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“Expressiao de genes da via do acido salicilico em resposta a infeccdo por ‘Candidatus
Liberibacter spp.’, agente do Huanglongbing dos citros”

Huanglongbing dos citros (HLB), também conhecido como greening, ¢ uma das doencas
mais destrutivas na citricultura mundial. Trés espécies de bactérias biotroficas limitadas ao
floema estdo associadas ao HLB. ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Calas) e ‘Ca.
Liberibacter americanus’ (Cal.am) sdo as duas espécies encontradas no Brasil. Os sintomas
da doenga se manifestam tardiamente e resultam na depreciacdo dos frutos e na morte da
planta. Nenhuma fonte de resisténcia foi ainda encontrada, embora espécies tolerantes
sejam conhecidas. A andlise transcricional pode fornecer importante informagdo sobre
genes candidatos visando a obtencdo de variedades resistentes. O acido salicilico (SA) € o
hormoénio que desempenha papel importante na defesa contra patdgenos biotroficos. O
objetivo deste estudo foi o de realizar uma andlise transcricional em time-course de genes
associados a via do SA em espécie tolerante [Poncirus trifoliata (L.) Raf.] (trifoliata) e
suscetivel [Citrus sinensis (L.) Osb.] (laranja doce) em resposta a infec¢do por ‘Calas’ e
‘Calam’ em experimentos independentes. Plantas foram inoculadas com borbulhas
infectadas e plantas ndo inoculadas foram utilizadas como controle. O RNA total foi
isolado a partir de tecidos foliares, coletados sete e 30 dias apds inoculag@o e no estagio de
sintomas iniciais de HLB. A deteccdo de transcritos foi feita através de RT-qPCR, e as
analises de expressdo génica calculada utilizando o programa GenEx. Avaliagdes de
microscopia foram conduzidas para analisar a associacdo do acumulo de calose a via do SA
e a sintomatologia. Foi observado que o perfil de expressdo genica foi similar, tanto nos
genotipos suscetiveis quanto nos tolerantes. Genes associados a modificacdo/transporte do
SA, como a metiltransferase BSMT1, apresentaram niveis significativos de expressdo em
laranja doce. Genes relacionados a biossintese foram menos expressos e genes downstream
da via de resposta, como PR2, foram induzidos significativamente. Os resultados sugerem
que a bactéria desencadeia importantes alteracdes na via do SA reduzindo o actimulo dos
sinais de defesa downstream da via. Por outro lado, o acimulo de calose parece atuar como
uma resposta de defesa primaria a infec¢do e que o colapso dos vasos do floema pode
exercer maior impacto sobre o desenvolvimento dos sintomas associados ao bloqueio do
fluxo de seiva.



“Expression of genes of salicylic acid pathway in response to ‘Candidatus Liberibacter
spp.’, causal agent of citrus Huanglongbing”

Citrus Huanglongbing (HLB), formerly known as greening, is a highly destructive disease
in many citrus growing areas. HLB is caused by three different phloem limited biotrophic
bacteria. ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (Calas) and ‘Ca. Liberibacter americanus’
(CaLam) are the two species found in Brazil. Plant symptoms are late exhibited, although it
results from fruit depreciation to the plant death. No source of resistance has been reported
yet, albeit some tolerant citrus species are known. Thus, gene transcriptional analysis could
provide important information about candidate genes for HLB resistance. Salicylic acid
(SA) pathway is the most prevalent plant hormone associated to plant defense against
biotrophic pathogens. The objective of this study was a transcriptional time-course analysis
of SA pathway using tolerant (Poncirus trifoliata) (trifoliata) and susceptible (Citrus
sinensis) (sweet orange) plants in response to ‘Calas’ and ‘Calam’ infection in different
experiments. Plants were inoculated through grafting with infected budwoods. Non
inoculated plants were used as healthy control. Total RNA was isolated from leaf tissues,
collected seven and thirty days after inoculation (dai), and in symptoms stage. Transcript
detection was done through RT-qPCR, and the gene expression analysis was calculated
with GenEx software. Microscopy analysis was done to evaluate the association of callose
deposition to the plant SA pathway and symptomatology. It was observed that the overall
expression profile of tolerant and susceptible plants was similar. Genes associated to SA
modification/transport, such as SA methyltransferase, had significant expression level
through time-course. Biosynthesis related genes were gradually less expressed, and the
downstream genes, as PR2, had significant level of expression. Results suggest that the
bacteria trigger important alteration in salicylic acid pathway that reduces the defense
signal accumulation downstream the hormone pathway. In the other hand, callose
deposition seems to be a primary defense response to Liberibacter infection, and phloem
cells collapse could be more important in HLB symptomatology.
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1 INTRODUCAO

Apesar de estar presente no Brasil desde periodos coloniais, o cultivo de citros sé
comegou a ganhar notoriedade no inicio do século XX, impulsionada pela crise da
economia cafeeira. A principio se sobressaiam os estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro na
producdo da fruta, embora outros estados também contribuissem para producdo e

comercializacdo em menor escala (DONADIO et al., 2005; HASSE, 1987).

A citricultura paulista e carioca desde o inicio se destacaram na produg¢do do citros
para suprir as demandas do mercado externo. Com a participagdo dos Estados no cenério
mundial da citricultura, o pais se tornou, durante a década de 1920, o quinto maior produtor
mundial da fruta, superado apenas pelos Estados Unidos (EUA), Espanha, Japao e Itdlia
(BOTEON; NEVES, 2005).

Em decorréncia da segunda guerra mundial, o pais enfrentou uma crise de pregos
no setor, além do surgimento de doengas, como a tristeza e cancro, que favoreceram a
reducdo dos tratos culturais e reducdo da area cultivada. A virose da tristeza s6 veio a ser
controlada com a utilizagdo de porta-enxertos tolerantes a doenca. No caso do cancro, um
controle efetivo sé veio a ser alcangado a partir da década de 1970, com a criacdo do Fundo

de Defesa da Citricultura (Fundecitrus) (HASSE, 1987).

A citricultura carioca ndo conseguiu superar a crise pds-guerra. Por outro lado, a
citricultura paulista desde a década de 1960 apresentou continuo aumento de produtividade,
agora com foco comercial de fruta fresca para a producdo de matéria-prima voltada a
industria, consolidando o estado, na década de 1980 até os dias atuais, como maior polo
citricola nacional e mundial. Entre as décadas de 1980 e 90, houve excedentes de oferta da
commodity, entretanto, a demanda desproporcional ao volume produzido gerou quedas
significantes das cotacdes internacionais do produto e dos precos recebidos pelos

citricultores paulistas (HASSE, 1987; BOTEON; NEVES, 2005).

Nas ultimas décadas, a citricultura paulista e brasileira veem enfrentando altos e
baixos, em decorréncia, dentre outros fatores, da falta de tratos culturais, substitui¢gao dos

pomares por outras culturas e relagdo comercial entre o produtor e a industria. A fim de
9



contornar estes problemas, o aumento da produtividade e a busca por novos mercados tém
sido fatores importantes para manter a lideranga da citricultura paulista no cenario mundial.
Grande parte do mercado do citros brasileiro ¢ destinada as industrias produtoras de suco.
Desta forma, a cadeia citricola que tem como eixo o produtor, a industria € o consumidor, ¢

responsavel pela geracdo de empregos e movimento da economia das zonas produtoras

(BOTEON; NEVES, 2005).

Uma das maiores barreiras que afeta a producdo e exportacdo da commodity ¢ a
incidéncia de doengas nos pomares. O surgimento de novas doengas (cancro citrico,
leprose, huanglongbing, dentre outras) nas ultimas décadas constitui um risco econdmico ao

setor citricola e potencial comprometedor do status de produtividade do pais.

O huanglongbing (HLB) ex. greening ¢ uma das doencas mais severas dos citros
embora tenha sido detectada no Brasil em 2004, no municipio de Araraquara (Sao Paulo).
Alertas tinham sido feitos sobre os riscos para a cultura, caso a doenga fosse introduzida no

pais:

Existe outra doenga dos citros, felizmente ndo presente no Brasil, mas cuja
introduc@o poderia acarretar prejuizos de tal monta que, em associagdo com as
doengas ja existente no pais, tornaria a produgdo dos citros antiecconémica em

nosso meio com o passar dos anos (MULLER ef al. 1986).

De ocorréncia mundial, o HLB ¢ atualmente conhecido como uma das doencas
mais severa do citros. O HLB tem importantes consequéncias sobre a producdo de laranja e
preco do suco no mercado internacional, € aumento dos custos de produgdo em decorréncia

utilizacdo de defensivos (BOVE, 2006).

No Brasil, o HLB esta presente nos Estados de Sao Paulo, sul do Estado de Minas
Gerais ¢ norte do Estado do Parana (BASSANEZI et al., 2010; CASTRO et al., 2010).

Tendo em vista medidas de controle da doenga nos pomares e também regionalmente, o

10



Ministério da Agricultura estabeleceu algumas regras de manejo através de instrucdes

normativas (IN53/2008).

O HLB ¢ uma doenca de provavel origem na China, cujos primeiros relatos foram
feitos no inicio do século XX. Durante muito tempo a natureza do patdogeno permaneceu
desconhecida, tendo sido considerado como virus ou micoplasma devido aos seus sintomas.
Apenas na década de 1980 confirmou-se a agente etioldgico como sendo uma bactéria
Gram negativa. Trés espécies de bactérias fastidiosas, restritas ao floema, estdo associadas a
doenca: ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’, Calas (Asia e Américas), ‘Candidatus
Liberibacter africanus’, Calaf (Aﬁica) e ‘Candidatus Liberibacter americanus’, CalLam
(Brasil). A primeira € responsavel pela forma mais severa da doenga, com sintomas que
evoluem lentamente, mas que, em estdgios avangados resultam no definhamento e morte da

planta. Todas desenvolvem uma relacdo biotrdfica com as plantas hospedeiras.

Esforcos tém sido feito a fim de estabelecer metodologias de cultivo da bactéria
em laboratorio, entretanto, até o momento pouco sucesso tem sido obtido, € os poucos
procedimentos ja divulgados sdo de dificil reprodutibilidade. Este ¢ um dos empecilhos que

dificultam o estudo dos mecanismos de patogenicidade da bactéria.

Dentre as espécies dos citros, grande parte se apresenta suscetivel ao patogeno,
sendo poucas consideradas tolerantes, e nenhuma resisténcia identificada (FOLIMONOVA
et al., 2009). Poncirus trifoliata (L.) Raf. ¢ uma das espécies consideradas tolerantes a
doenca, cujos sintomas se expressam de forma indefinida, além disso, em estdgios tardios

de infec¢do, comparado a outros hospedeiros, apresentam baixas concentragdes da bactéria.

Geralmente utilizado como porta-enxerto, o trifoliata apresenta resisténcia a
muitos agentes patogénicos, como gomose de Phytophthora, o nematoide Tylenchulus
semipenetrans Cobb., tolerdncia a xiloporose, ¢ imunidade a tristeza, além de outras

condigdes abidticas (POMPEU JUNIOR, 2005).

A laranja doce (Citrus sinensis L. Osb.) esta entre as plantas mais suscetiveis ao
HLB (FOLIMONOVA et al., 2009). Devido ao seu cultivo em larga escala e importancia

para industria, a doenca exerce grande impacto no mercado produtor da fruta.

11



Atualmente diferentes estudos tém sido feitos com abordagens em transcriptomica,
protedmica e metabolomica de citros, durante estagios de infec¢do com HLB. Entretanto,

nenhum modelo de interacdo foi proposto que explicasse a evolugdo da doenga na planta.

O 4cido salicilico (SA) ¢ um horménio que desempenha um papel importante na
imunidade desencadeada por PAMP (PTI) e por efetor (ETI). Em resposta a infec¢do, os
niveis do hormonio se elevam, resultando na ativagao das vias de defesa dependente de SA.
Além disso, o hormonio ¢ requerido para o desenvolvimento da resisténcia sistémica
adquirida (SAR). Os trabalhos de transcritoma de HLB revelam que as plantas exercem
resposta ativa contra a infeccdo, embora suas defesas ndo sejam efetivas para resisténcia ao
patdgeno. Ademais, as vias hormonais sao profundamente alteradas na condi¢cao de doenga,
entretanto poucos estudos abordam as vias hormonais e suas implicagdes na tolerancia e

suscetibilidade ao HLB.

Considerando a natureza das bactérias do HLB, e o envolvimento do acido
salicilico como horménio de participagdo ativa na defesa contra patogenos biotroficos. Com
este trabalho tivemos o objetivo de analisar a expressao de genes da via do acido salicilico
em resposta a infeccdo por 'Candidatus Liberibacter spp.', agente do Huanglongbing dos
citros, visando contribuir para o entendimento dos mecanismos de patogenicidade da
bactéria e identificar genes com possiveis aplicacdes para o desenvolvimento de eventos de

transformacao para resisténcia.

12



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 Huanglongbing (ex-Greening)

Huanglongbing (HLB), também conhecido como 'Greening', ¢ um dos principais
problemas fitossanitarios em zonas citricolas de muitos paises produtores de laranja
(COLLETA FILHO et al., 2005). Esta doenga foi descrita pela primeira vez na China em
1919, sendo denominada Huanglongbing, ad lit. 'amarelecimento dos ramos' ou 'doenga do
dragdo amarelo'. Atualmente, o HLB ja foi relatado em mais de 40 paises, sendo

responsavel por elevadas perdas na cultura (BOVE, 2006).

As primeiras descrigdes da doenca levaram a conclusdes preliminares de que se
tratava de uma virose (CHEN, 1943; MCCLEAN, 1950; MCCLEAN, 1965). Neste caso,
hipdteses foram levantadas de que um virus associado a tristeza do citros fosse o agente
causal do HLB (MCCLEAN, 1950). Porém, em 1970 Lafleche e Bové identificaram
organismos semelhantes a micoplasma no floema de tecidos sintomaticos. Micoplasmas
(Mollicutes) s@o microrganismos sem parede celular de tamanho reduzido (0,3-0,5 pum) e
genoma que varia de 600 a 2.200 Kb. Devido suas caracteristicas simples e sintomas
similares aos causados por virus, geralmente sdo estudados por virologistas
(HOGENHOUT et al., 2008). Tais organismos geralmente estdo associados a sintomas
semelhantes aos observados no HLB. Desta forma, este foi considerado como provavel

agente etiologico da doenca (CHEN et al., 1973).

Estudos comparativos da estrutura bacteriana em microscopia eletronica (ME)
puseram em questdo a natureza do patogeno (BOVE; GARNIER, 1984; GARNIER et al.,
1984). Nestes estudos, foi observada a presenca de envelope citoplasmatico de 25 nm
delimitando a célula, enquanto que micoplasmas geralmente apresentam uma membrana
com espessura entre 7 nm e 10 nm. A partir destas observagdes foi postulado que o
organismo associado ao HLB possuisse uma parede celular. Garnier et al. (1984)

verificaram a presenca de duas camadas na parede celular, sugerindo que o patégeno fosse

13



uma bactéria Gram negativa. Além disso, evidéncias previamente obtidas pelo estudo do
efeito de penicilina sobre plantas infectadas com HLB davam suporte a esta hipdtese
(BOVE et al., 1980). Neste 4mbito, sabe-se que a penicilina inibe a organizacdo da camada
de peptidoglicano em bactérias Gram negativas (MADIGAN et al., 2009). Tratamentos
com este antibiotico causaram a remissao dos sintomas em plantas infectadas (AUBERT;

BOVE, 1980; BOVE et al., 1980).

2.1.2 Caracterizacio do Patégeno

Até o presente momento pouco sucesso foi alcangado no isolamento da bactéria do
HLB em meio de cultura, sendo este o principal fator impeditivo para os avangos na
caracterizacdo deste organismo. Desta forma, praticamente todos os estudos realizados com
esta bactéria tém sido feitos a partir da inoculagdo de borbulhas (gemas laterais) obtidas de
plantas infectadas (DA GRACA, 2008). Os tnicos experimentos onde se obtiveram éxito
no isolamento da bactéria do HLB foram relatados por Davis et al. (2008) e Sechler et al.

(2009). Porém tais métodos de cultivo sdo de dificil reprodutibilidade.

De acordo com os postulados de Koch, para validar e diferenciar a patogenicidade e
viruléncia de um microrganismo, este deve ser isolado e multiplicado em meio de cultura
(KING, 1952). Neste sentido, a bactéria do HLB ndo se ajusta completamente aos
postulados de Koch. Porém, diante das evidéncias obtidas, a bactéria originalmente descrita

por Lafleche e Bové (1970) € o agente causal do Huanglongbing.

A fim de determinar a posi¢do filogenética da bactéria do HLB, Jagoueix et al.
(1994) clonaram e sequenciaram o DNA ribossomal 16S de diferentes isolados da bactéria.
As analises filogenéticas das sequéncias revelaram a bactéria como sendo membro da

subdivisio 'a' de Proteobacteria.

Organismos semelhantes a bactéria do HLB tém ocorréncia em outras culturas,

estando envolvidos em mais de 20 doencas de plantas (BOVE, 2006). A partir da analise da
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distincia evolutiva entre isolados da Africa e Asia, Jagoueix et al. (1994) propuseram a
denominagdo 'Liberobacter' (Latim liber: vaso; bacter: bactéria) a este grupo de bactérias,

em referéncia ao seu habito restrito aos vasos floematicos da planta.

Entidades procariodticas cujas caracteristicas estejam incompletamente descritas de
acordo com o Cddigo Internacional de Nomenclatura de Bactéria (ICNB) sdo estabelecidas
dentro do grupo 'Candidatus' (abreveviacdo Ca.), como proposto em nota por Murray e
Schleifer (1994). A partir destas propostas, Jagoueix et al. (1994) sugeriram a classificagao
'Candidatus Liberobacter asiaticum' e 'Candidatus Liberobacter africanum’, para isolados
da bactéria do HLB da Asia e Africa, respectivamente. De acordo com as normas do ICNB,
'bacter', por ser do género masculino e a vogal 'i' como conectivo precedente a termos de
origem latina, Garnier ef al. (2000) revisaram a nomenclatura das duas espécies para 'Ca.

Liberibacter asiaticus' € 'Ca. Liberibacter africanus'.

Os primeiros casos de HLB na América foram relatados no Estado de Sdo Paulo
(COLLETA FILHO et al., 2004). Com a crescente incidéncia nas lavouras brasileiras, a
doenca se tornou um dos principais problemas fitossanitdrios para citricultura paulista
(BOTEON; PAGLIUCA, 2010). Através dos estudos filogenéticos de isolados de 'Ca.
Liberibacter spp.' obtidos em diferentes regides de Sao Paulo, foi identificada a ocorréncia
de uma nova espécie de bactéria associadas ao HLB. A esta espécie foi sugerida a

denominagao 'Candidatus Liberibacter americanus' (CalLam) (TEIXEIRA et al., 2005).

Recentemente, a sequéncia gendmica de 'Ca. Liberibacter asiaticus (indicada por
Psy62) foi obtida através de amplificacdo por deslocamento multiplo e
pirossequenciamento 454 (DUAN et al., 2009). Anotacdes preliminares do genoma de 1,23
Mb revelaram limitada habilidade aerdbica, auséncia de sistemas de secrecao do tipo 111 e
IV, mas presenca de genes associados ao sistema de secrecdo tipo I, um numero
aproximado de 1,136 genes codificantes de proteinas e um conteudo de bases CG de 36,5%.
A partir destas informagdes novas abordagens poderdo ser tomadas para o entendimento

dos mecanismos de patogenicidade da bactéria, bem como seu controle.
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2.1.3 Transmissao do HLB

Os primeiros experimentos de transmissibilidade do HLB foram realizados por
enxertia. (MCCLEAN; OBERHOLZER, 1965), sugerindo a provavel origem viral da
doenca (CHEN, 1943; MCCLEAN, 1950; MCCLEAN, 1965). Relatos também foram
feitos sobre infec¢do de plantas jovens apos contato com insetos previamente expostos a
plantas sintomaticas (SCHWARZ, 1964). Estudos posteriores revelaram uma correlacio
positiva entre a presenca das espécies de psilideos Trioza erytreae (Del Guercio) (Africa) e
Diaphorina citri (Kuwayama) (Asia) e a ocorréncia do HLB (MCCLEAN;
OBERHOLZER, 1965; SCHWARZ et al., 1970).

No caso de D. citri, o patdgeno pode ser adquirido em um periodo minimo de 15-30
minutos, com um periodo latente de 8 a 12 dias. Enquanto 7. erytreae requer 1 hora ou
mais para adquirir a bactéria, podendo transmiti-la apds 7 dias (DA GRACA, 1991). As
espécies asidtica e americana da bactéria sdo transmitidas pelo D. citri, enquanto a africana
pelo T. erytreae, havendo diferenca em relacdo a sensibilidade a temperatura pelo patdgeno.
Neste caso, 7. erytreae e 'Ca. Liberibacter africanus' sdo sensiveis a temperaturas
superiores a 25°C (VAN DEN BERG, 1990). A transmissdo da bactéria ocorre de forma
circulativa, de modo que, uma vez adquirido pelo inseto, este pode veicular a bactéria por

toda sua vida (BELASQUE JUNIOR et al., 2009).

Uma vez que ‘Ca. Liberibacter spp.’ esta restrita ao floema da planta, outra forma
de transmissdo ocorre pela inoculagio mecanica de borbulhas (gemas laterais) infectadas
em plantas sadias, sendo este um método geralmente utilizado para estudos da interagio

planta-patégeno (DA GRACA, 2008).
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2.1.4 Sintomas do HLB

Os sintomas do HLB, por ndo serem inerentemente caracteristicos da doenga,
podem ser confundidos com outras condi¢cdes da planta. Desta forma, ¢ dificil o diagndstico

da doenga considerando apenas este aspecto (COLLETA FILHO; CARLOS, 2010).

Dentre os sintomas, a planta infectada se destaca pelo amarelecimento dos ramos,
dai a denominagdo original 'Huanglongbing' ou 'Yellow shoot'. 'Ca. Liberibacter spp.'
possui um sistema de transporte de zinco que aparentemente pode contribuir para
deficiéncia local deste micronutriente. Portanto, mimetizando os sintomas do HLB a
deficiéncia de zinco. As folhas geralmente apresentam um padrdo mosqueado irregular,
com manchas verdes-claros, que tendem ao amarelecimento completo com o tempo
(BOVE, 2006). Estas sdo as primeiras caracteristicas da doenca a serem manifestadas,
indicando também os locais onde ha maior titulacdo da bactéria na planta. Além disso, as
folhas podem se tornar espessas, coridceas, com nervuras proeminentes, amareladas e de

tamanho reduzido (MCCLEAN; SCHWARZ, 1970).

Frutos com HLB s3o pequenos, assimétrico, com manchas esverdeadas e eixo
central (columela) arqueado. Em corte perpendicular a columela, podem ser visiveis
sementes abortadas, com coloragio marrom e necrose amarelo-escuro no albedo (BOVE,
2006). Na Africa do Sul, a coloracio esverdeada da regido estilar dos frutos sintométicos
resultou na denominacio da doenga como Greening (BOVE, 2006). Atualmente a
denominagdo oficial da doenca é o Huanglongbing (HLB). O HLB provoca, portanto, a
depreciacdo do fruto de forma a reduzir a produtividade. De acordo com o tempo de
infeccdo, as plantas se tornam debilitadas, improdutivas até a morte dos ramos (dieback)

(BELASQUE JUNIOR et al., 2009).

O periodo de laténcia do patdogeno depende dentre outros fatores, da temperatura,
idade, espécie e variedade da planta e titulagdo da bactéria nos ramos. Considerando tais
fatores, o periodo de incubacio pode variar geralmente de seis a doze meses, com sintomas

podendo ser manifestados tardiamente (COLLETA FILHO; CARLOS, 2010).
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2.1.5 Deteccao do patogeno

Dos trés patogenos associados ao HLB, 'Ca. Liberibacter asiaticus', 'Ca.
Liberibacter africanus' e 'Ca. Liberibacter americanus', a forma asiatica ¢ responsavel pelo
quadro mais severo da doenga. A distingdo entre as diferentes formas ¢ dificil de ser feita
através da sintomatologia. Outro fato que também dificulta a caracterizagdo visual € a
similaridade a outras doencas (TEIXEIRA et al, 2010). Portanto, as metodologias
moleculares sdo mais eficientes para o diagnostico do HLB (COLLETA FILHO; CARLOS,
2010).

A primeira técnica laboratorial utilizada para confirmag¢do do HLB foi feita pela
identifica¢do da bactéria por microscopia eletronica (VARMA et al., 1993). Neste método,
varias sec¢des sdo feitas preferencialmente no tecido vascular de folhas com sintomas
fortes de mosqueamento, entretanto, nenhuma diferenca morfoldgica entre as formas das

bactérias pode ser evidenciada (GARNIER et al., 1991; VARMA et al., 1993).

Villechanoux et al. (1993) clonaram e sequenciaram trés fragmentos de DNA
gendmico da bactéria do HLB (isolado Poona/india): um fragmento de 2.6 Kpb
correspondente a parte do gene nusG e do operon rplKAJL-rpoBC; um fragmento de 1,0
Kpb codificante de um tipo de DNA polimerase bacteriana; e um fragmento de 0,6 Kpb nao
foi identificado. A partir deste trabalho, métodos baseados em PCR, Southern blot e dot-
blot passaram a ser desenvolvidos e utilizados na detec¢do e identificacdo do patogeno
(HOCQUELLET et al., 1997).

Os primeiros procedimentos de PCR aplicados na deteccdo de Liberibacter foram
realizados por Jagoueix et al. (1996), a partir do desenvolvimento de primers que
amplificam parte do gene codificante do rRNA 16S das espécies africana e asiatica da
bactéria. Hocquellet et al. (1999) também desenvolveram um método de deteccio via PCR,
baseado na sequéncia do operon rplKAJL-rpoBC. Posteriormente, Colleta Filho et al.
(2005) e Teixeira et al. (2005) identificaram a espécie 'Ca. Liberibacter americanus' apos

analises de sequéncias do gene 16S rRNA amplificado por PCR.
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Devido a baixa titulagdo de Liberibacter em citros, dentre outros fatores, muitas
vezes a PCR convencional ndo permite a deteccdo da bactéria na planta. A fim de aumentar
a eficiéncia do método, geralmente tém-se realizado a técnica de Nested-PCR. Esta
apresenta maior especificidade e sensibilidade, possibilitando a detec¢do de quantidades
reduzidas da bactéria (COLLETA FILHO; CARLOS, 2010). Outro método recentemente
aplicado baseia-se no PCR quantitativo (qPCR), que além da detec¢do, permite estimar a

titulagdo das bactérias na planta (LI ef al., 2009; LI et al., 2006; TRIVEDI et al., 2009).

2.1.6 Manejo do HLB

Por ndo ter tratamento curativo, o principal método de manejo da doenga ¢ feito
através do controle da populagdo do inseto vetor nas plantagdes, pela aplicacdo de produtos
quimicos. Aliado ao uso de defensivos, a espécie de Tamarixia radiata tem sido utilizada
com eficiéncia no controle bioldogico de Diaphorina citri. Tentativas de controle pela
aplica¢io de antibidticos foram realizadas, porém sem resultados promissores (BOVE et

al., 1980).

Para preven¢do eficiente da doenca, medidas de controle devem ser tomadas em
conjunto. De acordo com Bové (2006), uma vez detectada a incidéncia do patdogeno no
pomar, a medida mais adequada a ser seguida € a eliminagdo das plantas infectadas e nao
infectadas nas proximidades (roguing). Sabendo-se que plantas de murta (Murraya
paniculata) sdo hospedeiros secundarios de 'Ca. Liberibacter spp.', a eliminacdo desta
espécie nas proximidades dos pomares também ¢é recomendada. Considerando a rapida
disseminagdo do HLB na cultura e a auséncia de métodos curativos, o roguing ¢ uma
medida importante no manejo da doenga. No Brasil, a instru¢do normativa [Instrucio
Normativa n°® 53/2008 (IN53)] regulamenta estas praticas (BELASQUE JUNIOR et al.,
2009).
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2.2 Interacio planta-patogeno

2.2.1 Sistema imune vegetal

A planta fornece um ambiente favoravel ao desenvolvimento de organismos como
virus, bactérias, fungos e parasitas complexos. Porém, ao longo da coevolucdo com o
patogeno, a planta desenvolveu uma variedade de barreiras estruturais e bioquimicas que
atuam como defesa contra a invasdo de tais organismos (CHISHOLM et al., 2006). De
modo geral, estas respostas de defesas podem ser distinguidas entre imunidade basal inata e

resisténcia baseada na intera¢do gene-a-gene (DYAKOV, 2007).

Quando uma planta ¢ infectada por um patéogeno, o resultado desta interacdo
depende primariamente se o hospedeiro ¢ capaz de impedir o desenvolvimento e
multiplicacdo do patogeno. Plantas que sdo incapazes de evitar a invasdo do patdogeno sdo
ditas suscetiveis. Isto se deve a incapacidade da planta em reconhecer o patdogeno ou

orquestrar uma resposta de defesa efetiva (CHISHOLM et al., 2006).

Muitos processos de defesa estdo associados a respostas ativa como, fortalecimento
da parede celular, através da deposicdo de glicoproteinas, calose e outros compostos
fenolicos. Aumento da atividade de peroxidases, necessaria para o processo de lignificacao.
Adicionalmente, fitoalexinas e enzimas da via de fenilpropandides sdo rapidamente
induzidas. Todas estas respostas ocorrem rapidamente apds a infec¢@o. Outras respostas de
defesa sdo induzidas tardiamente apds a infeccdo, como inducdo de enzimas hidroliticas

(beta-glucanases e quitinases) e inibidores de proteinases.

De acordo com o modo de obtengdo de nutrientes, os patdgenos podem ser
classificados em biotroficos (subsistem das atividades metabolicas das células vivas do
hospedeiro), necrotréficos (nutrem-se de células e tecidos mortos) ou hemibiotroficos
(intermediarios entre as outras formas) (PLOTNIKOVA; AUSUBEL, 2007). E certo que, 0

estilo de vida do patogeno ndo pode ser classificado como sendo estritamente biotréfico ou
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necrotréfico, de modo que, a patogenicidade ¢ dada pela interacdo conjunta dos

mecanismos metabdlicos na interagao planta-patégeno (ABRAMOVITCH et al., 2006).

A defesa basal atua de modo quase instantdneo na interagdo planta-patdogeno
(BORRAS-HIDALGO, 2004). Durante o inicio da infeccio, o patdgeno apresenta a célula
vegetal um 'padrao molecular associado ao patdgeno/microrganismo’ (PAMP ou MAMP),
representado, dentre outras moléculas, por flagelinas, fatores de elongacao Tu (EF-Tu), ou
lipopolissacarideos (GOMEZ-GOMEZ; BOLLER, 2002). Os PAMPs possuem elementos
conservados que podem ser reconhecidos por receptores de reconhecimento padrio da
planta (PRR) (NURNBERGER et al., 2004). Através da interacio PAMP-PRR, cascatas de
reacdes quimicas sdo ativadas de modo a elicitar mecanismos de defesa da planta contra o
patogeno (CHISHOLM et al., 2006). Esta reacdo também ¢é conhecida como imunidade
desencadeada por PAMP (PTI), representa a defesa primaria da planta em resposta a
invasdo pelo patdégeno, ndo sendo um mecanismo de resisténcia patogeno-especifico

(JONES; DANGL, 2006).

Defesas das plantas desencadeadas por genes de resisténcia tipicamente ocorre de
modo mais lento do que aquele observado na imunidade basal (COOK, 1998; CRUTE,
1994). O conceito de resisténcia gene-a-gene foi originalmente descrito por Flor em 1971.
Neste modelo, para cada gene de resisténcia na planta hda um gene de aviruléncia (4vr)
cognato no patogeno que condiciona a patogenicidade. Desta forma, o gene de resisténcia ¢

efetivo apenas se um gene Avr correspondente € expresso pelo patdgeno.

Muitos genes de resisténcia (gene R) se dispdem em clusters no genoma da planta, e
estdo associados a familias génicas cujas proteinas apresentam motivos conservados
(DANGL; JONES, 2001; LEHMANN, 2002). Tal conservagdo indica que a resisténcia a

diferentes patdgenos ¢ ativada por mecanismos similares (ELLIS et al., 2000).

A maioria das proteinas de resisténcia possui dominio de ligagdo de nucleotideo
(NBS) e repeti¢cdes ricas em leucina (LRR) nas extremidades amino- e carboxi-terminal da
cadeia proteica, respectivamente (BENT, 1996). Estes dominios sdo separados por uma
regido conservada conhecida como ARC (Apaf-1, Plant R e Ced-4), o qual pode ser
dividido em unidades funcionais (ARC1, ARC2, ARC3 etc.). Os dominios LRR possuem
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um consenso LxxLxxLxxLxLxx(N/C/T)x(x)LxxIPxx e atuam como sitios de ligacdo
extracelular denominado 'receptor-like protein' (RLP) (JONES; JONES, 1997). Além
destes, dominios citoplasmaticos de quinase, denominados 'receptor-like kinase' (RLK)
estdo envolvidos na ativagao de cascatas de reacdes ligadas ao mecanismo de defesa apds o
reconhecimento do patégeno pelos RLPs (DANGL; JONES, 2001; GABRIELS et al.,
2007).

Proteinas NB-LRR podem ser subdivididas de acordo com os motivos associados a
extremidade N-terminal, podendo ser do tipo TIR-NB-LRR (7oll and Interleukin 1
Receptor), CC-NB-LRR (Coiled Coil Domain). Entretanto, as plantas também produzem
proteinas sem dominios LRR com conformagdes CC-NB, TIR ou TIR-NB (DANGL;
JONES, 2001).

A diversidade alélica de um gene R confere especificidade para o reconhecimento
de patdgenos distintos. Porém ha eventos nos quais um simples alelo pode conferir defesa a
diferentes patdgenos, como ocorre na resisténcia da planta a virus de um mesmo género

(BAKKER et al., 2003; GRUBE et al., 2000; INES, 1995).

Os patdgenos desenvolveram, ao longo da evolugdo, mecanismos complexos de
proteinas envolvidas na modulacdo das vias metabdlicas da planta durante a evolucao da
doenca (FORCAT et al., 2008). Estas proteinas, denominadas efetores ou fatores de
aviruléncia, sdo codificadas direta ou indiretamente pelos genes Avr, e constituem uma das

estratégias pelas quais microrganismos promovem a patogenicidade (FLOR, 1971).

Durante a infeccdo, os efetores produzidos pelo patégeno sido reconhecidos pelas
proteinas R, desencadeando a imunidade induzida por efetor (ETI), induzindo mecanismos
de defesa qualitativa da planta (SACCO; MOFFETT, 2009). Neste caso, a resisténcia gene-
a-gene geralmente ¢ acompanhada por respostas de hipersensibilidade, durante a qual, a
planta induz a morte celular programada localizada, impedindo a dispersdo do patdogeno

(HEAT, 2000).

Patogenos podem contornar o ETI através de mutagdes em genes Avr. Uma vez que

o repertdrio de efetores citoplasmaticos (CE) € redundante, qualquer efetor individual pode
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ser dispensado de modo a garantir a eficiéncia desta estratégia. Desta forma, a principal
atividade dos CE ¢ de supressdao dos mecanismos de defesa da planta, tanto a nivel basal

quanto na resisténcia por interagdo gene-a-gene (SCHNEIDER; COLLMER, 2010).

A falta de evidéncias de interagdes diretas entre proteina R e fator avr deu origem
ao 'modelo de identificacdo indireto' ou ‘'hipotese guarda'’, segundo o qual, o
reconhecimento ¢ mediado por proteinas secundarias que interagem com o complexo NB-
LRR, ao invés do proprio efetor (VAN DER HOORN; KAMOUN, 2008). Neste modelo, o
NB-LRR monitora os efeitos da atividade do fator avr sobre a proteina cognata no
hospedeiro (guarda). Uma evidéncia direta que suporta esta hipdtese sdo as proteinas RIN4
de Arabidopsis thaliana que atuam como cofatores de reconhecimento. A interagdo do
RIN4 com fatores de aviruléncia ativa a resisténcia dependente dos genes cognatos RPM1

ou RPS2 (MACKEY et al., 2002).

2.2.2 Fitormonios e resisténcia sistémica adquirida (SAR)

Plantas ndo possuem células especializadas em defesa imunoldgica. Porém,
alteracdes causadas por patogenos e sua percepcdo desencadeia eventos bioquimicos que
reprograma a célula a centralizar suas atividades na defesa contra o patégeno. Neste caso, a
planta ativa seus sinais de defesa de acordo como tipo de patdgeno envolvido (LOPEZ et

al., 2008).

Os fitormonios desempenham um papel importante na regulacio de redes
sinalizadoras de respostas da planta a fatores bidticos e abidticos. Além disso, sdo
conhecidos pela participagdio no desenvolvimento, crescimento e manutencdo das
atividades vitais da planta (BARI; JONES, 2009). Portanto, o envolvimento destes
reguladores em diferentes atividades sugere que suas vias sinalizadoras estejam

interconectadas em uma rede metabdlica complexa (SPOEL; DONG, 2008).
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Geralmente as concentracdes dos fitormonios sdo baixas, porém alteragdes nesses
niveis podem ocorrer sob condigdes de estresse (FORCAT et al., 2008). No caso de ataque
por um patogeno, a quantidade e composicdo dos hormoénios produzidos dependem do
modo de vida e estratégia de infeccdo do organismo patogénico. Para contornar o sistema
imune da planta, os patdgenos também desenvolveram um mecanismo de defesa no qual

eles podem manipular as vias de sinalizagdo dependente de fitormonio (ROBERT-
SEILANIANTZ et al., 2007).

Os acidos abscisico (ABA), salicilico (SA) e jasmonico (JA) sdo os principais
hormonios envolvidos nos eventos de defesa contra patdogenos biotréficos e necrotréficos
(BARI; JONES, 2009). Estes hormdnios podem agir sinergisticamente na amplificagdo das
respostas de defesa (PIETERSE et al., 2009).

A resisténcia em largo espectro, também referida como 'resisténcia sistémica
adquirida' (SAR), ¢ caracterizada pela ativacdo coordenada de um conjunto especifico de
genes associados a defesa contra patogenos (PR), muitos dos quais codificam proteinas com
atividade antimicrobiana (PIETERSE ef al., 2009). O inicio do SAR ¢ ativado pelo PTI ou
ETI e esta associado ao aumento dos niveis de acido salicilico localmente e também
sistematicamente em tecidos distantes do sitio de infec¢ao (CHATURVEDI; SHAH, 2007).
Dada a importancia do SA nos mecanismos de defesa da planta. A aplicacdo do SA e seus
anadlogos funcionais tém sido demonstrado induzir a expressdo de genes PR em plantas
(PARK et al., 2007).

Pouco ainda se sabe sobre os componentes da interacdo entre a planta e o patdgeno,
requeridos para desencadear o SAR. Esforcos para elucidar a base bioquimica da resisténcia
tém permitido a identificacdo de uma variedade de proteinas que sdo induzidas apds o

ataque pelo patdgeno.

A habilidade de a planta desenvolver o SAR apds uma infec¢ao localizada indica a
atuacdo de um sinalizador sist€émico, muitos dos quais sdo representados por moléculas

hormonais (SA, ET, JA, sisteminas).
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O primeiros relato do envolvimento do SA na inducdo do SAR foi feito por White
(1979). White observou que folhas de tabaco tratadas com SA e acido acetilsalicilico
exibiram resisténcia a infec¢do por TMV (Tobacco Mosaic Virus) e acaimulo de proteinas
PR. Posteriormente, foi demonstrado que o tratamento de tabaco com SA induz o mesmo
conjunto de genes ativados durante o desenvolvimento do SAR apds infeccio com TMV.
Correlacionando com a indugdo de resisténcia pelo tratamento com SA, pesquisadores
observaram que plantas com niveis naturais elevados de SA foram altamente resistentes ao

ataque de patdgenos.

Pelo menos duas vias de sinalizacdo de defesa gene-especifico sdo reconhecidas e
requerem uma proteina funcional EDS1 ou NDRI1. Resposta mediada por gene R que exibe
forte dependéncia do gene EDSI geralmente apresenta fraca ou nenhuma dependéncia do
gene NDRI (AARTS et al., 1998). EDSI codifica uma proteina semelhante a lipase que
opera upstream da via de defesa do acido salicilico. Enquanto o NDRI! codifica uma
proteina que possui dois dominios de ligagio & membrana (RUSTERUCCI et al., 2001).
EDSI controla a ativagdo de defesa e morte celular programada condicionada por
receptores intracelulares que reconhecem efetores especificos do patogeno. Além disso,
também € necessario para resisténcia basal contra patdogenos invasivos pela restricdo do

progresso da doenca.

A proteina NPR1 ¢ um importante transdutor do sinal de SA em arabidopsis.
Homologos ao gene NPRI estdo presentes em outras espécies. Sobre a indu¢do do SA, o
NPRI atua como cofator de transcri¢do para expressdo de genes PR, sendo necessario em
outras vias metabdlicas ndo dependentes de SA (FITZGERALD et al., 2004). Portanto, o

NPR] constitui um importante conector entre os diferentes mecanismos de defesa.

Associada a expressio de genes PR, a planta geralmente manifesta reacdes de
hipersensibilidade (HR), caracterizado pela morte celular programada no local de infec¢ao
do patégeno (BAGIROVA, 2007). Este mecanismo ¢ resultado da geracdo de espécies
ativas de oxigénio (explosido oxidativa) como H>O; (peréxido de hidrogénio), O, (radical
superoxido) e OH™ (radical hidroxila), os quais atuam na defesa da planta (CHEN et al.,

1993). O perdéxido de hidrogénio estimula a sintese de SA, além de estar envolvido
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diretamente na reacdo contra o patégeno (LEON ez al., 1995). Por sua vez, o SA tem sido

observado como modulador da reagdao de hipersensibilidade, de modo que, os eventos de

SA-HR parecem estar coordenados em feedback (HOLUIGUE et al., 2007).

Os eventos de expressdo de genes PR, explosdo oxidativa, resposta de
hipersensibilidade e deposicdo de calose, estimulados pelo metabolismo de SA sdo
conhecidos com priming e representam a defesa sist€émica induzida apos contatos prévios
com o patogeno (CHATURVEDI; SHAH, 2007). SA desempenha um papel crucial no
estabelecimento da imunidade da planta contra patdgenos biotroficos (BARI; JONES,

2009).

Em contraste com o SA, os jasmonatos estdo envolvidos nas respostas de defesa
contra patdgenos necrotroficos e insetos herbivoros (GLAZEBROOK, 2005). Estudos tém
revelado o aumento da concentragdo de JA localmente em resposta a infec¢do por
patogenos. Os trés principais componentes sinalizadores de JA incluem o 'coronatine in-
sensitivel' (COIl), 'jasmonate resistantl' (JARI) e o 'jasmonate insensitive 1/MYC2'
(JINI/MYC2) (CREELMAN; MULLET, 1997).

No caso da resisténcia sistémica induzida (ISR), o acido salicilico ndo é requerido
para sua ativacdo, porém siao necessarios o acido jasmoénico e o etileno (PIETERSE et al.,
2009). A proteina NPR1 atua no nucleo e no citoplasma durante a ativacdo do SAR e ISR,
respectivamente. Diante deste fato, a NPR1 parece ser um componente chave na regulagdo
do tipo crosstalk entre o SAR (regulado por SA) e o ISR (regulado por acido
jasmonico/etileno) (POZO et al., 2005; ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2011). Estes
hormonios atuam antagonistamente em muitas vias metabdlicas, de modo que a aplicagdo
de SA, por exemplo, inibe a expressao de genes induzidos por JA (KAZAN; MANNERS,
2008). Tem sido demonstrado que o gene WRKY70 produz fatores de transcricio
envolvidos na modulagdo do crosstalk entre SA ¢ JA (PIETERSE et al., 2009; SPOEL;
DONG, 2008).

Dois modelos conceituais sdo propostos para percep¢do local do 4cido salicilico e
eventos de sinalizagdo seguido ao transporte do SA e seus intermedidrios (Figura 1). No

primeiro uma resposta a baixos niveis de acido salicilico resulta na sobrevivéncia e ativacao
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dos mecanismos através da cascata de sinalizacdo mediada pela NPRI. O segundo
mecanismo envolve a explosdo oxidativa e ativacdo de canais de ions associado ao acumulo
de SA, que resulta em morte celular programada. Portanto, o tipo de resposta da planta a

infec¢do pelo patogeno e depende da concentragdo de SA nas células (KAWANO et al.,
2013).
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Figura 1: Modelos da sinalizacio dos mecanismos de defesa de plantas mediados pelo
acido salicilico, em resposta a infec¢do por patdgenos biotroficos.
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Apesar das evidéncias de antagonismo, o SA e JA podem atuar sinergicamente.
Estudos recentes revelam que o fenotipo patologico da doenga pode ser influenciado pela
intensidade e instante em que os sinais dos horménios sdo dados (CREELMAN; MULLET,
1997; FEY; PARKER, 2000). Desta forma, ¢ importante a mensuracdo dos niveis de tais
hormonios em diferentes estagios da infec¢do para o entendimento de suas vias metabdlicas
na interagdo planta-patdégeno. Dentre os métodos convencionais para mensuracao dos niveis
destes hormonios tém-se imunoensaio (ELISA), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), cromatografia de gasosa e espectrometria de massa (MS) (FORCAT et al., 2008).
Além destes métodos, a aplicagdo de técnicas refinadas, como reacdo em cadeia da
polimerase quantitativo em tempo real (RT-qPCR) além de chips de microarranjos e
RNAseq tém sido utilizadas para avaliagdo de genes expressos em vias metabolicas

(JINYUAN et al., 2001; WAN et al., 2002).

2.2.3 Calose na defesa contra patogenos

Calose ¢ um polissacarideo amorfo na forma de B-(1,3)-glucano de elevado peso
molecular, ligado a algumas ramificacdes [-1,6, amplamente distribuido em plantas
superiores, que atua como componente estrutural em varios processos de desenvolvimento
e resposta a estresse biotico e abidtico (AIST, 1976; LUNA et al., 2011). O polissacarideo ¢
depositado na placa crivada, durante a citocinese, no plasmodesma, onde regula o
movimento de substancias célula-a-célula e esta envolvido nos estdgios de desenvolvimento

do pdlen, crescimento e diferenciacdo celular (CHEN; KIM, 2009).

A biossintese da calose é regulada pela familia génica da enzima calose sintase,
utiliza a UDP-glicose como substrato e ¢ degradado por enzimas [-1,3-Glucanases
(codificada pelo gene PR2) (LEVY et al, 2007). Outros componentes incluem UDP-
glicose transferase (UGT1) e sacarose sintase (SuSy), o qual fornece UDP-glicose para
sintese de calose. O complexo da calose sintase contém uma proteina chamada anexina cuja

regulacio da sintese de calose e celulose é dependente dos niveis de Ca** (VERMA;
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HONG, 2001). Os fons de Ca’*" atuam como componentes importantes da produgio de

calose. Entretanto, o aumento na concentracdo ndo seja o unico fator suficiente para

calogénese (KAUSS, 1985).

Arabidopsis possui doze genes codificantes de putativas calose sintase. Tais genes
sao referenciados na literatura por duas nomenclaturas: CalS (Callose synthase) AtCalS1-
AtCalS12 (VERMA; HONG, 2001) ou GSL (Glucan synthase-Like) AtGSLI1-AtGSLI12
(RICHMOND; SOMERVILLE, 2000), sendo este ultimo comumente citado em
publicagdes. Os genes GSL podem ser organizados em trés familias, com efeito
parcialmente redundante, mas com diferentes fun¢des (CHEN; KIM, 2009). O gene GSLS
(CalS12) ¢ responsavel pela sintese de calose induzida por patogeno ou por lesdes causadas
por insetos herbivoros e desempenha um papel importante na formagao do pdlen (ENNS et

al., 2005; JACOBS et al., 2003).

Os mecanismos de acumulo de calose sdo controlados por vias distintas de
sinaliza¢do, dependendo das condi¢cdes ambientais e dos padrdes moleculares associados ao
patogeno (LUNA et al., 2011). O tempo e intensidade de deposi¢do de calose podem ser
influenciados por sinais ambientais, além de compostos relacionados a defesa como acido

salicilico e glicosinolatos (CLAY et al., 2009).

Durante a infecgdo por fitoplasmas, o influxo do calcio para os vasos do floema
estimula a deposicao de calose de modo a causar oclusdo das placas crivadas e afetando o

deslocamento do patdogeno e distribuicdo da seiva (MUSETTI ef al., 2013).

Estudos recentes tém discutido o envolvimento da calose e celulose na regulagdo
negativa da via do acido salicilico. Mutantes da calose sdo capazes de desencadear a via do
SA de maneira pouco compreendida (NISHIMURA et al., 2003). Por outro lado, alguns
trabalhos sugerem o envolvimento do SA na produgio de calose (DONG et al., 2008).
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IL.

3 JUSTIFICATIVA

A infecgdo por 'Ca. Liberibacter spp.' em laranja doce leva a processo ativo de
resposta da planta, porém insuficiente para resposta de resisténcia. Genes da via do 4cido
salicilico (SA), assim como genes upstream e downstream de vias de resposta de interagao,

podem estar envolvidos, sem que ndo haja clara resposta de hipersensibilidade (HR).

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar, através da quantificagdo de transcritos, a expressao de genes associados a
via do acido salicilico, assim como outros genes de resposta de interacdo, em plantas de
laranja doce (Citrus sinensis var. Hamlin), altamente suscetivel, e de Poncirus trifoliata

(tolerante), infectados com “Ca. Liberibacter spp.”

4.2 Objetivos especificos

Avaliar a ocorréncia e comparar as sequéncias dos genes da via do acido salicilico,
envolvendo sinalizagcdo upstream, biossintese, metabolismo do horménio, sinalizag¢ao

downstream da via e outros genes de resposta de interagdo;

Comparar o perfil de expressdo desses genes em laranja doce e no trifoliata infectados
com “Ca. Liberibacter asiaticus” e “Ca. Liberibacter americanos”, em experimentos

independentes;
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III.  Avaliar o envolvimento da formagdo de calose na resposta a infeccdo por “Ca.

Liberibacter asiaticus”.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Material biologico e condicdes experimentais

Para compor este experimento foram utilizadas plantas de Poncirus trifoliata (L.)
Raf., como representante tolerante e Citrus sinensis (L.) Osbeck, como representante
suscetivel, mantidos em condi¢cdes controladas de casa de vegetacio do Centro de
Citricultura Sylvio Moreira, Cordeiropolis-SP. A inoculagdo da bactéria foi feita por
enxertia de borbulhas (ramos laterais) infectadas em cinco individuos de cada
representante, e trés plantas ndo inoculadas foram utilizadas como controle. Para cada
espécie bacteriana, ‘Ca. Liberibacter asiaticus’ e ‘Ca. Liberibacter americanus’, foi

conduzido um experimento isolado (Esquema 1).

Para conducdo dos ensaios moleculares, foram selecionados trés individuos de
cada representante que primeiro expressaram os sintomas caracteristicos da infec¢do pela
bactéria. As andlises de expressdo génica do material coletado foram feitas em trés
periodos: sete dias apds inoculagdo (dai), 30 dai e apds o aparecimento dos primeiros
sintomas. No caso de P. trifoliata, por ndo apresentar sintoma bem definidos da doenga, as

coletas foram realizadas no mesmo tempo que o correspondente em C. sinensis.
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Esquema 1: Esquema experimental de trabalho. Procedimento para obtencdo de plantas
infectadas com ‘Ca. Liberibacter americanus’ e ‘Ca. Liberibacter asiaticus’, conduzido em
experimentos isolados.

5.2 Extraciao de RNA

O RNA total de cada amostra foi isolado individualmente a partir de tecido foliar
usando o RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), com modificagdes. Uma etapa de tratamento
com DNase (Qiagen) foi incorporada a extragdo do RNA, para completa remoc¢do de DNA
da amostra, de acordo com as orientagdes do fabricante. A concentracio do RNA foi
determinada através da absorbancia a 260 nm (Az60) em espectrofotdmetro NanoDrop ND-

8000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA).

A pureza do RNA foi avaliada através da razdo da leitura em espectrofotometro a
260 nm e 280 nm (Az60/A280), que permite estimar a presenga de contaminantes, tais como
proteinas. Foram consideradas puras, as amostras que obtiveram a razado Ajzeo/A2g0 entre

1.9-2.1.

A integridade e distribuicdo de tamanho do RNA purificado foram avaliadas em
gel desnaturante de agarose 1,2%. O gel foi preparado em 10% de solucdo tampao de
formaldeido 10X (200 mM MOPS, 50 mM Acetato de sddio, 10 mM EDTA, pH 7,0),
adicionado de 1,8% de formaldeido 37% (12,3 mM), ¢ corado com brometo de etidio (1,5
ulL/1,2 g de agarose). Previamente a eletroforese, o gel foi imerso em tampdo de
formaldeido 1X [10% de tampao formaldeido 10X, 2% de formaldeido 37% (12,3 mM)]
por 30 minutos. Foi aplicado uma solu¢do contendo 1 pL de tampao de carregamento azul

de bromofenol e 4 uLL de amostra de RNA apds desnaturagio a 65°C por 5 minutos.
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5.3 Sintese de cDNA

O RNA foi preparado para sintese de cDNA em uma reacdo contendo: 4 uM de
primer Oligo(dT)is e 1 ug de RNA em um volume total de 12 pL, seguido desnaturacdo a
65°C por 5 minutos e choque térmico a 4°C. A sintese da primeira fita de cDNA foi
realizada com o kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas), em uma
reacdo contendo: 1 mM dNTP, 5X tampao, 20 U de Ribolock RNA inhibitor, 200 U de M-
MuLV Reverse Transcriptase. As seguintes condi¢des de reagdo foram utilizadas: 42°C por
60 minutos, seguido de incubagdo a 70°C por 5 minutos. Depois de sintetizado, as amostras

foram armazenadas a temperatura de -20°C.

5.4 Desenho e validacao de primers

O desenho dos primers foi baseado em genes de Arabidopsis thaliana, envolvidos
na via de sinalizacdo do acido salicilico, obtidos na base de dados The Arabidopsis thaliana
Information Resource - TAIR (The Arabidopsis Initiative, 2000), e utilizados como molde
para busca de sequéncias ortologas em citros através da ferramenta BlastTX contra

unigenes presentes na base de dados Phytozome (GOODSTEIN et al., 2012).

Os primers foram projetados e suas penalidades analisada utilizando a ferramentas
Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2012), seguindo os seguintes critérios: tamanho do
amplicon de 70 pares de base (pb) a 200 pb, tamanho do primer entre 18-24 nucleotideos
(nt), temperatura de anelamento de 60 °C (£2°C) e conteudo de GC entre 45-60% (Quadro

1).

A estabilidade e ocorréncia de pareamentos indesejaveis, como formagdo de alcas
(hairpin), dimeros (primer dimer e cross dimer) foram avaliados utilizando o programa

online NetPrimer (Premier Biosoft).
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Os primers para genes pertencentes a familias génicas foram projetados apds
alinhamento das sequéncias codificantes (CDS) entre os genes membros, utilizando a
ferramenta online ClustalW2 (GOUJON et al, 2010; LARKIN et al., 2007), sendo
selecionado regides do transcrito de interesse de menor similaridade com os outros
membros. A especificidade dos primers foi checada in silico com o banco de dados do
Phytozome, avaliados por PCR convencional e os amplicons sequenciados para

confirmagdo de sua identidade.

5.5 Selecio de genes de referéncia

Inicialmente foram definidos quais seriam os melhores genes endogenos de
referéncia para as condi¢des do experimento a serem usados na etapa de normaliza¢do dos
valores de expressdo de cada gene de interesse. Foram testados oito genes de referéncia
endogenos: SAND Family protein (SAND), F-box Family protein (FBOX), Polypyrimidine
tract-binding protein 1 (PTBI1), Ubiquitin-protein ligase 7 (UPL7), Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase C2 (GAPC2-GAPDH), considerados superiores, de acordo com
Mafra et al. (2012), além dos genes TIP41-like protein (TIP41) e 18S rRNA (18S)
(ALBRECHT; BOWMAN, 2008).

O programa geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002) foi utilizado para as
andlises dos dados. O geNorm possui um algoritmo baseado em estratégia de comparagio
aos pares, que determina os melhores genes de referéncia a partir de um conjunto de genes
candidatos. Dois parametros sdo utilizados, o valor médio da estabilidade de expressdao
(valor M), e variacdo par-a-par (Vun-1). O primeiro estima a estabilidade de expressao, de
modo que genes com menor ‘valor M’ apresentem maior estabilidade. Desta forma, os
genes sao ranqueados, sendo eliminado aquele de maior valor M, entdo um novo calculo ¢
feito com os demais genes remanescentes. Apds isso, dois ou mais genes superiores sao
dados. O segundo pardmetro determina o nimero minimo de genes requeridos para uma

normaliza¢do acurada.
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Quadro 1. Genes de citros associados a via de acido salicilico e de interagao, seus acessos nos bancos TAIR e Phytozome ¢
sequéncias de primers utilizadas para avaliagdo de resposta por RT-qPCR. NA (nio se aplica).

Gene Gene name/Description TAIR Phytozome Sequéncia dos primers (5°—3”) Amplicon (pb)
Fw-TTTACAGGGCATTCCTCAGCTGGT
EDSI Enhanced Disease 114
Suscetibility1 at3g48090.1 orangel.1g007278m
Rv-TATAGGTGGCATTCTGCTGGTGCT
Fw-GCTTGGCAAATTCTGGGATGGTGT
PAD4 Phytoalexin Deficient4 at3g52430.1 orangel.1g007061m 128
Rv-ACCTCCTTGGTCTTCCATGCTTCA
S 1G2 Fw-GCAAGCCATTGAGATTAGCC
Uppressor o,
HSP90 dallele of skl atdg11260.1 orangel.1g017264m 198
Rv-GCCACCTTAGCCGTTTCATA
Fw-CACATGGGAGAAACCGAGAC
SGTIB Heat Shock Protein90 at5g52640.1 orangel.1g005321m 180
Rv-AGCATCGAGCTTGCTCTTGT
Required for MLAI2 Fw-GCTCCTGCTCCTTCAACAAC
RARI at5g51700.1 orangel.1g027086m 127

resistancel

Rv-CTGGGGCATAATTGGTCTGT




LE

Gene Gene name/Description TAIR Phytozome Sequéncia dos primers (5°—3”) Amplicon (pb)
Fw-GCCGAAGGAGTTTTGAATGA
SARDI at1g73805.1 orangel.1g011961m 192
SAR Deficientl Rv-AATTTGCCAATCGTTGCTTC
Fw-TGCTCGATTGGCGGGCAGAC
ICS1 Isochorismate Synthasel at1g74710.1 orangel.1g008131m 108
Rv-AGGCGTGCCTCTTCAGTCGGA
Fw-CCAGCAGGCACTCCCTCCAA
ICS2 Isochorismate Synthase?2 1618870.1 orangel.1g008131m 109
atlglss70. Rv-GGCAGCCGAGGGTCTCCTTT
Fw-CGAAATCAGCAGCCAGAGCAGC
EIN3 Ethylene Insensitive3 at3g20770.1 orangel.1g007186m 86
Rv-CCCCCTTCATAACACCTACGCCT
. Fw-GCTGCATTAGTCCTGGGAAA
Enhanced Disease
EDS5 orangel.1g008932m 136

Susceptibility5

at4g39030.1

Rv-TTCTCCAATCCTCCCCTCTT
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Amplicon

Gene Gene name/Description TAIR Phytozome Sequéncia dos primers (5°—3’) (ob)
P
Fw-GGCTGCCATTGCCACGTCCT
PAL2 | Phenylalanine Ammonia Lyase2 | at3g53260 orangel.1g005031m
Rv-AGAGCACCGCCGTTCTTGGT 174
Fw-AACTGGACCGTGGCAGCGGA
PAL3 | Phenylalanine Ammonia Lyase3 | at5g04230 orangel.1g004955m
Rv-GACTCGCCGCCGAGCTTCAC 104
Fw-TCACCGGCCGGCCCAATTCT
PAL4 | Phenylalanine Ammonia Lyase4 | at3g10340 orangel.1g037382m
Rv-GCGAGACCCTCCTTAGGCTGC 118
Fw-CTGACGATGGGGGTCAATGGGGA
PALS5 | Phenylalanine Ammonia Lyase5 | ndo se aplica | orangel.1g016039m
Rv-CGCTGCAGGGATCATCAGCGTA 112
oo . Fw-CCAAGCGCCTAGATCACAA
Salicylic Acid
SAGT! at2g43820.1 | orangel.1g012194m
Glucosylirangferasel Rv-GGACGAGGATGACGAATCIC 92
Benzoid acid/SA carboxyl Fw-GTTTAACGAGGCCGTTGATG
BSMTI at3g11480.1 orangel.1g017514m
Methyliransferasel Rv-TCGTCAAGGAAACTGTCACG 200
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Gene

Gene name/Description

TAIR

Phytozome

Sequéncia dos primers (5°—3”)

Amplicon

(pb)

GH3.5

Gretchen Hagen3.5

at4g27260.1

orangel.1g006862m

Fw-TCAGTCCCAAATGTCCCAAG

Rv-GTAGTGGCCTTGTTGTTGTTGC

70

NPRI

Non-expressor of

Pathogenesis Related genel

at1g64280.1

orangel.1g007923m

Fw-AAGGGAGCTCGGCCATCAGA

Rv-TGCAGCCTTAGTGAGCCGCT

171

NPR3

Non-expressor of

Pathogenesis Related gene3

at5g45110.1

orangel.1g007849m

Fw-TCTGGAGGGAGAAATGAGG

Rv-TGTGGGAGGTGATAAAGGC

70

WRKY46

WRKYA46 trancription fator

at2g46400.1

orangel.1g017895m

Fw-AGGTCGACGATGGATAGGG

Rv-GCGAGTTTCTGGAGAGGAAG

110

WRKY62

WRKY62 trancription fator

at5g01900.1

orangel.1g020291m

Fw-GTCAGGCCACGTCTTCATCT

Rv-CATCGCTTTTGACCCTTCTC

149

WRKY70

WRKY70 trancription fator

at3g56400.1

orangel.1g021598m

Fw-CAGCAGCAGCAGGCGAATTCTT

Rv-GTCCTTCGCCGCCGGTCTCT

100




014

Amplicon

Gene Gene name/Description TAIR Phytozome Sequéncia dos primers (5°—3’) (pb)
Pathogenesis Related Protein Fw-CGOTCGTTTCCGACGGATCGTT
PR2 at3g57260.1 | orangel.1g019260m 132
2 Rv-CCGTCGGCCACCCACTCTCT
Fw-CCCAAGTATTCCGGCCCTTT
CALS Calose Synthase5 at4g03550.1 | orangel.1g000259m 107
Rv-CACGGGGGTCAAGACAATCA
Fw-CAGGTGTATGGGCAGCAGAA
CAL7 Calose Synthasel at4g04970.1 | orangel.1g000258m 121

Rv-CATCCCTCCCCAAGTGAACC




5.6 Forma de analise dos dados

As andlises e normaliza¢do da expressdo dos genes foram realizadas com o software
GenEx (MultiD Analysis AB, Go6teborg, Sweden), com base na eficiéncia e CT gerado pelo
algoritmo Miner (ZHAO; FERNALD, 2005). Os niveis de expressdo foram estimados pela
normalizagdo com dois genes de referéncia, em escala de Log> fold change, comparando com

plantas sadias ndo infectadas, e expressio relativa considerando a férmula Ne=2(Camin-Ca),

Para identificar os genes diferencialmente expressos foi feita andlise estatistica por
Teste-t. De acordo com os valores de significancia, a diferenca no nivel de expressdo dos genes
foi classificada como significativas (p-valor <0,05), considerando o ponto de corte de Log> fold

change de = 1.

5.7 Analises de microscopia

Para detec¢do de calose, amostras de peciolo de plantas ndo infectadas e infectadas com a
bactéria ‘Ca. Liberibacter asiaticus’ foram coletadas (16 meses apos inoculagdo) e rapidamente
fixadas em solu¢do de FAA. Apos incubagdo overnight, as amostras fixadas foram seccionadas a
10 pum de espessura em micrétomo de deslize (Leica), as sec¢des coradas com 1% azul de anilina

diluido em alcool 70% e visualizadas sob luz UV.

Para andlises anatomicas gerais, amostras de peciolo foram fixadas em solugdo de
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965). Durante a fixa¢do, as amostras foram colocadas numa bomba
a vacuo para a retirada do ar. Apds desidratagdo em série etilica, as amostras foram infiltradas em
hidroxi-etil-metacrilato (Leica Historesin), conforme instru¢do do fabricante. Os blocos foram
seccionados a 5 - 7 um de espessura em micrétomo rotatdrio Leica RM 2045. As secdes foram
coradas com o azul de toluidina (SAKAI, 1973) para as analises histoldgicas usuais e o cloreto de

zinco iodado para a deteccdo de amido (JENSEN, 1962).
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As seccdes também foram analisadas sob luz polarizada para visualizacdo dos

cristais de oxalato de calcio.
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6 RESULTADOS

6.1 Experimento de desafio com HLB

Plantas de Poncirus trifoliata e Citrus sinensis foram inoculadas com cada bactéria
em experimentos independentes. Tecidos foliares foram coletados em time course de sete e
trinta dias apds inoculagdo (dai) e em estagio de sintoma, sendo este observado 9 meses
apds inoculagdo (mai), em infeccdo com a bactéria Calas, e 29 mai para CalLam. No caso
do trifoliata, que apresenta sintomas indefinidos da doenga, coletas do estagio de sintoma

foram feitas no mesmo tempo que o correspondente em C. sinensis.

Sintomas tipicos da doenga em plantas de C. sinensis, incluindo mosaico
mosqueado das folhas, com tendéncia a clorose, amarelecimento dos ramos, folhas
coriaceas, com nervuras amareladas e proeminentes (vein corking). As plantas do trifoliata

ndo manifestaram um fenotipo definido da doenga (Figura 2).

O RNA total foi isolado dos tecidos foliares utilizando o kit RNeasy Mini
(Qiagen). A integridade e distribuicdo do RNA foram verificadas através de eletroforese em
gel desnaturante de agarose (Figura 3). A quantificagdo do RNA foi feita pela leitura de
absorbancia a 260 nm no Nanodrop ND8000.

ps1 ps2 ps3 pil pi2 pi3 ps ps2 ps3 pil pi2 pi3
| [ 1 I

Crtrus sinensis FPorncirus frifoliata

Figura 2: Padrio eletroforético de RNA total em gel desnaturante de agarose, plantas de C. sinensis
e P. trifoliata, sete dias apds infecg@o, experimento com “Ca. Liberibacter americanus”.
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Figura 3: Plantas de Citrus sinensis (A-E) e Poncirus trifoliata (F e G) infectadas com CalLas (A,
D, E e F) e CaLam (B, C e G) em estagio de sintoma. A. Ramos com padrdoes de mosqueados
irregulares. D e E. Detalhe de folhas com sintomas tipicos de vein corking e setores clordticos. B.
Ramos cloréticos, com amarelecimento das nervuras, detalhe em C. F. Ramos sem manifestacdo de
sintomas definidos, com detalhe em G.

6.2 Selecio de genes de referéncia

A acuracia da expressdo gé€nica depende da selecdo de genes de referéncia ou
normalizadores adequados para normalizagdo dos dados (PFAFFL et al., 2004). Para isso,
foi avaliada a estabilidade de sete genes de referéncia codificantes: SAND, FBOX, PTB1,
UPL7, GAPC2, considerados superiores de acordo com Mafra et al. (2012), além do TIP41
e 18S (ALBRECHT & BOWMAN, 2008). Usando o algoritmo geNorm
(VANDERSOMPELE et al., 2002), TIP41 e SAND foram identificados como o par de

genes mais estavel dentre as comparagdes par-a-par.

Os genes UPL7 e 18S foram retirados da analise devido a baixa eficiéncia de
amplifica¢do (Tabela 1). Uma vez identificado os melhores genes de referéncia, procedeu-

se com os ensaios de RT-qPCR com os genes selecionados.

Tabela 1: M-value dos genes de referéncia obtidos pelo geNorm.

Gene M-value (anti Log>)
TIP41 0,327
SAND 0,327
GAPDH 0,372
PTBI 0,404
FBOX 0,509
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6.3 Analises de expressio génica

As andlises de expressdo génica foram realizadas com o software GenEx (MultiD
Analysis AB, Goteborg, Sweden), com base na eficiéncia e CT gerado pelo programa
Miner. Os niveis de expressdo foram estimados pela normalizagdo com dois genes de
referéncia, em escala de Log> fold change, comparando com plantas sadias ndo infectadas

(Tabela 2).

Os genes upstream da via apresentaram niveis significantes de inducdo, com
destaque para o EDSI, PAD4 ¢ NDRI, entre os diferentes tratamentos ao longo do time-
course. Por outro lado, o gene de HSP90 foi reprimido nos estagios tardios de infeccdo em
C. sinensis. Porém, ndo apresentou alteracdes significativas no trifoliata. Os genes
associados a biossintese do acido salicilico por intermédio da via da fenilalanina amdnia
liase (PAL) foram menos expressos no estagio tardio de infec¢do, principalmente para as
plantas de C. sinensis. Associado ao metabolismo do acido salicilico, os genes BSMTI,
SAGT] e GH3.5 foram regulados positivamente em laranja, enquanto no trifoliata

observaram-se modestas alteragdes (Grafico 1).

Considerando que os genes upstream da via do acido salicilico foram regulados
positivamente entre os tratamentos, poderia se esperar que os genes downstream da via
apresentassem o mesmo comportamento, entretanto, ndo foi observado alteragdes
significativas em tal grupo de genes. A regulacdo fina das concentragdes do hormdnio na
planta, por intermédio de enzimas modificadoras, possivelmente, pode atuar como um

mecanismo que impede a ativagdo dos genes downstream.

Grafico 1: Niveis de expressdo dos genes com valores significativos. Representagdo das
plantas controle e inoculadas normalizadas com os genes enddgenos TIP41 e SAND.
Asterisco indica variagdo significativa entre tratamentos.
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Tabela 2: Valores de expressdo génica relativa (RE) obtidos por RT-qPCR de plantas infectadas em ralagdo ao controle normalizados com
os genes endogenos TIP41 e SAND. Valores em destaque foram considerados significativos (p<0,05).

Citrus sinensis Calas | Citrus sinensis Calam | Poncirus trifoliata Calas | Poncirus trifoliata CaLam

0S

p-valor RE STDV p-valor RE STDV p-valor RE STDV p-valor RE STDV
07dai | 0,796 0,13 0,77 5,1e-02 -0,63 0,26 4,5e-02 -0,37 0,14 83E-01 -0,11 0,84
EDS1 30dai | 0,206 055 034 4901 043 088 39E-02 -097 034 87E-01 -004 0,34
sintoma | 0,006 2,64 035 20E-01 09 083 54E-01 0,22 053 87601 -0,20 1,88
07dai | 0,038 -0,61 0,21 1,0E-01 -0,75 044 95E-04 098 005 4,2E-01 -042 0,73
PAD4 30dai | 0,612 0,09 0,26 6,8E-01 015 054 3,4E-03 -099 010 7,0E-01 0,23 0,90
sintoma | 0,042 1,72 063 34E-02 165 054 2701 066 077 7,6E-01 -0,29 1,45
07dai | 0,005 -0,31 004 78E-01 011 059 4,601 -0,14 0,28 2,7E-01 0,33 0,37
NDRI 30dai | 0,062 044 020 13E-02 05 0,11 6,4E-02 -1,01 0,46 3,1E-01 -0,24 0,31
sintoma | 0,120 0,83 055 2,5E-02 144 040 2,0E-01 084 078 9,6E-02 131 0,76
07dai | 0,584 -0,03 007 23E01 029 030 3,501 -0,64 091 2,0E-01 0,56 0,51
SGTIB | 30dai | 0,756 -0,03 0,15 51E01 0,18 040 29E-01 -0,50 062 1,6E-01 -0,69 0,54
sintoma | 0,095 1,08 062 8,0E-01 014 082 2,0E-01 103 094 6,3E01 0,17 0,54
07dai | 0,251 -0,78 084 2,5e-02 -120 034 2,502 -195 055 2,3E-01 -0,73 0,74
HSP90 | 30dai | 0010 -2,26 0,39 24E-01 058 061 20E01 -091 083 24E-02 -200 0,54
sintoma | 0,33 0,18 0,24 4,9E-02 -1,60 064 2,5E-01 1,59 1,69 2,1E-01 0,67 0,64
07dai | 0050 -1,10 045 23E-01 0,10 0,10 2,6E-02 0,36 0,10 1,9E-01 0,30 0,27
RARI 30dai | 0,021 -0,89 0,22 6,7E-01 -0,06 0,21 8,4E-01 -0,02 0,13 7,5E-03 -1,69 0,25
sintoma | 0,556 0,33 0,80 4,4E-01 -0,44 080 3,1E-01 044 057 1,6E-01 0,61 0,49
07dai | 0,925 004 059 5,1E-01 0,17 036 43E-02 0,74 027 7,6E-02 1,03 0,52
SARDI | 30dai | 0,123 0,76 051 2401 -039 041 54E-01 026 062 58E02 0,32 0,14
sintoma | 0,334 -0,29 0,39 53E01 062 1,41 1,501 0,76 057 6,56-04 1,70 0,08
07dai | 0976 -0,02 093 46E-02 124 048 6,1E-01 031 089 1,3E-01 -0,66 0,45
ICS1 30dai | 0,603 0,10 -0,12 2,4E-01 0,32 033 19E-01 -083 0,74 23E-02 -108 0,29
sintoma | 0,481 -0,33 0,67 6,4E-01 -0,13 041 26E-03 -488 043 5,3E-02 -2,07 0,86




IS

PAL?2

PAL3

PAL4

PALS

EDSS5

BSMT1

SAGT1

GH3.5

NPR1

Citrus sinensis CaLas | Citrus sinensis CaLam | Poncirus trifoliata CaLas | Poncirus trifoliata CaLam

p-valor RE STDV p-valor RE STDV p-valor RE STDV p-valor RE STDV
07dai | 0,908 -0,09 1,25 4,2E-01 -042 0,74 6,4E-01 0,17 055 2,0E-01 -0,12 0,11
30dai | 0,947 -0,04 1,04 1,0E-02 -199 035 93E-01 003 057 50E03 4,03 0,53
sintoma | 0,004 -2,42 0,25 4,9E-02 -1,76 0,70 4,8E-02 202 0,79 5,0E-03 -220 0,27
07 dai | 0,547 -0,55 1,34 9,5e-02 -188 1,08 3,2E-01 0,38 050 58E-03 244 0,32
30dai | 0,093 -110 0,63 84E-03 -398 064 97E-01 002 093 29E-01 0,23 0,28
sintoma | 0,075 -2,56 1,29 2,7E-02 083 0,24 2,8E-01 1,64 193 1,6E-02 -2,55 0,57
07dai | 0,895 014 160 5,0E01 042 088 1,1E-01 0,16 0,10 58E-01 0,03 0,08
30dai | 0,656 -0,25 085 6,3E-01 0,11 0,34 6,4E-01 -0,15 0,47 3,0E-04 5,97 0,18
sintoma | 0,019 -2,69 065 1,2E-02 -197 038 3,002 254 0,78 2,1E-01 -0,94 0,89
07dai | 0,585 048 1,28 2,8E-03 344 032 3,802 107 037 1,2E-02 1381 0,34
30dai | 0,212 -1,05 1,00 6,7E-03 -547 0,78 82E-01 0,10 065 3,8E-02 1,45 0,50
sintoma | 0,020 -5,62 142 1,1E-02 -2,22 041 1,1E-02 3,14 0,57 3,5E-02 -1,51 0,50
07 dai 1,23 -039 015 39E01 030 049 19E-01 -1,22 1,09 1,3E-01 -0,28 0,19
30 dai 0,05 1,75 0,20 9,8E-01 -001 041 4,301 -0,75 1,30 85E-02 044 0,24
sintoma | 1,99 1,82 083 011828 0,31 0,20 52E-01 0,54 1,22 56E-02 1,24 0,53
07dai | 0,032 -2,62 083 6,0E-01 -022 062 18E-01 -093 080 51E-01 -0,261 0,566
30dai | 0,007 -0,77 0,13 3,7e-02 043 0,15 89E-01 -046 4,82 19E-01 0,451 0,400
sintoma | 0,004 3,71 063 19E-02 265 064 76E-01 048 242 14E-01 0,895 0,652
07dai | 0,230 -0,33 0,34 12E-02 -056 0,11 4,6E-02 -0,32 0,12 5,3E-03 -0,95 0,12
30dai | 0,514 0,07 0,16 1,6E02 1,58 034 1,2E-01 -0,56 0,37 74E-02 -1,25 0,62
sintoma | 0,025 1,30 036 4,1E-02 19 069 3,701 0,87 1,30 3,301 047 0,64
07dai | 0,006 -1,71 0,23 89E-01 -005 062 3,201 0,14 0,19 7,5E-03 -0,53 0,08
30dai | 0,074 0,28 014 3,4E-01 0,29 041 53E-02 099 041 1,4E-02 0,75 0,15
sintoma | 0,032 1,75 056 8,7E-03 4,10 067 3,1E-02 198 062 14E-01 140 1,01
07dai | 0,697 008 032 59E-01 -015 042 9,7E-01 -023 0,63 6,6E-01 0,08 0,26
30dai | 0,680 0,04 015 34E-01 -0,13 0,18 2,3E-03 -2,76 023 1,6E-01 -049 0,40
sintoma | 0,872 -0,03 0,31 82E-01 009 058 74E-03 -474 071 18E-02 -0,33 0,08
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NPR3

PR2

WRKY46

WRKY62

WRKY70

CALS

CAL7

Citrus sinensis Calas | Citrus sinensis CaLam | Poncirus trifoliata Calas | Poncirus trifoliata CaLam

p-valor RE STDV p-valor RE STDV p-valor RE STDV p-valor RE STDV
07dai | 0,164 -0,27 0,22 6,7E-02 0,16 0,08 4,2E-02 0,26 010 6,1E-03 2,86 0,39
30dai | 0,436 -0,15 0,27 56E-03 1,04 0,14 4,7E-01 -020 040 2,7E-03 1,21 0,11
sintoma | 0,973 0,00 0,12 1,301 092 063 83E-01 008 053 4,2E-01 -0,50 0,86
07dai | 0,529 -0,28 066 1,6E-01 0,70 056 82E-01 -004 0,28 78E-01 -0,06 0,32
30dai | 0,980 001 031 96E-01 005 157 13E-01 -055 039 23E-01 052 0,54
sintoma | 0,013 3,81 0,76 2,0E-01 -0,89 081 6,4E-02 -0,19 009 64E-03 144 0,20
07dai | 0499 -0,25 053 2,801 -004 005 74E-01 -009 042 6,2E-01 0,09 0,26
30dai | 0,921 003 042 6,1E-01 -009 0,25 3,4E-01 0,21 0,29 8,6E-02 0,23 0,13
sintoma | 0,963 0,01 039 50E02 128 052 1,5E01 08 064 3,1E-01 044 0,57
07dai | 0,137 -1,32 095 1,4E-02 -039 0,08 2,0E-04 -057 001 27E-01 0,25 0,28
30dai | 0,205 -0,71 043 1,4E-03 082 005 82E-02 -126 067 57E-02 -0,62 0,27
sintoma | 0,964 0,03 099 18E-01 0,71 062 6902 1,74 084 51E-02 1,62 0,66
07dai | 0,450 -0,26 049 1,7e-02 0,55 0,13 8,6E-03 -0,31 0,05 4901 -044 091
30dai | 0,225 -0,11 0,11 1,0e-01 08 051 59E-03 -0,76 0,10 9,8E-01 -0,01 0,48
sintoma | 0,319 0,10 0,13 4,5e-01 0,27 050 76E-02 164 083 29E01 0,33 0,40
07dai | 0,754 -0,26 1,26 2,3E-02 1,78 048 88E-01 0,03 0,27 3,7E-02 -1,06 0,36
30dai | 0,049 0,12 005 1502 048 0,10 3,301 -0,58 080 1,3E-02 1,32 0,27
sintoma | 0,468 0,37 0,72 29E-02 -1,67 050 6,2e-01 -0,10 0,29 2,8E-01 -0,47 0,54
07dai | 0,773 -0,13 0,69 75E-02 1,16 058 24E-02 -1,16 032 7,3E-02 0,58 0,29
30dai | 0,521 -0,21 047 9,702 0,8 050 4,1E-01 0,17 0,28 5,3E-02 0,93 0,38
sintoma | 0,062 0,23 0,10 29E-03 -193 0,18 9,701 0,02 063 7,301 -0,07 0,29




6.4 Analises de microscopia

Calose ¢ um polimero de agucar amplamente distribuido entre as espécies
botanicas e que atua em varios processos de desenvolvimento da planta. Diferentes
condicdes de estresse, seja biotico ou abidtico, podem estimular a producdo de calose.
Estudos tém demonstrado que o acido salicilico influencia positivamente a deposi¢do de
calose. Apesar de a calose desempenhar um papel importante na defesa contra patdgenos,
sua deposi¢cdo nio pode ser considerada um mecanismo de defesa universal em plantas.
Ademais, Nishimura e colaboradores (2003) observaram que a sintese de calose pode de

alguma forma, inibir as respostas de defesa mediadas pelo acido salicilico.

Diferentes trabalhos tém reportado a deposi¢do e acumulo de calose em plantas
infectadas com ‘Ca. Liberibacter asiaticus’, sendo esta deposicdo considerada um dos
elementos ligados aos sintomas. A fim de verificar se a calose poderia estar associada a
manifestacdo dos sintomas em C. sinensis € no trifoliata, avaliagdes microscopicas foram
feitas, utilizando o método de coloragao especifico para calose com azul de anilina (Figura

4).
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Figura 4: Padrao de deposicao de calose em peciolos de Citrus sinensis (A-D) e Poncirus trifoliata
Raf. (E e F) em cortes longitudinais. Sadios (A, C, E) e infectados com “Ca. Liberibacter asiaticus”
(B, D, F).

Qualitativamente foram visualizadas diferencas significativas na deposicdo e
acumulo de calose entre plantas infectadas e ndo infectadas, tanto em C. sinensis quanto no
trifoliata. Em C. sinensis, foi observado maior acimulo de calose em varias camadas
adjacentes de células. No trifoliata, observa-se deposito de calose de forma mais pontual,

em placas de células adjacentes, que formam um tubo continuo elementos de vasos.

Avaliagdes com outros métodos histoldgicos revelaram significativas alteragdes
estruturais em plantas infectadas, como: colapso das células do floema, aumento da
atividade do cambio, associada a proliferacdo dos vasos floematicos, maior acumulo de
cristais de oxalato de cadlcio e acimulo de amido em células parenquimaticas (Figura 5).

Nao foi observado alteracdes nos peciolos do trifoliata (Figura 6).
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Figura 5: Anatomia dos peciolos de Citrus sinensis (L.) Osbeck var. Hamlin sadios (A-F) e
infectados com “Ca. Liberibacter asiaticus” (G-L). A, C, D-E, G-H, J-K. Secgoes
transversais. B, F, I, L. Sec¢des longitudinais. A. Visdo geral do floema. B. Detalhe dos
elementos de tubo crivado e das placas crivadas (setas). C. Andlise do floema sob luz
polarizada. Notar os cristais (seta). D-E. Reacdo positiva com cloreto de zinco iodado
indicando as regides com amido. D. Visdo geral do cilindro vascular. E. Detalhe do floema.
F. Cristais em série nas células do floema (seta). G —H. Detalhe do floema alterado. Notar o
colapso dos elementos de tubo crivado (seta em G e * em H). [ e L. Acimulo de cristais nos
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tecidos infectados observados sob luz polarizada (setas). J-K. Acumulo de amido nos
tecidos. K. Detalhe do floema. FB — Fibra do floema; FL — Floema; Pa — Parénquima; X1 —
Xilema.

Figura 6: Anatomia dos peciolos de Poncirus trifoliata. sadios (A-C, F e G) e infectados
com “Ca. Liberibacter asiaticus” (D-E). A, C, D, F, G. Sec¢des transversais. B, E. Sec¢des
longitudinais. A. Visdo geral do floema. B. Detalhe dos elementos de tubo crivado e das
placas crivadas compostas (setas). D-E. Visdo do floema de amostras inoculadas. Notar
auséncia de alteracdes estruturais. G. Andlise do floema sob luz polarizada. X-F. Reag¢do
positiva com cloreto de zinco iodado. FB — Fibra do floema; FL — Floema; Pa —
Parénquima; X1 — Xilema.
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7 Discussao

Devido aos sérios danos causados as zonas citricolas de ocorréncia, o
Huanglongbing dos citros tem mobilizado nas tultimas décadas a atencdo de grupos de
pesquisas de diversas areas do conhecimento. Isto, tendo em vista o desenvolvimento de
ferramentas ou abordagens para o controle do inseto vetor, compreensdao dos mecanismos
de patogenicidade dos agentes etioldgicos, estabelecimento de praticas culturais para
remissdo dos sintomas das plantas infectadas em campo, ou até o desenvolvimento de

cultivares resistentes.

A fim de obter informagdes sobre as alteracdes globais na planta durante a
infec¢do pela bactéria do HLB, muitos estudos tém sido realizados, com abordagens em
transcritdmica, protedOmica, metabolomica, anatomia e da nutrigdo. Entretanto, os
mecanismos biologicos sobre a evolu¢do da doenca durante a interagdo com o patdogeno
ainda sdao pouco compreendidos. Um dos maiores empecilhos para isto € a dificuldade de
cultivo da bactéria em condi¢cdes de laboratdrio, associado a complexidade genética e

fisiologica das espécies dos citros.

Apesar dos postulados de Koch ndo terem sido preenchidos, a coexisténcia da
bactéria e expressdo da doenca estabelecem as trés espécies de ‘Ca. Liberibacter spp.’
como os agentes etiologicos do HLB. Entretanto, a existéncia de outros fatores em

associacdao com a doenga nao pode ser descartada.

O HLB afeta todas as espécies de citros e outras espécies proximas e desenvolve
relacdo biotréfica com as mesmas. No trabalho realizado por Folimonova et al. (2009), foi
observado uma larga amplitude de respostas entre trinta genodtipos de citros durante
infecg¢do por ‘Ca. Liberibacter asiaticus’. De acordo com os niveis de sintomas expressos,
os diferentes genotipos foram classificados em suscetiveis, moderadamente tolerantes ou
tolerantes. Além disso, verificou-se que a bactéria se distribui de forma irregular nas

plantas.

57



As variedades comerciais de C. sinensis, mandarins (C. reticulata Blanco) e
tangelo (hibridos de C. reticulata) sdo os mais suscetiveis, enquanto a tolerdncia ¢
observada em poucos gendtipos, principalmente Poncirus trifoliata e alguns de seus
hibridos. O trifoliata, apesar de ser infectado pelas espécies de Liberibacter, ndo apresenta
sintomas bem definidos da doenga (ALBRECHT; BOWMAN, 2012; ALBRECHT;
BOWMAN, 2011; FOLIMONOVA et al, 2009; MCCLEAN; SCHWARZ, 1970;
MYIAKAWA, 1980).

Embora varios trabalhos tenham sido realizados, nenhum mecanismo molecular de
interag¢do planta-patdgeno foi descrito que explicasse as diferencas de expressao de sintoma
entre as diferentes espécies, hibridos, cultivares e variedades de citros. Por outro lado, em
relacdo a interagdo planta-inseto vetor, estudos demonstram que o psilideo D. citri sente
menor atratividade pelo trifoliata, em relacdo aos seus hibridos com Citrus spp.

(RICHARDSON; HALL, 2013).

Apesar de o floema ser rico em nutrientes, comparado a muitos outros produtos da
planta, este pode impor algumas barreiras nutricionais para insetos que se alimentam
estritamente da seiva (DOUGLAS, 2006; SANDSTROM; MORAN, 1999). Em muitas
espécies vegetais, o conteudo de nitrogénio ¢ aminoacidos essenciais do floema constituem
fatores limitantes para o desenvolvimento do inseto (WILKINSON et al., 2001;
WILKINSON; DOUGLAS, 2003). Por outro lado, a existéncia de bactérias simbiontes nas
células do inseto permite contornar essa barreira, uma vez que tais microrganismos
possuem genes associados a vias de producdo de aminoacidos essenciais, que sdo
dificilmente encontrados na seiva floematica (TAMAS et al., 2002; VAN HAM et al.,
2003).

Estudos nesse ambito de interagdo inseto-bactéria sao bem conhecidos no caso de
afideos. Quanto aos psilideos em citros, isto ainda é pouco explorado. Entretanto, sabe-se
que no patossistema do HLB, a bactéria induz respostas na planta que inclui a liberag@o de
volateis atrativos ao inseto vetor. Contudo, Devido as alteracdes globais no contetido
nutricional da planta doente, inclusive de nitrogénio, apos algum tempo de permanéncia na
planta infectada, os insetos acabam migrando para plantas sadias (GRAFTON-
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CARDWELL et al., 2013; MANN et al., 2012). Ainda nio se sabe se a bactéria pode trazer
algum tipo vantagem para o inseto hospedeiro. Porém nao se pode descartar a possibilidade
de que a bactéria possa compensar as caréncias nutricionais do psilideos que desenvolvem

todo seu ciclo de vida em plantas infectadas.

Os eventos de resposta da planta a infec¢do por bactérias de floema sdo similares
aos desencadeados por insetos sugadores de seiva do floema (CASTEEL et al., 2012;
KEMPEMA et al., 2007). De alguma forma tais eventos evoluiram como uma defesa em
largo espectro, sinalizando a planta — se ha o patdgeno, provavelmente ha o inseto vetor, ou

vice-versa.

A defesa das plantas contra patdogenos biotroficos esta associada principalmente a
respostas reguladas por vias dependentes do acido salicilico (GLAZEBROOK, 2005). Os
niveis enddgenos de SA aumentam no sitio de infec¢ao e logo, em regides distais a este, de
modo a induzir respostas de defesa a nivel sistémico na planta e atuando como um processo
de préimunizacdo cuja duragdo se prolonga de semana a meses, chamado Resisténcia
sistémica adquirida (RSA) ou systemic acquired resistance (SAR), em inglés (FU; DONG,
2013; SHAH; ZEIER, 2013).

Trabalhos recentes t€ém demonstrado alteracdes globais dos niveis de horménios
em citros infectado com Liberibacter. Entretanto, pouco se sabe sobre as alteracdes em

nivel de interagdao génica entre essas vias hormonais e suas implicagdes no patossistema do

HLB dos citros (MARTINELLI et al., 2012).

Sabendo-se que, as espécies de Liberibacter dos citros sao patdogenos biotréfico
restritos ao floema, e que a via do acido salicilico comumente ¢ ativada na defesa contra
esse tipo de patdgeno. Este trabalho teve como objetivo, avaliar os niveis de expressdo dos
genes desta via e genes de interacdo em Citrus sinensis, como representante suscetivel ao
HLB e Poncirus trifoliata, como representante tolerante. Considerando as diferentes
repostas dos citros as espécies de Liberibacter ocorrentes no Brasil, independentes

experimentos de infec¢do foram feitos para ambas as bactérias.
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7.1 Regulacio da via do acido salicilico e SAR

As plantas desenvolveram mecanismos finos de controle das vias de defesa
mediadas por hormdnios, para que a transdugdo de sinais da resposta imune ocorra apenas
durante condi¢des de desafio com patdgenos e outros estados fisiologicos de estresse
(BECKERS; SPOEL, 2006; KUPPUSAMY et al., 2009). Este balanco pode ser alcangado
através do crosstalk entre hormoOnios, uma vez que a planta ndo possui células
especializadas de defesa, permitindo o desenvolvimento e crescimento 6timo da planta

(ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2011; ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2007).

A resisténcia sistémica adquirida ¢ uma induzida resposta de defesa de plantas,
envolvida na ativacdo da expressdo de genes defesa e que confere resisténcia ou tolerancia
a um largo espectro de patogenos (FU; DONG, 2013). Devido a importancia do SA na
geracdo de sinais moveis que desencadeiam o SAR, esfor¢os tém sido feitos a fim de
identificar os componentes celulares da via de transdu¢do do SA. Varios componentes ja
foram identificados. Entretanto, devido a diversidade e complexidade dos eventos que
ocorrem durante interacdes planta-patdgeno, poucos se sabe sobre a interacdo entre os

componentes da via.

7.2 Sinalizacio upstream da via do acido salicilico

De modo geral, os genes upstream da via EDS1, PAD4 e NDR1 foram induzidos
gradativamente com a progressdo da doenga entre os tratamentos. Tais genes desempenham
papel central entre o reconhecimento de moléculas associadas a patogenos e a ativacdo de
vias de defesa downstream da via do SA, além de outros mecanismos de defesa. Fan et al.
(2011) demonstraram que o gene EDS! foi induzido 2 e 6,5 vezes, em C. sinensis infectado

com Cal as, em estdgio inicial e tardio de infec¢do, respectivamente.
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O gene EDSI (Enhanced Disease Susceptbilityl) atua na regulagdo da resisténcia
basal (AARTS et al., 1998; WIERMER et al., 2005) e imunidade desencadeada por efetor
associada a proteinas de resisténcia do tipo TIR-NB-LRR (BHATTACHARIEE et al.,
2011; HEIDRICH et al., 2011). A proteina EDS1 pode interagir e formar um complexo
ternario com as proteinas codificadas pelos genes PAD4 (Phytoalexin Deficient4) e
SAGI101 (Senescence Associated Genel(Ol), cuja atividade combinada é essencial para
sinalizagdo de defesa (FEYS et al, 2005; ZHU et al, 2011). Estudos recentes
demonstraram que a interagdo EDS1-PAD4 ¢ requerida para resisténcia basal, enquanto o
EDSI1 na forma ndo combinada atua no ETI. Possivelmente, o EDS1 atua como isca para
efetores que se ligam ao PAD4 e SAG101 (VAN DER HOORN; KAMOUN, 2008). O
balanco dos pools de EDSI citoplasmatico e nuclear € necessario para completa ativagao
das respostas de defesa (GARCfA et al.,2010; CHENG et al., 2009). Por outro lado, NDR1
¢ um gene que codifica uma proteina ancorada a glicosilfosfatidilinositol, cuja atividade

esta localizada entre os nos EDS1/PAD4 e SID2/EDS5 (AARTS et al., 1998).

O complexo génico formado pela HSP90, SGTIb ¢ RARI, que também atua
upstream da via do SA, ndo apresentou alteracdes de expressdo significativas, exceto o

gene HSP90 que foi reprimido em C. sinensis, mas nao no trifoliata.

Heat Shock Protein 90 ¢ uma chaperona conservada entre os organismos
envolvida em varios processos fisioldgicos, incluindo defesa contra patégenos, mediada por
proteinas R (WEGELLE et al., 2004). Assim como outras chaperonas, a HSP90 ¢ altamente
induzida durante condi¢cdes de estresse em plantas (XU ef al., 2012). Estruturalmente ela
pode se associar a um largo espectro de proteinas com atividades de co-chaperonas, de
modo a formar um complexo com atividades moduladoras de diferentes processos
metabolicos, de acordo com o seu ligante (LI ef al, 2012; SANGSTER; QUEITSCH,
2005). Varios trabalhos tém demonstrado a interacdo entre HSP90 e as proteinas
produzidas pelos genes SGT1 e RARI (KADOTA; SHIRAZU, 2012; PRODOMOU, 2012;

YAN et al., 2012). Tais proteinas estdo envolvidas em vias de defesa contra patdgenos.

O fator de transcricio SARDI1 apresentou indugdo significativa no estagio de
sintoma em plantas de trifoliata para ambos experimentos com CalLam e Calas. A proteina
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codificada por este fator e seu homdlogo CBP60g, ligante a calmodulina, se associam
especificamente a sequéncia GAAATTTGG no promotor do gene SID2 (ICSI) e estdo
correlacionados producdo de acido salicilico em resposta ao reconhecimento de PAMPs
(ZHANG et al., 2010a). Diferentemente do CBP60g, o SARD1 ndo se liga a calmodulina
(CaM). A habilidade de se ligar a CaM, sugere que CBP60g responda ao fluxo de Ca", e
promova o acumulo de SA na célula. Embora ambos os genes paregam ter fungdo
parcialmente redundante, CBP60g parece atuar mais rapidamente apds o reconhecimento
de PAMPs, enquanto SARDI desempenha um papel mais importante em estados mais
ulteriores no acimulo de SA e limitagdo do desenvolvimento do patdgeno. Isto ocorre
porque em estigios iniciais de interacio com o patdgeno, os niveis de Ca** citoplasmaticos
sao elevados, resultando na ativacdo da sinalizacdo da via do acido salicilico pelo CBP60g,
independentemente do EDS1. Quando a concentracio de Ca?" é estabilizada, o SARD1
assume o papel primdrio na ativagdo nas respostas de defesa. O n6 de sinaliza¢do definido
pelos genes CBP60g e SARDI se localiza downstream do n6 EDS1/PAD4 (WANG et al.,
2011).

7.3 Biossintese do acido salicilico

A biossintese do SA ocorre tanto a nivel local, durante a infec¢do pelo patogeno,
quanto a nivel sistémico sob indu¢cdo do SAR (MALAMY et al., 1990; METRAUX et al.,
1990). Duas vias de biossintese do hormonio tém sido propostas em plantas: a via da

isocorismato sintase (ICS) e a via da fenilalanina aménia liase (PAL) (CHEN et al., 2009a).

Neste trabalho, os niveis de expressdo dos gene /CSI ndo apresentaram alteragdes
significativas em relacdo a planta controle, embora menor expressio do gene tenha sido
observado entre as plantas ao longo do experimento. Por outro lado, os genes da via da
PAL sdo induzidos no inicio da infeccdo e reduzem sua expressdo de modo gradativo para
entre os tratamentos. Isto ocorre provavelmente devido ao lento processo de colonizacdo da
bactéria na planta.
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Estudos de metaboloma de citros infectados por 'Ca. Liberibacter asiaticus'
revelaram acimulo de fenilalanina nos tecidos do fruto em estagios sintomaticos (SLISZ et
al., 2012). Este acamulo deve-se a inibicao dos genes da via da PAL, e pode ser um dos
mecanismos associada a patogenicidade da bactéria para suprimir as defesas da planta.
Outros trabalhos com o fungo necrotréfico Penicillium digitatum dos citros, também
reportaram a supressdo da via da PAL na planta, tanto no sitio de infec¢do quanto em éreas
distantes deste ponto (ISMAIL et al., 1979; LISKER, et al., 1983; MACARISIN et al.,
2007). Neste mesmo patossistema, Ballester e colaboradores (2006) relataram o aumento da
atividade da PAL em zonas distantes do ponto de infec¢do, sugerindo, portanto, que esta
inducdo ocorra em resposta a invasdo pelo patogeno. Em diferentes patossistemas, genes

dessa via sdo rapidamente induzidos durante infec¢do (TREMBLAY et al., 2011).

A via do ICS ¢ responsavel pela sintese de maior parte (> 90%) do SA associado
ao SAR (WILDERMUTH et al., 2001). Nesta via, pela agdo da isocorismato sintase, o
corismato ¢ convertido em isocorismato, que por sua vez ¢ convertidlo em SA por uma
isocorismato piruvarto liase (IPL). Arabidopsis contém dois genes ICS: ICS! (alias. SID2,
EDSI16) e ICS2, cujas proteinas sdo transportadas até o cloroplasto, onde se processa a
biossintese do SA. A auséncia do gene /CS2 produz efeitos menos dramaticos para a planta

do que mutantes nulos do /CS/, de modo que os dois genes representam um exemplo de

redundancia desigual (BRIGGS et al., 2006).

Em condi¢des normais, /CSI e ICS2 apresentam baixos niveis de expressdo. Uma
vez que tais genes também estdo envolvidos na sintese de filoquinona, a expressao
constitutiva desses genes em condigdes nao induzida estd correlacionada com o
requerimento da filoquinona como receptor de elétrons para o sistema fotossintético I

(GROSS et al., 2006).

Apesar da aparente menor contribui¢cdo do PAL para biossintese do SA (< 10%),
estudos tém sugerido que a alta atividade da PAL seja importante para sintese de AS
induzida por patdgenos, uma vez que a supressdo dos genes envolvidos na via resulte no
comprometimento do SAR (ELKIND et al., 1990; PALLAS et al., 1996). A atividade da
PAL tem sido associada a respostas de defesa de plantas contra bactérias (PANINA et al.,
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2005), fungos (MAUCH-MANI; SLUSARENKO, 1996; SULLIVAN, 2009), nematoides
(VASYUKOVA et al., 2007).

A fenilalanina amonia liase converte a L-fenilalanina em acido cinamico,
precursor de varios compostos fendlicos, que incluem ligininas, &cidos fendlicos,
estilbenos, flavondides, isoflavondides e outros salicilatos que sdo essenciais para o
desenvolvimento adaptativo, vascular, reprodutivo e de defesa das plantas (VOGT, 2009).
A atividade do PAL pode ser induzida por diferentes condigdes de estresse como, frio,
ataque por insetos, luz ultravioleta (UV), ozonio, invasdo de patdgenos, e aplicacdo
exdgena de hormonios, incluindo, jasmonatos, acido salicilico, acido abiscisico e etileno
(LEYVA et al., 1995; LONGEMAN et al., 2000; PASQUALINI et al., 2012; RIOV et al.,
1969).

A PAL ¢ codificada por uma familia multigénica, cujo nimero de copias varia de
quatro (PALI-PAL4) em arabidopsis, a dezenas, em plantas superiores (CHANG et al.,
2008). Estes genes estdo entre os mais estudados em plantas, principalmente em resposta a
condicdes de estresse biotico e abidtico. As isoformas proteicas da PAL apresentam
sensibilidade diferencial a metabolitos pertencentes a ramos particulares da via do

fenilpropanoide (SARMA et al., 1998; HUANG et al., 2010).

7.4 Metabolismo do acido salicilico

O gene BSMTI1, que atua na conversdo do 4acido salicilico em metilsalicilato
(MeSA), foi significativamente induzido no estagio de sintoma em plantas de C. sinensis
para ambos os experimentos com Cal.as e CaLam. Estudos recentes demonstram que citros
infectados com 'Ca. Liberibacter asiaticus' apresentam alterada composicao de volateis que
afetam o comportamento de preferéncia do inseto vetor D. citri (MANN et al., 2012). O
inseto ¢ inicialmente atraido pelo volatil MeSA, que ¢ produzido em maior nivel pelas

plantas doentes, embora estas apresentem deplecdo de nutrientes essenciais a dieta dos
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insetos, € que tornam a seiva menos gustativa. Desta forma, o vetor logo migra para plantas
sadias, e apesar do pouco periodo se alimentando da seiva, o psilideo pode estar apto a
inocular a bactéria em outras plantas (GRAFTON-CARDWELL et al., 2013; MANN et al.,
2012).

O MeSA ¢ um constituinte natural de esséncias florais de vdarias espécies
botanicas. Em condi¢des fenotipicas de doenca, a planta pode produzir maiores niveis do
MeSA elicitado por patégenos (SHULAEV et al., 1997), sendo considerado um sinalizador
de defesa envolvido na comunicacdo planta-a-planta, além de estar envolvido na atracdo de

insetos (ZHU; PARK, 2005).

Pesquisas tem discutido que o SA acumulado na planta apos infeccdo por
patogenos ¢ convertido em MeSA, sendo este transportado através do floema, para regides
distais, onde ¢ convertido na forma ativa do SA e desencadeia a resisténcia sistémica (SAR)
(LIU et al., 2011; PARK et al., 2007). Entretanto, trabalhos tem demonstrado que o papel
do MeSA parece ser pouco participativo durante o desenvolvimento do SAR, uma vez que
a conversio do SA em MeSA afeta negativamente os niveis do hormdnio durante
interagdes da planta com o patégeno (ATTARAN et al., 2009; KOO et al., 2007; ZHENG
etal.,2012).

A expressao do gene BSMT1 ¢ regulada positivamente pelo jasmonato, e induzida
durante infeccdo por patdgenos e lesdes causadas por insetos (CHEN et al, 2003).
Mutantes de arabidopsis para os genes pad4, nprl e icsl, com baixo acumulo de acido
salicilico, apresentam elevada expressao do BSMT1, assim como outros genes responsivos
a jasmonatos (ATTARAN et al., 2009). A formacdo do MeSA também pode influenciar a
interacdo SA-JA, desencadeando um conjunto distinto de respostas de defesa que se
comporta de maneira contra-ativa, sendo este um mecanismo de crosstalk negativo entre
estes hormonios. Isto sugere que, por acdo antagonista, a elimina¢cdo do acido salicilico

torna o efeito do jasmonato mais intenso (ZHENG et al., 2012).

A superexpressido do gene BSMT1 em arabidopsis resulta no aumento da produgio

de MeSA e expressdo induzida dos genes responsivos a jasmonatos, como JAR2, LOX2 e
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AOS. Os dois ultimos codificam enzima-chave associadas a vias de biossintese de
jasmonatos (SONG et al., 2008, SONG et al., 2009). Por outro lado, mutantes bsmtl
perdem completamente a capacidade de produzir MeSA induzido por patégenos, entretanto
sem aparente efeito sobre a resisténcia adquirida (ATTARAN et al., 2009). Portanto, ¢
evidente que a biossintese do MeSA ¢ fortemente regulada pela via do jasmonato, porém
sem aparente envolvimento direto desse hormonio no estabelecimento do SAR. Dado que,
o MeSA produzido a partir do SA pela metiltransferase geralmente ¢ perdido para

atmosfera (KOO et al., 2007; ZHENG et al., 2012).

Dessa forma, a volatilizagdo do MeSA mediada por produtos do patdgeno resulta
no decréscimo dos niveis de SA no sitio de infec¢do, e portanto, constitui um mecanismo
de viruléncia que afeta negativamente as defesas da planta mediadas por SA (ZHENG et
al., 2012). Possivelmente, as bactérias causadoras do HLB usam esse mecanismo de
volatilizagdo do MeSA como estratégia para contornar a via de defesa mediada pelo acido
salicilico dos citros, assim como aumentar a atratividade das plantas infectadas sobre os

Insetos vetores.

A glicosiltransferase SAGT1 apresentou niveis significativos de indugdo na
condicdo de sintoma em plantas de C. sinensis. Em arabidopsis, duas glicosiltransferase
estdo envolvidas na modificagdo do acido salicilico, codificadas pelos genes AtSAGTI1 e
AtSAGT2, antes descritos como UGT74F2 (LIM et al., 2002) ou AtSGT1 (SONG et al.,
2006) e UGT74F1 (LIM et al., 2002) ou AtSGT2 (SONG et al., 2006), respectivamente. A
conjugagdo de glicose ao grupo hidroxila do SA forma SA 2-O-B-D-glicosideo (SAG) e
¢ster salicilato (SGE), como maior € menor conjugado, respectivamente (DEMPSEY, et al.

2011; SONG et al., 2009).

A funcdo exata dessas formas conjugadas ainda ndo foi bem caracterizada, embora
hipoteses sugerem que a producdo do SAG ocorra no citoplasma como reagdo detoxificante
e forma de armazenamento vacuolar do acido salicilico. O SAG pode retornar ao apoplasto
onde ¢ convertido novamente em SA por uma beta-glicosidase. Assim como o SAG, a
funcdo do SGE ¢ pouco compreendida, entretanto este provavelmente nao ¢ transportado ao
vacuolo (DEAN; DELANEY, 2008). Plantas sadias expressam o gene SAGT1 de modo
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constitutivo em baixos niveis. Entretanto, durante condicdes de patogénese, o nivel de
acido salicilico sob a forma glicosilada ¢ elevado de modo paralelo ao acimulo do
hormoénio, sugerindo o envolvimento de glicosiltransferase, como SAGTSs, na regulacao
fina dos mecanismos de defesa da planta (UMEMURA et al., 2009). Transgénicos de
arabidopsis superexpressando o gene SAGT1 exibem respostas de defesa comprometida e
niveis reduzidos de SA livre, durante infec¢do por Pseudomonas syringae. Entretanto,
plantas cujo gene SAGT1 ¢ silenciado ndo exibem fenotipo alterado durante infec¢ido por

patogenos (SONG et al., 2008).

O gene GH3.5 pertencente a familia génica GH3 (Gretchen Hagen3) que sao
responsivos a auxina. O GH3.5 se apresentou indugdo significativa entre os tratatamentos
com a evolugdo da doenga. Sua fun¢ao esta envolvida na adenilacdo do acido indolacético e
do acido salicilico, atuando como modulador bifuncional das defesas mediadas pelo acido
salicilico e suscetibilidade mediada pela auxina durante interagdes planta-patdégeno
(STASWICK et al., 2002). Estudos demonstram que o GH3.5 regula positivamente a
sinalizagdo pelo acido salicilico (ZHANG et al., 2008).

No presente trabalho, os genes modificadores do acido salicilico apresentaram
niveis de expressdo altamente significativos para C. sinensis. Aparentemente nesta
condicdo, o SA se apresenta amplamente regulado por enzimas modificadoras. Entretanto,
ndo ¢ possivel afirmar se tais modificagdes desempenham um papel positivo na sinalizacao

da via de defesa, ou negativo, pela metabolizacdo do horménio em formas inativas.
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7.5 Reguladores downstream da via do acido salicilico

7.5.1 Reguladores NPR

O gene NPR1 e NPR3 atuam como reguladores chave da via de SAR mediada pelo
acido salicilico (PIETERSE; VAN LOON, 2004). Estes genes mantiveram seus niveis de

expressao basal entre tratamentos.

Esforcos tém sido feitos na tentativa de identificar os receptores do acido
salicilico. Usando diferentes métodos, dois grupos reportaram que as proteinas relacionadas
a NPR1, NPR3 e NPR4 sdo os provaveis receptores do acido salicilico em arabidopsis (FU
etal., 2012; WU et al., 2012). De acordo com Fu e colaboradores, a proteina NPR1 ndo se
liga diretamente ao acido salicilico, mas através das NPR3 e NPR3. A concentracdo nuclear
da NPRI1 ¢ controlada pelo acido salicilico através dos receptores NPR3/NPR4.
Concentragdes elevadas do SA no sitio de infeccdo promovem a interagdo NPR1-NPR3,
degradacdo da NPR1 e morte celular programada. Por outro lado, em postos distais, niveis
menores de SA impedem a ligacio NPR1-NPR4, resultando no acimulo do NPRI1 e
promovendo os eventos do SAR. Desta forma, a NPR3 controla os niveis da NPR1 apos

indug¢do pelo SA, enquanto a NPR4 parece atuar de modo constitutivo (FU ef al., 2012).

7.5.2 Proteinas PR

A proteina PR2 foi significativamente induzida no estdgio de sintoma em plantas

de C. sinensis infectada com CalLas e trifoliata infectado com Calam.

Normalmente, as proteinas PR acumulam tanto no sitio de infeccdo, quanto de
modo sistémico, associado ao acimulo de acido salicilico. Tais proteinas podem ser

agrupadas em 14 familias, cujas funcdes ja sdo conhecidas exceto para PR1. A PR1 ¢ um
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dos principais marcadores do SAR (BUSCHEL et al., 1999), e assim como as PR2 e PR5
tém sido detectados em plantas apds infec¢do por patdgenos biotréficos, bem como apds
aplicacdo de dacido salicilico exogeno (DATTA et al, 1999; LEUBNER-METZGER;
MEINS, 1999).

PR2 sdo B-1,3-glucanases capazes de catalisar a clivagem de ligagdes 1,3-B-D-
glucosidica de B-1,3-glucanos. Glucanases s@o enzimas altamente reguladas e amplamente
distribuidas em plantas, e estdo implicadas em varios processos fisioldgicos incluindo,
divisdo celular, microsporogénese, germinacdo de polen, fertilizacdo, embriogénese
(LEUBNER-METZGER; MEINS, 1999). Entretanto, tem sido destacada sua atividade em
resposta a patogenos (COTE et al., 1991). Trabalhos sugerem a atuacdo da PR2 na defesa
contra fungos (LAWRENCE et al., 1996).

7.5.3 Fatores de transcricio WRKY

Nao foram observadas alteragdes significativas nos niveis de expressao dos fatores

de transcricao WRKY.

7.6 Respostas associadas

As plantas se protegem contra patogenos usando uma variedade de mecanismos de
defesa quimica e fisica (KEEN, 2000). A deposicdo de calose tem sido associada a
imunidade desencadeada por PAMPS e tem emergido como um sistema para quantificar a
atividade do sistema imune de plantas contra diferentes patégenos (LUNA et al., 2011).
Alguns estudos apontam que a deposicdo de calose nos plasmodesmas pode resultar na
obstrucdo dos vasos e consequente interrup¢ao do transporte de nutrientes até as células da

raiz, causando portanto, a diminui¢cdo do seu crescimento (SIVAGURU et al., 2000).

69



Pesquisas tém relatado a deposicdo de calose em tecidos infectados com CaLas
(FAN et al., 2012; KIM et al., 2009; KOH et al., 2012). Em nosso estudo foi visualizado
nitido acumulo de calose tanto em C. sinensis, quanto no trifoliata infectados com Cal as.
As avaliacdes microscopicas do floema de peciolo de plantas infectadas revelaram
alteracdes anatémicas que corroboram o estado sintomatoldgico das plantas. Foi observada
nitida desorganizacao do floema, com hiperplasia das células do parénquima floematico. Os
vasos do floema se apresentaram colapsados, aparentemente, em funcdo da atividade
anormal do cambio na continua reposicdo de novas camadas de células. Associado a isto, a
deficiéncia de nutrientes de importancia estrutural como zinco, pode contribuir para o
enfraquecimento da parede celular, sendo comprimida com maior facilidade pelas células
vizinhas. Nao foi possivel afirmar a ocorréncia de necrose dos vasos, embora outros
trabalhos a tenham relatado. Portanto, nota-se que o colapso do floema exerce maior
impacto sobre a distribui¢io da seiva da folha para outras partes da planta. E possivel que a
calose atue como uma resposta primaria ao reconhecimento do patdgeno, causando
bloqueio das placas crivadas. Logo, novos vasos sdo repostos pelo cambio, para contornar

estas obstrugdes.

As alteragdes na atividade do cambio podem estar relacionadas ao desequilibrio
entre as vias hormonais (SEHR et al., 2010). Estudos de transcritoma de C. sinensis
infectado com HLB relatam a indu¢do de genes associados a estas via (MARTINELLI et
al., 2012). Desta forma, é provavel que tais disturbios hormonais associados, a presenga da
bactéria podem ser responsaveis pela desorganizagdo estrutural do floema em plantas
sintomaticas. Além disso, alguns patdgenos biotroficos restritos ao floema podem produzir
moléculas efetoras associadas a multiplicagdo das células do tecido infectado na planta

hospedeira.

Através da reacdo com cloreto de zinco iodado foi observado o acumulo de amido
em todas as células parenquimaticas do peciolo. Outros trabalhos também fazem relato
deste acumulo. Esta ¢ uma das mais notaveis alteragdes do metabolismo de carboidratos em

plantas infectadas (ETXEBERRIA et al., 2009).
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O cdlcio (Ca) é um nutriente importante para a ativagdo de algumas enzimas,
incluindo aquelas envolvidas na sintese de membranas, ativagdo de proteinas-quinases
dependentes Ca’" e a-amilases (a qual medeia a degradacdo de amido nos cloroplastos) e
participacdo no desenvolvimento da parede celular (RAHMAN; PUNJA, 2007). Mudancas
na concentracio do fon de calcio no citoplasma [Ca’']et tem sido reportadas como
importantes eventos de sinalizacdo mediada pelo SA (KHOKON et al., 2011). Estudos
recentes tem demonstrado que sinais de PAMPs sdo rapidamente transmitidos para o
cloroplasto e evocam especificas assinaturas de célcio no estroma (MANZOOR et al.,
2012). Além disso, a proteina CAS (Calcium-sensing receptor) esta envolvida no Ca*'
transitério do estroma e esta associada a resisténcia induzida por PAMPs e resposta de

hipersensibilidade mediada por gene de resisténcia (NOMURA et al., 2012).

O SA também esta envolvido na geragdo de espécies reativas de oxigénio, bem
como na indugdo do influxo de Ca** para o citoplasma (KAWANO et al., 1998). O [Ca*'].i
desempenha um papel importante como um mensageiro secundario de mecanismos de
defesa em plantas, participando ativamente na regulagdo fina da via do acido salicilico

(LECOURIEUX et al., 2006; TUTEJA; MAHAJAN, 2007).

Observagdes dos cortes histolégicos sob luz polarizada revelaram o acumulo de
cristais de oxalato de calcio em plantas infectadas. Plantas sadias também apresentaram tais
estruturas, embora em menor quantidade, comparado as plantas doentes. Cristais de oxalato
de calcio aparecem como estruturas minerais insoluveis, distribuido entre diversas familias
vegetais. Diferentes fun¢des sdo atribuidas a estas estruturas, com balango idnico, suporte
dos tecidos, detoxificagdo, dentre outros, entretanto, sem evidéncias que suportem estas

teorias.

Apesar do estado de deficiéncia de cdlcio geralmente observado em plantas com
HLB, ¢ possivel que no ambito celular, as respostas de defesa da planta promovam o fluxo
de Ca®" para o interior do citoplasma, sendo este por sua vez sequestrado e insolubilizado
sob a forma de cristais de oxalato de calcio. Considerando que a atividade de varias
proteinas é dependente da associagcdo com fons Ca®*, a menor disponibilidade do nutriente
pode comprometer a ativagdo de determinados vias metabolicas (e.g. metabolismo do
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amido), bem como a transducdo de sinais de cascatas de reagdes, principalmente em tecidos
juvenis infectados. De acordo com estudos previamente realizados com patossistema do
HLB, verifica-se semelhanga nas respostas de defesa com aquelas observadas em plantas
sob ataque de insetos com habitos alimentares restritos ao floema. Desta forma, o floema

induz vias de defesa associadas comuns tanto a patdogenos quanto ao ataque por insetos.
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8. CONSIDERACOES

Foi observado que "Ca. Liberibacter spp." induz altera¢des nos niveis de expressao
dos genes relacionados a via do acido salicilico, tanto em C. sinensis quanto no trifoliata.
Genes upstream da via sdo progressivamente induzidos com o desenvolvimento da doenga.
Tais genes atuam na ativagdo de diferentes vias de defesa em plantas, além daquela
mediada pelo dcido salicilico. Desta forma, no caso do HLB, plantas infectadas reagem
com processos de defesa ativos contra o patdgeno, embora aparentemente, insuficientes

para conter a doenca de forma efetiva.

Genes da via dos fenilpropandides, associados a biossintese do SA, se
apresentaram menos expressos no estagio de sintoma. A desregulagdo da via da PAL pode
desempenhar um papel importante na expressio dos sintomas, uma vez que estdo

envolvidas a varios processos do desenvolvimento da planta.

Os genes SAGT1, BSMTI e GH3.5, que participam do metabolismo do SA, foram
positivamente regulados ao longo do time-course. O SA se apresenta altamente regulado
por enzimas modificadoras. Entretanto, ndo ¢ possivel afirmar se tais modificagdes
desempenham um papel positivo na sinalizacdo da via de defesa, ou negativo, pela
metabolizagdo do hormonio em formas inativas. O gene BSMT1 parece desempenhar papel
importante na fisiologia do HLB. Estudos tém revelado elevada taxa de produgao de MeSA
em plantas infectadas. Possivelmente a bactéria induz alteracdes que previnem o acumulo
do SA na planta, pela volatilizacdo do MeSA, de modo que as respostas de defesa mediada

por genes downstream da via ndo sejam ativadas.

De modo geral, os genes downstream da via do acido salicilico ndo apresentaram
niveis expressivamente significativos para os diferentes tratamentos. Outros trabalhos de
transcritoma, tanto em microarranjo, como em RNAseq, ndo demonstram expressiao

significante de tais genes, exceto para alguns fatores de transcri¢do da familia WRKY.
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Aparentemente as espécies de Liberibacter dispdem de efetores capazes de
contornar as de defesas basais da planta. Além disso, alguns estudos de genoma indicam
que a bactéria Cal.as pode produzir uma provavel enzima degradadora do acido salicilico.

Sendo este, um provavel mecanismo de viruléncia do patdgeno.

No caso das avaliagdes da deposicdo de calose, observa-se maior acumulo em
plantas infectadas, tanto de C. sinensis, quanto do trifoliata. Entretanto, grandes alteracdes
estruturais foram visualizadas em C. sinensis, mas nao no trifoliata, como o colapso e
desestruturacdo dos vasos do floema em peciolo. Provavelmente, essas alteragdes
desempenham um papel mais importante no bloqueio do fluxo de seiva nos vasos do que a
deposi¢ao de calose. Além disso, o desequilibrio no metabolismo de agucares associado ao
acimulo de amido no cloroplasto pode ter alguma consequéncia sobre a biossintese de

alguns hormonios cuja biossintese estd associada a esta organela.

A via de defesa do acido salicilico, assim como outras vias hormonais, se encontra
aparentemente ‘desviada’ pela metabolizacdo do horménio. O conjunto de alteracdes a
nivel global na planta, ndo apenas uma tnica via € responsavel pelo fenotipo da doenga. As
alteracdes observadas no acimulo dos sinais de defesa no estagio de sintoma
provavelmente ampliam o mecanismo de viruléncia do patégeno. A dificuldade de cultivo
da bactéria dificulta a identifica¢do de quais os eventos pontuais que estdo acima da cascata
de alteragdes globais na planta. O presente trabalho apresenta uma contribuigdo ao
entendimento das respostas de defesa dos citros a infec¢do pelas bactérias “Candidatus

Liberibacter spp.”.
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