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RESUMO
COQUEIRO, D. S. O. Expressao génica diferencial induzida por eliciadores (quitosana
e acido salicilico) nos patossistemas citros-Xanthomonas citri subsp. citri e citros-

Xylella fastidiosa. 2013. Tese de Doutorado - Instituto de Biologia, Universidade Estadual
de Campinas, Campinas.

Avaliou-se as alteracOes transcricionais em laranja ‘Pera’ (Citrus sinensis L. Osb.)
promovidas por quitosana (CHI) e acido salicilico (SA), utilizando RNA-seq, e o efeito
destes compostos no controle do cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri) e da clorose
variegada dos citros (CVC - Xylella fastidiosa). As plantas foram tratadas com CHI ou SA
e apos 48h e 24h, respectivamente, foram coletadas amostras foliares para avaliar seus
transcriptomas. Para a avaliacdo dos eliciadores sobre o cancro citrico e a CVC, as plantas
foram tratadas com CHI ou SA e ap6s 48h e 24h, respectivamente, inoculadas com as duas
bactérias separadamente. A partir de 24h da inoculacio, foram coletadas amostras foliares
para avaliar a curva de crescimento de ambas as bactérias, a redugdo da severidade e/ou
incidéncia das doencas e respostas de defesa da planta por RT-qPCR. Com os resultados do
transcriptoma, observou-se que mais genes foram induzidos pelo tratamento com SA do
que com CHI. O tratamento com SA aumentou a expressdo de genes que participam da via
de sinalizacdo do SA na planta (WRKY50, PR2 e PR-9) e genes da biossintese do etileno e
acido jasmonico (ACS 12, fator de transcri¢dao contendo dominio AP2 e OPR3). Além disso,
promoveu a inducdo de genes relacionados ao metabolismo secundario, processos redox e
estresse biodtico. No tratamento com CHI, foi observada maior induc¢do de genes
relacionados ao metabolismo secundario. Para ambos os tratamentos, a via da auxina foi
reprimida. No experimento para controle do cancro citrico, observou-se que ambos 0s

eliciadores promoveram redugdes na severidade e incidéncia da doenca. Entretanto, a CHI
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pareceu ndo interferir diretamente na formacdo do biofilme pela bactéria, mas pode ter
dificultado a multiplicacdo de X. citri na planta. O SA retardou a entrada da bactéria na
planta e, aparentemente, inibiu mais a formagdo do biofilme bacteriano do que a CHIL
Comparagdes da expressao gé€nica entre os eliciadores reforcam a ideia de que a CHI tem
maior potencial de induzir resisténcia ao cancro citrico do que SA. No experimento para o
controle da CVC, observou-se que a CHI induziu importantes genes da via do SA (NPRI,
TGA, EDSI) e etileno (EIN-3, PR-4) 24h apds a inoculacdo. Aplicacdes exdgenas de SA
potencializaram o seu efeito endégeno na planta, pois houve indu¢do de NPRI, TGA e PRs.
Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma relagdo clara entre a multiplicacio de X.
fastidiosa, a incidéncia da doenca e o uso da CHI e SA em laranja ‘Pera’, j4 que na maioria
das avaliagdes ndo houve reducdo da populagdo bacteriana em amostras foliares e nao
houve reducdo da incidéncia em plantas tratadas. Com base nos resultados, observou-se que
CHI e SA induziram diversos genes envolvidos em respostas de defesa em laranja ‘Pera’.
Entretanto, essas respostas podem ser moduladas diferencialmente a depender do patégeno
que afeta a planta, pois os eliciadores foram eficientes no controle da X. citri, um patégeno
que coloniza o mesdéfilo da planta, entretanto ndo foram efetivos no controle da X.
fastidiosa, um patégeno que coloniza o xilema da planta, embora respostas de defesa

tenham sido expressas nos momentos iniciais (24h) apds a inoculagdo com X. fastidiosa.

Palavras-chave: Bactérias. Citricos. Expressao génica. Transcriptoma..
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ABSTRACT

COQUEIRO, D. S. O. Differential gene expression induced by elicitors (chitosan and
salicylic acid) in citrus-Xanthomonas citri subsp. citri and citrus-Xylella fastidiosa
pathosystems. 2013. Doctoral Thesis, Institute of Biology, State University of Campinas,
Campinas.

This study was carried out to evaluate transcriptional modification in sweet orange 'Pera’
(Citrus sinensis L. Osb.), promoted by chitosan (CHI) and salicylic acid (SA), using RNA-
seq, and the effect of these compounds on citrus canker (Xanthomonas citri subsp. citri)
and citrus variegated chlorosis (CVC - Xylella fastidiosa). Plants were treated with CHI or
SA and after 48h and 24h, respectively, leaf samples were collected to assess the
transcriptome. In the experiments for disease assessment, the plants were treated with CHI
or SA and after 48h and 24h, respectively, inoculated. Starting from 24h after inoculation,
leaf samples were collected to evaluate the multiplication of the pathogens (X. citri and X.
fastidiosa), reduction of the severity and / or incidence and plant defense responses by RT-
qPCR. Based upon the transcriptome results, it was observed that more genes were induced
by SA than by CHI. SA treatment increased the expression of genes that participate in the
SA signaling pathway in the plant (WRKY50, PR2 and-PR9), and genes involved in the
biosynthesis of ethylene and jasmonic acid (ACS 12, transcription factor containing AP2
and OPR3 domain). Besides these, SA promoted induction of genes of secondary
metabolism, redox processes and biotic stress. The treatment with CHI exhibited higher
induction of genes related to secondary metabolism. For both treatments, the auxin pathway
was suppressed. In the experiment for the control of citrus canker, it was observed that both

elicitors reduced the severity and incidence of the disease. However, CHI seems not to
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interfere directly in biofilm formation, but may have hindered the multiplication of X. citri
in the plant. The SA slowed down the entry of the bacteria into the plant and, apparently,
inhibited the formation of biofilm more efficiently than the CHI. Comparisons of gene
expression between elicitors reinforce the idea that CHI has higher potential to induce
resistance to citrus canker than SA. In the experiment for the control of CVC, it was
observed that the CHI induced important genes of the SA (NPRI, TGA, EDSI) and ethylene
(EIN-3, PR-4) pathways 24h after inoculation. Exogenous applications of SA potentiated its
endogenous effect in the plant, since there was induction of EDS-1, NPRI, TGA and PRs.
However, it was not possible to establish a clear relationship between the multiplication of
X. fastidiosa, the incidence of the disease and the use of CHI and SA in 'Pera’ sweet orange,
since most of the assessments did not show reduction of bacterial populations in leaf
samples and there was no reduction of the incidence in treated plants. Based upon the
results of this study, it was observed that CHI and SA induced several genes involved in
defense responses in 'Pera’ sweet orange. However, these responses can be modulated
differentially depending on the pathogen that affects the plant. This fact was demonstrated
in this study, as elicitors were effective in controlling X. citri, a pathogen that colonizes the
mesophyll of the plant, but were not effective in controlling X. fastidiosa, a pathogen that
colonizes the xylem of the plant, although defense responses were expressed in the early

stages (24 h) after inoculation with X. fastidiosa.

Keywords: Bacteria; Citrus; Gene expression; Transcriptome.
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Figura 10: Esquema geral da tecnologia de sequenciamento solexa.
Primeiramente ocorre a fase s6lida em que ao DNA fragmentado sdo ligados
adaptadores em ambas as extremidades (5’ e 3’) randomincamente (A). Essas
moléculas sdo aderidas a superficie da célula de corrida (B) e posteriormente
seguem-se as etapas de desnaturagdo e anelamento em que os fragmentos sdao
polimerizados com os nucleotideos ndo marcados adicionados em cada linha da
plataforma (C, D e E). Em vdrios ciclos sdo geradas vdrios copias de todos os
fragmentos formando os clusters de moléculas dénticas (F). Apds esta fase
sOlida, inicia-se o ciclo quimico em que nucleotideos marcados sdo adicionados
a plataforma (G e H) e permitem a identificacdo e sequéncia correta do cDNA.
Isso ocorre por meio da excitagdo dos nucleotideos com laser, gerando uma
fluorescéncia que € captada e interpretada (I e J). O ciclo se repete a partir da
incorporagdo de nucleotideos marcados, determinando a sequéncia de bases do
fragmento de DNA (L). Posteriormente os dados sdo alinhados ao genoma de
referéncia identificando a sequéncia obtida (M). Adaptado de Illumina®
Systems & Software (2000)......cc.ueeeriieiriieeieeeiee et

Figura 11: PCR em tempo real com corante SYBR Green. Fonte: qPCR
Technical Guide. Disponivel em http://www.sigmaaldrich.com.............c.............

Figura 12: PCR em tempo real com sonda Tagman (Oliveira, 2009)..................

CAPITULO 1

Figure 1. Venn diagrams showing the number of genes with significantly
altered expression levels (P < 0.05). Non-overlapping numbers represent the
number of genes unique to a particular treatment (CHI or SA). Overlapping
numbers represent the number of mutual genes between treatments................

Figure 2. A comparative PageMan display of modulated pathways in sweet
orange plants submitted to SA and CHI treatments. The fold changes of
gene expression levels were input into PageMan and subjected to a Wilcoxon
test. Pathways that were significantly up-regulated are colored in blue, and
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those colored in red were significantly down-regulated. Pathways without
significant changes are in white. The names of pathways of interest are
indicated on the right panel. PS, photosynthesis; CHO, carbohydrate..............

Figure 3. Display of treatment-modulated stress responses in SA-treated
plants (A) and CHI-treated plants (B). The fold change of gene expression
levels were analyzed using MapMan. Small red and blue squares represent up-
and down-regulated genes, respectively..........coooiiiiiiiiiiiiiii

Figure 4. MapMan screenshots showing the expression of treatments-
modulated genes.(A) Genes associated with biotic stress, abiotic stress and
transcriptional factors, (B) differential expression of hormone-related
transcripts in sweet orange submitted to SA and CHI treatments. The fold
changes are indicated as gradients between red (down-regulated) and blue (up-
regulated). Each point represents a transcript. IAA, indole-3-acetic acid; ABA,
abscisic acid; BA, benzyladenine; SA, salicylic acid; GA, gibberellic acid........

CAPITULO 2

Figura 1: Procedimento para amostragem destrutiva. (A) As plantas foram
fragmentadas em 4 partes de 10 cm cada a partir do ponto de inoculacdo. (B)
Cada segmento foi processado com auxilio de uma furadeira. (C) P6 resultante
para extracdo de DINA.........oi e

Figura 2: Agregados epifiticos de células de X. citri marcadas com GFP,
analisados 24 e 48 hpi, usando microscopia de fluorescéncia. Escala da barra
€I T0 LUTL 1.ttt ettt e ettt e et e st e e st e e enba e e ebaeeeabeeennbeeea

Figura 3: (A) Crescimento de X. citri em amostras foliares de laranja ‘Pera’
ap6s o tratamento com quitosana (+CHI) ou HCI (-CHI) e (B) apds o
tratamento com 4cido salicilico (+SA) ou etanol (-SA). (C) Comparagdes entre
o crescimento bacteriano nos tratamentos +CHI e +SA. As populagdes sdo
expressas em logio ufc/ml. A multiplicacdo bacteriana foi monitorada por um
periodo de 21 dias. Os pontos representam a média de trés repeti¢des e as barras
representam o erro padrdo. (*) Indica diferenca entre os tratamentos (P < 0,05).

Figura 4: (A) Desenvolvimento do cancro citrico (incidéncia e severidade) em
folhas de laranja ‘Pera’ apos tratamento com (+CHI) ou HCIl (-CHI) e (B)
depois do tratamento com &cido salicilico (+SA) ou etanol (-SA) aos 11 e 19
dpi. (C) Comparagdes entre o desenvolvimento do cancro em plantas +CHI e
+SA. Os resultados da severidade sdo referentes as médias de trés repeticoes
com avaliacdo de nove folhas de cada repeticdo (total de 27 folhas avaliadas por
tratamento). Barras representam média + erro padrdo. (*) Indica diferenga
significativa (P < 0,05) entre os tratamentos (+CHI vs. -CHI; +SA vs. -SA;
+CHI vs. +SA). (D) Sintomas do cancro em folhas de laranja ‘Pera’ submetidas
aos diferentes tratamentos a0S 19 dPl.......ccceevviiiiiiiiiiiiiiiiieceee e

Figura 5: Valores de expressao relativa normalizados com a expressiao dos
genes de referéncia (ciclofilina e ubiquitina) e amostras controle. (A) Expressao
relativa em folhas de laranja ‘Pera’ 48h apds tratamento com quitosana (+CHI) ou
HCI (-CHI) e 24 h ap6s inoculagdo com X. citri, ambos normalizados com amostras
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tratadas com HCl sem desafio com a bactéria. (B) Expressao relativa em folhas de
laranja ‘Pera’ 24h ap6s tratamento com dcido salicilico (+SA) ou etanol (-SA) e 24 h
ap6s inoculagdo com X. citri, ambos normalizados com amostras tratadas com etanol
sem desafio com a bactéria. (C) Comparacdes da expressdo relativa em amostras
+CHI e +SA. Barras representam média + erro padrdo. (*) Indica diferenca
significativa (P < 0,05) entre os tratamentos (+CHI vs. -CHI; +SA vs. -SA; +CHI vs.

Figura 6: Valores de expressao relativa normalizados com a expressao dos
genes de referéncia (ciclofilina e ubiquitina) e amostras controle. (A)
Expressdo relativa em folhas de laranja ‘Pera’ apos tratamento com quitosana
(+CHI) ou HCI (-CHI) e inoculados com X. fastidiosa, ambos normalizados
com amostras tratadas com HCIl sem desafio com a bactéria. (B) Expressao
relativa em folhas de laranja ‘Pera’ ap6s tratamento com &cido salicilico (+SA)
ou etanol (-SA) e inoculados com X. fastidiosa, ambos normalizados com
amostras tratadas com etanol sem desafio com a bactéria. (C) Comparacdes da
expressao relativa em amostras +CHI e +SA. Barras representam média + erro
padrdo. (*) Indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos (+CHI
VS. “CHI; +SA vs. -SA; FCHI VS, FSA) . uuiiiiieieietet s

Figura 7: Curva padrdao para a quantificacdo de células de X. fastidiosa em
amostras foliares de laranja ‘Pera’...........ccoccooiiiiiiiiiiiiiiiie e,

Figura 8: (A) Crescimento de X. fastidiosa em amostras foliares de laranja
‘Pera’ apoOs o tratamento com quitosana (+CHI) ou HCI (-CHI) e (B) apds o
tratamento com 4cido salicilico (+SA) ou etanol (-SA). (C) Comparagdes entre
o crescimento bacteriano nos tratamentos +CHI e +SA. Populaces sdo
expressas em como logio ufc/ml. A multiplicacdo bacteriana foi monitorada por
um periodo de 21 dias. Os pontos representam a media de trés repeticdes € as
barras representam o erro padrdo. (*) Indica diferenca entre os tratamentos (P <

Figura 9: (A) Crescimento de X. fastidiosa em amostras do caule de laranja
‘Pera’ apds o tratamento com quitosana (+CHI), (B) HCl (-CHI), (C) 4cido
salicilico (+SA), (D) ou €tanol (=SA) ..cooouveeeeieeeeeeeeeeeeee e
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1 INTRODUCAO

Com uma produgdo anual em torno de 40 milhdes de toneladas, o Brasil ocupa o
terceiro lugar no ranking mundial da producio de frutas, atrds da China e da India. A
citricultura € uma das mais importantes culturas no pais, que se destaca como maior produtor
de laranja e maior produtor e exportador de suco concentrado dessa fruta, o que representa
80 % da produc¢dao mundial (Food Agricultural Organization, 2011). A maior parte desse
montante estd no Estado de Sdo Paulo que é responsavel por 80 % da producdo nacional

(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2011).

Entretanto, as doencas sdo fatores limitantes que ameacam a expansdao € a
produtividade dos cultivos de citros. Dentre aquelas que afetam a citricultura, encontra-se o
cancro citrico e a clorose variegada dos citros (CVC), ndo s6 por causar prejuizos direto e
imediato a planta, mas por reduzir a produtividade e qualidade dos frutos.

Ambas as doencas sdo causadas por bactérias, sendo o cancro citrico causado por
Xanthomonas citri subsp. citri e a CVC por Xylella fastidiosa. A razdo para os danos
econOmicos causados por estas bactérias € a auséncia de uma efetiva medida de controle.
Uma das medidas que pode contribuir no controle de doengas em plantas € a indugdo de
resisténcia, sendo que essa ferramenta permite a utilizacdo de gendtipos suscetiveis e que
possuem caracteristicas agrondmicas desejdveis, sem a alteracdo do genoma da planta e a
utilizacdo de defensivos agricolas.

Provavelmente, a indugdo de resisténcia resulta em uma acdo coordenada de muitos
genes com fungdes diversas, as quais culminam com a defesa de plantas contra patégenos

(Hammerschmidt, 1999).



A quitosana (CHI) e o 4cido salicilico (SA) sdo compostos que t€ém demonstrado
potencial na indu¢do de respostas de defesa em plantas contra fitopatégenos (Hooft Van
Huijsduijnen et al., 1986; Raskin, 1992; Palva et al., 1994; Majeti & Kumar, 2000; Babu et
al., 2003; He & Wolyn, 2005; Bautista-Bafos et al., 2006; Cavalcanti et al., 2007; Faoro et
al., 2008; Mandal & Mitra, 2009). Dessa forma, estudos funcionais de genes relacionados a
defesa de citros poderdo conduzir ao melhor entendimento dos mecanismos de defesa
induzidos pelo tratamento prévio com eliciadores contra X. citri e X. fastidiosa. Portanto, este
trabalho buscou determinar se plantas de laranja ‘Pera’ apresentam capacidade de responder
a eliciadores (CHI e SA), sendo que esta resposta pode ser monitorada através da andlise de
expressao génica. Assim, foi avaliada a expressdo génica global por RNA-seq em plantas de
laranja ‘Pera’ sob o tratamento de eliciadores de resisténcia e expressdo génica especifica por
PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) em plantas submetidas aos eliciadores e
desafiadas com os patégenos. Espera-se que os resultados obtidos neste trabalho possam
contribuir com maior conhecimento sobre genes diferencialmente expressos em plantas de

laranja ‘Pera’ submetidas ao tratamento com os eliciadores quitosana e dcido salicilico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancro citrico

O cancro citrico é uma das doencgas mais devastadoras da cultura do citros. Em todo
o mundo gastam-se milhdes de ddlares com a prevencdo, quarentenas, programas de
erradicacdo e controle da doenga (Das, 2003). Sdo distinguidas trés formas do cancro (A, B
e C) causadas por varios patovares e variantes da bactéria X. citri subsp. citri (anteriormente
denominada X. axonopodis pv. citri). O cancro A (forma asidtica do cancro), causada por X.
citri, € amais comum. A forma B ou falso cancro é causado por X. fusacan subsp. aurantifolii
e exibe lesdes menores que a do cancro A, afetando plantas de limao na Argentina, Uruguai
e Paraguai, sendo que lima mexicana, laranja azeda e pomelo também sio suscetiveis. O
cancro C, também causado por X. fusacan subsp. aurantifolii, foi detectado em lima

mexicana no Brasil e exibe sintomas semelhantes ao cancro A (Das, 2003).

O cancro citrico afeta variedades comerciais de citros em todo o mundo (Gottig et al.,
2010), sendo que todas as cultivares de citros sdo suscetiveis a X. citri. Toranjas, lima
mexicana e limdo sdo altamente suscetiveis, enquanto laranjas doce e azeda sado
moderadamente suscetiveis. As tangerinas, por outro lado, sdo consideradas moderadamente
resistentes (Brunings & Gabriel, 2003).

A bactéria X. citri é gram-negativa e tem a forma de bastonete com um unico flagelo.
Pode formar biofilme constituido por uma matriz exopolissacaridica que se estabelece na

superficie da planta e confere protecdo a bactéria (Gottig et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1: Estdgios para formacgdo do biofilme de X. citri na superficie de folhas de
plantas citricas. Adaptado de Gottig et al. (2010).

Estudos sugerem que a formagdo de biofilme durante a sobrevivéncia epifitica de X.
citri desempenha papel importante para o desenvolvimento do cancro citrico (Rigano et al.,
2007). Apos estabelecimento na superficie da folha, a bactéria penetra e coloniza a folha
principalmente através de estdmatos e ferimentos, e entdo rompe a epiderme foliar devido a
indugdo de hiperplasia celular (Gottwald, 1993, Gottig et al., 2010). Todos os tecidos de
citros estdo sujeitos a infeccdo por X. citri durante a fase de crescimento da planta. Em
condi¢des favoraveis de temperatura entre 20 e 30 °C, a bactéria se multiplica nos espagos
intercelulares e emerge a partir das aberturas estomdticas em menos de 5 dias para formar

inoculo para o desenvolvimento da doenca (Figura 2) (Graham et al., 2004).



Figura 2: Microscopia eletronica de varredura mostrando a
liberacdo de X. citri, a partir de abertura estomdtica 5 dias
ap6s a infiltracdo do mesofilo com 10° ufc/ml. Fonte:
Graham et al. (2004).

Os sintomas foliares se iniciam com pequenas pontuacdes € tornam-se visiveis,
formando pustulas, entre 7 e 10 dias apds infeccdo na superficie abaxial e logo as lesdes

atingem a superficie adaxial da folha (Figura 3).

Figura 3: Sintomas foliares do cancro citrico 10 dias ap6s a infeccdo. (A)
Superficie abaxial. (B) Superficie adaxial. Fonte: Gottwald (2000).

O controle do cancro citrico consiste em sistemas integrados de praticas culturais e
medidas fitossanitarias que envolvem na utilizacdo de plantas resistentes, remocao de fontes

de indculo, sistemas de quebra-ventos e aplicacdes de cobre. Nos paises em que hd tentativas



de erradicacdo, sdo utilizados programas de quarentena e regulamentacido para proibir a
introducdo de materiais de citros infectado, além do levantamento periédico no campo e
destruicao de arvores infectadas (Das, 2003). Tais medidas ainda nao sdo satisfatdrias, seja
pelo custo elevado (como aplicacdes periddicas de compostos antimicrobianos), seja pela
demora na sua disponibilidade ao produtor (como cultivares resistentes que sao medidas a
longo prazo). Dessa forma, torna-se imprescindivel a implementacdo de alternativas que
possam prevenir e/ou controlar o cancro citrico e que venham somar as medidas atualmente

utilizadas.
2.2 Clorose variegada dos citros

A clorose variegada dos citros (CVC) é causada pela bactéria X. fastidiosa a qual
coloniza os vasos do xilema e afeta o transporte de dgua e nutrientes do sistema radicular
para a copa. A bactéria é transmitida por cigarrinhas, por borbulhas e mudas infectadas e
afeta igualmente todas as variedades de laranja doce. As tangerinas comerciais € seus
hibridos com laranja sdo resistentes (Laranjeira, 1997; Donadio & Moreira, 1998).

E possivel distinguir dois niveis de contaminacio da doenca: 1 (folhas sintométicas)
e 2 (folhas e frutos sintomaticos) (Figura 4). Os sintomas manifestam-se inicialmente nas
folhas, com manchas amarelas na superficie adaxial, que podem evoluir para lesdes de cor
palha na superficie abaxial e avancam para os frutos. Em estdgios mais avancados a planta
perde as folhas, os galhos podem secar e os frutos apresentam redugcdo de tamanho

(Yamamoto et al., 2009).



NIiVEL ZERO NIVEL UM NIVEL DOIS

Plantas sem sintomas.
Momento de adotar medidas
de manejo corretamente

Aumento da severidade: falta de controle

das cigarrinhas e da poda de plantas com sintomas iniciais

Figura 4: Niveis de contaminacdo da clorose variegada dos citros
(CVCO). Fonte: Yamamoto et al. (2009).

Mais de 40 % das plantas dos pomares do Estado de Sao Paulo, maior produtor de
citros no Brasil, estdo sintomadticas para a CVC, sendo que a regidao Norte é a mais afetada
(Figura 5). Segundo o Fundo de Defesa da Citricultura (Yamamoto et al., 2009), o aumento
da doenca comprova que muitos citricultores deixaram de adotar as medidas recomendadas
para prevenir a doenga (monitoramento das cigarrinhas, inspecdes dos pomares, poda de

ramos sintomaticos ou a eliminacdo de plantas doentes).
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Figura 5: Porcentagem de plantas apresentando sintomas da CVC nas
diferentes regidoes do Estado de Sdo Paulo e parte do Triangulo mineiro,
considerando o levantamento realizado pelo Fundecitrus meses antes da
colheita das quatro principais variedades de laranja (Péra, Rio, Valéncia,
Natal e Hamlin). Fonte: http://www.fundecitrus.com.br.

O mecanismo de patogenicidade de X. fastidiosa difere do de outros fitopatogenos,
uma vez que ela ndo apresenta genes que conferem especificidade planta-patégeno (avr e/ou
hrp). A bactéria é injetada pela cigarrinha diretamente nos vasos do xilema, aos quais se
adere e coloniza. O processo todo leva a formagdo de biofilme, sendo esse considerado o
principal mecanismo de patogenicidade desse microrganismo (De Souza et al., 2004; Osiro
et al., 2004).

Em condi¢des naturais, a CVC € essencialmente uma doenga de laranja doce (C.
sinensis L. Osb), a espécie de citros mais cultivada no mundo. Entretanto, ha um amplo
espectro de resisténcia a suscetibilidade para CVC dentro do género Citrus. Analise de mais
de 200 acessos de laranja doce ndo detectou nenhuma variedade resistente ou tolerante a X.
fastidiosa (Coletta-Filho et al., 2007). Entre as tangerinas, a Poncan é a variedade
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comercialmente predominante no Brasil, sendo esta variedade € considerada resistente, uma
vez que nenhum sintoma ou dano econdmico ocorrem como consequéncia da infec¢do por
X. fastidiosa. Por esta razdo, esta espécie foi incluida nos programas de melhoramento com
foco na resisténcia a CVC no Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agrondmico
de Campinas (Coletta-Filho er al., 2007) e usada como fonte para identificacdo de genes com
potencial para uma possivel producao de plantas transgénicas resistentes a CVC (De Souza

et al., 2007).

O manejo da doenca consiste em medidas conjuntas como o uso de mudas sadias,
controle da cigarrinha e poda de ramos sintomdticos em estdgio inicial de infec¢do ou
eliminacdo de plantas doentes em estdgio intermedidrio a terminal. No que tange ao controle
genético, as tangerinas e seus hibridos, como tangores e tangelos, podem apresentar sintomas
em condi¢des de campo, embora com intensidades menores do que nas laranjas doces. Em
lima acida Tahiti ndo foram detectados sintomas, bem como bactérias em seus tecidos

(Santos Filho et al., 2010).
2.3 Mecanismos gerais da resisténcia em plantas

Cada planta € afetada por, aproximadamente, 100 tipos diferentes de fungos,
bactérias, virus e nematoides e, embora, elas possam sofrer danos decorrentes destes ataques,
muitas sobrevivem e conseguem apresentar bom crescimento e producdo (Agrios, 2004). A
sobrevivéncia se deve ao fato de as plantas conseguirem se defender dos patdgenos por uma
combinacdo de fatores, os quais envolvem caracteristicas estruturais que atuam como
barreiras fisicas e inibem a penetracdo do patégeno ou reacdes bioquimicas, as quais
produzem substancias toxicas aos patégenos criando condicdes que inibem o crescimento

destes dentro das plantas (Agrios, 2004). Neste sentido, pode-se definir a resisténcia de uma



planta como a capacidade que ela apresenta de atrasar ou evitar a entrada e a subsequente
atividade de um determinado patégeno em seus tecidos (Goodman et al., 1986).

Uma série de mecanismos bioquimicos e estruturais, pré- e pos-formados em relacao
a presenca do patégeno, atuam de forma dindmica, coordenada e adequada no momento e
local apropriados para evitar a proliferacdo do microrganismo patogénico (Pascholati &
Leite, 1995). Segundo Somssich e Hahlbrock (1998), esse processo tem inicio com o
reconhecimento de moléculas exdgenas do patégeno (fitotoxinas, polissacarideos
extracelulares, enzimas degradadoras da parede celular vegetal, etc.) pelo hospedeiro,
continua com mecanismos de transduc¢ado de sinais, os quais resultam em uma reprogramagao
do metabolismo da planta com a altera¢ao na expressao génica.

Os mecanismos de defesa pré-formados envolvem substancias presentes nas plantas
em altas concentracdes antes do contato com o patégeno ou que podem ser convertidas em
substancias toxicas com o inicio da infec¢do. J4 os mecanismos pds-formados sdo aqueles
em que as substincias encontram-se ausentes ou em concentracdes muito baixas antes da
infeccdo, mas que sdo ativadas em resposta ao ataque do patégeno ou produzidas a partir de

um precursor (Tabela 1) (Pascholati & Leite, 1994).

A ativacdo de mecanismos de defesa € decorrente de vias de sinaliza¢do e envolvem
importantes mensageiros secunddrios presentes nas plantas. Quando h4d uma infec¢do local
por bactéria, fungo ou virus muitas espécies de plantas sdo induzidas a sintetizar um sinal no
sitio de infeccdo que pode se espalhar através da planta. A amplificacdo desses sinais se da
por mensageiros secundarios como SA, dcido jasmonico e etileno, os quais ativam fatores de
transcricdo de importantes genes de defesa, culminando com a resisténcia sistémica adquirida

(SAR) (Grant & Lamb, 2006).



Tabela 1: Mecanismos de resisténcia vegetal*

Mecanismos de Mecanismos estruturais Mecanismos bioquimicos
resisténcia
Pré-formados Cuticula, tricomas, Fendis, alcaloides glicosidicos,
estdOmatos, fibras/vasos lactonas insaturadas, glicosideos
condutores fendlicos e cianogénicos, inibidores

proteicos, fototoxinas, quitinases e
B-1,3-glucanases.

Pos-formados Papilas, halos, lignificacdo, Fitoalexinas, proteinas relacionadas
glicoproteinas  ricas nos a patogénese, espécies ativas de
aminodcidos hidroxiprolina e oxigénio.
glicina, camadas de cortica,
camadas de abscisao, tiloses.

* Adaptado de Pascholati e Leite (1994).

O SA é um membro do grupo de compostos fendlicos sintetizados pelas plantas e que
regula varios aspectos do seu crescimento e desenvolvimento, bem como desempenha papel
chave na sinalizacdo da termogénese e resisténcia a doencas (Raskin, 1992). Duas vias
distintas levam a formacao do SA: a via do isocorismato e a via da fenilalanina amonia-liase,
sendo que ambas originam-se a partir do corismato, produto final da via do shiquimato. Uma
vez formado, o SA pode sofrer varias modificacdes como glicolisagdo, metilacdo,
hidroxilagdo, entre outros. A metilagdo € realizada pela enzima acido benzoico/SA carboxil
metiltransferase 1 (BSMT1), cuja expressdo € induzida em folhas em resposta a estresse
bidtico ou abidtico e leva a formacdo do metil salicilato (MeSA). Estudos indicam que a
forma metilada do SA funciona como um sinal mével, o qual € transmitido via floema de
forma sist€mica para as folhas, induzindo a SAR (Chen et al., 2003; Dempsey et al., 2011).

A inducdo e o acumulo do SA resultam na translocacdo de mondmeros de NON-
EXPRESSOR OF PATHOGENESIS RELATED GENES 1 (NPRI), um sinal critico de SA,
do citoplasma da célula para dentro do nucleo. As proteinas NPR1, por sua vez, interagem

com fatores de transcri¢do TGA possibilitando a expressao de genes de defesa, como os genes
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PR, e o estabelecimento da SAR. O SA induz a expressdo de fatores de transcricio WRKY,
os quais também estdo implicados em respostas de defesa (Vlot et al., 2009) (Figura 6). As
proteinas WRKY formam uma grande familia de fatores de transcricdo que se ligam em
elementos W-box e tém o potencial para regular diferencialmente a expressio de uma
variedade de genes alvos (Eulgem et al., 2000). Os fatores WRKY podem se associar com
MAP-quinases no nucleo, e cascatas de MAP-quinases constituem componentes chaves na
sinalizacdo de defesa de planta. Os WRKY parecem desempenhar papel regulatério em uma
variedade de respostas contra estresses bidticos e abidticos (Chujo et al., 2008).

O SA pode atuar sozinho em respostas de defesa ou em conjunto com outros
sinalizadores como etileno, dcido jasmdnico ou dcido abscisico (Kunkel & Brooks, 2002).

O etileno também desempenha um papel critico na ativacdo de respostas de defesa
das plantas. O reconhecimento especifico de moléculas derivadas de patdégenos ou de
ferimentos, como oligossacarideos da parede celular de plantas e fatores de viruléncia
bacteriana, constitui o primeiro estimulo que leva a producdo de etileno (Avni et al., 1994;
Nimchuk et al., 2003; Glazebrook, 2005; Zhao et al., 2005a). Este hormdnio € produzido a
partir da metionina, a qual é convertida em S-AdoMet pela acdo da S-AdoMet sintase (SAM
sintase; Peleman er al., 1989). Posteriormente, a S-AdoMet é convertida em acido-1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) pela ACS sintase, reacao esta considerada o passo
limitante na producdo do etileno. A conversdo final de ACC a etileno € conduzida pela

enzima ACC oxidase (ACO) (Adie et al., 2007).
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Figura 6: Resumo esquematico da sinalizagdo do &cido salicilico (SA) na resisténcia de
plantas contra patdgenos. As setas indicam a ativagdo de atividades enzimaticas, indugdo ou
acimulo de compostos ou gene de transcri¢des ou, no caso de NPR1, movimento do
mondmero NPR1 do citosol para o nicleo. As linhas vermelhas indicam repressao de
atividade enzimadtica ou acimulo de compostos (Adaptado de Vlot et al., 2009). MeSA =
metil salicilato; SAR = resisténcia sist€émica adquirida; T7GA = fator de transcricdo; SABP2
= proteina de ligacdo ao 4cido salicilico.

A regulacdo transcricional do etileno envolve os elementos de resposta ao etileno
(ethylene responsive elements - ERE) que se mostraram necessdrios e, em alguns casos,

suficientes para a regulacdo por etileno de genes PR em diferentes espécies de plantas

13



(Fujimoto et al., 2000; Gu et al., 2000; Chakravarthy et al., 2003). Associado aos ERE
encontram-se as proteinas de ligacdo a elementos de resposta ao etileno (ethylene-
responsive-element-binding-proteins EREBPs ou ERFs), uma das maiores subfamilias de
fatores de transcricdo em plantas. Vérios estudos t€m sugerido o envolvimento dos ERF na
sinalizacdo por etileno e/ou em defesas ativadas por etileno, como ativacdo de genes PRs
(Lorenzo et al., 2003; Mcgrath et al., 2005; Yang et al., 2005). Outros fatores importantes
sd0 o EIN3 (ethylene-insensitive3) e EIL (EIN3-LIKE), sendo que ambos requeridos para

respostas ao etileno (Chao et al., 1997; Alonso et al., 2004) (Figura 7).
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Figura 7: Modelo esquematico da via de sinalizacdo do gés etileno. A ligacdo do etileno
(C2H4) leva a inativagdo de seus receptores e, por sua vez, a inativagdo de CTR1 quinase.
Isto permite que EIN2 regule positivamente a familia dos fatores de transcricdo EIN3/EILs
localizados no nucleo. EIN3 direciona a expressdo de ERF1 e outros alvos primarios por se
ligar diretamente, como um dimero, aos elementos de resposta ao etileno primarios (PERE)
presentes em seus promotores. ERF1, e provavelmente outros ERFs, ligam-se a elementos
de resposta ao etileno secundarios (SERE/GCC box) e ativa a expressao de genes efetores de
defesa, como os genes PRs (Adaptado de Adie et al., 2007).

Dentre as respostas de defesa mediadas pelo etileno encontram-se a oclusao do xilema

com a producdo de gel que bloqueia o vaso impedindo a infec¢c@o por patégenos vasculares,
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insolubilizacdo de proteinas estruturais, producdo de fitoalexinas e, como ja mencionado, a
inducdo de proteinas PRs (Adie et al., 2007). Conforme ja salientado, tais respostas nao
resultam de uma via de defesa isolada, mas sdo baseadas em interacdes entre diferentes vias
de sinalizacdo (Figura 8).

O etileno e o dcido jasmonico atuam sinergicamente na ativacdo de respostas a
patégenos expressando PR3 (quitinases), PR4 (hevein-like proteins), PRS (osmotina), e
PDF1.2 (plant defesin 1.2) (Thomma et al., 1998; Lorenzo et al., 2003). O 4cido jasmonico,
que também pertence a classe de moléculas sinalizadoras e hormonio de plantas, é derivado
de acidos graxos poliinsaturados pela via octadecanoides, tendo como precursor o dcido
linolenico e a participagdao de importantes enzimas como lipoxigenases (LOX), aleno oxido
sintase (AOS) e aleno oxido ciclase (AOC) (Figura 9). Semelhante a outros hormodnios, o
acido jasmonico e seus derivados oxilipinas (coletivamente chamados de jasmonatos) exibem
um amplo espectro de atividades fisiol6gicas atuando na germinacdo de sementes,
desenvolvimento reprodutivo e atuando como moléculas sinalizadoras na defesa de plantas,
particularmente contra insetos herbivoros e patégenos necrotréficos (Creelman & Mullet,
1997; Schaller & Stintzi, 2008; Koo & Howe, 2009).

A via do de 4acido jasmodnico envolve vdrios eventos de transducdes de sinais: a
percepcao do ferimento ou estimulo por estresse e transducao do sinal local e sistemicamente;
a percepg¢do deste sinal e inducdo da biossintese de 4cido jasmonico; a percep¢ao do acido
jasmonico e indugdo de respostas; e finalmente, a integracdo da sinalizacdo de &4cido

jasmonico com outras vias de sinalizag¢do (SA, etileno e outras) (Turner et al., 2002).
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Figura 8: Network da resposta de defesa de plantas envolvendo as vias do etileno
(ET), acido jasmonico (AJ), 4cido salicilico (SA) e acido abscisico (ABA). O
estresse bidtico (ataque de patdgenso e pragas) estimula a sintese destes
hormodnios. Apds o estimulo, a inducdo assimétrica destas vias e sua interagao
permite que a planta ajuste a sua resposta de defesa a uma ameaca especifica. Em
geral, ET e JA cooperam, por meio de ERF'/, na inducdo de defesas contra agentes
patogénicos necrotréficos, enquanto sao reprimidos pelo ferimento ou em resposta
a organismos patogénicos biotréficos. Por outro lado, SA induz defesas contra
agentes patogénicos biotréfico por meio do fator de transcricdio WRKY70 e €
reprimido em defesas contra agentes patogénicos necrotréficos. As andlises de
microarranjos do genoma inteiro estdo mostrando a complexidade das intera¢des
hormonais na ativagdo de respostas de defesa, sendo que este modelo de rede
representa apenas uma visao simples. As setas indicam inducdo ou interagcdo
positiva, enquanto as linhas tracejadas indicam repressao ou interagdo negativa.
Setas mais grossas representam a via principal do ET (Adaptado de Adie et al.,
2007).

Apo6s a sintese do dcido jasmoOnico, o0 mesmo pode ser conjugado com aminoacidos
pela acdo da enzima 4cido jasmonico sintase JARI1, como a isoleucina, formando JA-Ile
(Fonseca et al., 2009). A proteina F-box COL1 (CORONATINE INSENSITIVE 1) funciona
como um receptor para JA-Ile no complexo F-box SCF (E3ubiquitin-ligase Skip-Cullin- F-

box complex SCF COIl) e quando ocorre a ligacdo da proteina ao receptor, ocorre a
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degradacdo da proteina repressora transcricional JAZ (JASMONATE ZIM-domain) via
proteossomo, estimulando a ativacdo de um grande nimero de genes responsivos ao acido
jasmonico (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Memelink, 2009). O 4cido jasmonico induz
a biossintese de diversas classes de metabdlitos secunddrios em diferentes espécies. O
ORCA3 € um fator de transcricio APETALA2 (AP2) responsivo ao dcido jasmonico em
Catharanthus roseus € sua superexpressao resulta no aumento da expressao de varios genes

da biossintese de metabdlitos e no acimulo de alcaléides (Van Der Fits & Memelink, 2000).
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Figura 9: Via biossintética do 4cido jasmonico. Os sinais/ eliciadores
interagem com receptores de membrana fazendo com que ocorra a
producdo do 13-acido hidroperoxilinolenico, a partir de 4cido linolénico
pela atuacdo de lipases e pela lipoxigenase (LOX). O 13-acido
hidroperoxilinolenico sofre acdo da aleno 6xido sintase (AOS) e aleno
oxido ciclase (AOC) e € convertido em dcido jasmonico, o qual pode atuar
modulando a expressdo de genes ou ser catabolizado formando metil
jasmonato (Adaptado de Creelman & Mullet, 1995).
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O SA pode atuar antagonicamente em respostas mediadas por dcido jasmoOnico, em
contrapartida, o etileno e &acido abscisico co-regulam as diferentes respostas do &4cido
jasmonico (Adie et al., 2007; Kazan & Manners, 2008; Koornneef ef al., 2008; Verhage et
al., 2010). O 4cido jasmonico e etileno atuam na expressao de PDF1.2 e em dois membros
da familia AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTOR), o ERFI e ORA59

(Lorenzo et al., 2003; Pre et al., 2008).
2.4 Inducao de resisténcia em plantas por eliciadores

As doencas das plantas representam um grande problema para a agricultura e por mais
que se tenha estudado sobre as medidas de controle, elas ainda causam muitas preocupacoes.
Grande parte deste problema reside na adaptabilidade genética que os patdgenos apresentam,
desenvolvendo resisténcia aos agroquimicos e burlando a resisténcia das novas variedades
que sdo lancadas no mercado. Considerando tais entraves para o manejo de doencgas, é
importante que medidas adicionais sejam implementadas a fim de contribuir com a obten¢do
de niveis satisfatérios de controle dessas doencas.

Dessa forma, partindo do pressuposto que o manejo integrado de doengas em plantas
preconiza a utilizagdo do aparato tecnoldgico disponivel para reduzir os efeitos deletérios de
patégenos, uma estratégia que pode trazer grandes contribui¢des € a inducdo de resisténcia
(IR) em plantas. Essa alternativa permite a utilizagao de gendtipos suscetiveis e que possuem
caracteristicas agronomicas desejdveis, sem a alteracdo do genoma da planta e a utilizacdo
de defensivos agricolas. E um método de ativacio dos mecanismos de defesa latentes da
planta através de tratamentos prévios envolvendo eliciadores. As respostas podem culminar
com a formacdo de barreiras estruturais, como lignificacdo e sintese de calose, inibindo

proliferacao dos patdégenos nos tecidos das plantas (El Ghaouth & Kuc, 2001), além de
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respostas bioquimicas como acimulo de compostos fendlicos, fitoalexinas e vdrias proteinas
de defesa (Brisset et al., 2001; Baysal et al., 2003; Cavalcanti et al., 2006; Rodrigues et
al.,2006). Neste sentido, a IR pode levar uma relagdao compativel entre planta e patégeno a
incompatibilidade (Labanca, 2002) e vem se tornando importante em programas de manejo
de doencgas (Pascholati & Cia, 2005).

Os compostos indutores de resisténcia sao usualmente efetores ou moduladores da
resposta da planta, muitos deles atuando em complexas cascatas de sinais. Diferentes
compostos ja foram avaliados, dentre eles o Bion® (Syngenta), Messenger® (Eden
Bioscience), Milsana® (KHH BioSci Inc), Oxycom® (Redox Chemicals), Phytogard®
(IntraChem BIO), Serenade® (Agraquest), Neemazal® (EID-Parry), Oryzemate® (Biosafe),
Ecolife 40® (Quinabra), além de cogumelos® (Lentinula edodes e Agaricus blazei),
rizobactérias e extratos de plantas, os quais foram pesquisados em diferentes culturas (Chen
et al., 2000; Almeida & Coelho, 2006; Franzener et al., 2007; Di Piero, 2004).

A IR, provavelmente, resulta em uma a¢do coordenada de muitos genes com fungdes
diversas que culmina com a defesa de plantas contra patégenos. A regulacdo transcricional
de genes relacionados com a defesa é um mecanismo importante para a indugdo de
resisténcia. Em plantas de arroz, a expressao de WRKY foi induzida por eliciadores bidticos,
resultando no aumento da resisténcia contra a bactéria Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Liu
et al., 2007). Em Arabidopsis thaliana, 49 dos 72 genes WRKY testados responderam a
infeccdo bacteriana e ao tratamento com SA (Dong et al., 2003). O tratamento de Populus
tremula com CHI e SA promoveu um aumento dos niveis de transcrito do fator de transcricao
PtWRKY23 (Levée et al., 2009). Os autores sugeriram, através da andlise do transcriptoma,

que o fator de transcricdo PtWRKY23 poderia afetar o metabolismo da parede celular da



planta, o que foi confirmado pelas alteragdes na atividade de peroxidases, no acimulo de
H>0- e na deposic¢do de lignina.

O estabelecimento da indugdo de resisténcia pode estar associada ao aumento da
biossintese de SA enddgeno e a expressdo de genes relacionados a patogénese. Em algumas
plantas, como A. thaliana, a indugdo de resisténcia requer a fungcdo do gene NPRI (Delaney
et al., 1995). Esse gene € expresso em baixos niveis em plantas sadias, porém quando as
plantas sdo infectadas com patdgenos ou tratadas com SA e seus andlogos, a expressdo do
NPRI ¢ induzida ao dobro ou triplo (Cao et al., 1997). Yu et al. (2001) relataram a presenca
de sequéncias W-box no promotor do gene NPR, as quais sdo reconhecidas especificamente
por proteinas WRKY induzidas por patégenos ou SA. As anélises indicaram que as sequéncias
W-box s@o necessdrias para a inducao da transcricdo do NPRI e ativacdo de respostas de
defesa da planta mediadas por NPRI. Os resultados dos pesquisadores sugeriram que certas
proteinas WRKY atuam upstream do NPRI e regulam positivamente a sua expressdo para
ativacdo da resposta de defesa da planta.

A IR pode culminar também com a expressdo de genes relacionados a patogénese
(PRs). Até 2006, 17 familias dessas proteinas foram reconhecidas e caracterizadas, algumas
com fungdes desconhecidas (Van Loon et al., 2006). As proteinas PRs apresentam
propriedades fisico-quimicas tipicas, as quais permitem distingui-las das demais proteinas:
sdo estdveis em pH 4cido e altas temperaturas, e resistentes a acdo de enzimas proteoliticas,
caracteristicas estas que possibilitam sua existéncia nos locais onde ocorrem como vacuolo,
parede celular ou espacos intercelulares (Stintzi et al., 1993).

Em fumo, o nivel de expressao do mRNA da B-1-3 glucanase (PR-2) foi 11 vezes

maior 8 h apds o tratamento de plantas com oligoquitosana (obtida por hidrolise enzimatica
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da CHI), comparadas ao controle, evidenciando a associacdo dessa enzima na defesa da
planta contra o TMV. A porcentagem de inibi¢do das lesdes virais foi de 31,16%, considerada
significativa em relacdo ao controle (Yafei et al., 2009). Campos et al. (2008) observaram
que quando plantas de feijao-comum foram induzidas com uma raca avirulenta de
Colletotrichum lindemuthianum e inoculadas com raga virulenta, houve aumento na
atividade de -1-3 glucanases, sendo esse aumento altamente correlacionado com a reducio
da severidade da antracnose. A IR em tomate com aplicacdo exégena de SA contra Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici esteve associada a uma ativacao de peroxidases (PR-9) que foi
47 e 3,3 vezes maior em plantas tratadas com SA nas raizes e aplicacdo foliar,
respectivamente, comparadas ao controle. O composto reduziu significativamente o
escurecimento vascular e o amarelecimento foliar causado pelo patégeno (Mandal et al.,
2009). Cavalcanti et al. (2007) observaram que a suspensdo aquosa do micélio de
Moniliophthora perniciosa, contendo CHI, induziu a resisténcia em plantas de tomate contra
Xanthomonas vesicatoria, aumentando a atividade da enzima quitinase (PR-4).

Em frutiferas, a indugdo de resisténcia tem mostrado grande potencial. O Agro-Mos®
(produto a base de Saccharomyces cerevisiae) e o fosfito de potassio+Ecolife® (formulacgio
comercial originado de biomassa citrica), quando aplicados em videiras, promoveram o
controle do mildio em mais de 87 % e aumento na produtividade média das plantas (Gomes,
2009). Em plantas de cacau, o uso do Acibenzolar-S-metilico (ASM - um andlogo do SA)
promoveu uma reducdo de 55,4 % na severidade da murcha de Verticillium (Verticillium
dahliae) e 84,5 % na incidéncia da vassoura de bruxa (Moniliophthora perniciosa). Além
disso, um aumento na atividade de peroxidases, polifenoloxidases e compostos fendlicos foi

observado em algumas das cultivares testadas (Resende et al., 2002). O uso do ASM e da
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proteina harpina em frutos de p€ssegos aumentou a resisténcia a Monilinia fructicola, agente
causal da podriddao-parda, com reducdo da drea lesionada e aumento nos teores de proteinas
totais, acgucares redutores e totais, fendis, além da atividade da fenilalanina amonia-liase
(Danner et al., 2008). Em frutos de laranja, eliciadores presentes em extratos aquosos de
Agaricus blazei e Lentinula edodes promoveram uma inibi¢do do aparecimento de novas
lesdes causadas por Guignardia citricarpa, responsavel pela mancha-preta em frutos citricos,
fato esse que pode estar associado com ativacdo de mecanismos de defesa nos frutos
(Toffano, 2005).

Dois compostos que vem sendo amplamente pesquisados na interacdo planta-
patégeno e até o momento pouco se sabe sobre seus efeitos na cultura dos citros, sdo a

quitosana (CHI) e o 4cido salicilico (SA).
2.4.1 Quitosana (CHI) como indutor de resisténcia

A CHI € um polissacarideo obtido do exoesqueleto de crusticeos, pela desacetilacdo
alcalina da quitina, ou da parede celular de alguns fungos. E constituido por unidades de 2-
amino-2-deoxi-D-glicopiranose (glucosamina) e 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose
(acetilglucosamina) unidas por ligacdes glicosidicas f 124 (Majeti & Kumar, 2000). O
polissacarideo € versatil com duplo efeito: (i) no controle direto de patégenos, portanto, tendo
um efeito antimicrobiano e (ii) na ativag¢do de varios mecanismos de defesa da planta durante
a interacdo patdégeno-hospedeiro, 0 que aumenta a tolerancia a uma gama de patdgenos
(Bautista-Banos et al., 2006).

As respostas de defesa desencadeadas pela CHI envolvem reacdo de
hipersensibilidade, deposicao de calose, lignificacdo, sintese de dcido abscisico, fitoalexinas

e proteinas relacionadas a patogénese (PRs) (Cavalcanti et al., 2007; Faoro et al., 2008; Iriti
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et al., 2008). Além disso, a CHI pode ativar genes da via das MAP-quinases em vdrias
espécies de plantas (Xiangyang et al., 2004 Lizama et al., 2007).

Evidéncias experimentais tém demonstrado a capacidade da CHI em modificar o
metabolismo de defesa vegetal em diversas culturas. Plantas de feijdo caupi submetidas ao
tratamento indutivo com a CHI apresentaram uma reducdo na severidade da murcha causada
por Fusarium oxysporum f. sp. tracheiphilum diferindo significativamente de plantas
controle (Rodrigues et al., 2006). Em pepino, houve inibicdo no desenvolvimento do mofo
cinzento causado por Botrytis cinerea, pelo tratamento prévio com CHI (Ben-Shalom et al.,
2003). Em plantas de fumo, a aplicacdo foliar de CHI conferiu protecdo de 55% contra
Phytophthora parasitica nicotianae (Falcon et al., 2008). Bhaskara Reddy et al. (1999)
mostraram que no patossistema trigo-Fusarium graminearum, a sintese de acidos fendlicos
foi estimulada pelo tratamento prévio com CHI. Em A. thaliana, a CHI também induziu
importantes fatores transcricionais da sinalizacao do etileno, como o ERF, além de aumentar
a expressao de moduladores da via de jasmonato, como WRKY40 (Povero et al., 2011).

Pouco se sabe sobre o efeito da CHI em bacterioses de plantas. No patossistema
tomate/Xanthomonas vesicatoria, fracdes heterogéneas de CHI, obtidas do micélio de
Moniliopththora perniciosa e aplicadas em plantas 4 dias antes da inoculagc@o, conferiram
protecdo de 42,7% em relagdo ao controle, com um aumento na atividade de peroxidases,
polifenoloxidases, e na lignificagdo. Entretanto a CHI ndo apresentou efeito direto sobre a
bactéria (Cavalcanti et al., 2007). Em 2008 Li et al. demonstraram a atividade in vitro da
CHI obtida a partir de carapagas de crusticeos sobre X. arboricola pv. poinsettiicola e X.
axonopodis pv. poinsettiicola, causadoras da mancha bacteriana da poinsétia. Na cultura do

tomateiro, a CHI se mostrou eficiente na indu¢ao de mecanismos de defesa contra a mancha
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bacteriana, causada por X. vesicatoria, e também apresentando um efeito antimicrobiano
contra esta bactéria (Coqueiro et al., 2011).

Em frutiferas, grande parte das pesquisas com CHI tem se destinado ao tratamento
poOs-colheita, por conta da habilidade do polissacarideo em formar uma cobertura
semipermedvel modificando a atmosfera e diminuindo as perdas por transpiracdo e
desidratacdo e aumento do tempo de prateleira dos frutos. Além disso, pode levar a indugao
de resisténcia nos frutos. A CHI reduziu a severidade da antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides) em mamao (Cia, 2005) e do mofo cinzento (Botrytis cinerea) em uvas
(Romanazzi et al., 2002). Rappussi et al. (2009) verificaram que a CHI inibiu o
desenvolvimento de novas lesdes da mancha preta (Guignardia citricarpa) em laranja e
promoveu aumento na atividade enzimdtica da quitinase, B-1,3- glucanase, peroxidase e
polifenoloxidase. Adicionalmente, o polissacarideo inibiu o crescimento micelial e afetou a

germinagdo de conidios e formagao de apressorios por G. citricarpa.
2.4.2 Acido salicilico (SA) como indutor de resisténcia

O SA, pertencente ao grupo dos compostos fenolicos, tem um importante papel como
sinalizador envolvido na defesa de plantas contra patégenos (Mauch-Mani & Métraux,
1998). A biossintese de SA pode culminar com a expressdo de genes de resisténcia (Figura
6).

Durante a infec¢do, o SA se acumula no sitio de penetragdo do patégeno, atuando na
reacdo de hipersensibilidade, e também se distribui em outras partes da planta para induzir
uma gama de respostas de defesa (Zhao et al., 2005). Ele atua como um inibidor da catalase,

enzima envolvida na conversao do perdxido de hidrogénio em 4dgua e oxigénio. Investigacoes
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acerca da aplicacdo exdgena de SA em plantas revelaram que este pode induzir resisténcia

sist€émica e promover o acimulo de proteinas relacionadas a patogénese (Raskin, 1992).

A pulverizagdo de plantas de fumo com SA induziu a produ¢do de mRNA da PR-1 e
inibiu a multiplicacdo sistémica do virus do mosaico da alfafa (A1MV) (Hooft Van
Huijsduijnen et al., 1986). Também foi observada indugdo de resisténcia no fumo contra o
Cucumber mosaic virus (CMV) pelo SA, o qual inibiu a circulacio sistémica do virus. O SA
induziu a sintese de PRs em feijao e reduziu em 75% a producdo de lesdes locais em plantas
de feijao inoculadas com o AIMV (Hooft Van Huijsduijnen et al., 1986). Em aspargos
tratados com SA houve resisténcia sistémica com reducgdo significativa da doenga causada
por Fusarium oxysporum f. sp. asparagi. Além disso, o composto ativou peroxidases e
fenilalanina amonia-liase e aumentou a lignificacdo (He &Wolyn, 2005). Em plantas de
tomate, houve uma redug¢do do escurecimento vascular e da murcha causada por F.
oxysporum f. sp. lycopersici e um aumento na atividade de peroxidase e fenilalanina amonia-
liase, promovido pelo SA. O trabalho mostrou que o sistema radicular do tomate pode ter a
capacidade de assimilar e distribuir o SA por toda a planta, ja que o mesmo foi aplicado nas
raizes (Mandal et al., 2009). Também ha relatos da aplicacdo exdgena de SA em plantas
contra bactérias. Houve um aumento da resisténcia de plantas de fumo contra Erwinia
carotovora com o uso do SA, sendo observada uma reducdo dos sintomas da doencga e da
proliferagdo bacteriana (Palva et al., 1994). Um estudo recente demonstrou o potencial do
SA em reduzir os sintomas do cancro citrico em folhas destacadas de laranja de umbigo
(Citrus sinensis) por mensurar atividades das enzimas fenilalanina amonia-liase e B-1,3-

glucanase, além de avaliar os niveis de mRNA de CsCHI e CsPR4A (Wang et al., 2012).
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2.5 Analise da inducao de resisténcia

Quando as plantas sdo tratadas com um indutor € necessdrio analisar quais
mecanismos induzidos promoveram a resisténcia da planta. Diferentes ferramentas t€ém sido
utilizadas para a avaliar a expressdo génica de plantas tratadas com eliciadores, como a
hibridizacdo subtrativa por supressao (Guzzo, 2004), microrarranjos (Salzman et al., 2005),
sequenciamento de RNA (RNA-seq) (Li e al., 2012), RT-qPCR (Han et al., 2013) e por meio

da mensuracao da atividade de enzimas de defesa (Coqueiro et al., 2011).
2.5.1 Transcriptoma

Entender o transcriptoma € essencial para interpretar os elementos funcionais do
genoma e revelar os constituintes moleculares das células e tecidos, e também entender o
desenvolvimento das doencas. Vadrias tecnologias tém sido utilizadas para deduzir e
quantificar os transcritos. As técnicas de hibridizacdo de arranjos de DNA em laminas
(microarranjos) ou o sequenciamento em larga escala com novas plataformas de
sequenciamento (454, Solid ou Solexa) tém se tornado abordagens que permitem avaliacao
mais rdpida de um grande nimero de sequéncias e em diferentes condicdes.

Jantasuriyarat et al. (2005) monitoraram as mudancas transcricionais em arroz
durante os estdgios iniciais da infeccdo por Magnaporthe grisea, por meio de uma grande
colecdo de EST gerada a partir de biblioteca de cDNA derivada de tecido foliar inoculado
com o patégeno e do controle (sem inoculacdo). A partir das andlises das sequéncias e a
comparacgdo das bibliotecas oriundas de tecidos desafiados com M. grisea e daquelas onde
nao houve o desafio, foi observado um grande aumento na porcentagem de genes das
categorias funcionais de mecanismos de defesa e transducdo de sinais. Em A. thaliana, o

sequenciamento em larga escala foi utilizado para o estabelecimento de EST a partir de
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biblioteca de cDNA representando uma gama de 6rgdos da planta (folha, raiz, caule, etc.),
sendo que mais de 5.000 EST foram gerados e categorizados funcionalmente (Dong et al.,
2003). No trigo, estudos também tém se concentrado na andlise em larga escala de EST e até
o momento, 46 bibliotecas de cDNA derivadas de tecidos durante o ciclo de vida do trigo,
bem como tecidos submetidos a estresse foram construidas, sequenciadas e analisadas
(Ogihara et al., 2008).

A tecnologia de sequenciamento Solexa apresenta um diferencial, j4 que a clonagem
dos fragmentos de cDNA ocorre in vitro em uma superficie sélida de vidro, a qual € dividida
em oito linhas e, portanto, pode ser utilizado para geracao de até oito bibliotecas. Nessa fase
s6lida, os fragmentos de cDNA sdo fixados a adaptadores e aderidos a célula de corrida
(Figura 10A e 10B). Em seguida, sdo adicionados nucleotideos ndo marcados e enzima para
amplificacdo da sequéncia complementar dos fragmentos aderidos a célula de corrida (Figura
10C). O ciclo de amplificacdo € repetido 35 vezes com geracdo de cerca de mil copias de
cada fragmento, formando os clusters de sequenciamento (Figura 10D, 10E e 10F). Apds a
fase solida, da-se inicio ao ciclo quimico em que quatro terminadores reversiveis marcados
sdo adicionados, juntamente com iniciadores € DNA polimerase (Figura 10G). Depois ocorre
excitacdo com laser, geracdo e captura das imagens da fluorescéncia emitida em cada ciclo a
partir dos clusters da célula de corrida (Figura 10H). O ciclo se repete a partir da incorporacao
de nucleotideos marcados, determinando a sequéncia de bases do fragmento de DNA (Figura
101 e10J). Posteriormente, os dados sdao alinhados ao genoma de referéncia identificando a
sequéncia obtida (Figura 10L e10M) (Illumina® Systems & Software, 2006).

A plataforma solexa da [llumina® vem sendo amplamente utilizada para a geracao
de perfis transcricionais em diferentes condicdes fisioldgicas e, juntamente com as outras
tecnologias de sequenciamento (Solexa, SOLiD e Roche 454 Life Science), € utilizada para
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sequenciamento de RNA ou RNA-seq, sendo uma ferramenta que fornece maior precisiao na
mensuragdo dos niveis de transcrito e suas isoformas do que outros métodos (Wang et al.,
2009).

Em células de Taxus chinensis, o RNA-seq foi utilizado para investigar as alteracdes
transcricionais em resposta ao metil jasmonato. Mais do que 58 milhdes de reads de cDNA
foram gerados e 46.581 unigenes foram encontrados. Destes, 13.469 genes foram
diferencialmente expressos, incluindo todos os genes conhecidos da via de biossintese e
sinalizacdo de jasmonato e genes relacionados ao taxol (Li ef al, 2012). Na avaliacdo da
resisténcia de plantas a patégenos, o RNA-seq mostrou que em algodao inoculado com o
fungo Verticillium dahliae, o metabolismo da lignina exerce um papel central na resisténcia
da planta contra o patégeno (Xu et al., 2011). O RNA-seq também foi utilizado para avaliar
o transcriptoma de plantas de sorgo submetidas a estresse osmoético e aplicacdes exdgenas de
acido abscisico (Duga et al., 2011).

A maioria dos trabalhos que avaliam o transcriptoma de plantas submetidas a
diferentes condi¢des seja por RNA-seq, microarranjos ou outras ferramentas, conduzem a
procedimentos de valida¢do dos dados por meio da RT-qPCR, método amplamente utilizado
em andlises de expressdao génica e que permite corroborar os dados obtidos pelas técnicas de

transcriptoma.
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Figura 10: Esquema geral da tecnologia de sequenciamento solexa. Primeiramente ocorre a
fase s6lida em que ao DNA fragmentado sao ligados adaptadores em ambas as extremidades
(5’ e 3’) randomincamente (A). Essas moléculas sdo aderidas a superficie da célula de corrida
(B) e posteriormente seguem-se as etapas de desnaturacdo e anelamento em que oS
fragmentos sdo polimerizados com os nucleotideos nao marcados adicionados em cada linha
da plataforma (C, D e E). Em virios ciclos sao geradas varios cépias de todos os fragmentos
formando os clusters de moléculas dénticas (F). Apos esta fase sdlida, inicia-se o ciclo
quimico em que nucleotideos marcados sdo adicionados a plataforma (G e H) e permitem a
identificacdo e sequéncia correta do cDNA. Isso ocorre por meio da excitacdo dos
nucleotideos com laser, gerando uma fluorescéncia que € captada e interpretada (I e J). O
ciclo se repete a partir da incorporacdo de nucleotideos marcados, determinando a sequéncia
de bases do fragmento de DNA (L). Posteriormente os dados sdo alinhados ao genoma de
referéncia identificando a sequéncia obtida (M). Adaptado de lllumina® Systems & Software
(2006).

29



2.5.2 PCR em tempo real (RT-qPCR)

RNA-seq ou microarranjos constituem-se em poderosas ferramentas para gerar um
retrato do genoma completo de um organismo. Entretanto, estes dados precisam ser validados
em laboratério (Chuaqui et al., 2002). A validacdo em laboratério permite uma verificagdao
dos niveis de expressdo génica experimental independente, sendo que as técnicas comumente
usadas para esta validacdo incluem PCR semi-quantitativo, RT-qPCR, Northern blot, ensaio
de protecdo de ribonuclease e hibridagao in situ ou imunohistoquimica usando microarranjos
de tecidos. Todavia, o PCR quantitativo em tempo real € a principal técnica para se avaliar
quantitativamente mRNAs especificos uma vez que € rapido, relativamente barato e necessita
de baixa quantidade de molde (Rajeevan et al., 2001).

A RT-qPCR segue o principio geral da PCR convencional, apresentando a fase de
crescimento exponencial, fase de crescimento linear e fase estaciondria. No entanto,
diferentemente da PCR cldssica, a RT-qPCR mede o produto amplificado a cada ciclo da
reacdo, permitindo assim que a amplificacdo seja avaliada em tempo real durante a fase
exponencial da corrida, favorecendo uma determinagdo precisa da quantidade inicial de
molde na reagcdo. Contrariamente, técnicas de PCR end-point monitoram a satura¢do da
reacdo, levando a uma quantificacdo imprecisa. Apesar de acreditar-se que este tipo de
validacdo estd longe de ser ideal, uma vez que a mesma verifica o perfil de expressao de
apenas parte pequena do conjunto completo de genes testados e métodos que determinem
uma avaliacdo mais global sejam necessarias (Miron et al., 2006), RT-qPCR € um método
poderoso para confirmar a expressdo diferencial encontrada em andlises de transcriptoma.
Diversos métodos de detec¢do podem ser utilizados na RT-qPCR, dentre eles SYBR® Green

e TagMan.
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A tecnologia SYBR® Green é baseada em um conjunto de moléculas que apresentam
capacidade de se ligar a dupla fita de DNA e quando excitadas emitem fluorescéncia verde
que € medida e convertida em uma quantidade de DNA (Figura 11), tendo a vantagem de
apresentar alta sensibilidade, reduzido custo e ser de facil manuseio. Em contrapartida, a
principal desvantagem € a possibilidade da molécula se ligar a qualquer DNA dupla fita
durante a polimerizagao, incluindo os dimeros de iniciadores e outros produtos inespecificos,
0 que gera uma superestimacgdo da concentragdo do fragmento alvo (Oliveira, 2009).

Na tecnologia TagMan® sio utilizados dois iniciadores especificos de uma
determinada sequéncia de DNA e uma sonda Tagman® homéloga a regiio do fragmento de
DNA entre os iniciadores (Pelt-Verkuil ez al., 2008). A sonda apresenta na extremidade 5’
um fluorocromo repdrter e na extremidade 3’ uma molécula que aceita a energia da molécula
reporter e a dissipa na forma de luz ou calor, conhecida como quencher (Heid et al., 1996;
Pelt-Verkuil et al., 2008). Quando as duas moléculas da sonda, reporter e quencher estao
proximas hé supressdo da deteccdo da fluorescéncia. Na fase de amplificacdo, a sonda é
degradada fazendo com que repdrter e quencher afastem-se e entdo ocorre a emissao do sinal
fluorescente, o qual é convertido em uma quantidade de DNA (Figura 12). O TagMan® é
muito usada para se determinar a presenga ou auséncia de sequéncias especificas, além de
ser uma tecnologia bastante rapida, com elevada sensibilidade e precisdo e menor risco de
contaminacdo. Entretanto, ¢ um método relativamente dispendioso, por exigir duas
moléculas (reporter e quencher) ligadas as extremidades da sonda, e ser complexo por

requerer amplificacdo e hidrodlise eficientes (Oliveira, 2009).
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Figura 11: PCR em tempo real com corante SYBR Green. Fonte: qPCR Technical Guide.
Disponivel em http://www.sigmaaldrich.com.

& Desnaturagdo e reanslamsnio

De maneira geral, devido a sua rapidez, especificidade, sensibilidade e possibilidade
de acurada quantificacdo do alvo, o método RT-qPCR apresenta grandes aplicacdes em
estudos de planta (Gachon et al., 2004). Nos estudos sobre interagdes planta-patégenos, o
nimero de publicacdes envolvendo microarranjos ou RNA-seq e validagao através de qPCR
vém crescendo bastante. E possivel encontrar diversas interacdes sendo avaliadas deste
modo, como citros-Candidatus sp. (Fan et al., 2012; Albrech & Bowman, 2012), algodao-
Verticilium (Xu et al, 2011), trigo-Fusarium (Bernardo et al, 2007), Arabidopsis-

Agrobacterium (Ditt ef al., 2006), e grao de bico-Ascochyta (Coram & Pang, 2006).
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Figura 12: PCR em tempo real com sonda Tagman (Oliveira, 2009).
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3 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DO TRABALHO
Considerando:
e A importancia de amplia¢do da base de informacdo nos patossistemas citros-X. citri

e citros-X. fastidiosa,

¢ O potencial da inducdo de resisténcia dos eliciadores quitosana e 4cido salicilico;

e As poucas ou inexistentes informagdes sobre o efeito desses eliciadores nos
patossistemas em estudo;

e A existéncia de ferramentas de andlise de expressdo génica em larga escala através
de sequenciamento de nova geracao;

¢ A necessidade de se estabelecer parametros moleculares, através da analise de genes
associados a resposta de resisténcia, para avaliacdo dos efeitos desses eliciadores.

A presente pesquisa tem a seguinte hipdtese de trabalho: Plantas de laranja ‘Pera’
apresentam capacidade de resposta a eliciadores, sendo que essa resposta pode ser
monitorada pela andlise de expressdao gé€nica. Essa hipétese foi testada em plantas somente
tratadas com eliciadores quitosana e &4cido salicilico; e tratadas com os eliciadores e

desafiadas com X. citri e X. fastidiosa.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral: Avaliar o efeito da quitosana e do salicilico na ativacdo de genes relacionados a

defesa em laranja ‘Pera’.

4.2 Especificos

e Avaliar o transcriptoma de plantas de laranja ‘Pera’ apenas tratadas com quitosana ou

acido salicilico;

e Investigar o efeito da quitosana e do acido salicilico na interacdo laranja ‘Pera’-X. e

laranja ‘Pera’-X. fastidiosa.
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ABSTRACT

Resistance inducers have been used in annual crops as an alternative for disease control.
Wood perennial fruit trees, such as those of the citrus species, are candidates for treatment
with resistance inducers, such as salicylic acid (SA) and chitosan (CHI); However, the
involved mechanisms in resistance induced by elicitors in citrus are currently few known. In
the present manuscript, we report information regarding the transcriptional changes observed
in sweet orange in response to exogenous applications of SA and CHI using RNA-seq
technology. More genes were induced by SA treatment than by CHI treatment. In total, 1,425
differentially expressed genes (DEG) were identified following treatment with SA, including
the important genes WRKY50, PR2, and PR-9, which are known to participate in the salicylic
acid signaling pathway, and genes involved in ethylene/Jasmonic acid biosynthesis (ACS 12,
AP2 domain-containing transcription factor, and OPR3). In addition, SA treatment promoted
the induction of a subset of genes involved in several metabolic processes, such as redox
states and secondary metabolism, which are associated with biotic stress. For CHI treatment,
there were 640 DEG, many of them involved in secondary metabolism. For both SA and CHI
treatments, the auxin pathway genes were repressed, but SA treatment promoted induction
in the ethylene and jasmonate acid pathway genes, in addition to repressing the abscisic acid
pathway genes. Chitosan treatment altered some hormone metabolism pathways. The DEG
were validated by real-time reverse transcription PCR (RT-qPCR), and the results were
consistent with the RNA-seq data, with a high correlation between the two analyses. Thus,
we expanded the available information regarding induced defense by elicitors in a species of
Citrus that is susceptible to various diseases and identified the molecular mechanisms by

which this defense might be mediated.
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INTRODUCTION

Citrus is one of the most important crops around the world. Brazil is currently the largest
producer of sweet oranges and is the largest producer and exporter of freezer concentrate and
not-from-concentrate orange juice [1]. However, one of the limiting factors that threatens the
growth and productivity of citrus production are citrus diseases. The integrated management
of plant (IMP) diseases advocates alternate technologies, such as biological control and
genetic resistance, to reduce the deleterious effects of pathogens. One strategy that may
contribute to disease reduction is the use of elicitors to improve the natural resistance of the
plant. Among the compounds that have been used to control pathogens are salicylic acid (SA)
and chitosan (CHI).

SA is a phenolic compound produced by plants, and its biosynthesis and signaling pathways
have been well characterized, demonstrating its important role as a signal involved in the
plant defense against pathogens [2]. The biosynthesis of SA may culminate in the expression
of resistance genes that promote systemic acquired resistance (SAR). During infection, SA
accumulates at the site of pathogen penetration, acting in the hypersensitivity reaction, and
is also distributed to other parts of the plants as a mobile signal, as methyl salicylate, to induce
a range of defense responses [3]. Many plants are not able to deploy these mechanisms
effectively. Studies on the exogenous application of SA in plants have revealed that it may
induce systemic resistance and promote the accumulation of pathogenesis-related (PR)
proteins [4]. The effectiveness of SA treatment has been verified against diseases caused by
virus [5], fungi [6,7], and bacteria [8,9]. The exogenous application of SA has been shown
to induce PR-1 mRNA and to reduce the systemic multiplication of the Alfalfa mosaic virus

(AIMV) [5]. The potential for the exogenous application of SA to increase PR protein
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expression in bean plants and to reduce local lesions caused by AIMV was also demonstrated
[5]. SA treatment promoted the resistance of asparagus against Fusarium oxysporum f. sp.
asparagi, with increases in the levels of peroxidases, phenylalanine ammonia-lyase, and
lignifications [6]. Similar results were obtained in tomato plants, where the application of SA
to the roots reduced vascular browning caused by F. oxysporum f. sp. lycopersicie and
increased the levels of peroxidases, phenylalanine ammonia-lyase activities and the
endogenous accumulation of free SA, showing that the root system might assimilate and
distribute SA throughout the plant [7]. SA treatment was also effective in inducing several
PR proteins in grapevine leaves [10]. In addition to demonstrating the effectiveness of SA
applications against virus and fungi, studies have reported the effects of exogenous
applications of SA for the control of bacterial diseases. There was an increase in the
resistance of tobacco against Erwinia carotovora following SA treatment, which promoted
reductions in disease symptoms and bacterial multiplication [11]. A recent study
demonstrated the potential for SA treatment to attenuate the symptoms of citrus canker in
sweet orange (Citrus sinensis L Osbeck) by measuring the enzyme activities of phenylalanine
ammonia-lyase and -1,3-glucanase, as well as the mRNA levels of CsCHI and CsPR4 [12].
Chitosan (CHI), a B-1,4-linked glucosamine, is a deacetylated derivative of chitin and has a
double effect: it is antimicrobial and it activates several plant defense mechanisms during
host-pathogen interactions, such as the hypersensitivity reaction, callose deposition,
lignification, synthesis of abscisic acid, phytoalexins, and pathogenesis-related proteins
[13,14,15,16,17]. In grapevine, CHI treatment was effective against powdery mildew,
reducing disease severity and increasing the polyphenol content [18]. A recent study showed
that CHI can act on the phenylpropanoid pathway, increasing the levels of phenolic

compounds in tomato plants and contributing to the reduction of bacterial spots [19]. In fruit
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trees, much of the research conducted on CHI treatments has been focused on post-harvest
treatment, due to the ability of this polysaccharide to form a semi-permeable biofilm that
modifies the atmosphere and reduces losses due to perspiration and dehydration, thus
increasing the shelf life of fruits. Furthermore, CHI treatment may lead to the induction of
resistance in fruits [20,21].

Previously, researchers evaluated the induction of resistance in plants by analyzing individual
mechanisms involved in the stress response. However, these strategies contribute little to the
comprehension of the defense-related mechanisms promoted by elicitors of resistance.
Large-scale studies of gene expression have been increasingly conducted to assess the effects
of elicitors on plant metabolism. The transcriptional profile of sorghum following exogenous
applications of SA showed the induction of several defense genes, such as numerous
pathogenesis-related genes (PR genes) and members of the phenylpropanoid and jasmonic
acid (JA) pathway, showing patterns of synergistic effects between SA and JA, as well as
mutual antagonism for the regulation of some genes [22]. Studies conducted by RNA-seq to
describe the transcriptome in Taxus chinensis in response to the exogenous application of
MelJA revealed the in duction of JA biosynthesis/JA signaling pathway/defense responses
[23]. For CHI-treated Arabidopsis thaliana that was challenged with Botrytis cinerea, the
transcriptome profile showed that the polysaccharide was able to induce camalexin
biosynthesis genes through of the CERKI1-independent pathway [24]. To the best of our
knowledge, there are no previous studies showing the effects of CHI treatment in sweet
orange. Although studies examining the exogenous application of SA on citrus are available,
these studies lack the information regarding the changes in the general profile that are caused
by the elicitor. To provide a large-scale study of gene expression in citrus treated with SA
and CHI, and considering the important role these elicitors have played in inducing defense
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mechanisms in several species, in the present study we aimed to evaluate the changes in the
transcript pattern in sweet orange plants induced by these elicitors. The lllumina platform has
been widely used to generate transcriptional profiles though the sequencing of RNA (RNA-
seq), providing greater accuracy in measuring the levels of transcript. Using this method we

observed important changes mediated by elicitors in the defense response of sweet orange.

MATERIALS AND METHODS

Plant materials and treatment with elicitors

Seven-month-old sweet orange cv. Pera (Citrus sinensis) plants grafted onto Rangpur lime
were selected from a uniform population and used in the experiment. SA (Sigma Aldrich
Chemicals) was dissolved in 10% ethanol and the CHI was prepared in 0.05 N hydrochloric
acid, and the pH was adjusted to 5.6 with NaOH before use. The concentrations were
determined in a preliminary experiment in which plants healthy were treated as follows: SA
at concentrations of 0, 1.25, 2.5 and 5 mM, and the CHI O, 1, 2 and 4mg/ml. Solutions of
10% ethanol (E) and 0.05 N hydrochloric acid (H), pH 5.6, were used as controls (mock) for
SA and CHI, respectively. After 1, 12, 24 and 48 hours of spraying elicitors until point of
running off the leaves, leaf samples were collected, immediately placed in liquid nitrogen
and stored at -80 ° C until extraction of RNA for analysis of expression of four genes related
to resistance (NPRI-3 WRKY70, PRI and PR4) by RT-qPCR.

After determine the best conditions (concentration and intervals) which promoted higher
expression of these defense genes, was conduced the experiment to evaluate the
transcriptome. Three plants were used for each treatment and were sprayed with the treatment

solutions. Young leaf samples (two leaves per plant) from the three replicates were harvested
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24 h post-treatment for SA and 48 h post-treatment for CHI, immediately frozen in liquid

nitrogen, and stored at -80 °C for RNA extraction.

RNA extraction and RNA-seq preparation

Total RNA was extracted from 100 mg of fresh tissue from each replicate with Tri Reagent
(Life Technologies, Foster City, CA), according to the manufacturer’s protocol. The total
RNA was treated with RNase-free DNase (Qiagen, Maryland, USA), and then the replicates
from each treatment were combined in a pool (10 pg) (according to Venturi et al, 2013 [81])
and sent to Macrogen (South Korea) for mRNA purification, cDNA library construction and

sequencing, using the Genome Analyzer IIx platform (Illumina/Solexa technology).

Sequence analysis

The raw data from the RNA-seq in Fasta format and with a quality score of Phred > 20 were
indexed, trimmed, and aligned. The transcripts were mapped against the whole reference
genome of Citrus clementina (www.phytosome.org) by using TopHat software [25]. An
initial consensus of the exon sequences was extracted from the mapped reads and was used
to measure the relative abundance of transcripts, with Cufflinks software [26]. A quantitative
evaluation of the transcripts was used to calculate the levels of differential expression
between the treatment and control groups and their levels of significance using Cuffdiff
software [26]. The differentially expressed transcripts (P<0.05) were annotated and
categorized automatically on GO (Gene Ontology). The functions of the identified genes
were validated using BLASTx data from A. thaliana. PageMan [27] and MapMan3.5.1R2
[28] softwares were used to visualize any functional classes that were significantly altered

by the treatments.
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Validation of RNA-seq data by real-time reverse transcription PCR (RT-qPCR)

To validate the mRNA abundance of 15 genes found to be significantly regulated by the
compounds during the RNA-seq analysis, RT-qPCR was also performed. cDNAs were
generated using the same RNA samples as those used for the RNA-seq experiment. For each
sample, 1 pug of total RNA was used with the RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit, according to the manufacturer’s protocol (Fermentas, USA). The cDNA was
diluted in RNase-free water (1:25) and stored at -80°C until used for RT-qPCR analysis. The
RT-gPCR assay was performed with three technical replicates using the Fast SYBR Green
Master Mix (Life Tecnhologies, Foster City, CA) on an ABI 7500 Real Time PCR system in
a total volume of 20 uL. The PCR cycle consisted of one 20 s cycle at95°C, followed by 40
cycles at 95°C for 3s and 60°C for 30s. All amplified products were subjected to melt curve
analysis. A negative control without a cDNA template was run with all analyses to evaluate
the overall specificity. The reference genes ubiquitin and cyclophilin were used to normalize
the total amount of cDNA in each reaction. Then, amplification efficiency and relative gene
expression levels were calculated using Miner tool [29] and GenEx 4.3.5. To assess the
correlation between different analyses, Pearson correlations were calculated using Bioestat
5.0 [30] to compare the gene expression levels measured by RNA-seq and RT-qPCR. To
assess the significant differences between treatments, Student’s t-test for independent
samples was calculated using Bioestat 5.0. Gene-specific primers were designed using
Primer premier 5.0 software and were synthesized by Exxtend (Sao Paulo, Brazil). Detailed

information regarding the selected genes can be found in Table S1.
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RESULTS AND DISCUSSION

None of the treatments proved to be phytotoxic. With the results obtained from the
preliminary experiment was observed that the best concentration for CHI and SA was 4
mg/ml and 2.5 mM, respectively. For CHI the interval of 48 hours after treatment was the
most appropriate and SA 24 hours. These conditions were used in the experiment of the
transcriptome, since there most genes evaluated was higher expression, suggesting that the

plant can provide important defense mechanisms against pathogens in these intervals.

Transcriptome profiling

To contribute to the understanding of how SA and CHI-treatments promote changes in gene
expression in sweet orange, transcriptional profiles of leaf samples treated with elicitors were
generated using RNA-seq. Total RNA was extracted from elicitor-treated sweet orange plants
and mock-treated plants (ethanol solution 10% or HCI 0.05N, pH 5.6 for SA and chitosan,
respectively), and then four cDNA libraries were created for sequencing with Illumina

technology.

Between 11 and 15 million 31-nt single-end reads were generated from leaves that received
different treatments (Table S2 and Table S3). The reads were aligned with the Citrus
clementina reference genome and comparisons were made between SA- and E-treated plants
(mock) and between CHI- and H-treated plants (mock). The numbers of transcripts with
significantly altered expression levels (P<0.05) following treatment with elicitors, based on
the Cufflink analysis, are shown in Table 1. Compared to controls, more down-regulated
genes were identified than up-regulated genes in plants treated with elicitors. Among the
genes significantly induced by the treatments, 350 were unique to SA-treated plants, and 194

were unique to CHI-treated plants. Among the genes that were significantly repressed, 1,073
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were unique to SA-treated plants, and 444 were unique to CHI-treated plants (Figure 1). Only
two genes were coregulated by SA and CHI treatments (encoding disease resistance family
protein/LRR family protein, and hypothetical protein), and these genes were corepressed.
Between the two treatments, SA treatment altered the mRINA levels of a substantially greater

number of genes compared with CHI treatment (Figure 1).

Table 1: Total number of transcripts obtained by RNA-seq
for different treatments and number of transcripts (up- and
down-regulated) with significantly altered expression levels
(P <0.05) after treatment with elicitors when compared to
controls, according to Cufflink analysis.

Treatment Number of Transcripts changed

transcripts expression
CHI 11,691.216 640
H* 13,253.654 -
SA 14,833.464 1,425
E * 12,279.260 -
*H and E represent the controls for CHI and SA,
respectively.
A Induced B Repressed
CHI SA CHI

Figure 1: Venn diagrams showing the number of genes with significantly altered
expression levels (P < 0.05). Non-overlapping numbers represent the number of genes
unique to a particular treatment (CHI or SA). Overlapping numbers represent the number of
mutual genes between treatments.

All of the differentially up- and down-regulated genes were functionally categorized by

Blast2GO in biological process, cellular component, and molecular function (level 2) (Table

48



2), and visualizations of the functional groups that were significantly altered by the
treatments were generated by PageMan [27] and MapMan 3.5.1R2 [28] software.

The differentially expressed genes were distributed into 10 biological processes, five cellular
components and nine molecular functions. Within each category, the greatest number of GO
annotated genes were associated with metabolic processes (28.3% for both SA and CHI
treatments), cellular processes (27% for SA treatment and 28.9% for CHI treatment), cell
(51.4% for SA treatment and 52.1%for CHI treatment), and binding (42.6% for SA treatment

and 45.7% for CHI treatment) (Table 2).
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Table 2: Categorization of more up- and down-regulated genes after treatments.

Categories™ Name Number of transcripts
UPsa  DOWNsa  UPcui  DOWNCcHI
Biological Metabolic process 179 122 81 221
process
Cellular process 161 137 79 229
Response to stimulus 68 59 20 70
Biological regulation 47 49 28 93
Localization 42 30 16 47
Multicellular organismal 25 20 8 44
process
Developmental process 23 22 8 44
Multi-organism process 17 7 4 13
Cellular component 15 16 8 25
organization
Signaling 9 17 10 18
Total annotations 586 479 262 804
Cellular Cell 196 142 102 283
component
Organelle 140 98 73 197
Macromolecular complex 42 12 22 40
Membrane-enclosed lumen 9 4 4 11
Extracellular region 8 3 3 4
Total annotations 395 259 204 535
lf\/lole.cular Binding 157 140 77 281
unction
Catalytic activity 149 123 74 217
Transporter activity 25 25 7 33
Electron carrier activity 15 3 15 5
Structural molecule activity 14 2 7 4
Molecular transducer activity 11 9 7 17
Enzyme regulator activity 8 6 3 2
Antioxidant activity 0 2 3
Transcription regulator 1 5 6 23
activity
Total annotations 385 313 198 585

*Individual gene products may be assigned to more than one functional category.

For SA treatment, nearly 12% of the altered genes were considered to be genes that change
expression in response to stimulus, and for CHI treatment that number was nearly 8% (Table

2). The transcripts most strongly up-regulated by SA treatment were those that encoded
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peroxidase superfamily proteins, which are involved in the response to oxidative stress during
the defense response and the deposition of lignin, 2-oxoglutarate (20G) and Fe(1I)-dependent
oxygenase superfamily proteins that are involved in the biosynthetic process of flavonoids,
and B-1,3-glucanase, which has antimicrobial properties (Table S6 and Table S8). For CHI
treatment, the most strongly up-regulated transcripts were those that encodes members of the
tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily, the glycosyltransferase family, and the 20G

and Fe(II)-dependent oxygenase superfamily (Table S7 and Table S9).
Modulated metabolic process induced by exogenous SA and CHI

Many studies have shown that applications of exogenous SA and CHI increase the defense
response in several plants [5,6,7-21]. SA is required for systemic acquired resistance (SAR)
and plays an important role in defense signaling. In a study performed in Citrus sinensis
Osbeck it was demonstrated that SA treatment was able to enhance resistance against
Xanthomonas axonopodis pv. citri elevating the activities of phenylalanine ammonia-lyase
and glucanase, and the mRNA levels of CsCHI and CsPR4A [12]. However, studies of the
large-scale transcriptional responses promoted by SA and CHI treatments have not yet been
reported in citrus. Our results provided a broader vision of the mechanisms involved in
response induced by SA treatment and were consistent with the mechanisms discussed in
previous studies, demonstrating that exogenous SA application increased the expression
levels of genes involved in the defense response; However, CHI treatment did not promote

considerable changes in the expression levels of genes involved in plant defense metabolism.

Genes with putative roles in photosynthesis, cell wall synthesis/degradation/modification,

hormone metabolism, the regulation of oxidative states, and transcriptional regulation



showed distinctive patterns of regulation, as shown in Figure 2, which was obtained using

PageMan software.
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Figure 2: A comparative PageMan display of modulated pathways in sweet orange
plants submitted to SA and CHI treatments. The fold changes of gene expression levels
were input into PageMan and subjected to a Wilcoxon test. Pathways that were significantly
up-regulated are colored in blue, and those colored in red were significantly down-regulated.
Pathways without significant changes are in white. The names of pathways of interest are
indicated on the right panel. PS, photosynthesis; CHO, carbohydrate.

Several subsets of genes encoding receptor-like kinases, signaling proteins, transcriptional
factors, oxidative stress response elements, secondary metabolism factors, and
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phytohormone-responsive genes were identified (Figure 3). Notably, a greater number of
genes were modulated by SA treatment than by CHI treatment in all of the identified
pathways. The functions of the genes described below are based on homology to genes of
known functions from other organisms, primarily A. thaliana, with the help of MapMan

software.
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Figure 3: Display of treatment-modulated stress responses in SA-treated plants (A) and
CHI-treated plants (B). The fold change of gene expression levels were analyzed using
MapMan. Small red and blue squares represent up- and down-regulated genes, respectively.
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Genes associated with defense signaling/activation and redox state

A sequence of molecular events leads to the establishment of plant defense mechanisms, and
the first step of this sequence is the recognition of the elicitor molecule by a specific receptor.
Our results have shown that several receptor-like kinases were observed among the
differentially expressed genes, with a greater number of genes that contain alLRR (leucine
rich repeat) sequence being identified in SA-treated plans than in CHI-treated plants. Of these
LRR containing genes, only one was considered up-regulated in SA-treated plants, where as
two were considered up-regulated in CHI-treated plants. One member of the receptor lectin
kinase (RLK) family was induced only by SA treatment, while the receptor kinase extensin,
which is associated with the primary cell wall of plants, was repressed in both treatment
groups (Table S6 and Table S7). The gene encoding the plasma membrane protein PLC4
(phosphoinositide-specific phospholipase C) was also induced by both SA and CHI
treatments. The PLC pathway may respond to hormones or pathogen elicitors by releasing
cytosolic Ca* [31].

Our results suggest that in sweet orange exogenous SA might be activating RLK receptors.
In A. thaliana, it was observed that the exogenous application of SA increased the expression
levels of RLK genes, which exhibit a TTGAC sequence in their promoter regions that appear
to be related to plant defense genes [32]. Thus, it is possible that exogenous SA might be
recognized by RLK family members and might be able to increase the expression levels of
various RLKs in citrus. The exact CHI recognition mechanisms in plants are not completely
understood. Studies have suggested that CHI can be recognized by chitin receptors, such as
CERK [33]; However, in A. thaliana, it was observed that the perception of CHI occurred

through a CERKI1-independent pathway [24]. In our results, the CERK gene was not
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represented in the profile of CHI-treated plants, suggesting that the CHI is recognized by

CERK independent mechanisms.

Another signaling factor that appeared to be involved in SA treatment but was not observed
in CHI treatment was the repression of the GLBI gene (GLNBI-like protein), which is
responsible for encoding a haemoglobin that oxidizes nitric oxide (NO)[34]. The suppression
of GLBI suggests that SA treatment can favor the accumulation of NO in citrus, as has been
shown in A. thaliana [35]. Just as studies have demonstrated that SA produces NO, it is also
possible that NO stimulates SA accumulation [36,37]. Both signaling molecules, SA and NO,
are well known to play important roles in the activation of plant defense after elicitation;
However, the interrelationship between these two signaling molecules and their pathways is
not understood. It is likely that SA and NO promote the hypersensitive response and pathogen
death [38].

Because elicitors are recognized and accumulate in cells, they may trigger diverse processes,
such as redox regulation. Oxidative stress occurs when there are changes in environmental
conditions, causing the cell to produce reactive oxygen species (ROS), which result in the
oxidation of cellular components, alter metabolic activities and affect organelle integrity.
Thus, balancing these ROS through the activation of ROS responsive regulatory genes is
required [39]. Several proteins play a critical role in redox in plants, including thioredoxins,
superoxide dismutase, and glutaredoxin. Thioredoxins were induced by SA and CHI
treatments. These proteins may participate in the conversion of NRPI (SA-induced
nonexpresser of PR genesl) to a monomer when the plant is elicited, by a pathogen or by SA
treatment [40]. CSD2 (copper/zinc superoxide dismutase 2), which was induced by both

treatments as determined by RNA-seq and by RT-qPCR (Table 3 and Table 4), may promote
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the dismutation of superoxide radicals (O2) in H2O2, which is part of the programmed cell
death of plant cells and has been correlated with disease resistance [41]. The enhanced
expression of superoxide dismutase by SA and CHI treatments has been reported in A.
thaliana. Kliebensteinet et al. [42] have shown that treatment with the SA analogs 2,6-
dichloroisonicotinic acid and BTH induced two CuZnSOD proteins, which is consistent with
the differential expression of CSD2 in SA-treated plants observed in our results. Similarly,
the protective effect of CHI against brown rot in peaches was associated with the induction
of superoxide dismutase activity [43]. Therefore, SA and CHI appear to act in plant
protection by contributing to programmed cell death during the important event of disease

resistance.

Table 3: Defense response-related up- and down-regulated genes after SA-treatment (P <

0.01).
SA
Gene ID Gene name/function RNA- RT-
seq° ¢PCR*
AT1G19220 ARF19/ auxin response factor 19 -2.67 -1.39
AT3G12500 HCHIB/ basic chitinase -2.13 NA#
AT5G14420 RGLG?2/ RING domain ligase2 -1.89 -1.92
AT3G62980 TIR1/ F-box/RNI-like superfamily protein -1.19 -1.17
AT1G75580 SAUR-like auxin-responsive protein family -1.12 -1.85
AT5G17820 Peroxidase superfamily protein 3.19 1.09
AT2G28190 CSD2/copper/zinc superoxide dismutase 2 2.27 1.04
AT3G57260 BGL2/beta-1,3-glucanase 2 2.06 1.14
AT4G10490 2-oxoglutarate (20G) and Fe(II)-dependent 1.80 3.07
oxygenase superfamily protein
AT2G32440 ACS12/ 1-aminocyclopropane-1-carboxylate 1.54 NA
synthase
AT5G26170 WRKY50/WRKY DNA-binding protein 50 1.31 1.42
AT5G23960 TPS21/terpene synthase 21 1.05 NA
AT2G06050 OPR3/12-oxophytodienoate reductase 3 1.03 NA
ATI1G05010 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 0.9 0.85
r=0.85

fnot assessed
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Table 4: Defense response-related up- and down-regulated genes after CHI-treatment (P <

0.01).
CHI
Gene ID Gene name/function RNA- RT-
seq” qPCR?
AT5G60450 ARF4/auxin response factor 4 -227.07%  NA?
AT3G12500 HCHIB/basic chitinase -226.22 NA
AT5G62000 ARF2/auxin response factor 2 -182.94 -1.81
AT3G61415  EBFI - protein binding / ubiquitin-protein ligase ~ -134,34 -1,36
AT2G25490 SK21/SKP1-like 21-SCF ubiquitin ligase -135.59 -2.56
complex
AT5G17420 Cellulose synthase -160.14 -1.67
AT2G02560 CAND1/cullin-associated and neddylation -198.86 NA
dissociated
AT5G49330 MYB111/myb domain protein 111 175.1 NA
AT3G50740 UDP-glucosyltransferase 72E1 158.32 NA

AT3G11480 BSMT1/S-adenosyl-L-methionine-dependent 158.09 NA
methyltransferases superfamily protein

AT4G13400 2-oxoglutarate (20G) and Fe(II)-dependent 153.90 1.31
oxygenase superfamily protein
AT4G34050 CCoAOMT1/S-adenosyl-L-methionine- 111.50 NA
dependent methyltransferases superfamily protein
AT2G28190 CSD2/copper/zinc superoxide dismutase 2 104.85 1.30
Tr=0.96

*not assessed
**= Important genes modulated >100-fold by chitosan based on the transcript profiling and
considering the study of Povero et al. [24].

Genes associated with the cell wall and secondary metabolism

Under the conditions used in this study, most of the genes associated with cell wall related-
pathways were repressed by the treatments (e.g., any cellulose synthase, expansin, extensin,
and UDP-arabinose 4-epimerase — Table S6 to Table S9), with more genes being represented
in the profile for SA-treated plants. Expansin is involved in cell wall modification. This
enzyme is required for wall relaxation during plant cell enlargement [44]. Proteins that loosen
the cell wall play key roles in plant growth; However, this process may also make the plant
vulnerable to attack by pathogens [45]. Thus, these data support the idea that expansin is

negatively regulated by SA treatment. The auxin hormone, which has been implicated in
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disease susceptibility, induces the expression of expansins [45]. The suppression of auxin
signaling by microRNA in A. thaliana resulted in the restriction of Pseudomonas syringae
growth, indicating that the repression of auxin signaling is part of the plant-induced immune
response [46]. Additionally, A. thaliana treated with the SA analog benzothiadiazole S-
methyl ester (BTH) showed the global repression of auxin-related genes, including the TIR1
receptor, indicating that the inhibition of auxin responses is a part of the SA-mediated
disease-resistance mechanism [47]. We have shown that the sweet orange response to SA
treatment appears to be functionally similar to that observed in A. thaliana. The factor that
corroborates our results with those reported in previous studies is that expansins are induced
by auxin, and this pathway was repressed in the present study. Other components of the auxin
pathway were repressed and are described below. CHI treatment altered few genes involved
in cell wall metabolism, promoting the repression of genes involved in cellulose synthesis (e.
g. cellulose synthase), as assessed by RT-qPCR (Table 4).

It is well known that the treatment of plants with elicitors promotes the accumulation of
defensive secondary metabolites. RNA-seq analysis showed that the expression levels of
genes encoding enzymes associated with lignin synthesis, flavonoids, chalcones, and
isoprenoid were altered in response to SA and/or CHI treatment (Table S6 and Table S7).
We observed that more than 60% of the differentially expressed genes in this group were
repressed by treatments, including anthocyanins, chalcones, and 4-coumaroyl-CoA synthase.
However, the 20G-Fe(Il) oxygenase family protein was induced by both SA and CHI
treatments, which was confirmed by RT-qPCR (Table 3 and Table 4). In addition, the genes
DMRG6 (downy mildew resistant 6) and terpene synthase were observed to be induced by SA
treatment. For CHI treatment, the induction of caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase,
coniferyl-alcohol glucosyltransferase, and flavonoid 3'-monooxygenase was observed. The
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20G-Fe(Il) oxygenase protein uses a dioxygen molecule to catalyze the 20G and Fe(Il)-
dependent oxidation of an organic substrate. In plants, the 20G-Fe(Il) oxygenase protein
participates in the synthesis of diverse compounds, such as flavones. ACC oxidase (1-
aminocyclopropane- 1-carboxylate oxidase), which is involved in the biosynthesis of ethylene
(ET) and was represented in the profile of SA-treated plants, belongs to this family [48].
DMRG6 is also a member of the 20G-Fe(Il) oxygenase superfamily of oxidoreductases and
has been considered an enzyme that is activated during various defense responses, which can
be activated by pathogen stimulation or can be chemically induced. Van Damme et al. [49]
analyzed several dmr6 mutants in A. thaliana and observed that DMR6 expression was
sensitive to SA analogous. Interestingly, DMR6 was observed to be induced to higher levels
during incompatible interactions than during compatible interactions. During incompatible
interactions, the induction of genes dependent on SA is observed. Therefore, the authors
suggest that DMR6 expression can be considered to be SAR-induced. Our results also
indicated the participation of this gene in response to SA treatment in sweet orange.

A gene that is potentially involved with terpenoids was also observed to be regulated by
treatments and is involved in secondary metabolism. The terpene synthases (TPSs), which
were induced by SA treatment but not by CHI treatment, are involved in the synthesis of
various terpene molecules, which may serve as plant defenses against herbivores and
pathogens [50,51,52]. However, we observed that CHI treatment induced important genes
involved in phenylpropanoids metabolism, such as the caffeoyl CoA O-methyltransferases
(Table 3, Table 4, and Table S5), which have been implicated in lignin biosynthesis and were
not represented in the profile of SA-treated plants. The participation of CHI in

phenylpropanoid metabolism has also been observed in tomato plants [19].
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Transcriptional factors and hormone metabolism

Transcriptional factors were more strongly represented in the profile of SA-treated plants
than in CHI-treated plants. A total of 106 regulated transcription factors were identified in
SA-treated plants, and 59 were identified in CHI-treated plants (Figure 4A), including
members of the WRKY, ARF, MYB, bHLH, bZIP, and AP2/ERF families (Table S6 and
Tables S7). Most of these transcripts were down-regulated in both treatments (Figure 4A).
Both treatments promoted the repression of ARF members involved in the response to auxin,
which was confirmed by RT-qPCR (Table 3 and Table 4). TIR (transport inhibitor response
1) was also repressed by SA treatment, which was also confirmed by RT-qPCR (Table 3).
WRKY factors, which are known to be involved in biotic stress and to participate in defense
responses, showed increased expression levels in SA-treated plants, with WRKY50 being up-
regulated, which was confirmed by RT-qPCR; however, WRKY2 and WRKY4 were repressed
in CHI-treated plants. Unsurprisingly, SA treatment has the potential to induce the
transcription factors in the WRKY family [53] (Figure 3A). The WRKY proteins form a large
family of transcription factors that bind w-box elements and have the potential to
differentially regulate the expression of a variety of target genes [54]. The WRKY family
members appear to play regulatory roles in responses against biotic and abiotic stress [55].
After an increase in the SA concentration in the cell cytosol, the WRKY family activates
defense responses through its downstream components, which promote the expression of
defense genes, such as the PR genes [53]. The induction of WRKY genes by SA treatment or
BTH treatment has been demonstrated in other plants [56,57,58,59].

For hormone metabolism, the most differentially represented transcripts in the profile of SA-

treated plants were involved in the auxin pathway, and 87.5% of these were down-regulated
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(Figure 4B), including TIRI, ARF19, and BIG transcriptional factors (Table 2). For CHI-
treated plants, only nine genes were related to hormone metabolism, with most being down-
regulated. We observed that the exogenous application of SA promoted an increase in the
typical endogenous SA response because this hormone is able to attenuate auxin signaling,
and reciprocally, the activation of the auxin pathway suppresses SA biosynthesis [60,61].
Genes involved in abscisic acid (ABA) biosynthesis and signaling were also repressed by SA
treatment, such as ELDI, AREB3, and HVA22K (Table S6), which were not represented in
the profile of CHI-treated plants. The activation of this pathway promotes disease
susceptibility to several pathogens, but this pathway is important for abiotic stress resistance
[62,63]. The MapMan analyses showed no genes in the SA pathway, but closer analyses
showed that several components of the SA pathway were identified, such as WRKY family
members and SA-dependent PR genes (Table 3; Table S6). A putative S-
adenosylmethionine-dependent methyltransferase (BSMT1), which promotes the
methylation of SA for the conversion into methyl salicylate (MeSA) and is implicated in
several aspects of plant defense signaling, was induced by CHI treatment (Table 4 and Table
S6).

Interestingly, genes involved in ET metabolism were up-regulated by SA treatment (Figure
4B), such as enzymes involved in synthesis and signal transduction (Table 3). In SA-treated
plants, 15.6% of the up-regulated transcripts that were related to hormone metabolism were
involved in ET metabolism, such as the ACS enzyme and AP2 domain-containing
transcription factor (ERF105). Additionally, OPR3 (12-oxophytodienoate reductase 3) and
proteinase inhibitors were up-regulated in SA-treated plants. The OPR3 enzyme is
responsible for the conversion of JA from 12-oxophytodienoic acid, and proteinase inhibitors

are produced by JA pathway signaling [64].
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Figure 4: MapMan screenshots showing the expression of treatments-modulated
genes.(A) Genes associated with biotic stress, abiotic stress and transcriptional factors, (B)
differential expression of hormone-related transcripts in sweet orange submitted to SA and
CHI treatments. The fold changes are indicated as gradients between red (down-regulated)
and blue (up-regulated). Each point represents a transcript. IAA, indole-3-acetic acid; ABA,
abscisic acid; BA,benzyladenine; SA, salicylic acid; GA, gibberellic acid.

The hormone interactions that occur during the defense response in plants are complex, but

it has been well demonstrated that SA and the auxin pathway interact antagonistically
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[65,66]. Similarly, ABA is able to antagonize the JA-ET signaling networks [66], and there
have been data to suggest both positive and negative regulatory interactions between the ET
and SA signaling pathways. Our results showed that SA-treatment promotes an antagonism
between SA and auxin and between SA and ABA because the repression of characteristic
genes of the auxin and ABA pathways was observed. However, genes that participate in the
SA pathway and the ET and JA biosynthesis pathways were induced, which is contrary to
the idea that SA should suppress ET/JA synthesis. Several studies have suggested a mutual
antagonism between SA and JA [67,68,69,70,71]. In contrast to this paradigm, some
evidence has demonstrated strong positive interactions between the JA and SA pathways
[72,73]. Sorghum treated with SA and other elicitors demonstrated the induction of genes
belonging to the octadecanoic acid pathway of JA synthesis, and an increase in JA content
was observed [22]. In tomato, it was demonstrated that the accumulation of SA after
inoculation with X. campestris pv. vesicatoria requires ET synthesis [74]. In tobacco and A.
thaliana, there were indications that SA and JA act synergistically, suggesting that the two
pathways regulate defense-related genes together [73,74]. We suggest that, in sweet orange,
the three pathways (SA, ET, and JA) somehow interact early to promote an increase in the
defense mechanism because we observed the induction of genes involved in ET and JA
synthesis (ACS12 and OPR3, respectively) and in the SA pathway (WRKY, PR2, and PR9).

Our analysis demonstrated that the interaction among hormonal pathways promoted by
exogenous SA occur together with cellular redox signaling because many hormones produce
reactive oxygen species (ROS) [75]. A similar interaction has been described previously, and
thioredoxins have been linked to the SA signaling cascade. During the SAR, the oligomeric

cytosolic protein NPR1 forms monomers [76] to interact with nuclear TAG transcription
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factors, a process that requires thioredoxins [41]. For CHI treatment, we observed fewer

transcriptional changes when compared to SA treatment.

PRs genes

Among the many components that are altered as a result of a plant's defensive response are
the PR genes, which may accumulate locally or systemically and are associated with the
development of SAR. The induction of resistance may culminate with the expression of
pathogenesis-related genes (PRs), and both CHI and SA treatments have been demonstrated
to induce these genes in other plants (Figure 3) [5,7,9,77,78,79]. The regulation of a number
of genes encoding putative PR proteins was observed, such as trypsin and protease
inhibitor/Kunitz family proteins, several disease resistance proteins (CC-NBS-LRR class),
peroxidase (PR9) and glucanase (PR2), as well as a number of genes that were annotated as
‘‘pathogenesis-related’’ but not possessing homology to known PR genes (Table S6 and S7).
Peroxidases and glucanases appeared to be induced by SA treatment, as assessed by RNA-
seq and RT-qPCR (Table 3; Figure 2), but not by CHI treatment. The peroxidases are
important for catalyzing lignin deposition in the cell wall, an important event in the primary
defense against pathogens. Similarly, B-1,3-glucanase is a member of a family with
antimicrobial properties [80]. Our results suggest that the expression of PR genes following
the application of SA may contribute to increased plant resistance against pathogens in sweet

orange.
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CONCLUSIONS

Using Illumina sequencing technology, we investigated the transcriptome of plants treated
with SA and CHI and identified differentially expressed genes, with more genes being
influenced by SA treatment than by CHI treatment. Analysis of the annotated genes showed
significant increases in the expression levels of genes involved in signaling, biotic stress
(redox state, secondary metabolism, PRs-genes) and hormonal interaction, especially for SA
treatment. SA treatment altered the expression of nearly twice the number of genes when
compared to CHI treatment. We observed responses typical of endogenous SA, such as an
increase in WRKY transcriptional factors (in this case, WRKY50) and PR genes. Interestingly,
our results did not show the suppression of ET/JA synthesis after the exogenous application
of SA, but we did observe the suppression of the auxin pathway and the ABA pathway.
Although CHI treatment promoted fewer changes in the transcriptional profile compared to
SA treatment, it is possible that the elicitors promote the “priming phenomenon”; in this case,
an increase in the capacity for the rapid and effective activation of defense mechanisms
occurs only after contact with the pathogen, which involves PR genes, an oxidative burst,
cell wall lignification, and the secretion of phytoalexins [81]. Thus, we expanded the
knowledge regarding defense induced by elicitors in a species of citrus that is susceptible to
various diseases as well as the molecular mechanisms mediated by SA/CHI treatments.
Additional studies are being conducted to evaluate the effects of these compounds against

citrus pathogens.
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CAPITULO 2

Quitosana e 4cido salicilico como eliciadores no controle do cancro citrico e
clorose variegada dos citros

1 INTRODUCAO

Um dos fatores limitantes que ameacam a expansao e a produtividade citricola sdo as
doengas. Dentre elas, a clorose variegada dos citros (CVC) e o cancro citrico causam
prejuizos direto e imediato a planta reduzindo a produtividade e qualidade dos frutos.

A CVC € causada pela bactéria Xylella fastidiosa, colonizadora dos vasos do xilema,
e afeta o transporte de dgua e nutrientes do sistema radicular para a copa. A CVC afeta
igualmente todas as variedades de laranja doce e € transmitida por cigarrinhas, por borbulhas
e mudas infectadas. O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri pv. citri e
outros patovares, afeta variedades comerciais de citros em todo o mundo (Gottig et al., 2010).
Tanto para a CVC quanto para o cancro as medidas de controle ndo sdo satisfatorias.

Os eliciadores de resisténcia podem induzir defesa local ou sistémica nas plantas
contra o ataque de patdgenos, levando ao controle da doenga por reduzir o tamanho e/ou o
numero de lesdes ocasionadas por estes (Kuc, 1982; Walters & Fountaine, 2009). A quitosana
(CHI) e 4cido salicilico (SA) sdo elicitores que demonstram controlar doengas em diversas
culturas (Wang et al., 2012; Felliziani, 2013; Thakur & Sohal, 2013; Osman et al., 2013;). A
CHI é um polissacarideo derivado da quitina e formado por unidades de glucosamina.
Estudos tém mostrado duplo efeito da CHI: antimicrobiano e indutor de defesa de plantas
(Majeti & Kumar, 2000; Bautista-Bafios et al., 2006; Cavalcanti et l., 2007; Faoro et al.,
2008; Iritt & Faoro, 2008) O SA € um composto fendlico produzido naturalmente pelas
plantas e desempenha um papel importante como sinalizador em respostas de defesa.
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Aplicagdes exdgenas do composto pode contribuir par aumentar as respostas de defesa da
planta (Hooft Van Huijsduijnen ef al., 1986 Raskin, 1992; Palva et al, 1994; Majeti &
Kumar, 2000; Babu et al., 2003; He & Wolyn, 2005; Mandal et al., 2009). Em estudo prévio
com folhas destacada de laranja de umbigo a aplicacdo exdgena de SA promoveu redugdes
do cancro citrico e diminuiu a populacio bacteriana nas folhas. No entanto, em plantas de
laranja ‘Pera’ sob condigdes de casa de vegetacdo o SA nem a CHI ainda nao foram testados
contra X. citri. Portanto, no presente estudo foi investigado o papel da CHI e do SA na
interacdo entre plantas de laranja ‘Pera’-X. citri e laranja ‘Pera’-X. fastidiosa comparando o

efeito destes dois elicitores no que tange suas eficdcias no controle da doenca.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal e tratamento com os eliciadores

Clones de laranja doce (Citrus sinensis L. Osb.) cv. ‘Péra’ foram enxertados sobre
limdo Cravo e mantidos em casa de vegetacdo. As plantas foram utilizadas com sete meses,
sendo selecionadas conforme uniformidade de crescimento e estdgio de desenvolvimento
foliar. A quitosana de baixo peso molecular (CHI) (Sigma Aldrich Chemicals) foi preparada
a 4 mg/ml em &cido cloridrico (HCI) 0,05N e o pH ajustado com NaOH 1M para 5,6 antes
do uso. O 4cido salicilico (SA) (Sigma Aldrich Chemicals) a 2,5 mM foi dissolvido em
solucdo de etanol 10%. Solu¢des de HCl (-CHI) e etanol 10% (-SA) foram usadas como
controles para os tratamentos com CHI (+CHI) e SA (+SA), respectivamente. As plantas
foram pulverizadas com CHI/HCI 48h antes da inoculagdo e com SA/etanol 24h antes, todos
contendo Tween 20, até o ponto de escorrimento das folhas. As concentragdes e intervalos

foram determinadas em experimento piloto descrito no capitulo 1.
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2.2 Avaliacao dos eliciadores sobre multiplicacdo de X. citri e na reducao do cancro

citrico
2.2.1 Inoculacao bacteriana

Foi utilizada a X. citri (estipe 306) marcada com GFP (Green Fluorescent Protein),
cedida pelo Dr Adrian Vojnov (National Scientific and Technical Research Council,
Argentina, Biology and Agricultural Science), para auxiliar na observacdo da comunidade
epifitica na superficie foliar. Células bacterianas foram cultivadas em meio NBY por 24h a
28°C em agitacdo sob fotoperiodo de 12h de luz. O inéculo foi preparado a partir de uma
aliquota da suspensdo bacteriana em tampao PBS (Phosphate Buffered Saline), ajustada em
espectrofotdmetro para aproximadamente 107 células/ml. As plantas foram inoculadas, apSs
os tratamentos com os eliciadores, por aspersdo da suspensdo bacteriana em toda a planta
com auxilio de um atomizador manual até o ponto de escorrimento e mantidas em camara

umida por 24h.
2.2.2 Analise da sobrevivéncia da comunidade epifitica de X. citri

Amostras foliares obtidas a partir de plantas tratadas e desafiadas foram coletadas 24h
e 48h apds a inoculagdo (hpi) para avaliar os efeitos dos eliciadores na sobrevivéncia epifitica
de X. citri. A deteccdo de X. citri marcada com GFP foi feita por microscopia de
fluorescéncia. Para a andlise, foram cortadas 4reas de aproximadamente 1 cm? das folhas, e
colocadas em laminas de vidro para visualizagdo da superficie abaxial. As imagens foram
obtidas utilizando-se lente com aumento de 40 x (abertura numérica, 2.0) com um
microscopio de fluorescéncia Olympus BX61 sendo utilizado filtro que permite a excitacao

da GFP.

79



2.2.3 Curva de crescimento bacteriano

Trés folhas de cada repeti¢ao foram coletadas aos 2, 3, 7, 14 e 21 dias apds inoculacio
(dpi) com X. citri para a recuperagdo das células bacterianas e contagem de unidades
formadoras de colonia (ufc). Para padronizacdo, as folhas foram cortadas com 2 cm de
diametro e desinfestadas com etanol 70% por 2 min para excluir contaminagdes. Entdo, foram
lavadas com &dgua esterilizada e picotadas com auxilio de uma tesoura no interior de tubos
tipo falcon, contendo 10 ml de PBS. Os tubos foram agitados em voértex por 2 min e a
suspensdo obtida foi diluida em PBS (10'a 10®) e plaqueada (100 ul) em meio NBY. As
placas foram vedadas com filme plastico e incubadas por 48h a 28 °C sob fotoperiodo de 12h

de luz, para contagem de ufc. Os resultados foram expressos como logioufc/ml.
2.2.4 Incidéncia e severidade da doenca

A incidéncia da doencga foi calculada pelo nimero de folhas com sintomas de
cancro/numero total de folhas da planta x 100. A severidade foi avaliada com o auxilio de
uma escala diagramatica, conforme descrito por Belasque Junior et al. (2005), o qual leva
em consideracdo a porcentagem de drea foliar lesionada. Nove folhas de cada planta foram
avaliadas. Ambas, incidéncia e severidade, foram avaliadas aos 12 e 19 dpi e expressas em

porcentagem.
2.2.5 Extraciao de RNA, sintese do cDNA e RT-qPCR

Amostras foliares foram coletadas 24 hpi, imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80° C para a extracdo do RNA.
O RNA total das amostras foi extraido a partir de 100 mg de tecido usando o reagente

Tri Reagent, de acordo com as instru¢des do fabricante (Applied Biosystem), e em seguida
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foi tratado com a enzima RNase-free DNase (Qiagen, Maryland, EUA), para eliminar
qualquer contaminacdio por DNA. O RNA total foi avaliado quanto a qualidade e
concentracdo por meio do Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). O cDNA foi sintetizado
apartir de 1 pg de RNA total por meio do RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis
Kit, segundo instrucdes do fabricante (Fermentas, EUA). O cDNA obtido foi diluido em dgua
DEPC na propor¢do de 1:25 e armazenado em freezer -20 °C até o uso.

O RT-gPCR foi conduzido com trés repeti¢des técnicas utilizando o Fast SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystem, Foster City, CA) no aparelho ABI 7500 Real Time
PCR system em um volume total de 20 ul. O ciclo da PCR foi o seguinte: um ciclo de 20 s a
95°C, seguindo por 40 ciclos a 95°C por 3s e 60°C a 30s. Apds a amplificacdo, todos os
produtos foram submetidos a curva de melt. Um controle negativo sem cDNA foi utilizado
em todas as andlises para detectar possiveis contaminacdes. Os genes de referéncia ubiquitina
e ciclofilina foram utilizados para normalizar a quantidade de cDNA em cada reacdo
utilizando-se a equacdo: ACt = Ct (gene alvo) - Ct (gene de referéncia). A expressiao génica
relativa foi calculada pelo AACt = ACt (amostra teste) - ACt (amostra de referéncia) por meio
dos programas Miner (gera valores de Cqs com base nos valores de Rn obtidos no RT-qPCR)
(Zhao & Fernald, 2005) e do GenEx versao 5.0.1.5.

A especificade do primer foi avaliada pela curva de dissociacdo obtida apds as
corridas do RT-qPCR, ja que cada amplicon tem uma temperatura especifica de melting onde
a dupla fita sofre desnaturacdo e a intensidade do SYBR Green diminui gerando um pico se
houver somente um amplicon, ou picos adicionais se ocorrer amplificacdes inespecificas
(anelamento em outras regides do DNA nao esperadas). A eficiéncia dos primers foi obtida

pelo programa Miner (Zhao & Fernald, 2005) o qual permite uma quantificacio dos
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resultados do RT-qPCR com base na cinética da amplificacdo por PCR individualmente para
cada amostra, ndo sendo necessdria uma curva-padrdo, permitindo o célculo direto de

eficiéncia e dos valores do ciclo de quantifica¢do (Cq) (Artico et al., 2010).

Os normalizadores foram selecionados a partir de genes B-tubulina, ubiquitina e
ciclofilina, os quais apresentam expressao constitutiva em citros (Boava et al., 2011), sendo
feita a quantificacdo dos niveis de expressdo de cada um destes genes nas amostras do
experimento por meio da RT-qPCR e os dados obtidos foram analisados pelo programa
GeNorm (Vandesompele et al., 2002) - encontrado no programa GenEx versao 5.0.1.5 - que
determina a estabilidade dos genes normalizados por meio do fator de estabilidade (M), sendo

que quanto menor o valor de M, maior € estabilidade do gene normalizador.

Foram avaliados genes envolvidos em respostas de defesa mediadas por SA, etileno
e auxina, além da expressdo de genes envolvidos na parede celular (Tabela 1), todos eles

selecionados com base no transcriptoma obtido (Capitulo 1).
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Tabela 1: Genes com as sequéncias de primers utilizadas no estudo com cancro citrico.

Gene

Sequéncia do primer (5°-3)

ACS12/ 1-amino-cyclopropane-1-carboxylate synthase 12

ERFS5 / ethylene responsive element binding factor 5

AQOC3/ allene oxide cyclase 3
ICS /isochorismate synthase
EDSI1 / enhanced disease susceptibility 1

BSMT1 /
methyltransferases superfamily protein

NPR1-3 /non expressor of PR1- like protein 3
TGA1

WRKY70

PR1 / pathogenesis-related gene 1

PR2 / beta-1,3-glucanase 2

Cellulose synthase

EXLB1 / expansin-like B1

PRY / peroxidase superfamily protein

CSD2 / coppet/zinc superoxide dismutase 2

CCOAMT1 /
methyltransferases superfamily protein

TAA9/indole-3-acetic acid inducible 9
ARF19 / auxin response factor 19

TIR1/ F-box/RNI-like superfamily protein
Ciclofilin

Ubiquitin

S-adenosyl-L-methionine-dependent

S-adenosyl-L-methionine-dependent

o

TR TR TR TR ™

TTMITETRTMATOE MO TR ™R o %™

T T e TR ™

TCAAACGGCTGGTAGGTCGTA
ATGGGACGGGACGGTGAT

CCGGCTTCAAGAGGAAAGTTG
CGTGCCGCTTTCCAGCTA
CAGCCCGGCAATTCTGAA
TCGCCGATTGTGAGATGTTC
GCCATGATGAATGGTTGCAA
CTGCAGGTAACGTACAACTGTCAA
TTTACAGGGCATTCCTCAGCTGGT
TATAGGTGGCATTCTGCTGGTGCT
GCCACAGCTCTCATGCAATTC
AGGCCGTTGATGCATTTAATG

GGTTGAGAAGGCTCTTGTGGAA
TGCAATTCTCTGGATGCAGAAA
TGTGAACCAGGCCGATCAT
TTCCCCCAAGGCAAGTAATG
GTGTGCGTATCGTGCGCTAT
TCAAAAACTCGAAAAGGCGAAT
ACAAACACACATCTCCGAAATGA
TTGAAATGAGCAGCAGCAAAA
CCTTGTTCCCGCCATGAG
GCCAAGAGCTCCAGTTTCGA
ACCCACCTCCTCGCAAACT
GCTTCGATGCTGCTGTTTGA
AGCCCGCGCGCATAT
CACCATAAGAATAGAGCTCTGCTGACT
CATTAATTGTAACCGGCGGAAT
ACACCACCATATGAAAAATTTCCA
TGGCCCTTTAACTGTGAAGTATTTC
AGGGTTTTTATTCCCAGGTTTGA
AAGGAGTCGTAACATTCGATCAAGT
CAGCITTCTTCTTCTGAGATTGCA

CCATTGCCCTGGGAGCTAA
TGCAAGCGATTAAAGATCATGAA
CCGGGCCACTGGTTT
TGTGGCCTTGAGGGAAGTAAA
AAGTGCGGCTTTCCITTGAG
TGGCGATAAGGCGTTTCC
AGAGTATGCAGAGGAATGG
GTCCTTAACAGAAGTCCGT
TTCGTCAGTTGACTAATCCT
GTTGCTGTGTTGACTGTG
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2.3 Avaliacao dos eliciadores sobre a multiplicacao de X. fastidiosa e na reducao da

clorose variegada dos citros

2.3.1 Condicoes de crescimento da X fastidiosa, procedimentos para inoculacido e

deteccao da bactéria

Foi utilizada a estipe 9a5c a qual foi re-isolada de plantas de laranja doce Péra
sintomdticas para CVC e mantidas em meio PW (DAVIS et al., 1981). Para inoculagdo das
plantas, as coldnias de X. fastidiosa foram re-suspensas em tampao PSB e a absorbancia foi
mensurada. Para certificacio do nimero de unidades formadoras de col6nias/ml (ufc/ml)
foram realizadas diluicdes seriadas em PBS (10!a 10®) partindo de uma aliquota da
suspensdo de inoculacdo e apds 15 dias o nimero de coldnias foi mensurado com um auxilio
de estereoscopio.

As plantas inoculadas com a suspensio de X. fastidiosa (10® u.f.c/ml) em uma regifo
na base da planta marcada previamente para garantir o ponto de inoculagdo. Foi utilizada
uma agulha hipodérmica para promover furos na base do peciolo de duas folhas e em seguida
foi depositado 10 uL da suspensao bacteriana. Para maior eficiéncia da inoculacgdo, as plantas

foram submetidas a estresse hidrico dois dias antes do procedimento.
2.3.2 Curva de crescimento de X. fastidiosa

Uma vez que os sintomas de CVC € consequéncia da colonizag@o de plantas citricas
por X. fastidiosa, amostras foliares foram coletadas 1, 30, 60, 90, 120 e 150 dias apds a
inoculacdo (dp1) para avaliar a infeccdo e multiplicagdo bacteriana. O DNA total foi extraido
conforme descrito por Irey et al. (2006) e o ensaio de qPCR (PCR quantitativo) foi conduzido
usando os primers CVC-1 (5-GATGAAAACAATCATGCAAA-3’) e CCSM-1 (5°-
GCGCATGCCAAGTCCATATTT-3’) e a sonda TagMan [TAQCVC (5’-(6FAM)
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AACCGCAGCAGAAGCCGCTCATC (TAMRA) p-3°; 335-313 bp)] (Oliveira et al.,
2002). As amplificagdes foram feitas usando-se o ABI 7500 real-time PCR system e
TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (Life Technologies). A rea¢io de amplificacio foi
realizada em um volume de 25 pl contendo 12,5 ul TagMam PCR Master Mix (Life
Technologies), 525 nM de cada primer e 20 ng do DNA da amostra. Em cada corrida
experimental foram sempre utilizados os controles negativo (sem o DNA da bactéria) e
positivo (DNA total das plantas infectadas com X. fastidiosa). Todas as amostras foram
testadas em triplicatas dentro de cada corrida experimental.

Para a quantificagdo absoluta do nimero de células bacterianas presentes em cada
amostra, foi construida uma curva padrio a partir do DNA da X. fastidiosa com 107 ufc/ml
misturado ao DNA da planta. Considerando-se que uma fita de DNA da X. fastidiosa tem
2.679.310 pares de bases e que o peso molecular de duas bases € de 660 daltons, conclui-se
que uma fita de DNA da X. fastidiosa (equivalente a uma célula bacteriana) corresponde a
0,000002936 ng/ul. A partir deste calculo foi estimada a quantidade de células na solugao
utilizada para dilui¢do seriada. Da mesma forma procedeu-se com o DNA da planta. Neste
caso, uma fita de DNA de citros corresponde a 0,0006 ng/ul e a partir de entdo foi estimada
a quantidade de DNA na amostra da planta (10° DNA/ul). Foram utilizados cinco pontos da
dilui¢do, os quais foram quantificados por RT-qPCR, seguindo os critérios descritos
anteriormente.

Adicionalmente, no final do experimento, ou seja, aos sete meses apds a inocula¢io
das plantas foi feita uma amostragem destrutiva com trés repeti¢cdes bioldgicas. Para tanto,
cada planta foi cortada em quatro fragmentos de 10 cm cada a partir do ponto de inoculagao
(Figura 1A) e o caule foi processado com auxilio de uma furadeira (1B). O p6 resultante (1C)
foi utilizado para extracdo de DNA e quantificacdo absoluta da populagdo bacteriana.
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4° segmento

3° segmento

2° segmento

1° segmento

Inoculacdo

Figura 1: Procedimento para amostragem destrutva. (A) As plantas foram fragmentadas em
quatro partes de 10 cm cada a partir do ponto de inoculagdo. (B) Cada segmento foi processado
com auxilio de uma furadeira. (C) P96 resultante para extracdo de DNA.

2.3.3 Avaliacao da incidéncia da CVC

Além de avaliar a coloniza¢do bacteriana, antes da amostragem destrutiva foi
mensurada a incidéncia da doenca calculada pelo nimero de folhas com sintomas de

CVC/ntmero total de folhas da planta x 100.
2.3.4 Extracao de RNA, sintese do cDNA e qPCR

Amostras foliares foram coletadas 24 hpi, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas a -80° C para extracio do RNA. Os procedimentos para extracdo de RNA,
sintese do cDNA e qPCR foram feitos como descrito no item 2.2.5. Foram avaliados genes
envolvidos em respostas de defesa mediadas por SA e etileno (Tabela 2), todos eles

selecionados com base no transcriptoma obtido (Capitulo 1).
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Tabela 2: Genes com as sequéncias de primers utilizadas no estudo com CVC.

Gene Sequéncia
NPR1-1 F 5'CAGAAGTGTCCACGTGTGTTGA 3'
R 5' TGAAAAGCAGCGGAAGCATA 3'
NPR1-2 F 5' TGAGAGCAATCGTTCAGGAATG 3'
R 5'CAATCGAGCTCACTCAACTCCTT 3'
NPR1-3 F 5 GGTTGAGAAGGCTCTTGTGGAA 3'
R 5' TGCAATTCTCTGGATGCAGAAA 3'
NPR1-4 F 5'CAGAAGTGTCCACGTGTGTTGA 3'
R 5' TGAAAAGCAGCGGAAGCATA 3'
NPR1-6 F 5 TCGCTTTTTGGATTGGACCTA 3'
R 5' GTGATAAGCCACGTCCTTGCA 3'
TGA-1 F 5 TGTGAACCAGGCCGATCAT 3'
R 5'TTCCCCCAAGGCAAGTAATG 3'
TGA-3 F 5' TGGATAAATTGGAGGCTCTTGTC 3'
R 5'GCTTGACGAGTTGTTAGGATACGA 3'
TGA-5 F 5 GACCCAGCTTGAACAAGAGCTT 3'
R 5'CATCGCTCCATTTCCACTCA 3'
PR-1 F 5" ACAAACACACATCTCCGAAATGA 3'
R 5' TTGAAATGAGCAGCAGCAAAA 3
PR-2 F 5 CCTTGTTCCCGCCATGAG 3'
R 5'GCCAAGAGCTCCAGTTTCGA 3'
PR-4 F 5' GGCAAGTGCTTAAGGGTGACTAA 3'
R 5'CACCAGCGTCCAAATCTAAACC 3'
PR-9 F 5'CATTAATTGTAACCGGCGGAAT 3'
R 5" ACACCACCATATGAAAAATTTCCA 3'
WRKY-70 F 5 GTGTGCGTATCGTGCGCTAT 3'
R 5'TCAAAAACTCGAAAAGGCGAAT 3’
EDS-1 F 5' GCATGCTCGATAGCCATGAA 3'
R 5' ATGAGCCACGATTCTTTTCCA 3'
PAD-4 F 5 GGAACCCGTCTTGGTGCAT 3'
R 5'TCCATCATCTGGGTTTGAAAGC 3'
SNI-1 F 5' GTAGGTTGTATGCATGATTGATTGTG 3'
R 5 GCATCATCAACAGGACCGTTT 3'
ACC oxidase F 5'GATACCTTGACCGGAG 3'
R 5' GATACCTTCAAGTGCCCT 3'
EIN-3 F 5 GGAGCGTCTGATAATCTTCG 3'
R 5'AAGGTGTGAGGCGTAGACAC 3'
Ubiquitina F 5' TTCGTCAGTTGACTAATCCT 3'
R 5' GTTGCTGTGTTGACTGTG 3'
Ciclofilina F 5' AGAGTATGCAGAGGAATGG 3'
R 5'GTCCTTAACAGAAGTCCGT 3'
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Foram avaliados alguns genes normalmente envolvidos com a sinalizacdo por AS
como membros da familia dos NPRI (Non-expressor of pathogenesis related genes 1) e PRs
(Pathogenesis related genes), os quais codificam enzimas importantes na defesa da planta,
sendo, portanto, essenciais na resisténcia sistémica adquirida (Cao et al., 1995), TGA (fatores
de transcri¢do que se ligam preferencialmente em regides TGACG), WRKY-70 (membro da
familia de fatores de transcri¢do que codificam proteinas que apresentam a sequéncia de
aminoacidos WRKYGQK conservados na extremidade N-terminal), EDS-/ (enhanced
disease susceptibility), ICS (isochorismate synthase), PAD-4 (phytoalexin deficiente 4) e
SNI-1 (suppressor of nprl-1 inducible 1). Adicionalmente, foram avaliados genes envolvidos
a biossintese e sinalizacdo por etileno, o ACC oxidase (1-aminocyclopropane-carboxylase
oxidase), gene que codifica a uma enzima chave na via biossintética do etileno e o ein-3

(ethylene insensitive-3), um importante regulador positivo de resposta ao etileno.
2.4 Analises estatisticas

Os delineamentos experimentais foram inteiramente casualizados com trés repeticdes
por tratamento. Para se avaliar diferencas estatisticas entre os tratamentos (+CHI vs. -CHI,
+SA vs. -SA e +CHI vs. +SA) foi utilizado o teste ¢ de student para amostras independentes

com auxilio do programa Bioestat 5.0 (Ayres et al., 2007).
3 RESULTADOS

3.1 Efeitos dos eliciadores sobre o cancro citrico

3.3.1 Atuacio dos eliciadores contra X. citri

A comunidade epifitica analisada 24 hpi apresentou forte agregacdo bacteriana em

plantas +CHI quando comparado a -CHI. As 48 hpi a agregacio se intensificou em plantas
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+CHI, sendo observados varios aglomerados bacterianos nas amostras foliares (Figura 2).
Nas plantas +SA foram observados menores agregacdes 24 hpi comparadas a plantas -SA e
em 48 hpi ndo foram observadas diferencas entre os dois tratamentos (+SA e -SA), ndo sendo
observados agregados bacterianos. Comparacdes entre plantas +CHI e +SA revelaram que
aparentemente a CHI favorece mais a formagdo de agregados epifiticos de X. citri do que

SA.

24h 48h

-CHI

+CHI

-SA

Figura 2: Agregados epifiticos de células de X. citri marcadas com GFP,
analisados 24 e 48 hpi, usando microscopia de fluorescéncia. Escala da barra
em 10 pum.

A primeira detec¢do da bactéria em plantas -CHI ocorreu 2 dpi, enquanto em plantas
+CHI ocorreu aos 3 dpi, sendo a populagdo bacteriana menor em plantas +CHI quando

comparadas ao controle (Figura 3A). Na primeira semana de infec¢do, notou-se que o nimero
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de bactérias recuperadas a partir de folhas infectadas em plantas +CHI foi consideravelmente
menor do que em plantas -CHI, porém a partir de 7 dpi ndo foram observadas diferencas
entre os dois tratamentos (Figura 3A). Para plantas -SA a primeira detec¢do da bactéria
ocorreu aos 2 dpi e em plantas +SA aos 3 dpi (Figura 3B). Ao final do experimento (21 dpi)
a populagcdo bacteriana em plantas +SA foi menor do que em plantas -SA (Figura 3B).
Comparagdes entre plantas +CHI e +SA revelaram que aos 3 dpi a populacao da bactéria foi
menor em plantas +CHI, porém aos 14 e 21 dpi observou-se menor populacio em +SA

(Figura 3C).
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Figura 3: (A) Crescimento de X. citri em amostras foliares de laranja
‘Pera’ apds o tratamento com quitosana (+CHI) ou HCI (-CHI) e (B) apds
o tratamento com 4cido salicilico (+SA) ou etanol (-SA). (C) Comparacdes
entre o crescimento bacteriano nos tratamentos +CHI e +SA. As
populacdes sdo expressas em logio ufc/ml. A multiplicagdo bacteriana foi
monitorada por um periodo de 21 dias. Os pontos representam a média de
trés repeticdes e as barras representam o erro padrao. (*) Indica diferenca
entre os tratamentos (P < 0,05).
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3.3.2 Eliciadores reduzem a incidéncia e severidade do cancro citrico em laranja ‘Pera’

Nas avaliacOes efetuadas 12 e 19 dpi observou-se que plantas +CHI apresentaram
valores de incidéncia e severidade significativamente menores do que plantas -CHI (Figura
4A). Aos 12 dpi houve reducdo de mais de 42% da incidéncia em plantas +CHI e aos 19 dpi
a reducdo foi de 55% quando comparadas a plantas -CHI. A efetividade do tratamento com
CHI também foi observada na reducao da severidade causada pela bactéria, sendo observado
controle do cancro de 94% e 88% aos 12 e 19 dpi, respectivamente, em plantas +CHI
comparadas as plantas -CHI (Figura 4A). Forte reducdo da incidéncia também foi obtida em
plantas +SA nas duas avaliacdes realizadas (Figura 4B). Houve redu¢do da incidéncia de
53% e 55% aos 12 e 19 dpi, respectivamente, em plantas +SA comparadas a plantas -SA
(Figura 4B). Andlises comparativas da severidade também mostraram diferencas
significativas entre plantas +SA e -SA, com o tratamento +SA reduzindo a severidade em
mais de 95% nas duas avaliagdes comprado ao controle (Figura 4B). Os eliciadores
promoveram controle da incidéncia e severidade de forma similar, ndo sendo detectadas
diferencas entre +CHI e +SA (Figura 4C). Os sintomas do cancro citrico nas condi¢des

utilizadas neste estudo estdo mostrados nas Figuras 4D (19 dpi).
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Figura 4: (A) Desenvolvimento do cancro citrico (incidéncia e severidade) em folhas de laranja
‘Pera’ apos tratamento com (+CHI) ou HCI1 (-CHI) e (B) depois do tratamento com &cido salicilico
(+SA) ou etanol (-SA) aos 11 e 19 dpi. (C) Comparagdes entre o desenvolvimento do cancro em
plantas +CHI e +SA. Os resultados da severidade sdo referentes as médias de trés repeticdes com
avaliagdo de nove folhas de cada repeti¢do (total de 27 folhas avaliadas por tratamento). Barras
representam média + erro padrdo. (*) Indica diferenga significativa (P < 0,05) entre os tratamentos
(+CHI vs. -CHI; +SA vs. -SA; +CHI vs. +SA). (D) Sintomas do cancro em folhas de laranja ‘Pera’
submetidas aos diferentes tratamentos aos 19 dpi.

3.3.3 Respostas de defesa em laranja ‘Pera’ aos eliciadores e a infeccao com X. citri

O padrio de expressdo dos diferentes genes avaliados estd apresentado na Figura 5.
Na Figura 5A € mostrado o efeito da CHI na expressdo dos diferentes genes. O tratamento
com CHI promoveu aumento na expressdo dos genes ERF5, BSMTI, WRKY70 e PRY, e

menor expressdo do ACS12, PR2, IAA9 e ARF19 comparado ao tratamento ao controle. A
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expressao dos outros genes mostrados na Figura 5SA ndo foi diferente entre +CHI e - CHL
Para o tratamento com SA, apenas o gene CSD2 apresentou maior expressdo quando
comparadas a -SA. Em contrapartida, a expressao dos genes ACS12, ICS, NPR1-3, WRKY70
e celulose sintase foi menor em plantas +SA. Os demais genes apresentaram expressao
similar nos dois tratamentos (Figura 5B). A andlise comparativa dos efeitos da CHI e SA
revelaram diferencgas na expressdo dos genes ACS12, ICS e WRKY70 (Figura 5C), com maior
expressao do ACS12 em plantas +SA e maior expressao dos ICS e WRKY 70 em plantas +CHI

(Figura 5C).
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Figura S: Valores de expressao relativa normalizados com a expressdo dos genes de referéncia
(ciclofilina e ubiquitina) e amostras controle (A) Expressao relativa em folhas de laranja ‘Pera’ 48h
ap0s tratamento com quitosana (+CHI) ou HCI (-CHI) e 24 h ap6s inoculagdo com X. citri, ambos
normalizados com amostras tratadas com HCI sem desafio com a bactéria. (B) Expressao relativa
em folhas de laranja ‘Pera’ 24h apds tratamento com 4cido salicilico (+SA) ou etanol (-SA) e 24 h
apos inoculagdo com X. citri, ambos normalizados com amostras tratadas com etanol sem desafio
com a bactéria. (C) Comparagdes da expressdo relativa em amostras +CHI e +SA. Barras
representam média + erro padrdo. (*) Indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos
(+CHI vs. -CHI; +SA vs. -SA; +CHI vs. +SA).
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3.4 Efeitos dos eliciadores sobre a clorose variegada dos citros

3.4.1 Efeito da quitosana e acido salicilico na defesa de laranja ‘Pera’ contra X.

fastidiosa

A maioria dos genes avaliados apresentou maior expressdo em plantas +CHI do que
—CHI (Figura 6A). Os cinco genes NPRI de citros mostraram interessante padrdo de
expressao, com forte indu¢do em plantas +CHI comparadas a -CHI. Dos genes PRs, apenas
0o PR4 foi mais induzido em plantas +CHI, em contrapartida o PR2 foi mais expresso em
plantas -CHI. Quantos aos fatores de transcri¢do, o TGA3 e o TGAS5 apresentaram padrdes de
inducdo similares em plantas +CHI, apresentando maior expressao nestas plantas em relagdao
a plantas -CHI. O ACO presentou maior expressdao em plantas -CHI e os genes EIN-3, EDS
e SNI-1 foram mais expressos em plantas +CHI. Os demais genes avaliados apresentaram
padrdes de expressao similares em ambas as plantas +CHI e -CHI (Figura 6A).

Os resultados com o SA sobre os membros dos NPR1 mostraram padrdes distintos de
expressdo em apenas dois membros, sendo o NPRI-3 mais expresso em plantas +SA e o
NPRI-4 em plantas -SA (Figura 6B). Houve maior expressdo dos genes PR-2 e PR-9 em
plantas +SA do que plantas —SA. Por outro lado o PR-4 foi mais expresso em plantas -SA.
Dos fatores de transcri¢do avaliados, os TGA-1 e TGA-3 apresentaram maior expressao em
plantas +SA. Em contrapartida, o EIN-3 foi mais expresso em plantas -SA. O gene EDS-1
foi fortemente induzido em plantas +SA quando comparado a plantas -SA.

Andlises comparativas mostraram que plantas +CHI apresentaram mais genes com
maiores expressdes comparados a plantas +SA. Apenas os genes PR-1, PR-9 e EDS foram
mais expressos em plantas +SA, sendo os demais (NPRI-2, NPRI-3, PR-, TGA-3 e SNI-1)

apresentaram maiores expressoes em plantas +CHI (Figura 6C).
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Figura 6: Valores de expressao relativa normalizados com a expressiao dos genes de
referéncia (ciclofilina e ubiquitina) e amostras controle. (A) Expressdo relativa em
folhas de laranja ‘Pera’ apds tratamento com quitosana (+CHI) ou HCI (-CHI) e
inoculados com X. fastidiosa, ambos normalizados com amostras tratadas com HCI sem
desafio com a bactéria. (B) Expressdo relativa em folhas de laranja ‘Pera’ apds
tratamento com &cido salicilico (+SA) ou etanol (-SA) e inoculados com X. fastidiosa,
ambos normalizados com amostras tratadas com etanol sem desafio com a bactéria. (C)
Comparagdes da expressao relativa em amostras +CHI e +SA. Barras representam média
+ erro padrdo. (*) Indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos (+CHI
vs. -CHI; +SA vs. -SA; +CHI vs. +SA).

3.4.2 Evolucao da infeccao bacteriana em plantas tratadas com os eliciadores

A avaliagdo da eficdcia da inoculag¢do artificial com X. fastidiosa é fundamental para

a confirmagdo da infeccdo para posterior estudos da expressdo génica em citros. Para a
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realizacdo da quantificagdo absoluta do numero de células de X. fastidiosa nas amostras ao
longo das avaliagdes foi obtida uma curva-padrao com valores de Ct gerados no RT-qPCR
para cada diluicdo (10° a 10') contendo amostras conhecidas de DNA da bactéria misturado
ao DNA de laranja ‘Pera’ (Figura 7). O nimero de células nas amostras foliares foi calculado
plotando-se o valor do Ct de cada amostra na equacao da curva padrdo obtida, permitindo

avaliar a colonizacao bacteriana.
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Figura 7: Curva padrio para a quantificacao de células de

X. fastidiosa em amostras foliares de laranja ‘Pera’.

As 24h apés inoculagdo de plantas submetidas ao tratamento com os eliciadores foi
conduzido o qPCR e confirmada a presenca da bactéria em plantas inoculadas.

A andlise da evolucdo da infeccdo por X. fastidiosa em folhas e peciolos ndo revelou
diferencas estatisticas entre plantas +CHI e —CHI; no entanto, houve uma tendéncia de
reduc¢do da populacgado bacteriana em plantas +CHI entre os 60 e 120 dai (Figura 8 A). No final
do experimento (aos 150 dai) a populacdo bacteriana nas plantas +CHI foi similar a plantas
-CHI. Em plantas -SA houve uma reducdo significativa da populagdo bacteriana aos 90 dai,
sendo que nas outras avaliacdes niao observaram-se diferenca entre plantas +SA e -SA (Figura
8B). Andlises comparativas ndo mostraram diferencas nas populacdes bacteriana em plantas

+CHI e +SA (Figura 8C).
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Figura 8: (A) Crescimento de X. fastidiosa em amostras foliares de laranja
‘Pera’ apds o tratamento com quitosana (+CHI) ou HCI (-CHI) e (B) apds
o tratamento com dcido salicilico (+SA) ou etanol (-SA). (C) Comparacdes
entre o crescimento bacteriano nos tratamentos +CHI e +SA. Populagdes
sdo expressas em como logio ufc/ml. A multiplicacdo bacteriana foi
monitorada por um periodo de 21 dias. Os pontos representam a media de
trés repeticoes e as barras representam o erro padrdo. (*) Indica diferenca
entre os tratamentos (P < 0,05).

Como a populagdo de X. fastidiosa nos segmentos do caule apresentou uma oscilacao
grande entre as plantas, resultante do movimento dinamico da X. fastidiosa dentro da planta,
os resultados gerado no presente estudo sao mostrados para plantas individuais ao invés de

média por tratamento (Figura 9). Nas trés plantas +CHI o titulo bacteriano esteve baixo até
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o segundo segmento do ponto de inoculacio, apds esse ponto duas plantas mantiveram titulo
baixo e apenas uma delas apresentou uma quantidade elevada no terceiro (~4.000 cépias de
X. fastidiosa) e quarto segmento (~9.000 cépias de X. fastidiosa) (Figura 9A). Apenas uma
das plantas -CHI manteve populagdo bacteriana maior do que em plantas +CHI em todos os
segmentos avaliados. Também foram observadas concentracdes elevadas de bactérias em
uma das plantas -CHI no quarto segmento (~12.0000 cépias de X. fastidiosa) do ponto de
inoculagdo (Figura 9B).

Uma das plantas +SA manteve a populacdo maior que as demais até o terceiro
segmento e essa populacdo atingiu ~1.000 cépias de X. fastidiosa. No quarto ndo foram
detectadas grandes quantidades da bactéria em nenhuma das plantas (Figura 9C). Em plantas
-SA pelo menos duas plantas mostraram acentuada multiplicacdo bacteriana até o segundo
segmento do ponto de inoculagdo comparadas a plantas +SA, depois deste ponto uma planta
apresentou alto titulo da bactéria (~4.500 cépias de X. fastidiosa) (Figura 9D).

Ao longo dos segmentos avaliados, observou-se que plantas +SA apresentaram
populacdes bacterianas menores que plantas +CHI. A maior quantidade de bactérias
recuperadas foi de ~1.000 cOpias, em contrapartida plantas +CHI chegaram a apresentar

~9.000 copias (Figura 9A e 9C).
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Figura 9: (A) Crescimento de X. fastidiosa em amostras do caule de laranja ‘Pera’ apds o
tratamento com quitosana (+CHI), (B) HCI (-CHI), (C) 4cido salicilico (+SA), (D) ou etanol

(-SA).

Na avaliagdo da incidéncia da doenca feita aos sete meses apos a inoculagdo nao foi

observada redugdo em plantas +CHI nem em plantas +SA (Tabela 3).

Tabela S: Incidéncia da CVC em plantas submetidas aos diferentes

tratamentos.
Tratamento Incidéncia (%)*
+CHI 22,2+11,8
-CHI 12,2+12,2
+SA 31,1+£5,9
-SA 7,8+7,9

*Média + erro padrdo

4 DISCUSSAO

4.1 Efeito dos eliciadores sobre o cancro citrico

A CHI e o SA tém potencial no controle de doengas por induzirem mecanismos de
defesa nas plantas e/ou por terem efeito antimicrobiano direto (Hooft Van Huijsduijnen ez
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al., 1986; Raskin, 1992; Palva et al.,1994; Majeti & Kumar 2000; Babu ez al., 2003; He &
Wolyn, 2005; Bautista-Bafios et al., 2006; Cavalcanti et al., 2007; Faoro et al., 2008; Iriti &
Faoro, 2008; Mandal et al., 2009). Em um estudo prévio conduzido com laranja de umbigo
o SA foi avaliado contra X. citri, entretanto, o estudo foi conduzido com folhas destacadas e
se avaliou apenas dois genes envolvidos na defesa de plantas (Wang et al., 2012). No presente
estudo, o SA foi aplicado em plantas sob condicdes de casa de vegetacdo com a cultivar
‘Péra’ e foi feito RT-qPCR com vdérios genes envolvidos na defesa. Além disso, avaliou-se
também o efeito da CHI e de acordo com nossos conhecimentos, ndo hé estudos que mostram
uma andlise comparativa do efeito de tais compostos na interacdo entre plantas de laranja
‘Pera’ e X. citri. Dessa forma, este estudo demostrou que CHI e SA foram eficientes na
protecdo de laranja ‘Pera’ contra X. citri, reduzindo a incidéncia e severidade do cancro

citrico.

4.1.2 Quitosana (CHI) na interacao laranja ‘Pera’ e X. citri

A X. citri é capaz de formar biofilme que consiste em comunidades estruturadas de
células bacterianas agregadas envolvidas por uma matriz polissacaridica extracelular e que
pode se estabelecer na superficie das plantas (Gottig et al., 2010). Este biofilme confere
protecdo a bactéria e é importante para o estabelecimento do patégeno e desenvolvimento da
doenca (Davey & O’Toole, 2000). Portanto, compostos que tenham habilidade em intereferir
na estrutura do biofilme sdo extremamente importantes para o manejo da doenca. Entretanto,
no presente estudo observou-se que os residuos de CHI ndo reduziram o biofilme de X. citri
na superficie foliar, pois foram observados intensos agregados bacterianos em plantas +CHI
comparadas a -CHI. Estd bem documentada a capacidade da CHI de interferir em biofilmes

de bactérias, sobretudo aquelas patogé€nicas a humanos, independentemente do tipo de Gram
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(positivo ou negativo) da parede celular (Eaton et al., 2008; Fernandes et al., 2008; Martinez
et al., 2010; Ghosh et al., 2011; Orgaz et al., 2011). Os efeitos observados apds tratamento
com CHI dependem do peso molecular (Iriti & Faoro, 2009), do grau de desacetililagdao
(Falcon et al., 2008; Iriti & Faoro, 2009) e da sua concentracio (Lizama-Uc et al., 2007).
Entretanto, € possivel que a CHI se ligue a residuos presentes na matriz extrapolissacaridica
(EPS) formada pelas bactérias, fique aprisionada, o que pode dificultar a interacdo da CHI
com as bactérias embebidas no biofilme (Rinaudo, 2006; Orgaz et al., 2011). No presente
estudo, foi utilizada uma CHI de baixo peso molecular a 4 mg/ml que aparentemente nao
destruiu a estrutura do biofilme de X. citri, ja que vérios aglomerados foram observados.
Uma vez que a bactéria se estabelece na superficie foliar, ela € capaz de invadir o
mesofilo do hospedeiro a partir de aberturas naturais ou através de lesdes (Gottwald, 1993,
Gottig et al., 2010). Percebeu-se que o tratamento com CHI afetou a interagc@o entre plantas
de laranja ‘Pera’ e X. citri, pois a detec¢@o de bactérias foi mais tardia em plantas +CHI (3
dpi) do que -CHI (2 dpi). Além disso, até os 3 dpi a populacido bacteriana foi menor em
plantas +CHI quando comparadas a -CHI. Neste caso, a CHI pode nao ter destruido o
biofilme, mas pode ter formado uma barreira fisica que dificultou a entrada da bactéria e
também pode ter induzido respostas na planta que dificultaram a proliferacdo bacteriana nos
primeiros dias apds a infec¢do. Um fator que contribui com esta hipétese, € a baixa incidéncia
e severidade da doenca observadas em plantas +CHI nas duas avaliacdes feitas (12 e 19 dpi).
A partir do momento que X. citri coloniza a planta, ocorre a inducao de hiperplasia
das células do hospedeiro, a epiderme foliar é rompida resultando na liberagcdo e dispersao
da bactéria favorecendo um novo ciclo (Gottig et al., 2010). No presente estudo, quando se
compara a dltima avaliacdo da curva de crescimento (21 dpi) com a tltima avaliacdo da
incidéncia/severidade doenca (19 dpi), pdde-se perceber que, embora a populacdo bacteriana
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nao diferiu entre +CHI e -CHI, o potencial para causar doenga foi afetado, pois a
incidéncia/severidade foi significativamente reduzida em plantas +CHI. Dessa forma, as
respostas da planta frente ao tratamento com CHI podem ter contribuido para a redugdo da
doenca.

Diferentes sinalizadores atuam nas plantas em resposta a estresse promovido por
patégenos. O etileno, por exemplo, regula uma variedade de resposta a estresse e pode
promover resisténcia a patogenos (Broekaert et al., 2006). Um estudo comparativo mostrou
que em laranja ‘Pera’ inoculada com X. citri e X. aurantifolii a sintese, sinaliza¢do e
percepc¢ao de etileno é mantida nas primeiras horas apds a infecc@o (24 hpi), mostrando que
o hormdnio estéd relacionado a resisténcia a doenga nesta cultivar (Cernadas et al., 2008).
Entretanto, comparacdes das respostas promovidas pelos dois patégenos 48 hpi revelaram
que os genes ACC sintase, ACC oxidase, envolvidos na sintese do etileno e ERF, envolvido
na sinalizacdo do etileno, foram mais induzidos em plantas infectadas com X. aurantifolii do
que com X. citri (Cernadas et al., 2008). No presente estudo, foi observado que X. citri (-
CHI) promoveu maior indu¢do do ACS12 24 hpi do que o tratamento com CHI (+CHI). Em
contrapartida, a CHI promoveu uma forte inducio do fator de transcricio ERFS5, envolvido
na sinalizag@o por etileno, o que ndo foi visto em plantas -CHI. Estes resultados também
estdo de acordo com estudos prévios em que o tratamento de A. thaliana com CHI induziu
importantes fatores transcricionais da sinaliza¢do do etileno, como o ERF (Povero et al.,
2011). O ERF5 pode regular positivamente a sinalizagdo por SA e defesa de plantas contra

patégenos (Son et al., 2012).

Curiosamente, outros genes com maior expressao em plantas +CHI foram o BSMT],

WRKY70 e PR9, comumente relacionados a biossintese/transporte ou sinaliza¢do por SA. O
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BSMT1 codifica a enzima responsdvel por metilar o SA a metil salicilato (MeSA), que
desempenha um papel critico durante a resisténcia como sinal mével que percorre longas
distancias durante a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e, portanto, estd envolvido em
varios aspectos da sinalizacio da defesa de plantas (Chen et al., 2003; Dempsey et al., 2011).
No presente estudo, o WRKY70 também foi fortemente induzido por CHI. Sao conhecidos
diversos membros da familia de fatores de transcricdio que codificam proteinas com a
sequéncia de aminodcidos WRKYGQK conservados na extremidade N-terminal. O WRKY70
€ conhecido por regular positivamente a resisténcia mediada por SA e inducdo de genes
relacionados a patogénese (PRs), os quais estdo implicados na resisténcia a doencas (Vlot et
al., 2009). Dentre estes, o PR9 induzido por CHI no presente estudo codifica uma peroxidase
que também € responsiva ao SA. Esses dados levam a crer que a CHI ativa eventos na planta
dependentes de SA. Dessa forma, ndo houve um aparente antagonismo entre as vias do SA e
etileno nas respostas induzidas por CHI, j4 que importantes membros das duas vias foram
induzidos em plantas +CHI. Em contrapartida, genes da via da auxina (IAA9 e ARF19) foram
mais induzidos em plantas -CHI do que +CHI. A repressdo destes genes envolvidos na
sinaliza¢do da auxina estd associada a resisténcia antimicrobiana (Navarro et al., 2004). A
expressao de genes da sinalizacdo e mobilizacdo da auxina (proteinas GH3, nitrilase IAA) é
associada ao desenvolvimento do cancro citrico em laranja ‘Pera’ (Cernadas et al., 2012).
Portanto, a menor expressdo de IAA9 e ARF19 observada em plantas +CHI no presente

trabalho, pode ter contribuido para a defesa de laranja doce contra X. citri.
4.1.3 Acido salicilico na interacao laranja ‘Pera’ e X. citri
O SA, pertencente ao grupo dos compostos fendlicos, tem um importante papel como

sinalizador envolvido na defesa de plantas contra patégenos (Raskin, 1992; Mauch-Mani &
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Meétraux, 1998). Aplicacdes exdgenas do composto promovem resisténcia de plantas contra
diversos patogenos (Hooft Van Huijsduijnen, et al., 1986; Palva et al., 1994; He &Wolyn,
2005; Mandal et al., 2009). Um estudo prévio com folhas destacada de “laranja de umbigo”
demonstrou que o SA foi efetivo no controle do cancro citrico, promovendo acimulo de SA
enddgeno e peréxido de hidrogénio, além de aumentar atividades das enzimas fenilalanina
amonia-liase e B-1,3-glucanases e reduzir a populacdo bacteriana até 7 dpi (Wang et al.,
2012). Os resultados do presente estudo também indicam a efetividade do tratamento com
SA em plantas de laranja ‘Pera’, ja que foi observada menor populagdo bacteriana aos 21 dpi
e uma forte redugdo da incidéncia e sintomatologia.

As imagens obtidas pela microscopia de fluorescéncia ndo mostraram aglomerados
bacterianos em plantas pré-tratadas, indicando que o SA pode afetar a formacao de biofilme
na superficie foliar. Estes dados estdo de acordo com outros estudos que tém relatado a
capacidade do SA em afetar biofilme de bactérias (Da et al., 2010; Chow, et al., 2011). Em
Pseudomonas aeruginosa, o SA atuou diretamente na supressdao de genes de viruléncia,
inibiu a fixag@o e a formagdo de biofilme em raizes de A. thaliana (Prithiviraj et al., 2005).
No presente estudo, a ndo observacdo de aglomerados bacterianos pode ter sido a causa da
entrada tardia da bactéria na planta, uma vez que a detec¢do de X. citri em plantas pré-tratadas
ocorreu um dia depois da deteccdo no controle, sugerindo que o SA retarda a estabilizacao
da comunidade epifitica bacteriana. No final do experimento (21 dpi) a populacao de X. citri
foi menor do que no controle, indicando que o SA pode ter exercido efeito antimicrobiano
em plantas, como ja demonstrado em estudo prévio com folhas destacadas (Wang & Liu,

2012). Outros dados que suportam esta hipdtese foram a baixa incidéncia e a severidade da
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doenga ao longo do experimento. Tais resultados indicam que o tratamento de laranja ‘Pera’
com SA foi efetivo na protecao contra X. citri.

A inducdo de resisténcia promovida por aplicagdes exdgenas de SA geralmente estd
associada a um aumento artificial do conteido endégeno de SA (Wang et al., 2012; Babu et
al.,2013). Wang & Liu (2012) demonstraram que em brotagdes novas destacadas de laranja
de umbigo tratadas com SA por 3 dias, houve acimulo de SA endégeno apds infeccdo com
X. citri. No presente estudo ndo foi feita dosagem do SA nas folhas, porém os genes
envolvidos na biossintese do SA (ICS e EDSI) foram menos expressos em plantas +SA,
presumindo que houve um aumento artificial do contetido endégeno de SA, o que levou a
regulacdo negativa dos genes da sua biossintese. Entretanto, os mecanismos de defesa pelos
quais o SA atuou sobre a laranja ‘Pera’, quando aplicado 24h antes da inocula¢do, ndao foram
completamente elucidados por meio das andlises feitas neste estudo, pois os genes
conhecidos por serem expressos na presenca de SA (NPRI-3; WRKY70, TGAI e PRI), nao
foram mais induzidos em plantas +SA 24 hpi. Somente o CSD2 apresentou maior indugao
em plantas +SA. Este gene codifica uma superéxido dismutase que promove detoxificacdao
de radicais superdxido e o aumento na sua expressdo também foi relatada em A. thaliana
tratada com andlogos de SA (Kliebenstein et al., 1999). Os resultados do presente estudo
sugerem que o controle da doenga promovido pelo SA deve-se em grande parte ao efeito

antimicrobiano deste composto.
4.1.4 Quitosana vs. acido salicilico na interacio laranja ‘Pera’ e X. citri

Conforme discutido anteriormente, a CHI e SA sdo indutores de resisténcia e também
apresentam efeito antimicrobiano, inclusive demonstrado para espécies do género

Xanthomonas (Li et al., 2008; Coqueiro et al., 2011; Wang & Liu, 2012). Anélises
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comparativas do uso isolado da CHI e SA revelam um modo de atuacdo diferenciado dos
compostos, mas que resultou, em ambos os casos, no controle da doenca. A CHI parece nao
interferir diretamente na formacdo do biofilme, entretanto, pode ter dificultado a
multiplicacdo de X. citri na planta, sobretudo na primeira semana apds a infeccdo. O SA
retardou a entrada da bactéria na planta e, aparentemente, inibiu mais a formacdo de
aglomerados epifiticos bacteriano do que a CHI, como observado na Figura 2. Outro dado
que suporta a hipdtese de maior efeito antibacteriano do SA comprado a CHI, foi que apds a
segunda semana de infeccdo a populacdo de X. citri em plantas +SA foi significativamente
menor do que +CHI (Figura 3C). Portanto, percebeu-se que a CHI teve o seu melhor
desempenho nos primeiros dias apds a infec¢@o (até 7 dpi), atuando em respostas de defesa
da planta. Isto pode ser explicado pelo aumento na expressdo de importantes genes
envolvidos na defesa da planta (ERF5, BSMT1, WRKY70 e PR9) avaliados 24 hpi, que ndo
foram observados em plantas +SA. Ja o SA teve um efeito inicial sobre a comunidade
epifitica, retardando entrada da bactéria e um efeito mais tardio reduzindo a populacdo
bacteriana entre 7 a 21 dpi, tendo maior acio antimicrobiana do que de indugao de resisténcia.
Estes achados podem ser explicados pela reduzida indu¢do dos genes de defesa avaliados.
Comparagdes da expressao génica entre os eliciadores reforcam a ideia de que a CHI tem
maior potencial de induzir resisténcia, j4 que genes como ICS e WRKY70 foram mais
expressos nessas plantas. Apenas o0 ACSI2 foi mais induzido em plantas +SA (Figura 5C).
Cumpre salientar que as respostas de defesa foram avaliadas apenas 24 hpi e, portanto, é
importante que estudos adicionais sejam conduzidos para avaliagdes time course do efeito
dos eliciadores na interagdo entre laranja ‘Pera’ e X. citri. Em suma, a CHI e SA mostraram-

se efetivos no controle do cancro citrico em laranja ‘Pera’, reduzindo a sintomatologia de
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maneira similar, seja por efeito antimicrobiano sobre X. citri ou pela inducdo de respostas

associadas a resisténcia da planta.

4.2 Efeito dos eliciadores sobre a clorose variegada dos citros

4.2.1 Respostas de laranja ‘Pera’ ao tratamento com eliciadores

Hé um interesse crescente pela busca de métodos de manejo de doengas que nao sejam
agroquimicos. A CHI e SA vém sendo pesquisados como indutores de resisténcia em diversas
culturas (Hooft Van Huijsduijnen et al., 1986; Raskin, 1992; Romanazzi et al., 2002; Babu
et al., 2003; Bautista-Bafios et al., 2006; Lizama-Uc et al., 2007; Faoro et al., 2008; Mandal
et al., 2009; Rappussi et al., 2009; Coqueiro et al., 2011). Na citricultura, ainda sdo
encontrados poucos estudos sobre uso de eliciadores para o controle de doencas. No
patossistema CVC ndo hd relatos sobre o efeito da CHI e SA na indugdo de respostas de
defesa em citros. Dessa forma, o presente estudo foi conduzido para contribuir com os
estudos sobre o papel da CHI e SA na indu¢do de mecanismos de defesa em uma cultivar
suscetivel a X. fastidiosa, sendo observada forte inducao de genes envolvidos com defesa 24
hpi em plantas submetidas aos tratamentos (CHI e SA).

Os estudos conduzidos com CHI mostram o seu potencial em induzir diferentes
respostas de defesa em plantas (Khan ez al., 2003; Xiangyang et al., 2004; Faoro & Iriti,
2007; Iriti & Faoro, 2008). Entretanto, o verdadeiro mecanismo de atuagcdo deste
polissacarideo como indutor de resisténcia ainda nao estd muito bem definido, existindo
controvérsias quanto a via de sinaliza¢do envolvida (Doares et al., 1995; Iriti et al., 2010;
Coqueiro et al., 2011). No presente estudo com laranja ‘Pera’ realizado no presente estudo,
observou-se um padrao de expressdo génica atipico, com expressao de genes envolvidos na

via do SA e etileno. Como foi evidenciado, plantas +CHI apresentaram maiores indugdes dos
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NPRI do que -CHI. Os NPR] constituem uma familia de importantes fatores transcricionais
que sdo normalmente expressos na presenca de SA e sdo importantes reguladores da
resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Vlot et al., 2008). Além disso, fatores de transcri¢do
TGA apresentaram maior expressao em plantas +CHI, e esses genes tendem a interagir com
NPRI na expressao de genes PRs (Vlot et al., 2008). Por outro lado, o gene PR-1, induzido
na presenca de SA, ndo teve maior expressdo em plantas +CHI. Foi observado que o gene
PR-4 apresentou maior expressdo em plantas +CHI e este gene € induzido por etileno.
Pieterse et al., (1998) reportaram que a resisténcia mediada pela rizobactéria Pseudomonas
Sfluorescens WCS417r segue uma via de sinaliza¢do com participacdo de etileno e jasmonato
e, assim como a SAR, € regulada por NPRI. Entretanto, os processos que culminam com a
inducdo de resisténcia sao diferentes da SAR, indicando que NPRI regula diferencialmente
as respostas de defesa, de acordo com sinais pelas quais sao induzidas durante a indugdo de
resisténcia (Lawton et al., 1994; Divi et al., 2010; Ramirez et al., 2010). A repressao de PR-
1 verificada em plantas +CHI pode estar atrelada ao aumento de SNI-1 observado, ja que o
mesmo codifica uma proteina que normalmente reprime a expressdo de genes de defesa
dependentes de NPR1, como € o caso do PR-1.

O aparente sinergismo entre SA e etileno mediante tratamento com CHI também pode
ser observado pela indu¢do do EDSI e EIN-3. O gene EDS1 estd envolvido na biossintese de
SA e o EIN-3 é essencial na sinalizacdo do etileno na ativagcao de respostas de defesa (Wang
et al., 2002). Portanto, o presente trabalho suporta a hipétese de que o efeito da aplicacdo de
CHI em plantas de laranja ‘Pera’ inoculadas com X. fastidiosa esta relacionado a um aumento
na expressao de NPRI, e de importantes genes da sintese/sinaliza¢do do SA e etileno.

Nos estudos com SA, alguns trabalhos demonstram que aplicagdes exdgenas
contribuem para induzir SAR contra diferentes tipos de patégenos. A SAR € geralmente
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acompanhada pelo aumento na expressao dos genes EDS-1 que estimula a biossintese de SA
(Vlot et al., 2009). Ap6s sua biossintese ou o actimulo endégeno artificial, o SA atua sobre
proteinas NPR1, estimulando o seu transporte para o nicleo onde se associam com proteinas
TGA e promovem a expressao de genes de defesa como PRs (Vlot et al., 2009). No presente
estudo, foi observada uma resposta caracteristica para a sinalizacdo com SA, mostrando que
a aplicacdo exdgena do elicitor pode favorecer o aumento de respostas de defesa numa
espécie de citros suscetivel a X. fastidiosa. Houve aumento na expressdo de dois NPRI em
plantas +SA comparadas a -SA e dois fatores de transcricio 7GA também apresentaram
maior expressio em planta. E possivel que o aumento na expressio de tais genes estimulou
a expressdo de PRs, ja que em plantas +SA os genes PR-2 e PR-9 foram mais expressos. O
PR-2 codifica para glucanase e o PR-9 peroxidase, ambas envolvidas em respostas por SA
(Babu et al., 2003; Mandal et al., 2009).

A contribuicdo na expressao de importantes genes de defesa quando se aplica SA em
laranja ‘Pera’ pode se dar devido ao acimulo enddgeno deste composto. Portanto, neste
trabalho foi possivel observar que a aplicacdo de SA potencializa o seu efeito endégeno o

qual estd relacionado com ativacdo de NPRI, TGA e PRs.
4.2.2 Multiplicacio da X. fastidiosa em laranja ‘Pera’ tratada com eliciadores

Embora tenha sido observada inducdo de importantes genes de defesa 24 hpi no
presente estudo, na maioria das avaliagdes nao foi observada uma redugdo significativa da
multiplicacdo da X. fastidiosa em amostras foliares e de caule em plantas +CHI e +SA,
comparadas aos respectivos controle. Apenas aos 90 dai foi observada populacao bacteriana
menor em amostras foliares de plantas -SA. Na avaliacio do movimento e colonizagdo pelo

caule, plantas +SA mantiveram uma populagdo bacteriana menor que -SA. Estudos de
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movimento e multiplicacdo de X. fastidiosa sdo frequentemente conduzidos para avaliar
diferengas entre cultivares resistentes e suscetiveis de uva e os resultados tém mostrado que
em poucas semanas apds a inoculacdo a populacdo bacteriana € baixa, mas com o tempo
aumenta em cultivares suscetiveis e reduz naquelas que sao resistentes. Além disso, plantas
resistentes tendem a apresentar menor populacdo bacteriana no caule comparado a plantas
suscetiveis (Fry & Milholland, 1990; Krivanek & Walke, 2005; Baccari & Lindow, 2011).
Em plantas +SA houve uma menor populagdo bacteriana no caule comparado ao controle, €
possivel que o elicitor tenha proporcionado a formacdo de barreiras que limitassem a
proliferacdo de X. fastidiosa pelo caule da planta.

De maneira geral, ndo foi possivel estabelecer uma relacao clara entre a multiplicacdo
bacteriana e o uso dos eliciadores nas plantas. Com base nestes resultados, supde-se que as
respostas da planta observadas por meio da expressdo de importantes genes de defesa sejam
rapidas, ja que o padrdo de expressdo génica mostrou importantes genes de defesa induzidas
pelo tratamento (+CHI ou +SA) 24 hpi; porém ndo foi possivel observar reducdes
significativas da populacdo bacteriana a partir de 30 dai. Além disso, a avaliagdo da
incidéncia da doenca feita aos sete meses apds aplicacdo dos eliciadores ndo mostrou
redugdes de folhas sintomadticas em plantas tratadas com os eliciadores, mostrando que essas
respostas nao foram suficientes para impedir a colonizacao bacteriana até esta avaliacdo. Em
plantas de tabaco submetidas ao tratamento com benzotiadiazole (BTH), um andlogo do SA,
nao foi possivel observar reducdo de sintomas causados pela Xylella fastidiosa subsp. pauca
(Martinati et al., 2007).

Uma vez implementado o uso de eliciadores dentro do manejo da CVC, sugere-se que

sejam feitas mais de uma aplicacdo dos eliciadores no ciclo da cultura. Dessa forma, é
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importante que estudos adicionais sejam conduzidos para se avaliar as estratégias de

aplicacdo destes produtos em campo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados do presente estudo, observou-se que a CHI e o SA induz
diferentes genes envolvidos em respostas de defesa em plantas de laranja ‘Pera’. A
Tecnologia de sequenciamento Illumina possibilitou investigar o transcriptoma de plantas
laranja doce tratadas com os eliciadores, identificando 2.243 genes diferencialmente
expressos. As andlises mostraram alteracdes significativas de genes envolvidos na
sinalizacdo, estresse bidtico (estdgio redox, metabolismo secunddrio e genes PRs) e
interacOes hormonais. Entretanto, pode-se notar que essas respostas podem ser moduladas
diferencialmente dependendo do patégeno que afeta a planta. Observou-se que os eliciadores
foram eficientes no controle da X. citri, um patégeno que coloniza o meséfilo da planta,
promovendo redu¢do dos sintomas do cancro citrico e aumentando a expressdo de genes
relacionados a defesa. Por outro lado, CHI e SA ndo foram efetivos no controle da X.
fastidiosa, um patégeno que coloniza o xilema da planta, mesmo que respostas de defesa

tenham sido expressas em momentos iniciais (24h) apds a inoculagao.
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