs do que o
LG. Na soma dos trés periodos estudados, PR apresentou 1,79 vezes mais
GDEs do que LG. A diferenga na quantidade de genes diferencialmente
expressos por PR em resposta a infegdo com Xac, principalmente no inicio da
infeccao, pode estar relacionada com o maior sucesso desta espécie em resistir
ao ataque do patogeno.

Fu e colaboradores (2012), através da técnica de microarranjo,
observaram que a espécie Newhall (Citrus sinensis (L.) Osbeck), suscetivel ao
cancro citrico, quando infectada com Xac exibiu maior quantidade de transcritos
em comparagdo com a espécie resistente Kumquat Meiwa (Fortunella
crassifolia). Este resultado € diferente do encontrado no presente trabalho, onde
a espécie moderadamente resistente PR apresentou maior quantidade de GDEs
do que a espécie altamente suscetivel LG. Entretato, enquanto no presente
trabalho as analises foram feitas nos periodos de 1, 2 e 3 dias apds a infecgao
em comparagdo com seus respectivos controles, no trabalho de Fu e
colaboradores (2012) esta analise foi feita apenas no 5° dia apds a infegcao em
comparagao com o dia zero. A novidade do presente trabalho é a analise da
respostas das plantas nos periodos iniciais da infeccao. Nesse trabalho, os
GDEs que apresentaram uma alta significancia estatistica foram analisados para
se obter uma descrigao funcional de cada transcrito. Os GDEs em cada espécie
foram categorizados de acordo com sua ontologia em relagdo a fungdo na
anotacdo génica relacionada ao processo biolégico, fungdo molecular e

componente celular baseado nos resultados das ferramentas BLASTX e Gene
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Ontology (GO) inseridas no software Blast2GO. Os resultados obtidos para a
espécie PR estdo apresentados nas Figuras 15 a 17 e os obtidos para a espécie

LG estdo apresentados nas Figuras 18 a 20.
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Figura 15: Categorizacdo dos genes induzidos e reprimidos em Péra Rio no
tempo de 24 horas apés a infecgdo com a Xac. Os genes foram categorizados
de acordo com GO (Gene Ontology) e foram distribuidos conforme a funcéo
realizada nas células das plantas.
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Figura 16: Categorizacdo dos genes induzidos e reprimidos em Péra Rio no
tempo de 48 horas apds a infecgdo com a Xac. Os genes foram categorizados
de acordo com GO (Gene Ontology) e foram distribuidos conforme a funcéo
realizada nas células das plantas.
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Figura 17: Categorizacdo dos genes induzidos e reprimidos em Péra Rio no
tempo de 72 horas apés a infecgdo com a Xac. Os genes foram categorizados
de acordo com GO (Gene Ontology) e foram distribuidos conforme a funcéo
realizada nas células das plantas.

A categorizacdo dos transcritos com expressao diferencial significativa de
acordo com o GO revelou que a maioria dos genes induzidos e reprimidos na
espécie laranja doce Péra Rio nos tempos de 24, 48 e 72 horas apos a infecgao
com a Xac, apresentou similaridade com proteinas envolvidas com 0 processo
metabdlico, com o numero de reprimidos sendo maior do que o de induzidos
(Figuras 15, 16 e 17). A segunda categoria mais representada, tanto em genes
induzidos como reprimidos, foi a de processo celular, seguida por transcritos que
possuem similaridade com proteinas de respostas a estimulos.

Um resultado que chama a atencao € o fato de que nos 3 tempos apos a
infeccdo com Xac houve uma grande repressao de genes relacionados a
fotossintese na espécie PR (Figuras 15, 16 e 17). Por outro lado, houve uma
predomindncia na inducdo de genes relacionados a sinalizagao celular e

resposta a estimulos bidticos, que serao discutidos mais adiante.
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Outro fato observado é que no tempo de 24 horas apds a inoculagdo com
a Xac, proteinas relacionadas a categoria transporte foram predominantemente
induzidas, e ao passar do tempo, 48 e 72 horas apds a inoculagdo com a Xac,
houve agora a predominancia da repressdo de proteinas relacionadas ao

transporte.
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Figura 18: Categorizagdo dos genes induzidos e reprimidos em Limao Galego
no tempo de 24 horas apdés a infeccdo com a Xac. Os genes foram
categorizados de acordo com GO (Gene Ontology) e foram distribuidos
conforme a funcéo realizada nas células das plantas.
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Figura 19: Categorizagdo dos genes induzidos e reprimidos em Limao Galego
no tempo de 48 horas apdés a infeccdo com a Xac. Os genes foram
categorizados de acordo com GO (Gene Ontology) e foram distribuidos
conforme a fungao realizada nas células das plantas.
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Figura 20: Categorizagdao dos genes induzidos e reprimidos em Limao Galego
no tempo de 72 horas apdés a infeccdo com a Xac. Os genes foram
categorizados de acordo com GO (Gene Ontology) e foram distribuidos
conforme a funcéo realizada nas células das plantas.



Na espécie Limao Galego, apos categorizagdo dos transcritos com
expressao diferencial significativa de acordo com o GO, foi verificado que a
maioria dos genes induzidos apresentou similaridade com proteinas envolvidas
com o processo metabdlico. A segunda categoria mais representada foi a de
resposta a estimulos e a terceira categoria foi a de genes possuem similaridade
com proteinas ao processo celular (Figuras 18, 19 e 20).

Diferentemente do observado para a espécie PR, na espécie LG genes
relacionados a fotossintese foram induzidos no tempo de 24 horas apos a
inoculagdo com a Xac e foram reprimidos apenas nos tempos de 48 e 72 horas
(Figuras 18, 19 e 20). Em relac&o aos genes relacionados a sinalizagéo celular e
a estimulos bidticos, ha uma predominancia de genes reprimidos as 24 horas e
uma predominancia de genes induzidos as 48 e 72 horas, o inverso do que
ocorre com os genes relacionados a fotossintese.

Outro fato observado sido as proteinas relacionadas a categoria
transporte, que foram, em sua maioria, reprimidos nos tempos 24, 48 e 72 apds

a infeccdo com a Xac.

5.6 Expressao génica global e temporal em comum em Péra Rio e Limao

Galego 24, 48 e 72 horas apés a inoculagao com Xac.

Na analise da expressao génica temporal, foram identificados 176 genes
que foram induzidos em comum nos 3 tempos apds a infecgdo com Xac na
espeécie moderadamente resistente PR, enquanto que na espécie altamente
suscetivel LG nao foram encontrados genes em comum nos 3 tempos apds a
infeccao (Figura 21).

Em relacdo aos genes reprimidos, na espécie PR foram encontrados 438
genes reprimidos nos 3 tempos apds a infecgdo com a Xac, enquanto que na
espécie LG, foram encontrados 18 transcritos reprimidos em comum nos 3
tempos apds a infeccdo com a Xac (Figura 22).

Na espécie PR foram encontrados 138 genes induzidos e 657 genes
reprimidos em comum entre os tempos de 24 e 48 horas apods a infecgdo com a
Xac, enquanto quena espécie LG foram encontrados apenas 3 genes induzidos

e 83 genes reprimidos em comum (Figuras 21 e 22). Ja entre os tempos de 24 e
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72 horas foram encontrados 305 genes induzidos e 701 genes reprimidos em
comum na espécie PR e na espécie LG foram encontrados apenas 1 gene
induzido e 24 genes reprimidos em comum (Figuras 21 e 22). Quando a
comparacao foi feita entre os tempos de 48 e 72 horas apés a infecgdo com a
Xac, foram encontrados 102 genes induzidos e 213 genes reprimidos em comum
na espécie PR, enquanto que na espécie LG foram encontrados 83 genes

induzidos e 193 genes reprimidos em comum (Figuras 21 e 22).

& &

Figura 21. Diagramas de Venn mostrando o numero de genes que foram induzidos
na espécie Péra Rio (A) e Limao Galego (B) nos tempos de 24, 48 e 72 horas apés
a inoculacdo com suspensdo contendo 10®° UFC/mL de Xac. Os diagramas
mostram o numero de genes induzidos em cada tempo e o numero de genes que
SA0 expressos em comum ou que sao exclusivos de cada tempo.

Figura 22. Diagramas de Venn mostrando o numero de genes que foram
reprimidos na espécie Péra Rio (A) e Limao Galego (B) nos tempos de 24, 48 e
72 horas ap6s a inoculagdo com suspensdo contendo 102 UFC/mL de Xac. Os
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diagramas mostram o numero de genes reprimidos em cada tempo e o humero
de genes reprimidos em comum ou que sao exclusivos de cada tempo.

Entre os 176 GDEs induzidos em comum nos 3 tempos apds a infec¢ao
com a Xac na espécie moderadamente resistente PR, foram encontradas
proteinas beta-galactosidase, quitinases, proteinas relacionadas a patogénese 1,
taumatina, proteina alergénica (Pru ar 1) (Tabela 4). Essas proteinas sé&o
relatadas na literatura como relacionadas ao estresse bidtico. Fatores de
transcricdo também foram induzidos nos 3 tempos apds a infecgao com a Xac,
como WRKY, os quais tem a funcéo de ativar a sintese de proteinas necessarias
para uma resposta ao ataque do patdégeno. Os envolvimentos e papel dos
fatores de transcricdo em plantas na resposta a patdégenos sera discutido mais
adiante.

Uma proteina denominada Inositol Oxigenase também foi induzidas nos 3
tempos apods a infeccdo. Em Arabdopsis thaliana esta enzima esta envolvida na
biossintese de nucleotideos acucares precursores da matrix de polissacarideos
da parede celular. Esta enzima pertence a uma das vias que levam a sintese do
acido UDP glucurdnico (UDP-GIcA), que é o principal precursor dos residuos de
acido galacturénico, xilose, apiose e arabinose necessarios para a sintese dos
polimeros da parede celular da planta. (KANTER et al., 2005, SIDDIQUE et al.,
2009). A remodelagem da parede celular € um dos mecanismos utilizados pelas
plantas para se defender do ataque de patdégenos invasores (HUCKELHOVEN,
2007).

62



63

Tabela 4. GDEs induzidos em comum na espécie PR apos 24, 48 e 72 horas da
inoculacdo com suspensao contendo 108 UFC/ml de Xac.

Fold- Fold- Fold-
. change change change » Descricao da
Transerito  para Rio PeraRio  PéraRio | valor e e
24 horas 48 horas 72 horas
Transcrito 16.2647 .
10461526 ’ 0,01308 Beta-galactosidase
Transcrito .
10461526 26,9698 0,0099 Beta-galactosidase
Transcrito _
10461526 54,7016 0,00152 Beta-galactosidase
Transcrito Proteinas
8270211 46,0835 0,0123 relacionadas a
patogénese 1
Transcrito Proteinas
8270211 38,5283 0,0217 relacionadas a
patogénese 1
Transcrito Proteinas
8270211 Inf 0,0069 relacionadas a
patogénese 1
Transcrito 60.8303 , "
7739684 ’ 0,00183 Proteina Quitinase
Transcrito , -
7739684 36,6936 0,00521 Proteina Quitinase
Transcrito , "
7739684 13,7091 0,00024 Proteina Quitinase
Transcrito 10,2535 Proteina alergénica
6590905 0,035734 (Pru ar 1)
Transcrito Proteina alergénica
6590905 52,01326 0,00266 (Pruar 1)
Transcrito Proteina alergénica
6590905 19,1455 0,03560 (Pru ar 1)
Transcrito 32 7851 Fator de transcrigéo
2636475 ! Lt WRKY
Transcrito Fator de transcrigédo
2636475 Inf 0,01230 WRKY
Transcrito . Fator de transcrigédo
2636475 inf Lt WRKY
T;i'—;;g;'éo 11,4813 0,02830 Inositol Oxigenase
LS 45,29374 0,00388  Inositol Oxigenase

2479615




Transcrito

2479615 40,2495 0,0037 Inositol Oxigenase

Transcrito 26,7284
2412647

0,0052 Taumatina

Transcrito _
2412647 29,29759 0,0068 Taumatina

Transcrito .
2412647 86,2732 0,0105 Taumatina

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Entre os 438 genes reprimidos nos 3 tempos apds a infeccao com a Xac
na espécie moderadamente resistente PR, houve a repressdo de muitas
proteinas denominadas Lectinas (Tabela 5).

Lectinas sédo proteinas capazes de se ligarem aos residuos de
carboidratos de macromoléculas, tais como glicoproteinas e polissacarideos.
Foram primeiramente encontrados em sementes de Ricinnus communis ha mais
de um século (STILLMARK, 1888). Algumas fun¢des das lectinas sao bastante
conhecidas, como a agao como proteina de armazenamento em sementes, no
processo de reconhecimento e compatibilidade do pdlen durante a fertilizagao e
na defesa de plantas contra patégenos (PINTO et al., 2011). O efeito toxico das
lectinas sobre o desenvolvimento de patégenos, como nematdides (GAOFU et
al. 2008) e fungos fitopatogénicos (RIBEIRO et al. 2007) ja foi comprovado.

O fato desta proteina estar reprimida na espécie moderamente resistente
PR é curioso mas nao unico. Paparu e colaboradores (2009) também
encontraram que um cultivar de banana tolerante ao nematdide cavernicola
(Radopholus similis) teve a expressdao do gene da lectina suprimida quando
inoculada com o nematodide. A repressao do gene da lectina pode ser um dos
mecanismos utilizados pelo patdégeno para vencer as defesas da planta.

Na espécie altamente suscetivel LG, entre os 18 genes reprimidos nos 3
tempos apds a infeccdo com a Xac, houve a repressdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo celular como peptidase, enzima glucose
desidrogenase e superoxido dismutase (Tabela 6). A superdoxido dismutase
(SOD) é uma enzima que atua na conversao de radicais superoxido, produzidos
durante a respiragao celular, em peroxido de hidrogénio, o qual € posteriormente

degradado pela catalase, eliminando o estresse oxidativo.
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Tabela 5. GDEs reprimidos em comum na espécie PR apos 24, 48 e 72 horas da
inoculacdo com suspensao contendo 108 UFC/ml de Xac.

Fold-change Fold-change Fold-change Descricio da
Transcrito Péra Rio Péra Rio Péra Rio P-valor se ugncia
24 horas 48 horas 72 horas q
Transcrito Lectina
9682086 D=2t 00200 |eguminosa
Transcrito Lectina
9682086 0,0162 00021 | oquminosa
Transcrito Lectina
9682086 . 00021 quminosa
Transcrito Lectina
9682912 0,07937 00299 | oquminosa
Transcrito Lectina
682912 e BLoiiee leguminosa
Transcrito Lectina
9682912 0 0,0124 leguminosa
Trancrito Lectina
6052056 LAREY OLoiEE leguminosa
Trancrito Lectina
6052056 0.0447 00142 leguminosa
Trancrito Lectina
6052056 g 0,00k leguminosa
Transcrito Lectina
684423 0,03711 00085 oquminosa
Transcrito Lectina
684423 Bz 001025 leguminosa
Transcrito Lectina
684423 0.01477 00075 |equminosa
Transcrito Lectina
9682498 0,06020 00186 |oquminosa
Transcrito Lectina
9682498 0,0637 00377 |eguminosa
Transcrito el
9682498 . 00070 |oquminosa
Transcrito Lectina
1150649 0,0730792 00191 |eguminosa
Transcrito | i
0,05115 0,0134

1150649

leguminosa
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Transcrito

1150649 0,0046346  0,00053 Iegl;_uer%tiir:]gsa
Transcrito Lectina
8385600 Lo 0019 oquminosa
Transcrito Lectina
8385600 005153 00175 | oquminosa
Transcrito Lectina
8385600 001313 000535 |0 minosa
Transcrito Lectina
8385070 0,04118 00089 oquminosa
Transcrito Lectina
8385070 ezl 00064 | oquminosa
Transcrito Lectina
8385070 0,01313 0,00544 leguminosa
Transcrito Lectina
1535702 BoEle OLos leguminosa
Transcrito Lectina
1535702 0,04266 0,0098 leguminosa
Transcrito Lectina
1535702 g 0,003 leguminosa
Transcrito Lectina
9683641 B2 000450 |5 quminosa
Transcrito Lectina
9683641 0,04879 0016077 | oquminosa
Transcrito Lectina
9683641 g 000515 |5 quminosa

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle

Tabela 6. GDEs reprimidos em comum na espécie LG apos 24, 48 e 72 horas da
inoculagdo com suspensao contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change Fold-change Fold-change
Limao Limao Limao Descrigcao da
Galego Galego Galego sequéncia
24 horas 48 horas 72 horas

Transcrito

Transcrito 2836829 0,00101 Peptidase

Transcrito 2836829 0,0042 0,000038 Peptidase
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Transcrito 2836829 0,0114 0,1148 Peptidase

. Enzima glucose
Transcrito 5058160 0 00357 jesidrogenase

Transcrito 5058160 0 0,0264 EnzZimaglucose
desidrogenase

. Enzima glucose
Transcrito 5058160 0 00264 jesidrogenase

Enzima
Transcrito 5314821 0,03141 0,0012 superoxido
dismutase

Enzima
0,0229 0,0014 superoéxido
dismutase

Transcrito 5314821

Enzima
Transcrito 5314821 0,0580 0,0051 superoxido
dismutase

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle

5.7 Expressao génica global e temporal em comum entre as espécies

Péra Rio e Limao Galego 24, 48 e 72 horas apods a inoculagdao com a Xac

Apesar de ambas as espécies PR e LG apresentarem milhares de GDEs,
foram encontrados apenas 7 genes induzidos e 11 genes reprimidos em comum
entre as duas espécies 24 horas apés a inoculagdo com Xac. No tempo de 48
horas apés a infecgado com a Xac, foram encontrados 121 genes induzidos e 178
genes reprimidos em comum entre ambas as espécies. Ja no tempo 72 horas
apos a inoculagdo com Xac, foram encontrados 317 genes induzidos e 322
genes reprimidos em comum entre as espécies PR e LG apds a inoculagdo com
a Xac (Figuras 23 e 24). E notavel que com o passar do tempo as duas espécies
apresentaram maiores quantidades de GDEs em comum, tanto genes induzidos
como genes reprimidos.

Os GDEs identificados em comum entre as duas espécies podem estar
relacionados com a resposta basal das plantas e podem representar os
mecanismos basicos de defesa contra a Xac (FU et al., 2012).
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PR
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1678

Figura 23. Diagramas de Venn mostrando os GDEs induzidos em comum nas
espécies Péra Rio e Limao Galego (A) 24, (B) 48 e (C) 72 horas apés a
inoculagdo com suspensao contendo 10° UFC/ml de Xac.

A) B)
PR
4536
C)
PR LG
4478 866

Figura 24. Diagramas de Venn mostrando os GDEs reprimidos em comum nas
espécies Péra Rio e Limao Galego (A) 24, (B) 48 e (C) 72 horas apés a
inoculagdo com suspensao a 10 UFC/ml de Xac.
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Foram identificados somente 7 genes induzidos em comum entre ambas

as espécies depois de 24 horas apos a infeccado com Xac, como proteinas ricas

em repeticdes de leucina, proteina contendo dominio CCT (Constans, Constans-

like, TOC1) e 4 genes denominados receptor do transdutor de sinal histidina,

representados na tabela 7. Receptores e transdutores de sinal histidina sdo

transdutores de sinais de dois componentes constituidos por uma parte sensora

na membrana celular que detecta estimulos externos e outra que transduz o

sinal para ativagdo de proteinas para respostas de defesa (WOLANIN et al,,

2002).

Transcrito

Transcrito
2463513

Transcrito
124914

Transcrito
2736349

Transcrito
2736307

Transcrito
10322260

Transcrito
30329265

Transcrito
6248441

Fold-change
Péra Rio

14,3115

10,7967

11,7513

18,1262

15,2734

10,1266

18,4334

Fold-change
Limao Galego

31,569

15,34626

8,4994

9,95941

21,0463

6,4994

24,9924

P-valor
Péra Rio

0,01855

0,0464

0,0288

0,0129

0,0252

0,7952

0,0422

P-valor
Limao
Galego

0,0364

0,0197

0,0499

0,0341

0,0169

0,0329

0,02316

Tabela 7. GDEs induzidos em comum entre as espécies PR e LG apds 24 horas da

inoculacdo com suspenséo contendo 10® UFC/ml de Xac.

Descrigao da
sequéncia

Proteinas
ricas em
repeticoes de
leucina

Proteina
contendo
dominio CCT
(Constans
Constans-
like, TOC1)

Receptor do
transdutor de
sinal histidina

Receptor do
transdutor de
sinal histidina

Receptor do
transdutor de
sinal histidina

Receptor do
transdutor de
sinal histidina

Receptor do
transdutor de
sinal histidina
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Ja no caso dos genes reprimidos, entre os 25 encontrados, a proteina
expansina foi expressa negativamente em ambas as espécies no tempo de 24
horas apds a inoculagdo com a Xac (Tabela 8). Essa proteina tem a fungéo de
promover relaxamento e extensdo da parede celular em plantas (MCQUEEN-
MASON et al., 2007). Quando ocorre o afrouxamento da parede celular as
plantas tornam-se mais vulneraveis ao ataque dos patdégenos, dessa forma, &
importante que as plantas ndo expressem essa proteina, pois quanto mais rigida
for a parede celular da espécie vegetal, melhor sera para a contengdo ao ataque

dos patogenos.

Tabela 8. GDEs reprimidos em comum entre as espécies PR e LG apds 24 horas
da inoculagdo com suspensao contendo 10® UFC/mL de Xac.

P-valor
Limao
Galego

Fold-change  Fold-change P-valor
Péra Rio Limao Galego Péra Rio

Descrigao da

Transcrito 2 .
sequéncia

Transcrito Proteina
10998317 E Loy Expansina
Transcrito Proteina
10998317 0 0031281 £ hansina

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle

5.8 Caracterizagao transcricional de Péra Rio e Limao Galego 24, 48 e 72

horas apés a inoculagdo com a Xac

Este trabalho apresentou grandes quantidades de GDEs que estao
relacionados a resisténcia a doenca, defesa e respostas de estresse. Como a
espéecie Péra Rio € mais resistente ao cancro citrico do que a espécie Limao
Galego, GDEs na PR podem fornecer informagdes valiosas em termos
moleculares, visto a possiblidade de desempenhar um papel importante na luta
da planta contra o patégeno do cancro citrico. Uma diferenga notavel foi em
relacdo ao numero de GDEs relacionados a defesa (estresse) na PR. Isso
também foi observado no trabalho de Fu e colaboradores (2012), que
encontraram uma maior expressao de genes relacionados a defesa na espécie
resistente ao cancro citrico Meiwa em relacdo a espécie Newhall, que é

suscetivel.



De acordo com anotagdes e classificacbes funcionais dos GDEs e
estudos anteriores relatados na literatura, como em Cernadas e colaboradores
(2008) e Fu e colaboradores (2013), grande quantidade de genes relacionados a
defesa de plantas, fotossintese, sinalizagdo de vias metabdlicas, fatores de
transcricdo e sinalizagdes hormonais foram encontrados entre os genes
induzidos ou reprimidos no tecido infectado da espécie moderadamente
resistente ou na espécie altamente suscetivel apos 24, 48 e 72 horas de
infecgdo com a bactéria fitopatogénica Xac, sendo, portanto, interesse do nosso
estudo devido a provaveis participacdes na resisténcia das plantas ao cancro

citrico, como sera mostrado nas proximas secdes:

5.9 Fotossintese e metabolismo

A fotossintese desempenha um papel central na biologia das plantas, uma
vez que € a partir dela que é fornecida a energia para o crescimento e
reproducdo das plantas. Entretanto, sua regulagdo sob estresses bidticos e
abidticos ainda nao esta claro (MARTINELLI et al., 2012). Contudo, sabe-se que
mudancgas fisiolégicas e bioquimicas ocorrem quando plantas sdo expostas a
patégenos (SAIBO et al., 2009).

Nos tempos de 24, 48 e 72 horas apoés a inoculagcdo com a Xac, houve a
repressao respectivamente de 433, 167 e 837 genes relacionados a fotossintese
na espécie laranja doce PR, como: enzima ribulose bifosfato carboxilase
(Rubisco), enzima 3-fosfoglicerato quiinase, proteina fotossistema de reagao
subunidade cloroplasto, entre outros. Foram encontrados genes que foram
reprimidos em comum entre os tempos 24, 48 e 72 horas (Tabela 9) e genes que
foram reprimidos exclusivamente em cada tempo (Tabelas 10, 11 e 12).

Em contrapartida, na espécie LG no tempo de 24 horas apés a inoculagao
com a Xac houve a inducédo de 125 genes relacionados a fotossintese, como
proteina fotossistema | ycf3, roteina clorofila A-B e enzima ribulose bifostato
carboxilase (Rubisco) (Tabela 13). Um dos transcritos da enzima Rubisco
(transcrito 8305267) apresentou o maior fold-change e o menor p-valor, ou seja,
foi mais diferencialmente expresso dentre os transcritos induzidos na espécie

suscetivel LG no tempo de 24 horas.
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Ja no tempo de 48 e 72 horas apds a inoculacdo com a bactéria, na
espéecie altamente suscetivel LG, houve a repressao respectivamente de 234 e
187 genes relacionados a fotossintese. Houve a repressdo de genes como
proteina clorofila A-B, proteina fotossistema | e enzima ribulose bifostato
carboxilase (Rubisco) (Tabelas 14 e 15).

Ha dados na literatura que indicam que plantas, quando expostas a
estresse biotico, apresentam uma represséo dos seus genes fotossintéticos, pois
elas direcionam o metabolismo para a produgao de proteinas para a defesa
contra o patégeno (HERMSMEIER et al., 2001, ZOU et al., 2005, BILGIN et al.,
2012, FU et al., 2012).

A repressao de genes envolvidos no processo fotossintético durante a
interacdo com Xac representa um custo para a adaptagao da planta quando sua
energia € redirecionada para a resposta de defesa (KHALAF et al.,, 2011). Ha
uma relocagéo do nitrogénio na rota fotossintética, o qual pode ser direcionado
para a produgado de proteinas para o sistema de defesa da planta (ZOU et al.,
2005, BILGIN et al., 2012).

Represssao de genes da via fotossintética também foi encontrada em
estudos do transcriptoma de Arabdopsis thaliana logo apds 3 horas do desafio
com o patégeno Pseudomonas syringae (BONFIG et al., 2006). Khalaf e
colaboradores (2011) também verificaram que a maioria dos genes relacionados
a fotossintese foram reprimidos 6 horas apds a inoculagdo de Xac em folhas do
hospedeiro resistente Kumquat Meiwa, sugerindo que as plantas reduzem seu
potencial fotossintético para induzir a reagdo de hipersensibilidade (RH) nas

plantas que sofreram injurias do patégeno.

Tabela 9. GDEs reprimidos em comum na espécie moderadamente resistente PR
apos 24, 48 e 72 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac
relacionados a fotossintese.

Fold- Fold-
change change Descricao da
o . o . P-valor I
Péra Rio Péra Rio sequéncia
48 horas 72 horas

Fold-change

Transcrito Péra Rio
24 horas

Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)

Transcrito

6029061 0,0910 0,0431




Transcrito
6029061

Transcrito
6029061

Transcrito
8301796

Transcrito
8301796

Transcrito
8301796

Transcrito
8301587

Transcrito
8301587

Transcrito
8301587

Transcrito
2924079

Transcrito
2924079

Transcrito
2924079

Transcrito
8302501

Transcrito
8302501

Transcrito
8302501
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0,015289
0,0281
0,0970
0,06949
0
0,05421
0
0
0,04962
0,0289
0,02306
0,0317
0,0241
0

0,0038

0,00696

0,0485

0,0459

0,0061

0,0462

0,0108

0,02936

0,01342

0,0062

0,0050

0,0300

0,0258

0,0074

Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
bifosfato
carboxilase
(Rubisco)




Transcrito
495540

Transcrito
495540

Transcrito
495540

Transcrito
10727747

Transcrito
10727747

Transcrito
10727747

Transcrito
2850412

Transcrito
2850412

Transcrito
2850412

Transcrito
5970266

Transcrito
5970266

Transcrito
5970266
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0,0649
0,0590
0,01454
0,0464
0,0692
0
0,0255
0,0598
0,0053
0,03315
0,0398
0

0,02031

0,02200

0,003249

0,00985

0,02845

0,0008

0,00288

0,020391

0,00076

0,00712

0,01337

0,0006

Cloroplasto psbB
(Fotossistema )

Cloroplasto psbB
(Fotossistema Il)

Cloroplasto psbB
(Fotossistema 1)

Cloroplasto psbB
(Fotossistema Il)

Cloroplasto psbB
(Fotossistema Il)

Cloroplasto psbB
(Fotossistema Il)

Anidrase
Carbobnico

Anidrase
Carbobnico

Anidrase
Carbobnico

Cloroplasto psbB
(Fotossistema Il)

Cloroplasto psbB
(Fotossistema Il)

Cloroplasto psbB
(Fotossistema II)

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle



Tabela 10. GDEs reprimidos na espécie moderadamente resistente PR apdés
24 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac
relacionados a fotossintese

. Descrig¢ao da
Transcrito " . P-valor X
Péra Rio sequéncia

Fold-change

Transcrito 8603766 0,0917 0,0344 Enzima ‘T’(‘i‘:?as;gg"ceram

Enzima fotossistema

Transcrito 10281272 0,0864 0,0309 de reagao subunidade
cloroplasto

Enzima ribulose

Transcrito 2924079 0,0496 0,0134 bifosfato carboxilase
(Rubisco)

Transcrito 8540861 0,1026 0,0392 Enzima Putativa
rubisco ativase

Transcrito2937735 0,02038 0,0076 Pmte"”sir%?r:gﬁ'a A-B

Tabela 11. GDEs reprimidos na espécie moderadamente resistente PR apds
48 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac
relacionados a fotossintese
. Fold-change Descrigao da
Transcrito Péra Rio P-valor sequéncia

Proteina Clorofila A-B

Transcrito465546 0,0950 0,0497 L
binding
Transcrito10413478 0,0395 0,01024 Anidrase Carbdnico
Enzima ribulose
Transcrito141121 0,0291 0,0037 bifosfato carboxilase
(Rubisco)
Enzima ribulose
Transcrito5556616 0 0,0182 bifosfato carboxilase
(Rubisco)
. Cloroplasto psbB
Transcrito 10129955 0,0278 0,0317 (Fotossistema Il)

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle
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Tabela 12. GDEs reprimidos na espécie moderadamente resistente PR apdés
72 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac
relacionados a fotossintese

Fold-change

P-valor Descrigao da

Transcrito " . M
Péra Rio sequéncia

Transcrito465546 0,0950 0,0497 Proteina Clorofila A-B

binding
Transcrito10413478 0,0395 0,01024 Anidrase Carboénico
Enzima ribulose
Transcrito141121 0,0291 0,0037 bifosfato carboxilase
(Rubisco)
Transcrito 10281272 0,04574 0,0244 Fotossistema |
Trancrito 10446736 0,0798 0,0329 Fotossistema |l

Enzima ribulose
Transcrito5556616 0 0,0182 bifosfato carboxilase
(Rubisco)

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle

Tabela 13. GDEs induzidos na espécie suscetivel LG apds 24 horas da
inoculagdo com suspensado contendo 10° UFC/ml de Xac.

Fold-change
Limao Galego

Transcrito P-valor Descri¢ao da sequéncia

Transcrito 7360786 11,180 0,0374 Proteina.CIc.)rofiIa A-B
binding
Fotossistema | proteina

Transcrito 9077751 Inf 0,0334
ycf3

Enzima Ribulose
Transcrito 141121 8,92101 0,0285 bifostato carboxilase
(Rubisco)
Enzima Ribulose
Transcrito 8305267 48,6695 0,0015 bifostato carboxilase
(Rubisco)
Enzima Ribulose
Transcrito 1535748 9,52526 0,0323 bifostato carboxilase
(Rubisco)

Transcrito 3423415 13,1539 0,0466 Fotossistema |

Transcrito 5449915 9,3089 0,04629 Fotossistema Il

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.
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Tabela 14. GDEs reprimidos na espécie suscetivel LG apds 48 horas da
inoculacdo com suspensao contendo 108 UFC/ml de Xac.

Fold-change

Transcrito Limao Galego

P-valor Descri¢ao da sequéncia

Transcrito 10446771 0 0,0371 F°t°SSiStey’2%' prretcline)
Enzima Ribulose
Transcrito 1042567 0 0,0433 bifostato carboxilase
(Rubisco)
Transcrito 10350749 0,1014 0,0166 Enzima cloroplasto like
Transcrito 1011597 0 0,0437 Fotossistema |
Transcrito 10388195 0,0567 0,04351 Fotossistema |l

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle

Tabela 15. GDEs reprimidos na espécie suscetivel LG apds 72 horas da
inoculagdo com suspensao contendo 10° UFC/ml de Xac.

Fold-change

Transcrito Limao Galego

P-valor Descri¢ao da sequéncia

Proteina Clorofila A-B

Transcrito7766819 0 0,02023 e
binding
Transcrito8645786 0,1120 0,03525 Proteina Clorofila A-B
binding
Transcrito667835 0,1197 0,0388 Proteina Clorofila A-B
binding
Enzima Ribulose
Transcrito2684570 0,1563 0,0486 bifostato carboxilase
(Rubisco)
Enzima Ribulose
Transcrito5140585 0,1343 0,0364 bifostato carboxilase
(Rubisco)
Enzima Ribulose
Transcrito5876845 0,0295 0,0075 bifostato carboxilase
(Rubisco)
Transcrito2696750 0,136994 0,0425 Fotossistema |
Transcrito3024298 0,1160 0,03994 Fotossistema |l

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle



5.10 Sinalizagao da planta contra a infecgao do patégeno

A resisténcia ou a suscetibilidade a infecgdo de um determinado gendtipo
do hospedeiro em uma espécie € determinada por reacgdes induziveis pela
presencga do patogeno (THORDAL-CHRISTENSEN et al., 2003), pois as plantas
desenvolveram estratégias para detectar estimulos através da utilizagdo de um
grande numero de receptores na superficie e dentro das células (GOMEZ-
GOMEZ; BOLLER, 2002, ZHANG; ZHOU, 2010).

Genes relacionados a sinalizagao celular foram induzidos na espécie
moderadamente resistente Péra Rio. Foram encontrados 72, 24 e 92 genes nos
tempos de 24, 48 e 72 horas apds a infecgcao respectivamente. Na espécie
altamente suscetivel Limdo Galego, foram encontrados 7, 115 e 57 genes
relacionados a sinalizagao celular (Figura 25), como receptor rico em repeticoes
leucina, proteina serina/treonina quinase e proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK) (Tabelas 16 a 21).

Interessantemente, um transcrito de sinalizacdo celular denominado
Bifunctional inhibitor/plant lipid transfer protein (proteina de transferéncia lipidica
de planta) chamou a atencao, pois na espécie moderadamente resistente PR
houve fortemente a indugédo desse gene, pois um de seus transcritos apresentou
0 maior Fold-change e o menor p-valor (272,405 e 0,000036, respectivamente),
ou seja, foi o mais diferencialmente expresso dentre todos os genes na espécie
moderadamente resistente Péra Rio no tempo 24 horas apds a inoculagdo com a
Xac, e esse mesmo transcrito apresentou o maior Fold-change e o menor p-valor
baixo no tempo 48 horas (169,0966 e 0,0002572, respectivamente) e no tempo
72 horas esse gene so foi expresso no tecido infectado (p-valor 0,00025) apés a
inoculagdo com a Xac (Tabelas 16, 17 e 18). Porém, na espécie altamente
suscetivel LG esse transcrito so foi induzido no tempo 72 horas apés a infecgao
com a Xac, com o valor de p-valor igual a 0,00958 e nenhum desse transcrito foi
encontrada na planta ndo infectada (Tabela 19, 20 e 21). Os valores e
expressdes desta proteina nas plantas PR e LG nos diferentes tempos apds

infeccdo com Xac estdo apresentados nas Figuras 26 e 27.
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A proteina de transferéncia lipidica de planta sdo proteinas ricas em
cisteinas secretadas pelas células de plantas. Segundo Blein e colaboradores
(2002), apesar de trabalhos e esforgos para entender o papel dessa proteina a
nivel genético e estrutural, sua fungdo precisa ainda nédo esta clara. Porém,
recentemente essa proteina foi relatada por Li e colaboradores (2012) em
Arabidopsis thaliana e foi caracterizada por possuir fungbes de proteger as
plantas contra danos celulares em condicoes de estresse contra baixa
temperatura, estresse salinos e contra patégenos. Ainda, também
caracterizaram essa proteina como sendo um componente potencial que
conecta a sinalizagao celular a defesa das plantas.

Na espécie PR, ja nas primeiras 24 horas apds a infeccdo com a Xac,
genes relacionados a sinalizagao celular contra patégeno apresentaram valores
baixos de p-valor, ou seja, foram mais diferencialmente expressos. Em
contrapartida, na espécie altamente suscetivel Limdo Galego, somente no tempo
de 72 horas apds a inoculagdo com a Xac é que foram encontrados transcritos
relacionados a sinalizacao celular que apresentaram menor p-valor dentre todos
os transcritos, como a Proteina contendo o dominio Lob (Lateral organ
boundaries Lob) (p-valor 0,00012) (Figura 29).

Dessa forma, pode-se inferir que na espécie altamente suscetivel LG
houve a percepc¢ao do patdégeno, porém, em intensidade diferente do encontrado
na espécie moderadamente resistente PR, que ja 24 horas apds a infecgao
apresentou fortemente a indugcdo desses genes de sinalizagcdo celular para a
ativacdo de genes contra patdgenos e uma maior expressao desses genes,
como ilustrado na figuras 27 e 28.

Dentre os mecanismos de defesa das plantas contra a infecgcao por
patdgenos, aqueles mediados pelos genes R sdo os melhores caracterizados
(ELVIRA et al., 2008), como os receptores ricos em repeticdes leucina. Estes
genes de reconhecimento sdo bem estudados e sdo denominados genes “R” de
resisténcia que expressam proteinas cuja estrutura basica apresenta uma regiao
rica em sequéncias repetitivas de leucina denominadas LRRs e outra regido
denominada NBS (nucleotide binding site), por ser uma sequéncia que se liga a
nucleotideos (MENEZES et al., 2009).
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Houve a indugéo de genes relacionados as proteinas quinases na laranja
doce PR as 24, 48 e 72 horas, como a MAP quinase (MPKs). Wang e
colaboradores (2006) relataram a expressdo de muitos genes relacionados a
essa proteina quando culturas de arroz foram expostos ao patdgeno
Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Na espécie LG essa proteina foi reprimida no
tempo de 24 horas e induzida nos tempos 48 e 72 horas apds inoculagdo com a
Xac.

As MPKs sao modulos de sinalizagao importantes em células eucariéticas
que convertem os sinais gerados a partir dos receptores/sensores de respostas
celulares aos quais irdo ativar outros fatores de transcricao, como WRKY, para a
sintese de proteinas contra os patégenos (KIM et al., 2004), que sera visto mais
adiante.

Quando o patdbgeno né&o reconhece e dribla os sistemas de
reconhecimento da planta, entdo ele consegue se estabelecer e colonizar a
planta em menor ou maior grau dependendo dos genes envolvidos no sistema
do hospedeiro e a rapidez com que o patégeno é reconhecido e seus
mecanismos sao ativados, cujos efeitos somados se traduzem em maior ou
menor severidade da doenca (GREWAL et al., 2012).

Desse modo, podemos observar que a sinalizagao nos tecidos infectados
da laranja doce Péra Rio foi muito mais efetiva devido a rapida (dentro de 24
horas), e elevada transcricdo desses genes encontrados nessa espécie,
comparado aos tecidos infectados de Limao Galego, que apresentou maiores
quantidades de proteinas relacionadas a sinalizagdo somente 48 e 72 horas
apos a infecgao, o que pode néo ter sido suficiente para uma resposta eficiente
para a ativacdo dos mecanismos de defesa contra o patégeno (discutido mais a
frente), resultando em maior desenvolvimento da doenga, como observado com
maior multiplicagdo da bactéria Xac nos tecidos e sintomas mais severos da
doenga.

Foi observado que genes relacionados a fotossintese foram reprimidos a
partir do tempo de 48 horas apds a inoculagdo com a Xac na espécie altamente
suscetivel LG e pelos resultados encontrados, foi visto que nessa espécie foram

encontrados genes relacionados a sinalizagdo celular em um intervalo de 48
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horas apds a inoculagdo com a Xac e, dessa forma, a partir desse momento,
essa especie pode ter ativado seu arsenal para mecanismos de defesa contra o
patogeno. Diferente do encontrado na espécie moderadamente resistente PR,
que ja em 24 horas ap06s a inoculagédo com a Xac, ocorreu a repressao de genes

fotossintéticos.
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Figura 25: Numero de genes induzidos relacionados a sinalizagdo celular na
espécie moderadamente resistente PR e na espécie altamente suscetivel LG,
depois de infectadas 24, 48 e 72 horas com suspensdo contendo 103UFC/ml de
Xac.

Tabela 16. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR
apds 24 horas da inoculacdo com suspensdo contendo 10 UFC/ml de Xac.

Fold-change
Péra Rio

. Receptor rico em
Transcrito 2463513 14,3115 0,01855 repeticées leucina

Transcrito P-valor Descricao da sequéncia




Proteina serina/treonina

Transcrito 2562155 9,6566 0,04072 ;
quinase
Transcrito 2627617 Inf 0,03050 Receptor Toll
Proteinas quinases
Transcrito 10535322 13,166 0,040047 ativadas por mitégenos
MAPK
Proteina de transferéncia
Transcrito 2612883 15,207 0,018853 lipidica de planta de
planta
Proteina de transferéncia
Transcrito 11049044 272,405 0,0000368 lipidica de planta de
planta

Tabela 17. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR
apos 48 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change
Péra Rio

Transcrito P-valor Descrigao da sequéncia

Proteina de transferéncia

Transcrito 11049044 169,0966 0,0002572 L
lipidica de planta

Proteinas ricas em

Transcrito 11062541 26,39905 0,007030 .
prolina

Transcrito 10622678 21.90153 0,017517 roteina serinartreonina
quinase

Proteina serina/treonina

Transcrito 2516967 45,25551 0,005110 :
quinase

Proteina serina/treonina

Transcrito 11033914 21,901530 0,01751754 ;
quinase

Proteina rica em

Transcrito 2707874 45,86707 0,0157786 L N
repeti¢cdes cisteinas

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Tabela 18. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR
apos 72 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change
Péra Rio

Transcrito P-valor Descricao da sequéncia

Receptor cisteina

Transcrito 2636044 23,1637 0,02751 quinase

Receptor serina treonina

Transcrito 2378333 Inf 0,0048 .
quinase

Receptor serina treonina

Transcrito 2542407 Inf 0,01525 quinase

Proteina de transferéncia

Trancrito 11049044 Inf 0,00002 o
lipidica de planta

Receptor serina treonina

Transcrito 10633805 11,5943 0,0370 quinase

82



Transcrito 166877 43,49117 0,0077 Receptor rico em leucina

Transcrito 6666734 17,8061 0,0329 Receptor serina treonina

Proteinas ricas em

Transcrito 2628629 30,7274 0,0339 . :
leucina quinase

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Tabela 19. GDEs induzidos na espécie suscetivel LG apds 24 horas da
inoculacdo com suspens&o a 10® UFC/ml de Xac.
Fold-change
Limao Galego

Transcrito 7356103 31,5696 0,0364

Transcrito Descri¢ao da sequéncia

Receptor rico em
repeticoes leucina
Receptor proteina

Transcrito 5708508 394618 0,0233 :
quinase

Transcrito 9683879 10,0448 0,0470 Receptor lectina proteina
quinase

Receptor serina treonina
proteina quinase
Receptor serina treonina
proteina quinase
Receptor lectina proteina
quinase
Proteina tipo cc-nbs-Irr
resistance

Transcrito 2358914 14,4693 0,0208
Transcrito 7067802 31,5694 0,0355
Transcrito 2916441 40,7772 0,0071

Transcrito 7369011 14,7324 0,0248

Tabela 20. GDEs induzidos na espécie suscetivel LG apds 48 horas da
inoculagdo com suspensdo a 102 UFC/ml de Xac.

Fold-change

. o P-valor Descricao da sequéncia
Limao Galego ¢ q

Transcrito

Proteina tipo cc-nbs-Irr

Transcrito 10784442 0,00220

Inf resistance
Receptor rico em
Transcrito 2822544 70,1465 0,0005 cisteinas proteina
quinase
Transcrito 10782817 5,6017 Olios oM Riopis alpinielis
quinase
Transcrito 2886636 45893 0,00193 Receptor serina treonina
proteina quinase
Transcrito 10791566 10,2521 0,0227 Receptor rico em leucina

Transcrito 2425726 13,3817 0,0111 Receptor quinase
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Transcrito 6949885 18,5761 0,0391 Receptor lectina proteina
quinase

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido
infectado.

Tabela 21. GDEs induzidos na espécie suscetivel LG apos 72 horas da
inoculacdo com suspens&o a 10% UFC/ml de Xac.

Fold-change

Transcrito Limao Galego

P-valor Descri¢ao da sequéncia

. Proteinas lob domain-
Transcrito 10748165 306,3268 0.0001 containing (Lob)
. 184,8482 Proteinas lob domain-
Transcrito 9653593 0,0000094 containing (Lob)
Transcrito 2129752 8,3418 0,0267 Receptor serina treonina
proteina quinase
Proteina de transferéncia

Transcrito 11049044 Inf 0.0095 D
lipidica de planta

Transcrito 2818727 31,0520 0,0019 Proteina Quinase

Receptor serina treonina

Transcrito 361904 7,7746 0,0390 , .
proteina quinase

Proteinas quinases
Transcrito 10656160 11,6075 0,0202 ativadas por mitégenos
MAPK

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.
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Figura 26: Andlise da expressao génica. Valores de expressao da proteina de
transferéncia lipidica de planta nos tecidos controle e infectado na espécie Péra
Rio 24, 48 e 72 horas apds inoculagao de agua (controle) e da bactéria Xac

(infecgao).
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Figura 27: Analise da expressao génica. Valores de expressdo da Proteina
Transferéncia Lipidica nos tecidos controle e infectado na espécie Limao Galego
72 horas apos inoculacao de agua (controle) e da bactéria Xac (infecg¢ao).
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Figura 28: Valores de expressdo de genes relacionados a sinalizagdo celular
nos tecidos controle e infectado na espécie Péra Rio 24, 48 e 72 horas apoés
inoculacao de agua (controle) e da bactéria Xac (infecgao).
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Figura 29 Valores de expressao de genes relacionados a sinalizagao celular nos
tecidos controle e infectado na espécie Limao Galego 24, 48 e 72 horas apos
inoculacao de agua (controle) e da bactéria Xac (infecgao).
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5.11 Sintese de hormoénios

Quando a planta detecta a presenca do agente agressor, através da
sinalizagdo celular presente nas membranas das células, ela transmite sinais
que ativam seus mecanismos de defesa no intuito de contengdo do patoégeno.
Essa acdo envolve sinais através de mensageiros secundarios hormonais como
acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) e o etileno (ET), para a ativagao de
fatores de transcricdo de genes de defesa e, subsequentemente, resisténcia das
plantas (GRANT; LAMB, 2006; SOUZA et al., 2009). Atualmente muitos
trabalhos tém demonstrado o crosstalk entre as vias de sinalizagdo hormonais
desenvolvidas pelas plantas como mecanismo de defesa (ROBERT-
SEILANIANTZ et al., 2011).

O etileno € um horménio importante que regula varios processos de
desenvolvimento na planta, como o alongamento das células, germinagcéo de
sementes, senescéncia, amadurecimento de frutos e respostas de defesa contra
estresse (CERNADAS et al., 2008). Porém, nos ultimos anos, varios estudos
comprovam que a via do ET atua na regulacgao e ativacao de genes relacionados
a processos como o reforgo da parede celular, producao de fitoalexinas, ativacao
de transcrigao de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas PRs), as quais
tem funcéo de conter e restringir a agao e a colonizagao de patégenos (ADIE et
al., 2007, GUPTA et al., 2010).

Apesar de na literatura constar que o gene apétala, dominio relacionado a
ativacdo de respostas de defesa via etileno (ET) (GLAZEBROOK et al., 2005;
CERNADAS et al., 2008, ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2011) € uma das
respostas mais tardias da planta a infeccdo (DE SOUZA et al., 2007), na espécie
laranja doce PR foram induzidos esses fatores que fazem parte do dominio
ERF/AP2 (apétala 2) e enzimas como 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC)
oxidase, metiltransferase dependente de S-adenosilmetionina(AdoMet), 1-
aminociclopropano-1-carboxilato oxidase (ACO) nos 3 tempos (24, 48 e 72
horas) apds a inoculagdo com a Xac (Tabelas 22, 23 e 24).

Por outro lado, na espécie altamente suscetivel LG proteinas contendo o
dominio ERF/AP2 (apétala 2) e enzimas 1-aminociclopropano-1-carboxilato

(ACC) oxidase foram reprimidas (Tabela 25) no tempo de 24 horas apds a
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inoculacao com Xac e induzidos nos tempo de 48 e 72 horas apos a inoculagao
com Xac (Tabela 26 e 27).

A ACC sintase converte a S-adenosil metionina (AdoMet ou SAM) em
acido 1 aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). O ACC é degradado pela ACC
oxidase (ACO) resultando na formagdo do etileno (LIN et al., 2009). Essa via
vem sendo descrita na literatura como uma das mais importantes e é analisada
como alvo de engenharia genética (GRENNAN et al., 2007, AN et al., 2012, FU
etal., 2012).

Recentemente, Martinelli e colaboradores (2012), fazendo uso de
RNASeq, também encontraram fatores de transcricdo AP2 quando plantas de
citros foram desafiadas com o patdégeno do Huanglongbing. Robert-Seilaniantz e
colaboradores (2011) também verificaram a indugéo do fator de transcricao AP2
em tangerina Ponkan em resposta a infecgéo por Xylella fastidiosa.

Pode-se sugerir que a repressao dos genes relacionados a sintese de
hormdnios na espécie altamente suscetivel LG somente no tempo de 24 horas
apos a inoculacdo com a Xac, tem relagao, como dito anteriormente, com o fato
de ter havido a indugédo de genes relacionados a fotossintese e pouca inducao
de genes relacionados a sinalizagdo no tempo 24 horas apds a inoculagdo com
a Xac, e assim, consequentemente, pode-se sugerir que nao houve a indugao
dos horménios para a ativagdo dos genes de defesa nesse tempo relatado, s6
entdo havendo a indugao dos genes relacionados a sintese de hormdnios nos
tempos 48 e 72 horas apds a inoculagdo com a Xac, na espécie altamente

suscetivel LG.

Tabela 22. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR
aEc')s 24 horas da inoculagéo com susEenséo contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change
Péra Rio

Transcrito P-valor Descricao da sequéncia

Enzima 1-

Transcrito 4874191 10,138 0,0383 aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase
Enzima 1-
Transcrito 6020368 Inf 0,0036 aminociclopropano-1-

carboxilato oxidase

88



89

Enzima metiltransferase
Transcrito 2651 43,933 0,0060 dependente de S-

adenosilmetionina
Transcrito 11170783 37,261 0,0034 Fator de transcrigdo AP2

Transcrito 1464966 23,9634 0,0251 Fator de transcricao AP2

Transcrito 1773702 Inf 0,0120 Dominio AP2/ERF

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Tabela 23. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR
apos 48 horas da inoculagido com suspensdo contendo 10° UFC/ml de Xac.

Fold-change

n . P-valor Descricao da sequéncia
Péra Rio ¢ a

Transcrito

Enzima 1-

Transcrito 5947484 12,0783 0,047333 aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase

Enzima 1-
Transcrito 8153212 14,9526 0,034251 aminociclopropano-1-

carboxilato oxidase
Transcrito 2477621 Inf 0,0330161 Fator de transcricao AP2
Transcrito 2477372 Inf 0,030479094  Fator de transcrigdo AP2

Transcrito 2832990 13,8174 0,032163 Fator de transcrigdo AP2

Transcrito 10762901 15,6865 0,031465 Dominio AP2/ERF

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Tabela 24. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR

aeés 72 horas da inoculagéo com susEenséo contendo 108 UFC/ml de Xac.

Fold-change
Péra Rio

Transcrito P-valor Descricao da sequéncia

Enzima 1-
Transcrito 3173023 21,7455 0,0179 aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase
Enzima 1-

Transcrito 5184013 19,3031 0,0184 aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase




Enzima 1-
Transcrito 5947484 22,2183 0,0174 aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase
Enzima 1-
Transcrito 8681624 27,1819 0,0120 aminociclopropano-1-

carboxilato sintase

Transcrito 11170783 173,4919 0,0003 Fator de transcricao AP2

Transcrito 5912572 Inf 0,0197 Fator de transcrigdo AP2

Transcrito 2477621 Inf 0,0027 Fator de transcricao AP2

Transcrito 2221944 29,9592 0,0068 Receptor de etileno

Transcrito 8394359 Inf 0,0224 Receptor de etileno

Transcrito 10762901 15,6865 0,0314 Dominio AP2/ERF

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Tabela 25. GDEs reprimidos na espécie suscetivel LG apds 24 horas da

inoculacdo com suspensao a 10® UFC/ml de Xac.
Fold-change

Transcrito Liméo Galego P-valor Descrigao da sequéncia
Transcrito 8681673 0 0,0022 Enzima acc sintase
Transcrito 314444 0 0,0219 Enzima acc sintase
Transcrito 229508 0 0,0096 Enzima acc sintase
Transcrito 2477372 0,0965 0,0469 Dominio ERF/AP2
(apétala 2)

. Dominio ERF/AP2
Transcrito 2486878 0 0,0390 (apétala 2)
Transcrito 4989584 0 0,0246 Dominio ERF/AP2

(apétala 2)
Transcrito 10687759 0,0931 0,0390 Receptor de etileno
Transcrito 2221944 0,1119 0,0373 Receptor de etileno

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle.

Tabela 26. GDEs induzidos na espécie suscetivel LG apds 48 horas da
inoculacdo com suspensao contendo 108 UFC/ml de Xac.
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Fold-change

Transcrito Descrigao da sequéncia

Limao Galego

Enzima 1-
Transcrito 310274 6,8487 0,0333 aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase
Enzima 1-
Transcrito 2851883 6,7240 0,0357 aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase
Enzima 1-
Transcrito 8681624 7,4912 0,0282 aminociclopropano-1-
carboxilato sintase

Transcrito 4841130 7,4103 0,04213 Receptor de etileno

Transcrito 1334636 Inf 0,0419 Fator de transcricao AP2

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Tabela 27. GDEs induzidos na espécie suscetivel LG apds 72 horas da

inoculacdo com suspensao contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change

Transcrito Limao Galego

P-valor Descri¢ao da sequéncia

Transcrito 592046 20,4610

Receptor de etileno
Transcrito 3305353 Inf 0,0037 Receptor de etileno
Transcrito 1464966 20,9125 0,0050 Fator de transcricao AP2
Transcrito 303166 7,8739 0,0442 Fator de transcricao AP2
Transcrito 489131 30,1648 0,0050 Fator de transcrigdo AP2

Transcrito 11170783 22,2033 0,0023 Dominio AP2/ERF

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

5.12 Defesa, resisténcia a doencgas e respostas ao estresse

As plantas conseguem sobreviver ao ataque de seus predadores e
patdbgenos nao somente por meio de seus componentes moleculares
constitutivos, mas porque podem aumentar a concentragdo de determinadas
moléculas pré-existentes e sintetizar novas moléculas que nao estavam
presentes antes do ataque. As chamadas proteinas de defesa sdo componentes
moleculares relacionados com este tipo de estresse, sendo expressas a partir de

um grupo especifico de genes relacionados. Os processos de expressao de
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proteinas de defesa em resposta a herbivoria e agdo de patdogenos sdo bem
conhecidos, porém, muitas etapas das vias ainda ndo foram totalmente
elucidadas (PINTO et al, 2011) Tais proteinas exercem varios papéis na
resisténcia e sobrevivéncia da planta, podendo agir de forma direta, combatendo
0 agente agressor, ou de forma indireta, mantendo a estrutura e as fungdes
celulares (MYSORE; RYU 2004, JONES; DANGL 2006).

Dentre as principais alteragdes ocasionadas pelo contato do patdgeno
com o hospedeiro, ha a inducdo, através de fatores de transcricdo, de um
grande numero de proteinas soluveis, que sdo conhecidas como proteinas
relacionadas a patogénese ou proteinas PR (“PR-Proteins”), que s&o proteinas
que se acumulam no hospedeiro durante a infecgdo por patégeno (KAWAHARA
et al., 2012). Elas foram reunidas em diferentes grupos, totalizando 17 familias,
de acordo com suas caracteristicas fisico-quimicas e imunoldgicas, assim como
grau de similaridade (STINTZI et al., 1993) (Tabela 28).
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(proteinas PR).

Fumo PR-1
Fumo PR-2
Fumo P, Q
Fumo R
Fumo S
Tomate Inibidor |
Tomate P 69

Quitinase Pepino

Peroxidase
Formadora de
Lignina, fumo

Salsinha PR-1

Quitinase Classe V
Fumo

Defensinas

Tioninas
LTP4 Cevada
Cevada
Cevada

Fumo

Tabela 28: Grupos das familias das proteinas relacionadas a patogénese

Anti-fungica
B-1,3 Glucanase
Quitinase
Quitinase
Taumatina
Inibidor de Protease

Endoproteinase

Quitinase
Peroxidase

Ribonuclease-like
Quitinase
Antifingica
Antifangica
Proteina tranferidora de lipideo

Oxalato oxidase
Oxalato oxidase-like

Desconhecida
Fonte: VAN LOON et al., 2006

Proteinas similares as proteinas PR foram induzidas na laranja doce PR,

nos tempos de 24, 48 e 72 horas apds a infeccdo com a Xac, tais como a
proteina relacionada a patogénese 1, a proteina relacionada a patogénese 2, a
proteina relacionada a patogénese 10, a peroxidase e outras proteinas tais como
a proteina induzida por ferimento (“wound induced protein”), e a proteina
alergénica Bet v 1 (Tabelas 29, 30 e 31). Por outro lado, na espécie altamente
suscetivel Limao Galego, essas proteinas foram reprimidas no tempo 24 horas,
e nos tempos 48 e 72 horas houve a indugao dos genes relacionados a defesa
contra patégenos (Tabelas 32, 33 e 34).
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As proteinas peroxidases sdo pertencentes a familia PR-9 e sé&o
glicoproteinas antioxidantes capazes de catalisar um grande numero de reagdes
como produgdo ou catalise de H:202, formagdo de lignina, suberizacdo e
cicatrizagdo de ferimentos (ALVAREZ et al., 1998), sugerindo a ativagado de
explosdo oxidativa. Uma das respostas mais rapidas de defesa das plantas
contra o ataque de patdgenos € a explosdo oxidativa, a qual consiste na
producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO), principalmente de Oz e HO:
no local da tentativa de invasdo (AMRIT et al., 2010). Segundo Dangl e
colaboradores (2001), o desencadeamento das vias de defesa por genes R gera
fluxo de ions celulares massivos, levando ao acumulo de superdxidos e perdoxido
de hidrogénio, 6xido nitrico, resposta de hipersensibilidade (RH) e a produgéo de
metabdlitos antimicrobianos (PINTO et al., 2011).

As proteinas taumatina (TLPs) sdo da familia PR-5 e se acumulam
quando as plantas sdo atacadas por agentes patogénicos para conter a
infecgdo. Resultados encontrados por Fu e colaboradores (2012) mostraram a
expressao de TLPs na espécie resistente ao cancro citrico de kumquat Meiwa,
sugerindo que a indugcado de genes TLPs pode fazer parte da maquinaria de
defesa na espécie PR estudada no presente trabalho. Da mesma forma,
proteinas da familia PR-10, denominada dominio Bet v 1, sdo conhecidas em
citros por serem induzidas apés ataque dos patégenos (CAMPQOS et al., 2007).

Essas proteinas contribuem para a lignificacdo da parede celular,
propiciando uma barreira fisica ao avango do fitopatégeno, impedindo que as
enzimas hidroliticas secretadas por estes dissolvam as paredes das células
vegetais. A indugao da lignificacdo tem sido relacionada como uma resposta de
defesa (STICHER et al., 1997, CERNADAS et al., 2008 e FU et al., 2012).

No caso da espécie altamente suscetivel LG, com a repressdao desses
genes de defesa no tempo 24 horas apods a infecdo, pode-se sugerir que a
sinalizacao celular do hospedeiro citada anteriormente nao foi suficiente para
ativar, neste periodo. A maquinaria de genes relacionados a defesa acima e,
quando o hospedeiro detectou o patdégeno, este ja havia se instalado e

colonizado a planta, causando maior severidade da doenca.
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Dessa forma, os altos niveis de expressdo de genes relacionados a
defesa, resisténcia a doengas e respostas ao estresse no local de defesa da
planta, podem desempenhar papéis importantes na manuten¢ao das funcdes de
resisténcia em plantas. Sugere-se que as proteinas PR atuam acelerando, em

geral, as respostas de defesa do hospedeiro.

Tabela 29. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR
apos 24 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change
Péra Rio

Transcrito P-valor Descri¢ao da sequéncia

Transcrito 10024241 9,7194 0,0464 IO e [ EEEEe e &
patogénese 1
Transcrito 4367479 Inf 0,0107 Proteina relacionada a
patogénese 2
Transcrito 265733 8,7829 0,0470 FIRIE T [ REEEe e 2
patogénese 10
Transcrito 10579616 50,0001 0,0369 Proteina Peroxidase
Transcrito 2261306 10,9476 0,0313 il a'qué”ica EE
Transcrito 10263888 16,0374 0,0337 Proteina Taumatina
Transcrito 5323239 17,9721 0,0492 Proteina Tiredoxina
Transcrito 10211592 45,1619 0,0173 Citocromo 450
Transcrito 2774699 Inf 0,0011 Proteina induzida por
ferimento

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Tabela 30. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR
apos 48 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change

Transcrito Péra Rio

P-valor Descri¢ao da sequéncia

Transcrito4921957 11,2119 0,039995 AECEIC R

glucanase
Transcrito 739815 11,3648 0,04716 Proteina endo-beta
glucanase
Transcrito 7739745 14,2187 0,0476240 Proteina Quitinase
Transcrito 6268691 43,5227 0002981  Froteina alergénica Betv
Transcrito 5416760 Inf 0,0009911 Proteina Taumatina
Transcrito 4625046 Inf 0,0431738 Proteina Taumatina
Transcrito 10237064 16,4357 0,025293404 Quitinase

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.



Tabela 31. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR

Transcrito

Transcrito 20819

Transcrito 429318

Transcrito 4367725

Transcrito 5361822

Transcrito 6385802

Transcrito 10263922

Transcrito 7877267

Transcrito 3274735

Transcrito 43463

Transcrito 10761002

P-valor

0,001340
0,02960
0,0170434
0,0431140
0,0201137
0,02775

0,040245

0,00537587

0,01715

0,009103

apos 72 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac.
Fold-change

Descrigao da sequéncia

Proteina relacionada a
patogénese 1
Proteina relacionada a
patogénese 2
Proteina relacionada a
patogénese 4

Proteina Peroxidase

Proteina Peroxidase

Proteina induz
senescéncia
Proteina induz
senescéncia
Proteina endo-beta
glucanase

Protease Aspartica

Protease Aspartica

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido

infectado.

Tabela 32. GDEs reprimidos na espécie suscetivel LG apds 24 horas da

Transcrito

Transcrito 10024241

Transcrito 5340955

Transcrito 5787274

Transcrito 5372480

Transcrito 7989722

Transcrito 5477172

Transcrito 4936934

Transcrito 3267072

Transcrito 5882354

0,02721505

P-valor

0,00404
0,02619
0,0233
0,001978
0,002212
0,014187
0,03014
0,00248

0,00048

inoculagdo com suspensado contendo 10° UFC/ml de Xac.

Fold-change
Limao Galego

Descri¢ao da sequéncia

Proteina relacionada a
patogénese 1
Proteina relacionada a
patogénese 4

Peroxidase

Proteina relacionada a
patogénese 2

Quitinase

Proteina induz
senescéncia
Proteina induz
senescéncia

Proteina Taumatina

Proteina induzida por
ferimento

*0: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido controle
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Tabela 33. GDEs induzidos na espécie suscetivel LG apds 48 horas da
inoculacdo com suspensao contendo 108 UFC/ml de Xac.

Fold-change

.~ P-valor Descricao da sequéncia
Limao Galego ¢ a

Transcrito

Proteina relacionada a

Transcrito 20819 Inf 0,00020 ~
patogénese 1

Proteina relacionada a

Transcrito 4513087 21,5834 0,04314 -
patogénese 2

Proteina relacionada a

Transcrito 60306 24,0963 0,00120 Y
patogénese 4

Transcrito 2848503 7,19446 0,044027 Peroxidase
Transcrito 5371195 6,4553 0,04325 Proteina Peroxidase
Proteina alergénica Bet v

Transcrito 2261306 17,1947 0,00455 1

Transcrito 10007161 26,3151 0,0011 Proteina Taumatina

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Tabela 34. GDEs induzidos na espécie suscetivel LG apds 72 horas da

inoculacdo com suspenséao contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change
Limao Galego

Transcrito P-valor Descri¢ao da sequéncia

Transcrito 322244 263,49857 0,00003876 Proteina reAIacionada a
patogénese 1
Transcrito 10185949 85,93171 0,000072 Proteina endo-beta
glucanase
Proteina relacionada a

Transcrito 5967920 117,1104 0,00048 patogénese 1

Transcrito 6124675 Inf 0,01316 Proteina endo-glucanase

. Proteina endo-
Transcrito 5276841 Inf 0,019067 betagalactosidase

Transcrito 2443862 9,10648 002198  Froteina a'qué”ica Betv

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.



5.13 Fatores de transcrigao

As proteinas sinalizadoras das cascatas de MAP quinases (MAPK’s),
proteinas que foram induzidas nas duas espécies estudadas nesse trabalho,
podem culminar em ativacdo de genes relacionados a defesa. Isto envolve a
producdo de ERO e morte programada de células para eliminagdo dos
patogenos nas folhas no local da infecgdo (JAYARAJ; PUNJA, 2007)

As MAPK’s (proteinas quinases ativadas por mitdgenos — “Mitogen-
activated protein kinases”) mostram interagdo e ativam as vias de fatores de
transcricdo (GECHEV; HILLE, 2005, MIAO et al., 2007) (Figura 30). Varios
genes pertencentes a familia de fatores de transcricgdo WRKY, como WRKYS5,
WRKY17, WRKY22, WRKY28, WRKY33 e WRKY41 foram induzidos na espécie
moderadamente resistente PR nos 3 tempos apds a infecgdo com Xac (Tabelas
35, 36 e 37). Em contrapartida, somente o fator de transcricado WRKY41 foi
induzido na espécie suscetivel LG no tempo 24 horas apds a infecgdo, € nos
tempos 48 e 72 horas houve a indugao de outros fatores de transcricdo como
WRKY22, WRKY28 e WRKY70 (Tabelas 38, 39 e 40).

Foi relatado por Chen e colaboradores (2002) que plantas de Arabidopsis
thaliana expressando fatores de transcricdo WRKY18 aumentaram os niveis de
resisténcia contra o agente patogénico bacteriano Pseudomonas syringae.
Existe uma rede de ativadores e repressores que realizam a expressdo dos
genes em determinado momento. Segundo Berri e colaboradores (2009) sao
grandes as familias de fatores de transcrigao responsaveis por essa modulagéo,
em particular a presencga de elementos cis em suas proprias regides promotoras,
que indicam a existéncia de um sistema de regulacao cruzada entre os WRKY.

Proteinas do tipo WRKY séao fatores de transcricdo bem distribuidos no
reino vegetal. Sua estrutura € marcada por um dominio (WRKY - triptofano;
arginina; lisina; tirosina) de aproximadamente 60 aminoacidos com atividade de
ligacdo ao DNA e, em especial, uma sequéncia denominada W-BOX (C/T)
TGAC(T/C) (EULGEM et al., 2000). O dominio WRKY possui como alvo principal
de ligacao, elementos cis do tipo “W-boxes”, e ha sitios alternativos identificados
recentemente, os quais refletem uma grande variagdo entre os aminoacidos

adjacentes ao motivo conservado (PANDEY et al., 2009). A transcricao de genes
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WRKY ¢ ativada pela ocorréncia de ferimentos, infecgdo por patdgenos e
condigbes de estresse abiotico (ZHANG et al., 2008).

De acordo com Berri e colaboradores (2009), embora as fungbes
regulatérias dessas proteinas nao estejam ainda bem definidas, inumeros
estudos realizados nos ultimos anos tém mostrado evidéncias de sua
participacdo em respostas a infec¢gdo contra patégenos. Estas proteinas foram,
ainda, observadas como reguladores positivos ou negativos da expressédo de

genes em diferentes respostas de defesa de plantas (EULGEM et al., 2006).

PAMP PAMP/\/W\/{ pathogen Ralstonia
receptor “ \
PM ¢ % — \ )
g
Cytoplasm 7 Sy
MEKK1 MAPKKK/MEKK1?

MEK1 MKK2 MKK4 MKKS

.
sy @

\
\
.
‘w
S WVRKY66 41 <

S, SAdefenso genes TAdefense genes Nucleus

______

Figura 30: Rede de interagdo dos fatores de transcricdo WRKY. Fonte:
EULGEM et al., 2006.
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Tabela 35. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR

apos 24 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10® UFC/ml de Xac.

Fold-change
Péra Rio

Transcrito 1939973 11,3233 0,0493

Transcrito P-valor Descrigao da sequéncia

Fator de transcrigdo

WRKY5
Transcrito 10830813 10,9832 0,0448 Fator v?/?a t}gf?crfcz?o
Transcrito 2636475 32,7851 0,0049 eI VC\’/GR t}zé\l(gszcrfga:\o
Transcrito 10893873 10,5992 0,0381 Fator v?/ie t}g;sgr!@jo
Transcrito 10610676 8,9862 0,0456 it v?/ia t&%sgrfc?o
Transcrito 10189812 9,3793 0,0459 Fator v?/eR t}glacrlcao

Tabela 36. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR
apos 48 horas da inoculagdo com suspensdo contendo 10° UFC/ml de Xac.

Fold-change
Péra Rio

Transcrito P-valor Descrigao da sequéncia

Fator de transcrigéao
WRKY
Fator de transcrigéao
WRKY
Fator de transcrigéao
WRKY22
Fator de transcrigédo
WRKY28

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Transcrito 2387518 27,7495 0,0186
Transcrito 9111694 Inf 0,0450
Transcrito 2636475 Inf 0,0123

Transcrito 7449978 19,7228 0,0274

Tabela 37. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente PR

aEés 72 horas da inoculagéo com suseenséo contendo 108 UFC/ml de Xac.

Transcrito F.olcj—change P-valor Descri¢ao da sequéncia

Limao Galego

Fator de transcrigédo
WRKY28

Fator de transcrigédo
WRKY33
Fator de transcrigédo
WRKY40
Fator de transcrigédo
WRKY71
Fator de transcrigédo
WRKY72

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Transcrito 2699597 Inf 0,0053

Transcrito 10610676 12,6691 0,0454
Transcrito 10762214 28,3638 0,0175
Transcrito 10053980 Inf 0,0471

Transcrito 2387518 14,1819 0,0379
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Tabela 38. GDE induzido na espécie suscetivel LG apds 24 horas da
inoculacdo com suspensao contendo 108 UFC/ml de Xac.
Fold-change
Limao Galego

Transcrito 9065893 10.0842 0.0380

Transcrito

P-valor Descrigao da sequéncia

Fator de Transcrigao
WRKY41

Tabela 39. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente LG apds 48
horas da inoculagdo com suspensao contendo 10° UFC/ml de Xac.

Fold-change
Limao Galego

Transcrito 10141369 24,8209 0,010

Transcrito P-valor Descri¢ao da sequéncia

Fator de transcrigao
WRKY
Fator de transcrigéao
WRKY
Fator de transcrigao
WRKY22
Fator de transcrigéao
WRKY28
Fator de transcrigéao
WRKY75

*Inf: Representam os genes que foram detectados apenas no tecido infectado.

Transcrito 96342 14,74865 0,0241
Transcrito 2636475 40,4688 0,0010
Transcrito 1797717 Inf 0,0255

Transcrito 510017 25,3604 0,0039

Tabela 40. GDEs induzidos na espécie moderadamente resistente LG apés

72 horas da inoculagdo com suspensé&o contendo 10® UFC/ml de Xac.

. Fold-change e A .
Transcrito Liméo Galego P-valor Descrigao da sequéncia

Fator de transcrigédo
WRKY
Fator de transcrigédo
WRKY22
Fator de transcrigédo
WRKY70

Transcrito 2387518 22,6236 0,0119
Transcrito 2636475 25,9506 0,0176

Transcrito 2702939 9,5575 0,02854




6 CONCLUSAO

A utilizacdo de RNASeq possibilitou verificar a expressao génica
diferencial que existe entre Péra Rio e Limao Galego em resposta a infec¢ao a
Xanthomonas citri subsp. citri nos tempos de 24, 48 e 72 horas apos a
inoculagao do patégeno.

A laranja doce Péra Rio apresentou repressdo de genes relacionados a
fotossintese, uma elevada e rapida transcricdo de genes relacionados a
sinalizagao celular e indugcao de mecanismos de resisténcia. Esses processos
biolégicos parecem agir cooperativamente na tentativa de conter e limitar a
penetracdo e multiplicagao bacteriana, conferindo maior resisténcia, porém nao
suficiente para bloquear a doenca. Uma proteina, denominada proteina de
transferéncia lipidica, pode estar potencialmente envolvida na resisténcia contra
o patégeno.

No Liméo Galego, no tempo de 24 horas, houve a indugcdo de genes
relacionados a fotossintese, e nos tempos de 48 e 72 horas apds a inoculagao
com a Xac, houve repressao. Nessa espécie foi encontrada menor expressao de
proteinas relacionadas a sinalizagdo celular nas primeiras 24 horas apés a
inoculacao do patdégeno, o que pode nao ter sido suficiente para a ativagao dos

mecanismos de defesa logo no inicio do processo de infecgao.
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