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RESUMO

Analise da interacao entre citros e Alternaria alternata patétipo tangerina

O patétipo tangerina do fungo Alternaria alternata produz a toxina hospedeiro
especifica ACT que afeta tangerinas e seus hibridos e causa a doenca conhecida como
mancha marrom de alternaria (MMA). A toxina ACT causa necrose em plantas
susceptiveis, afetando ramos, folhas novas e frutos. Os sintomas incluem pontos marrons a
negros circundados por um halo amarelado. Laranjas doces eram consideradas resistentes a
doenca uma vez que MMA nunca havia sido descrita no campo. Foi demonstrado que uma
linhagem do fungo A. alternata produtor de toxina ACT € capaz de penetrar e colonizar de
forma assintomdtica folhas de laranja ‘Pera’ sem perder a capacidade de causar necrose em
gendtipos susceptiveis. Microscopia Optica, inoculagcdo e isolamento de A. alternata em
plantas de laranja doce seguida pela inoculacdo cruzada em folhas susceptiveis de tangor
‘Murcott’, em adi¢do a deteccdo por PCR do fungo em folhas assintomadticas de laranja
doce no campo confirmam que laranja ‘Pera’ atua como hospedeiro assintomatico do
patégeno. A andlise de genes (RT-qPCR) e proteinas (2DE) expressas durante a infec¢ao
com o fungo demonstrou que diferentes vias de sinalizacdo foram ativadas em plantas de
citros em resposta a A. alternata. Durante a resisténcia plantas responderam ativando as
vias de sinalizagcdo mediadas por etileno e 4cido jasmdnico, as quais estdo tipicamente
envolvidas na defesa de plantas contra microrganismos necrotréficos. Aparentemente a
producdo de etileno também € requerida durante a susceptibilidade. Genes envolvidos na
sintese de etileno aparecem induzidos durante a infec¢do e desenvolvimento de sintomas.
Durante a infec¢@o assintomadtica as plantas citricas ativaram genes e proteinas associadas a

sintese de fenilpropandides, indicando o possivel papel destes em plantas de laranja.

Palavras chave: mancha marrom de alternaria; citros, RT-qPCR, 2DE, resposta de defesa
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ABSTRACT

Analysis of the interaction between citrus and Alternaria alternata tangerine

pathotype

The tangerine pathotype of Alternaria alternata produces the host-specific ACT-
toxin that affects mandarins and their hybrids and causes the disease known as Alternaria
brown spot (ABS). ACT-toxin causes necrosis in susceptible plants, and the disease affects
twigs, young leaves and fruits. The symptoms include brown to black necrotic spots that are
surrounded by a yellow halo. Sweet oranges were considered resistant to the disease since
ABS symptoms have never been reported in the field. It was demonstrated that an ACT-
toxin-producing strain of A. alternata is able to penetrate and colonize Pera sweet orange
leaves asymptomatically without losing its ability to cause necrosis on susceptible
genotypes. Light microscopy, inoculation and recovery of A. alternata from sweet orange
leaves followed by subsequent cross-inoculation in susceptible leaves of Murcott tangor
and PCR detection of the fungus in sweet orange symptomless leaves collected in the field
confirmed that Pera sweet orange may act as an asymptomatic host for the pathogen. The
analysis of genes (RT-qPCR) and proteins (2DE) expressed during fungal infection
demonstrated that different signaling pathways were activated in citrus plants in response to
A. alternata. During resistance, plants respond activating ethylene and jasmonic acid
signaling pathways which are typically involved in plant defense against necrotrophic
pathogens. Apparently the production of ethylene is also required during susceptibility.
Genes involved in ethylene biosynthesis appear to be induced during infection and
symptoms development. During asymptomatic infection, citrus plants activate genes and
proteins associated to phenylpropanoids biosynthesis, indicating their possible role in sweet

orange plants response to the disease.

Keywords: Alternaria brown spot, citrus, RT-qPCR, 2DE, defense response



1. INTRODUCAO GERAL

1.1 As tangerinas e sua importancia econdomica

O Estado de Sao Paulo € principal produtor de laranja, tangerina e lima 4cida
‘Tahiti’ no Brasil (BOTEON e NEVES, 2005). Apesar de ter como principal espécie
produzida a laranja doce, as tangerinas e alguns de seus hibridos, especialmente os hibridos
com laranja doce (tangores), possuem grande importincia especialmente no mercado
nacional de frutos in natura (BASTIANEL et al., 2005), sendo que alguns deles podem ser
processados pela inddstria. Em S3o Paulo as duas variedades mais expressivas sdo a
tangerina ‘Poncan’ (Citrus reticulata Blanco) e o tangor ‘Murcott’ (C. sinensis Osbeck x C.
reticulata Blanco) (PI1O et al., 2005). Segundo o Instituto de Economia Agricola do Estado
de Sao Paulo (IEA/SP, 2006), em 2005 foram produzidos aproximadamente 400 mil
toneladas de ‘Poncan’ e 210 mil toneladas de tangor ‘Murcott’. Nos Estados do Sul, as
tangerinas do grupo da bergamota e das mexericas, t€ém maior expressao.

Em 2004, as exportacdes nacionais de tangerinas chegaram a 18 mil toneladas,
representando um faturamento de aproximadamente oito milhdes de ddélares (SECEX,
2006). Embora as exportagdes tenham apresentado crescimento significativo nos ultimos
anos, barreiras fitossanitdrias impostas por alguns paises ainda representam um entrave para
liberacdo das cargas brasileiras de laranja/tangerina para o mercado internacional
(BOTEON e NEVES, 2005). No entanto, deve ser destacado que o principal mercado de
tangerinas ¢ o mercado interno, com participacdo acentuada de pequenos produtores,
muitos deles de base familiar.

Além do faturamento gerado pela comercializacdo dos frutos, a citricultura
brasileira representa grande importancia econdmica na geracdo de empregos. Estimativas
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para o ano de 2002 indicavam a necessidade de 20 EDH'ha™ para a cultura da laranja,
enquanto outras culturas que também utilizam tecnologias intensivas em capital, como soja
e milho, ndo passavam de 5 EDH ha™ (NEVES et al., 2002).

Sob a ética comercial, o ponto forte da citricultura brasileira € seu custo competitivo
de produgdo. Por outro lado, o ponto fraco encontra-se nos riscos a que seu principal ativo,
0s pomares, estdo constantemente sujeitos. Nos dltimos anos o aparecimento de severas
doencas comprometeu o custo e a oferta dos frutos (BOTEON e NEVES, 2005). Neste
contexto destaca-se a mancha marrom das tangerinas (A. alternata), comprometendo os
pomares de tangerinas e seus hibridos, e inviabilizando a producdo em vérias regides do

pais.

1.2 O fungo Alternaria alternata em citros

A maioria das espécies de Alternaria é considerada saprofita, sendo encontradas no
solo e em tecidos vegetais mortos. Entretanto, alguns representantes do género sio
especializados como patégenos de plantas, causando um grande espectro de doencas com
alto impacto econdmico em uma gama enorme de hospedeiras agronomicamente
importantes, incluindo ornamentais, oleaginosas, cereais, cruciferas, tubérculos, e frutos
como tomate, citros € macd (WALTON, 1996; THOMMA, 2003). Devido a auséncia de
um estdgio teleomorfo definido para a maioria das espécies de Alternaria, este género €
classificado artificialmente dentro da divisdo dos fungos mitospdricos (KUSABA e
TSUGE, 1994; THOMMA, 2003).

Dentre todas as espécies deste género, A. alternata se destaca por possuir sete

variantes patogénicas, referidas como patétipos ou formae speciales, as quais produzem

! Equivalente dia-homem (EDH): medida que representa a demanda por forca de trabalho por hectare-dia
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toxinas hospedeiro-seletivas (host selective toxins — HSTs) responsaveis por causar doencas
em hospedeiros determinados (ITO et al., 2004).

Em citros, A. alternata causa a mancha marrom das tangerinas (pat6tipo tangerina),
a mancha foliar do lim@o ‘Rugoso’ (patétipo limdo ‘Rugoso’) e a podridao negra dos frutos
pos-colheita (AKIMITSU et al., 2003).

Apesar de pertencerem a mesma espécie, os patétipos de tangerina e de limdo
‘Rugoso’ apresentam diferencas bioldgicas, bioquimicas e genéticas que podem ser
utilizadas para sua diferenciacdo por marcadores moleculares, ensaios de patogenicidade ou
producdo de toxinas (PEEVER et al., 2000, 2002).

A especificidade dos pat6tipos tangerina e limdo ‘Rugoso’ depende da producao de
suas toxinas hospedeiro especificas denominadas ACT (Alternaria Citri Tangerine) e ACR
(Alternaria Citri Rough lemon), respectivamente (KOHMOTO et al., 1979; 1993;
WALTON, 1996; AKIMITSU et al., 2003). A toxina ACT € ativa contra tangerinas e
alguns de seus hibridos, mas ndo afeta limdo ‘Rugoso’, enquanto que a toxina ACR ¢ ativa

contra limdo ‘Rugoso’, mas ndo afeta tangerinas (KOHMOTO et al., 1991; 1993).

1.2.1 A mancha marrom das tangerinas (A. alternata patétipo tangerina)

No Brasil, a mancha marrom das tangerinas foi confirmada nos Estados de Minas
Gerais, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, afetando seriamente pomares
formados de tangerina ‘Poncan’ e tangor ‘Murcott’, as principais variedades cultivadas no
pais, e em tangerina ‘Dancy’ (GOES et al., 2001; PERES et al., 2003; SPOSITO et al.,
2003).

Os sintomas incluem pequenos pontos necréticos de coloracdo escura em folhas,

ramos, € frutos que podem ou ndo estar acompanhados de halos cloréticos (AKIMITSU et
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al., 2003) (Figura 1A-D). As lesdes aparecem em média entre dois a trés dias apds a
infeccdo (REIS et al., 2006), entretanto em alguns casos os sintomas podem aparecem em
menos de 24 horas (AKIMITSU et al., 2003). As lesdes ocorrem principalmente os tecidos
jovens, promovendo a abscisdo de frutos e folhas imaturas, prejudicando o
desenvolvimento da planta e consequentemente reduzindo a producdo (AKIMITSU et al.,

2003; TIMMER et al., 2003).

Figura 1. Sintomatologia e morfologia do agente causal da mancha marrom de alternaria:

Alternaria alternata. A. Manchas necréticas com halos clordticos em frutos imaturos da
variedade ‘Dancy’. B. M4 formacao foliar, necrose e clorose em folhas de tangerina ‘Dancy’.
C. Manchas necréticas em fruto maduro de tangor ‘Murcott’. D. M4 formacéo foliar e necrose
da nervura central em folha de tangor ‘Murcott’. (Fontes: TIMMER er al, 1992;
BASTIANEL et al., 2005). E. Morfologia da coldnia de A. alternata em meio de cultura
Batata Dextrose Agar (BDA) apés uma semana de crescimento. F. Microscopia 6ptica de A.

alternata demonstrando conidios em cadeia (setas) tipicos da espécie.

O ciclo da doenga € relativamente simples. Conidios (Figura 1F) sdo produzidos nas
superficies infectadas da planta, sendo dispersos pelo ar e depositados em tecidos sadios

susceptiveis, onde podem germinar promovendo a infec¢do (REIS et al., 2006). A liberacao
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dos conidios estd relacionada com a ocorréncia de chuvas ou mudangas bruscas na umidade
relativa (TIMMER, 1998).

Os conidios germinam rapidamente na presenca de umidade e iniciam a producdo de
toxinas mesmo antes de penetrarem o tecido vegetal (AKIMITSU er al., 2003). A
penetracdo do fungo na planta ainda € assunto controverso, sendo sugerida a entrada pelos
estomatos ou através da formacgdo de apressorios (SOLEL e KIMCHI, 1998; AKIMITSU et

al., 2003).

1.2.1.1 A toxina hospedeiro-seletiva (HSTs) do patétipo tangerina

As HSTs sdo geralmente compostos de baixo peso molecular produzidos por alguns
géneros de fungos fitopatogé€nicos e sdo determinantes criticos para patogenicidade
(MARKHAM e HILLE, 2001; WOLPERT et al., 2002; ITO et al., 2004). O patétipo
tangerina de Alternaria alternata produz a toxina denominada ACT (AKIMITSU et al.,
2003). Embora a maior forma da toxina ACT seja a toxina denominada ACT-I, outra toxina
especifica denominada ACTG também € produzida por este patdtipo (KONO et al., 1986).
Entretanto, a toxina ACT-I € no minimo dez vezes mais toxica a citros e é basicamente a
Unica toxina detectada durante a germinacdo dos conidios (KOHMOTO et al., 1993). A
estrutura da toxina ACT € muito relacionada as toxinas AK e AF, que sdo HSTs dos
patétipos de A. alternata em Pera japonesa e morango, respectivamente (NAKASHIMA et
al., 1985; KOHMOTO et al., 1993). Estas toxinas compartilham um mesmo motivo dcido
9,10-epoxi-8-hidroxi-9-metil-decatriendico (NAKASHIMA et al., 1985; KOHMOTO et
al., 1993). Assim como a toxina ACR do patétipo de limao, a toxina ACT causa necrose
dos vasos condutores e a rdpida perda de eletrélitos com extravasamento celular, entretanto

seu modo se acdo ainda € controverso (KOHMOTO et al., 1993; AKIMITSU et al., 2003).
5



Trabalhos com microscopia eletronica de transmissdo indicam que o sitio de acdo primdrio
da toxina ACT seja a membrana plasmdtica das células susceptiveis (KOHMOTO et al.,
1993), entretanto nio foram realizados trabalhos posteriores confirmando esta hipdtese.

O cluster génico que controla a sintese da toxina ACT no patétipo tangerina foi
identificado com a utilizacdo de sondas heter6logas as seqiiéncias do gene AKT que
controla a sintese do motivo 4cido 9,10-epoxi-8-hidroxi-9-metil-decatriendico na toxina
AK do patétipo da Pera japonesa (TANAKA et al., 1999). Por¢des deste cluster utilizadas
como sondas heter6logas detectaram muitos homélogos em diversos isolados de Alternaria
alternata do patétipo tangerina, mas ndo detectaram homologia com isolados que ndo
produziam a toxina ACT, como o patétipo de limao ‘Rugoso’ ou isolados que causam a
podriddo negra dos frutos pos-colheita (MASUNAKA et al. 2000).

Um estudo com isolados de A. alternata, produtores e ndo produtores de HSTs,
demonstrou que todos as formas produtoras carregam pequenos Cromossomos extras,
enquanto os isolados nio produtores ndo os possuem (AKAMATSU et al., 1999). Estes
cromossomos, denominados cromossomos supernumerarios, ndao sao essenciais para o
crescimento dos fungos, sendo muitas vezes referidos como cromossomos
condicionalmente dispensaveis, entretanto podem conferir vantagens adaptativas essenciais
para a conquista de novos ambientes (THOMMA, 2003). O cluster génico envolvido na
sintese das toxinas AK, AF e ACT encontra-se em um pequeno cromossomo, supostamente
supernumerario, que pode ter sido adquirido por transferéncia horizontal de genes
(TANAKA et al., 1999; WALTON, 2000). Teoricamente, um isolado sapréfito de A.
alternata pode se tornar patogénico por transferéncia horizontal de genes (WALTON,

2000), hipétese que € suportada, em teoria, pelo fato de que uma populacdo de um tnico



patétipo ndo forma grupos monofiléticos (KUSUBA e TSUGE, 1994, 1995; PEEVER et
al., 2002).

Embora seja conhecida a estrutura da toxina ACT e o cluster génico que controla
sua biossintese no patdtipo tangerina, pouco se conhece sobre o sitio de acdo da toxina e

sobre as respostas induzidas na planta durante o processo de infec¢ao.

1.3. Interagdo molecular entre plantas e fungos

Plantas respondem ao ataque de patégenos pela ativacdo de um grande nimero de
mecanismos de defesa. Estas respostas normalmente t€m inicio através do reconhecimento
gene-a-gene do patdgeno, cuja base molecular determina que um gene de aviruléncia (Avr)
no patégeno codifica para uma proteina elicitora (AVR) que é reconhecida na planta por
uma proteina receptora codificada por um gene correspondente de resisténcia (R)
(AGRIOS, 2005). Este reconhecimento resulta na ripida ativacdo de respostas de defesa
que conseqiientemente limitam o desenvolvimento do patdégeno. A resisténcia mediada por
genes R estd normalmente acompanhada da liberacdo rdpida de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (GLAZEBROOK, 2005). A producdao de ROS ¢é requerida por outro
componente da resposta de defesa, a resposta de hipersensibilidade (HR) — uma espécie de
morte celular programada que limita o acesso do patégeno as células vivas adjacentes ao
sitio de infeccdo (GLAZEBROOK, 2005). A resisténcia mediada por genes R também estd
associada com a ativacdo de vias de sinalizacdo dependentes de 4cido salicilico (SA), que
levam a expressdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR — pathogenesis related
proteins) que desempenham papel importante na resisténcia (AGRIOS, 2005). Outras
respostas de defesa sdo controladas por mecanismos dependentes de etileno (ET) e/ou dcido

jasmonico (JA). Tais respostas possuem sobreposi¢do com respostas a ferimentos, as quais
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também sdo controladas por ET/JA (BARON e ZAMBRYSKI, 1995). As respostas
mediadas por SA e ET/JA sdo antagdnicas entre si, sendo que a expressdao de genes
responsivos a SA inibe a expressdo de genes associados a ET/JA, e vice-versa (KUNKELL
e BROOKS, 2002).

Fungos fitopatogénicos podem ser agrupados em biotréficos e necrotroficos de
acordo com sua interacdo com o hospedeiro. Por definicdo, microrganismos patogénicos
biotréficos retiram seus nutrientes dos tecidos vivos de seus hospedeiros, enquanto
microrganismos patogénicos necrotréficos utilizam tecidos mortos para se nutrirem
(AGRIOS, 2005). E ficil imaginar que no caso de organismos biotréficos, a resisténcia
mediada por genes R e a resposta associada a ROS, HR e SA resultem em resisténcia pela
producdo de necrose e limitacdo do desenvolvimento do patdégeno. Entretanto, para
microrganismos necrotréficos, a tinica conseqiiéncia que tais respostas ocasionariam seria a
de facilitar a colonizacdo. Esta observacao indica que as plantas possuem mecanismos de
defesa distintos para cada tipo de interagdo (GLAZEBROOK, 2005). De fato, experimentos
com mutantes de Arabidopsis thaliana para o gene NPRI (nonexpressor of PRI) e
transgénicos com o gene nahG (salicylate hydroxylase) de Pseudomonas sp., os quais
bloqueiam a sinalizacdo por SA, resultaram na perda de resisténcia para o oomiceto
biotréfico Peronospora parasitica, mas ndo surtiram nenhum efeito na resisténcia contra o
fungo necrotréfico Alternaria brassicicola (THOMMA et al., 1998). Por sua vez, mutagdes
no gene COIl (coronatine insensitive 1), que bloquearam a sinalizagdo por JA,
comprometeram severamente a resisténcia contra A. brassicicola, mas ndo tiveram efeito na
resisténcia contra P. parasitica (THOMMA et al., 1998). Isto caracteriza que a via de

sinalizagdo associada a SA estaria voltada a defesa contra microrganismos biotréficos,



enquanto vias de sinalizagdo mediadas por ET/JA estariam ligadas a defesa contra

microrganismos necrotréficos (MCDOWELL e DANGL, 2000).

1.3.1 Respostas de defesa mediadas por 4cido salicilico (SA).

A sintese de SA em plantas ocorre por duas vias enzimaticas distintas que requerem
0 metabolito primdrio corismato. L-fenilalanina derivada de corismato € convertida em SA
via intermedidrios de benzoatos ou dcido coumdrico através de uma série de reacdes
enzimdticas que sdo inicialmente catalisadas pela enzima fenilalanina amonia liase (PAL)
(Figura 2) (WILDERMUTH, 2006). Corismato também pode ser convertido em SA via
isocorismato em um processo de duas etapas envolvendo isocorismato sintase (ICS) e
isocorismato piruvato liase (IPL) (STRAWN et al., 2007, VEMBERNE et al., 2000).
Mutantes apresentando expressdo reduzida de PAL ou com mutagdes em SID2/EDSI6
(transcreve ICS) ou SIDI/EDSS (transcreve um membro da familia de transportadores
MATE requerida para a acumulacdo de SA) apresentam maior susceptibilidade a patdgenos
e sdo incapazes de expressar genes PR comumente associados a resisténcia mediada por SA
(NAWRATH et al., 2002; NAWRATH, 1999; PALLAS et al., 1996). O acimulo de SA
nos tecidos ativa a expressao de NPRI. Quando os niveis de SA estdo baixos, NPRI existe
na forma oligomérica no citoplasma. Quando os niveis de SA aumentam, os oligdmeros de
NPR1 dissociam-se em monOmeros € entram no nucleo onde interagem com fatores de
transcricao tipo TGA. TGAs 2, 5 e 6 sdo requeridos para ativagdo da expressdao de PR-1 por
SA.

A familia de proteinas conhecidas como PR-1 € extremamente conservada entre
espécies vegetais. Todas as proteinas PR-1 sdo estruturalmente similares, possuindo quatro

a-hélices e quatro folhas-B e compartilhando residuos conservados, incluindo seis cisteinas
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(VAN LOON et al., 2006). Em fumo, ao menos 16 isoformas de PR-1 sdo encontradas,
dentre estas, trés proteinas acidas (PR-la, PR-1b e PR-1c) e uma bésica (PR-1g) sao
induzidas durante a infeccio por TMV (Tobacco mosaic virus). Em tomate, as PRs
homologas com alta similaridade genética com as trés PRs acidas de fumo (PR-1a, PR-1be
PR-1c¢) sdo bdsicas, indicando que PRs que sdo classificadas na mesma familia com base
em homologia de seqiiéncias podem diferir substancialmente na atividade biol6gica (VAN
LOON et al., 1994). Embora sua funcdo biologica ndo seja completamente entendida, as
PRs-1 sdo utilizadas como marcadores de resposta de defesa mediada por SA (VAN LOON
et al., 1999).

O fator de transcricdo WRKY70 também € requerido para expressdao de PR-I em
resposta a infec¢do. A expressdo de WRKY70 € induzida por SA e dependente de NPRI. A
expressdo de WRKY70 parece estar associada a caracteristica antagdnica da relacdo entre
SA e ET/JA. Em Arabidopsis thaliana, a indu¢dao de WRKY70 resultou na expressao
constitutiva de genes PR responsivos a SA, aumentando a resisténcia contra o patégeno
biotréfico Erysiphe cichoracearum, entretanto, reprimiu a expressdo do gene marcador
PDF1.2, responsivo a JA, comprometendo a resisténcia contra o patdgeno necrotrofico A.
brassicicola (LI et al., 2004, 2006). Por outro lado, a repressio de WRKY70 induz a

expressao de PDF1.2, aumentando a resisténcia contra A. brassicicola (LI et al., 2006).
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Percepgao do patégeno

Sinalizagao por SA Sinalizagao por ET/JA
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Resposta interagédo Biotréfica Resposta interagdo Necrotréfica

Figura 2. Representacio esquematica das vias de sinalizacdo mediadas por acido salicilico
(SA), etileno (ET) e 4cido jasmonico (JA), em resposta a infeccdo por microrganismos
biotréficos e necrotréficos em células vegetais com base na planta modelo Arabidopsis
thaliana. Setas vermelhas indicam repressdo; setas pretas indicam inducdo. Na sinalizacio
por SA: PAL - fenilalanina amonia liase; ICS — isocorismato sintase; IPL — isocorismato
piruvato liase; BA2H — 4cido benzdico 2-hidroxilase; NPR1 — nonexpresser of PR-1; TGAs —
familia de fatores de transcricio bZIP; WRKYs — fatores de transcricdo conservados
WRKGQK; PR-1 — pathogenesis related protein 1; PDF1.4 — plant defensin 1.4. Na
sinalizagdo por ET/JA: 13-LOX — 13-lipoxigenase; AOS - 6xido de aleno sintase; SCFE" -
SKPI1/Cullin/F-box protein E3 ubiquitin ligase complex associated to COIl F-box protein;
JAZ — jasmonate ZIM-domain protein family; MYC2 - helix-loop-helix-leucine zipper
transcription factor; PR-3 pathogenesis related protein 3 (quitinase bdsica); PDF1.2 — plant
defensin 1.2; HEL — hevein like protein; MMT - methionina S-metil transferase; ADS — S-
AdoMet sintase; ACS - 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintase; ACO - ACC oxidase;
CTRI1 - constitutive triple response (raf-like serine-threonine kinase); EIN2 — ethylene
insensitive 2 (Nramp like protein); SCE®®"'? - SKP1/Cullin/F-box protein E3 ubiquitin ligase
complex associated to EBF1.2 F-box protein; EIN3 — ethylene insensitive 3.
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1.3.2 Respostas de defesa mediadas por 4dcido jasmonico (JA) e etileno (ET)

JA e seus derivados, coletivamente denominados de jasmonatos (JAs), sdo lipideos
originados de 4cido a-linoléico (a-LeA) nas membranas dos cloroplastos (DELKER et al.,
2006). a-LeA € o substrato para uma lipoxigenase (13-LOX) localizada nos cloroplastos,
que catalisa a inser¢cdo de um oxigénio no carbono 13 do esqueleto carbdnico, gerando
acido 13S-hidroperoxioctadecatriendico (13-HPOT) (DELKER et al., 2006) (Figura 2). Dos
seis genes de LOX em A. thaliana, apenas AtLOX2 (13-LOX) parece estar envolvido na
sintese de JA (FEUSSNER e WASTERNACK, 2002). Apé6s a conversdo de a-LeA em 13-
HPOT, este é convertido pela 6xido de aleno sintase (AOS) em um produto epdxido
instdvel, 4cido 12,13S-epoxioctadecatriendico (12,13-EOT) (SCHALLER et al., 2008;
SCHALLER e STINTZI, 2008). Em meio aquoso, o 12,13-EOT decompde-se rapidamente
ou sofre reacdes que levam a formacdo de uma mistura racémica de OPDA. AOS garante a
formacdo do enantidmero de OPDA opticamente puro. O OPDA passa para o peroxissoma
onde ocorrem trés B-oxidacdes até a formacdo de JA. Somente o enantidmero 9S,13S-
OPDA € um precursor biologicamente ativo do JA (WASTERNACK, 2007; SCHALLER e
STINTZI, 2008).

Muitos estudos demonstram que ET e JA atuam de forma sinérgica na inducdo de
expressao de genes relacionados a defesa contra patdgenos necrotréficos (PENNINCKX et
al., 1998; THOMMA et al., 2001; GLAZEBROOK, 2005). Andlises de microarranjo
demonstraram uma sobreposicdo no nimero de genes induzidos em ambas as vias (ET/JA)
durante processo de infec¢do (SCHENK er al., 2000). A sinalizagdo dependente de JA
segue através do aumento da sintese de JA em resposta ao ataque de patdgenos e
conseqiientemente aumenta a expressdo de genes efetores de defesa, como PDFI.2. No

caso de PDF1.2, o aumento da expressdo requer ambos ET/JA. Em A. thaliana, a inducio
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de PDF1.2 ap6s inoculagdo com A. brassicicola foi inibida nos mutantes coil e ein2,
indicando o papel dos genes COII e EIN2 na sinalizacdo de resposta de defesa mediada por
ET/JA (PENNINCKX et al., 1998; THOMMA et al., 2001). COII transcreve uma proteina
F-box envolvida na degradacdo de proteina mediada por SCF no proteossomo 26S, e é
requerida para a maioria das respostas mediadas por JA (XIE et al., 1998). Além de COIl e
EIN2, outros genes como JARI e MYC2 sdo essenciais para a sinalizacdo mediada por
ET/JA. Durante a sinalizagdo, o gene JARI transcreve uma JA amino-acido-sintetase,
envolvida na conjugacdo de isoleucina ao JA, formando JA-Ile, que € considerada a
molécula ativa percebida pelas plantas (STASWICK e TIRYAKI, 2004; THINES et al.,
2007). Proteinas contendo dominio jasmonato ZIM (JAZ), formam um complexo COIl-
JAZ e atuam como receptor de JA-Ile em Arabidopsis spp. (KATSIR et al., 2008).
Proteinas JAZ sdo repressores da sinalizagdo por JA e interagem com MYC2 inibindo a
expressao de genes responsivos a JA. JA-Ile promove a interagdo entre proteinas JAZ e a
ubiquitina ligase SCF®" direcionando as proteinas JAZ para ubiquitinacio e degradagio
no proteossomo. A degradacdo de JAZ permite que fatores de transcricdo como MYC2
sejam ativados, levando a expressdo de genes responsivos a JA (CHINI et al. 2007;
THINES et al. 2007).

O papel de ET em respostas de defesa é muitas vezes controverso, atribuindo
resisténcia em algumas interacdes (NORMAN-SETTERBLAD et al., 2000; THOMMA et
al., 1999) e promovendo doenca em outras (BENT et al., 1992; LUND et al., 1998;
HOFFMAN et al., 1999). Interessantemente, genes dependentes de JA como PDF1.2, HEL
e CHIB também requerem genes especificos da via de ET como EIN2, demonstrando a

dependéncia entre as duas vias (NORMAN-SETTERBLAD et al., 2000; JACKSON et al.,

1996).
13



A via de biossintese de etileno nas células vegetais inicia-se através da conversao do
aminodcido metionina (Met) em S-adenosil-metionina (AdoMet) pela enzima S-AdoMet
sintase (ADS). AdoMet € o principal doador de grupo metila em reagdes de transmetilacao,
e um intermedidrio da sintese de biotina, poliamidas e de ET (REBEILLE er al., 2006)
(Figura 2). AdoMet € convertido pela enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintase
(ACS) em 5 -metiltioadenosina (MTA) e novamente reconvertido em metionina através do
ciclo da metionina e ao precursor de ET, 4dcido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC)
(BROEKAERT et al., 2006). A reciclagem de Met a partir de MTA ocorre através da
enzima Methionina S-metil transferase (MMT) e gera como produto S-metilmetionina
(SMM) (MUD e DATKO, 1990; REBEILLE et al., 2006). ACC produzido a partir de
AdoMet ¢ oxidado pela ACC oxidase (ACO) para formar ET (BROEKAERT et al., 2006).

ACO ¢ codificada por familias multigénicas em praticamente todas as espécies
vegetais estudadas (WANG et al., 2002). Membros desta familia sdo diferencialmente
expressos durante o desenvolvimento da planta ou em resposta ao ataque de patdgenos e
estresse abidtico (COHN et al., 2005; MOEDER er al., 2002; NAKATSUKA et al., 1998;
NIE et al., 2002). A anélise da expressdo de todos os genes de Arabidopsis que codificam
ACO demonstrou regulacdo gé€nica em resposta a estresse bidtico e abidtico para um grupo
particular deles. ACO genes nos loci At1g62380 e At1g05010 apresentaram indugdo apds
tratamento das plantas de Arabidopsis com ET e com o fungo Botrytis cinerea
(ZIMMERMAN et al., 2004). A expressdo diferencial de ACO sugere que o controle
transcricional deste gene estd associado a produgdo de ET (BROEKAERT et al., 2006).

O sinal de etileno chega ao nicleo da célula através da ativacdo de EIN3 e fatores
de transcricdao do tipo-EIN3 (CHAO et al., 1997). A modulagdo da atividade de EIN3 por

ET ndo ocorre inicialmente pela regulacdo transcricional direta, mas sim pelo controle

14



proteolitico do complexo SCF (SKP1/Cullin/F-box protein) E3 ubiquitina ligase (CHAO et
al., 1997, GAGNE et al., 2004; GUO et al., 2003). Proteinas F-box EBF1 e EBF2
interagem fisicamente com EIN3 na auséncia de ET e desestabilizam a estrutura protéica
(GAGNE et al., 2004; GUO et al., 2003; POTUSCHAK et al., 2003). Na presenca de ET a
degradacdo de EIN3 € suprimida, permitindo que os niveis da proteina EIN3 aumentem,
dando continuidade a sinalizacdo por ET (GAGNE et al., 2004; POTUSCHAK et al.,
2003).

Além de sua associacdo com a via de sinalizagdo mediada por SA, as proteinas
relacionadas a patogénese (PRs) ocorrem também como efetoras de resposta de defesa
comumente associados a sinalizacdo por ET. Dentre elas destacam-se a B-1,3-glucanase
(PR-2), a quitinase bdsica (PR-3), a proteina 4cida tipo-heveina (PR-4) e algumas
defensinas (PDFs; PR-12). O gene AtPDF1.2 da defensina PDF1.2 (grupo das PR-12) de
Arabidopsis € freqiientemente utilizado como marcador de resposta de defesa induzida por
ET/JA (PENNINCKX et al., 1996; 1998). Avancgos na anotacdo do genoma de Arabdopsis
revelaram a presenca de 317 genes tipo-defensina (DELFs) (TOMMA et al., 2001),
entretanto, nem todos estes respondem a ET. Por exemplo, o gene AtPDFI1.2 ¢ induzido
tanto por ET quanto por JA, mas ndo por SA, enquanto AtPDFI.4 ndo responde a ET ou

JA, mas sim a SA (BROEKAERT et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

A. Ampliar o entendimento sobre a interacdo molecular entre o fungo A. alternata
do patétipo tangerina e citros durante respostas de resisténcia e susceptibilidade do

hospedeiro.

2.2 Objetivos especificos

A. Mapear por microscopia optica o processo de infec¢do do patétipo tangerina de
A. alternata em tangor ‘Murcott’ e laranja ‘Pera’.

B. Avaliar a expressdo de genes associados as vias de sinalizacdo por &4cido
salicilico, etileno e 4cido jasmonico por PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR) durante o processo de infeccdo do patétipo tangerina de A. alternata em
tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’, tangor ‘Murcott’, e laranja ‘Pera’;

C. Avaliar por eletroforese bidimensional e espectrometria de massa as proteinas
expressas em tangor ‘Murcott’ e laranja ‘Pera’ em resposta a infec¢do por A.

alternata.
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3. JUSTIFICATIVA

A mancha marrom de alternaria, causada pelo patétipo de tangerina do fungo A.
alternata, representa um sério problema aos pequenos, médios e grandes pomares de
tangerinas e seus hibridos no Estado de Sdo Paulo e outros Estados brasileiros. Por atacar
principalmente os tecidos jovens e causar abscisdo foliar e de frutos, esta doenga €
responsdvel por uma reducdo considerdvel da producdo de frutos, gerando grandes
prejuizos a citricultura nacional.

Embora as pesquisas com a genética do fungo e a producdo de sua toxina
hospedeiro-especifica (ACT) estejam relativamente avancadas, pouco se sabe sobre os
mecanismos moleculares envolvidos na interacdo planta-patdgeno. A andlise dos niveis de
expressdo dos genes de resposta de defesa em citros, assim como de suas proteinas,
possibilita propor hipéteses sobre o mecanismo molecular ativo durante a infeccdo em
plantas susceptiveis e resistentes. O entendimento destes mecanismos auxilia na escolha de

genes alvos para melhoramento genético e fornece perspectivas de acio contra o patégeno.
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4. DESENHO EXPERIMENTAL

4.1 Capitulo 1 — The tangerine pathotype of Alternaria alternata asymptomatically

colonizes Pera sweet orange leaves.

@

Experimentos em casa de vegetagao

@

Suspensao de conidios de A. alternata
(1 P esporos/ml)

Discos de 5mm? com crescimento micelial

-

e

Folhas de tangor ‘Murcott’ (S) e laranja ‘Péra’ (R)
(plantas de 26 meses de idade em casa de vegetacao)

Folhas de laranja ‘Péra’ (R)
(plantas 26 meses em casa de vegetagéo)

.

Remogcao dos discos apods 4 dias

Microscopia 6ptica
(06h; 09h; 12h p.i)

Coleta das folhas apos 26 dias (n=42)

- Desinfestagdo superficial ..

Extracdo de DNA | | Isolamento de A. alternata |
das folhas -
-
- -
- | Inoculagéo cruzada
PCR gene ACTT7| 3 | em tangor ‘Murcott
do fungo -

|Extragéo DNA das colénias|
-
| PCRgenes ACTT1 e ITS |

Experimento em campo

©)

Coleta de folhas assintomaticas de laranja ‘Péra’ (R)
em campo severamente afetado por MMA.

- Desinfestagao superficial - :

| Extragdo DNA das folhas | Folhas mantidas em :
- camara umida -

-

| PCRgene ACTT1 | - -

Microscopia 6ptica

(35-39 dias apo6s incubagéo) Microscopia Sptica

Esquema experimental de trabalho. 1. Microscopia 6ptica de folhas de laranja ‘Pera’ (R) e tangor
‘Murcott’ (S) inoculadas com A. alternata em casa de vegetacdo. 2. Inoculacdo, deteccdo e re-
isolamento de A. alternata em folhas de laranja ‘Pera’ (R) em casa de vegetacdo, seguido de
inoculacdo cruzada em tangor ‘Murcott’ (S). 3. Deteccdo de A. alternata em folhas assintomadticas

de laranja ‘Pera’ (R) no campo. (R) resistente. (S) susceptivel. p.i — post inoculation.
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4.2 Capitulo 2 — Modelo de resposta de defesa em plantas citricas susceptiveis e
resistentes a A. alternata obtido através da analise de transcritos por PCR quantitativo em

tempo-real (RT-qPCR).

@)

Plantas de tangor ‘Murcott’ (S), tangerinas
‘Clementina’ e ‘Cledpatra’ (R) e laranja ‘Péra’(R)
aclimatadas em camara de crescimento

-
-
Inoculagdo com suspegséo
de conidios de A. alternata (10° esporos/ml) -
-

et

Folhas coletadas (06h; 12h)

et

Extragdo de RNA

-
RT-gPCR

Esquema experimental de trabalho. 1. PCR quantitativo em tempo real de genes associados a
resposta de defesa em folhas de tangor ‘Murcott’(S), tangerinas ‘Clementina’ (R) e ‘Cledpatra’ (R),
e laranja ‘Pera’ (R) apds inoculagiio com A. alternata em camara de crescimento. 2. Avaliacdo do
tratamento das folhas de tangor ‘Murcott’(S), tangerinas ‘Clementina’ (R) e ‘Cledpatra’ (R), e
laranja ‘Pera’ (R) com ethephon e 1-MCP pré-inoculacio com suspensdo de conidios de A.

alternata.



4.3 Capitulo 3 — Avaliacdo de proteinas diferencialmente expressas em tangor

‘Murcott’ e laranja ‘Pera’ apds inoculagdo com o fungo A. alterna.

@,

Plantas de tangor ‘Murcott’ (S) e laranja ‘Péra’(R)
aclimatadas em cadmara de crescimento

-

Inoculagao com suspegséo
de conidios de A. alternata (10~ esporos/ml)

8-

Folhas coletadas (12h)

-

Extracao de proteinas

Bt

2DE + MS/MS

-

Identificacao de proteinas

Esquema experimental de trabalho. 1. Avaliacdo das proteinas diferencialmente expressas em
citros apds inoculagdo com A. alternata. 2DE - eletroforese bidimensional; MS/MS -

espectrometria de massa.
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ABSTRACT

Stuart, R. M., Kubo, K. S., Simées, T. S., Bastianel, M., Machado, M. A. 2011. The
tangerine pathotype of Alternaria alternata colonizes asymptomatically Pera sweet orange

leaves. Plant. Dis.

The tangerine pathotype of A. alternata produces the host-specific ACT-toxin that affects
mandarins and their hybrids and causes the disease known as Alternaria brown spot (ABS).
Sweet oranges are considered resistant to the disease since ABS symptoms have never been
reported in the field. Here we demonstrate that an ACT-toxin-producing strain of A.
alternata is able to penetrate and colonize Pera sweet orange leaves asymptomatically
without losing its ability to cause necrosis of susceptible genotypes. Light microscopy,
inoculation and recovery of A. alternata from sweet orange leaves followed by subsequent
cross-inoculation of susceptible leaves of Murcott tangor and PCR detection of the fungus
in symptomless leaves collected in the field confirmed that Pera sweet orange may act as an

asymptomatic host for the pathogen.

Additional keywords: mandarins; asymptomatic infection; Alternaria brown spot

INTRODUCTION

The tangerine pathotype of Alternaria alternata causes the disease known as Alternaria
brown spot (ABS), affecting mandarins and several of their hybrids. The fungus produces

the host-specific ACT-toxin, which causes necrosis in susceptible genotypes (1, 6, 7, 8, 12,
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13). The mode of action of the ACT-toxin is not clear, but evidence suggests that it initially

affects the plasma membrane of susceptible cells (9).

The disease infects young twigs, leaves and fruit. Symptoms include brown to black
necrotic spots surrounded by a yellow halo. Chlorosis and necrosis continue to expand
along the veins due to the spread of the toxin. Severe cases of ABS can lead to abscission
of the fruits and leaves and death of the entire shoot. Depending on the fungal strain and

plant susceptibility, symptoms can appear 16 to 48 h after inoculation (20).

The disease cycle of ABS appears simple. Conidiophores emerge through the lesions
and/or stomata of infected leaves that remain on the tree or have fallen to the grove floor.
Conidia are released by rainfall events or sudden changes in relative humidity (19). They
are easily dispersed by wind currents and rain drops, being deposited on the surface of
susceptible fruits and leaves. Conidia germinate in high moisture environments and
penetration occurs through stomata or the formation of appressoria on both sides of leaf
surface (1, 18). After penetration, necrotic halos are observed surrounding appressoria due
to the rapid spread of ACT-toxin in susceptible tissues. Conidiophores produce conidia that
are released and deposited on the surface of susceptible fruits and leaves, starting a new

disease cycle.

Although necroses were reported when detached leaves of Valencia, Shamouti and
Washington Navel sweet oranges were treated with ACT-toxin or an A. alternata conidial
suspension (8, 18), research focusing on the resistance and susceptibility of citrus
genotypes has demonstrated that sweet oranges are resistant to ABS under field conditions

4, 8, 15, 18).
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In this study, we experimentally demonstrated that an isolate of A. alternata that
produces the host-selective ACT-toxin and is pathogenic to Murcott tangor is able to
penetrate and grow inside Pera sweet orange leaves without causing macroscopic disease
symptoms. Our findings suggest that this species can act as asymptomatic host for the

tangerine pathotype of A. alternata.
MATERIALS AND METHODS

Biological material. The experiments were conducted with susceptible Murcott tangor
(Citrus sinensis Osb. x C. reticulata Blanco) and resistant Pera sweet orange (C. sinensis
(L.) Osb.), both grafted onto Rangpur lime (C. limonia Osb.). Citrus budwood was obtained
from the mother blocks of the Centro de Citricultura “Sylvio Moreira” — IAC,
Cordeirépolis, SP, Brazil. The inoculations were performed with strain AT4303 of the
tangerine pathotype of A. alternata, previously obtained from a severely infected Murcott

tangor fruit collected in Campo Alegre Farm, Aguai, SP, Brazil.

Light microscopy analysis of A. alternata colonization. A conidial suspension (10°
spores / ml) was produced and sprayed onto young leaves (3-5 cm) following methods of
Canihos and coworkers (3). Twenty six-month-old plants of Murcott tangor and Pera sweet
orange were inoculated in February, 2010 during the Brazilian summer and the plants were
maintained in a greenhouse under natural environmental conditions (20 — 32°C; 80%
relative humidity; 14/10 LD cycle; sunrise at 06:00, sunset at 20:00). Leaves were removed
and observed under a light microscope 6, 9 and 12 h post inoculation. For microscopic
analyses, inoculated leaves were collected, and fixed/cleared in ethanol:glacial acetic acid

(3:1 v/v) for at least 72 h. Subsequently, leaves were immersed in distilled water for 4 h to
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remove the fixative and fungal structures were stained by immersing leaves in a
lactophenol aniline blue solution (0.5% w/v aniline blue in equal volumes oflactic acid,
glycerol, phenol and water) for 30 s followed by a final rinse in distilled water to remove
excess dye. The leaf surfaces and hand-cut transverse sections of both genotypes were

examined under the microscope.

Inoculation and recovery of A. alternata from Pera sweet orange in the greenhouse.
To evaluate the capability of A. alternata to asymptomatically colonize Pera sweet orange,
mycelial plugs (5 mm?) removed from the edge of a 7-day-old culture of A. alternata
(4303) were placed onto leaves and removed after 4 days. A total of 42 young leaves (3-4
cm length) distributed on seven plants were inoculated and plants were maintained under
greenhouse conditions. Murcott tangor plants were used as positive control. Twenty-six
days after plugs were removed, leaves were collected and surface disinfested using serial
washing in 70% ethanol for 1 min, sodium hypochlorite solution (2% available Cl,) for 3
min, 70% ethanol for 30 s and two rinses in sterilized distilled water. The efficiency of the
disinfestation process was checked by plating aliquots of the sterile distilled water used in
the final rinse on PDA. Two leaves per plant (total of 14) were collected for DNA
extraction according to Murray and Thompson (14) and PCR amplification with specific
primers for the A. alternata ACT-toxin gene cluster as described below. The remaining 28
leaves were cut into pieces 8 tol0 mm? in area (for a total of 224 leaf fragments) and
aseptically transferred onto plates (six fragments per plate) containing PDA supplemented
with 100 mgml™ of ampicillin and tetracycline to suppress bacterial growth; and 100 ppm
of carbendazim to reduce fungal contamination and facilitate A. alternata isolation. The

isolates that emerged from sweet orange leaves and were morphologically similar to A.
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alternata were cross-inoculated in detached leaves of susceptible Murcott to confirm their
capability to develop ABS symptoms. PCR amplification of rDNA, and ACT-toxin
biosynthesis gene clusters was performed for the strain AT4303 and for the isolates

recovered from Pera leaves.

Fungal DNA extraction and amplification of rDNA and ACT-toxin biosynthesis
gene clusters. DNA was purified from fungal cultures according to Raeder and Broda (17).
Amplification of ITS1-5.8S-ITS2 rDNA was performed with the universal primer pair
ITS5F (5GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3’) and ITS4R (STCCTCCGCTTA
TTGATATGC3’). ACTTI gene, from ACT-toxin biosynthesis gene cluster, was amplified
using the primer pair ACTTIF2 (5’CACAGGCTATCTTCACATGC3") and ACTTIR2
(5’CGTAGCTCCATAGCATTGCT?3’) from Masunaka and coworkers (11). PCR consisted
of 35 cycles corresponding to denaturing for 30 s at 94°C, primer annealing for 30 s at
55°C, and extension for 45 s at 72°C for both primers pairs. PCR products were visualized

under UV light in 1.0% (w/v) agarose gels stained with ethidium bromide.

Detection of the tangerine pathotype of A. alternata in symptomless leaves of Pera
sweet orange collected in the field. In order to detect the endophytic colonization of A.
alternata in non-susceptible plants, DNA extraction and PCR amplification of the ACT-
toxin biosynthesis gene cluster from field collected symptomless Pera sweet oranges leaves
were performed. Forty-two leaves (5-10 cm length) of one sweet orange plant grown beside
an ABS-affected Dancy mandarin (C. reticulata Blanco) in a severely affected area, were
randomly collected, surface disinfested and the DNA was extracted as described
previously. Infected Dancy leaves were used as a positive control. PCR was performed with
20 ng of plant DNA using the primers ACTT1F2 and ACTT1R2 as previously described.
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To evaluate the capability of A. alternata to sporulate on symptomless leaves of Pera
sweet orange, 25 leaves (5-8 cm long) were collected in the field and fixed directly for light
microscopy, as described previously. Additionally, 25 other leaves were collected, washed
in tap water, surface disinfested, and aseptically placed with the abaxial side facing up onto
Petri dishes lined with filter paper disks. The paper disks were moistened with 700 puL of
autoclaved distilled water and the dishes were sealed with a plastic film and incubated at
27°C. The experiment was divided into five blocks, each block containing five leaves, in a
randomized complete block design. To standardize the experiment, one leaf per block was
collected arbitrarily and fixed for light microscopy between 35 and 39 days post incubation
in a moist chamber. Leaves of a susceptible Dancy mandarin were also collected and fixed

to compare the differences between genotypes.

RESULTS

Light microscopic analysis of A. alternata colonization. Light microscopy of
inoculated Pera sweet orange and Murcott tangor leaves showed that conidia of A. alternata
germinated and germ tubes developed 6 h after fungal inoculation (data not shown).
Appressoria were observed between 9 and 12 h post inoculation on the surfaces of Murcott

and Pera leaves (Fig.1A-B, 1F-G).

Necrosis began concomitantly with appressorium formation and occurred only in
susceptible Murcott cells as expected (Fig.1A, 1B). Necrosis started to spread around
appressoria and increased over time. Necrotic symptoms were not detected in Pera sweet
orange cells (Fig.1G). Hand-cut transverse sections demonstrated that hyphae were able to

penetrate leaf tissues without causing any disease symptoms (Fig.1F).
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Inoculating and recovering A. alternate from Pera sweet orange in greenhouse.
Symptoms of ABS or the hypersensitive response were not detected in Pera leaves even 30
days post-inoculation. Thirty-six of the 67 fungal colonies (53.7%) recovered from
symptomless sweet orange leaves 30 days post-inoculation had showed typical A. alternata
conidia under light microscopy. To confirm the identity of the isolated fungi as the
tangerine pathotype A. alternata, the rDNA and ACT-toxin gene (ACTT1) were amplified
and these isolates were cross-inoculated onto detached Murcott tangor leaves. Twenty-
seven of the 36 isolates caused typical symptoms of ABS on Murcott leaves (Fig.2). The
same 27 isolates showed positive amplification of ACT-toxin biosynthesis gene confirming
their identity (supplementary material, S1; ANEXOS). The remaining 31 isolates that were
not similar to A. alternata, and the nine A. alternata isolates that neither developed
symptoms nor showed positive amplification of ACTT1 gene, are probably non-pathogenic

isolates that were present in leaves before inoculation.

We considered that the leaf surface disinfestation process completed prior to fungal
recovery was efficient, since no fungal colonies were observed after plating aliquots of the

water used in the final leaf rinse on PDA.

The ACTTI gene was detected in DNA extracted from the remaining artificially
inoculated Pera leaves and revealed the presence of the pathogenic A. alternata in ten
(71.4%) of the 14 asymptomatic leaves selected for analysis (supplementary material, S1;

ANEXOS).
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Fig.1. Light microscopy of citrus leaves infected with Alternaria alternata. A and B. Adaxial
surface of susceptible Murcott tangor leaf after A. alternata inoculation. C — E. Leaf surface of
diseased Dancy mandarin collected in the field. F. Hand-cut transverse sections of a Pera sweet
orange leaf after A. alternata inoculation. G. Adaxial surface of Pera sweet orange leaf after
inoculation. H. Abaxial surface of a Pera sweet orange leaf collected in the field. I and J. Abaxial
surface of Pera sweet orange leaves collected in the field and maintained in moist chamber.
Arrows indicate appressoria; letters followed by (1) indicate magnification of area in dashed
boxes; (N) necrosis; (*) conidia; (S) stomata.
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Fig.2. Example of typical necrotic symptoms of Alternaria brown spot in susceptible leaves of

Murcott tangor after inoculation with Alternaria alternata recovered from Pera sweet orange.

As a control for the experiment, 14 leaves from non-inoculated sweet orange plants were
collected and PCR was conducted to detect A. alternata. None of the leaves showed

positive amplification of ACTT1 gene.

Detection of the tangerine pathotype of A. alternata in symptomless leaves of Pera
sweet orange collected in the field. A. alternata ACT-toxin biosynthesis gene was
amplified from DNA extracted from symptomless Pera sweet orange leaves obtained from
a plant grown beside a severely infected Dancy mandarin in the field. From seven (16.7%)
of the 42 symptomless leaves collected in the field, the ACTTI gene was amplified

indicating that A. alternata was present. (supplementary material, S1; ANEXOS).

The plant material collected in the field and directly observed by light microscopy did
not show conclusive results regarding the release of A. alternata from Pera tissues.
Although we found A. alternata conidia on Pera leaf surfaces, we were not able to find
conidiophores, suggesting that the conidia came from adjacent environments. We observed
germinated A. alternata conidia on both adaxial and abaxial leaf surfaces. A. alternata
produced appressoria and penetrated Pera sweet orange tissues, as was observed during

artificial inoculation. The only exception is that penetration through stomata was not
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observed during artificial inoculation, whereas it was in leaves collected in the field (Fig.
1H). Necrosis was not observed surrounding appressoria formed on Pera leaves; in contrast,
typical necroses were produced on susceptible Dancy mandarin around the appressoria

(Fig. 1C).

To simulate leaf decomposition and try to observe the release of A. alternata from Pera
sweet orange tissues, leaves were collected in the field, surface disinfested, and maintained
in moist chamber. Leaves were observed every five days in order to find visual signs of
fungal development or leaf decomposition. After 35 days, leaves were light green, and tiny
brown spots were visible to the naked eye on the surface of almost all of the 25 leaves. The
lesions corresponded to where the fungal mycelia have arisen from inside the leaves. Both
adaxial and abaxial surfaces showed fungal development (supplementary material, S2;
ANEXOS). Necroses were not observed surrounding spots and significant differences were
not evident during the following four days. When observed by light microscopy, the growth
of fungal mycelia was greater than the expected. Plant cell borders remained well defined
and signs of cell death were not easily observed. Hyphae were observed arising from
stomata (Fig. 1I), and conidia from other endophytic fungi were also observed (data not
shown). In two leaves, conidiophores and conidia of A. alternata were observed on leaf
surface, and arising from stomata without necrosis (Fig. 1J). In contrast, conidiophores and
conidia of A. alternata were produced on necrotic sites in susceptible Dancy mandarin (Fig.

D, E).
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DISCUSSION

Host-selective toxins (HSTs) are typically active only toward plants that serve as hosts
for the pathogens that produce them (21). The toxin allows the fungus to overcome or
suppress plant defense mechanisms during infection (10). Most toxin-producing pathogens,
including those that produce HSTs, are necrotrophs (21). Necrotrophs not only kill their
hosts by secretion of toxins or reactive oxygen species (ROS), but they usually secrete large
amounts of cell wall-degrading enzymes and often cause significant tissue damage (5). This
was clearly observed during the interaction between Murcott tangor and the ACT-toxin
producer A. alternata, where necrosis was observed by light microscopy surrounding
appressoria after their formation (Fig.1A, 1B). Surprisingly, when analyzing the interaction
between Pera sweet orange and A. alternata, necroses were not observed. Our first
hypothesis was that Pera was able to prevent the formation of penetration peg of A.
alternata in the site of appressorium formation. However, transverse sections demonstrated

that hyphae were able to penetrate leaf tissues without causing any symptom (Fig. 1F).

The asymptomatic infection of a pathogenic isolate of A. alternata in sweet orange
tissues was supported after mycelial plug inoculation, confirming that the tangerine
pathotype can persist inside Pera sweet orange leaves for at least 30 days without causing
any visible disease symptoms. Instead of spraying conidial suspension onto leaves,
mycelial plugs were used in attempt to encourage disease symptoms. Considering that the
inoculation method can produce false positive ABS symptoms as a result of inoculum
pressure, we expected to see symptoms in attached Pera leaves after plug inoculation. We
conclude that even under optimal conditions for fungal infection, Pera did not show ABS
symptoms, indicating its resistance to the toxin. The development of ABS symptoms in
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leaves of susceptible Murcott tangor, inoculated with isolates of A. alternata recovered
from artificially inoculated sweet orange leaves indicates that the fungus was able to

colonize sweet orange without losing its ability to cause disease in susceptible genotypes.

The presence of the tangerine pathotype of A. alternata in 16.7% of leaves collected
from sweet orange grown under high inoculum pressure was confirmed by PCR.
Considering that leaf surfaces were effectively disinfested prior to DNA extraction, we
concluded the amplification of ACTTI gene occurred from fungal DNA present inside
leaves. This corroborates the data obtained from experimental inoculations and indicates
that fungus can asymptomatically infect Pera sweet orange under natural conditions.
However, based on these data, it is impossible to predict wheter or not all of the 16.7% of

the leaves were infected with the living fungus.

Light microscopy of sweet orange leaves collected in the ABS-affected area was
performed to identify how A. alternata was released from Pera tissues. From the leaf
surfaces we observed A. alternata conidia germinating and the fungus penetrating the
leaves as similarly observed during artificial inoculation. Additionally, leaves collected in
the field showed the fungus penetrating through stomata without visible disease symptoms.
Although, penetration was observed, signs of A. alternata sporulation were not, suggesting
that conidia observed on leaf surface came from adjacent environments. When analyzing
surface disinfested leaves maintained in a moist chambers, hyphae, conidiophores and
conidia of fungal endophytes were observed emerging through stomata, as well as A.
alternata conidiophores and conidia. Since we also isolated nonpathogenic A. alternata
from sweet orange leaves, we cannot confirm that the conidia and conidiophores arising
from stomata of senescent leaves belong to pathogenic A. alternata.
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Although the disease cycle of ABS seems simple, the asymptomatic presence of A.
alternata in sweet oranges could be epidemiologically significant for susceptible plants,
since sweet oranges could act as fungal reservoir. The evidence presented here suggests that
in alternative citrus hosts, conidiophores emerge from leaf litter on the grove floor, and
conidia can be dispersed to adjacent plants. When finding genotypes susceptible to the
ACT-toxin, A. alternata acts as a pathogen and causes disease; however when finding
genotypes resistant/tolerant to the toxin, the fungus can act as an endophyte colonizing
plant tissues asymptomatically (Fig 3.). This hypothesis is supported by the fact that
necroses were not observed in sweet orange tissues and that the fungus remained

pathogenic to susceptible plants.

Asymptomatic infection Symptomatic infection

Conidia

germination Conidia
. / germination
—<7°C !
/' - T"%' 5 High Humidity ‘
~ | _Healthy leaves
Appressoria formation Y
sk
RN Appressoria formation
No plant cell necrosis / . L% L‘
Health, I Pera sweet orange J \ Susceptible plants
Y Cell necrosis

~

Disease development

Leaf senescence/abscission A. alternata sporulation
7z
7| E/
X O | P ;‘ 7 Leaf symptoms
& A

Leaf litter

Fig.3. Presumed life cycle of the tangerine pathotype of Alternaria alternata in Pera sweet orange
leaves and in susceptible plants.
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It is well established that ACT-toxin is responsible for disease development in
susceptible plants. Treatment of nonpathogenic spores of A. alternate (Tox) with ACT
toxin after they have been sprayed onto leaves did not alter percent spore germination,
number of germ tubes per spore, or the percent appressoria per germ tube on susceptible or
resistant plants; however, the percentage of infection hyphae per appressorium was higher
on susceptible plants than in resistant ones, indicating that ACT-toxin favors infection in
the first group (9). It was also observed that ACT-toxin induced the plasma membrane to
invaginate near plasmodesmata in susceptible plants (9). Nevertheless, around 9% of
nonpathogenic spores treated with ACT-toxin formed infection hyphae in resistant rough
lemon plants indicating that they were able to infect resistant leaves in the presence of the

toxin (9).

Since ABS was described, the macroscopic observation of symptoms has been used to
infer pathogenicity. It is evident that disease manifestation demonstrates that plants are
susceptible to both the toxin and the fungus. However, when considering the data
demonstrated here, we conclude that the absence of symptoms just indicates that plants are

resistant to the toxin, but does not exclude the possible of an asymptomatic infection.

Our data are also consistent with a report by Peever and coworkers (16) in which they
evaluated host specificity and population genetic structure of Alternaria spp. and found that
the majority of isolates sampled from rough lemon lesions were pathogenic only to rough
lemon and not to Minneola tangelo, although a few rough lemon isolates were able to
induce disease on Minneola, but not on rough lemon. The authors suggested that these
isolates were colonizing lesions of rough lemon as saprophytes or endophytes that were
present in leaves prior to infection.
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The occurrence of asymptomatic infection was also reported for the Alfernaria
tenuissima group when infecting Amaranthus hybridus leaves (2). When field-collected and
artificially inoculated leaves of A. hybridus with isolates of A. fenuissima were analyzed,
the fungus could infect and colonize leaves in a manner consistent with other endophytic
fungi. That disease developed after leaf wounding suggesting that these fungi can act as

latent leaf pathogens that emerge when the host is injured.

In our case, disease symptoms were not detected in Pera leaves even 30 days post-
inoculation when the fungus was recovered. These plants were not wounded or otherwise

stressed to encourage disease symptoms.

The A. alternata — citrus interaction is not yet fully understood. To our knowledge, this
work represents the first demonstration that an A. alternata ACT-toxin producer can
asymptomatically colonize an alternative citrus host. In this case when the fungus colonizes
Pera sweet orange, it adopts a lifestyle that is similar to an endophyte. Asymptomatic
infection on alternative citrus hosts may have a role in the epidemiology of ABS. How long
A. alternata can persist inside Pera leaves and what is the role of the asymptomatic

infection is one of the questions that should be addressed in the future.

ACKNOWLEDGMENTS

We thank V. S. Mafra and Dr. J. Freitas-Astda for valuable discussions and critical
review of the manuscript. We thank FAPESP (Proc. no. 07/00931-3 and 07/08698-6) for

financial support.

45



LITERATURE CITED

1

Ne)

. Akimitsu, K., Peever, T. L., and Timmer, L. W. 2003. Molecular, ecological and
evolutionary approaches to understanding Alternaria diseases of citrus. Mol. Plant
Pathol. 4:435-436.

. Blodgett, J. T., and Swart, W. J. 2002. Infection, colonization and disease of Amaranthus
hybridus leaves by the Alternaria tenuissima group. Plant Dis. 86:1199-1205.

. Canihos, Y., Peever, T. L., and Timmer, L. W. 1999. Temperature, leaf wetness, and
isolate effects on infection of Minneola tangelo leaves by Alfernaria sp. Plant Dis.
83:429-433.

. Gardner, J. M., Kono, Y., and Chandler, J. L. 1986. Bioassay and host-selectivity of
Alternaria citri toxins affecting rough lemon and mandarins.Physiol. Mol. Plant
Pathol. 20:293-304.

. Horbach, R., Navarro-Quesada, A. R., Knogge, W., and Deising, H. B. 2010. When and
how to kill a plant cell: Infection strategies of plant pathogenic fungi. J. Plant
Physiol. doi:10.1016/j.jplph.2010.06.014.

. Kohmoto, K., Scheffer, R. P., and Whiteside, J. O. 1979. Host-selective toxins from
Alternaria citri. Phytopathology 69:667-671.

. Kohmoto, K., and Otani, H. 1991. Host recognition by toxigenic plant pathogens.
Experientia 47:755-764.

. Kohmoto, K., Akimitsu, K., and Otani, H. 1991. Correlation of resistance and
susceptibility of citrus to Alternaria alternata with sensitivity to host-specific
toxins. Phytopathology 81:719-722.

. Kohmoto, K., Itoh, Y., Shimomura, N., Kondoh, Y., Otani, H., Kodama, M., Nishimura,
S., and Nakatsuka, S. 1993. Isolation and biological activities of two host-selective

toxins from the tangerine pathotype of Alternaria alternata. Phytopathology

83:495-502.

10. Markham, J. E, and Hille, J. 2001. Host-selective toxins as agents of cell death in plant—

1

fungus interactions. Mol. Plant Pathol. 2:229-239.
1. Masunaka, A., Tanaka, A., Tsuge, T., Peever, T. L., Timmer, L. W., Yamamoto, M.,
Yamamoto, H., and Akimitsu, K. 2000. Distribution and characterization of AKT

46



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

homologs in the tangerine pathotype of Alternaria alternata. Phytopathology 90:
762-768.

Miyamoto, Y., Masunaka, A., Tsuge, A., Yamamoto, M., Ohtani, K., Fukumoto, T.,
Gomi, K., Peever, T. L., and Akimitsu, K. 2008. Functional analysis of a multicopy
host-selective ACT-toxin biosynthesis gene in the tangerine pathotype of Alternaria
alternata using RNA silencing. Mol. Plant Microbe Interact. 21:1591-1599.

Miyamoto, Y., Ishii, Y., Honda, A., Masunaka, A., Tsuge, T., Yamamoto, M., Ohtani,
K., Fukumoto, T., Gomi, K., Peever, T. L., and Akimitsu, K. 2009. Function of
genes encoding Acyl-CoA synthetase and Enoyl-CoA hydratase for host-selective
ACT-toxin biosynthesis in the tangerine pathotype of Alternaria alternata.
Phytopathology 99: 369-377.

Murray, M. G., and Thompson, W. F. 1980. Rapid isolation of high molecular weight
plant DNA. Nucleic Acids Res. 8:4321-4325.

Pegg, K. G. 1966 Studies of a strain of Alternaria citri Pierce, the causal organism of
brown spot of Emperor mandarin. Queensl. J. Agric. Sci. 23:15-28.

Peever, T. L., Canihos, Y., Olsen, L., Ibafiez, A., Liu, Y. C., and Timmer, L. W. 1999.
Population genetic structure and host specificity of Alternaria spp. causing brown
spot of Minneola tangelo and rough lemon in Florida. Phytopathology 89:851-860.

Raeder, U., and Broda, P. 1985. Rapid preparation of DNA from filamentous fungi.
Lett. Appl. Microbiol.1:17-20.

Solel, Z., and Kimchi, M. 1998. Susceptibility and resistance of citrus genotypes to
Alternaria alternata pv. citri. J. Phytopathol. 145:389-391.

Timmer, L. W., Solel, Z., Gottwald, T. R., Ibafiez, A. M., and Zitko, S. E. 1998.
Environmental factors affecting production, release, and field populations of conidia
of Alternaria alternata, the cause of brown spot of citrus. Phytopathology 88:1218-
1223.

Timmer, L. W., Peever, T. L., Soleil, Z., and Akimitsu, K. 2003. Alternaria diseases of
citrus-Novel pathosystems. Phytopathol. Mediterr. 42: 99-112.

Wolpert, T. J, Dunkle, L. D, and Ciuffetil, L. M. 2002. Host-selective toxins and

avirulence determinants: What’s in a name? Annu. Rev. Phytopathol. 40:251-285.

47



CAPITULO 2
Modelo de resposta de defesa em plantas de citros susceptiveis e resistentes a

Alternaria alternata

RESUMO

Para avaliar o comportamento de genes envolvidos em vias de resposta de defesa
moduladas pelos hormonios vegetais dcido salicilico (SA), dcido jasmodnico (JA) e etileno
(ET), genes de Arabidopsis thaliana foram utilizados para buscar seqiiéncias ortélogas em
citros. As seqiiéncias com maior similaridade foram utilizadas para o desenho de primers
que foram utilizados para andlise de genes transcritos por RT-qPCR 6h e 12h apés a
inoculacdo do fungo A. alternata. Para as andlises foram utilizadas as variedades tangor
‘Murcott’ (susceptivel), tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’ (resistentes). Foi utilizada
também laranja doce como hospedeiro assintomdtico do fungo. Trés perfis de expressao
foram identificados, sendo um referente a resposta na variedade susceptivel, outro a
resposta nas variedades resistentes, e o terceiro a resposta tolerante de laranja ‘Pera’. Os
dados demonstraram que existe grande contribuicdo dos genes envolvidos nas vias de
sinalizacdo por JA/ET na resposta de plantas resistentes. A rdpida indug¢do da expressao de
uma quitinase bdsica (CitPR3 - pathogenesis-related gene 3) ap6s inoculagdo com o fungo
parece estar diretamente relacionada a resisténcia em ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’. Enquanto
em laranja ‘Pera’ a via de sinalizagdo predominantemente ativada refere-se a sintese de
flavondides, com expressdo dos genes que transcrevem para sintese das enzimas
fenilalanina-amonia-liase (PAL) e chalcona sintase (CHS). Em plantas susceptiveis de
‘Murcott’ ndo houve inducdo das vias de sinalizacdo por SA e JA apds a inoculagdo com o

fungo. Interessantemente, genes relacionados a transcri¢do de enzimas responsdveis pela
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sintese de etileno, como metionina-S-metiltransferase (MMT) e 1-aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase (ACO), apareceram induzidos apds inoculacdo com o fungo, sugerindo
participacdo de etileno no processo de infeccdo. Para testar esta hipdtese, plantas foram
tratadas com o precursor de etileno e seu competidor, ethephon e 1-metilciclopropeno (1-
MCP), respectivamente. A aplicacdo de 1mM ethephon promoveu o aumento das lesdes,
enquanto a aplicacdo do competidor de etileno 1-MCP retardou o aparecimento dos

sintomas, confirmando o papel de etileno no desenvolvimento da doenca.

Palavras chave: sinalizacdo molecular; necrotréfico; citros; Mancha marrom de alternaria

INTRODUCAO

Em resposta ao ataque de microrganismos as plantas ativam cascatas complexas de
sinalizacdo que levam a producido local e sist€émica de um grande espectro de compostos
antimicrobianos (HAMMOND-KOSACK e JONES, 1996). Hormonios vegetais como
acido salicilico (SA), etileno (ET) e 4cido jasmdnico (JA) aparecem como pecas
fundamentais na regulacdo destas respostas (DURRANT e DONG, 2004; GRANT e
LAMB, 2006; VON DAHL e BALDWING, 2007). Vias dependentes de SA, ET e JA
regulam respostas de defesa que sdo especificas para diferentes tipos de patégenos. De
modo geral, patégenos que requerem células vivas do hospedeiro para completarem seus
ciclos de vida (biotréficos) sdo mais sensiveis a respostas de defesa mediadas por SA,
enquanto patégenos que matam as células do hospedeiro para se nutrirem (necrotréficos)
sdo afetados principalmente por defesas mediadas por ET e JA (GLAZEBROOK, 2005;

THOMMA, 2001). Existe ampla evidéncia da interacdo positiva ou negativa entre as vias
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de sinalizacao mediadas por SA, ET e JA, garantindo que a sinalizagdo requerida em cada
modo de interacdo seja a mais efetiva para conferir resisténcia (GLAZEBROOK, 2003).

A maioria dos trabalhos descreve os modelos de interacdo planta-patdgeno com
base na planta modelo Arabidopsis thaliana. No caso de plantas de citros (Citrus spp.), 0
pouco que se conhece dos modelos de interagdo se baseia em estudos de transcriptoma
(bibliotecas de ESTs — Expressed Sequence Tags; e microarranjos) durante a interacao
citros-patdgenos, tendo como alicerce os modelos descritos em A. thaliana. O pouco que se
conhece sobre a interacdo entre citros e A. alternata refere-se a interacdo entre limao
rugoso (C. jambhiri) e A. alternata ndo patogénico, onde através de RACE (Rapid
amplification of cDNA ends) foram identificados genes induzidos relacionados a uma
lipoxigenase (RemLOX2), uma chalcone sintase (CHS) (GOMI et al., 2001) e a uma
miraculina (RemMLP2) (TSUKUDA et al., 2006) durante o processo de infec¢do. No caso
do patétipo tangerina do fungo A. alternata, estudos focando o mecanismo molecular da
interacdo planta-patégeno sdo praticamente inexistentes. Desta forma, o presente trabalho
visou identificar o0 modelo de resposta conferida em citros apds a inoculacdo com o fungo
A. alternata patétipo tangerina através da andlise de genes modulados nas vias de

sinalizagdo por SA, ET /JA por PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR).

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico.

Todos os experimentos foram conduzidos com plantas suscetiveis de tangor
‘Murcott’, resistentes de tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’, e plantas de laranja ‘Pera’.
Todas as plantas foram enxertadas em limdo Cravo (C. limonia Osb.). As inoculagdes

foram realizadas com isolado AT4303 de A. alternata.
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Desenho de primers.

O desenho de primers baseou-se em genes de Arabidopsis thaliana envolvidos nas
vias de sinalizacdo por écido salicilico (SA), dcido jasmoOnico (JA) e etileno (ET), obtidos
através da base de dados TAIR (The Arabidopsis thaliana Information Resource,
http://www.arabidopsis.org) e utilizados como moldes para busca de seqiiéncias ortélogas
em citros através da ferramenta tBLASTn contra 110.912 unigenes presentes na base de
dados do CitEST (Citrus Expressed Sequence Tags, http://biotecnologia.
centrodecitricultura.br/). Os primers foram desenhados através do software Oligo Explorer
v.1.1.2 (Teemu Kuulasmaa, University of Kuopio, Finland) para a amplificacio de
fragmentos com comprimento em torno de 100pb e temperatura de anelamento em torno de
60°C. A especificidade dos primers foi checada in silico contra o banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) através da ferramenta Primer-BLAST. Os primers
selecionados foram testados por PCR e os amplicons foram seqiienciados (ABI 3730 —
Applied Biosystems) para confirmar suas identidades. Um amplicon contendo uma regido
intronica foi escolhido para o desenho de primers para o gene CitUBQ permitindo a
verificacdo da auséncia de contaminag¢do por DNA gendmico apds a sintese de cDNA. A

seqiiéncia dos primers, suas efici€éncias e homologias sdo demonstradas na Tabela 1.

Inoculac¢io das plantas com A. alternata.

Quatro semanas antes da inoculacdo as plantas foram podadas para induzir a
formacdo de novos ramos e brotacdes. Durante todo o experimento as plantas foram
mantidas em camara de crescimento a 27 + 1 °C, com 75 + 5% de umidade relativa, sob luz
fluorescente constante. A inoculacdo foi realizada em folhas jovens (3-5 cm) através de

suspensdo de esporos (10° esporos/mL) de acordo com metodologia de Canihos e
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colaboradores (1999). As folhas foram removidas 6h e 12 h apds inoculacio e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. O experimento foi conduzido em cinco
repeticdes bioldgicas para cada tempo em cada tratamento. As folhas congeladas foram

armazenadas a -70°C para posterior extracdo de RNA, conforme descrito posteriormente.

Efeito de ethephon e 1-metilciclopropeno (1-MCP) na infeccio por A. alternata.

Folhas de tangor ‘Murcott’, laranja ‘Pera’, tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’
foram borrifadas com 1mM, 3mM, 7mM e 11mM de ethephon (Sigma) em 4gua, e
inoculadas com discos de micélio (5mm?) removidos das bordas de culturas de A. alternata
(AT4303) cultivadas por sete dias. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo e o
diametro das lesdes foi avaliado 24h, 48h, 72h e 96h apds a inoculagdo com o fungo.
Plantas ndo tratadas, porém inoculadas com o fungo, foram utilizadas como controle. As
repeticdes biologicas foram compostas por cinco plantas por tratamento (quatro folhas por
planta) em cada tempo amostral. Adicionalmente, para avaliar o efeito de ethephon sobre o
desenvolvimento do fungo, cinco placas contendo meio de cultura BDA (Batata Dextrose
Agar) foram borrifadas com as mesmas concentracdes de ethephon descritas anteriormente
e repicadas com disco micelial do fungo (5 mm @). Como controles foram utilizadas cinco
placas ndo borrifadas. As placas foram incubadas a 27°C e o didmetro das col6nias foi

medido diariamente durante sete dias.
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Tabela 1. Genes de citros putativamente associados as vias de sinalizacdo por 4cido salicilico (SA), acido jasmomico (JA) e etileno (ET), genes
referéncia, suas similaridades com seqiiéncias no TAIR e GenBank, e suas seqiiéncias de primers utilizadas para avaliagdo da resposta por RT-qPCR

frente a inoculagdo com A. alternata.

TAIR database Genbank database Primers
Gene name CitEST Acession A. thaliana Similarity Identity Genbank Similarity
orthologous A. thaliana anotation X Definition Identity (%) Sequence (5-3') Efficience = 5D
locus (e-value) (%) Acession (e-value)
. Phenylalanine ammonia-lyase 2 T Phenylalanine-ammonia lyase F - CACAAATTGAAGCACCATCC
CitPAL2  CAS-CR-205220 AT3G53260 (PAL2) 0.0 84 CAB42794 (Citrus clementina x C. reticulata) 0.0 98 R - TTCTCAGGGCATAACGATAR 0.90 £0.005
r r
CtCHS  CAS-CS-207154 ATSG13930  Chalcane synthase (ACHS) 0.0 79 EU410483 . g:‘:;ii?; fj]?:;arsrﬁbw 10-68 96 ;:gﬂggﬁ#gﬁfgggf&m 0.92 +0.008
CitNPR1 CAS-CR-215753 AT5G45110 NPR1-like protein 3 3e83 78 XP_002322351 NPR1.F33I‘21P1JL}§ f;‘?cg?:;zf;';’me'” 2102 70 ;ﬁ%ﬁ%%gi%%?gmggg 0.91 £0.009
Pathogenesis-related gene 1 " Pathogenesis-related PR-1 " F - TTCGGAGAAGAAGTCGTATG
CitPR1  CAS-C5-122258 AT2G14610 (AtPR1) 3e-68 57 MNP_001152581 (Zea mays) fe-53 68 R - ACACCTCTTCCACCAAAAL 0.90 £0.010
MAP kinase phosphatase MAP kinase phosphatase 1 F - GTTCAACTGAACCCCCTTGA
CitMKP1  CAS-CS-125760 AT3G55270 (MKP1) 8248 61 BAE44440 (Solanum tuberasum) 1e-58 60 R - CACGGCATCACTCCCTAAAT 0.90 £0.008
F - AATTCGACTTGGGTCTGTTC
RemLOx2* NA MA MNA NA NA MNA NA MNA MNA R - CCGTAAGCGGATTGATAGG 0.98 £ 0.005
" " F - TGGTGCCAACTTGAGAAAC
CitCOM  CAS-CS-107950 AT2G39940 con 1e-108 76 ABR45955 CON (A. thaliana) 3e-106 81 R - CAGACCAAACCGTCTTAGC 0.91 £0.010
" Transcription factor AtMYC2, " F - CGATAACGGCTCTGTAATGG
CitMYC2 CAS-CR-200534 AT1G32640 AtMYC2 4e-79 64 XP_002519814 putative (Ricinus communis ) 3e-89 66 R - GTTGTIGTTIGCTGTTGTTGG 0.94 £0.010
F - AGCCCTGTAATGAAGAACC
RemMLP2** NA MNA NA NA NA MNA NA NA NA R - TAGCAACGTTTCAGCTCC 0.92 £ 0.006
Pathogenesis-related gene 3 " F - GCCTGAATCCCAGTAACCAA
CitPR3 CIT-CW-T00833 AT3G12500 (PR3) basic chitinase 1e-140 70 BAG28346 Chitinase (C. unshiu) 1e-148 99 R - AAAGCAGCTAGGTTCCCACA 0.99 £ 0.006
Methionine S-methyltransferase ” Methionine S-methyltransferase F - CTTACTGGATAGGGTGGAG
CitMMT ~ CAS-PT-304207 AT5G49810 (AtMMT) 3e-15 67 ABI34094 (Medicago sativa) 7e-23 77 R - TTGAGAACCTGAGGTCTG 0.91:0.010
1-Aminocyclopropane-1- 7 " F - ATGGAATTGAGCCGGAG
CitACO  CAS-PT-300839 AT1G05010  Carboxylate Oxidase (ACO) 5e-61 88 AAG49361 ACC oxidase (C. sinensis) 1e-67 99 R - GATACCTTCAAGTGCCCT 0.87 £0.009
Ethylene-insensitive 3-like 1 protein F - GGAGCGTCTGATAATCTTICG
CitEIN3  CAS-CS-111258 AT3G20770  Ethylen-insensitive 3 (EIN3) 1e-163 82 ADI40102 (C. sinensis) 0.0 94 R - AAGGTGTGAGGCGTAGACAC 0.94£0.011
" r F - GTGTCTCAACACGGGGAAATG
CitPDF1.4 CAS-CL-700827 AT1G19610 PDF1.4 Te-15 57 NP_173391 PDF1.4 (A. thaliana) 1e-12 57 R - ACAGAAGCACGCAAAACCAG  0.90 £0.013
" Hairpin-inducing protein F - CTGCTGCTGCTGCCTATTC
CitHIN1  CIT-CW-T00140 AT5G06320 NDR1A/HIN1-like 3 Te-48 46 ABZ80409 (Casuarina glauca) 2e-55 61 R - CGTGGAACTTGACCTTGTTG 0.97 £0.009
" Plant ubiquilin, putative " F - TTCGTCAGTTGACTAATCCT
CituBQ  CAS-PT-300961 AT2G17190 Ubiquitin family protein (DSK2)  8e-69 60 XP_002521706 (R. communis) 6e-79 7 R - GTTGCTGTGTTGACTGTG 0.91£0.007
" Tubulin Beta 8 g F - TITGTGACATCCCTCCGACT
CitTUB8  CAS-LT-602290 AT5G23860 Tubulin Beta 8 (TUB8) 4e-98 99 X¥P_2872076 (A. lyrata subsp. lyrata) 8e-96 99 R - TCACCCTCCTGAACATTTCC 0.93£0.010
Cyclophilin-ike peptidyl-pralyl " Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase " F - AGAGTATGCAGAGGAATGG
CitCyp  CAS-PT-301483 AT2G36130 cis-trans isomerase 2e-67 7 XP_002530534 cypE (R communis) 4e-89 86 R - GTCCTTAACAGAAGTCCGT 0.90£0.013

*from Gomi et al.. 2001/ ** from Tsukuda et al.. 2006 NA — Nao Avaliado
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I-MCP foi fornecido em p6é denominado SmartFresh (AgroFresh, Rohm and Hass
Quimica Ltda, Brasil) contendo 3,3% de ingrediente ativo. De acordo com as instrugdes
fornecidas pelo fabricante, foram misturados 11,9 mg do p6 de 1-MCP em 1 mL de 4dgua
para gerar 1000ppb de 1-MCP na forma gasosa em um recipiente selado de 20 litros. Para
reduzir o espacgo total necessario para a realizacdo do experimento, o mesmo foi realizado
em folhas destacadas das quatro variedades utilizadas anteriormente, no total de 20
repeti¢des por tratamento. As folhas foram acondicionadas em placas de Petri forradas com
discos de papel filtro previamente umedecidos com 700uL de dgua destilada autoclavada.
As folhas foram inoculadas com discos de micélio do fungo (3 mm @) e expostas ao gas de
I-MCP durante 24 horas. As placas foram incubadas a 27°C e o didmetro das lesdes foi
medido 24h, 48h, 72h e 96h apds inoculacdo. Folhas ndo tratadas, porem inoculadas, foram
utilizadas como controle. Adicionalmente, para avaliar o efeito de 1-MCP no crescimento
de A. alternata, placas com o meio de cultura BDA foram repicadas com o fungo e
mantidas em sistema selado contento o gds 1-MCP por 24h. Posteriormente as placas foram
transferidas para estufa e incubadas a 27°C. O crescimento do fungo foi medido 24h, 48h,

72h e 96h apds repique.

Extracdo de RNA total e Transcricao Reversa seguida de PCR quantitativo em

Tempo Real (RT-qPCR)

O RNA vegetal total foi extraido com QIAzol Lysis Reagent (Qiagen) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A concentracdo do RNA total extraido foi
quantificada em um espectrofotdmetro NanoDrop ND-8000 (ThermoScientific) e sua
integridade foi conferida em gel desnaturante de agarose 1,5% (p/v) contendo formaldeido

e brometo de etidio (SAMBROOK e RUSSELL, 2001). Amostras de RNA (1lug) foram
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tratadas com DNase I, RNase-free (Fermentas) de acordo com recomendacdes do
fabricante. A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada com RevertAid H minus First
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) utilizando primers randomicos € um micrograma
do RNA previamente tratado com DNase I, de acordo com as recomendag¢des do fabricante.
A PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foi realizada em um sistema Fast Real-time
PCR ABI 7500 (Applied Biosystems) em reacdes de 15uL contendo 10uL de 2x Fast
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), SuM dos primers forward e reverse e 3uL.
da dilui¢do 1:100 do cDNA. A amplificacdo foi realizada em 40 ciclos, sendo cada ciclo
composto de: desnaturag@o por 3s 95°C e anelamento de primers e elongacdo por 30s 60°C.
A fluorescéncia foi adquirida durante a fase de anelamento/elongacdo em cada ciclo. A
andlise da curva de melting foi realizada ao final de 40 ciclos pela aquisicdo de
fluorescéncia enquanto a temperatura foi aumentada gradativamente de 65°C a 95°C. Um
unico pico apds andlise da curva de melting confirmou a especificidade dos primers. Foram

realizadas trés repeticdes técnicas para cada repeticao bioldgica analisada.

Analise dos dados

A eficiéncia dos primers foi estimada em cada experimento através do software
Miner (ZHAO et al., 2005). Este software quantifica os resultados do gqPCR com base na
cinética da reacdo de PCR individualmente para cada amostra, sem a necessidade de uma
curva padrdo e independente de qualquer julgamento subjetivo, permitindo o cédlculo direto
de eficiéncia e CT de cada reacdo (ARTICO et al., 2010). A andlise e normalizacdo da
expressdo dos genes foi realizada no software GenEx (MultiD Analyses AB, Goteborg,
Sweden) com base nas eficiéncias e CTs gerados pelo Miner. GenEx permite corrigir o

nivel de expressdao com base na eficiéncia de cada primer, compensar as diferencas entre
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corridas pela normalizacdo com calibradores entre placas, e a normalizacdo com genes de
referencia endogenos (SCHAEFER et al., 2010). Como genes de referéncia endégenos

foram utilizados os genes CitUBQ, CitTUBS e CitCyp.

RESULTADOS

Expressiio de genes associados as vias de sinalizacio por acido salicilico, Acido

jasmonico e etileno.

A clusterizacdo do perfil de expressdo de todos os genes avaliados permitiu
identificar a presenca de trés padrOes relacionados diretamente ao modelo de interacio
entre 0 hospedeiro e A. alternata (Fig. 1). Claramente o perfil de resposta expresso por
plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’ (profile 1) é diferente do expresso por plantas
resistentes de tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’ (profile 3). Adicionalmente, plantas de
laranja ‘Pera’, embora mais préximas do perfil apresentado por plantas resistentes,
demonstraram uma resposta Unica frente a inoculagdo com A. alternata (profile 2).

A andlise mais detalhada da expressio dos genes em tangerinas resistentes
demonstra o aumento significativo (p<0,01) da expressdo de genes associados as vias de
sinalizacdo JA/ET como CitPR3, RemMPL2, CitACO, CitMMT, RemLOX2, CitMYC2,
CitEIN3 (Figura 2A e B). As principais diferencas entre ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’
remetem principalmente ao tempo de ativacdo dos genes. Genes como CitMMT, CitMYC2 e
CitEIN3 apresentam maior expressdao 6h apds inoculacdo em ‘Clementina’, enquanto em
‘Cledpatra’ os maiores niveis de expressao para estes sdo encontrados 12h apds inoculacao.
No caso de plantas de laranja doce ‘Pera’ ocorre inducdo significativa de genes associados
a via de sintese de flavondides, como CitPAL e CitCHS (Figura 2C). Ao contririo do

observado em plantas resistentes, genes de respostas de defesa associados a via de ET nao
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log fold-change

foi induzida significativamente. Entretanto, a via de sinalizacdo por JA demonstrou a
inducdo de RemLOX2 e CitMLP2. Houve repressdo significativa do gene CitPR3, associado

a transcricdo de uma quitinase bdsica ativa contra fungos e associada a interacdo sinérgica

de JA/ET.

Murcott Clementine Cleopatra

CitPAL2
CitCHS
RemMLP2
RemLOX2
CitACO
CitPR1
CitMMT
CitNPR1
CitCOI1
CitEIN3
CitMYC2
CitMKP1
CitHIN1
CitPR3
CitPDF1.4
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Figura 1. Clusterizacdo dos perfis de expressdo dos genes avaliados em plantas susceptiveis
de tangor ‘Murcott’, resistentes de ‘Cleépatra’ e ‘Clementina’, e em laranja doce ‘Pera’ seis
e doze horas apds inoculacdo com A. alternata. A escala é demonstrada em log fold-change
em relacdo a expressdo dos controles sadios ndo inoculados.

57



Cleopatra Clementine

k
F
E

}_. \
= %
‘
—_
ﬁt k
‘ 1
log-fold-change
= N

w

o

'
-
—
—=
il

'
N
'

N

M = N N Ok NN T OO - O - N N O 0 N N ¥ O - -
¥ o o Qo X O w2 xoxz=z ¥ o o Q X O -2 xo =z
Atsfsgscosrofis Boxgsggscoosgoiis
S = 8 58 & = 58 £ G 8 S = B 538 S = 3 & 6 8
O 5R0DEELOF S B8 P08 EELOG S
@ S o @ i3 S
1 . Pera - Murcott
*
3 '_l'l
[ « [}
22 — = 2
IS ] 8
S s
3 k)
S |k S
50 N
S 1] 3

M - N N O NN N T OO - O - N N O 0 N Y O - T
¥ Q 4 Q X O « xr x =z [ N X 0O w2 xoz
Cesfasgsdcsrgi&s DEggsgsdcsgrgeces
OC53ECGOCEEESECS C53EO0OGO0CE5EELSEOS
x © S © @ o
M 06h 12h

Figura 2. Expressdo de genes associados as vias de dcido salicilico, dcido jasmonico e
etileno em plantas resistentes de tangerinas ‘Cledpatra’ (A) e ‘Clementina’ (B), plantas de
laranja ‘Pera’ (C), e plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’ (D), 6h e 12h apds inoculagdo
com fungo A. alternata. O nivel de expressdo foi normalizado com os controles enddgenos
CitUBQ, CitTUBS e CitCyp e apresentado em escala de log-fold-change em relacdo a
expressdo de plantas sadias ndo inoculadas. Barras de erros indicam desvio padrio entre a
média das repeticdes bioldgicas. (*) indica diferenca significativa (p<0,01) pelo Teste t de
Student, entre a comparagdo de expressdo génica em plantas sadias e seus respectivos
tratamentos inoculados.

Com excecdo de CitNPRI, que apresentou-se significativamente reprimido, genes
da via de sinalizacdo por AS ndo apresentaram diferenca em relacdo ao nivel de expressao

de plantas ndo inoculadas de laranja ‘Pera’.
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No caso de plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’, ndo houve indu¢do das vias de
AS e JA, entretanto genes associados a sintese de etileno como CitMMT e CitACO
apareceram significativamente induzidos (Figura 2D). A inducdo destes genes indica a
sintese de etileno. Entretanto, o genes CitEIN3, associado a percepcdo do aumento de
etileno na célula e modulac@o de resposta de defesa, ndo demonstrou indugdo significativa.
Isto sugere a participacdo do etileno em outro processo bioldégico. Assim como em laranja

‘Pera’, o gene CitPR3 apresentou-se reprimido.

Efeito de ethephon e 1-metilciclopropeno (1-MCP) na infeccio por A. alternata

Plantas de tangor ‘Murcott’, laranja ‘Pera’, e tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’
foram tratadas com concentracdes crescentes do precursor de etileno, ethephon (1mM,
3mM, 7mM, 9mM e 1ImM). Apds tratamento e inoculacio com o fungo, o
desenvolvimento da doenga foi acompanhado e o didmetro das lesdes foi medido 24h, 48h,
72h e 96h apos a inoculacdo. O tratamento com 1mM de ethephon acelerou o aparecimento
de lesdes e aumentou o didmetro das mesmas em plantas de tangor ‘Murcott’ entre 24h e
96h apds a inoculagdo com o fungo, em comparagdo com plantas controle (Figuras 3 e 4).
As concentracdes de 3mM, 7mM e 11mM, retardaram o aparecimento de lesdes e
diminuiram o tamanho das mesmas de forma inversamente proporcional ao aumento da
concentracdo em relacdo as plantas controle. Nao foram observadas diferencas entre os
tratamentos e seus controles para as variedades de laranja ‘Pera’, e tangerinas ‘Clementina’

e ‘Cledpatra’ (dados ndo demonstrados).
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Figura 3. Média do didmetro (cm) das lesGes causadas por A. alternata ao longo do tempo em

plantas susceptiveis de tangor “Murcot” apds tratamento com o precursor de etileno ethephon.
Sédo demonstradas as linhas de tendéncia ao longo do tempo. Barras verticais representam desvio

padrdo da média das lesdes em cada tratamento.
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Figura 4. Efeito da aplicacdo de diferentes concentra¢des de ethephon em plantas de tangor
‘Murcott’ sobre o desenvolvimento de sintomas de mancha marrom ao longo do tempo.
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O tratamento com 1000 ppb de competidor de etileno 1-MCP retardou
consideravelmente o aparecimento de sintomas em folhas destacadas de tangor ‘Murcott’
(Figuras 5 e 6) em relacdo ao controle. Assim como o observado com a aplicacdo de
ethephon, o 1-MCP nido apresentou diferencas quanto a resposta de laranja ‘Pera’ e das
tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’ (ANEXO 1).

Tanto ethephon quanto 1-MCP ndo afetaram o desenvolvimento do fungo quando

aplicados diretamente em placas de BDA repicadas com A. alternata.
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Figura 5. Média do didmetro (cm) das lesGes causadas por A. alternata ao longo do tempo
em plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’ apds tratamento com o competidor de etileno 1-
MCP. Sao demonstradas as linhas de tendéncia ao longo do tempo. Barras verticais
representam desvio padrdo da média das lesGes em cada tratamento.

24h 96h

Figura 6. Efeito da aplicacio de 1-MCP em folhas de tangor Murcott sobre o
desenvolvimento da doenca MMA ao longo do tempo.

61



DISCUSSAO

A andlise dos genes expressos em plantas de tangor ‘Murcott’, laranja ‘Pera’, e
tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’ frente a inoculagcdo com A. alternata demonstrou a
presenca de trés padroes de resposta especificos. Um caracterizado pela resposta
susceptivel em ‘Murcott’, outro pela resposta resistente em ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’ e o
terceiro pela resposta de laranja ‘Pera’. A resposta de laranja ‘Pera’ indica um
reconhecimento diferencial do fungo em relacdo as plantas resistentes e susceptiveis,
podendo ser considerado um padrao de plantas tolerantes.

Ao analisar os dados de expressdo em plantas resistentes, claramente observa-se a
ativacdo de genes envolvidos nas vias de sinalizagdo por JA/ET. A reposta de defesa contra
organismos necrotroficos estd relacionada a sinalizacdo por JA/ET (GLAZEBROOK,
2005). Mutantes, tanto paras vias de sinalizacdo por etileno quanto para jasmonato,
apresentam maior susceptibilidade a microrganismos necrotréficos (KNOESTER et al.,
1998; STASWICK et al., 1998; THOMMA et al., 1999). Etileno e jasmonato atuam
regulando sinergicamente a expressao de genes relacionados a defesa, como PR4 (hevein-
like proteins), PR5 (osmotin), PDF1.2, e PR3 (XU et al., 1994; PENNINCKX et al., 1998;
THOMMA et al., 1998, 1999).

A induc¢do da quitinase basica PR3 em plantas resistentes indica sua participacdo na
defesa contra A. alternata. As quitinases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes [-1,4-
glicoglycosidica presentes em biopolimeros de N-acetilglicosamina, em sua maioria quitina
(KASPRZEWSKA, 2003). A quitina é parte essencial do esqueleto de carboidrato que
compdem a parede de fungos. Desta forma, as quitinases possuem papel importante no

processo de defesa, por degradar a parede dos fungos neutralizando a infec¢do.
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Em plantas de laranja ‘Pera’, houve a predominancia de resposta associada a sintese
de flavondides (CitPAL e CitCHS) e uma repressdo do gene relacionado a sintese de
quitinases bésicas (CitPR3). Em uma resposta tipica de defesa a organismos necrotréficos,
como citado anteriormente, se esperaria um inducao das vias de JA/ET, fato nio observado.
De fato houve inducdo dos genes associados a sintese de JA, como RemLOX2 e RemMLP2.
Estes genes foram previamente descritos em limdo rugoso respondendo a inoculagdo com
A. alternata nao-patogénico, em relacdo a plantas ndo inoculadas (GOMI et al., 2001;
TSUKUDA et al., 2006). Considerando a capacidade de A. alternata patogénico em causar
infeccdo assintomdtica em laranja ‘Pera’, a ndo indugdo concomitante de JA/ET e a
repressao de PR-3 sugerem outra forma de interacdo, permitindo a entrada do mesmo de
forma assintomatica.

Adicionalmente, a inducdo da sintese de flavondides possui duplo papel, sendo
tanto acionada em resposta a microrganismos endofiticos, quanto a microrganismos
patogénicos (KOSKIMAKI et al., 2009). Poucos trabalhos foram feitos para demonstrar o
papel diferencial dos flavondides nestas situagdes, entretanto alguns relatos sugerem que
exista resposta espécie-especifica em relagdo ao tipo de composto produzido em cada uma
das relagdes (KOSKIMAKI et al., 2009). As respostas promovidas por microrganismos
endofiticos sdo normalmente mais rdpidas e fortes que as produzidas por patégenos, sendo
caracterizadas pela atividade elevada da enzima PAL (SCHULZ et al., 1999). Embora os
genes avaliados (CitPAL e CitCHS) representem os primeiros passos na sintese de
flavondides, as evidéncias apresentadas suportam a ocorréncia de uma infeccdo
assintomdtica em ‘Pera’.

Embora a via de sinalizagdo por etileno tenha sido significativamente ativada em

plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’, com indu¢do dos genes CitMMT e CitACO, nao
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houve resisténcia, e as plantas apresentaram sintomas de doenga. O gene CitEIN3 (ort6logo
de EIN3 de A. thaliana) nao apareceu induzido. O gene EIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE
J) foi identificado em mutantes de A. thaliana insensiveis a etileno (CHAO et al., 1997,
SOLANO et al., 1998). Este gene transcreve uma proteina nuclear ativa como fator de
trans-ativacdo durante um estagio downstream da via de transducdo de sinal por etileno
(YOKOTANI et al., 2003). Desta forma, pode-se supor que a via de sinalizacao por etileno
foi ativada em tangor ‘Murcott’ em seus passos iniciais até a producdo do composto,
porém, o acimulo de etileno ndo foi percebido por seu sensor CitEIN3. Isto sugere que o
etileno foi direcionado para outro processo biolégico que ndo a resposta de defesa.

O papel do etileno no desenvolvimento de mancha marrom de alternaria foi
previamente proposto por Ortund e colaboradores (2008). Estes mediram a producdo de
etileno enddgeno em frutos apds a inoculacdo com A. alternata, e demonstraram que
quanto maior a producdo mais susceptivel eram os frutos. Foi observado que a producdo de
etileno endégeno aumentou nos frutos mais susceptiveis de zero nmol/g, imediatamente
apds a inoculacdo, para 0,6 nmol/g apés 10 dias da infeccdo. Adicionalmente, quando os
autores trataram os frutos com 1mM de ACC e 1mM de ethephon houve aumento do
diametro de lesdes nos frutos de variedades susceptiveis.

Para melhor entender o papel de etileno no desenvolvimento da doenca, plantas
susceptiveis e resistentes foram tratadas com concentragdes crescentes de ethephon. No
caso de laranja ‘Pera’ e das tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’ ndo foram encontradas
diferencas entre tratamento e controle. Em plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’, a
concentragdo de 1mM acelerou o aparecimento de sintomas e aumentou o diametro das
lesdes, corroborando o trabalho de Ortund e colaboradores (2008). Entretanto, as

concentragcdes de 3mM, 7mM e 11mM, retardaram o aparecimento de lesdes e diminuiram
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o tamanho das mesmas de forma diretamente proporcional ao aumento da concentracao.
Este dado sugere que em concentracdes mais altas de ethephon (e conseqiientemente
etileno) possivelmente genes de resposta de defesa sejam ativados pré-imunizando a planta
e retardando o aparecimento da doenca.

Considerando ainda o papel do etileno, folhas das quatro variedades foram tratadas
com o competidor de etileno 1-MCP. Nido houve diferenca significativa entre tratamento e
controle para as folhas de laranja ‘Pera’ e tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cledpatra’. No caso
de tangor ‘Murcott’, houve retardo significativo no aparecimento de sintomas (€X. necrose).
Uma vez que 1-MCP € uma molécula andloga ao etileno, e por sua vez competidor ao sitio
de ligacdo do mesmo, pode-se supor que houve producdo de etileno nas folhas, porem, o
receptor de etileno ndo foi capaz de perceber o acumulo do mesmo. Péde-se comprovar que
1-MCP nio alterou o crescimento do fungo em placas de Petri expostas a este composto.
Entretanto, considerando que as folhas foram inoculadas e posteriormente tratadas, nao
podemos afirmar se houve, ou ndo, alteracdo na producdo da toxina hospedeiro-seletiva.

Desta forma podemos levantar alguns pontos sobre o papel de etileno em plantas
susceptiveis:

1. Considerando que apds a inoculacdo das plantas houve aumento de genes
associados a sintese de etileno, e que o possivel acimulo de etileno nao foi
percebido pelo sensor de etileno CitEIN3, podemos sugerir que o etileno
endégeno produzido foi utilizado em outro processo bioldgico independente de

resposta de defesa, e possivelmente associado a susceptibilidade.

2. O aumento crescente da concentracdo de etileno exégeno (ethephon) retarda o

surgimento da doenga, sugerindo que em altas concentragdes ocorra saturacao
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de etileno no interior da célula ativando sensor de etileno CitEIN3 e

desencadeando resposta de defesa.

3. A aplicagdao de 1-MCP inibe o surgimento de sintoma. Considerando que 1-
MCP € andlogo ao etileno e se liga ao receptor do mesmo, 1-MCP ndo permite
que seja ativada a resposta downstream na via de sinalizacdo por etileno. Desta
forma, as respostas dependentes de etileno ndo sdo ativadas, incluindo
respostas de defesa. Fato que tornaria a planta mais susceptivel. Por outro lado,
a manifestacio da doenca remete a susceptibilidade a toxina e
conseqiientemente a seus efeitos histopatolégicos. Neste caso, podemos sugerir
que etileno possui papel como co-ativador da resposta de susceptibilidade a
toxina, seja na planta ou no fungo, o que justificaria a auséncia de sintomas em

folhas tratadas com 1-MCP.

Adicionalmente, plantas de tangor ‘Murcott’ mostraram uma inducdo significativa
de uma defensina CitPDF1.4 que ndo foi observada em nenhuma das outra variedades. As
defensinas sdo pequenas proteinas com atividade antimicrobiana que tem um padrdo de
dobramento tridimensional caracteristico, estabilizado por oito cisteinas ligadas por pontes
dissulfeto (THOMMA et al., 2002). Em A. thaliana PDF1.4 estd associada a via de SA.
(BROEKAERT et al., 2006). Entretanto, em citros parece ndo ter relacio com SA ou
resisténcia, uma vez que foi induzida em plantas susceptiveis e sem a inducdo da via de

sinalizagdo dependente de SA.
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CAPITULO 3.
Avaliacao de proteinas diferencialmente expressas em tangor ‘Murcott’ e laranja

‘Pera’ apos inoculacao com o fungo A. alternata

RESUMO

Para avaliar as proteinas envolvidas na interacdo citros-A. alternata durante a
infec¢do assintomdtica em laranja ‘Pera’ e durante a resposta de susceptibilidade em tangor
‘Murcott’, foram realizados ensaios de inoculagdo em plantas, seguido por extracdo de
proteinas, eletroforese bidimensional (2DE) e espectrometria de massa. Ao todo foram
detectadas 21 proteinas (p < 0,01) diferencialmente expressas em laranja ‘Pera’ e 26 (p <
0,01) em tangor ‘Murcott’. A andlise dos espectros obtidos por espectrometria de massa
revelou que as proteinas e os mecanismos bioldgicos envolvidos durante a resposta em
laranja ‘Pera’ sdo diferentes dos ativados em tangor ‘Murcott’, indicando uma resposta
diferenciada para cada gendtipo. Em laranja ‘Pera’ sdo ativados processos associados a
sintese de terpenos e fenilpropandides, enquanto em tangor ‘Murcott’ observa-se uma
resposta voltada a remocdo de espécies reativas de oxigénio. Observou-se também em
tangor ‘Murcott’ a indu¢do de uma MKP6 importante para a regulagcdo da via de sinalizacao

modulada pelos hormdnios vegetais etileno e dcido jasmonico.

Palavras chave: 2DE, espectrometria de massa; resposta de defesa; citros

70



INTRODUCAO

As plantas possuem muitos mecanismos de defesa que sdo ativados apds a
percepcao da presenca do patdgeno pelo contato fisico entre os elicitores derivados do
patogeno e receptores nas membranas celulares das células vegetais (LEISTER et al., 1996;
NURNBERGER e BRUNNER, 2002). Este reconhecimento inicial desencadeia uma
cascata de sinaliza¢io que normalmente envolve o influxo de Ca** (STAB e EBEL, 1987),
a alcalinizacdo da matriz extracelular (FELIX et al., 1993), e a presenca de espécies
reativas de oxigénio (LEGENDRE et al., 1993). Muitas mudancas nas paredes celulares sao
induzidas visando deter a entrada do patégeno, como a inser¢do de glicoproteinas ricas em
prolina e hidroxiprolina, reforcando as paredes celulares e formando uma barreira fisica
(BRISSON et al., 1994). Como evento final do reconhecimento planta-patégeno existe a
producdo de metabdlitos secunddrios antimicrobianos como as fitoalexinas e a sintese e
acimulo de protefnas relacionadas a defesa, incluindo as proteinas relacionadas a
patogenicidade (proteinas PR) (FRITIG et al., 1998).

A maioria destes eventos de resposta foi descrita na planta modelo Arabidopsis
thaliana, e uma série de estudos, que incluem bibliotecas de EST (Expressed Sequence
Tags) e microarranjos de DNA, vém tentando caracterizar as alteracOes transcricionais
induzidas pela interacdo de A. thaliana com seus patégenos (SCHENK er al., 2000;
MALECK et al., 2004; ZIMMERLI et al., 2004). Embora as andlises de transcriptomas
permitam uma visdo global da regulacdo génica, a acumulacdo e modificagcdo das proteinas
envolvidas nas respostas a patdgenos s6 podem ser analisadas com base em estudos
protedmicos (THRUSTON et al., 2005).

Os estudos protedmicos vém demonstrando uma série de alteracdes na populagcdo de

proteinas expressas pelas células vegetais na presenca de patégenos. O estudo com
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sementes de milho na presenca do fungo Fusarium verticillioides demonstrou que muitas
classes de proteinas foram reguladas positivamente, como as proteinas PR, enzimas
antioxidantes e proteinas envolvidas na sintese, dobramento e estabilizagdo de outras
proteinas (CAMPO et al., 2004). A interacdo de arroz com o fungo Magnaporthe grisea
demonstrou a presenca de oito proteinas reguladas positivamente, sendo dois receptores do
tipo quinase (RLK), duas B-1,3-glucanases (Glul, Glu2), uma proteina tipo-thaumatin
(TLP), uma peroxidase (POX 22.3), uma probenazole-inducible protein (PBZ1), e uma
proteina relacionada a patogénese em arroz (OsPR-10) (KIM et al., 2004). O estudo com
variedades de canola (Brassica napus) susceptiveis e tolerantes ao fungo Alternaria
brassicae demonstrou que 48 proteinas foram significativamente afetadas nas variedades
tolerantes, sendo 41 reguladas positivamente e sete negativamente, enquanto nas variedades
susceptiveis 23 proteinas foram afetadas, sendo quatro aumentadas e 19 diminuidas. Das 48
proteinas alteradas nas plantas tolerantes, 38 puderam ser identificadas e estavam
relacionadas principalmente a produgdo e sinalizacdo de espécies reativas de oxigénio, a
sinais de transcricio para producdo de auxinas e sinalizacdo de rotas metabdlicas
(SHARMA et al., 2007). Estes resultados demonstram claramente que a andlise protedmica
¢ extremamente funcional para a deteccao das respostas pds-traducionais frente a presenca
de patégenos, fornecendo assim maiores subsidios para o entendimento dos mecanismos de
sinalizacdo e reposta de defesa da planta.

No caso do patossitema citros-A. alternata pouco se conhece a respeito da interagdao
molecular entre patégeno e hospedeiro. As andlises de microscopia Optica e RT-qPCR
demonstradas anteriormente sugerem que em laranja ‘Pera’ o fungo € capaz de colonizar a
planta em uma espécie de interagdo “amigdvel” sem causar danos aparentes, enquanto em

plantas susceptiveis como tangor ‘Murcott’ 0 mecanismo molecular proposto para infeccao
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envolve a participagdo do hormonio vegetal etileno. Desta forma, com intuito de melhor
entender a interacdo molecular envolvida na colonizacdo do hospedeiro assintomatico
laranja ‘Pera’ e no hospedeiro susceptivel tangor ‘Murcott’ optou-se pelo estudo das

proteinas expressas durante o processo de infec¢do nas duas variedades.

MATERIAL E METODOS

Material bioldgico.
Todos os experimentos foram conduzidos com plantas suscetiveis de tangor
‘Murcott’ e resistentes de laranja ‘Pera’. Todas as plantas foram enxertadas em limdo Cravo

(C. limonia Osb.). As inoculagdes foram realizadas com o isolado AT4303 de A. alternata.

Inoculacio das plantas com A. alternata.

Antes da inoculacdo as plantas foram podadas para induzir a formacdo de novas
brotacdes e ramos. Durante todo o experimento as plantas foram mantidas em cdmara de
crescimento a 27 + 1 °C, com 75 + 5% de umidade relativa, sob luz fluorescente constante.
A inoculagio foi realizada em folhas jovens (3-5 cm) através de suspensio de esporos (10°
esporos/mL) de acordo com metodologia de Canihos e colaboradores (1999). O
experimento foi conduzido em cinco repeti¢des biolégicas (plantas) em cada tratamento,
sendo que cada repeticio biologica foi constituida de um pool de cinco folhas inoculados.
As folhas foram removidas 12 h apds inoculagdo e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido. As folhas congeladas foram armazenadas a -70°C para posterior
extragdo de protefnas, conforme descrito posteriormente. Como controles foram utilizados

plantas sadias ndo inoculadas das duas variedades.
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Extracao de proteinas de citros.

A extracdo de proteinas totais de folhas de citros das variedades estudadas foi
realizada através do protocolo de extracdo fendlica de Hurkman e Tanaka (1986) com
modificagdes, como segue:

A. Trés gramas de material vegetal foram macerados em nitrogénio liquido e
transferidos para tubos de centrifuga Nalgene ®; B. Foram adicionados 15 mL de tampao
de extracdo [0,7M de sacarose; 0,5M de Tris base; 0,1M de KCI; 50 mM de EDTA; ImM
de PMSF; 1% (p/v) de PVPP; 2% (v/v) de B-mercaptoetanol; pH 7,5] por amostra; C. As
amostras foram homogeneizadas por 30 min. a 4 °C em mesa agitadora; D. Foram
adicionados 15 mL de fenol saturado em Tris-HCI (pH 7,5) por amostra; E. As amostras
foram novamente homogeneizadas por 30 min. a 4 °C em mesa agitadora; F. Os tubos
foram centrifugados por 30 min., 4°C, 10.000g; G. O sobrenadante obtido apds
centrifugacdo foi transferido para um tubo Nalgene ® novo; H. Os passos de B a G foram
repetidos trés vezes e os sobrenadantes da mesma amostra transferidos para 0 mesmo tubo;
I. Por amostra foram adicionados cinco volumes da solu¢cdo gelada de acetato de amonio
(0,1M) em metanol; J. Os tubos ficaram descansando overnight a -20°C para precipitacao
das proteinas; K. Os tubos foram centrifugados por 30 min., 4°C, 10.000g; L. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de proteinas lavado trés vezes com 15 mL de acetato
de amodnio (0,1M) em metanol gelado, e uma vez em 15 mL de acetona 80% (v/v) gelada.
Em cada lavagem os tubos ficaram descansando por 40 minutos a -20°C, sendo
posteriormente centrifugados a 10.000g por 30 minutos 4°C, descartando o sobrenadante
entre as lavagens. M. Apds a ultima lavagem o sobrenadante foi descartado e o pellet foi

seco em geladeira por dois dias. N. Os pellets foram solubilizados em 1 mL de tampao de
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solubilizacdo [7M de uréia; 2M de tiuréia; 100mM de DTT; 0,8% (v/v) Triton X100; 4%
(p/v) CHAPS].

Ap6s extracdo as proteinas foram quantificadas de acordo com método de Bradford
(BRADFORD, 1976) utilizando-se o Kit BioRad Protein Assay (BioRad) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apds a quantificacdo das proteinas, estas foram submetidas a

verificacdo de qualidade através de gel de poliacrilamida SDS-PAGE (LAEMMI, 1970).

Focalizacio isoelétrica e eletroforese bidimensional (2DE)

A focalizacdo isoelétrica (IEF) foi realizada com aproximadamente 700ug de
proteinas solubilizadas por fita de pH imobilizado (Immobiline DryStrip pH 3-10NL, 18
cm; GE Healthcare). As fitas de pH imobilizado foram reidratadas passivamente
diretamente com a amostra € 1% de anfélitos overnight a temperatura ambiente. A IEF foi
realizada em um IPGphor III (GE Healthcare) a 20°C e 50uA/fita, conforme descrito na

tabela 1.

Tabela 1. Programa para focalizacdo isoelétrica de

proteinas de folhas de citros.

Passos Modo Tempo (h) Voltagem (V)
1 Step-and-hold 1 100
2 Step-and-hold 8 200
3 Step-and-hold 1 400
4 Step-and-hold 1 700
5 Step-and-hold 1 1000
6 Gradiente 2 5000
7 Step-and-hold 4 7000
8 Gradiente até 85000 Vh 7000
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Ap6s focalizacdo, as fitas foram equilibradas em tampao de equilibrio [SOmM Tris-
HCI, pH 8.8; 6M uréia; 30% (v/v) glicerol; 2% (p/v) SDS; tragco de azul de bromofenol; 2%
(p/v) DTT] por 15 min. e no mesmo tampao com 4% (p/v) de iodoacetamida e sem DTT
por outros 15 min. A eletroforese bidimensional foi realizada em gel continuo SDS-PAGE
12,5% (160 x 200 x 0,75 mm) em uma cuba Protean Cell II xi (BioRad) com tampao
padrao Tris-Glicina-SDS [25 mM Tris; 192 mM glicina; 0,1% (p/v) SDS]. A eletroforese
comecou a 16 mA/gel a apdés 30 min. foi alterada para 32 mA/gel até o fim. Os géis foram
fixados [40% (v/v) etanol; 10% (v/v) 4cido acético] por no minimo 30 min. sob agitacdo, e
posteriormente corados com Coomassie Brilliant Blue G-250 coloidal por 90 min. Os géis
foram descorados com solucd@o de descoloragdo [20% (v/v) etanol; 5% (v/v) acido acético].
e digitalizados em scanner Imagenscanner III (GE Healthcare) em resolucao de 300 dpi. As
imagens foram analisadas utilizando software Image Master 2D platinum V7.0 (GE
healthcare). Para a andlise dos géis e deteccdo dos matches, foram calculados os valores de
tendéncia central, com base no cdlculo de variacdo média (localizagdo média entre os
extremos de duas amostras), e dispersdao, com base no célculo de desvio padrido absoluto
(cdlculo do padrdo de diferenga absoluta entre cada valor e a tendéncia central). Uma vez
que os valores de variacdo média sdo severamente afetados pelos extremos, foram
desconsiderados 10% dos valores maximos e 10% dos valores minimos dos spots
detectados a fim de eliminar esta influéncia. Triplicatas técnicas foram realizadas para cada

extracao de proteinas e 2DE.
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Digestao das proteinas diferencialmente expressas e espectrometria de massa

por CalpLC-MS/MS

As proteinas diferencialmente expressas, obtidas através de 2DE, foram submetidas
a digestdo in gel com a enzima tripsina (Sequencing grade modified Trypsin — Promega).
Para tanto, os spots contendo as proteinas foram removidos do gel, cortados em pedagos de
aproximadamente 2mm?3, transferidos para um microtubo de 1,5 mL e digeridos conforme
metodologia descrita por Celedon ef al. (2007), com as seguintes modificacdes:

Remocdo do corante — Aos microtubos contendo os fragmentos de gel, foram
adicionados 500 uL de solu¢cdo descorante (50% v/v acetonitrila; 25mM bicarbonato de
amonio). Os microtubos foram agitados por 15 minutos e a solu¢do foi descartada. O
processo foi repetido até a completa descoloracdo dos fragmentos de gel (em média 5
lavagens). Apds a completa remogdo do corante, os fragmentos de gel foram desidratados
com duas lavagens de 10 minutos em 500 pL de acetonitrila 100%. A acetonitrila foi
descartada e os fragmentos de gel foram completamente secos a temperatura ambiente.

Redugdo e alquilagdo — Os fragmentos de gel foram hidratados e reduzidos em 500
uL de solucdo de DTT/AMBIC (20 mM ditiotreitol; SOmM bicarbonato de amonio) a 56°C
por 40 min. A solucio DTT/AMBIC foi descartada, e foi adicionada aos fragmentos a
solucdo TAA/AMBIC (55 mM iodoacetamida; 50 mM bicarbonato de amodnio). Os
fragmentos de gel foram incubados a temperatura ambiente, por 30 minutos, no escuro. A
solucao TAA/AMBIC foi removida e os fragmentos foram lavados uma vez em 25mM de
bicarbonato de amonio, sendo posteriormente desidratados em acetonitrila 100%. A
acetonitrila foi descartada e os fragmentos de gel foram completamente secos a temperatura

ambiente.

77



Digestao das proteinas — Os fragmentos de gel foram hidratados em 15 pL de
solucdo 25 mM bicarbonato de amdnio contendo 150 ng de tripsina. Apés 10 minutos,
foram adicionados 10 puL de solu¢do 25 mM de bicarbonato de amodnio. Os fragmentos
foram mantidos por 14 horas a 37°C. A acdo da tripsina foi interrompida pela adi¢do de 15
uL de solugdo bloqueadora (50% v/v acetonitrila; 5% v/v 4cido férmico).

Extracdo dos peptideos — Os peptideos foram extraidos dos fragmentos de gel com
trés lavagens de 15 minutos com 100 pL de solu¢do de elui¢do (50% v/v/ acetonitrila; 1%
v/v 4cido férmico), e duas lavagens com 100 pL de acetonitrila 100% a 40°C sob
sonicag¢do. Ao final de cada lavagem, a solucdo foi transferida para um microtubo de 1,5
mL. A solu¢do contendo os peptideos foi liofilizada e as amostras armazenadas a -80°C.

Os peptideos foram solubilizados em 20 mM de formiato de amdnio, e submetidos a
espectrometria de massa em um equipamento hibrido Q-TOF-Ultima API (ESI-MS/MS
quadrupole/aceleracdo orthogonaltime-of-flight; Waters) acoplado a um sistema on-line de
HPLC capilar (CalpLC; Waters).

A separacdo dos peptideos foi realizada em uma pré-coluna C18 (Sentry Guard
Column C18; Waters) seguida por uma coluna de fase reversa C18 (Symmetry C18 5 um
0,32 x 150 mm; Waters). Os peptideos foram eluidos através da variacdo do gradiente do
tampao A (95% v/v H,O, 5% v/v acetonitrila e 0,1 % v/v 4cido férmico) e do tampao B
(95% v/v H,O, 5% v/v acetonitrila e 0,1 % v/v acido férmico). Durante a corrida, o fluxo
de injecdo utilizado foi de 5 ul.min.” nos primeiros 15 min., 2 pl.min.” entre 15 ¢ 40 min.,
e novamente 5 pl.min.” entre 40 e 45 min.. A variacdo do gradiente do tampdo B foi de
10% a 15% (v/v) por 5 min., 15% a 35% (v/v) por 20 min., 35% a 45% (v/v) por 5 min.,
45% a 80% (v/v) por 5 min., mantidos a 80% (v/v) por 5 min., e a 100% (v/v) nos ultimos 5

min..
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A ionizagdo por electrospray foi realizada a 3 KV, com a temperatura do cone
ajustada para 90°C na presenca de 5 psi de nitrogénio. A fragmentacdo dos peptideos foi
realizada na camara de colisdo com 15 psi de gas argdnio. Os parametros foram definidos
através do programa MassLynx v.2.1 (Waters).

Todas as aquisicdes foram calibradas com peptideo padrao GLU!-fibrinopeptide B

(GFP, Sigma) na concentragio de 100 fmol.ul.min.™.

Analise dos espectros de massa e identificaciao das proteinas

Os espectros obtidos foram processados através dos programas MassLynx NT
BioLynx v.4.0 e ProteinLyn v.2.1 (Waters). Os arquivos obtidos foram confrontados com os
bancos de dados Swissprot e Plants_EST através do software MASCOT 2010
(http://www.matrixscience.com). Os parametros utilizados para os bancos previamente
mencionados foram: taxonomy: Viridiplantae (Green plants); fixed modifications:
Carbamidomethyl (C); variable modifications: Oxidation (M); peptide tolerance: 50 ppm;

data format: Micromass (.PKL); instrument: ESI-QUAD-TOF.

Os resultados foram avaliados de acordo com os maiores escores, taxa de cobertura
e nimero de peptideos, bem como correspondéncia de peso molecular e ponto isoelétrico

tedrico e experimental.
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RESULTADOS

Deteccio de proteinas de citros diferencialmente expressas em resposta ao

patétipo tangerina do fungo A. alternata.

A extracdo de proteinas de folhas de citros através do protocolo modificado de
Hurkman e Tanaka (1986) apresentou rendimento médio de 15mg/g de tecido fresco
processado. Ndo foram observadas diferencas no perfil dos géis de SDS-PAGE entre

variedades e entre seus tratamentos (Figura 1).

MS M12 PS P12

Figura 1. SDS-PAGE de aproximadamente 15 pg de proteinas totais extraidas de folhas jovens
da variedade de laranja ‘Pera’ sadia (PS) e 12 horas apds inoculacdo com fungo A. alternata, e
tangor ‘Murcott’ sadia (MS) e 12 horas apds inoculacdo com o fungo A. alternata (M12). (M -
marcador de peso molecular Broad Range Bio-Rad). O gel foi corado com Coomassie Brilliant
Blue G250.

Para eletroforese bidimensional foram realizadas trés repeti¢cdes técnicas de cada
uma das cinco repeticdes biologicas para cada um dos tratamentos, totalizando 15 géis por

tratamento. Para a andlise foram considerados somente 0s spots presentes em todas as

80



repeti¢des técnicas de cada tratamento. Para as andlises foram comparadas somente plantas
inoculadas com seus respectivos controles dentro da mesma variedade. O nimero médio de
spots detectados estd apresentado na tabela 2. A figura 2 demonstra o perfil de eletroforese

bidimensional das proteinas obtidas de tangor ‘Murcott’ e laranja ‘Pera’.

Tabela 2. Média de spots detectados em folhas de plantas tolerantes de laranja ‘Pera’ e em

plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’ com a média do coeficiente de correlacdo entre as

repeticoes
Tratamento Média de spots Média do coeficiente de
detectados variacao (R)
Laranja ‘Pera’ sadia 384 0,94
Laranja ‘Pera’ inoculada (12h) 406 0,89
Murcott ‘tangor’ sadia 375 0,86
Murcott ‘tangor’ inoculada (12h) 395 0,91

Ap6s andlise estatistica (ANOV A) foram identificados 21 spots em laranja ‘Pera’
que tiveram seu volume significativamente alterado, sendo que destes, 14 apresentaram
aumento de volume e sete apresentaram reducdo (p < 0,07). Em tangor ‘Murcott’ foram
identificados 26, sendo que 11 apresentaram aumento de volume e 15 apresentaram
reducdo (p < 0,0I). Os spots significativamente aumentados ou diminuidos em laranja
‘Pera’ e tangor ‘Murcott’ foram submetidos a espectrometria de massa para identificacdao de
identidade (TABELA 1, ANEXOS). Destes, dois spots de tangor ‘Murcott’ nao
apresentaram similaridade com nenhuma proteina presente nos bancos de dados do SWISS
PROT ou NCBI. A auséncia de similaridade pode ser decorrente da auséncia destas
proteinas nos bancos de dados, ou referente a baixa qualidade dos espectros obtidos apds

espectrometria de massa. A falta de qualidade dos espectros por sua vez pode estar
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relacionada a pouca quantidade de amostra ionizada ou ainda dificuldades de ionizagdao

inerentes as propriedades fisicas de cada amostra (WESTERMEIER e NAVEN, 2002).
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Figura 2. Exemplo do perfil de eletroforese bidimensional de 750ug de proteinas totais
extraidas de folhas das variedades de tangor ‘Murcott’ e laranja ‘Pera’ sadias (Controle) e 12
horas apds inoculagdo com fungo A. alternata (12 horas). A focalizagdo isoelétrica foi
realizada em tiras de pH 3-10 nao-linear e os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue G250.

Ap6s andlise dos espectros e identificacdo dos processos bioldgicos em que cada
proteina estava envolvida, pode-se notar que em plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’
ocorreu alteracdo em protefnas associadas principalmente a resposta de hipersensibilidade

(HR), eventos de estresse oxidativo e morte celular (TABELA 1, ANEXOS), como:
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Peroxiredoxin-2E-1, chloroplastic, Mitogen-activated protein kinase 6, Aspartyl protease
family protein/CDRI (constitutive disease resistance 1), ribose-5-phosphate isomerase,
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 1 e L-ascorbate peroxidase, cytosolic.
Surpreendentemente, nenhuma proteina relacionada a resposta de defesa, estresse
oxidativo ou hipersensibilidade, mostrou-se induzida ou reprimida em laranja ‘Pera’. A
sintese de terpenos e fenilpropandides aparece induzida pela acdo de Abietadiene synthase,

Phenylalanine ammonia-lyase e O-methyltransferase.

DISCUSSAO

Nitidamente os processos regulados em plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’ sao
diferentes dos regulados no hospedeiro assintomatico laranja ‘Pera’ apds a inoculagdo com
o fungo A. alternata.

A presenca de proteinas relacionadas as vias de estresse oxidativo em plantas
susceptiveis de tangor ‘Murcott’ € justificada pelo modo de acdo da toxina ACT de A.
alternata, a qual induz necrose em tecidos susceptiveis. Dentre as proteinas identificadas
em tangor ‘Murcott’ e relacionadas ao estresse oxidativo destaca-se o acumulo de
Peroxiredoxin-2E-1 e L-ascorbate peroxidase. As peroxiredoxinas e as ascorbato
peroxidases atuam ativamente na detoxificacdo do peréxido de hidrogénio (H,O,) presente
nas células vegetais (WOO et al., 2010; KOUSSEVITZKY et al., 2008). A ascorbato
peroxidase utiliza ascorbato com agente redutor para catalisar a conversao de H,O, em H,O
(KOUSSEVITZKY et al., 2008). O H,0; livre reage no citoplasma liberando radical
hidroxila (OH) ou singlet de oxigénio ('O,) altamente reativos que levam a morte celular
(ZANINOTTO et al., 2006). O actimulo de H,O, no citoplasma estd associado a HR

mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS) em resposta a patégenos (ZANINOTTO
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et al., 2006). A HR € uma forma de limitar o desenvolvimento do patdégeno através da
morte das células adjacentes ao sitio de infeccdo, entretanto no caso de A. alternata esta
resposta levaria ao favorecimento da infeccdo pela maior disponibilizacdo de recursos.
Considerando que o actimulo de H,O, favorece o desenvolvimento do fungo, é aceitavel
que mecanismos de detoxificacdo estejam ativos nas células vegetais de plantas suscetiveis
na tentativa de diminuir a infeccao e restabelecer a homeostase. Em estudos com o patétipo
de Pera japonesa do fungo A. alternata, produtor da toxina hospedeiro seletiva AKT-1,
observou-se que a geracdo de H,O, e a peroxidacdo de lipideos de membrana estariam
associados a modificacdes nas células hospedeiras em resposta a toxina produzida pelo
fungo (SHIMIZU et al., 2005).

Outra enzima envolvida na sinalizagdo por ROS aparece reprimida em tangor
‘Murcott’” apds a inoculacdo com o fungo A. alternata, sendo ela Aspartyl protease family
protein/CDRI. Diferentemente de Peroxiredoxin-2E-1 e L-ascorbate peroxidase que atuam
removendo H,O, das células, a CDRI possui papel na sintese de H,O,. CDR1 é uma
endopeptidase tipo aspartato que quando induzida atua na produgcdo de H,O; e leva a
resisténcia mediada por dcido salicilico e a expressdo de duas proteinas PR, PR1 e PR2
(SIMOES et al., 2007).

A andlise das proteinas expressas em tangor ‘Murcott’ revelou também a indugdo de
uma Mitogen activated protein kinase 6 (MPK6) apds inoculacdo com o fungo. As MPKs
possuem papel importante na sinalizacio de estresse bidtico e abidtico (PITZSCHKE et al.,
2009). As MPK6 e MPK3 estdo normalmente associadas a resposta de defesa, sendo os
primeiros receptores de PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Pattern) na superficie da
célula (PITZSCHKE et al., 2009). Os PAMPs ndo sdo especificos para um patdgeno, mas

refletem a resposta a um dado grupo de patégenos (AUSUBEL, 2005). As MPK6/MPK3
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estdo envolvidas com a regulacdo da sintese de etileno em plantas sob estresse (MIAO et
al., 2007), além da induc@o de morte celular do tipo HR (PITZSCHKE et al., 2009). Estes
dados corroboram os resultados encontrados através de RT-qPCR que sugerem possivel
participacdo de etileno no desenvolvimento dos sintomas.

Adicionalmente observa-se o acimulo de uma lecitina (lectin-related protein) em
tangor ‘Murcott’ apds inoculagdo com o fungo. As lecitinas sdo proteinas de ligacdo de
acucares que reconhecem estruturas especificas de carboidratos e mediam processos
biolégicos associados a respostas de estresse bidtico e abidtico (KOMATH et al., 2006).
Elas podem ter fungdo antimicrobiana e estdo envolvidas tanto na defesa contra
microrganismos patogénicos quanto no estabelecimento de interagdes simbidticas
(BREWIN e KARDAILSKY, 1997). Em ambos os casos elas seriam expressas, com a
diferenca que em situacdo de patog€nese a expressdo seria continua, enquanto durante a
simbiose seria transitoria (GIBSON et al., 2008). Em laranja ‘Pera’ houve o acimulo de
uma lectin protein kinase apds inoculagdo com o fungo A. alternata. A familia de proteinas
quinases atua adicionando grupos fosfatos a proteinas alvo (fosforilagdo), podendo alterar a
funcdo das proteinas, sua localizacdo celular ou sua associagdo com outras proteinas
(HANKS e QUINN, 1991). No caso da familia de lectin protein kinases, sua fungdo ainda é
pouco estudada (HOFF et al., 2009). Alguns receptores de membrana possuem dominios
tipo lectin kinase que compartilham similaridade com lecitinas de leguminosas e possuem
capacidade de ligar varias moléculas hidrofébicas incluindo oligossacarideos e hormonios
vegetais (JOSHI et al., 2010). Estes receptores fosforilam proteinas intermedidrias que
podem, direta ou indiretamente, regular os niveis de tolerancia ao estresse induzido nas

células vegetais (JOSHI et al., 2010).
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Processos associados a fotossintese aparecem alterados somente em tangor
‘Murcott” através da diminuicdo da expressio de Ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase activase B (RuBisCO activase) e do aumento de Chlorophyll a-b
binding protein. A RuBisCO activase atua ativando a enzima Ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase oxygenase (RuBisCO) que por sua vez catalisa o principal passo na fixacdo de
carbono no ciclo de Calvin durante a fotossintese (FELLER et al., 2008). A Chlorophyll a-
b binding protein é responsavel pela absorcio da luz durante a fotossintese nos
fotossistemas I e II (ANDERSSON et al., 2003). Em associagdes com bactérias, fungos e
virus podem ocorrem a reducdo de enzimas associadas a fontossintese como RuBisCo,
RuBisCO activase, ¢ Chlorophyll a-b binding protein (AFROZ et al., 2011). Esta
diminui¢do esta relacionada a presenca de jasmonatos produzidos na resposta de defesa e
que degradam proteinas dos cloroplastos, reduzindo a expressdao de RuBisCO e proteinas
associadas (AFROZ et al., 2011). No caso da interagdo tangor ‘Murcott’- A. alternata, os
dados de RT-qPCR ndo indicaram a indugdo da via de sinalizacdo por dcido jasmonico.
Pode-se supor que os resultados contrastantes de inducdo de Chlorophyll a-b binding
protein e repressdo de RuBisCO activase estejam ligados ao efeito da toxina ACT nas
células hospedeiras, uma vez que esta causa clorose seguida de necrose.

Em laranja ‘Pera’ trés proteinas identificadas e associadas a sintese de terpenos e
fenilpropandides apareceram induzidas apds inoculagdo com A. alternata, sendo elas
Abietadiene synthase, Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) e O-methyltransferase. A
Abietadiene synthase atua em uma via de oxidacdo de alcodis para formar diterpenos,
isopimaradienos e levopimaradienos (PETERS et al., 2003). Os terpenos possuem papel
importante nas interacdes planta-insetos, planta-patégenos e planta-planta (DUDAREVA et

al. 2004; PASCHOLD et al. 2006). A enzima PAL catalisa o primeiro passo na sintese de
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flavondides. Estes alem de proteger as plantas contra o ataque de microrganismos
patogénicos, atuam como moléculas sinalizadoras nos primeiros passos de associagdes
simbidticas planta-microrganismos (PARR e BOLWELL, 2000; WINKEL-SHIRLEY,
2002). A O-methyltransferase por sua vez atua na via de fenilpropandides durante a sintese
de lignina (JAECK et al., 1992). Estes dados corroboram os resultados obtidos através de
RT-gPCR, onde se observou indu¢do de PAL e Chalcone sintase (CHS) em laranja ‘Pera’,
demonstrando a importancia da via dos fenilpropandides no processo de colonizacdo

assintomatica.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Até o momento, poucos estudos foram realizados para entender a interacdo
molecular entre plantas citricas e o patétipo tangerina do fungo A. alternata. Muitas das
informacdes apresentadas aqui sdo iniciais € demonstram que o patossistema citros-A.
alternata é complexo e varidvel. Os dados de microscopia Optica, PCR quantitativo em
tempo real (RT-qPCR) e eletroforese bidimensional (2DE) sugerem que plantas citricas
possuam trés modos de interacdo especificos com o patétipo tangerina do fungo A.
alternata, sendo eles: resisténcia, suscetibilidade e colonizacdo assintomadtica (Figura 1).
Para cada variedade sdo ativados mecanismos de resposta especificos que direcionam a
cascata de sinalizagdo para um dos modelos de interacao.

Em plantas resistentes de tangerinas ‘Clementina’ e ‘Cleépatra’ o fungo
desencadeia respostas de defesa tipicamente associadas a resisténcia contra fungos
necrotréficos através da inducdo das vias de sinalizagdo por etileno e dcido jasmonico e
producdo de proteina PR especifica de resposta de defesa. Neste caso ndo sdo observados
sinais de necrose ou clorose, nem a presenca do fungo nas folhas, demonstrando a
resisténcia das mesmas a toxina ACT e ao fungo.

Em plantas susceptiveis de tangor ‘Murcott’, é observada a formacdo de necrose
apods inoculagcdo com o fungo. Adicionalmente observa-se a indugdo de genes associados a
sintese de etileno, sugerindo a participacdo deste no desenvolvimento da doenca. Na
tentativa de restabelecer a homeostase, proteinas associadas a remoc¢do de perdxidos de

hidrogé€nio sdo ativadas. Adicionalmente a planta tenta se defender sem sucesso pela

inducdo de lecitinas e defensinas (PDF1.4).
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Modelo de interacdo entre o patétipo tangerina do fungo Alternaria alternata e plantas
resistentes, susceptiveis e em infeccdes assintomaticas. ET/JA — sinalizagc@o por etileno e acido
jasmdnico. ROS — espécies reativas de oxigénio. No modelo, o fungo é representado como o
grande triangulo e a toxina ACT como os circulos brancos menores. Na susceptibilidade (circulo
vermelho), tanto o fungo quanto a toxina afetam o hospedeiro causando a doenga. Na resisténcia
(circulo verde) ocorre o bloqueio do estabelecimento do fungo, ndo desenvolvendo sintomas.
Enquanto que na infec¢@o assintomética (circulo amarelo) ocorre a entrada assintomadtica do

fungo sem o hospedeiro ser afetado pela toxina.

Em plantas de laranja ‘Pera’ ndo sdo observados sintomas da doencga, entretanto
observa-se o fungo se desenvolvendo nos tecidos vegetais. Ocorre a expressdao de genes € 0
acimulo de proteinas associadas a sintese de terpenos e fenilpropandides, indicando uma
possivel interacdo ndo-patogénica com a planta. Neste caso, pode-se sugerir que a planta

possua certa resisténcia a toxina, porem nao ao fungo. Podemos especular que a resisténcia

92




a toxina poderia ser conferida pela degradacdo da mesma pela planta, ou pela auséncia de
receptores nas células de laranja ‘Pera’ para o reconhecimento da mesma. Entretanto, neste
trabalho, ndo foram encontradas evidencias que pudessem contribuir com estas idéias.

O mecanismo especifico associado ao reconhecimento do patégeno em cada uma
das interacdes € desconhecido. Os resultados obtidos aqui abrem precedentes para novas
pesquisas e para um novo entendimento da relacdo entre o patétipo tangerina de A.

alternata e seus hospedeiros citricos.
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CAPITULO 1 - Supplementary material
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S1. Detection of the tangerine pathotype of A. alternata recovered from artificially inoculated Pera
leaves, and in healthy leaves of Pera sweet orange; A. Amplification of the fungal ACT-toxin (1)
and rDNA (2) genes clusters from A. alternata colonies recovered from symptomless Pera leaves 30
days post inoculation (each lane represents different isolates; the same isolates are represented by
the same lanes in Al and A2) B. Amplification of the fungal ACT-toxin from symptomless Pera
leaves collected from a plant grown in a parallel line to an ABS severely infected Dancy mandarin
(each lane represents different leaves). C. Amplification of the fungal ACT-toxin from symptomless
leaves of Pera sweet orange 30 days post A. alternata artificial inoculation. M — 1Kb ladder; No —
A. alternata non-pathogenic control; Pa — positive control of the tangerine pathotype of A.
alternata; N — Negative control of non-infected Clementine; Da — Positive control of severely
infected Dancy mandarin.
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CAPITULO 1 - Supplementary material

S2. Pera sweet orange leaves collected in the field from a plant grown in a parallel line to an ABS
severely infected Dancy mandarin. Leaves were surface disinfested and maintained in a moist
chamber for 35 days. Arrows indicate fungal structures emerging from inside leaf tissues.
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CAPITULO 2
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Anexo 1. Média do didmetro das lesdes causadas por A. alternata em laranja “Pera” e

tangerinas “Clementina” e “Cledpatra” ap6s tratamento com 1-MCP.
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CAPITULO 3

Tabela 1. Proteinas diferencialmente expressas em tangor Murcott (MU) e laranja Pera (PE) 12 horas ap6s inoculacido com Alternaria alternata patotipo

tangerina. Em verde sdo demonstradas as proteinas induzidas, em vermelho as reprimidas.

PM PM GO
Spot Identidade Acesso Espécie Base pi . e v Peptideos encontrados
L. pi Processo Biologico
(tedrico)
R.AGDGMTFIFASDK.N
+ Oxidation (M)
K.GVGEYLGLQSSPGD
. . Citrus 29300 32200 . Q
MUS57 Lectin-related protein Q9FQ12_CITPA disi SP 51 56 1. sugar binding K.F
paradtt ' ' K.FPPLAVELDTCLNK.N
R.IYYNPDFGQLSIYAA
YSGETLVK.V
. K.GVTTIIGGGDSVAAV
Phosphoglycerate Nicotiana so146  4gl7o L sbeolysis EK.V
M PGKH_TOBA P 2. re: se to cadmium i :
V60 yinase, chloroplastic GKH_TOBAC tabacum S 8.5 9.1 response fo cagmum ion - p YNELLLVGGEPLSAV
3. response to cold
K.L
K.YTSIKPLGDR.V
. . 1. protein folding; K.DLKPLNDR.V
MUG61 20 kDa chaperonin  CHI0C_ARATH A: Zb’l‘,i"p S sp 268798 > 2?3455 O 5 response to cadmiumion  K.YAGNDFK.G
atand : : 3.response to cold K.EDDIIGILETDDVKDL
KPLNDR.L
p iredoxin2E- 1 23674 27900 1. cell redox homeostasis
eroxireaoxin- -
MUI110 . ’ PR2E1_ORYSJ Oriza sativa SP 2. oxidation-reduction R.YALLAEDGVVK.V
chloroplastic 8.9 8.2

process
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(continuacao)

PM PM GO
Spot Identidade Acesso Espécie Base pi . e e Peptideos encontrados
. pi Processo Bioldgico
(tedrico)
1. camalexin biosynthetic
process
2. induced systemic
resistance, jasmonic acid
mediated signaling pathway
3. plant-type hypersensitive
response
4. priming of cellular
response to stress K.GAYGIVESAMNSET
5. protein phosphorylation NESVAIK.K
MU154 Mitogen-activated MPK6 ARATH Arabidopsis Sp 45028 44300 6. regulation of stomatal R.NAFNDVYIAYELMD
protein kinase 6 - thaliana 5.3 5.7 complex patte;"ning TDLHQIIR.S
7. response to abscisic acid KFPTVHPLAIDLIEKM
. K.ELIYR.E
stimulus
8. response to cold
9. response to ethylene
stimulus
10. response to hydrogen
peroxide
11. response to salt stress
12. root development
l]mfff Zj’; response to R.LLSAIDIPLGGDSQPE
f . bid 6 2. proteolysis lS{Ig]I;;f/glé]I)TGSDILW
amily protein/CDRI1 Arabidopsis 46818 48200 . .
MU254 (cons};ilsutive disease NP_198319 thaliarlz)a NCBL 55 57 s f;l“”(’” OI{ };y, drogen VNCAGCIR.C
resistance 1) zeizx’ Ze metabo ’i,p rl",cess _, KINFGTNGIVTGPGVV
. regulation of salicylic aci STPLTK A
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(continuacio)

. - Pl\./l PM GO .
Spot Identidade Acesso Espécie Base pi . e e . Peptideos encontrados
. pi Processo Bioldgico
(tedrico)
K.HIDSQSLLGLTTTK.D
K.ETTVLHEGFYFANGI
ALSK.N
Adipocyte plasma K.LKETTVLHEGFYFAN
membrane-associated . GIALSK.N
MU269 protein, putative XP_002516259.1 Ricinus NeBr OB AL enthetic process R.AGILDAFIENLPGGPD
(Strictosidine synthase comunts 23 57 NINLAPDGSFWIGLIK.
superfamily) M
K.VTEEGVEAIVPDASF
TNDVIAASDGTLYFTV
ASTK.Y
K.SFQCELVFAK.M
Ribulose bisphosphate l]) .aiefir;: response to E{ITZDTFPGQSIDFFGA
MU3e3  carboxylaseloxygenase  p oy yia1 o Malus sp  ATIO8ABA0 -, ponse 1o cold K.LLEYGNMLVQEQEN
activase B, domestica 7.6 9.0 . . e
chloroplastic 3. response to light stimulus ~ VK.R + Oxidation (M)
4. chloroplast stroma R.VPIIVTGNDFSTLYAP
LIR.D
R.APGVQTPVIVR.F
L. R.LGPNYLQLPVNAPK.
. Nicotiana 56980 58700 C
MU425 Catalase isozyme 3 CATA3_NICPL  plumbaginifoli SP 6.8 70 1.hydrogen peroxide R GPILLEDYHLVEK_L
“ R.EGNFDLVGNNFPVFF
VR.D
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(continuacio)

Spot

Identidade

Acesso

Espécie

Base

PM
pi

(tedrico)

PM
pi

GO
Processo Biolégico

Peptideos encontrados

MU654

MU663

MU668

MU677

ribose-5-phosphate
isomerase

Chlorophyll a-b
binding protein

Uricase-2 isozyme 2

Nucleoid DNA-binding
protein cnd41-like
protein

DT214650

CB22_MAIZE

URIC2_CANLI

QO9LEW3_ARAT
H

Poncirus
trifoliata

Zea mays

Canavalia
lineata

Arabidopsis
thaliana

NCBI

Sp

Sp

Sp

32250
7.3

27977
5.3

34014
8.6

49473
5.0

101

40230
7.9

30349
5.6

38900
8.9

56320
5.6

1. cell death

2. pentose-phosphate shunt,
non-oxidative branch

3. vegetative to reproductive
phase transition of meristem

1. photosynthesis

1. nodulation

2. oxidation-reduction
process

3. purine base metabolic
process

1. proteolysis

K.SGMALGLGTGSTAA
FVVDK.I + Oxidation (M)
K.SLNIPLTTLDDHPSLD
LAIDGADEVDPELNLV
K.G
K.LEGVVEHGLFLDMA
TAVIIAGK.T + Oxidation
M)
K.AGSQIFSEGGLDYLG
NPSLIHAQSILAIWACQ
VVLMGAVEGYR.I +
Oxidation (M)
K.GPLENLADHIADPVN
NNAWAYATNFVPGK.
K.GGYFIVEWR.V
K.ECSEILSVEDFAILLA
K.H
K.SGALQLTSGIEGLSLL
K.T
R.YSYESLYSIPQKPLYF
TDK.Y
K.FDDDVYFPTDEPHGS
IQASLSR.L
K.FTLTNSDVLEDVYFG
CGR.E
K.FTPISSFPSAFNYGIDI
IGISVGDK.F
K.SGITLGSGNYIVTIGI
GTPK.D



(continuacio)

PM PM GO
Spot Identidade Acesso Espécie Base pi . e e . Peptideos encontrados
. pi Processo Bioldgico
(tedrico)
Chlorophyll a-b Solanum 29344 30734 EI%IBAV;{EEZ(I}E;IE}EQ
MU680 binding protein 8, CB13_SOLLC ) SP 1. photosynthesis L
chloroplastic lycopersium 9.0 8.5 + Oxidation (M)
R.QLWFASK.Q
MU711 SEM SIMILARIDADE
1. cysteine biosynthetic
process
2. defense response to
bacterium
3. protein folding K.FADENFVK.K
. . 4. response to abscisic acid ~ RIVMELYADVTPR.T +
MU713 P;z Eglyiol;’:l Zzlsglls " CYPL_SOYBN  Glycine Max  SP 188176 7 2?; 6 stimulus Oxidation (M)
' ' 5. response to light intensity K. HVVFGQVIEGLNVV
6. response to mannitol K.D
stimulus
7. response to oxidative
stress
8. response to salt stress
MU717 SEM SIMILARIDADE
probable fructose- Triticum 41362 42667 . R.YAATAQDDGLVPIVE
MUTID i sphosphate aldolase CBH32613 aestivum  NCPL g0 g7 1-gbcolysis PEILLDGDHGIDR.T
Isopentenyl- 1. chlorophyll biosynthesis K-YELLLQQR5
MU731 diphosI[))hate ]};elta— IDII_CAMAC ~ Camplotheca 32935 34567 2.i1s0preZe);7i0synt);zesis RLVVDNFLMK.W =+
‘somerase I acuminata 5.3 6.2 3. photosynthesis Oxidation (M)
R.AFSVFLFNSK.Y
K.DGLLQLPSDK.A
L-ascorbate ) ) 27176 30432 1. hydrogen peroxide K. SYPTVSADYQK.A
MUT33 - eroxidase, cytosolic APX1_PEA  Pisum sativum  SP 5.5 6.2 2. stress response K.HPAELAHSANNGLDI
AVR.L
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(continuacao)

PM
. - . PM GO p
Spot Identidade Acesso Espécie Base pi . e e Peptideos encontrados
. pi Processo Bioldgico
(tedrico)
Caffeic acid 3-O- Catharanthus 39759 43978 K.DAVLEGGIPFNK.A
MU751 MT1_CATR P 1. lignin biosynthesi.
u7s methyltransferase 01 1-CATRO roseus S 5.8 6.4 ST DIOSYIITESTS K.WICHDWSDAHCLK.F
R.EADVISLHPVLDK.T
Glycerate Cucumis 41679 43567 1. glycolate pathway K.CDGVIGQLTEDWGE
MU755 dehydrogenase DHGY_CUCSA sativus SP 6.0 6.7 2. photorespiration VLFSALSR.A
K.NAIIVPHIASASK.W
Putative 60S ribosomal Arabidopsis 44725 45677 R.NIPGVEVVNVER.L
MU7 BAC422 P 1. translati
u7es protein 42280 thaliana S 10.3 9.6 ranstatton R IINSDEVQSVVRPIK.T
26S protease regulatory ) .
. Arabidopsis 44789 47568 ) . R.AIASNIDANFLK.V
MU766  subunit 102 homolog PS10A_ARATH haliana SP 3.3 76 1. protein catabolic process K_IEIPLPNEQSR.M
. . 1. defense response to K.VPLILGIWGGK.G
Ribulose bisphosphat
b“ OST ljp osphate o 108 4gsgo  bacterium R.LVDTFPGQSIDFFGAL
Mu767 M Oth’f‘se OXEgenase RCAB_HORVU 0’; eum SP e oy 2 responseiocold R.A
?ﬁ “’asle ; vugare ' ' 3. response to light stimulus ~ R.VPIIVTGNDFSTLYAP
crioroplastic 4. chloroplast stroma LIR.D
1. Loserine metabolic R.GFVEEDFAK.V
Serine p;’oceisl o l K.QFPTIGFEK.E
MU774  hydroxymethyltransfer =~ GLYM_FLAPR Fl(%venc.t SP S7127 59345 2. glycine metabolic process K'NTVPG],)VSAMVPGG
ase 1, mitochondrial pringlei 88 o4 3. one-carbon metabolic IR-M + Oxidation (M)
’ ’ R.LNESTGYIDYDQLEK.
process S
Mitochondrial outer K.SLFTISGEVDTR.A
. Solanum 29376 34265 . K.GELFLADVSTQLK.N
PE60 membrar;z grli)]t)eln VDAC2_SOLTU cuberosum SP 73 6.9 Indeterminado K VDTNSNVYTTITVDE
porm e ‘ PAPGLK.T
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(continuacio)

. ‘. Pl\./[ PM GO p
Spot Identidade Acesso Espécie Base pi . e e . Peptideos encontrados
. pi Processo Bioldgico
(tedrico)
R.RPYIPVDR.F
ATP synthase gamma . . 41385 43289 1. ATP synthesis coupled R.FLEGGSLPTAK.E
PELH chain, chloroplastic ATPG_PEA Fisum satiyum SP 5.6 5.9 proton transport K.EAQTIADDVFSLFVS
EEVDKVELLYTK.F
K.QLNTNNGGSTR.E
. . . . . R.NYADSDAASDSGR.F
pp3j3  Lrotein Flze“s radix- pRXL3 ARATH Ar;’lb’l‘?”p o Sp 416965 4375 8 Indeterminado K.EWVAQVEPGVLITEV
ike 3 thaliana .9 ) SLPOGGNDLK.R
R.NIPGSSGFASTPK.L
1. caffeate
PE362 O-methyltra}nsferase, BO9RMUS_RICC Ricinus. Sp 39702 Omethyl.tmr.l.gfer.ase .activity E}%ESX:E?;ESIIQP{;KDN
putative (0] communis 5.8 2. p'r(')tem dimerization K XILEGGIAENK A
activity
K.GHLNEDVLLLVFQH
LNWNPK.L
EID1-like F-box Arabidopsis 33073 36784 ) K.MMLDLQSSGSHCID
PE345 protein 1 EDL1_ARATH haliana SP 3.6 3.9 Indeterminado GNWR A
R.TDVLYVCDPCEHLD
QGEEGDVGLFR.G
K.IGLFGGAGVGK.T
1.ATP synthesis K.LSIFETGIK.V
PE387 ATP synthase subl.lnit ATPB_ ACOCL Acorus Sp 53607 55789 2. l'lydr()gen ion transport R.FVQAGSEVSALLGR.
beta, chloroplastic calamus 5.2 6.4 3. ion transport M
4. transport R.IFNVLGEPVDNLGPV
DTR.T
K.NDSLSSSTLVK.R
. . . . 99473 89762 1. terpene metabolism; R.CMGYGETNPSAYDT
PE392 Abietadiene synthase TPSDV_ABIGR  Abies grandis SP 55 6.7 oleoresin biosynthesis AWVARI
K.ILGLDLPYDLPFLK.Q
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(continuacao)

. - Pl\./l PM GO p
Spot Identidade Acesso Espécie Base pi . e e . Peptideos encontrados
. pi Processo Bioldgico
(tedrico)
R.LASIGLENTEANR.Q
Probable fructose- . . . R.TVVSIPNGPSALAVK.
PE401  bisphosphate aldolase  ALFC1 ARATH ~ rabidopsis gy 43075 45623 1. glycolysis o E
1, chloroplastic thaliana 6.2 7.1 2. response to cadmium ion K.MVDVLVEQNIVPGIK
.V + Oxidation (M)
R.LDEMIVFR.Q +
ATP-dependent Clp 1. plasma membrane ATP Oxidation (M)
protease ATP-binding Solanum 102463 87234 . R.VLELSLEEAR.Q
PEHI0 ubunit clpA homolog ~ CFABSOLLE e opersicum ¥ 5.9 6.5 ‘EZZ’;Z’:[“’”” led proton R.VLENLGADPSNIR.T
CD4B ' K.VITLDMGLLVAGTK.
Y + Oxidation (M)
R.VLVATDCHLGYMEK.
D
1. double-strand break KMVLGGSGVGQITLYP
PEALL Double-strand break MREIl ARATH Arabidopsis Sp 80242 79234 repair ILMK.K
repair protein MRE11 - thaliana 6.2 6.6 2 meiosis R.PEVQEGCDVSDWFNI
LVLHQNR.V
K.DESDIDPNDQNSILEH
LDK.V
K.DNVSAEVAASTR.I
R.ESGSTVAVVAEQTK.
Triosephosphate Dimocarpus 27206 33478 1. triose-phosphate A
PEA436 isomerase BIVRGA_SROSI longan SP 6.0 6.3 isomerase activity R.ALLNESNDFVGDK.V
K.ELAAQPDVDGFLVG
GASLKPEFIDIIK.F
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(continuacio)

. - Pl\./l PM GO .
Spot Identidade Acesso Espécie Base pi . e e . Peptideos encontrados
. pi Processo Bioldgico
(tedrico)
K.SLNIPLTTLDDHPSLD
. LAIDGADEVDPELNLV
PE440 Predicted Protein ~ BIMZE9_POPTR WZZI; L:Z:;a SP 32?:4 336?5 ! 58025762;5012 }[’Zj”ty hate K.G
K.SGMVLGLGTGSTAA
FVVAK.L
K.VQGWETDDVEEIAL
K.L
PE454 Adenosine kinase ~ B9TOA9_RICCO Ricinus. sp 37625 43897 L purine ribonucleoside R.TAVITQGADPVVVA
communis 5.2 5.7 salvage
QDGK.L
K.FPVIVLPK.D
1. ATP synthesis
PE455 ATP synthase subupit D3WDQ2_9ROSI Euor%ymus Sp 55449 57431 2. Hydrogen ion transport K.IVNIGTVLQVGDGIA
alpha, chloroplastic americanus 5.1 5.8 3. lon transport R.I
4. Transport
Lo KJILTNSLIFQIFSAFCEK
o 1. ATP binding
PE456 Protein ycf2 YCF2_PHYPA PhZ‘ZZZZ:eH SP 2791.9957 3294§ ? 2. n'u?’leoside-triphosphatase 12 FWGENDSLIVK.S
activity K. TLNLVETNFFISNK.N
K.EETVEYIAGGATQNSI
K.V
. R.ITVITQGADPVVVAE
PE457 uncharai?et;tzlzz broein A9PC83_POPTR tri(l)z[()) L:Z;m SP 375109 43,;660 Indeterminado DGK.V
K.LVDTNGAGDAFVGG
FLSQLMVQEKPIEDCV
K.A
R.ALGDYLGVK.V
PE464 Euka‘f;ﬁ;";xzﬁtmn IF4A9_TOBAC 1;’;;;2‘;’;“ SP 4?596 4?78 O 1. protein biosynthesis \R]'ILSSGVHVVVGTPGR‘
K.DQIYDIFQLLPPK.I
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(continuacio)

Spot

Identidade

Acesso

Espécie

Base

PM
pi
(tedrico)

PM
pi

GO
Processo Biolégico

Peptideos encontrados

PE465

PE474

PE561

PE628

Adenosine kinase 2

ATP-dependent zinc
metalloprotease FTSH
2

Lectin protein kinase
family protein

Phenylalanine
ammonia-lyase

CX047513

FTSH2_ORYSJ

BE208867

ASHIT7

Citrus sinensis

Oryza sativa

Citrus x
paradisi

Nicotiana
attenuata

Sp

SP

NCBI

Sp

37846
5.1

72493
5.5

24702
5.2

78058
6.3

37654
5.7

71345
6.8

25678
5.8

81239
6.7

1. host-virus interaction
2. purine salvage

1. protein catabolic process
2. proteolysis

1. protein phosphorylation

1. L-phenylalanine catabolic
process

2. biosynthetic process

3. phenylpropanoid
metabolic process

K.ETVEYIAGGATQNSI
K.V
K.YYEDESAPTGTCAVC
VVGGER.S
R.ITVITQGADPVVVAE
DGK.V

R.FLEYLDK.D
K.KVDLFENGTIAIVEAI
SPELGNR.V
R.VQLPGLSQELLQK.L
K.QDFMEVVEFLK.K +
Oxidation (M)
K.AIAGEAGVPFFSISGS
EFVEMFVGVGASR.V
R.TPGFSGADLANLLNE
AAILAGR.R
R.AGDGMTFIFASDK.N
+ Oxidation (M)

K. TLICYGAIESSGALSI
TPGPPPNLPIR.K

K. TLADPLNWGLAADQ
M.K

K. ASSDWVMESMNK.G
K.NGTALQTELIR.F
R.GTITASGDLVPLSYIA
GLLTGRPNSK.A
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