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RESUMO

TEIXEIRA, J.E.C. Genes de defesa de Citrus sunki e Poncirus trifoliata:
expressao constitutiva e induzida por Phytophthora parasitica. 2005.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia-Genética ¢ Melhoramento de Plantas) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras MG.”

A gomose dos citros, causada principalmente por Phytophthora
parasitica, ¢ uma das principais doengas em citros porque afeta todas as fases do
desenvolvimento da planta. A melhor estratégia para o controle de P. parasitica
de maneira sustentavel ¢ a utilizacdo da resisténcia genética. O entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na interacdo citros-Phytophthora spp, que
ainda permancem desconhecidos, pode levar & elaboragdo de estratégias mais
duradouras e eficientes para o controle deste oomiceto. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi quantificar a expressdo constitutiva e induzida por P.
parasitica de genes de defesa em citros, através de RT-PCR quantitativo em
tempo real. A expressdo induzida local e sistémica de genes do tipo PAL
(Fenilalanina amonia liase), POX (Peroxidase), LOX (Lipoxigenase), PR-2 (f
1,3-Glucanase) e PR-5 (Osmotina), envolvidos na defesa de plantas a patdgenos,
foi quantificada em plantas resistentes (Poncirus trifoliata) e suscetiveis (Citrus
sunki) durante diferentes tempos apds a inoculagdo com P. parasitica. A
expressao constitutiva de genes do tipo PR-2 e PR-5 foi quantificada em P.
trifoliata, C. sunki e hibridos entre eles. A expressdo dos genes do tipo PAL,
POX, PR-5 foi mais rapida e em maior intensidade em P. trifoliata quando
comparada a C. sunki. A expressdo local de genes do tipo PAL, POX, PR-2 e
PR-5 foi mais rapida e mais intensa, do que a expressdo sistémica em P.
trifoliata e C. sunki e para genes do tipo LOX apenas em C. sunki. Somente o
ferimento no caule, realizado no momento da inoculac¢do, induziu um alto nivel
de expressdo de todos os genes estudados, principalmente em P. trifoliata. No
entanto, a presen¢a do patdgeno potencializou significativamente o padrdo de
expressao, com excecdo dos genes que codificam Peroxidases. Estes resultados
sdo evidéncias de que P. trifoliata apresenta padrdes de expressdo de genes de
defesa caracteristcos de planta resistente, durante interagado do tipo incompativel,
enquanto que C. sunki, de planta suscetivel, durante interagdo compativel. A
presenca de genes do tipo PR-2 e PR-5 no genoma de C. sunki, P. trifoliata, C.
sinensi e, C. limonia foi confirmada por analise de Southern blot. Os véarios

" Comité de Orientagdo: Dr. Luciano Vilela Paiva- UFLA (Orientador), Dra. Magnélia
Aratjo Campos (CoOrientadora) — RD-Centro APTA Citros Sylvio MoreiraLCBM —
UFLA.



sinais de hibridizacdo revelados sdo indicativos da ocorréncia destes genes como
familias multigénicas no genoma destas espécies. O alto nivel de expressdo
constitutiva de genes do tipo PR-5 nestas plantas foi associado com a resisténcia
de citros a P. parasitica. Portanto, os niveis basais de genes do tipo PR-5
poderiam funcionar como biomarcadores para monitorar a resisténcia de citros a
P. parasitica na selecdo de materiais promissores em programas de
melhoramento de citros.



ABSTRACT

TEIXEIRA, J. E. C. Defence genes in Citrus sunki and Poncirus trifoliata:
expression constitutive and induced by Phytophthora parasitica. 2005.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia-Genética ¢ Melhoramento de Plantas) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras MG.”

Citrus gummosis, caused mainly by Phytophthora parasitica, is one of
the most important citrus diseases affecting all production phases. The use of
genetic resistance is the best strategy for controlling P. parasitica having a lower
impact on the environment. A better understanding of the molecular mechanisms
involved in the interaction citrus-Phytophthora spp. would contribute to the
elaboration of long term and efficient strategies for the control of this oomycete.
The objective of this work was to quantify the constitutive and induced
expression of citrus defense genes in response to P. parasitica using real time
quantitative RT-PCR. The local and systemic induced expression of the PAL
(Phenylalaine ammonia-lyase), POX (Peroxidase), LOX (Lipoxigenase), PR-
2(8 1,3-Glucanse) and PR-5 (Osmotin) like genes, involved in the plant
pathogen defense, were monitored throughout time in resistant (Poncirus
trifoliata) and susceptible (Citrus sunki) plants inoculated with the patogen. The
constitutive expression of PR-2- and PR-5-like genes was quantified in P.
trifoliata, C. sunki and C. sunki x P. trifoliata hybrids. The expression of PAL,
POX, PR-5 like genes was quicker and higher in P. trifoliata than in C. sunki.
The local expression of PAL, POX, PR-2 and PR-5 was quicker and higher than
the systemic expression for P. trifoliata and C. sunki and for the LOX like gene
just in C. sunki. The wounding caused during inoculation induced a high level of
expression of all the studied genes, mainly in P. trifoliata. However, the
presence of P. parasitica had a significant additive effect on the expression
levels of the studied genes, except for the Peroxidase-encoded genes. The results
suggest that P. trifoliata could be characterized as resistant to P. parasitica and
C. sunki as susceptible by presenting patterns of defense genes expression
typicaly of incompatible and compatible interactions, respectively. The presence
of PR-2 and PR-5 genes in the genome the C. sunki, P. trifoliata, C. sinensis, C.
limonia was confirmed by Southern blot analysis. The multiple hybridization
signals obtained are indicative of the occurrence of these genes as a gene family

" Comité de Orientagdo: Dr. Luciano Vilela Paiva- UFLA (Orientador), Dra. Magnélia
Aratjo Campos (CoOrientadora) — RD-Centro APTA Citros Sylvio Moreira/LCBM—
UFLA.



in the genome of these citrus species. The high constitutive expression of the
PR-5-like genes was associated with the citrus resistance to P. parasitica and
could be, therefore, used to monitor citrus resistance to P. parasitica, working as
a biomarker for the selection of promising materials in citrus breeding programs.



CAPITULO 1

Mecanismos de resisténcia de citros a Phytophthora

parasitica



1 INTRODUCAO GERAL

Tendo em vista a importdncia da cultura dos citros na economia e
produgdo agricola brasileira, um dos principais objetivos da pesquisa com citros
¢ o estudo dos fatores que levam a redugdo desta producdo. Entre eles merecem
destaque as doengas, por provocarem sérios prejuizos a producio e demandarem
recursos para prote¢do e controle em viveiros e pomares. Entre as principais
doencas que afetam a citricultura estdo aquelas causadas por Phytophthora spp.,
destacando-se a gomose, causada principalmente por Phytophthora parasitica,
que além de provocar sérios danos e prejuizos a produgdo, causando doengas no
colo, raizes e radicelas no porta-enxerto, pode levar a planta & morte

(Feichtenberger, 2001).

Para controlar a doenga, em viveiros sdo erradicadas mudas infectadas e
em condi¢des de campo, € usado o controle quimico, embora este tenha custo
elevado e possa mascarar a evolucdo de sintomas. A utilizacdo de variedades
resistentes € o método mais econdmico e eficiente. No entanto, o uso de porta-
enxertos resistentes ¢ limitado. Muitos deles sdo suscetiveis a outras importantes
doencas dos citros, enquanto outros apresentam problemas de incompatibilidade
com importantes cultivares-copas, como ¢ o caso do porta-enxerto Poncirus

trifoliata e seus hibridos com citros.

O melhoramento tradicional para a obtengdo de plantas de citros com
resisténcia combinada a diferentes patogenos ¢ demorado e tem sido dificultado
por caracteres de ordem botanica e genética dentro do grupo dos citros. Novas
estratégias efetivas e duradouras para controlar doencas causadas por patogenos
em citros poderdo surgir a partir do entendimento das relagdes planta-patogenos.
Nesse contexto, o estudo do genoma comparativo e funcional de plantas de

citros com resisténcia a gomose, com base em genes diferencialmente expressos



em porta-enxertos resistentes e suscetiveis, quando inoculados ou ndo com
Phytophthora parasitica, podera contribuir para a elucidagdo dos mecanismos de
resisténcia de citros a esse oomiceto. Um incremento nestes estudos pode ser
dado pelo monitoramento da expressdo de genes que desempenham um papel
fundamental na resposta de defesa do hospedeiro. Entre eles se destacam genes
envolvidos nas diferentes rotas de sinalizagdo de defesa, como os que codificam
para as enzimas Fenilalanina amdnia-liase, Lipoxigenase e Peroxidase, e genes
que codificam para proteinas PR (Pathogenesis-Related), usados como
marcadores da resposta de resisténcia do tipo HR (Hypersensitive Response) e

SAR (Systemic Acquired Resistance).

Recentemente tem sido demonstrado que um alto nivel de expressao
constitutiva de genes PR ¢ correlacionado com a resisténcia ndo especifica de
cultivares e hibridos de algumas espécies de plantas a oomicetos (Vleeshouwers
et al., 2000). A investigacdo da expressdo constitutiva de genes PR pode
contribuir para elucidar o possivel efeito destes genes na resisténcia de citros e
seus hibridos a P. parasitica, bem como seu potencial uso como biomarcadores

em programas de melhoramento de citros.

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a expressdo constitutiva e
induzida por Phytophthora parasitica de genes de defesa em citros, através de
RT-PCR quantitativo em tempo real. Para alcangar este objetivo, a estratégia
utilizada envolveu a inoculagdo de plantas resistente (P. trifoliata (L.)
Rafinesque) e suscetivel (C. sunki Hort. Ex. Tanaka) com Phytophthora
parasitica e a quantificacdo da expressdo de genes do tipo PAL, POX, LOX, PR-
2 e PR-5 durante diferentes tempos ap6s inducdo. A caracterizagdo da expressao
destes genes sob o aspecto de interacdes Citros-P. parasitica estd discutida no
Capitulo 2. A andlise da expressdo constitutiva de genes do tipo PR-2 e PR-5
nestas plantas e em hibridos C. sunki x P. trifoliata esta discutida no Capitulo 3,

com enfoque para aplicagdo no melhoramento de citros.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia das doencas causadas por Phytophthora spp. em citros

A citricultura brasileira ocupa lugar de destaque no agronegdcio
mundial, posicionando o pais como maior exportador de suco de laranja
concentrado e principal produtor de citros, com faturamento em exportagdes
estimado em 700 milhdes de dolares em 2003/2004, centralizado principalmente
em suco concentrado e subprodutos (FNP Consultoria & Comércio, 2004). O
Estado de Sao Paulo ¢ o principal produtor, seguido por Bahia, Sergipe e Minas
Gerais. A producao paulista foi representadas por 360 milhdes de caixas na safra
2004/2005, aproximadamente 85% da producao brasileira

(http://www.financeone.com.br/).

Embora a citricultura seja amplamente competitiva em ambito mundial,
a produtividade ainda é considerada baixa, com média de produgdo de 2,0
caixas/planta contra 6,0 caixas/planta obtidas pelos EUA, nosso principal
concorrente (FNP Consultoria & Comércio, 2004). Um dos fatores que
contribuem para esta baixa produtividade sdo os constantes ataques de patogenos
relatados nos ultimos anos. O impacto provocado pela CVC (Clorose Variegada
dos Citros) e o cancro citrico no comego da década de noventa, com a MSC
(Morte Subita dos Citros) a partir de 1999/2000 e, mais recentemente, com o
aparecimento do Huanglongbing (HLB), trouxe mudangas para o sistema de
producdo de citros, além de reduzir a produtividade das plantas, cujo controle é
dificil quando existe. Estes freqiientes ataques de patdgenos sdo o resultado de
uma citricultura que, além de ser monocultura, estd fundamentada em poucas
espécies de porta-enxertos e copas, possuindo 80% de suas plantas enxertadas
em apenas uma variedade de porta-enxerto, o limoeiro ‘Cravo’ (Soares Filho et

al., 2003).



Além destas doencas recentes, outras ja bem conhecidas pelos
citricultores continuam causando perdas todos os anos. Phytophthora spp. € um
dos principais patdégenos encontrados causando doengas em citros em todas as
areas produtoras do mundo. Os danos provocados por Phytophthora spp. em
citros s@o estimados em 10 a 30% da produ¢do mundial, causando prejuizos de
milhdes de délares, uma vez que afeta todas as fases de desenvolvimento dos
citros, e portanto, sua producdo (Timmer et al., 2000; Soares Filho et al., 2003).

O género Phytophthora, hoje classificado como um oomiceto no reino
cromista, um grupo diversificado de microorganismos heterotréficos que
morfologicamente e fisiologicamente lembram fungos, mas que sdo
filogeneticamente distantes deles, engloba varias espécies (Tyler, 2002). Dentre
elas, onze estdo associadas ao complexo de doengas causadas por Phytophthora
em citros, P. nicotiana B. de Haan var. parasitica (Dast) Waterh (= P. parasitica
Dast.), P. citrophthora, P. citricola, P. syringae, P. hibernalis, P. palmivora, P.
dreschsleri, P. cinnnamomi, P. megasperma, P. boehmeriae e P. cactorum,
distribuidas em todas as regides produtoras de acordo com as condigdes
climaticas. Cinco ja foram descritas na América do Sul, mas apenas duas, P.
parasitica e P. citrophthora, estdo associadas as doengas presentes no Brasil
(Rossetti, 2001). P. parasitica ataca principalmente as raizes e radicelas, sendo
menos freqiiente na parte aérea das plantas. Predomina na maioria dos viveiros e
pomares comerciais, ocorrendo mais freqilentemente em regides quentes e
subtropicais. E descrita atacando mais de 400 espécies de plantas. P.
citrophthora ataca principalmente raizes e parte aérea, sendo mais adaptada a
regides de clima frio. E patogénica a mais de 83 plantas e tem como principal
hospedeiro os citros (Erwin & Ribeiro, 1996; Feichtenberger, 2001).

As espécies P. parasitica e P. citrophthora possuem caracteristicas em
comum. A fase vegetativa ¢ dipldide, e a haploide € efémera. Possuem micélio

cenocitico, em geral heterotalicas; produzem esporangios apical e papilado,



normalmente persistentes e ocorre auséncia de vesiculas de liberagdo de
zoosporos (esporo assexual movel). Estruturas sexuais femininas (oogdnia) e
masculinas (anterideo), que dao origem aos odsporos (esporo sexual), t€ém sido
encontradas apenas em P. parasitica. Muitos isolados formam clamidésporos,
estrutura vegetativa que permite a sobrevivéncia do oomiceto em periodos
menos favordveis no solo e matéria orginica em decomposicdo (Erwin &
Ribeiro, 1996).

A formacdo de esporingios pode ser repetida varias vezes durante o
periodo chuvoso. Os esporangios podem germinar diretamente, formando um
tubo germinativo, ou soltando os zoo6sporos, biflagelados, que nadam nas gotas
de 4gua, fixando-se nos tecidos das plantas e atacando-os. Um dos flagelos dos
zoosporos ¢ curto e lhe da a diregdo (tinsel); o outro ¢ longo (splash) e lhe d4 o
movimento. A infec¢do geralmente se dd pelos zodsporos quando ha muita
umidade. O ataque severo estd associado a periodos prolongados de tempo
chuvoso ou tmido. Os zoo6sporos sdo atraidos para as partes machucadas das
plantas, por onde penetram diretamente, por exudados das raizes e radicelas, e
podem também penetrar em tecidos de folhas novas, ramos verdes e pela casca
do tronco, onde encistam, germinam e penetram diretamente (Rosseti, 2001).

Varias doengas sdo causadas por Phytophthora em citros. Em viveiros
de citros, um dos sintomas comumente observados ¢ o tombamento de plantas,
que pode ser causado por varios patdogenos como Phytophthora spp., Pytium spp.
e Rhizoctonia solani, que afetam a regido do colo das mudas (Rossetti, 2001;
Feichtenberger, 2001).

A podriddo de radicelas pode ser causada por P. parasitica e P.
citrophthora, na superficie ou imediatamente abaixo da superficie do solo. O
principal sintoma ¢ a redugdo significativa no nimero de radicelas, que ficam
escuras e podem provocar amarelecimento e morte na planta atacada

(Feichtenberger, 2001; Rossetti, 2001).



Diversas espécies de Phytophthora podem provocar a podriddo parda
dos frutos localizados no terco inferior da planta. A infeccdo se d& por esporos
moveis (zodsporos) do patdgeno, que sdo carreados do solo para a parte aérea
das plantas via respingos de agua. Os frutos contaminados apresentam uma
podriddo seca e odor caracteristico, inicialmente com pequenas lesdes de cor
marrom, que podem atingir grandes areas do fruto (Feichtenberger, 2001;
Rossetti, 2001).

A gomose ¢ o principal sintoma que ocorre no campo. E caracterizada
pela morte de tecidos internos na casca e do lenho, visivel quando removida a
casca na regido do tronco da planta, com exudacdo de goma, seca e
fendilhamento da casca. Pode levar a podridao de raizes e radicelas e provocar a
morte da planta (Timmer et al., 2000). Apenas exsudacdo da goma pode ndo ser
indicio de Phytophthora spp., pois outros fungos patogénicos, como Dothiorella
gregaria, Sclerotnia slcerotiorum, Rosellinia spp., Macrophomina sp., Botrytis
cinerea, o virdide da exocorte ou ainda ferimentos provocados por nematoides,
afideos, insetos, produtos quimicos e pelo homem, via ferramentas e
equipamentos, podem provocar este sintoma (Feichtenberger, 2001).

Condigoes de alta temperatura e umidade relativa do ar e solo sdo
favoraveis ao desenvolvimento da gomose. Praticas culturais mal realizadas,
como falta de aeracdo no solo, drenagem e excesso de irrigacdo, além da
presenca de outros patdgenos como virus, estado de vegetagdo da planta e
cultivar copa podem favorecer o seu desenvolvimento (Siviero, 2001).

Todas estas caracteristicas fazem de Phytophthora um patdgeno
potencialmente destrutivo e epidémico, especialmente P. parasitica, que possui
estruturas sexuais, podendo ocorrer mating types, € estruturas capazes de resistir
a condi¢des adversas de temperatura e seca, presentes nos viveiros € no campo
durante o ano inteiro. Assim, medidas de controle precisam ser tomadas para

evitar que a doenca leve a morte de plantas no viveiro e no campo.



2.2 Medidas para controlar Phytophthora spp. em citros

Véarias medidas de controle sdo recomendadas para gomose. Praticas
culturais como plantio de mudas sadias e em locais onde a umidade ndo seja
alta, manejo adequado do mato, cirurgia e evitar ferimentos na planta sdo
recomendadas para evitar o aparecimento dos sintomas (Feichtenberger, 2001).
A utilizacdo de fontes de matéria organica em substratos comerciais de mudas e
no campo tem sido muito pesquisada nos ultimos anos, pois favorece a
microflora do solo antagonista a Phytophthora spp. (Velazco, 2002).

O controle quimico visa reduzir a populagdo do patdgeno via aplicagdo
de produtos sistémicos como metalaxyl, que mata diretamente o patéogeno, € o
fosetyl-Al, que tem agdo fungistitica. Em baixas concentracdes o fosetyl-Al
estimula os mecanismos de defesa da planta, via produgdo de fitoalexinas, e
quando presente em altas concentracdes, degrada-se em acido fosférico, que ¢é
altamente toxico a Phytophthora spp. (Afek & Sztejber, 1989). A pulverizagio e
pincelamento de ramos e troncos com produtos a base de cobre também tém sido
recomendados.

Praticas de controle alternativas que visem diminuir os danos ao meio
ambiente tém sido alvo de varias pesquisas nos ultimos anos. O fungo
Trichoderma spp pode ser utilizado no controle biologico, pois apresentou
hiperparasitismo in vitro e foi efetivo na erradicacdo de P. parasitica em
substratos usados para a producdo de mudas (Amorim, 1997). A utilizagdo de
compostos que induzem a resisténcia de plantas também tém sido testada em
pos-colheita de citros (Cardoso Filho, 2003), porém poucos resultados foram
ainda obtidos.

O controle genético da gomose, via utilizagdo de porta-enxertos
resistentes ou tolerantes ao patdogeno, ¢ a medida mais eficiente e indicada, por

ser de menor custo, facilmente exeqiiivel e por reduzir o impacto de produtos



quimicos no ambiente (Feichtenberg, 2001). Os principais porta-enxertos

utilizados atualmente apresentam suscetibilidade a Phytophthora spp.

2.3 Melhoramento dos Citros

Os citros sdo classificados na familia Rutaceae, subtribo Citrinae e
possuem trés géneros com importancia economica: Citrus, que compreende as
laranjas doces, laranjas azedas, limdes, tangerinas, limas acidas, limas doces,
pomelos e cidras, Fortunella e Poncirus. Entre eles € possivel a polinizagdo com
a producdo de hibridos, algumas vezes de interesse comercial (Moreira & Pio,
1991).

O melhoramento dos citros para variedades porta-enxerto ou copa pode
ser realizado por selecdo de gendtipos superiores ou por cruzamentos
controlados (hibridacdo). O fato de os Citrus e géneros relacionados formarem
hibridos com certa facilidade tem criado um grupo de plantas com boas
caracteristicas para o melhoramento. Visando explorar a variabilidade existente
nas diferentes espécies dos citros, via cruzamentos, novas combinacgdes de
cultivares copas e porta-enxertos vém sendo utilizadas (Cristofani, 1997;
Siviero, 2001; Soares Filho, et al., 2003).

Apesar da facilidade de cruzamento, a obten¢do de novas variedades em
Citrus tem sido prejudicada por uma série de fatores relacionados as
caracteristicas biologicas de suas espécies. O longo ciclo reprodutivo, a alta
heterozigosidade, esterilidade, apomixia, juvenilidade prolongada e depressdo
por endogamia limitam o melhoramento de citros pelos métodos convencionais
bem como seus estudos genéticos (Cristofani & Machado, 1999; Amaral et al.,
2001). Mutagdes espontineas ocorrem com freqiiéncia em citros e tiveram um
papel muito importante no seu processo evolutivo. Praticas como enxertia e

estaquia, comumente utilizadas na cultura, facilitaram a conserva¢do e o



acumulo destas mutacdes, as quais foram as principais responsaveis pelo
desenvolvimento de grande parte da variabilidade existente hoje (Dantas et al.,
2001).

Outro problema que dificulta os trabalhos de melhoramento ¢é o
desconhecimento do modo de heranga das caracteristicas desejadas (Cristofani,
1997). Apenas algumas caracteristicas monogénicas como resisténcia ao
nematdide Tylenchulus semipenetrans, resisténcia ao virus da tristeza dos citros
(CTV), embrionia nucelar e folha trilobada de Poncirus trifoliata e
caracteristicas quantitativas, como tamanho do fruto, cor, niveis de acidez e
tolerdncia a P. parasitica, sdo conhecidas (Cristofani, 1997). Parte das
limitagdes do melhoramento classico de citros tem sido superada através da
utilizacdo de marcadores moleculares, que passaram a ser ferramentas essenciais
na sele¢do de hibridos sexuais e na ampliacdo das combinagdes genéticas através
de cruzamentos (Cristofani & Machado, 1999).

Os principais enfoques do melhoramento de citros t€ém sido direcionados
para a busca de plantas, principalmente os porta-enxertos, com maior resisténcia
a pragas ¢ doencas e tolerancia ao estresse ambiental (frio, seca, salinidade,
acidez). Nas variedades copas buscam-se facilidade de descascamento e melhor
coloragdo dos frutos, sem comprometer seu valor para o mercado in natura ou
industria, ampliagdo do periodo de safra, menor nimero de sementes, porte
menor e efeito ornamental das plantas (Moreira & Pio, 1991; Machado, 1997).

Entre as combinagdes parentais interespecificas, o cruzamento entre C.
sunki e P. trifoliata ¢ uma das mais exploradas devido as suas caracteristicas
contrastantes, principalmente resisténcia a doencgas (Cristofani, 1997; Carvalho,
2000). Historicamente, o melhoramento de porta-enxertos no Brasil foi realizado
a partir da selecdo de plantas existentes nos bancos de germoplasma e de
genotipos provenientes de programas de melhoramento conduzidos no exterior,

principalmente nos EUA. O desenvolvimento de hibridos de citros para copas e
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porta-enxertos no Brasil € recente e teve um grande impulso na década de 90,
com contribuigdo significativa do Instituto Agrondmico de Campinas — IAC e
CNPMF/Embrapa (Machado, 1997; Soares Filho et al., 2003).

A tangerina ‘Sunki’ tem origem no sudeste da China. Indicado como
porta-enxerto para laranjas, tangerinas e pomelos, possui diversas caracteristicas
desejaveis como comportamento semelhante ao da tangerina ‘Cledpatra’ (C.
reshni Hort. ex. Tanaka) na formagdo de copa, tolerancia ao CTV, xiloporose,
sorose, declinio, tolerdncia a solos salinos e a seca. Possui porte médio, folha
lisa e peciolo ndo alado, espinhos curtos e é bastante produtiva. Os frutos sdo
pequenos, de coloracdo laranja intenso, odor caracteristico, casca fina, ndo sdo
comestiveis devido a alta acidez, possuem sementes pequenas, de bom poder
germinativo e poliembridnicas com cotilédones verdes. No entanto, apresentam
caracteristicas indesejaveis como suscetibilidade a gomose e pequeno niimero de
sementes viaveis por fruto (Pompeu Jr., 1991; Cristofani, 1997).

O porta-enxerto Poncirus trifoliata é a tmica espécie deste género. E um
porta-enxerto muito utilizado no Japdo, Uruguai e em paises de clima
temperado, sendo indicado para combinagdes com laranjas, limas 4acidas e
tangerinas. Induz excelente qualidade de suco, sendo ideal para regides frias e
umidas, induz baixo vigor na planta, reduzindo o porte da copa e facilitando a
colheita e o adensamento do pomar. Apresenta porte pequeno a médio ¢ folhas
trilobadas, carater usado como marcador genético em programas de
melhoramento. Os frutos possuem casca rugosa ¢ sementes poliembrionicas de
tamanho grande. Esta variedade apresenta boas caracteristicas fitossanitarias,
como alta resisténcia a gomose, a nematdides (Tylenchulus semipenetrans e
Pratylenchulus coffeae), ao CTV e a xiloporose. No entanto, possui aspectos
negativos, como suscetibilidade a exocorte, intolerancia ao declinio, baixo
desenvolvimento no viveiro, intolerante a seca, alta exigéncia quanto a

fertilidade do solo e apresenta incompatibilidade com laranja ‘Péra’, limdes
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verdadeiros e tangor ‘Murcott’ (Pompeu Jr., 1991; Cristofani, 1997,
Feichtenberg , 2001).

2.3.1 Melhoramento de citros visando resisténcia a Phytophthora spp.

O controle de doengas dos citros através de resisténcia genética ¢ a
forma mais econdmica e eficaz. Porém, para a maioria das doengas, a resisténcia
genética ndo existe, tem sido observada em baixo nivel ou é quebrada pela
variabilidade genética do agente causal. Com isso, para um controle duradouro &
necessaria a participagdo de praticas culturais que visem diminuir a populagao
do patdgeno.

Tanto o melhoramento convencional quanto a biotecnologia tém sido
muito utilizados visando obten¢do de variedades resistentes. Os marcadores
moleculares contribuem na localizagdo de genes responsaveis pela resisténcia
monogénica ou de regides gendmicas responsaveis pela resisténcia multigénica
(QTL ou QRL). Alguns destes genes ja foram identificados em citros, como
aqueles responsaveis pela resisténcia ao nematoide Tylenculus semipenetrans
(Timmer et al., 2000), ao CTV (Deng, et al., 1997; Cristofani et al., 1999) e a P.
parasitica (Siviero, 2001; Boava, 2004).

Uma grande variabilidade na resisténcia a gomose tem sido observada
entre gendtipos usados como porta-enxertos, tanto em condigdes de infecgao
natural como sob inoculagdo artificial (Rossetti, 2001). Em varios trabalhos
pode-se notar diferengas na classificacdo de gendtipos quanto a resisténcia a
Phytophthora spp. Um mesmo gendtipo pode ser classificado em mais de uma
categoria de resisténcia/suscetibilidade, fato que pode estar relacionado a
diversos fatores bidticos e abidticos envolvidos no patossistema citros-

Phytophthora (Siviero, 2001).
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Siviero (2001) relata que muitos fatores estdo envolvidos na expressao
da resisténcia de um dado genétipo a Phytophthora spp., dentre os quais
destacam-se ambiente, espécie e isolado do patégeno, patogenicidade do isolado,
presenca ou auséncia de outros patdogenos na planta, método de inoculacdo e
avaliagdo empregados, estado de vegetacdo do hospedeiro, idade da planta e
aspecto nutricional, salinidade e pH do solo, grau de dorméncia da planta,
suculéncia e vigor dos tecidos e o tipo de doenca em estudo. Além disso,
resultados obtidos sobre a resisténcia de genotipos a Phytophthora spp. em testes
artificiais nem sempre correspondem a resisténcia de gendtipos no campo.

A resisténcia de um dado genotipo a um dos tipos de sintomas causados
por Phytophthora spp. ndo € garantia de resisténcia a outro tipo de sintoma. Os
porta-enxertos limdo ‘Cravo’ (C. limonia), laranja ‘Azeda’, tangerinas ‘Sunki’ e
‘Cledpatra’ e citrange ‘Carrizo’ (Poncirus trifoliata (L.) Raf. x C. paradisi
Macfad.) sdo classificadas como moderadamente tolerantes ou intolerantes a
podridao das radicelas e raizes. No entanto, citrange ‘Carrizo’, laranja ‘Azeda’ e
limdo ‘Cravo’ s@o classificados como resistentes e/ou moderadamente
resistentes a gomose (Carvalho, 2000; Feichtenberg , 2001).

Alguns porta-enxertos apresentam elevada resisténcia a Phytophthora,
como o P. trifoliata e seus hibridos e laranja ‘Azeda’. Carvalho (2000) detectou
que P. trifoliata ¢é resistente as infecgdes de tronco e tolerante as infecgdes de
raizes provocadas por P. parasitica. Este genétipo transmite mais
acentuadamente a caracteristica de resisténcia a gomose e a tolerancia a
podriddo de radicelas aos descendentes do que a laranja ‘Azeda’, constituindo
um fator de grande importancia para programas de melhoramento da cultura. No
entanto, os porta-enxertos P. trifoliata e seus hibridos sdo menos difundidos no
Brasil devido a problemas de incompatibilidade com a cultivar mais comum no
pais, a laranja ‘Péra’. A laranja ‘Azeda’ apresenta o problema de suscetibilidade

ao CTV, o que limita seu uso no Brasil.
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Estudos realizados por inoculacdo de Phytophthora spp. na regido de
elongacdo das radicelas apontam que genotipos resistentes e suscetiveis sdo
igualmente infectados. Porém, quando se utiliza inocula¢do no colo da planta,
mesmo em plantulas jovens, é possivel diferenciar diferentes genotipos quanto a
resisténcia a Phytophthora spp. (Siviero et al., 2004).

Trabalhos desenvolvidos em diversos centros de pesquisas em citros
apontam ser a resisténcia a Phytophthora de natureza quantitativa, heranga
complexa e governada por multiplos genes (Hutchison, 1985; Granam & Castle,
1993). No entanto, Laville (1975), analisando diversos trabalhos de resisténcia a
doengas em citros, sugere que hd uma sobreposicdo de mecanismos de
resisténcia a Phytophthora spp., relatando haver duas categorias de heranga de
resisténcia uma do tipo oligogénica e outra do tipo poligénica. Siviero (2001),
utilizando marcadores moleculares RAPD, encontrou 3 locos controladores para
caracteristicas quantitativas (QTL) associados a resisténcia a gomose de
Phytophthora spp. em P. trifoliata, ¢ 5 locos foram encontrados por Boava
(2004). A resisténcia multipla de porta-enxerto de citros as doengas causadas por
Phytophthora spp., aos nematoides dos citros e ao CTV pode ser encontrada em
P. trifoliata. No entanto, a heranca da resisténcia pode se dar de forma

independente para outros patégenos (Cristofani, 1997; Siviero, 2001).

2.4 Interacdes Planta-Patéogeno

Em seu habitat natural as plantas estdo constantemente sendo desafiadas
por varios inimigos potenciais, pois quase todos os ecossistemas contém uma
enorme variedade de fungos, bactérias, virus, nematoides e insetos. Como nao
podem se movimentar para fugir destes ataques e ndo possuem sistema imune
complexo como os mamiferos, elas precisam desenvolver mecanismos

elaborados para se protegerem. Assim, as plantas produzem uma enorme
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diversidade de substancias, que aparentemente nao tém funcdo no crescimento e
desenvolvimento, mas as protegem de predadores e patogenos (Taiz & Zeiger,
2002). Embora plantas e mamiferos possuam mecanismos de defesa distintos
apresentam similaridades em nivel molecular (Beutler, 2004; Jones e Takemoto,
2004).

As plantas possuem mecanismos de defesa constitutivos ou pré-
formados e induziveis ou pds-formados. Os mecanismos constitutivos estdo
presentes nas plantas antes do contato com o patdgeno, entre eles cuticula,
tricomas, estOmatos, compostos fenodlicos, alcaldides e terpenodides. Os
mecanismos induziveis estdo ausentes ou presentes em baixos niveis nas plantas
antes da infeccdo. A sintese de fitoalexinas, o fortalecimento da parede celular
pelo depdsito de calose e lignina, a producdo de enzimas liticas como
Glucanases e Quitinases, ¢ a reacdo de hipersensibilidade sdo exemplos deste
tipo de mecanismo (Pascholati & Leite, 1995). A resisténcia induzida envolve a
ativagdo de mecanismos latentes de resisténcia de uma planta através do
tratamento com agentes eliciadores bidticos ou abidticos (Pascholati & Leite,
1995). A possibilidade de ativacdo dos genes responsaveis por este mecanismo
de resisténcia, sob condigdes especiais, tornando as plantas mais resistentes
abriu as portas para os estudos sobre resisténcia induzida em plantas. Nos
ultimos anos a quantidade de trabalhos cientificos envolvendo o fendmeno da
resisténcia induzida tem crescido enormemente (Pascholati et al., 2004).

Uma interagdo ¢ dita compativel quando a planta ndo consegue se defender
do ataque de patdgenos, manifestando sintomas tipicos da doenga. Esta situacao
ocorre porque as defesas pré-formadas da planta sdo inapropriadas, nao
conseguindo detectar a presenca do patégeno ou ativar os mecanismos de defesa
em tempo habil. Neste caso o patéogeno ¢ considerado virulento e a planta,
suscetivel (Hammond-Kosack & Jones, 2000). Numa interacdo incompativel o

patogeno ndo consegue se instalar na planta hospedeira e provocar doenca.
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Assim, a planta ¢ considerada resistente e o patdgeno, avirulento, e ocorre um
rapido reconhecimento molecular, seguido de varias reacdes de defesa do
hospedeiro a tempo de impedir que o patdogeno se estabelegca (Hammond-Kosack
& Jones, 2000).

A diferenca entre resisténcia e suscetibilidade estd na capacidade da
planta em reconhecer o patdogeno invasor e ativar de maneira rapida e efetiva
seus mecanismos de defesa (Guzzo, 2004). A ativagdo rapida e coordenada de
genes que governam estes mecanismos possibilita a expressdo da resisténcia
através da restricdo do crescimento do patégeno, confinando-o a uma pequena
area ao redor do local de penetragao.

Para que haja uma resposta de defesa por parte da planta € necessario
que ela reconhega o patogeno. Este reconhecimento se da pelo contato fisico
através de uma interacdo entre um receptor da planta e um eliciador do
patogeno, de forma direta ou indireta. Esta ligacdo alerta a planta da presenca do
patégeno. Geralmente os receptores sdo moléculas codificadas por genes de
resisténcia da planta e os eliciadores, moléculas codificadas por genes de
aviruléncia do patoégeno. Varios genes de resisténcia tém sido descobertos nos
ultimos anos (Hammond-Kosack & Parker, 2003). Estes genes sdo agrupados
em classes e sdo muito conservados, possuindo alta similaridade com genes de
outros organismos, incluindo os mamiferos. Constituem uma das grandes
familias de genes em plantas, estando freqiientemente juntos em cluster no
genoma (Hammond-Kosack & Parker, 2003). Estas caracteristicas apresentadas
pelos receptores tém sugerido que as plantas, assim como os mamiferos,
possuem uma resisténcia do tipo imunidade inata. Recentemente varios estudos
tém sido realizados buscando entender melhor este tipo de resisténcia, através da
identificacdo das moléculas envolvidas (Beutler, 2004; Jones & Takemoto,
2004).
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Os eliciadores podem ser de origem bidtica ou abiotica, derivados de um
microrganismo, de uma planta, de moléculas quimicas ou produzidas por
ferimentos, por exemplo. Podem ser utilizados em estudos de sinalizacdo e
também como indutores das respostas de defesa, simulando o reconhecimento
do patogeno pela planta (Pascholati & Leite, 1994; Resende et al., 2002).

Poucos minutos depois de os eliciadores do patdégeno terem sido
reconhecidos pelos receptores da planta, uma complexa via de sinalizacdo que
leva a respostas de defesa ¢ ativada. Os sinais produzidos como resultado da
ligagdo do eliciador ao sitio de ligagdo da proteina de resisténcia desencadeiam
uma complexa resposta com multiplos componentes de defesa na planta,
inicialmente de forma localizada, mas que alerta toda a planta sobre a invasdo do
patdgeno conduzindo a uma resisténcia sistémica (Hammond-Kosack & Jones,
2000).

A protecdo ou resisténcia pode ser localizada, no sitio de infeccdo ou
sistémica. A resisténcia sistémica pode ser ainda dividida em resisténcia
sistémica adquirida (SAR) (Dong, 2001; Gozzo, 2003) e resisténcia sistémica
induzida (ISR) (Van Loon et al., 1998). Estabelecem-se em um certo tempo apds
a indugdo, sdo dependentes da temperatura e afetadas pela luz, persistem depois
de serem ativadas, s@o ndo especificas, podem ser induzidas por fatores bioticos,
como patdgenos ativos ou inativos, racas avirulentas, metabolitos de origem
microbiano, ou fatores abidticos, como compostos quimicos (Hammerschmidt &
Becker, 1997).

Um dos eventos iniciais nesta cascata ¢ a mudanga na permeabilidade de
ions na membrana plasmatica. A ativacdo de genes de resisténcia estimula o
influxo de Ca*" ¢ H" e o efluxo de K' e CI,, através da membrana, levando a
acidificagdo do citoplasma. O influxo de Ca*" ativa a explosdo oxidativa que
pode agir diretamente sobre o patégeno ou como sinalizador desencadeando

outras reagdes de defesa. Peroxidacdo de lipideos, ocasionando a produgdo de
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Espécies Ativas de Oxigénio (EAQO), também ¢ observada. Acumulados nas
formas de anion superdxido (O,), radical hidroperoxil (HO,), perdxido de
hidrogénio (H,0,) e radical hidroxil (OH), essas EAO formam, em poucos
minutos, a chamada explosdo oxidativa. Estas reagdes provocam alteragdes na
parede celular, pelo depdsito de calose e lignina, e conduzem ao imediato
fortalecimento da parede celular da planta, além de estimular outras repostas de
defesa (Resende et al., 2003).

A inducdo de SAR resulta na ativagdo de diferentes mecanismos
bioquimicos de resisténcia, entre eles alteragdes na parede celular, provocadas
pelo deposito de calose e lignina (Hammond-Kosack & Jones, 2001), aumento
na atividade de enzimas, tais como Fenilalanina amonia-liase (Jones, 1984;
Kohler et al.,, 2002; Standnek & Buchenauer, 2000), Chalcona isomerase
(Latunde-Dada & Lucas, 2001), Lipoxigenase (Buzi et al., 2004), Peroxidases
(Resende et al. 2002; Baysal et al., 2003), Pectato liase e Catalase (Schenk et al.,
2003), ou ainda actimulo de perdxido de hidrogénio (Iriti & Faoro, 2003),
proteinas relacionadas a patogéneses e fitoalexinas (Latunde-Dada & Lucas,
2001).

O fortalecimento da parede celular diminui a suscetibilidade a enzimas
microbianas que a degradam, possivelmente restringindo a difusdo de toxinas
derivadas do patogeno, ¢ em casos de patdogenos fingicos, age como um
abarreira mecanica a penetragao fisica no protoplasto (Taiz & Zeiger, 2002).

Moléculas sinalizadoras, como acido salicilico, acido jasmonico, etileno,
oxido nitrico, EAO e 4cido abscisico, também participam desta etapa. As
fungdes destas moléculas sinalizadoras foram caracterizadas principalmente em
estudos envolvendo mutantes de Arabidopsis, para um ou mais destes genes, e
tém como conseqiiéncia a transcricdo de genes de defesa e o conseqiiente

estabelecimento da resposta de defesa (Leite et al., 1997).
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A partir da década de 90, através da biologia molecular, um grande
avanco tem sido obtido no entendimento da resisténcia induzida, principalmente
com a utilizagdo de mutantes de Arabidopsis, possibilitando elucidar rotas de
sinalizagdo, sinais envolvidos na resisténcia induzida e mecanismo de defesa
ativados (Hammond-Kosack & Parker, 2003). Uma das estratégias que podem
ser utilizadas para estudar as bases moleculares da resisténcia induzida envolve
o estudo da expressdo de genes de plantas, apds o tratamento com patdgenos,
eliciadores ou indutores quimicos ativadores de SAR. Para estudar qual o
momento da expressdo da resposta ¢ estabelecido um time course da doenga
apés a inoculagdo com o eliciador (Morris, 1998). Estes estudos estdo
focalizados principalmente em plantas anuais e poucos relatos sdo encontrados
para espécies perenes.

A manifestacdo das respostas de defesa através da conversdo do sinal em
repostas celulares especificas como ativacdo de genes de defesa e de
mecanismos de resisténcia ocorre apos esta transdugdo de sinais. Dois grupos de
genes podem estar envolvidos nesta fase: os que sdo ativados precocemente,
como ¢ o caso dos genes que codificam para as enzimas Fenilalanina amdnia-
liase (PAL) e Chalcona sintase (CHS), que estdo relacionados com a sintese de
fitoalexinas, e os que s@o ativados tardiamente. Neste ultimo grupo podem ser
citados os genes que codificam para a sintese de lignina e calose, responsaveis
pelo fortalecimento da parede celular e também de proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas PR) (Cordeiro & Sa, 1999). As respostas de defesa
geralmente sdo divididas em barreiras estruturais e barreiras quimicas, podendo
ser resultantes da ativagcdo de genes de defesa ou do aumento da atividade de
determinadas enzimas (Pascholati & Leite, 1994).

Uma das enzimas mais bem estudadas em interagdes planta-patdogeno € a
PAL, que participa da rota dos fenilpropandides convertendo o aminoacido

fenilalanina em d4cido frams-cindmico, um passo regulatorio importante na
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formacao de muitos compostos fendlicos, entre eles fitoalexinas (Taiz & Zeiger,
2002). A regulacdo da atividade da PAL é complexa, pois como ¢ constituida
por uma familia multigénica, alguns genes sdo expressos somente em tecidos
especificos ou acima de certas condigdes ambientais. A atividade da PAL ¢
influenciada por diversos fatores ambientais, tais como baixo nivel de nutrientes
e luz e, principalmente, infec¢des por patégenos. Um dos produtos da rota da
PAL ¢é o 4cido benzoico, que através da enzima Acido benzoico 2-hidrolase é
convertido em acido salicilico, um importante sinalizador da SAR. Um outro
produto desta rota ¢ a lignina, responsavel pelo fortalecimento da parede celular,
resposta freqiiente a infecg¢@o por patéogeno ou ferimento (Jones, 1984).

As enzimas Peroxidases (POX) existem como isoformas e estdo
amplamente distribuidas no ambiente intra e extracelular. Cada isoforma possui
seqliéncia de aminodcidos varidvel e apresenta diversos padrdes de expressao,
indicando seu envolvimento em diversos processos fisioldgicos (Guzzo, 2003).
Além de participarem da explosdo oxidativa, suberizagdo, catabolismo de
auxinas e cicatriza¢do de ferimentos, sdo requeridas para a polimerizacdo final
de derivados fendlicos em lignina, a qual é responsavel pelo fortalecimento da
parede celular (Resende et al., 2003). A isoenzima peroxidase responsavel por
este processo ¢ classificada como uma proteina PR da familia PR-9.

O papel da enzima Lipoxigenase (LOX) em muitos processos da planta
tem sido evidenciado (Bell & Mullet, 1993). Esta enzima ¢ induzida em resposta
ao ataque de patdgenos e ferimentos, bem como na producao de reguladores da
planta. Uma das fun¢des mais importantes atribuidas a esta enzima ¢ a catalise
da hidroperoxidagdo de lipideos, principalmente os da membrana plasmatica,
levando a produgdo de 4acido abscisico e acido jasmodnico, importantes
sinalizadores da resposta de defesa. Estd envolvida também na formacdo de
hidroperoxidos e radicais livres, que podem estar relacionados a explosdo

oxidativa, a morte celular localizada, HR e na formacdo de compostos
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antimicrobianos como o 2-frans-hexenal, constituindo uma defesa direta contra
o ataque de patdgenos. Estas fungdes podem ser desempenhadas por mais de
uma LOX e nas respostas local e sist€émica, podem estar envolvidas distintas
LOX (Jalloul et al., 2002).

Os eventos que levam ao estabelecimento das respostas de defesa
ocorrem de modo cronologico e sincronizado. O primeiro efeito das EAO’s € a
toxidade direta sobre o patdogeno. Caso este efeito ndo seja capaz de conter a
invasdo, poderd retarda-la e permitir a formagdo de outras barreiras, como o
fortalecimento da parede celular, que ocorre algum tempo apds o inicio da
explosdo oxidativa. O patégeno que conseguir vencer estas barreiras podera ser
cercado por uma camada de células mortas, o que é conhecido como reagdo de
hipersensibilidade ou HR (Hammond-Kosack & Jones, 2000). No local da HR
sdo acumuladas varias substdncias com atividade antimicrobiana, como as
fitoalexinas (Dong, 2001).

As fitoalexinas talvez sejam o grupo de substancias de resposta de
defesa mais bem estudado em plantas. Sdo um grupo quimicamente diverso de
metabolitos secundarios com forte atividade antimicrobiana e que se acumulam
ao redor do local de infec¢do (Pascholati & Leite, 1995). A producdo de
fitoalexinas parece ser um mecanismo comum de resisténcia de plantas a
patdgenos. Entretanto, diferentes familias de plantas usam diferentes tipos de
produtos secundarios como fitoalexinas. Estas substancias geralmente estdo
ausentes em plantas antes da infecgdo, mas sdo rapidamente sintetizadas depois
do ataque microbiano (Taiz & Zeiger, 2002).

Outra resposta de defesa a infeccdo ¢ a formacdo de enzimas liticas que
atacam a parede celular do patdogeno (Van Loon & Van Strien, 1999). Estas
proteinas, conhecidas como proteinas relacionadas com a patogénese (proteinas

PR), sdo também sintetizadas em reposta a outras situacdes de estresse.
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Atualmente estdo agrupadas em 17 familias, sendo que algumas t€m atividade
conhecida e outras ndo (Van Loon & Van Strien, 1999; Guzzo, 2003)

As proteinas PR té€m sido agrupadas com base em sua estrutura primaria,
serologia, atividade biologica e/ou enzimatica em fornecer protecdo contra
patdgenos (Van Loon & Van Strien, 1999). A acdo antimicrobiana ¢ devido a
capacidade que elas tém de inibir o crescimento e multiplicacdo do patdgeno,
provocar lise de esporangios e esporos e inibir o crescimento da hifa de fungos
(Guzzo, 2004). Estas proteinas sdo codificadas pela planta hospedeira, mas sio
induzidas especificamente em situagdes patologicas, ndo somente acumuladas
no local da infecg¢do, mas também induzidas sistemicamente, ¢ estdo associadas
com o desenvolvimento da SAR contra futuras infecgdes por fungos, oomicetos
bactérias e virus. Entre as proteinas PR mais estudadas estdo as Quitinases e 3-
1,3-Glucanases (PR-2) (Moraes, 1998). Estas duas enzimas tém atividade
hidrolitica, quebrando polimeros estruturais presentes na parede celular de
patdgenos. Glucanases hidrolisam polimeros da parede celular de fungos e
também oomicetos. Sdo enzimas abundantes, altamente reguladas e amplamente
distribuidas em espécies de plantas. As varias isoformas diferem em tamanho,
ponto isoelétrico, estrutura primadria, localizagcdo celular e padrio de regulagao,
podendo ser acidas ou basicas (Guzzo, 2003). Com base nas evidéncias de que
glucanas sdo importantes componentes da parede celular de fungos e oomicetos,
além de serem coordenadamente induzidos como parte da HR, especula-se que
estas enzimas possuam agao fungicida e anti-oomicetos, através da atividade in
vitro e pela protecdo mediada pela superexpressdo constitutiva em plantas
transgénicas. O efeito indireto pode ser observado através da liberagdo de
oligbmeros de glucana, que so eficientes eliciadores da resposta de resisténcia,
tais como HR, biossintese de lignina e fitoalexinas (Campos, 2002). Em citros
foram identificadas varias hidrolases, entre elas Glucanases, com atividade

antifingica in vitro comprovada (Porat et al., 1999).
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Uma outra familia de proteinas PR importantes principalmente contra
oomicetos, ¢ a familia de proteinas antimicrobianas PR-5, constituida por
proteinas que desempenham diversas fungdes no desenvolvimento, protecdo
contra estresse osmotico, tolerincia ao frio e permeabilizacio da membrana
plasmatica de fungos e oomicetos. A atividade antifungica ¢ desempenhada por
Permatinas e Osmotinas, principalmente contra P. parasitica, inibindo o
crescimento da hifa e a germinacao de esporos (Guzzo, 2003; Campos, 2002).

Recentemente, novos conceitos sobre resisténcia induzida tém sido
propostos. A resisténcia induzida pode ser classificada em resisténcia induzida
de hospedeiro e resisténcia induzida de ndo-hospedeiro. A resisténcia induzida
de hospedeiro ¢ ainda dividida em raca-especifica, com interagdo gene-a-gene e
envolvimento da HR, e raga ndo-especifica, ou resisténcia horizontal ou ainda
imunidade inata, que ¢ derivada da imunidade inata em animais e envolve a
percep¢do de PAMP’s (padrao molecular associado a patogeno). Pode ser
expressa no local da infeccdo ou de forma sistémica (SAR), com a participacio
de fitoalexinas, proteinas toxicas e enzimas de detoxificacdo, ¢ o estado de
resisténcia constitutiva € alto. A resisténcia induzida de ndo-hospedeiro ou
resisténcia espécie-especifica também pode ser considerada como imunidade

inata (Beutler, 2004; Jones & Takemoto, 2004).

2.4.1 Interacao Citros-Phytophthora

A comunica¢do molecular entre Phytopththora e plantas tem sido
recentemente muito estudada. Patossistemas modelos envolvendo varias
espécies de Phytophthora e plantas como Arabidopsis, soja, tomate e batata tém
fornecido elegantes esclarecimentos na interacdo planta-Phytophthora. Estas
interacdes envolvem uma magnitude de trocas de sinais. O patdégeno produz
efetores, que sdo moléculas que manipulam a estrutura celular do hospedeiro e

funcionam facilitando a infec¢do (fatores de viruléncia) ou disparando respostas
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de defesa (fatores de viruléncia ou eliciadores especificos). Estes efetores
interagem direta ou indiretamente com componentes da resposta da defesa de
plantas a patégenos, que podem ser proteinas de resisténcia ou varias moléculas
de plantas, denominados alvos de viruléncia (Huitema et al., 2003; Huitema et
al., 2004).

Os processos moleculares, bem como o0s mecanismos estruturais e
bioquimicos, de resisténcia de genotipos de citros a Phytophthora, sdo ainda
pouco conhecidos. A camada de suberizacdo dos tecidos da casca dos citros € o
mais importante mecanismo de resisténcia natural de plantas a infec¢do por
Phytophthora spp. e, uma vez rompida a barreira estrutural, via ferimento fisico
ou quimico, a resisténcia ¢ automaticamente quebrada. Alguns trabalhos relatam
que o patdgeno necessita de ferimento para penetrar na planta e provocar
infec¢do (Whiteside, 1971). No entanto, através de analise de dados de genes de
P. parasitica j4 seqlienciados verifica-se que este patdogeno possui genes
expressos que possibilitariam sua penetragdo na planta mesmo na auséncia de
ferimentos (Campos et al., 2004).

Algumas substancias com propriedades semelhantes a fitoalexinas foram
encontradas em citros. Vernenghi et al. (1987) reportaram que a substancia do
grupo das coumarinas, derivada de compostos de acidos fenolicos, denominada
sesalina, foi sintetizada em raizes de limoeiro rugoso em resposta a infec¢ao por
Phytophthora e inibiu o desenvolvimento do patdogeno. Desta forma, sesalina
comportou-se como uma fitoalexina. Outra substdncia também do grupo das
coumarinas, a escoporone, foi encontrada associada a resposta de citros a
Phytophthora spp. acumulando-se em maior quantidade em tecidos de
variedades resistentes e tem sido estudada por varios pesquisadores (Afek &
Sztejber, 1989; Ortuiio et al., 1997).

A participagdo de proteinas PR na defesa de plantas tem sua importancia

como moléculas que podem indiretamente eliciar respostas mais complexas, tais
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como HR e SAR, e por possuirem uma atividade antimicrobiana direta sob
diferentes patdégenos. Dentre as 17 familias de proteinas PR (PR-1 a PR-17) ja
descritas, aquelas que constituem as familias PR-1 e PR-5 possuem atividade
contra oomicetos, com demonstrada eficiéncia in vitro e in planta contra P.
infestans e P. parasitica. Em citros foram identificadas Glucanases (PR-2) e
Quitinases (PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11) com atividade antifungica in vitro
comprovada (Porat et al., 1999).

Muitos melhoristas tém recorrido a resisténcia quantitativa a doengas
por esta ser de amplo espectro. Entretanto, por causa de sua natureza
multigénica, o caminho e a selegdo para caracteristicas quantitativas tornam-se
dificeis. Assim, a estratégia de plantas transgénicas permite obter plantas com
maior resisténcia a doengas e fornece subsidios para um melhor entendimento
das bases moleculares da defesa de plantas.

Entre as estratégias de plantas transgénicas inclue-se a introduc¢do ou
modificagdo de genes que ativam (genes R), regulam (NPR1) ou contribuem
diretamente (PRs) para a defesa antimicrobiana das plantas (Leach & Shah,
2002). Por exemplo, multiplos genes de resisténcia podem ser introduzidos para
gerar variedades com piramidamento de genes, que irdo expandir a extensdo de
patdgenos reconhecidos. Genes que codificam para proteinas antimicrobianas
podem ser introduzidos sozinhos ou em combinagdo para amparar a resisténcia
ndo especifica, de amplo espectro. Expressdo de genes regulatorios que estdo
upstream destes genes antimicrobianos pode ser modulada por superexpressao
ou através do silenciamento génico poés-transcricional (PTGS) para,
potencialmente, aumentar a SAR.

Possivelmente, o gene de PR mais utilizado para obtengdo de plantas
transgénicas seja a Quitinase, cujo produto catalisa a hidrolise de quitina, o
principal componente da parede celular de muitos fungos filamentosos (Tyler,

2002). Entretanto, esta estratégia parece ndo ser usada contra oomicetos, tais
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como Phytophthora spp e outros. Em contraste a fungos filamentosos, oomicetos
tém sido descritos como insensiveis a uma mistura de enzimas hidroliticas como
B-1,3-Glucanase e Quitinases (Fagoaga et al., 2001). Estes cont€ém pouca ou
nenhuma quitina em sua parede celular e, assim, ndo sdo afetados por plantas
transgénicas expressando Quitinases.

Plantas transgénicas de citros resistentes a Phytophthora spp,
superexpressando o gene que codifica uma proteina da familia PR-5 de planta,
forneceram evidencias da atividade in vivo da proteina PR-5 contra P.
citrophthora (Fagoaga et al., 2001). Nestas plantas foi observada uma redugao
no tamanho da lesdo, provocada por este patdgeno, sugerindo que esta estratégia
possa ser empregada na obtengdo de variedades de citros resistentes as doengas
causadas por Phytophthora.

Embora aparentemente essas respostas de defesa sejam conservadas no
reino vegetal, pouco se sabe sobre a expressdo de genes de proteinas PR em
citros, especialmente durante infec¢do com P. parasitica. Apesar de o papel das
PR ser considerado parte do sistema de defesa induzido, ndo hd sempre uma
clara distingdo entre ele e a defesa constitutiva. Foi mostrado, em batata, que a
expressao constitutiva de transcritos de genes PR esta associada a resisténcia de
ndo hospedeira em linhagens e variedades de batata e outras espécies de
Solanum a P. infestans (Vleeshouwers et al., 2000).

O estudo do genoma funcional de citros, recém concluido, promte gerar
impactos no entendimento das respostas de citros a varios fatores bidticos e
abioticos e podera ser um instrumento no desenvolvimento de estratégias de

protecdo de plantas de maneira sustentavel.
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2.5 Técnicas utilizadas no estudo da expressdo génica

Muitos eventos relacionados ao crescimento, desenvolvimento de
plantas ou até mesmo em resposta a varios estimulos sao resultantes da alteragdo
na expressdao génica. A determinacdo qualitativa e quantitativa dos niveis de
transcritos de células vegetais permite que genes, diferencialmente expressos,
possam ser identificados, e, conseqiientemente, sua funcdo metabolica pode ser
investigada (Kuhn, 2001).

A expressao génica pode ser estudada em nivel protéico ou de
transcritos das células. A eletroforese bidimensional (2D), que fornece um mapa
com todas as proteinas presentes nas células naquele momento, auxiliado pela
espectrometria de massa, t€ém permitido separar, quantificar e identificar grupos
de proteinas associadas a situagdes especificas (Silva, 2002).

Com a emergéncia da biologia molecular, varias técnicas capazes de
quantificar de forma qualitativa e/ou quantitativa os niveis de RNAm tém sido
desenvolvidas. A andlise de Northern blot é a técnica mais utilizada por ser
simples e barata. Porém, somente fornece informagdes acerca do tamanho do
RNAm, splicing alternativo e integridade das amostras de RNA (Bustin, 2000).
Este ¢ mais um método qualitativo, podendo se tornar quantitativo quando usado
algum controle enddégeno. Requer grande quantidade de RNAm e ndo ¢ tao
sensivel, em termos qualitativos, na deteccdo de baixa abundancia de RNAm
(Dellias, 2003).

A técnica de DDRT-PCR (Diferential Display Reverse Transcription)
proporciona a andlise simultanea de varios transcritos do RNA total e, ainda, a
quantificagdo de RNAm, além de ser mais sensivel que as técnicas de Northern
Blot, Nuclease Protection Assay e Hibridizagdo in vitro. Outra vantagem da
técnica € sua sensibilidade na deteccdo de transcritos presentes em pequenas

quantidades e a possibilidade de diferenciagdo entre transcritos pouco
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abundantes (Silva, 2002). Dentre as desvantagens da técnica de DDRT-PCR
estdo as altas taxas de falsos positivos, cerca de 30%, e a baixa sensibilidade em
relagdo aos mRNAs raros (Kuhn, 2001).

Uma outra técnica que tem sido comumente utilizada para detectar e
medir a expressdo génica ¢ o RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase
Chain Reaction), que ¢ uma adaptagdo do PCR convencional e se baseia na
amplificagdo enzimdtica de seqiiéncias especificas de RNAm apds um passo
inicial de transcricdo reversa (Freeman et al., 1999). Permite a analise de
diferentes amostras utilizando pequenas quantidades de RNA. Este ¢ o método
mais sensivel e mais flexivel de quantificag@o e pode ser usado para comparar
niveis de RNAm de diferentes amostras, caracterizar a expressdo de RNAm,
discriminar RNAm intimamente relacionados e analisar a estrutura de RNA
(Bustin, 2000). RT-PCR ¢ uma técnica complexa e todos os componentes fisicos
e quimicos da reacdo devem ser considerados cuidadosamente na otimizagdo da
especificidade, sensibilidade, reprodutibilidade e fidelidade da reag@o.

Como o RNAm ndo pode servir de molde para a reagdo de PCR, o
primeiro passo na técnica de RT-PCR ¢ a transcricdo reversa da amostra de
RNA em cDNA (Bustin, 2000). Fitas simples de DNA sdo sintetizadas a partir
de um RNAm pela acdo de enzimas de transcri¢do reversa (pertencentes a
retrovirus), resultando no chamado DNA complementar (cDNA), seguida por
uma amplificacdo exponencial em reacdo de PCR (Dellias, 2003). A
quantificagdo de RNAm pode ser feita por métodos semi-quantitativos ou
quantitativos (Bustin, 2000). O procedimento do semi-quantitativo utiliza varios
ciclos de amplificagdes de RT-PCR, seguidos de analise de dot-blot (Marone, et
al. 2001).

A técnica de cDNA-AFLP (cDNA Amplified Fragment Lenght
Polymosphism) baseia-se na amplificacdo seletiva de fragmentos de cDNA

ligados a adaptadores, clonagem e sequenciamento dos fragmentos amplificados
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diferencialmente. A técnica SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) tem
como principio a identificagdo de varios genes de uma unica vez, pois varios
fragmentos de ¢cDNA sao unidos, clonados e seqiienciados (Velculescu et al.,
1995).

Através da técnica de arranjos de cDNA ¢ possivel analisar a expressao
diferencial de milhares de genes de uma s6 vez. cDNAs de fita simples de genes
de interesse sdo fixados em uma lamina de vidro, e posteriormente hibridizados
com sondas fluorescentes presentes nas amostras das condigdes estudadas
(Schena et al., 1995). Todavia este ¢ um método caro.

Bibliotecas de cDNA possuem grande utilidade atualmente, pois
permitem que muitos genes expressos diferencialmente possam ser detectados.
Entretanto, na pratica, essa informagao s6 ¢ considerada verdadeira se 0o RNAm
de interesse compreender mais de 0,05% do RNAm total do material em estudo,
e menos que 0,01% no material contrastante (Silva, 2002). Outra técnica
bastante utilizada ¢ a hibridizag@o subtrativa, baseada em biblioteca de cDNA
enriquecida pela fragdo de RNAm’s raros, que sdo subtraidos e detectados de
maneira diferencial (Kuhn, 2001).

A maximizagdo da sensibilidade dos métodos de quantificacdo tem
levado ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais complexas, dentre elas o
PCR Quantitativo em Tempo Real, que ja ¢ usado ha bastante tempo na area
médica, mas apenas recentemente tem sido utilizado como ferramenta nos
estudos de expressdo génica e quantificacdo de seqiiéncias especificas em planta
(Gachon et al., 2004).

Todas as técnicas disponiveis apresentam limites de resolucdo e também
desvantagens que devem ser consideradas. De modo geral, a investigacdo da
expressdo génica em plantas, tem facilitado o conhecimento e o entendimento de
genes e vias metabodlicas. Investigacdes desta natureza sdo mais faceis de

conduzir quando se tem o genoma totalmente seqiienciado, o que ndo é o caso
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do género Citrus. Entretanto, a expressdo génica deste género vem sendo muito

estudada (Silva, 2002; Dellias, 2003).

2.5.1 PCR Quantitativo em Tempo Real (qPCR)

Bohm e colaboradores (1999) foram os primeiros a empregar a técnica
de PCR quantitativo em tempo real em plantas, monitorando a presenca de
patogenos em plantas hospedeiras. A partir deste trabalho varios outros tém sido
publicados empregando a técnica de qPCR para varias finalidades em plantas
(Gachon et. al., 2004).

O gPCR difere do PCR classico pela mensuragdo do produto de PCR
amplificado em cada ciclo da reagdo de PCR. Na pratica, uma camera de video
grava a luz emitida por um fluor6foro que € incorporado dentro dos novos
produtos amplificados. Assim, o qPCR permite que a amplificacdo seja
acompanhada em tempo real, durante a fase exponencial da corrida, fazendo
com que a quantidade de material inicial seja determinada precisamente. Ao
contrario do PCR classico, o resultado ¢ independente do platd, que corresponde
a fase de saturacdo da reacdo e que pode levar a uma inacurdcia na
quantificagdo. Comparado com outras técnicas de avaliagdo existentes, esta
permite uma detec¢do de um dado 4&cido nucléico alvo de maneira rapida,
especifica e muito sensivel (Gachon et al., 2004). Permite também a
quantificagdo absoluta inicial do material alvo. Até a presente data, a
confiabilidade do PCR tempo real nunca foi questionada (Bustin, 2000).

Comparada com o PCR cléssico, uma das principais vantagens do qgPCR
¢ a rapidez em fornecer dados confidveis. O qPCR ¢ altamente sensivel na
deteccdo de DNA ou RNA devido a combinacdo de amplificacdo realizada pelo
passo de PCR e o sistema de deteccdo. Em qualquer caso a especificidade do

processo pode ser checada depois da completa corrida de PCR, por gel de
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eletroforese, curva de dissociagio ¢ dados de sequenciamento. E uma técnica
muito conveniente para estudos com limitada quantidade de material inicial ou
para avaliar a expressdo de um grande numero de genes com quantidades
minimas de RNA (Freeman et al., 1999).

A quantificacdo ¢é a caracteristica mais importante do qPCR. A
quantificagdo absoluta ¢ calculada com auxilio de uma curva padrdo. A
quantificacdo relativa pode ser deduzida considerando diferencas de C, entre as
amostras e padrdes de expressdo constitutiva (Bustin, 2000).

Existem basicamente quatro estratégias capazes de detectar os produtos
amplificados por qPCR (Bustin, 2000). Todas usam corantes fluorescentes e o
processo combina amplificacdo e deteccdo dos produtos amplificados pela
mensuragdo da fluorescéncia. Agentes intercalantes e sondas fluorogénicas sio
os dois principais tipos de moléculas usadas para detectar produtos de
amplificados por qPCR (Bustin, 2000). A estratégia SYBR green utiliza corantes
fluorescentes que se ligam as moléculas de DNA de fita dupla. As outras trés se
baseiam na hibridizagdo de sondas fluorescentes que se ligam ao amplicon
especifico através de hibridizagdo ou hidrolise (Molecular beacon;Tagman)
(Bustin, 2000, Gachon et. al., 2004). Em plantas, as estratégias mais utilizadas
tém sido o SYBR green e o Tagman (Bohm et al., 1999; Souza et.al., 2003;
Brouwer et al.,, 2003; Schenk et al., 2003; Gachon & Saindrenan, 2004,
Czechowski et al., 2004).

Como o agente intercalante se liga a qualquer fita dupla de nucleotideo,
ele pode ser usado para qualquer tipo de seqiiéncia. Esta ¢ uma vantagem
economica do SYBR green, pois permite que varios genes possam ser detectados
em uma mesma amostra. Entretanto, ¢ uma desvantagem, pois ¢ igualmente
incorporado em todos amplicons e, se seqiiéncias inespecificas forem
amplificadas, o sinal emitido ird corresponder a ambos, seqiiéncias especificas e

ndo especificas, comprometendo a acurdcia da quantificacdo. Para resolver este
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problema os agentes intercalantes podem ser substituidos por sondas que se
ligam especificamente a seqiiéncias alvo (Bustin, 2000).

As principais aplicagdes do qPCR em estudos com plantas tém sido na
detecgdo e quantificagdo de DNA exogeno, principalmente no diagnostico de
doencas e na quantificagdo de patégenos ou microorganismos simbiontes
associados com planta. A detec¢do de contaminacdo em alimentos por
micotoxinas que podem ser cancerigenas e nao sdo facilmente removidas
durante o processamento do alimento ¢ de grande interesse, todavia o qPCR
ainda tem sido pouco utilizado devido aos altos custos (Mayer et al., 2003). No
caso da deteccdo de organismos geneticamente modificados, pode-se ainda
quantificar nimero de copias de um transgene inseridas (Ingham, 2001; Hohne
2002; Windels, 2003). Na ciéncia basica, o qPCR tem sido amplamente
empregado na quantificacdo de transcritos especificos (RT-qPCR), na anélise da
expressao integrada para quantificar a expressdo de varios genes de uma rota
metabolica especifica e na analise de familias multigénicas. No entanto, um dos
mais rapidos objetivos que tem expandido o uso do qPCR ¢ para confirmar
dados obtidos por estudos de microarray (Schenk et al., 2003; Gachon et al.,
2004).

As principais limitagdes do qPCR, por analisar pequenas quantidades de
material, sdo a falha em detectar processos bioldgicos relevantes, como splicing
alternativo ou degradagdo de transcritos parcial, que ocorre durante eventos de
silenciamento génico pos transcricional. Entretanto, a realizagdo de um Northern

blot em paralelo pode ajudar a resolver este problema (Montrichard et al., 2003).
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CAPITULO 2

Expressao diferencial de genes de defesa de citros e seu

papel na resisténcia induzida por Phytophthora parasitica
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RESUMO

TEIXEIRA, J.E.C. Expressao diferencial de genes de defesa de citros e seu
papel na resisténcia induzida por Phytophthora parasitica. 2005. Dissertacao
(Mestrado em Agronomia-Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras MG."

As plantas t€ém desenvolvido numerosas estratégias de defesa para se
protegerem do ataque de patdégenos que, em muitos casos, ndo ficam confinadas
apenas ao local de infec¢do, mas se propagam de maneira sistémica para
diversas partes da planta. Estes tipos de respostas de defesa, local e sistémica,
sd0 acompanhados pela ativagdo de varios genes na planta, entre eles genes que
codificam para as enzimas Fenilalanina aménia-liase (PAL), Peroxidase (POX),
Lipoxigenase (LOX), envolvidos na sinalizagdo, e para proteinas antimicrobianas
como PR-2 (f 1,3-Glucanases) e PR-5 (Osmotina), que funcionam como
marcadores desta resposta de resisténcia. Os mecanismos moleculares
envolvidos na interacdo Citros-Phytophthora spp. ainda permancem
desconhecidos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a expressao local e
sist€émica de genes do tipo PAL, POX, LOX, PR-2 ¢ PR-5, em P. trifoliata ¢ C.
sunki, inoculadas com P. parasitica, usando RT-PCR quantitativo em tempo real
(RT-qPCR) A expressdo de genes tipo PAL, POX e PR-5 foi mais rapida e de
maior intensidade em P.trifoliata quando comparada a C.sunki. A expressao
local de genes do tipo PAL, POX, PR-2 e PR-5 foi mais rapida e mais intensa do
que a expressao sistémica em P.trifoliata e C. sunki, e para genes do tipo LOJX,
apenas em C. sunki. O ferimento no caule, realizado no momento da inoculagao,
induziu um alto nivel de expressao de todos os genes estudados, principalmente
em P. trifoliata. No entanto, a presenca de P. parasitica potencializou
significativamente o padrdo de expressao dos genes estudados, exceto de genes
que codificam Peroxidases. Estes resultados sdo evidéncias de que P. trifoliata
apresenta padrdes de expressdo de genes de defesa caracteristcos de planta
resistente, durante interagcdo do tipo incompativel, enquanto que C. sunki, de
planta suscetivel, durante interagdo compativel.

" Comité de Orientagdo: Dr. Luciano Vilela Paiva- UFLA (Orientador), Dra. Magnolia
Aratjo Campos (CoOrientadora) — RD-Centro APTA Citros Sylvio Moreira/LCBM—
UFLA.



ABSTRACT

TEIXEIRA, J.E.C. Differential expression of citrus defence genes and their
function in induced resistance of Phytophthora parasitica. 2005. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia-Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras MG.”

Plants have developed many defence strategies to protect themselves
against pathogens attack, which do not only concentrate on the local of the
infection, but it is extended to the whole plant in a systemic manner. This type of
local and systemic defence is followed by the activation of many genes,
including Phenylalaine ammonia-lyase (PAL), Peroxidase (POX), Lipoxigenase
(LOX), which are all involved in signalling. And the ones which are
antimicrobian proteins such as PR-2 (B 1,3-Glucanase) and PR-5 (Osmotin), that
are markers of this type of resistance. The molecular mechanisms involved in
the interaction Citrus-Phytophthora are still unknow. The objective of this work
was to quantify the local and systemic expression of PAL, POX, LOX, PR-2 and
PR-5-like genes, in P. trifoliata and C. sunki, induced by P. parasitica, using
real time quantitative RT-PCR (RT-qPCR). The expression of PAL, POX, and
PR-5 like-genes was quicker and higher in P. trifoliata than in C. sunki. Local
expression was quicker and higher for PAL, POX, PR-2 and PR-5-like gene than
systemic expression in P. trifoliata and C. sunki. In addition, the LOX-like gene
expression was only in C. sunki. The wouding caused during inoculation
induced high level of expression of all the studied genes, mainly in P. trifoliata.
However, the presence of P. parasitica had a significant additive effect on the
expression levels of the studied genes, except for the Peroxidase encoded genes.
The results suggest that P. trifoliata could be characterized as resistant to P.
parasitica and C. sunki as susceptible by presenting patterns of defense genes
expression typicaly of incompatible and compatible interactions, respectively.

" Comité de Orientagdo: Dr. Luciano Vilela Paiva- UFLA (Orientador), Dra. Magnélia
Aratjo Campos (CoOrientadora) — RD-Centro APTA Citros Sylvio Moreira/LCBM—
UFLA.
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1 INTRODUCAO

Numerosas estratégias de defesa tém sido desenvolvidas pelas plantas
para se protegerem do ataque de patogenos. Em muitos casos, uma resposta de
defesa ndo somente no local de infec¢do, mas também em partes distantes, de
maneira sist€mica, ¢ desencadeada. Esta resposta, conhecida como resisténcia
sist€émica adquirida (SAR) ¢ acompanhada pela ativagdo de muitos genes na
planta. Atualmente, varias moléculas sinalizadoras tém sido descobertas,
desencadeando uma expressdo coordenada de grupos especificos de genes de
defesa, que sdo acumulados em tecidos proximos e distantes do local de
infeccao.

A molécula sinalizadora mais conhecida ¢ o acido salicilico, que
desencadeia a expressao de genes relacionados a resisténcia sistémica adquirida,
tais como genes que codificam para as enzimas Fenilalanina amoénia-liase e
Peroxidase, e diversas proteinas PR, entre elas PR-2 e PR-5. Outras moléculas
sinais, como o 4acido jasmodnico e o etileno, induzem a expressdo de um outro
grupo de genes, entre eles genes que codificam para a enzima Lipoxigenase, e
também genes PR. Estas moléculas sinalizadoras sdo responsaveis por viais
distintas de respostas, mas que podem interagir em determinados patossistemas.

Um dos patossitemas de grande importdncia na producdo agricola
brasileira ¢ o constituido por Citros-Phytophthora. Merece destaque por afetar
severamente o sistema de producdo de mudas e extensas areas de pomares,
podendo até levar a planta a morte. A estratégia de controle mais eficiente e
indicada para Phytophthora spp. em citros € a utilizacdo da resisténcia genética,
através da utilizacdo de porta-enxertos resistentes ou tolerantes a P. parasitica.
No entanto, a maioria das variedades de porta-enxertos utilizadas atualmente ¢

suscetivel. Como o melhoramento classico de citros apresenta limitagdes, tanto
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de ordem bioldgica quanto genética, estratégias mais efetivas e duradouras que
levem ao controle de doencas, por meio de plantas resistentes, poderdo surgir a
partir do entendimento das relagdes planta patdgenos. Neste sentido, a analise da
expressao local e sistémica de genes de defesa de citros em espécies resistentes,
como P. trifoliata, e suscetiveis, como a tangerina Sunki, poderdo fornecer
importantes informagdes para a busca de novas estratégias de controle das

doencas causadas por Phytophthora em citros.
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2 MATERIAL E METODOS

Todos os trabalhos de casa de vegetagdo e laboratorio foram
desenvolvidos no Centro APTA Citros Sylvio Moreira, em Cordeir6polis, SP.

Com o objetivo de detectar a expressao diferencial de alguns genes
relacionados com a defesa na interagdo citros x P. parasitica, um experimento
inteiramente casualizado foi realizado, com plantas de porta-enxertos Poncirus
trifoliata ‘Rubidoux’ (resistente ao patdgeno) e Citrus sunki (suscetivel). Foram
utilizadas trés repeti¢des para cada amostra, de cada espécie. As amostras foram
divididas em tratamentos, conforme as datas de coletas, sendo 0, 12, 24, 48 ¢ 72
horas apods inoculagdo com patégeno. A expressdo gé€nica local, avaliada em
tecidos ao redor do local da inoculagdo, ¢ sist€émica, avaliada nas folhas, foram

analisadas em plantas inoculadas e ndo inoculadas com P. parasitica.

2.1 Material Genético

Sementes de P.trifoliata (L.) Rafinesque cultivar ‘Rubidoux’ e C. sunki
Hort. Ex. Tanaka, colhidas do Banco Ativo de Germoplasma do Centro APTA
Citros Sylvio Moreira, foram semeadas em tubetes de plastico e crescidas em

estufa. Trés meses apos a semeadura as plantas foram utilizadas no bioensaio.

2.2 Preparo do indculo de Phytophthora parasitica

Isolado virulento de Phytophthora parasitica, IAC 0195, foi obtido de
frutos de laranja ‘Péra’ artificialmente infectados com o patégeno na regido do
albedo do fruto. O fruto foi mantido em cdmara Umida, sob temperatura

ambiente, até que % do fruto estivesse com sintomas, tempo suficiente para que
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0 patdégeno atingisse as sementes. As sementes contaminadas foram
assepticamente seccionadas em pedagos, transferidas para placas de Petri
contendo meio de cultura cenoura-agar e colocadas em BOD a 25°C. Apos 24-72
horas observou-se o micélio do patdogeno colonizando o meio de cultura. Foi
feita uma Unica repicagem do oomiceto em meio cenoura-agar e, apds sete dias,

o material foi utilizado para inocular plantas de citros.

2.3 Bioensaio de Inoculacio de P. parasitica

Para o bioensaio de expressdo de genes induzidos por P. parasitica e por
ferimento foram utilizadas 51 plantas de P. trifoliata ‘Rubidoux’ e 51 plantas de
C. sunki, que foram inoculadas ou nao aos 90 dias ap6s semeadura.

A inoculacdo foi realizada através de agulha de metal, descrita por
Siviero (2001). Trés inoculagdes foram feitas sob a haste das plantas com auxilio
de agulha de metal infestada com micélio de P. parasitica. Posteriormente, os
locais de inoculagdo foram cobertos com algoddo umedecido e vedados com
esparadrapo, formando uma camara umida. Nas plantas ndo inoculadas o
procedimento foi 0 mesmo, porém as plantas apenas sofreram ferimento com a
agulha ndo infestada pelo micélio do patogeno, simulando a inoculagdo. Apos
inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara de crescimento sob 70% de
UR e temperatura de 25°C até a data da coleta do material.

Tecidos ao redor dos locais de inoculagdo e de folhas de cada planta
foram coletados para extragdo de RNA total nos seguintes tempos: 0, 12, 24, 48
e 72 horas. Para cada tempo foram utilizadas seis plantas de cada espécie sendo
que trés foram inoculadas com o patdgeno e trés ndo inoculadas, exceto para o
tempo 0 hora, quando apenas 3 plantas foram utilizadas e ndo houve o contato
com o patdogeno. No momento da coleta, a cdmara umida foi retirada e o local da

inoculagdo, desinfestado com etanol 70%. Os tecidos adjacentes aos locais das
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inoculagdes foram retirados com auxilio de uma lamina de bisturi e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido. As folhas também foram
desinfestadas com etanol 70%, coletadas e, rapidamente, congeladas em
nitrogénio liquido. Os tecidos coletados e congelados foram mantidos a -80°C

até o momento da extracdo de RNA.

2.4 Extracao de RNA e sintese de cDNA

Aproximadamente 100 mg de cada amostra coletada foram triturados em
almofariz com nitrogénio liquido. O pd fino resultante foi misturado com ImL
do reagente TRIZOL (Invitrogen - Life Technologies, Grand Island, New Y ork)
para extracdo de RNA total, seguindo o procedimento descrito pelo manual do
fabricante.

Apos a adi¢do do reagente a cada amostra e homogeneizagdo, a mistura
permaneceu por 5 min a temperatura ambiente para permitir a completa
dissociagdo do complexo nucleo-protéico. Apoés incubagdo, as amostras foram
centrifugadas (12.000 x g, por 10 min, a 4°C), sendo o sobrenadante transferido
para novo tubo. Em seguida, o RNA foi extraido do sobrenadante pela adi¢ao de
200 uL de cloroféormio, que foram misturados vigorosamente. Apos incubagdo
de 3 min a temperatura ambiente, as amostras foram novamente centrifugadas
(12.000 x g, 10 min, 4°C) e a fase aquosa, transferida para um novo tubo, ao qual
foram adicionados 500 pL de isopropanol para precipitagdo do RNA. Os tubos
foram incubados por 10 min a temperatura ambiente e novamente centrifugados
(12.000 x g por 10 min, a 4°C). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
lavado com 1 mL de etanol 75%, seco a vacuo por 5 min, dissolvido em 30 puL
de agua Mili-Q tratada com 0,1% de DEPC (Dietil Pirocarbonato—Sigma) e

armazenado a —80°C.
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A quantificagdo de RNA das amostras foi realizada em
espectrofotdmetro a 260 nm. A integridade dos RNAs foi verificada em gel de
agarose 1%, através de corrida eletroforética a 200 V por 15 minutos, em
tampao TAE 1X (4,84 g tris-base; 1,142g de acido acético glacial e 1mM de
EDTA 0,5M pH 8,0 para 1 L), feito com agua Mili-Q tratada com 0,1% de
DEPC.

Antes da sintese do DNA complementar, as amostras de RNA foram
digeridas com DNAse-I para eliminar qualquer contaminagdo por DNA. Apds
este tratamento foi realizada uma PCR (reac¢@o em cadeia da polimerase), usando
RNA tratado como molde para verificar se ainda havia contaminac¢do por DNA.

Para a reacdo de transcrigdo reversa, as trés repeticdes bioldgicas foram
misturadas, formando uma amostra Unica (pool/). Para cada amostra foram
utilizados 1 pg de RNA total, que foram adicionados a 1,5 pg de random primer
e 0,4 uM de dNTP e colocados a 68 °C por 15 min. Posteriormente, a cada
amostra foram adicionados 0,8 X de 5X First-Strand Buffer, 8 mM de DDT, 20
U de RNAse out e 200 U da enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen)
e foram incubadas a 37°C por 1 hora. Apés este tempo, as amostras de cDNA de

fita simples foram armazenadas em congelador — 20 °C.

2.5 Sintese dos primers especificos

Os primers usados neste estudo estdo apresentados na Tabela 1.
Oligonucleotideos foram desenhados para alguns genes envolvidos no processo
de sinaliza¢do da resposta de defesa de plantas a patdogenos, com base em
alinhamentos de pelo menos 5 a 10 EST’s (expressed sequence tags) homologos
a cada gene estudado, disponiveis no banco de dados CitEST/CAPTACSM

(http://citest.centrodecitricultura.br), utilizando o software Primer 3. Estes genes

codificam para as enzimas Peroxidase (POX), Lipoxigenase (LOX), Fenilalanina
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amonia-liase (PAL) e proteinas PR, Glucanase (PR-2) e Osmotina (PR-5). A
proteina B - tubulina foi escolhida como controle endégeno por apresentar
expressao constitutiva (Brunner et al., 2004). O tamanho das seqiliéncias
amplificadas por estes primers foi de aproximadamente 150 pb, exceto para f-

tubulina, cujo fragmento possui 80 pb.

TABELA 1. Seqiiéncias dos primers utilizados nas analises de PCR quantitativo
em tempo real.

Nome do Gene Seqiiéncia do Primer
- tubulina F-5"GGA TCT TGA ACCTACCA 3’
R—-5"ATC AAT TCG GCG CCT TCA G 3’
POX F-5"CAT CAC AGT GTG GCT TGA CC 3’
R-5"CTC AGC CTT AAA GCG AGT GC 3’
LOX F-5"TTG CCT ATG ACA AGC AAT GG 3’
R—-5"GAG ATC AAG GCC ATC ATT GG 3’
PAL F-5" CACAAATTG AAG CAC CAT CC 3’
R -5"TTC TCA GGG CAT AAC GAT CC3’
Glucanase F-5'GAC GTC GTC GTA TCT CAT GG 3’
(PR-2) R—-5"GAGTTG GGC GTC AAA AAGG 3’
Osmotina F-5'GTC CGT TGC ATT CCA AGC 3’
(PR-5) R -5'GCG GCT TCT ATC TCC ATA GC 3’

2.6 RT-PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)
A analise da expressdo génica por RT-PCR quantitativo em tempo real

(RT-qPCR) foi realizada em sistema de deteccdo de seqiiéncias ABI PRISM
7000 (Applied Biosystems). O sistema de deteccdo utilizado foi o SYBR green,

52



que se baseia na capacidade do fluor6foro se ligar as fitas duplas de cDNA. As
condigdes térmicas da PCR foram 50°C por 2 min, 10 min a 94 °C, e 40 ciclos,
de 15 sega 95 °Ce 1 min a 60 °C, cada ciclo.

Para o RT-qPCR foram utilizados 1 pg de cDNA de cada amostra, 12,5
pL de Master Mix (Applied Biosystems) e 0,2 uM de cada primer direto e
reverso (1uM), para um volume final de 25uL. As amostras foram processadas
em duplicatas. O gene de - tubulina foi utilizado como controle endogeno. Os
resultados foram normalizados utilizando Cs obtido para o controle enddgeno
presente na mesma reacdo. C; ¢ definido como o primeiro ciclo de amplificagdo
no qual a fluorescéncia indica que um produto de PCR ¢ detectado acima do
limiar. Para normalizacdo foi utilizada a equag¢do AC; = C; (gene alvo)- C,
(controle enddgeno). A calibragdo foi determinada pela formula AAC, = AC,
(amostra) - AC, (calibrador). O calibrador ¢ um valor obtido para uma amostra
especifica. A quantificagio relativa foi obtida pela formula 2 <,

Para verificar se a presenga do patdgeno iria induzir a expressdo dos
genes estudados, nos mesmos tempos de coleta, para os calculos de
quantificagdo relativa, os dados obtidos a partir das plantas em que apenas o
ferimento foi realizado foram utilizados como calibrador. O efeito do ferimento
foi verificado usando como calibrador plantas que ndo foram submetidas ao

ferimento nem colocadas em contato com o patdgeno.
2.7 Confirmaciao dos dados de RT-qPCR

Para confirmar os dados obtidos pela técnica de RT-qPCR, uma segunda
reacdo foi realizada, para algumas amostras, utilizando cDNAs novamente

sintetizados. Além disso, uma segunda confirmagao foi realizada, utilizando trés

repeti¢des biologicas isoladas para expressao de genes do tipo PAL, nas mesmas
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condicdes descritas anteriormente, para confirmar a possivel utilizacdo do pool

das amostras.

2.8 Analise e validacao dos dados

As amostras foram avaliadas quanto a expressdo génica induzida pelo
patogeno P. parasitica e pelo ferimento provocado pela inoculagdo. Andlise de
variancia em esquema fatorial, utilizando os dados normalizados, foi realizada
para validar os dados obtidos pelos célculos de quantificagdo relativa. Para
verificar o efeito do patégeno em induzir a expressdo dos genes estudados, os
fatores utilizados foram espécie, tempo de coleta das amostras, inoculagao do
patdgeno e local de expressdo destes genes. Os fatores envolvidos no efeito do

ferimento foram espécie, tempo de coleta das amostras e local de expressao.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Expressao diferencial de genes de defesa induzidos em plantas de citros

por Phytophthora parasitica

Este ¢ o primeiro relato da quantificacdo da expressdo de genes de
defesa em citros envolvendo o patossistema Citros-Phytophthora. Este trabalho
¢ parte relevante da validacdo do genoma funcional de citros, recém concluido
por iniciativa do Centro APTA citros Sylvio Moreira/IAC/MCT/CNPg/Institutos
do Milénio, intitulado “CitEST — Integracdo melhoramento genético, genoma
funcional e comparativo de citros”.

Usando RT-PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR), a expressdo de
alguns genes induzidos em resposta ao ataque de P. parasitica foi analisada em
tecidos vegetais proximos a lesdo (expressdo local) e em tecidos distantes
(expressdo sistémica) em P. trifoliata e C. sunki.

Numa primeira etapa, um experimento preliminar foi realizado para a
determinacdo do time course da expressdo dos genes de defesa estudados neste
trabalho. Neste experimento, mudas de P. trifoliata e C. sunki com um ano de
idade foram inoculadas com P. parasitica. Tecido foliar e da casca proximos ao
local da inoculag@o foram coletados nos tempos 12, 24, 48, 72, 120 e 240 horas
apo6s a inoculagdo (a.i.) e cDNA foi produzido. Com base em andlise de dot blot,
usando sondas de genes do tipo PR-2 e PR-5 de laranja ‘Péra IAC’ (Citrus
sinensis L. Osbeck), obtidos no banco de dados CitEST/CAPTACSM, foi
possivel observar que o padrio de expressdo destes genes em citros foi similar
ao ja determinado para plantas anuais, ou seja, entre 12 e 48 horas,

principalmente (dados ndo mostrados). Em virtude da dificuldade encontrada em
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macerar ¢ extrair RNA de tecido de caule, por se apresentar bastante lignificado,
este experimento também serviu para determinar a utilizagdo de plantas de citros
mais jovens, com apenas trés meses de idade.

Os genes estudados nesse trabalho foram escolhidos por estarem
envolvidos na cascata de defesa de plantas a varios patéogenos. A descri¢do de
varias isoformas para todos eles tem sido indicativo de que estes genes podem
estar organizados nos genomas de plantas como familias multigénicas. Portanto,
a detecgdo da expressdo estudada pode-se referir a um ou mais genes de cada
familia, uma vez que os primers utilizados foram desenhados a partir de regioes
conservadas dentro dessas ORFs.

Foi possivel visualizar, em plantas de C. sunki, 24 horas a.i., que o
tecido proximo ao local da inoculagdo apresentava uma coloragdo amarela
escura, alteragdo que ndo foi verificada em P. trifoliata, na qual o tecido ficou
apenas levemente amarelado. Nas plantas em que apenas o ferimento foi

realizado ndo foram observadas alteragdes na coloracao do tecido (Figura 1).
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FIGURA 1 Detalhe da haste de plantas de C. sunki (esquerda) e P. trifoliata
(direita) 24 horas ap6s inoculagdo com P. parasitica.

3.1.1 Validacao dos dados de RT-qPCR

A técnica de RT-qPCR foi validada através de uma nova reacdo
utilizando amostras de tecido local de P.trifoliata e C. sunki, para genes do tipo
PAL, POX e LOX. O padrao de expressao local foi similar nos dois eventos de
RT-qPCR, como observado nas Figuras 2, 3, 4, 5, 6, e 7. Estes dados confirmam
os resultados gerados pela técnica de RT-qPCR, uma vez que o padrio de
expressao foi o mesmo em duas reagdes independentes, com duas repeticdes por

amostra.
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FIGURA 2. Comparacao da expressdo local de genes do tipo PAL induzida por
P. parasitica em P. trifoliata com trés meses de idade, por 2
eventos independentes de RT-qPCR.
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FIGURA 3. Comparacao da expressdo local de genes do tipo PAL induzida por
P. parasitica em C. sunki com trés meses de idade, por 2 eventos
independentes de RT-qPCR.
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FIGURA 4. Comparagdo da expressao local de genes do tipo POX induzida por
P. parasitica em P. trifoliata com trés meses de idade, por 2
eventos independentes de RT-qPCR.
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FIGURA 5. Comparagdo da expressao local e genes do tipo POX induzida por
P. parasitica em C. sunki com trés meses de idade, por 2 eventos
independentes de RT-qPCR.
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FIGURA 6. Comparagdo da expressdo local de genes do tipo LOX induzida por
P. parasitica em P. trifoliata com trés meses de idade, por 2
eventos independentes de RT-qPCR.
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FIGURA 7. Comparag¢ao da expressao local de genes do tipo gene LOX induzida
por P. parasitica em C. sunki com trés meses de idade, por 2
eventos independentes de RT-qPCR.

Para confirmar se o padrdo de expressdo das plantas individuais
(repeticdes bioldgicas) das amostras utilizadas, que formavam um pool,
apresentavam padrdes similares, foi realizado um outro evento de RT-qPCR,
com todas as trés repeticdes bioldgicas isoladamente, em todos os tempos de
coleta, para as duas espécies. Para esta validagdo foi utilizado o gene PAL. Os
resultados apresentados nas Figuras 8 e 9 e Tabela 1A (ANEXO) revelam que o
padrio de expressdo para genes do tipo PAL, obtido nas trés repeti¢des
biolégicas, ndo difere do padrdo de expressdo encontrado para as amostras
formadas pelo pool das repeticdes bioldgicas. Estes resultados validam a
utilizagdo do pool das repetigdes biologicas como amostras representativas para

o estudo da expressdo gé€nica, nas condic¢des realizadas neste trabalho.
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FIGURA 8. Comparacao da expressdo local de genes do tipo PAL induzida por
P. parasitica em trés repeti¢des bioldgicas de P. trifoliata.

0 T T T T T T T T T T T 1

121 1211 12 241 2411 24 481 4811 48 721 7211 72
I I I Il

Tempo de coleta + repetigées

Qunatificagdo Relativa (vezes)
w

FIGURA 9. Comparagdo da expressdo local de genes do tipo POX induzida por
P. parasitica em trés repeticdes biologicas de C. sunki.
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3.1.2 Expressao de genes do tipo PAL

A expressdo de genes do tipo PAL, que codificam para a enzima
Fenilalanina amdnia-liase, foi induzida pelo patogeno, e este efeito foi diferente
entre as espécies estudadas, tempos de coleta e local de expressdo (Tabela 2A).
As interagdes, cultivar x tempo e tratamento x local foram significativas,
indicando que o padrdo de expressdo foi diferente nos tempos estudados e que o
patogeno induziu a expressao deste gene, diferentemente, nos locais estudados.

A indugdo local de genes do tipo PAL, em P. trifoliata ocorre
rapidamente logo ap6s o contato do patégeno com a planta, pois a expressao
maxima observada no time course utilizado foi as 12 horas a.i. Apos este tempo
a expressao declinou fortemente até atingir valores menores que 1 as 72 horas
a.i. (Figura 10). Este fato evidencia que, para esta situacdo, um tempo de coleta
mais precoce poderia ser usado para detectar a inducdo inicial de genes do tipo
PAL em P.trifoliata. Ao contrario de P. trifoliata, em C. sunki a expressao foi
induzida a partir de 12 horas a.i., atingindo um valor maximo as 48 horas
(Figura 10). Neste caso, o tempo de coleta das amostras utilizado foi adequado.
A inducdo sistémica em P. trifoliata atinge valores maximos em 48 horas a.i., e
em C. sunki o maximo s ¢ observado as 72 horas a.i., nos tempos estudados.
Apesar de o efeito sistémico de genes do tipo PAL ter sido observado, a
expressao deste gene monitorando este tipo de resposta ndo tem sido relatada na
literatura. Foi possivel observar que a expressdo local foi mais rapida e em maior
intensidade, independentemente da espécie.

O padrao de expressdao de genes do tipo PAL observado nestas duas
situacdes estd de acordo com varios trabalhos encontrados na literatura (Kohler
et al.,, 2002; Standbek e Buchenauer, 2000.), que mostram que esta enzima
desempenha um papel importante na resposta de defesa de plantas a patogenos,

uma vez que ¢ induzida apds contato com o patégeno e sua expressao ¢ mais
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rdpida e com maior intensidade em plantas resistentes, comparadas a plantas

suscetiveis.
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FIGURA 10. Comparagéo da expressao local e sistémica de genes do tipo PAL
induzida por P. parasitica em P. trifoliata e C. sunki com trés
meses de idade.

3.1.3 Expressao de genes do tipo POX

Para genes do tipo POX, que codificam enzimas Peroxidases, ndo houve
efeito do patégeno em induzir a expressdo deste gene e nenhuma diferenga foi
estatisticamente detectada nos tempos estudados (Tabela 2A). Existem
diferencas na expressdo deste gene entre as duas espécies estudadas e entre os
locais de expressdo. O padrio de expressdo ndo foi coincidente nos tempos,
locais e espécies analisados (Tabela 2A). A expressdo local de genes do tipo
POX em P. trifoliata foi induzida a partir de 12 horas a.i., atingindo um valor
maximo em 48 horas e declinando em seguida (Figura 11). Neste caso, o tempo
de coleta escolhido também foi adequado, pois foi possivel verificar o padrao de

expressao desde o inicio da indug¢do, seu pico e declinio. Em C. sunki, no
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primeiro tempo de coleta, também foi possivel notar que a inducao na expressao
local de genes do tipo POX inicia ¢ aumenta mais lentamente do que em P.
trifoliata. Nesta espécie, a expressao local so atinge seu maximo 72 horas a.i. A
inducdo sistémica atinge valores maximos 48 horas a.i. em P. trifoliatae 72
horas a.i. em C. sunki. O efeito sistémico de genes do tipo POX também ndo tem
sido reportado na literatura.

O padrao de expressao deste gene, quando comparado nas duas espécies
também esta correlacionado com dados encontrados na literatura, que mostram
que apds contato com o patdgeno sua expressdo ¢ mais rapida em plantas
resistentes do que em plantas suscetiveis a patogenos (Ward et al,. 1991; Sasaki
et al, 2004).
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Quantificagao relativa (vezes)
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FIGURA 11. Comparagdo da epressao local e sistémica de genes do tipo POX
induzida por P. parasitica em P. trifoliata e C. sunki com trés
meses de idade.



3.1.4 Expressao de genes do tipo LOX

A presenca do patdgeno induziu a expressdao de genes do tipo LOX, que
codificam enzimas Lipoxigenases, sendo esta inducdo diferente nas duas
espécies e tempos estudados, ndo diferindo entre o local da expressdo (Tabela
2A). Observa-se também que este padrdo de expressdo ndo € coincidente entre
as espécies, tempo e local estudados.

A indugdo na expressao de genes do tipo LOX foi observada tanto em C.
sunki quanto em P. trifoliata, logo no primeiro tempo de coleta, declinando
rapidamente nas duas espécies estudadas. A magnitude de expressdo de genes do
tipo LOX foi maior em C. sunki do que em P. trifoliata em todos os tempos
estudados (Figura 12). Este padrdo de expressdo difere dos encontrados na
literatura.

Jalloul e colaboradores (2002), trabalhando com o patossistema
Algodao-Xanthomonas, relatam que a atividade da enzima LOX foi mais rapida
e mais intensa em interagdes incompativeis. Nesta interagdo, o maximo de
atividade foi observado 8 horas a.i., e ocorreu apenas entre 24-48 horas a.i. na
interacdo compativel. Se em 8 horas ja foi possivel detectar um méximo de
atividade de LOX,o0 nivel de transcritos de genes do tipo LOX deve ter sido
observado muito antes. Bell & Mullet (1993), relatam que o acumulo de
transcritos de genes do tipo LOX ¢ rapido, cerca de 2 horas e tecido especifico.

O fato de que uma maior expressdo de genes do tipo LOX ter sido
observado em C. sunki e ndo em P. trifoliata pode estar relacionado a ocorréncia
de necrose nos tecidos proximos ao local da inoculacdo em C. sunki. A enzima
codificada por este gene pode estar envolvida na produgdo de hidroperdxidos e
radicais livres, relacionados a explosdo oxidativa e morte celular (Bell & Mullet,
1993), o que poderia explicar seus altos valores de expressdo obtidos nesta

espécie.
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A indugdo sistémica de genes do tipo LOX também foi observada nas duas
espécies, porém de modo contrastante em relagdo a expressdo local. Em P.
trifoliata, a expressao sistémica ocorreu rapidamente, pois atingiu um pico no
primeiro tempo de coleta, declinando em seguida. Em C. sunki, a expressao
sistémica s foi detectada a partir de 24 horas a.i., ¢ em menor intensidade do
que em P. trifoliata, que atingiu valor maximo as 12 horas a.i. (Figura 12). Em
P. trifoliata, a expressao sist€émica de genes do tipo LOX foi mais intensa do que
a expressao local, independentemente do tempo de coleta das amostras. Em C.
sunki, a expressdo local apresentou um pico de indug¢do 12 horas a.i. com
posterior declinio. A expressdo sistémica foi pouco pronunciada, sendo

detectada penas 48 horas a.i. (Figura 12).
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FIGURA 12. Comparagdo da expressdo local e sist€émica de genes do tipo LOX
induzida por P. parasitica em P. trifoliata e C. sunki com trés
meses de idade.
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3.1.5 Expressao de genes do tipo PR-2

A expressdao de genes que codificam para proteinas antimicrobianas do
tipo B 1,3-glucanases, uma proteina PR do grupo 2, foi induzida por P.
parasitica. Esta expressdo foi diferente entre os tempos e locais estudados,
porém as duas espécies ndo apresentaram diferengas no padrdo de expressdo
deste gene, nos tempos estudados (Tabela 2A; Figura 13).

A expressdo local de genes do tipo PR-2, nas duas espécies, foi
observada e o padrdo encontrado ndo indica quando a expressdo comeca ou
atinge o valor maximo, mas apenas quando a expressao ja esta declinando. Estes
resultados ndo coincidem com os encontrados na literatura, uma vez que ¢
relatado que a expressdo de genes do tipo S 1,3 glucanases é mais rapida e de
maior intensidade em interagdes incompativeis (Anand et al., 2003), nas quais o
maximo de indug¢do foi observado entre 6-12 horas a.i.

Lawrence e colaboradores (1996) reportaram que atividade de
Glucanase foi observada em varios genotipos de tomate induzidos por Alternaria
solani. Os gendtipos resistentes apresentaram maior atividade desta enzima do
que gendtipos suscetiveis. Analises de Western blot revelaram que o numero de
isoformas de Glucanases nos gendtipos resistentes foi maior, indicando que a
resisténcia observada pode ser devida a um maior nimero de enzimas se
expressando, contribuindo para maior atividade e maior efeito sobre o patégeno.
Depois de 4 dias a.i., nenhuma diferenca foi detectada em fungao de atividade de
Glucanases entre os dois gendtipos, indicando que o gendtipo suscetivel também
possui alta atividade desta enzima, porém a resposta ¢ atrasada.

O estudo da indugdo sist€émica de genes do tipo PR-2 em P. trifoliata e
C. sunki revelou que em P. trifoliata, a expressdo foi detectada a partir de 24
horas a.i., atingindo um valor maximo 72 horas a.i.. Enquanto que somente a

partir de 48 horas a.i. em C. sunki a expressao foi detectada e os valores obtidos,
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menores (Figura 13). Van Loon & Van Strien (1999) também demonstraram que
genes do tipo PR-2 possuem expressdo sistémica e esta ¢ maior e mais rapida em

cultivares resistentes do que em suscetiveis.
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FIGURA 13. Comparagdo da expressdo local e sistémica de genes do tipo PR-2
induzida por P. parasitica em P. trifoliata e C. sunki com trés
meses de idade.

3.1.6 Expressao de genes do tipo PR-5

Genes do tipo PR-5, que codificam proteinas antimicrobianas do tipo
Osmotinas, uma proteina PR do grupo 5, foram induzidos por P. parasitica nas
duas espécies estudadas neste experimento. O padrao de expressdo encontrado
foi diferente e ndo coincidentes entre as espécies, tempo ¢ local de expressdo
(Tabela 2A).

Em P. trifoliata, a indugdo local de genes do tipo PR-5 foi observada no
primeiro tempo de coleta, no qual atinge valor maximo, com posterior declinio.

Este fato evidencia que, para esta situacdo, o tempo de coleta escolhido nao
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permitiu verificar a partir de que momento ocorreu a inducao deste gene em P.
trifoliata. Em relagdo a C. sunki, a expressdo local foi induzida a partir de 48
horas a.i., atingindo um valor maximo as 72 horas a.i. Nao foi possivel observar
quando a expressao comegou a declinar (Figura 14).

A indugdo na expressdo sistémica de genes do tipo PR-5 foi observada
nas duas espécies sendo que em P. trifoliata atinge o maximo em 24 horas a.i. e
em C. sunki, apenas 48 horas a.i. A demonstragdo de que a expressdo de genes
PR-5 ¢ mais rapida e de intensidade maior em plantas resistentes, quando
comparadas com plantas suscetiveis ja foi relatada anteriormente (Ward et al.,

1991; Morris et al., 1998; Vleeshouwers et al., 2000; Schenk et al., 2003).
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FIGURA 14. Comparagdo da expressdo local e sistémica de genes do tipo PR-5
induzida por P. parasitica em P. trifoliata e C. sunki com trés
meses de idade.

Em geral, a expressdo dos genes estudados induzidos por P. parasitica
foi maior e mais rapida em P. trifoliata do que em C. sunki, tanto no local de
contato com o patdégeno quanto sistémica, com exce¢do da expressdo local de
LOX e PR-2. A expressao local também foi mais rapida e em maior intensidade

quando comparada com a expressao sistémica, exceto para genes do tipo LOX
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em P. trifoliata. Estes dados corroboram com os encontrados na literatura, que
mostram que a expressdo de genes de defesa em interagdes incompativeis ¢ mais
répida e de maior intensidade do que em interacdes compativeis (Veronesi et al.,
1996; Morris et al., 1998; Jalloul et al., 2002; Sasaki et al., 2004) e que a
expressao local também ¢ mais rdpida e em maior intensidade que a sistémica
(Schenk et al., 2003).

O time course escolhido para estudar a expressdo destes genes foi mais
adequado para o estudo da expressao sistémica do que da local, principalmente
em P. trifoliata, na qual, para a maioria dos genes estudados, ndo foi possivel
detectar quando a expressdo inicia, atinge um valor maximo e declina. Isto
porque especula-se que a expressdo de genes de defesa em plantas resistentes
deva ocorrer rapidamente, logo apds o contato com o patégeno.

Genes do tipo PR-2 e PR-5 nao foram expressos de maneira
coordenada, ou seja, simultaneamente. Freqiientemete tem sido reportado que o
acimulo de proteinas Glucanases e¢ Quitinases ocorre simultaneamente, em
muitas plantas, apresentando atividade sinergistica (Mauch, et al., 1988; Zhu et
al., 1996; Tornero et al. 1997). Vleeshouwers e colaboradores (2000)
demostraram que a auséncia de regulagdo coordenada entre diferentes genes PR

foi observada em solanaceas.

3.2 Expressao diferencial de genes de defesa induzidos em plantas de citros

por ferimento

No método de inoculacdo das plantas com P. parasitica usado neste
trabalho € necessario realizar um ferimento no local da inoculacao para facilitar
o contato do patéogeno com a planta. De modo geral, o ferimento induz a
expressao dos genes estudados (Gardner, 1991). Para verificar se eles estavam

sendo eliciados pelo ferimento provocado pelo método de inoculacdo, a
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quantificacdo relativa da expressao destes genes foi calculada em plantas em que
apenas o ferimento foi realizado, usando como calibrador plantas que nao foram
submetidas ao ferimento nem foram colocadas em contato com o patégeno.

A expressao de genes do tipo PAL foi diferente nas duas espécies e
tempos estudados, ndo diferindo em relacdo ao local de expressdo (Tabela 3A).
A inducdo local da expressao de genes do tipo PAL s6 foi verificada em plantas
de P. trifoliata em todos os tempos de coleta (Figura 15), enquanto a inducao
sist€émica foi observada nas duas espécies, com nivel de expressdo similar. A
expressao maxima foi detectada 12 horas a.i. (Figura 15).

A induc¢ao na expressao de genes do tipo POX eliciada por ferimento foi
diferente nas duas espécies estudadas (Tabela 3A). P. trifoliata apresentou
maiores valores de expressdo em todos os tempos de coleta estudados, quando
comparada com C. sunki, sendo que a expressao foi diferente entre os tempos e

locais estudados (Figura 16).
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FIGURA 15. Comparagdo da expressdo local e sistémica de genes do tipo PAL
induzida por ferimento em P. trifoliata e C. sunki, com trés meses
de idade.

71



12 4
10 -

8 1 —&— Local Trifoliata
—l— Local Sunki

Quantificagao relativa (vezes)

6 4
—a— Sistémica Trifoliata
4 - —u— Sistémica Sunki
2 4
0

12 24 48 72

Tempo apés inoculagao (horas)

FIGURA 16. Comparagdo da expressao local e sist€émica de genes do tipo POX
induzida por ferimento em P. trifoliata e C. sunki, com trés meses
de idade.

A expressao de genes do tipo LOX ndo foi detectada em plantas de C.
sunki, na qual o ferimento ndo foi realizado. Possivelmente, genes do tipo LOX
ndo estejam sendo constitutivamente expressos nestas plantas. Esta auséncia de
expressao constitutiva de genes do tipo LOX tem sido encontrada em outras
plantas (Veronesi et al., 1996; Jalloul et al., 2002). Assim, ndo foi possivel
calcular o efeito do ferimento na inducdo local deste gene em C.sunki, nem
realizar a analise de variancia. Em P. trifoliata, houve inducao local de genes do
tipo LOX em todos os tempos estudados, indicando que esta espécie responde ao

efeito do ferimento expressando este gene (Figura 17).
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FIGURA 17. Comparagdo da expressao local e sistémica de genes do tipo LOX
induzida por ferimento em P. trifoliata eC. sunki, com trés meses
de idade.

Apesar de a expressdo local de genes do tipo LOX ndo ter sido detectada
em C. sunki, houve indugdo na expressao sistémica 12 horas a.i. Em P. trifoliata
ocorreu o contrario, no primeiro tempo de coleta ndo houve indug¢do na
expressao de genes do tipo LOX, a qual s6 foi detectada a partir de 24 horas a.i.
(Figura 17).

A inducdo na expressdo local de genes do tipo PR-2 eliciada por
ferimento foi verificada nas duas espécies estudadas. Em P. trifoliata, a indugao
na expressdo de genes do tipo PR-2 gerou valores de expressdo maiores em
todos os tempos de coleta estudados, quando comparados com os de C. sunki
(Figura 18), porém esta diferenga nao foi estatisticamente significativa (Tabela
3A). Os valores de expressdo nos tempos de coleta e local estudados foram
diferentes. A inducdo sistémica de genes do tipo PR-2 foi verificada nas duas
espécies e o padrao da expressdo foi similar ao dos locais estudados, sendo a

expressao maxima detectada 12 horas a.i. (Figura 18).
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FIGURA 18. Comparacédo da expressao local e sistémica de genes do tipo PR-2
induzida por ferimento em P. trifoliata e C. sunki, com trés meses
de idade.

Genes do tipo PR-5 tiveram expressao local eliciada por ferimento nas
duas espécies estudadas. Valores maiores de expressdao foram observados em P.
trifoliata 12, 24 e 48 horas a.i., estatisticamente diferentes entre si, quando
comparados com os de C. sunki (Figura 19). A inducdo sistémica foi observada
apenas no primeiro tempo de coleta em C. sunki, enquanto em P. trifoliata a
expressao foi detectada em todos os tempos, com expressao maxima 72 horas

a.i. (Figura 19).

74



—&— Local Trifoliata
—a&— Local Sunki

—a#— Sistémica Trifoliata
24 —u=— Sistémica Sunki

Quantificagao relativa (vezes)
w

12 24 48 72

Tempo apés inoculagao (horas)

FIGURA 19. Comparagdo da expressdo local e sistémica de genes do tipo PR-5
induzida por ferimento em P. trifoliata e tangerina Sunki, com trés
meses de idade.

De modo geral, os valores de expressdo detectados em P. trifoliata
eliciados por ferimento foram de magnitude maior do que aqueles obtidos
quando a expressdo génica foi induzida por P. parasitica. Esta ¢ uma evidéncia
de que a inducdo na resisténcia de P. trifoliata poderia estar relacionada ao
ferimento produzido pelo oomiceto, para infectar a planta (hipotese nao

comprovada), ou por outros causados durante o manejo.
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4 CONCLUSOES

O inicio e os valores maximos da expressdo local da maioria dos genes
estudados em Poncirus trifoliata ndo sdo detectados nos tempos

analisados neste trabalho.

Poncirus trifoliata, induzido por Phytophthora parasitica, expressa um
padrdo de genes de defesa caracteristicos de uma planta resistente

durante interagdo incompativel, nas condi¢des estudadas.

Citrus sunki, induzido por P. parasitica, expressa um padrdo de genes
de defesa caracteristicos de uma planta suscetivel durante interagdo

compativel, nas condi¢des estudadas.

De modo geral, a expressdo dos genes estudados, tanto local quanto
sistémica, ¢ mais rapida e mais intensa em P. trifoliata do que em C.

sunki, exceto para a expressao local de genes do tipo LOX e PR-2.

De modo geral, a expressdo local ¢ mais rapida e de maior intensidade
do que a expressdo sistémica, exceto para a expressdo sistémica de

genes do tipo LOX em P. trifoliata.

O ferimento realizado nas plantas, no momento da inoculagdo do
oomiceto, induz um alto nivel de expressdo da maioria dos genes
estudados, exceto para genes do tipo POJX, principalmente em P.

trifoliata.
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7.

10.

A presenca do patégeno P. parasitica potencializa o padrio de
expressdo dos genes estudados, nas duas espécies, de forma

significativa, exceto para genes do tipo POX.

P. trifoliata apresenta elevados niveis constitutivos de genes SAR,
caracteristicos de imunidade inata, os quais sdo ainda maiores apos

indugdo local e sistémica por P. parasitica, nas condi¢des estudadas.

A técnica de RT-qPCR ¢ eficiente em detectar a expressdo diferencial
dos genes de defesa de citros estudados nas condi¢des deste trabalho,

PAL, POX, LOX, PR-2 ¢ PR-5, e os dados gerados sao confiaveis.
As amostras pool, formadas pela mistura de RNAms de trés repetigdes

bioldgicas, podem ser usadas para representar as trés repetigdes

bioldgicas neste experimento.
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CAPITULO 3

A expressao constitutiva de genes do tipo PR pode ser
usada para monitorar a resisténcia de citros a Phytophthora

parasitica ?
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RESUMO

TEIXEIRA, J. E. C. A expressao constitutiva de genes do tipo PR pode ser
usada para monitorar a resisténcia de citros a Phytophthora parasitica?
2005. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia-Genética ¢ Melhoramento de
Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras MG."

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) ocorre em varias espécies de
plantas e estd associada a expressdo de alguns genes marcadores, denominados
genes SAR. Entre os genes SAR estdo incluidos genes que codificam proteinas
PR, os quais ocorrem em familias multigénicas em muitas plantas. Altos niveis
de expressao constitutiva de genes do tipo PR-2 ¢ PR-5 t€m sido correlacionados
com a resisténcia de plantas a patdgenos, sendo este ultimo frequentemente
associado com a resisténcia a Phytophthora spp. O objetivo deste trabalho foi
quantificar o nivel de expressao basal de genes do tipo PR-2 e PR-5 em plantas
de citros resistentes a P. parasitica, P. trifoliata, em plantas suscetiveis, C.
sunki, e em hibridos C. sunki x P. trifoliata, com diferentes niveis de resisténcia,
através de RT-PCR quantitativo em tempo real. A presenca de genes PR-2 e PR-
5 no genoma de P. trifoliata e C. sunki foi confirmada por analise de Southern
blot. Os varios sinais de hibridiza¢do revelados sdao indicativos da ocorréncia
destes genes como familias multigénicas no genoma destas espécies. O alto nivel
de expressdo constitutiva de genes do tipo PR-5 nestas plantas foi associado com
a resisténcia de citros a P. parasitica. Portanto, os niveis basais de genes PR-5
poderiam funcionar como biomarcadores para monitorar a resisténcia de citros a
P. parasitica na selecdo de materiais promissores em programas de
melhoramento de citros.

" Comité Orientador: Dr. Luciano Vilela Paiva— UFLA (Orientador), Dra. Magnolia
Aratjo Campos (CoOrientadora) — RD-Centro APTA Citros Sylvio Moreira/LCBM—
UFLA.
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ABSTRACT

TEIXEIRA, J. E. C. Can the constitutive expression of PR-like genes be used
to monitor citrus resistance to Phytophthora parasitica? 2005. Dissertacio
(Mestrado em Agronomia-Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras MG."

Systemic acquired resistance occurr in many plant species and are
associated to the epxression of marker genes, known as SAR genes. Among
them, it can be included genes that encode for PR proteins, which are present in
gene family in the plant genome. High constitutive expression of PR-2 and PR-
5-like genes has been correlated with the resistance of plants to pathogens, being
PR-5 like-gene associated to the Phytophthora spp resistance. The objetive of
this work was to analyse the constitutive expression of PR-2 and PR-5-like
genes in resistant plants (P.trifoliata), suscetible (C.sunki) and hybrids
(P.trifoliata x C. sunki) using real time quantitative RT-PCR (RT-qPCR). The
presence of PR-2 and PR-5-like genes in the genome the C. sunki, P. trifoliata,
C. sinensis, C. limonia was confirmed by Southern blot analysis. The multiple
hybridization signals obtained are indicative of the occurrence of these genes as
a gene family in the genome of these citrus species. The high constitutive
expression of the PR-5-like genes was associated with the citrus resistance to P.
parasitica and could be, therefore, used to monitor citrus resistance to P.
parasitica, working as a biomarker for the selection of promising materials in
citrus breeding programs

" Comité Orientador: Dr. Luciano Vilela Paiva— UFLA (Orientador), Dra. Magnolia
Aratjo Campos (Co-Orientadora) — RD-Centro APTA Citros Sylvio Moreira/LCBM—
UFLA.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia de plantas a patdégenos pode ser atribuida a acdo
coordenada de varios mecanismos de resisténcia, funcionando de maneira
precisa e especifica (Vleeshouwers et al., 2000). Um destes mecanismos ¢ a
resisténcia sistémica adquirida (SAR), que geralmente é seguida por um ataque
mal sucedido do patdégeno e envolve um aumento no estado de resisténcia da
planta a um amplo espectro de patogenos. SAR estd associada a um aumento na
expressdo de genes que codificam para proteinas relacionadas com a patogénese
(proteinas PR).

A ocorréncia constitutiva natural de SAR tem sido encontrada em
algumas cultivares e hibridos de plantas agronomicamente importantes, como
batata e tomate, e na planta modelo Arabidopsis thaliana (Ahl Goy et al., 1992;
Yalpani et al.,, 1993; Lawrence et al., 1996; Vleeshouwers et al., 2000).
Variedades destas espécies de plantas apresentam um aumento na resisténcia a
varios patdogenos ¢ esta resisténcia foi associada com a alta expressdo
constitutiva de genes PR. Assim, os niveis de expressao basal de genes PR, tais
como PR-I, PR-2 e PR-5 em plantas ndo-inoculadas com patdgenos, tém sido
empregados para monitorar a expressao constitutiva de SAR.

A identificagdo de marcadores moleculares ligados & resisténcia a
patogenos ¢ de grande valor em programas de melhoramento, visando a
obtencdo de variedades mais resistentes a doengas. Como uma estratégia a este
enfoque, niveis de expressdo basal de genes PR-2 ¢ PR-5 foram analisados por
RT-gPCR em espécies suscetiveis a P. parasitica, Citrus sunki, em plantas
resistentes, Poncirus trifoliata e em hibridos obtidos do cruzamento entre estas

duas espécies com diferentes niveis de resisténcia.



2 MATERIAL E METODOS

Todos os trabalhos de casa de vegetacdo e laboratorio foram

desenvolvidos no Centro APTA Citros Sylvio Moreira, em Cordeirépolis, SP.

2.1 Material Genético

Hibridos entre Citrus sunki e Poncirus trifoliata ‘Rubidoux’, gerados no
CAPTACSM por polinizagdo controlada em setembro de 1993, e mantidos em
campo desde 1997, junto com seus parentais, foram utilizados para andlise da
expressao basal de genes que codificam Glucanase (PR-2) e Osmotina (PR-5).
Entre os hibridos foram selecionadas 8 plantas resistentes a P. parasitica (70,
73, 102, 133, 114, 57, 23, 142, 54), 8 suscetiveis (47, 19, 20, 26, 145, 148, 129,
2) e 4 intermediarias (59, 143, 152, 161), com base em dados de inoculagdes
obtidos em dois experimentos independentes realizadas por Siviero (2001) e
Boava (2004). Estas plantas t€ém aproximadamente 10 anos de idade e estdo
plantadas préximo ao laboratorio de biotecnologia do CAPTACSM. Folhas
novas foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a — 80°C até

o momento das analises.
2.2 Extracao de RNA e sintese do cDNA

De cada amostra foi extraido RNA total conforme descrito no Capitulo 2
desta dissertacdo, item 2.4. As amostras foram digeridas com DNAse [ para

eliminar qualquer contaminagdo por DNA. cDNAs foram obtidos, das amostras

das espécies parentais, dos 3 hibridos mais resistentes, dos 3 mais suscetiveis, de
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3 intermediarios e do pool de cada tratamento, que foi obtido misturando todas

as amostras.

2.3 RT-PCR Quantitativo em Tempo Real

A analise da expressdo génica por RT-qPCR foi realizada em Sistema de
deteccdo de seqiiéncias ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). O sistema de
deteccao utilizado foi o SYBR green. A expressao dos genes que codificam para
as proteinas antimicrobianas Osmotina (PR-5) e Glucanase (PR-2) foram
analisadas usando os primers descritos no Capitulo 2 desta dissertacdo, item 2.5.
As condig¢des térmicas da PCR foram: 50°C por 2 min, 10 min a 94°C, e 40
ciclos, constituidos de 15 seg, a 95°C e 1 min a 60°C cada ciclo. Para cada
amostra foi utilizado 1 pug de cDNA, que foi adicionado a 12,5 uL de Master
Mix (Applied Biosystems), 0,2 uM de cada primer direto e reverso para um
volume final da reacdo de 25 pL. Cada amostra foi processada em duplicata.
Como controle endogeno foi utilizado o gene que codifica para a proteina -
tubulina, de expressdo constitutiva, visando normalizar as amostras quanto as
possiveis diferencas nas quantidades de cDNA adicionadas em cada reagdo. Os
resultados foram normalizados utilizando C;s obtido para o controle enddégeno
utilizando a equagdo AC,= C,(gene alvo) - C, (controle enddgeno). A calibragdo
foi determinada pela formula AAC, = AC; (amostra) - AC; (calibrador). A

quantificagdo relativa foi obtida pela formula 2 <,

2.4 Preparo e marcacio de sondas com digoxigenina

Através da analise do banco de dados CitEST foram identificadas EST's
(expressed sequence tags) de laranja ‘Péra IAC’ (Citrus sinensis L. Osbeck) com

identidade de seqiiéncias com genes do tipo PR-2 e PR-5 ja descritos em banco
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de dados. Estes clones foram utilizados como sondas através da marcagdo por
PCR pela incorporagdo de digoxigenina, utilizando o kit DIG-DNA Labeling
(Boehringer Mannheim), segundo metodologia descrita pelo fabricante. As
condigdes térmicas de amplificacdo foram 94°C por 1 min, seguidos por 35
ciclos de 94°C por 30 seg, 50°C por 1 min e 72°C por 1 min e 30 seg, finalizando

com uma extensao a 72°C por 5 min.

2.5 Southern blot

Para verificar a presenga e o nimero de copias de genes do tipo PR-2 e
PR-5 no genoma de algumas espécies de citros, DNA genomico de tangerina
Sunki (Citrus sunki), Poncirus trifoliata TRubidoux’, limdo Cravo (Citrus
limonia Osbeck ‘Cravo’) e laranja Péra (Citrus sinensis ‘Péra’) foi isolado de
folhas jovens pelo método CTAB (Murray e Thompson, 1980). Uma quantidade
de 10 pg de DNA total de cada amostra foi digerida com EcoR 1, e apds a
digestdo, os fragmentos foram separados em eletroforese utilizando gel de
agarose 0,8% (TAE 1X) durante 6 horas a 60 V. O DNA foi transferido para
membrana de nylon Hybond-N (Amersham) usando os procedimentos para
transferéncia alcalina descritos pela Amersham, durante 16 horas. As
membranas foram imersas por 30 min em solug@o de desnaturacdo (NaOH 1M/
NaCl 1M) e 30 minutos em solugdo de neutralizagdo (Tris 0,5M pH 8.0/ NaCl
1M) e, apos retirado o excesso de umidade, fixadas sob luz UV (crosslink). A
hibridizagdo ocorreu sob alta estringéncia, com pré-hibridizacdo e hibridizagdo a
65°C por 6 horas e 16 horas, respectivamente. Apos hibridizagcdo, as membranas
foram lavadas duas vezes por 5 min cada, a temperatura ambiente e sob
agitagdo, com tampao SSC 2X (NaCl 0,3M/Citrato de so6dio 0,03M) contendo
0,1% de SDS. Em seguida, foram lavadas duas vezes por 15 min cada, a 65°C e

sob agita¢do, com tampao SSC 0,5X contendo 0,1% de SDS, pré-aquecida a

87



65°C e por 5 min em tampao de lavagem (acido maleico 0,1 M/ NaCl 0,15 M/
tween 20 0,3 %). Posteriormente, as membranas foram incubadas a temperatura
ambiente sob agitacdo por 2 horas em solugdo contendo o anticorpo anti-
digoxigenina diluido (1:10.000). Apds duas lavagens de 15 min cada com
tampao de lavagem, as membranas foram imersas no substrato CSPD por 5 min
a temperatura ambiente e posteriormente colocadas em cassete (Hypercassette
™ _ Amersham), expostas a filmes (Hyperfilm™ — MP — Amersham) e
mantidas a 37° C por 20 min. A revelacdo destes filmes foi feita por

quimioluminescéncia em sala escura, por 2 min em solugdo especifica, em

seguida os filmes foram fixados para analise.

2.6 Analise dos dados

As amostras foram avaliadas quanto as diferengas na expressao de genes
do tipo PR-2 ¢ PR-5 ¢ quanto ao numero de bandas geradas apos hibridiza¢ao
com as sondas. Os dados normalizados, com duas repeticdes por amostra, foram

utilizados nas analises estatisticas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Expressao constitutiva de genes do tipo Glucanase (PR-2) e Osmotina

(PR-5)

Este ¢ o primeiro relato do uso da expressdo constitutiva de genes do
tipo PR monitorando a resisténcia de citros. A expressdo constitutiva de genes
do tipo PR-2 e PR-5 em porta-enxertos C. sunki, P. trifoliata e hibridos (C. sunki
x P. trifoliata) foi determinada, em plantas ndo inoculadas, por RT-qPCR.

Para genes do tipo PR-2, apesar de os valores obtidos pelos célculos de
quantificagdo apresentarem diferencas entre as plantas estudadas (Figura 20),
estas diferencas ndo foram estatisticamente significativas, ou seja, os materiais

estudados ndo diferem quanto a expressdo de genes do tipo PR-2 (Tabela 2).
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FIGURA 20. Expressdo constitutiva de genes do tipo Glucanase (PR-2) em
plantas de citros, C. sunki (S), P. trifoliata (T) e hibridos
resistentes (70, 73 e 102), intermediarios (59, 143 e 152),
suscetiveis (47, 19 e 20) e da mistura das plantas (pool).

TABELA 2. Resumos das analises de varidncia da expressao constitutiva de
genes do tipo PR-2 e PR-5 de P. trifoliata, C. sunki e hibridos (C.
sunki x P trifoliata).

Fontes de Variacao GL Quadrado Médio

PR-2 PR-5
Tratamento 13 0,351945 0,835524 *
Erro 14 0,217324 0,087686
Total 27 0,569269 0,92321
CV (%) 6,79 8,90

*Valores significativos a 5% de probabilidade pelo teste de F de Snedecor.
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RNAm de genes do tipo PR-5 estdo presentes em maior nivel em P.
trifoliata do que em C. sunki (Figura 21). As plantas estudadas foram
estatisticamente diferentes entre si em relacdo a expressao de genes do tipo PR-5
(Tabela 2). O porta-enxerto P. trifoliata, ao contrario de C. sunki, apresenta
resisténcia a diversas doengas importantes na citricultura, incluindo a P.
parasitica. Altos niveis de atividade de proteinas PR, entre elas PR-5, também
estdo presentes em varios gendtipos de tomate que apresentam resisténcia a

Alternaria solani, de forma constitutiva (Lawrence et al., 1996).
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FIGURA 21. Expressdo constitutiva de genes do tipo Osmotina (PR-5), em
plantas de citros, C. sunki (S), P. trifoliata (T) e hibridos
resistentes (70, 73 e 102), intermediarios (59, 143 e 152),
suscetiveis (47, 19 e 20) e da mistura das plantas (poo!).

91



A andlise de variancia gerou médias de expressdo de genes do tipo PR-5
nas plantas estudadas, que foram separadas em quatro grupos, estatisticamente

distintos, classificados como a, b, c e d (Tabela 3).

TABELA 3. Médias da expressdo de genes do tipo PR-5 em plantas de citros, C.
sunki (S), P. trifoliata (T) e hibridos resistentes (70, 73 ¢ 102),
intermedidrios (59, 143 e 152), suscetiveis (47, 19 e 20) e da
mistura das plantas (pool).

AMOSTRAS PR-5
Hibrido 102 1,55a
Hibrido 70 1,86 a

Pool Resistente 2,04 a
Hibrido 73 241b
Pool Intermediario 245Db
Hibrido 59 2,51b
Hibrido 47 2,83 b

P. trifoliata 291b
Hibrido 152 3,12¢
Hibrido 19 323 ¢
Hibrido 143 337c¢

Pool Suscetivel 3,61 c
Hibrido 20 3,64 ¢

C. sunki 5,18d

"' Médias seguidas da mesma letra, sio agrupadas conforme Scott & Knott (P<

0,05).
No grupo a foram agrupados os hibridos inicialmente classificados como

resistentes, hibridos 70 e 73 e o pool R, formado pela mistura dos 8 hibridos

mais resistentes, apresentando os maiores valores de expressdo constitutiva de
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genes do tipo PR-3, estatisticamente iguais entre si. No grupo b foram agrupadas
plantas inicialmente classificadas como resistentes, hibrido 73, plantas
inicialmente calssificadas como suscetiveis 47, intermediarias 59, pool 1,
formado pelos quatro hibridos intermedidrios e pelo parental resistente P.
trifoliata, que apresentaram valores de expressdo constitutiva de genes do tipo
PR-5, estatisticamente iguais entre si, inferiores ao gupo a e superiores aos
demais grupos. O grupo ¢ foi formado por plantas inicialmente classificadas
como intermedidrias, hibridos 152 e 153, suscetiveis, hibridos 10 e 20 e pool S,
mistura dos 8 hibridos mais suscetiveis, que apresentaram valores de expressao
cosntitutiva de PR-35, estatisticamente iguais entre si, superiores apenas ao grupo
d. O grupo d foi constituido pelo parental suscetivel C. sunki, que apresentou o
menor valor de expressdo constitutiva de genes do tipo PR-5.

Boava (2004) caracterizou os hibridos 70 e 102 como mais resistentes a
P. parasitica do que seu parental resistente P. trifoliata, possuindo, portanto,
segregacdo transgressiva. A demonstracdo de que niveis constitutivos de
expressao de genes do tipo PR-5 foram mais elevados nestes hibridos do que no
parental P. trifoliata (Tabela 3) representa uma forte evidéncia da participagdo
de genes do tipo PR-5 na provavel resisténcia quantitativa de P. trifoliata a P.
parasitica ¢ confirma os dados de Boava (2004).

Elevados niveis de RNAm de genes PR podem servir como marcadores
moleculares da resposta de resisténcia do tipo SAR constitutiva ou imunidade
inata (Jones & Takemoto, 2004), auxiliando na selecdo de plantas mais
resistentes e fornecendo uma nova perspectiva para o melhoramento assistido
por marcadores. Neste sentido, altos niveis de expressdo constitutiva de genes do
tipo PR-5 observados neste trabalho, em plantas de citros resistentes a P.
parasitica,sugerem a utilizacdo deste gene como biomarcador da resisténcia de

citros a P. parasitica.

93



Esta variacdo no nivel de RNAm de genes do tipo PR encontrada nos
varios materiais estudados corroboram com resultados encontrados em espécies
de Solanum por Vleeshouwers e colaboradores (2000), que mostram uma
auséncia de regulagdo coordenada, ou seja, na expressdo simultdnea entre
diferentes genes PR, nas plantas estudadas.

Em Arabidopsis, mutantes sid [ e sid 2 possuem a rota que leva a
expressao de PR-I bloqueada, ndo expressando este gene; entretanto, os genes
PR-2 e PR-5 foram expressos. Assim, um acumulo de RNAm desigual de
diferentes genes PR pode resultar em diferentes caminhos de regulagdo para
membros individuais das duas familias de genes PR, refletindo, possivelmente,
uma ampla extensdo de respostas fisioldgicas na qual estas proteinas estariam

envolvidas (Zhu et al., 1995; Tornero et al. 1997).

3.2 Ocorréncia de genes do tipo Glucanase (PR-2) e Osmotina (PR-5) no

genoma de citros

Para verificar a ocorréncia de seqii€ncias génicas do tipo PR-2 ¢ PR-5 no
genoma de citros foi realizado um Southern blot. DNA gendmico dos parentais
estudados neste experimento, P.trifoliata Rubidoux’e C. sunki, laranja ‘Péra’, e
limdo ‘Cravo’. Laranja ‘Péra’ foi utilizada como controle, pois o gene utilizado
como sonda foi extraido de bibliotecas de cDNA de laranja Péra, e limao
‘Cravo’, por ser o porta enxerto mais empregado na citricultura brasileira. O
DNA gendmico de cada planta foi digerido com EcoR 1 e hibridizado com
sondas produzidas a partir de EST’s do tipo Glucanase e Osmotina de laranja
‘Péra IAC, identificadas no banco de dados CitEST

(http://citest.centrodecitricultura.br). Nas Figuras 22 e 23 sdo mostrados a

digestdo e Southern blot dos genomas estudados. Analises prévias utilizando

digestao eletronica revelaram que a enzima EcoR I ndo corta dentro da maioria
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dos genes do tipo Glucanases e Osmotinas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
Vérios sinais de hibridizag¢ao foram detectados, indicando a presenca de familias

multigénicas para PR-2 ¢ PR-5 em espécies de citros.
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FIGURA 22.Digestdo do DNA genomico dos materiais estudados com EcoR 1
(esquerda) e Southern blot (direita) com a sonda PR-5. 100 pb
(marcador molecular - Promega).
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FIGURA 23.Digestdo do DNA genomico dos materiais estudados com EcoR 1
(esquerda) e Southern blot (direita) com a sonda PR-2. 100 pb
(marcador molecular-Promega).

Variagdo na intensidade dos sinais de hibridizagdo foi observada,
sugerindo uma diversidade de seqiiéncias ou diferenca no nimero de cdpias
entre membros da familia. Familias multigénicas t€m sido reportadas em varias
espécies de plantas (Van Loon & Van Strien, 1999; Vleeshouwers et al., 2000).
Para os genes PR estudados, uma certa especificidade pode ser notada. Um
padrdo de hibridizacdo mais semelhante entre espécies do género Citrus foi
observado este difere bastante do padrdo obtido pela espécie P. trifoliata. Um
maior nimero de bandas nas espécies de Citrus spp. foi observado para genes do
tipo PR-2; ja para P. trifoliata, um maior ntimero de sinais de hibridizacdo foi
observado para genes do tipo PR-5 (Figuras 22 e 23). Estes resultados poderiam
ser explicados pelo fato de espécies de géneros relacionados estdo mais distantes

geneticamente do que espécies pertencentes a0 mesmo género.
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4 CONCLUSOES

1. Plantas de citros resistentes a Phyfophthora parasitica apresentam
altos niveis de expressao constitutiva de genes do tipo PR-5, podendo ser usado,
como biomarcador na selecdo de materiais promissores para resisténcia a

Phytophthora spp., em programas de melhoramento de citros.

2. Os niveis de expressdo constitutiva de genes do tipo PR-2 sdo baixos

em plantas de citros resistentes a P. parasitica.

3. Auséncia de regulacdo coordenada entre genes do tipo PR-2 ¢ PR-5 ¢

observada em plantas de citros nas condi¢des estudadas.

4. Genes do tipo PR-2 e PR-5 ocorrem em familias multigénicas no

genoma de diferentes espécies de citros.

5. Espécies dentro do género Citrus, C. sunki, C. limonia e C. sinensis

apresentam padrdes de hibridizacdo semelhantes e diferentes de P. trifoliata.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho gerou informagdes importantes sobre respostas de defesa
de plantas de citros a Phytopththora parasitica, as quais podem ser usadas na
valida¢ao de ESTs do Banco de Dados CitEST/IAC das bibliotecas de Poncirus
trifoliata e Citrus sunki induzidas por Phytopththora parasitica. Além disso, a
caracterizacdo da expressdo de genes do tipo PR-5 como biomarcadores na
selecdo de materiais promissores resistentes a Phytophthora spp. podera ter
aplicacdo pratica auxiliando o melhoramento de citros visando resisténcia a este
patogeno.

Informagdes adicionais, que contribuiriam significativamente para a
elucidacdo das respostas de citros a Phytophthora, poderdo emergir a partir da
caracterizacao da expressdao de varios outros genes, como genes de resisténcia e
receptores de moléculas PAMP’s, ja encontrados no banco de dados CitEST.
Além disso, novos bioensaios poderiam ser realizados usando um time course
menor, por exemplo 15 min, 30 min, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas e 12 horas,
principalmente, para caracterizagdo do momento em que a expressdo destes e
outros genes de defesa em P. trifoliata tem seu inicio e ponto maximo de
expressao.

Uma vez que a maioria dos genes de defesa estdo organizados em
genomas como familias multigénicas, marcadores moleculares do tipo SNP’s
poderiam contribuir na caracterizacdo destas familias de genes que codificam
para diferentes isoformas de uma determinada proteina de defesa. Este estudo
poderia conduzir ao entendimento de quais isoformas sdo induzidas por
patdgeno, por ferimento ou pela resposta geral de defesa contra diversos

estresses abioticos, bem como para a localizagdo celular na planta.
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TABELA 1A. Resumo das analises de variancia da expressao de genes do tipo PAL nas trés repeti¢des biologicas de
C. sunki e P. trifoliata por P. parasitica. Lavras, MG.

Fonte de Variagao GL Quadrado Médio
PAL
Espécie 1 9.4063 *
Tempo 4 34,7854 *
Local 1 32.1286%*
ExT 4 7.9624%*
ExL 1 24656 ™
TxL 4 3.6853 ™
ExTxL 4 5.6498*
Residuo 20 0.2125
CV (%) 7.58

" e * Nio significativo e significativo pelo teste F de Snedecor, a 1% de probabilidade
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TABELA 2A. Resumo das andlises de variancia da expressao de genes do tipo PAL, POX,LOX, PR-2 ¢ PR-5 induzidos
em C. sunki e P. trifoliata por P. parasitica. Lavras, MG.

Fonte de Variagdo GL Quadrado Médio
PAL POX LOX PR-2 PR-5
Espécie (E) 1 14.5256 * 54.5936 * 227.2179 * 1.1025™ 10.4167 *
Tempo (T) 3 4.6357 * 0.8279™ 28.4781 * 19.6130 * 12.6529 *
Tratamento (TR) 1 6.7405 * 1.0481™ 42.1688 * 9.6410 * 8.3665 *
Local (L) 1 19.1734 * 6.2313 * 9.4172™ 13.8756 * 63.9600 *
ExT 3 1.3460™ 1.8226™ 110.8955 * 1.5398™ 5.0285 *
Ex TR 1 9.7422 * 0.0848™ 0.8859™ 0.2328™ 12,7271 *
ExL 1 0.0468 ™ 3.8957"™ 6.8317"™ 0.5814™ 0.0826™
Tx TR 3 0.2483™ 0.5625™ 21.3997 * 0.4633™ 2.3652™
TxL 3 1.2884 "™ 1.1293™ 6.8578 * 1.4684 ™ 3.3956™
TRxL 1 8.8135 * 6.8932 * 35.6690 * 0.0001 ™ 0.6602™
ExTx TR 3 2.2023"™ 2.8931 * 1.2520 0.8386"™ 3.0072"™
ExTxL 3 0.2343 "™ 2.7347 * 16.2910 * 0.3552™ 16.6672 *
ExTRxL 3 0.084 ™ 0.1113™ 1.2516 1.0609 ™ 0.4590™
..“Continua” ...
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“TABELA 2A Cont.”

TxTRxL 3 0.1931™ 0.4353™ 11.6551 * 0.9636™ 0.46613™
Residuo 32 0.2414 0.1991 0.5445 0.4727 0.41202
CV (%) 7,54 9,13 19.09 11,29 7.49

™ e * Nao significativo e significativo pelo teste F de Snedecor, a 1% de probabilidade
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TABELA 3A. Resumo das analises de variancia da expressao de genes do tipo PAL, POX, PR-2 ¢ PR-5 induzidos
em C. sunki e P. trifoliata por ferimento. Lavras, MG.

Fonte de Variagdo GL Quadrado Médio

PAL POX PR-2 PR-5
Espécie 1 16.1036 * 24.9482 * 0.0331™ 37.0948 *
Tempo 4 12.7290 * 4.2780 * 14.5948 * 8.8075 *
Local 1 0.4203 ™ 12.1992 * 17.3054 * 49.2396 *
ExT 4 2.2583 ™ 1.2995™ 1.0487 ™ 1.7330 ™
ExL 1 2.0702 ™ 6.7486 * 0.0570 ™ 1.7389 ™
TxL 4 0.6612 ™ 1.0937 ™ 2.5592"™ 3.0180™
ExTxL 4 2.6638 ™ 2.3330 * 0.4869 ™ 6.0950 *
Residuo 20 0.2714 0.1677 0.3854 0.3838
CV (%) 7.08 7.71 8.96 6.89

" e * Nio significativo e significativo pelo teste F de Snedecor, a 1% de probabilidade
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