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RESUMO

BETANCOURTH, Blanca Mercedes Leguizamo, D. Sc., Universidade
Federal de Vigosa, julho de 2016. Histopatologia e identificagcao de genes
diferencialmente expressos durante a interacao Ceratocystis fimbriata -
Eucalyptus spp. Orientador: Acelino Couto Alfenas. Coorientadores: Lucio
Mauro da Silva Guimarées e Poliane Alfenas Zerbini.

Com o aumento das areas plantadas surgem as doencgas que incidem na
cultura do eucalipto. A murcha-de-Ceratocystis, causada por Ceratocystis
fimbriata, € atualmente uma das doencas mais importantes no Brasil. Esse
patdogeno € um fungo do solo que pode infectar seus hospedeiros por meio
de ferimentos no caule e nas raizes, onde coloniza principalmente os tecidos
vasculares e causa escurecimento do lenho e morte das plantas. Uma
alteragao continua na resisténcia de Eucalyptus a murcha-de-Ceratocystis
tem sido observada, variando de altamente suscetivel a altamente
resistente, o que indica um padrao tipico de resisténcia horizontal. Devido a
isto, tem sido sugerido um alto grau de controle genético aditivo e uma baixa
influéncia de dominancia alélica. A alta variagdo genética entre e dentro das
familias parece estar associada com as contribuicbes para a alta
herdabilidade e ganho genético para resisténcia a murcha-de-Ceratocystis.
Em Eucalyptus, a existéncia dessa ampla variabilidade inter e intraespecifica
para resisténcia a essa doencga torna a selegdo de gendtipos resistentes a
melhor estratégia de controle. No entanto ndo se conhece, em nivel
histopatoldgico, a colonizagao do patdégeno nos tecidos de clones resistentes
e suscetiveis e nem os genes que conferem resisténcia a esse patégeno,
informacgédo que é fundamental para obtencdo de gendtipos com resisténcia
duravel. Assim, no presente trabalho objetivou-se comparar, em nivel
histopatoldgico, e estudar o transcriptoma durante o processo infeccioso de
C. fimbriata. Em geral, foram constatadas as mesmas reagées em ambos 0s
clones, mas houve variagao na intensidade e velocidade da resposta, sendo
maior em plantas do clone resistente, capaz de limitar a colonizacdo do

fungo nos seus tecidos. Entre essas respostas estiveram a formacao de
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tiloses, o acumulo de compostos fendlicos e cristais de oxalato, o
fechamento de pontuagdes nos vasos do xilema, entre outras. Além disso,
foram identificados varios genes expressos diferencialmente entre os dois
clones testados, tendo sido induzido um maior numero desses genes no pool
R as primeiras horas da interagcdo. Entre eles foram constatados genes
codificadores de receptores de membrana, genes relacionados com a
sinalizagcao dependente de célcio e hormdnios, fatores de transcrigdo, genes
de proteinas de parede celular, genes envolvidos no sistema redox e na
resposta sistémica adquirida e outros genes de defesa. Desse modo, a
resisténcia a murcha-de-Ceratocystis em Eucalyptus pode estar relacionada

com a velocidade e a intensidade da resposta de defesa ao patégeno.
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ABSTRACT

BETANCOURTH, Blanca Mercedes Leguizamo, D. Sc., Universidade
Federal de Vigosa, july, 2016. Histopathology and identification of genes
differentially expressed during the Ceratocystis fimbriata - Eucalyptus
spp. interaction. Advisor: Acelino Couto Alfenas. Co-advisors: Lucio Mauro
da Silva Guimaraes e Poliane Alfenas Zerbini.

With the increase in planted areas, arise diseases that affect the eucalyptus
culture. Among these diseases, Ceratocystis wilt caused by Ceratocystis
fimbriata is currently one of the most important in Brazil. This pathogen is a
soil fungus that can infect their hosts through wounds in the stem and roots,
which mainly colonizes the vascular tissues and causes wood darkening and
plant death. It has been observed a continuous variation in Eucalyptus
resistance to the Ceratocystis wilt, ranging from highly susceptible to highly
resistant, which indicates a typical pattern of horizontal resistance. Due to
this, it has suggested a high degree of genetic control additive and a low
allelic dominance influences. The high genetic variation between and within
families appears to be associated with contributions to the high heritability
and genetic gain for Ceratocystis wilt resistance. The existence in
Eucalyptus, of that extensive inter and intraspecific variability for resistance
to this disease makes the selection of resistant genotypes to better control
strategy. However it is not known, in a histopathological level, the pathogen
colonization in tissues of susceptible and resistant clones and even genes
that confer resistance to this pathogen, key information for obtaining durable
resistance genotypes. Thus, this study aimed to compare, in the
histopathological level, and study the transcriptoma during the infection
process of C. fimbriata. In general, the same reactions in both clones were
observed, but there was variation in the intensity and velocity of response,
being higher in the resistant clone plants, able to limit the colonization of the
fungus in their tissues. Among these responses were the formation of
tyloses, accumulation of phenolic compounds and oxalate crystals, xylem
vessels pores closing, among others. Moreover, several defense genes

differentially expressed between the two clones tested were identified, being
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induced more of these genes in R pool at the early hours of interaction.
Among these genes were genes coding for membrane receptors, genes
related to calcium and hormones-dependent signaling, transcription factors,
cell wall protein genes, genes involved in the Redox system and the systemic
acquired response and other defensive genes. Thus, resistance to
Ceratocystis wilt in Eucalyptus may be related to the speed and intensity of

the pathogen defense response.



INTRODUGAO GERAL

O eucalipto é a esséncia florestal mais plantada no Brasil, em virtude
de seu rapido crescimento, de sua adaptabilidade em varias condi¢des
edafoclimaticas, de sua capacidade de rebrota e do uso multiplo de sua
madeira, especialmente para produgéo de carvao vegetal, celulose e papel,
serraria, mourdes de cerca, postes de eletricidade e madeira para energia
(ABRAF, 2012; Fernandes et al.,, 2014). Em 2014, a area de arvores
plantada para fins industriais no Brasil totalizou 7,74 milhdes de hectares,
aumento de 1,8% em relacdo a 2013.0s plantios de eucalipto ocupam 5,56
milhdes de hectares da area de arvores plantadas no Pais, o que representa
71,9% do total, e estdo localizados principalmente nos Estados de Minas
Gerais (25,2%), Sao Paulo (17,6%) e Mato Grosso do Sul (14,5%) (IBA,
2015).

Com a expansao da eucaliptocultura para diferentes biomas, a
incidéncia de doencas tem aumentado significativamente no Brasil. Esse
aumento ocorre principalmente pelas condigcbes favoraveis a infecgao, pelas
mudangas nas praticas de manejo da cultura e pelo emprego de poucos
clones em extensas areas, normalmente hibridos de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla, sem o conhecimento prévio de sua resisténcia a
doencas (Alfenas et al., 2009; Fonseca et al., 2010).

A murcha-de-Ceratocystis, causada por Ceratocystis fimbriata Ellis &
Halsted, € uma das doencas de maior impacto econdmico na cultura do
eucalipto no Brasil (Alfenas et al., 2009; Ferreira et al.,, 2012). A doenca
ocasiona perdas em crescimento volumétrico e qualidade da madeira,
levando a elevados prejuizos econdmicos, uma vez que pode reduzir até
87% o crescimento volumétrico das arvores no campo e o rendimento de
celulose em 13,7%, além de diminuir o valor da madeira para serraria e
carvao vegetal (Mafia et al., 2013; Fernandes et al., 2014).

A resisténcia genética de plantas a fitopatdgenos pode ser
classificada com base no numero de genes envolvidos. A resisténcia
monogénica ou qualitativa é aquela conferida pelo produto da expressao de
apenas um gene. Nessa resisténcia os fenoétipos observados nas plantas
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sao resistentes e/ou suscetiveis, mas ndo sao constatados fendtipos
intermediarios ou uma distribui¢cao fenotipica descontinua. Pelo fato de essa
resisténcia ser atribuida a um s6 gene, € mais facilmente superada pelo
patdgeno, uma vez que sO € preciso mudangas geneéticas em apenas um
l6cus correspondente ao gene de viruléncia no patdégeno. A resisténica
poligénica ou quantitativa € aquela atribuida a expressao de varios genes.
Essa resisténcia pode ser chamada de poligénica quando é adjudicada por
muitos genes e de oligénica quando € conferida por poucos genes. Neste
caso contempla-se uma distribuicdo fenotipica descontinua, que vai desde a
extrema suscetibilidade até a extrema resisténcia, sendo necessario
quantificar a doenga para diferenciar os materiais suscetiveis dos genes
resistentes. Essa resisténcia € mais dificil de ser superada pelo patdgeno,
pois para que surjam variantes deste sdo requeridas mudangas genéticas
em varios loci de patogenicidade (AGRIOS, 2005).

A resisténcia a uma doenca também pode ser classificada como
resisténcia vertical ou horizontal, considerando o espectro de resisténcia
contra diferentes ragcas do patdgeno. A resisténcia vertical (monogénica)
confere imunidade ou hipersensibilidade contra determinadas racas do
patdgeno, por isso age na reducado da quantidade efetiva do indculo inicial,
atrasando o inicio da epidemia. Ja a resisténcia horizontal (poligénica) tem
efeitos parciais e quantitativos, a eficiéncia de infeccdo € menor no material
resistente, as lesdes crescem mais lentamente e os esporos sao produzidos
mais tardiamente e em menor quantidade, afetando principalmente a taxa de
desenvolvimento da doenca (Van der Plank 1960, 1966; Robinson,1976).

Tem-se observado variacdo continua na resisténcia a murcha-de-
Ceratocystis, variando de altamente suscetivel a altamente resistente, o que
indica um padrao tipico de resisténcia horizontal (Zauza et al., 2004).
Consequentemente, o alto grau de controle genético aditivo e a baixa
influéncia de dominancia alélica tém sido sugeridos. A alta variagao genética
entre e dentro das familias parece estar associada as contribuicoes para a
alta herdabilidade e ganho genético para resisténcia a murcha-de-

Ceratocystis (Rosado et al., 2010).



A existéncia dessa ampla variabilidade inter e intraespecifica para
resisténcia a murcha-de-Ceratocystis em Eucalyptus torna a selegao de
gendtipos resistentes a melhor estratégia de controle (Zauza et al., 2004).
Assim, o controle dessa doenca é feito por meio do plantio de clones
resistentes, selecionados a partir de inoculagdes artificiais do patégeno em
mudas de eucalipto, sob condi¢gbes controladas (Fonseca et al., 2010). No
entanto, ndo existem pesquisas relacionadas a elucidacédo dos mecanismos
de defesa da planta a doenga.

Um dos desafios da fitopatologia é entender em detalhe como os
patdgenos sdo reconhecidos pelos seus hospedeiros e como a resisténcia e
a suscetibilidade sao estabelecidas. Desse modo, a biologia molecular, a
bioinformatica e o estudo da expressdo génica nos eventos de
patogenicidade tém contribuido significativamente (Verhage et al., 2010;
Lodha & Basak, 2012; Schenk et al., 2012; Sedano & Carrascal, 2012).

Com base nos estudos moleculares das interagcdes planta-patégeno,
tem sido possivel desenvolver um modelo da funcdo e evolugao da
imunidade das plantas (Jones & Dangl, 2006). De acordo com esse modelo,
conhecido como ziguezague, a primeira fase da resposta de defesa na
resisténcia, conhecida como imunidade mediada por PAMP ou PTIl (PAMP
triggered immunity), consiste no reconhecimento de moléculas dos micro-
organismos, conhecidas como PAMP (pathogen associated molecular
patterns) ou MAMP (microbe-associated molecular patterns). O
reconhecimento de PAMP depende de proteinas conhecidas como PRR
(pathogen recognition receptors), que sao geralmente proteinas de
reconhecimento localizadas na membrana plasmatica das células da planta
(Gomez-Gémez & Boller, 2000; He et al., 2007; Boller & He, 2009; Zipfel,
2009; Thomma et al., 2011). Esse tipo de imunidade geralmente detém a
infecdo antes que o0s micro-organismos consigam se multiplicar e é
suficientemente eficaz contra agentes patogénicos potenciais ndo adaptados
(Chisholm et al., 2006). Uma vez que a percep¢ao pela PRR acontece, é
desencadeada uma cascata de sinalizagdo mediada principalmente por MAP
quinases (Gohre & Robatzek, 2008; Colcombet & Hirt, 2008; Beckers et al.,



2009), que leva a ativagao de fatores de transcricdo e a reprogramagao da
expressao génica.

As plantas desenvolvem um segundo ramo da imunidade com base
no reconhecimento de proteinas efetoras do patdégeno (terceira fase do
modelo ziguezague), a ETI (effector triggered immunity). A ET| depende da
presenca de proteinas que podem reconhecer os efetores, levando a
reprogramagao da expressao génica e a reagao de incompatibilidade ou de
resisténcia (Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl, 2006; Dodds & Rathjen;
2010).

O estudo dessa reprogramacgao da expressdo de genes durante a
defesa permite conhecer os mecanismos moleculares da resposta, e é
possivel ser conduzido pela técnica de RNASeq (Sedano & Carrascal,
2012). Desta forma, a inducdo de varios genes importantes para a defesa
das plantas tem sido identificada durante as respostas ETI, por meio da
técnica RNA-seq. Como produto da expressao desses genes encontram-se
as proteinas PR (pathogenesis-related proteins), como quitinasas e
glucanasas (Loon & Strien, 1999). O acido salicilico SA (salycilic acid) e o
etileno desempenham funcdo reguladora e sinérgica na cascata de
sinalizagdo que leva a transcricdo desses genes. Também tem sido
constatado que a ativacdo de grupos de genes PR pode ser mediada por
patdogenos, por meio de um mecanismo chamado resisténcia sistémica
adquirida ou SAR (systemic acquired resistance). Esses genes PR tém se
convertido em genes marcadores de defesa, e a medicdo dos seus niveis da
expressao € muito utilizada em estudos de interagbes planta-patogeno
(Slaughter et al., 2012; Zhang et al., 2012; Sedano & Carrascal, 2012).

Por ser o RNAseq uma técnica nova, sdo poucas as pesquisas
relacionadas com interagdes planta-patdégeno em que ela foi utilizada, e até
hoje ndo existia nenhuma relacionada com a interagdo Ceratocystis-
Eucalyptus. Portanto, este estudo ndo sé ira contribuir para o melhor
entendimento da interacdo molecular do patossistema, mas também ajudara
na identificacdo de marcadores moleculares no genoma de Eucalyptus, o
que podera facilitar a clonagem de genes R. Com a informagao gerada, sera

possivel a identificacdo de novos genes-alvo para uso em transformacéao
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genética, com a finalidade de atingir a expressao de genes, resultando no
desenvolvimento de plantas resistentes a murcha-de-Ceratocystis. Esta tese
consiste de dois capitulos. No primeiro objetivou-se avaliar, por meio de
microscopia de luz e de varredura, a colonizagcdo de Ceratocystis fimbriata
nos tecidos de Eucalyptus spp. em dois clones com diferentes niveis de
resisténcia e no segundo objetivou-se identificar genes diferencialmente
expressos em um pool de plantas de Eucalyptus spp. resistentes em relagao

a um pool de plantas suscetiveis a murcha-de-Ceratocystis.
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Histopatologia da interagcao Ceratocystis fimbriata-Eucalyptus



Histopatologia da interagao Ceratocystis fimbriata-Eucalyptus

RESUMO

O controle da murcha-de-Ceratocystis em eucalipto, causada por
Ceratocystis fimbriata, € realizado por meio de plantio de gendtipos
resistentes. No entanto, ndo se conhecem os processos de colonizacdo do
fungo e nem os mecanismos que tornam essas plantas resistentes. Os
objetivos deste estudo foram comparar o processo de infegcao e colonizagéo
do patégeno em clones que diferem na resisténcia, um clone resistente em
relacdo a um suscetivel de Eucalyptus urophylla x E. grandis, e identificar
possiveis mecanismos de resisténcia a doenga. A colonizagao do fungo em
ambos os clones foi analisada por meio de microscopia Optica e eletronica
de varredura. A analise histoquimica, a concentragdo de lignina e a
viabilidade do patdgenos nos tecidos também foram avaliadas. Os dois
clones testados apresentaram reacgdes similares em relagao a infecgdo, mas
diferiram na velocidade e intensidade de resposta. Diferentemente do clone
suscetivel, que ndo foi capaz de conter a colonizagdo do fungo em seus
tecidos, o clone resistente limitou a colonizagdo do fungo aos vasos do
xilema e aos tecidos ao redor dos vasos, por meio do fechamento das
pontuacgdes dos vasos, da intensa formagao de tiloses e géis, do acumulo de
material amorfo n&o identificado, dos compostos fendlicos e da lignificagéo

dos tecidos. Foi possivel isolar o patdégeno nos tecidos de ambos os clones.

Palavras-chave: Resposta de defesa do hospedeiro, microscopia de luz,
microscopia eletronica de varredura, murcha-de-Ceratocystis, compostos

fendlicos, patégeno vascular.

ABSTRACT

The control of eucalyptus wilt caused by Ceratocystis fimbriata is
accomplished by planting resistant genotypes. However, there are not known

the fungal colonization processes in eucalyptus plants stem and what are the
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mechanisms of resistance to infection. Thus, the aim of this study was to
compare the process of infection and colonization of the pathogen in
Eucalyptus urophylla x E. grandis clones that differ in resistance, a resistant
clone in relation to a susceptible and to identify possible resistance
mechanisms. Fungal colonization in both clones was analyzed using optical
and scanning electron microscopy. Histochemical analysis, lignin
concentration and the pathogens viability in tissue were also evaluated. Both
clones showed similar reactions to infection, but differed in speed and
response intensity. Unlike the susceptible clone that was unable to contain
the colonization of the fungus in their tissues, the resistant clone limited the
fungus colonization to the xylem vessels and tissues surrounding the vessel,
by closing the xylem pits (pores), the intensive formation of tyloses and gels,
unidentified amorphous material accumulation, phenolic compounds and
lignification of tissues. It was possible reisolar the pathogen tissue in both

clones.

INTRODUGAO

Com a expansao da cultura do eucalipto para as novas fronteiras
florestais no Sul, Norte e Nordeste do Brasil e para diversas partes do
mundo, tém surgido varias doengas abidticas e bidticas que limitam o plantio
de determinados materiais genéticos (Alfenas et al., 2009; Fernandes et al.,
2014). Dentre essas, a murcha-de-Ceratocystis, causada por Ceratocystis
fimbriata Ellis & Halsted, é atualmente uma das mais importantes, por causar
a morte das plantas, por possuir ampla distribuicdo geografica e pelo fato de
o0 patdégeno apresentar variada gama de hospedeiros e induzir perdas
significativas no crescimento volumétrico e rendimento de celulose e carvao
(Alfenas et al., 2009). O patdgeno induz o escurecimento longitudinal e radial
do lenho e é capaz de infectar os vasos do xilema, o floema e a feloderme e
causar murcha, levando a planta a morte (Ferreira et al., 2006). Essa doenga

pode reduzir em até 87% o crescimento volumétrico das arvores no campo e
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o rendimento de celulose em 13,7%, além de diminuir o valor da madeira
para serraria (Mafia et al., 2013).

Apesar do impacto econdmico dessa doenga, pouco se sabe sobre o
processo infeccioso de C. fimbriata em eucalipto e os mecanismos de
resisténcia da planta. Em geral, a resisténcia das arvores a patogenos é
baseada na sua capacidade de limita-los a umas poucas células (Duchesne
et al., 1992). Os mecanismos de defesa pré-formados, como casca
suberizada contendo compostos fendlicos, composicdo e didmetro dos
vasos do xilema, e os mecanismos induzidos de defesa do hospedeiro,
como a deposicado de géis e/ou tiloses no sistema vascular, lignificagéo e
suberizagdo da parede celular, assim como a sintese de compostos
fendlicos, fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese, sdo os
exemplos mais comuns de mecanismos de resisténcia do hospedeiro em
resposta a patdgenos que induzem murcha (Biggs, 1992; Duchesne et al.,
1992; Merrill, 1992; Duchesne et al., 1992).

Varios clones de eucalipto resistentes a murcha-de-Ceratocystis ja
foram identificados, mas os mecanismos de defesa que conferem resisténcia
a infecgdo pelo fungo ainda ndo foram elucidados. Analises histologicas da
interacao C. fimbriata-eucalipto devem permitir a descricdo da sequéncia de
eventos da interacdo do fungo em clones de eucalipto que diferem em
resisténcia. Assim, a identificdo dos possiveis mecanismos de resisténcia a
infeccdo pelo fungo pode embasar a obtengcdo de clones com resisténcia
duravel.

Postula-se que a resposta de plantas de eucalipto resistentes a
murcha-de-Ceratocystis consiste de um conjunto de mecanismos de defesa
estruturais e/ou bioquimicos que ocorrem local e/ou sistemicamente. Neste
trabalho objetivou-se avaliar histopatologicamente o processo infeccioso de
C. fimbriata em clones de eucalipto resistente e suscetivel e identificar

possiveis mecanismos de defesa das plantas para conter a infecgao.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e crescimento das plantas

Foram utilizados dois clones hibridos de Eucalyptus urophylla x E.
grandis, que diferem quanto a resisténcia a murcha-de-Ceratocystis. O clone
CLR212, considerado como resistente, e o clone CLR240, como suscetivel,
foram previamente avaliados por inoculacdo artificial na Clonar Resisténcia a
Doencas Florestais®. As mudas dos dois clones foram transplantadas para
vasos de 2 L de capacidade, contendo substrato Carolina Soil® enriquecido
com superfosfato simples (6 kg/m®) e Osmocote® (NPK 19:06:10), e
mantidas em casa de vegetacéo (20-30°C) até atingir didametro do caule de

aproximadamente 8 mm antes de serem inoculadas.

Obtencao e producao do inéculo de C. fimbriata

O isolado de C. fimbriata (SBS-1) utilizado neste estudo foi obtido da
colegdo micolégica do Laboratorio de Patologia Florestal/Bioagro da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) e foi identificado pelas caracteristicas
morfolégicas e moleculares (Guimaraes et al., 2010; Rosado et al., 2010). O
fungo foi cultivado em placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo meio de
cultura MEYA (2% de extrato de malte, 0,2% de extrato de levedura e 2% de
agar) por 15 dias, a 28 + 1 °C, sob fotoperiodo de 12 horas de luz e
intensidade luminosa de 40 pmol.s™.m™. Para a coleta de esporos, agua
estéril contendo 1% de Tween 20 foi adicionada as placas e, em seguida, a
superficie da colbnia foi raspada com ajuda de uma al¢a de Drigalski estéril.
A suspenséo foi filtrada em uma camada dupla de gaze e ajustada para a

concentracdo de 2,5 x 10° esporos mL™.
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Determinagao da resisténcia dos clones de eucaliptos e a viabilidade
de C. fimbriata

As plantas de ambos os clones foram inoculadas aos 60 dias apds o
transplantio. A deposicéo de 200 uL da suspensao de inéculo em um orificio
de 4 mm de profundidade, a 5 cm acima do coleto, foi realizada nas plantas,
por meio de agulha hipodérmica esterilizada (2 mm de didmetro). Em
seguida, o ponto de inoculacdo foi coberto com filme de PVC e as plantas
foram incubadas em casa de vegetagdo com temperatura e umidade relativa
média de 25,2°C e 78,9%, respectivamente. Apos 60 dias de incubacgao, a
severidade da doencga foi avaliada, conforme previamente descrito (Oliveira
et al., 2015). Durante a avaliagdo da doenga, foram retirados fragmentos dos
tecidos do caule no ponto de inoculagao e o fungo foi isolado pelo método de
isca biolégica de cenoura (Alfenas et al., 2009), com o objetivo de verificar a
viabilidade do fungo nos tecidos dos clones inoculados. O experimento foi
instalado em delineamento inteiramente casualizado, com 15 repeticoes,
sendo cada planta considerada uma repeticdo. O experimento foi repetido

uma vez.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) dos estadios iniciais do

processo infeccioso de C. fimbriata

Plantas de ambos os clones foram inoculadas aos 45 dias apds o
transplantio. Para isso, fez-se um ferimento (cerca de 2 cm de comprimento
x 2 mm de profundidade) no caule das mudas e aplicou-se 0,5 mL da
suspensdo de indculo a 1,5 x 10° mL", contendo Tween 20 a 1%. A
concentragcédo de inéculo empregada foi mais baixa do que a utilizada nos
outros experimentos, para facilitar a visualizagao da colonizagao inicial do
fungo no caule. Plantas que receberam apenas solu¢cdo aquosa de Tween
20 a 1% serviram como testemunha. Em seguida, o ferimento foi coberto
com filme de PVC e as mudas permaneceram em posigao horizontal por 12
horas. Apds a inoculacdo, as plantas foram mantidas em camara de
crescimento (temperatura de 28 + 3°C). Amostras de caule de 0,5 x 0,5 cm
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foram coletadas as 12, 24, 36, 48 e 60 horas ap6s a inoculagdo (hai). O
preparo e as analises das amostras no MEV foram realizados como
previamente descrito (Araujo et al., 2014a). O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repetigdes, sendo cada

planta uma repeticdo. O experimento foi repetido uma vez.

Microscopia de luz dos estadios avangados do processo infeccioso de

C. fimbriata

As plantas de ambos os clones, com 45 dias de transplantio, foram
inoculadas por meio de uma agulha hipodérmica, conforme previamente
descrito. Plantas sem ferimento e as plantas feridas e injetadas somente
com solugédo aquosa de Tween 20 a 1% serviram como testemunha. Apos a
inoculagdo, as plantas foram incubadas em casa de vegetagdo, com
temperatura e umidade relativa média durante a condug¢ao do experimento
de 24,5°C e 83,7%, respectivamente. Amostras de tecido do caule foram
coletadas a 1, 2, 4, 6, 8, 16 e 32 dai e fixadas em solucdo de formaldeido,
acido acético e alcool 70%, na proporcao de 5: 5: 90 v/v (Johansen, 1940).
Em seguida, as amostras foram armazenadas em solu¢ao de alcool etilico
70%. As amostras foram desidratadas em série alcoolica etilica (80, 90 e
95%) e incluidas em hidroxietii metacrilato (Historesin® Leica) e, entso,
foram preparadas conforme instrugdes do fabricante. As amostras foram
seccionadas por meio de cortes transversais e longitudinais de
aproximadamente 5 ym de espessura, com o auxilio de micrétomo rotativo
de avango automatico (RM 2155, Leica). Os cortes foram corados com azul
de toluidina (pH 4,0) por 10 utos (O'Brien et al., 1964; O'Brien & Mccully,
1981) e montados com resina sintética (Permount-Fisher), para investigar a
colonizacdo de C. fimbriata nos tecidos do caule. Os cortes também foram
submetidos a testes histoquimicos, para identificagdo de compostos
fendlicos (cloreto férrico) e amido (lugol; 1% iodo + 2% iodeto de potassio)
(Johansen, 1940). As amostras sem a adigcdo de qualquer reagente ou
corante foram montadas em agua e utilizadas como testemunha, para

comparar os padroes das reagoes. A captura e a analise das imagens foram
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realizadas em microscopio de luz Olympus BX53, equipado com camera

Olympus Q-Color 5™

America INC e sistema de andlise de imagens
(programa Image Pro Plus Version 7.0). O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticbes, sendo cada

planta considerada uma repeti¢gdo. O experimento foi repetido uma vez.

Determinagao da concentracao de lignina

Plantas dos dois clones, aos 45 dias do transplantio, foram inoculadas
por meio de uma agulha hipodérmica, conforme previamente descrito.
Plantas feridas com agulha hipodérmica que receberam apenas solugéo de
agua e tween serviram como testemunha. Apds a inoculagdo, as plantas
foram mantidas em casa de vegetagao com temperatura e umidade relativa
média de 23,9°C e 81,4%, respectivamente, durante a conducdo do
experimento. Seis dias apds a inoculacido, foram coletadas amostras do
caule (2 cm abaixo e 5 cm acima do ponto de inoculagdo). As amostras
coletadas foram colocadas em saco de papel e secas em estufa com
ventilagcdo forcada a 65°C, até atingir peso constante. Determinou-se a
concentragcédo de lignina soluvel em acido de acordo com o procedimento
padrédo da Technical Association of the Pulp and Paper Industry (Tappi),
Useful method UM 250, e a concentragdo de lignina insoluvel em acido
(lignina Klason), com uma adaptacao do procedimento padrao da Technical
Association of the Pulp and Paper Industry (Tappi), T222 om-98. O
experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com

cinco repeticdes, sendo cada planta uma repeticao.
Analises estatisticas

Os dados de severidade da doenca e das concentragdes de lignina
soluvel e insoluvel foram submetidos a andlise de variancia, e as médias

foram comparadas pelo teste de Duncan (5%). A avaliagdo da normalidade e

homogeneidade foi realizada com os residuos, nao tendo sido constatados
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desvios das pressuposi¢des envolvidas na analise. As analises estatisticas

foram realizadas com o software R (R Development Core Team).

RESULTADOS

Determinacao do nivel de resisténcia dos clones de eucaliptos e a

viabilidade de C. fimbriata

Os resultados dos dois experimentos ndo diferiram estatisticamente,
portanto os dados foram apresentados como a média dos dois
experimentos. Os clones diferiram significativamente quanto ao nivel de
resisténcia e apresentaram, respectivamente, 67 e 6% do comprimento do
caule colonizado pelo fungo aos 60 dai. Além disso, diferentemente do clone
resistente, todas as plantas do clone suscetivel murcharam. O fungo foi
reisolado a partir de tecidos lesionados de ambos os clones avaliados,
devendo ser ressaltado que no clone resistente o fungo manteve-se restrito

ao ponto de inoculagao.

MEYV dos estadios iniciais do processo infeccioso de C. fimbriata

O maior desenvolvimento das hifas e a rapidez na diferenciacdo das
estruturas reprodutivas do fungo, como conidiéforos, conidios,
aleuroconidios e peritécios, foram observados nos tecidos do clone
suscetivel (Figuras 1 e 2). As 12 hai, ocorreu a germinagdo dos conidios no
caule das plantas dos dois clones (Figuras 1a e 1b). As 24 hai, houve o
aumento no crescimento das hifas do fungo, sendo mais intenso no clone

suscetivel (Figuras 1a-1j).
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Figura 1 - Colonizagao dos tecidos do caule do clone resistente (R) CLR212
e suscetivel (S) CLR240 de Eucalyptus urophylla x E. grandis por
Ceratocystis fimbriata, nos tempos de 12 (a, b), 24 (c, d), 36 (e, f),
48 (g, h) e 60 horas (i, j) apds a inoculagao (hai), observada sob
microscopia eletrénica de varredura. Barras de escalas 10 ym (a,
b, i), 20 um (c, h, j), 30 um (d) e 100 ym (e, f, g).

As 24 hai, constatou-se o acimulo de material amorfo envolvendo as
hifas do fungo nas amostras do clone resistente (Figura 2a), o que néao foi
observado no clone suscetivel (Figura 2b). As 36 hai, foram observados
apenas crescimento micelial sobre o clone resistente (Figura 2c) e formagao
de peritécios nos tecidos do clone suscetivel (Figura 2d). As 48 hai,
observou-se a desidratagdo de hifas do fungo nos tecidos do clone
resistente (Figura 2e) e grande quantidade de conidi6éforos formados sobre
os tecidos do clone suscetivel (Figura 2f). As 60 hai, em contraste com o
clone suscetivel, foram observados muitos aleuroconidios e poucos
conidiéforos, conidios e peritécios no clone resistente (Figura 2g). Ja no
clone suscetivel foram verificados varios peritécios, conidiéforos, conidios,

além de aleuroconidios (Figura 2h).
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Figura 2 - Andlise por microscopia eletrénica de varredura da colonizagao
de Ceratocystis fimbriata sobre os clones resistente (R) CLR212
(a, ¢, e, g) e suscetivel (S) CLR240 (b, d, f, h) de Eucalyptus
urophylla x E. grandis, nos tempos 24 (a, b), 36 (c, d), 48 (e, f) e
60 horas (g, h) apds a inoculagao (hai). Barras de escalas 10 um
(a-c) e 20 pm (d-f).

19



Ao analisar a colonizagdo do fungo especificamente nos vasos do
xilema, constatou-se que as 24 hai houve também acumulo de material
amorfo envolvendo as hifas fungicas no clone resistente (Figura 3a). Neste
mesmo clone, notou-se a desidratagdo progressiva de hifas (Figura 3b).
Nesse periodo, as hifas do fungo n&o ultrapassaram as pontuagdes do vaso
do xilema e ndo atingiram o tecido parenquimatico, provavelmente em
virtude do fechamento e do acumulo de material amorfo nessas pontuagoes
(Figura 3c). A desidratacao dos aleuroconidios, o acumulo de oxalato de
calcio e a formacao de vesiculas nas pontuacdes, provavelmente contendo
compostos fendlicos, foram também observados (Figura 3d). No clone
suscetivel constatou-se o acumulo de material amorfo e desidratacdo de
hifas, a partir de 36 hai (Figura 3e), mas em menor intensidade, quando
comparado com plantas do clone resistente (Figuras 3b e 3d). Notou-se
também a penetragdo do fungo através das pontuagbes do xilema,
permitindo a colonizacao do tecido parenquimatico (Figura 3f). Nas amostras
das plantas do tratamento-testemunha, as pontuagdes do xilema das plantas
resistentes estavam aparentemente fechadas, em todos os tempos de
incubacao, houve acumulo de material amorfo e presenca de oxalato de
calcio sobre as pontuagdes e nos demais tecidos do xilema (Figura 3g). No
clone suscetivel constatou-se que as pontuagdes do xilema estavam
parcialmente fechadas, com menor acumulo de material amorfo e de oxalato

de calcio (Figura 3h).

20



Figura 3 - Colonizacdo de Ceratocystis fimbriata em vasos do xilema do
clone resistente (a, b, ¢, d, g) e suscetivel (e, f, h) de Eucalyptus
urophylla x E. grandis observada sob microscopia eletrénica de
varredura. Acumulo de material amorfo (ma) sobre estrutura
vegetativa do fungo 24 horas apds inoculagdo (hai) (a),
murchamento de hifas (b), pontuagbes do xilema fechadas com

acumulo de material amorfo (ma) (c); acumulo de cristais (cri) e
21



formagdo de vesiculas (ve) sobre pontuagdées do xilema (d) no
clone resistente as 36 hai. Acumulo de material amorfo (ma),
desidratacao (e) e penetragao de hifas através das pontuacgdes do
xilema (f) no clone suscetivel as 36 hai. Nesse mesmo tempo,
pontuagdes do xilema fechadas e maior acumulo de cristais (cri) e
material amorfo (ma) em plantas resistentes ndo inoculadas (g) e
presenca de cristais (cri) e pontuagdes do xilema parcialmente
fechadas em plantas suscetiveis ndo inoculadas (h). Barras de

escalas 10 ym (a, b, d, e, f, g, h) e 2 ym (c).

Microscopia de luz dos estadios avancados do processo infeccioso de

C. fimbriata

Por meio da analise histoquimica dos tecidos, constatou-se diferenca
na intensidade de colonizagao do fungo nos tecidos dos dois clones, assim
como resposta das plantas a infecgdo. As 24 hai (1 dia), observou-se o inicio
da formacao de tiloses nos vasos do xilema em ambos os clones inoculados
(Figuras 4a e 4b). A presenca de oxalato de calcio e o acumulo de amido na
periderme e no floema (Figuras 4c e 4d) e de compostos fendlicos nos raios,
na medula e principalmente na periderme (Figuras 4e e 4f) também foram
observados em maior intensidade nos tecidos do clone resistente. Em caule
de plantas feridas e ndo inoculadas com o fungo de ambos os clones, essas
caracteristicas também foram observadas (Figuras 4g-4l), tendo o acumulo
de compostos fendlicos ocorrido em maior intensidade no clone resistente
que no suscetivel. Nos tecidos das plantas intactas (sem ferimento) nao
foram observadas tiloses (Figuras 4m e 4n) e houve menos oxalato de calcio
e maior quantidade de amido na periderme e no floema (Figuras 40 e 4p),
em comparagdo com as plantas inoculadas e feridas e nao inoculadas.
Notou-se também presenca de compostos fendlicos nos tecidos de ambos
os clones, concentrando-se principalmente na periderme (Figuras 4q e 4r),

sendo menos expressiva em plantas feridas e inoculadas.
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Figura 4 - Analises histoquimicas de sec¢bes do caule dos clones resistente
(R) e suscetivel (S) de Eucalyptus urophylla x E. grandis, 24 horas
apos inoculagdo com Ceratocystis fimbriata, corados com azul de
toluidina (a - f), cloreto férrico (g - 1) e Lugol (m - r). Inicio da
formacdo de tiloses nos vasos do xilema (ti) em plantas
inoculadas (a, d) e néo inoculadas (b, e); plantas sem ferimento
nao apresentando tilose nos vasos (c, f). Acimulo de compostos
fendlicos, principalmente na periderme e nos raios em plantas do
clone resistente e suscetivel inoculadas (g, j), ndo inoculadas (h,
k,) e nao feridas (i, 1), sendo em maior intensidade em plantas do
clone resistente e menor em plantas nao feridas. Presenca de
cristais de oxalato (co) e acumulo de amido na periderme e
floema (am) em plantas do clone resistente e suscetivel
inoculadas (m, p), nado inoculadas (n, q) e nao feridas (o, r).

Barras de escalas = 100 um.

As 48 hai, notou-se uma reagdo mais intensa das plantas & infecgdo e
ao ferimento no clone resistente do que no suscetivel. No clone resistente
inoculado, notou-se 0 aumento na quantidade e no tamanho das tiloses e a
presenca de géis nos vasos do xilema (Figura 5a). Foram constatados
também acumulo de compostos fendlicos na medula, nos raios (Figuras 5g e
j) e em torno de estruturas do fungo nos vasos do xilema (Figuras 5g4 e ji).
Verificou-se ainda o acumulo de amido na periderme e no floema e de
oxalato de caélcio (Figura 5m). No clone suscetivel inoculado houve também
aumento na quantidade e no tamanho das tiloses nos vasos do xilema
(Figura 5d). Houve acumulo de compostos fendlicos principalmente nos
raios, sendo esse menor no clone suscetivel (Figura 5j). O acumulo de
amido na periderme e no floema e de oxalato de calcio também foi
observado (Figura 5p). Nas plantas de ambos os clones que foram feridos e
nao inoculados notou-se presenca de tilose nos vasos do xilema, mas sem
presenca de géis (Figuras 5b e 5e). A maior deposi¢do de compostos
fendlicos também foi observada nos tecidos do clone resistente, em relagao
ao suscetivel (Figuras 5h e k). Constatou-se o acumulo de amido na
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periderme e no floema e de oxalato de calcio em ambos os clones (Figuras
5n e q). Nos vasos do xilema das plantas sem ferimento do clone resistente
e suscetivel, ndo foram observadas tiloses (Figuras 5c e f). O acumulo de
fendis foi observado principalmente na periderme (Figuras 5i e 1), mas em
menor intensidade que nas plantas feridas e as inoculadas. A presenca de
oxalato de calcio e a baixa quantidade de amido também foram verificadas
nessas plantas (Figuras 50 e r). No 4° dai, foram observadas as mesmas
reagdes citadas, aumentando apenas a intensidade das reacdes (dados nao

apresentados).
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Figura 5 - Sec¢bes do caule de plantas resistente (a, b, ¢, g, h, i, m, n, 0) e
suscetivel (d, e, f, j, k, I, p, q, r) de Eucalyptus urophylla x E.
grandis 2 dai, coradas com azul de toluidina (a-f), cloreto férrico

para compostos fendlicos (g-1) e Lugol para amido (m-r). Houve
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tiloses (ti) em plantas feridas inoculadas e n&o inoculadas de
ambos clones (a, b, d, e). Géis em vasos do xilema de plantas
inoculadas de ambos os clones (ge) (a, d). Compostos fendlicos
na medula, nos raios e nos vasos do xilema em ambos os clones
e ao redor das estruturas fungicas (elipse) (g, h, j, k). Acumulo de
amido em periderme e floema (am) e cristais de oxalato (co) na
periderme (m, n, p, q) em ambos os clones. As plantas sem
ferimento ndo apresentaram essas caracteristicas (c, f, i, I, o, r).

Barras de escalas = 100 ym (a-m, o-r) e =50 ym (n).

No 6° dai, verificou-se baixa colonizagdo do fungo nos tecidos do
clone resistente, ficando limitado aos vasos do xilema e rodeado por
compostos fenodlicos (Figura 6a). Notou-se também uma grande quantidade
de compostos fendlicos depositados nos raios e na periderme (Figuras 6a e
b). No clone suscetivel, ocorreu degradacéo dos tecidos do caule, devido a
colonizagdo do patégeno (Figura 6¢), incluindo a colonizagdo do fungo na
regido da periderme (Figura 6d), que até aquele momento nao tinha sido
observada. Notou-se pouco amido nos tecidos dos dois clones inoculados e
uma quantidade significativa de oxalato de calcio (Figuras 6e e f). Nas
plantas com ferimento e n&o inoculadas de ambos os clones, foi observado
acumulo de compostos fendlicos, principalmente na periderme (Figuras 6g e
h), sendo em maior intensidade no clone resistente. Verificou-se também
acumulo de amido no floema e na periderme, principalmente do clone
resistente e de oxalato de calcio (Figuras 6i e j). Nos tecidos do caule de
ambos os clones sem ferimento houve baixo acumulo de fendis (Figuras 6k
e |), mesmo assim em maior concentragdo no clone resistente. O acumulo

de oxalato de calcio e de amido foi pouco observado (Figuras 6m e n).
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Figura 6 - Sec¢des do caule de plantas resistente e suscetivel de Eucalyptus
urophylla x E. grandis aos 6 dai, coradas com cloreto férrico para
compostos fendlicos (a-d, g, h, k, 1) e Lugol para amido (e-f, i, j,
m, n). Compostos fendlicos depositados em raios e periderme em
plantas inoculadas do clone resistente (a e b). Degradagédo dos
tecidos do caule (elipse) (¢) e colonizagdo do fungo na regido da
periderme (elipse) (d) em plantas inoculadas do clone suscetivel.
Pouco amido (am) e quantidade significativa de cristais oxalato de
calcio (co) em plantas inoculadas de ambos clones (e e f).
Acumulo de compostos fendlicos em plantas com ferimento de
ambos os clones (g € h). Acimulo de amido (am) e oxalato de
calcio (co) no floema e na periderme em ambos os clones (i € j).
Baixo acumulo de fendis em plantas sem ferimento de ambos
clones (k e ). Acumulo de cristais (co) e pouco amido (am) (m e

n). Barras de escalas = 50 um (a, b, e, f, g-n) e = 100 pym (c, d).

No 8° dai, verificou-se que a colonizagdo do fungo nos tecidos do
caule das plantas resistentes permaneceu praticamente restrita aos vasos
do xilema (Figuras 7a e b). Constatou-se também intenso acumulo de
material amorfo e géis em torno das estruturas do fungo nos vasos.
Detectou-se acumulo de compostos fendlicos nos vasos e nos raios e
acumulo de amido nos raios proximo as estruturas do patégeno (Figura 7e).
No clone suscetivel, houve aumento na colonizagdo do fungo em todos os
tecidos do caule e obstrucdo vascular do xilema pelas estruturas do
patdgeno (Figuras 7c e d). Notou-se, também, acumulo de material amorfo e
géis ao redor do fungo, nos vasos. Nao foi observada presenca de amido
nos raios e proximo ao fungo (Figura 7f). Nos vasos do clone resistente
houve somente aleuroconidios e nos vasos do clone suscetivel foram
encontrados aleuroconidios e conidios (Figura 7d). Nas plantas feridas e néo
inoculadas notou-se acumulo de compostos fendlicos, principalmente na
periderme de ambos os clones (Figuras 7g e h). A presenga de cristais de

oxalato de calcio e amido também foi verificada na periderme dos clones
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(Figuras 7i e j). Nas plantas ndo feridas houve também acumulo de
compostos fenolicos (Figuras 7k e |), principalmente na periderme do clone
resistente, mas em menor intensidade que as plantas que sofrem injuria
mecanica e pelo patdégeno. Notou-se a presenga de oxalato de calcio e
também maior quantidade de amido na periderme de ambos os clones

(Figuras 7m e n), em relac&o as plantas inoculadas e feridas.
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Figura 7 - Analises histoquimicas de sec¢des do caule do clone resistente (R)
e suscetivel (S) de Eucalyptus urophylla x E. grandis, 8 dias apos
a inoculagao, coradas com azul de toluidina (a, ¢), cloreto férrico
(b, d, g, h, k, I) e Lugol (e, f, i, j m, n). Colonizagao do fungo
limitada ao vaso do xilema do clone resistente (a, b), com
presencga de geéis no xilema (ge). Colonizagdo do fungo em todos
os tecidos do caule e entupimento dos vasos do xilema pelas
estruturas do fungo no clone suscetivel (fu) (c). Presenca de
aleuroconidios (ale) e conidios (con) no vaso do clone suscetivel
(d). Acumulo de amido nos raios proximo ao patéogeno (fu) no
clone resistente (am) (e). Auséncia de amido proximo a
colonizacao do fungo (fu) nos tecidos do clone suscetivel (f). Nos
clones feridos e nao inoculados, houve acumulo de compostos
fendlicos, principalmente na periderme (g, h), acimulo de amido
no floema e periderme (am) e de cristais de oxalato de calcio (co)
(i, j).- No tratamento sem ferimento houve pouco acumulo de
fendis nos tecidos do caule dos clones (k, I). Presenga de amido
(am) e cristais (co) na periderme de ambos os clones (m, n).
Barras de escalas =50 ym (a, d, f, i, j, k, I, m,n)e =100 ym (b,

c, €).

Ao 16° dai, o fungo colonizou os tecidos adjacentes aos vasos do
xilema no clone resistente, com acumulo de compostos fendlicos (Figuras 8a
e b). Material amorfo ao redor do patégeno nos vasos, murchamento das
estruturas do fungo (Figura 8a) e aumento na quantidade de amido,
principalmente no raio, préximo ao local de desenvolvimento do fungo
(Figura 8e) também foram observados. No clone suscetivel houve
degradagao intensa dos tecidos da planta devido a colonizagdo do fungo
(Figura 8c). Os vasos do xilema foram totalmente colonizados pelo fungo,
causando seu entupimento (Figura 8d). Nao foi constatado amido préximo
ao fungo, pois os tecidos estavam degradados (Figura 8f). Nas plantas do

clone resistente que foram feridas e nao inoculadas, houve maior acumulo
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de fendis na periderme e nos raios, em relagdo ao clone suscetivel (Figuras
8g e h). O acumulo de amido nos raios também foi verificado nas plantas do
clone resistente (Figura 8i), e no suscetivel o acumulo foi verificado na
periderme (Figura 8j). Nas plantas nao feridas, ndo houve amido nos raios
dos dois clones, apenas na periderme (Figuras 8m e n), e baixa quantidade
de fendis, sendo maior na periderme, principalmente do clone resistente

(Figuras 8k e I).
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Figura 8 - Analises histoquimicas de sec¢des do caule do clone resistente (R)
e suscetivel (S) de Eucalyptus urophylla x E. grandis, 16 dias
apo6s a inoculagao, coradas com azul de toluidina (b, d), cloreto
férrico (a, ¢, g, h, k, I) e Lugol (e, f, i, j, m, n). Fungo (fu) em vaso
do xilema e tecidos adjacentes do clone resistente (a, b), com
acumulo de compostos fendlicos (elipse) no local colonizado e
murchamento de aleuroconidio (ale). Colonizagdo do fungo com
degradacao dos tecidos do caule e entupimento dos vasos do
xilema pelas estruturas do fungo no clone suscetivel (c, d).
Amido (am) em raios do clone resistente (e). Auséncia de amido
nos tecidos do clone suscetivel (f). Acumulo de compostos
fendlicos na periderme e raios em clones feridos e néo
inoculados, (g, h). Acdmulo de amido (am) nos raios do clone
resistente (i). Cristais de oxalato de calcio (co) e amido (am) na
periderme do clone suscetivel (j). Acumulo de fendis nos tecidos
do caule dos clones sem ferimento (k, I). Presenga de amido (am)
e cristais (co) na periderme de ambos clones (m, n). Barras de

escalas = 50 ym (a-d, f-k, n) e =100 pm (e, I, m).

No 32° dia apds a inoculagdo, no clone resistente, notou-se a
presenca das tiloses nos vasos com reduzida degradagao e colonizagao dos
tecidos da planta pelo fungo (Figura 9a). Uma alta concentracdo de
compostos fendlicos nos tecidos colonizados pelo patégeno também foi
constatada (Figura 9c), assim como o acumulo de amido nos raios € na
medula (Figura 9e). Por outro lado, em plantas do clone suscetivel, houve o
aumento da colonizacao e a degradacao dos tecidos do caule (Figuras 9b e
d), e nao foi possivel visualizar o0 acumulo de amido nos tecidos devido a sua
degradagao (Figura 9f). A presenga de tiloses nos vasos também foi
observada (Figura 9b). Nas plantas feridas e nao inoculadas de ambos os
clones, também foram observadas tiloses nos vasos (Figuras 9g e h). Houve
o0 acumulo de compostos fendlicos na periderme e nos raios em ambos 0s

clones, com maior intensidade no clone resistente (Figuras 9i e j). Observou-
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se maior acumulo de amido nos raios do clone resistente e na periderme do
clone suscetivel (Figuras 9k e I). Nos tratamentos sem ferimentos, n&o foram
observadas tiloses em ambos os clones (Figuras 9m e n), mas notou-se a
presenca de compostos fendlicos, principalmente na periderme e nos raios
(Figuras 90 e p). Constatou-se o acumulo de amido e oxalato de calcio
somente na periderme, ainda que em baixa quantidade, em ambos os clones

(Figuras 9q e r).
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Figura 9 - Analises histoquimicas de sec¢bes do caule do clone resistente (R)
e suscetivel (S) de Eucalyptus urophylla x E. grandis, 32 dias
ap6s a inoculagao, coradas com azul de toluidina (a, b, g, h, m,
n), cloreto férrico (c, d, i, j, o, p) e Lugol (e, f, k, I, q, r). Tiloses
em clones resistente (ti) (a) e suscetivel (b). Baixa colonizag&o do
fungo no clone resistente, com pouca degradacgao dos tecidos da
planta e alta concentragcdo de compostos fendlicos nos tecidos
colonizados pelo patogeno (elipce) (¢). Colonizagao e degradagao
de tecidos do caule do clone suscetivel (d). Acumulo de amido
(am) nos raios e na medula no clone resistente (e). Degradagao
de tecidos do caule do clone suscetivel (f). Poucas tiloses e de
menores tamanhos em ambos os clones feridos e n&o inoculados
(ti) (g, h). Acumulo de fendis na periderme e nos raios em ambos
os clones feridos (i, j). Acimulo de amido (am) e cristais (co) nos
raios no clone resistente e na periderme no clone suscetivel (k, I).
Auséncia de tiloses em vasos de ambos os clones sem ferimentos
(m, n). Concentracéo de fendis em periderme e raios de ambos
dos clones (o, p). Pouco acumulo de amido (am) em periderme
em ambos os clones e de cristais (co) (q, r). Barras de escalas =

50 um (d, s, k) e =100 pm (m, o, p, q, r).

Determinagao da concentragao de lignina

Houve aumentos significativos na concentracdo de lignina insoluvel,
soluvel e total de 20,1; 29,2; e 21,6%, respectivamente, para as plantas do
clone resistente inoculado com C. fimbriata, em relagao ao clone resistente
nao inoculado (Tabela 1). Para o clone suscetivel inoculado, houve aumento
significativo apenas para a concentragao de lignina soluvel de 27,6 %, em
relacdo as plantas nao inoculadas do mesmo clone. O clone resistente
inoculado apresentou os maiores teores de lignina, em relagdo aos outros

tratamentos.
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Tabela 1 - Analise dos teores de lignina insoluvel, soluvel e totais dos clones
CLR212 (resistente) e CLR240 (suscetivel) inoculados ou nao,

seis dias apos inoculacao do fungo Ceratocystis fimbriata

Materiais Genéticos Teores de Lignina (%)
Insoluvel Soluvel Total
CLR212 inoculado 25.73 a 5.66 a 31.39 a
CLR212 nao inoculado 2143 c 438Db 2581 ¢
CLR240 inoculado 24.47 ab 485b 29.32 b
CLR240 nao inoculado 24.33 b 3.80c 28.13 b

Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Duncan, a 5%.

DISCUSSAO

Este trabalho fornece evidéncias de que plantas de eucalipto
respondem diferencialmente a infecgdo de C. fimbriata, de acordo com o seu
nivel basal de resisténcia. No clone resistente, foi possivel identificar
mecanismos de defesa capazes de conter a colonizacao de C. fimbriata em
seus tecidos. Esse clone limitou o desenvolvimento do fungo nos seus
tecidos, enquanto o suscetivel ndo foi capaz de evitar que o fungo
colonizasse todos os tecidos do caule, resultando na murcha de plantas.
Ambos os clones apresentaram praticamente as mesmas reagoes a infeccao
e ao ferimento, devendo ser ressaltado que no clone resistente a resposta foi
mais rapida e em maior intensidade que no clone suscetivel, como também
observado no patossistema Verticillium longisporum-oilseed rape (Eynck et
al., 2009). Em eucalipto, isso pode ser explicado pelo fato de os clones
serem derivados das mesmas espécies (E. urophylla x E. grandis). Além
disto, parece nao haver um mecanismo especifico que confira resisténcia ou
suscetibilidade aos clones ao fungo C. fimbriata. No entanto, essa
observagdo merece uma investigagdo mais aprofundada. A resisténcia do
clone CLR212 pode estar relacionada a velocidade de resposta da planta ao

patégeno, que ocorreu logo no contato do fungo com a planta, e a
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intensidade das reacbes da planta a infeccdo. A defesa bem-sucedida a
doencas vasculares depende da capacidade da planta em reagir por meio de
uma cascata temporal e espacial de respostas de defesa durante a invasao
vascular e colonizagao pelo patégeno (Hammond-Kosack & Jones, 1996).
Essas reacgdes também foram verificadas em outros trabalhos com
Ceratocystis spp., em outras espécies de plantas (Clérivet et al., 2000;
Santos et al., 2013).

O clone resistente apresentou mecanismos de defesa pré e pos-
formados. Nas plantas sem ferimento, houve pouco acumulo de compostos
fendlicos nos tecidos, principalmente na periderme. Nas plantas feridas e
nao inoculadas e nas que foram inoculadas, houve uma intensa reagao no
local da inoculagdo e do ferimento, com producdo de barreiras fisicas e
bioquimicas para conter o fungo, e no caso das plantas somente feridas,
para evitar a entrada de microrganismo e compartimentagdo da lesdo. No
local da infecgao, inicialmente notou-se uma grande producédo de tilose e
mais tarde de geéis nos vasos do xilema. Especialmente no clone resistente,
houve o aumento na lignificagcdo das paredes das células e um rapido
aumento na producédo de compostos fendlicos, que constituem barreiras a
colonizacédo do patégeno. De acordo Sinha e Wood (1968), a resisténcia a
doencas vasculares é baseada na formacao rapida de barreiras fisicas, géis
ou tiloses que retardam ou mesmo impedem a propagacgéo do patégeno nos
vasos.

A colonizagao do fungo no clone resistente ficou praticamente restrita
aos vasos do xilema. Somente nos periodos mais longos de incubacgao foi
possivel verificar uma pequena colonizagdo do fungo no tecido
parenquimatico. A completa resisténcia a infeccao vascular tem sido
considerada improvavel (Beckman, 1987). Neste estudo, constatou-se que
houve fechamento das pontuacdes dos vasos e acumulo de compostos
fendlicos e de substancias amorfas como barreira fisica e bioquimicas,
impedindo que o fungo atingisse o tecido parenquimatico. Outros trabalhos
também demonstraram que as plantas limitaram a colonizagédo de fungos em
local especifico nos vasos do xilema e, consequentemente, liberam

moléculas antimicrobianas com o intuito de eliminar o patégeno de seus
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tecidos (Sinha & Wood, 1968; Dixon & Pegg 1969; Baayen & Elgersma,
1985; Benhamou, 1995; Clérivet et al., 2000; Chen et al., 2004; Santos et al.,
2013).

Uma intensa formacao de tilose nos elementos de vasos também foi
observada nas plantas inoculadas ou somente feridas de ambos os clones.
As tiloses ocorrem como resultado de ferimento ou infecgdo por fungos ou
bactérias (Kuroda, 1991; Sun et al., 2007). A formacao de tiloses é uma
reacgao inespecifica das plantas e constitui uma barreira fisica para evitar o
avanco do patdgeno. Em doencgas vasculares, a diferenciagdo de tilose é
considerada um mecanismo de defesa primaria, que envolve a oclusao
parcial ou total de vasos do xilema por meio da deposi¢cao de géis e goma,
para limitar o crescimento microbiano (Rioux et al., 1998; Clérivet et al.,
2000). Nesta pesquisa notou-se intensa coloragdo das tiloses que poderiam
conter compostos fendlicos e material amorfo. Em platano, foi observado
denso citoplasma nas tiloses, devendo ser ressaltado que essas tiloses eram
originarias de células associadas aos vasos e estavam ativamente
envolvidas na resposta de defesa da planta (Clérivet et al., 2000).

Além da producdo de tiloses nos vasos das plantas resistentes,
verificou-se intensa deposi¢cao de material amorfo no xilema e em células do
parénquima adjacente, densamente corado com azul de toluidina. O
acumulo desses materiais amorfos, possiveis fitoalexinas e terpenoides,
também foi observado nos vasos do xilema e nas células do parénquima
adjacente de uma cultivar resistente de algodao, restringindo a colonizagao
por F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Hall et al., 2011) e em mangueira
colonizadas por C. fimbriata (Araujo et al., 2014b). A acumulagdo desses
materiais amorfos € uma caracteristica tipica de defesa celular em muitas
espécies de plantas contra fungos patogénicos (Benhamou; Bélanger, 1998;
Bélanger et al., 2003; Rodrigues et al., 2003; Kim et al., 2004; Eynck et al.,
2009; Ajila et al., 2010; Hall et al., 2011).

A contribuicdo das tiloses para a estratégica de defesa contra
patdgenos vasculares tem sido associada com a produgdo de materiais de
oclusdo, como os géis (Beckman, 1987; Kpémoua et al., 1996). Géis e

tiloses sdo bons exemplos de estruturas de oclusao produzidas por plantas
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para impedir a colonizagao por patdgenos causadores de murcha (Rioux et
al., 1998). O acumulo de géis nos vasos do xilema é parte do mecanismo de
resisténcia e limita a colonizagdo do fungo, devido a oclusdo dos vasos
(Baayen & Elgersma, 1985). A formacédo de gel nos vasos do xilema de
plantas infectadas por patdgenos vasculares pode surgir a partir do inchago
das membranas de pontuagéo ou por material segregado a partir das células
do parénquima adjacente aos vasos e, também, pela acdo de enzimas
pectoliticas produzidas por patdogenos (Ouellette & Rioux, 1992; Rioux et al.,
1998). Neste trabalho, notou-se a presenca de géis nos vasos do xilema
somente em plantas que foram inoculadas com o patdégeno. Em plantas
feridas e injetadas com agua e tween, nao foi verificada acumulacao de gel,
assim como em plantas de Carya cordiformis injetadas somente com agua
(Park & Juzwik, 2014). Um dos problemas na ocupagdo de vasos por
estruturas fungicas, bem como pela formagéao de tiloses e deposi¢céo de géis,
€ a limitagdo da penetracdo do liquido de cozimento, apresentando,
consequentemente, menor rendimento de polpa de celulose e maior
consumo de madeira (Mafia et al., 2013).

No clone resistente, aos 32 dias apds a inoculagdo, houve poucos
vasos colonizados pelo fungo e as plantas ndo murcharam ou morreram, ao
contrario do clone suscetivel. Geralmente uma perturbagao localizada do
sistema vascular é considerada insignificante na saude geral da planta
(Beckman & Halmos, 1962). Na maioria dos casos, os vasos do xilema
perdem sua funcionalidade quando colonizados com propagulos de um
patdogeno (Park & Juzwik, 2014). Essa disfuncdo de condugado de agua foi
observada em bitternut hickory infectados com C. smalleyi, onde a redugao
do fluxo de seiva foi estreitamente associada a gravidade da doenga (Park et
al., 2013).

Neste estudo, notou-se a deposicdo de compostos fendlicos nas
células do parénquima adjacente ao xilema, na periderme, nos raios, na
medula e ao redor do fungo no caule do clone resistente e suscetivel. A
deposicdo de compostos fendlicos em células do parénquima, como barreira
contra a colonizagdo de patdgenos, ja tinha sido descrita em outros
patossistemas (Shi et al., 1992; Hall et al., 2011; Araujo et al., 2014b).
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Compostos fendlicos tém sido atribuidos a varias fungdes biologicas
importantes na defesa, como reforco da parede celular, atividade
antimicrobiana (Tuncel; Nergiz, 1993), moduladores de horménios vegetais
na sinalizagdo de defesa ou como catalizadores de espécies reativas de
oxigénio (Dixon; Paiva, 1995). Os compostos fendlicos criam um ambiente
inibitério ou inibem diretamente o crescimento microbiano (Eynck et al.,
2009; Park & Juzwik, 2014) e desempenham um papel importante na defesa
da planta contra a patégenos ou como fatores de defesa pré-formados ou
pos-infecgédo (Eynck et al., 2009). Os fendis oxidados podem formar lignina e
lacrar infecgdes no local da penetragéo (Eynck et al., 2009), como observado
no clone resistente. Houve acumulo de compostos fendlicos tanto em
plantas suscetiveis, quanto em resistentes de oilseed rape infectadas por
Verticillium longisporum (Eynck et al., 2009). Quanto mais cedo ocorrer a
formacdo de compostos fendlicos, mais eficaz sera a limitagdo da
colonizagcdo do patégeno e mais rapidamente havera a formacéo de novos
polimeros de lignina (Eynck et al., 2009), assim como foi verificado no clone
resistente em relagdo ao clone suscetivel empregado neste estudo.

As plantas do clone CLR212 (resistente) inoculadas com C. fimbriata
apresentaram aumento significativo nos teores de lignina aos 6 dai, quando
comparadas com aquelas nao inoculadas. Por outro lado, as plantas do
clone CLR240 (suscetivel) inoculadas n&o tiveram aumento significativo no
teor de lignina total em seus tecidos. A lignina € um importante componente
estrutural de tecido vascular e fibras em plantas, desempenhando um papel
fundamental no suporte mecénico, na condutancia de soluto e na resisténcia
a doengas (Whetten & Sederoff, 1995; Humphreys & Chapple, 2002;
Harakava, 2005). A deposig¢ao de lignina e de materiais fendlicos ligados a
parede constitui uma resposta a danos mecanicos, a ferimentos ou a
infeccdo microbiana (Boudet et al.,, 1995). Além disso, acredita-se que a
deposicao de lignina diminui a difusdo de enzimas e toxinas liberadas a
partir de hifas fungicas (Vance et al., 1980). A intensa deposig¢ao de lignina
em plantas resistentes colonizadas, em relagao a suscetiveis, também foi

relatada em outros estudos (Niemann et al., 1990; Eynck et al., 2009).
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As pontuacgdes do xilema permaneceram fechadas no clone resistente
e abertas no clone suscetivel, 0 que provavelmente contribuiu para que as
hifas do fungo atingissem os tecidos parenquimaticos e outros tecidos
subsequentes. Esse fato também foi constatado em outros estudos, em que
o fungo ultrapassa as pontuagdes do xilema e atingem outros tecidos, como
células do parénquima axial e radial (Clérivet & ElI Modafar, 1994; Pérez-
Vera et al., 2011; Park & Juzwik, 2014), que sao tecidos ricos em nutrientes
para o fungo.

Nas seccdes do caule de plantas suscetiveis, feitas para observar os
estadios iniciais da colonizagéo, foi constatada grande producéo de conidios
de C. fimbriata, o que evidencia que esses esporos tém a funcédo de
propagacdo em massa nessas plantas (Duncan & Himelick, 1988). Em
plantas resistentes foram observados mais aleuroconidios, possivelmente
atuando como estruturas de resisténcia para o fungo sobreviver nas
condicbes adversas encontradas nesses tecidos. Os aleuroconidios sao
considerados estruturas de resisténcia que permitem ao patégeno sobreviver
na auséncia de um hospedeiro suscetivel (Paulin-Mahady et al., 2002). Ja
internamente aos tecidos, foram constatados poucos conidios nos vasos do
clone suscetivel e muitos aleuroconidios no xilema em ambos os clones. A
maior producdo de aleuroconidios nos vasos do xilema provavelmente se
deve ao ambiente quimico e fisico peculiar dos vasos (loannou et al., 1977).
Ao contrario do encontrado neste trabalho, foram observadas muitas hifas e
nenhuma esporulacéo de Ceratocystis smalleyi em Carya cordiformis (Park;
Juzwik, 2014).

Os resultados do presente estudo mostram que C. fimbriata coloniza
todos os tecidos do caule de plantas suscetiveis de eucalipto, portanto n&o
pode ser considerado patdégeno exclusivamente vascular, assim como
observado em mangueira colonizada por C. fimbriata (Araujo et al., 2014b).

O escurecimento do lenho € comum em doencgas induzidas por
Ceratocystis spp. (Uzunovic et al., 1999). O escurecimento dos tecidos pode
ser atribuido as alteragdes fisicas e quimicas formadas pelas células
infectadas, pela colonizacdo do patdégeno e pela degradacédo dos tecidos
causada pelo fungo. O escurecimento acastanhado dos tecidos do caule,
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principalmente na forma de cunha, é considerado um traco forte da presenca
de C. fimbriata nos tecidos do caule de eucalipto, sendo um sintoma
importante para diagnose. As lesbes em forma de estria podem ser devido a
presencga do fungo nos raios e ao acumulo de compostos fendlicos oxidados
nessa area, como também verificado na interacdo C. smalleyi em C.
cordiformis (Park & Juzwik, 2014).

Constatatou-se que no clone suscetivel o escurecimento do caule é
intercalar, ou seja, ndo é continuo verticalmente, o que provavelmente se
deve ao fato de o material reprodutivo do fungo ter sido translocado dentro
do vaso junto com o fluxo de agua e parado em um local especifico, dando
inicio & nova colonizacéo. E possivel que as barreiras nos vasos do xilema
nao tenham sido suficientemente capazes de evitar que o fungo avangasse
além do ponto de inoculagdo. Alguns autores nao verificaram diferengas na
extensao da lesao vertical do caule acima e abaixo do ponto de inoculagao
(Al-Sadi et al., 2010, Park & Juzwik, 2014), provavelmente pelo fato de o
escurecimento do lenho ndo ser continuo e de os autores terem analisado
somente a taxa de escurecimento no ponto de inoculagdo. Ja no clone
resistente, a lesdo limitou-se ao ponto de inoculagéo e o patdégeno nao foi
capaz de colonizar os tecidos distantes do local de inoculagdo, o que
também foi observado no clone resistente de cacau inoculado com C.
cacaofunesta (Santos et al., 2013).

As 36 hai, foi constatada a formacdo de oxalato de calcio nos tecidos
dos vasos do xilema do clone resistente inoculado com o fungo. Segundo
Datnoff et al. (2007), maiores niveis de Ca no tecido vegetal podem
aumentar a resisténcia a agentes patogénicos vasculares, como verificado
no patossistema manga-C. fimbriata (Araujo et al., 2014a). Segundo os
autores, os tecidos das cultivares resistentes de mangueira continham altos
niveis de Ca, que favoreceram a resisténcia ao sintoma de murcha. A
presenca de oxalato de calcio foi observada em todos os tratamentos, na
regido da periderme, mas em se tratando especificamente dos vasos do
xilema a presenca desse composto foi encontrada em maior quantidade e

nos estadios iniciais de infecgdo nos tecidos do clone resistente.
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A quantidade de amido em plantas suscetiveis e resistentes foi baixa
nas primeiras fases da interagcdo com C. fimbriata, mas houve aumento ao
longo dos 32 dias apos a inoculagdo, sendo maior em regides colonizadas
pelo patégeno no clone resistente. A baixa quantidade de amido no inicio da
interacdo pode ter sido devido a sua quebra para producdo de energia, que
foi posteriormente utilizada na formagdo de mecanismos de defesa, com a
tentativa de bloquear o progresso da doencga. A capacidade das plantas de
resistir a ataques de fungos esta associada a quantidade de carboidratos
que pode ser utilizada para reagbes de defesa (Viiri et al., 2001). Os
compostos fendlicos sdo derivados de carboidratos pela via do chiquimato
(Matsuki, 1996). Em resposta ao ataque, as células do parénquima do
floema produzem grandes quantidades de compostos a base de
carboidratos (Gershenzon, 1994), que sdo consumidos devido a reagao da
planta (Cook & Hain, 1987). Como a inoculagdo na haste foi interna, a
resisténcia observada no clone resistente de eucalipto deve ser com base
em mecanismos de defesa dentro do sistema vascular e em células
adjacentes, como constatado por Baayen e Elgersma (1985). Por se tratar
de um patdogeno que penetra por ferimentos em plantas de eucalipto
(Ferreira et al., 2006), notou-se que em plantas nao feridas e nao inoculadas
houve grande concentracdo de compostos fendlicos na casca, o que pode
ser uns dos mecanismos de defesa pré-formada que ajuda a evitar que C.
fimbriata penetre diretamente na planta.

Nao existem trabalhos publicados com informagdes sobre o processo
de infecado de C. fimbriata em plantas de eucalipto e como a planta responde
a infeccao. As observagdes histolégicas permitem concluir que a resisténcia
esta ligada a restricdo da colonizagdo do fungo, por meio da capacidade
genética do clone resistente em limitar a colonizagcdo de C. fimbriata em
seus tecidos, resultado de uma resposta de defesa rapida e intensa. O
genotipo suscetivel apresentou praticamente as mesmas respostas a
infeccdo que o clone resistente, mas a reagao de defesa foi lenta e de menor
intensidade, ndo sendo suficiente para conter o patéogeno. Esses resultados
fornecem evidéncias para o envolvimento de uma série de fatores

responsaveis pela murcha progressiva, as causas do escurecimento dos
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tecidos, do crescimento descontinuo da lesdo e da morte de plantas de
eucalipto suscetiveis apds a infeccdo. Este estudo foi importante também
para conhecer o padrao temporal e espacial da interacdo entre C. fimbriata
em plantas de eucalipto, permitindo futuros estudos, como de expresséao

génica.
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CAPIiTULO 2

Genes diferencialmente expressos durante a interagao Ceratocystis

fimbriata — Eucalyptus
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RESUMO

A murcha-de-Ceratocystis, causada pelo fungo Ceratocystis fimbriata, € uma
das doencas mais importantes na cultura do eucalipto. O uso da resisténcia
genética € a unica forma de controle dessa doenga, no entanto pouco se
conhece acerca das bases moleculares dos mecanismos de defesa das
plantas resistentes a esse patdégeno. Neste trabalho foi quantificado e
indentificado o transcriptoma de plantas resistentes e suscetiveis de
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Eucalyptus spp. infectadas com C. fimbriata. Para obter o maximo de
variabilidade de transcritos foram utilizados pools de oito plantas resistentes
versus oito suscetiveis ao fungo, derivadas de duas progénies de Eucalyptus
spp. Foram realizadas pequenas incisbes no coleto das plantas que
compdem os pools e depositada uma suspensao de in6culo ou agua como
controle. Realizaram-se coletas do tecido vegetal no ponto de inoculagéo as
12, 18 e 24 horas apos inoculagao (hai). O RNA de cada um dos pools foi
extraido e sequenciado por meio de RNASeq. Foram mapeados 39.427
transcritos contra as sequéncias codificantes de E. grandis
("Egrandis_201_v1.1.cds.fa" com 46.315 sequéncias). A analise do
transcriptoma da interagao identificou genes relacionados com a defesa a
estresse biotico e abidtico nas plantas de Eucalyptus spp. em resposta a
infeccdo de C. fimbriata. Foram identificados genes codificadores de
receptores de membrana, genes relacionados com a sinalizagdo dependente
de calcio e horménios, fatores de transcricdo, genes de proteinas de parede
celular, genes envolvidos no sistema redox e na resposta sistémica
adquirida e outros genes de defesa importantes como PRs e WRKY. Esta
pesquisa permitiu a identificacdo de genes relacionados com a defesa
nessas plantas e forneceu uma ampla visdo sobre a resposta de defesa a

murcha-de-Ceratocystis.

Palavras-chaves: Eucalyptus grandis, Ceratocystis fimbriata, murcha-de-
Ceratocystis, Transcriptoma, RNASeq, expressao génica diferencial, genes
de defesa.

ABSTRACT

Ceratocystis wilt caused by Ceratocystis fimbriata, is one of the most
important diseases in the Eucalyptus culture. This disease causes great
losses in the forestry sector and little is known about the molecular basis of
Eucalyptus defense mechanism against this pathogen. In this study, the
transcriptome of resistant and susceptible plants of Eucalyptus spp. infected

or not with C. fimbriata at 12, 18 and 24 hours after inoculation (hai) were
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quantified using RNA-Seq. 39427 transcripts were mapped against the
coding sequences of E. grandis ("Egrandis 201 _v1.1.cds.fa" with 46,315
sequences). The transcriptome analysis of the interaction revealed that
genes related to defense against to biotic and abiotic stress were
differentially expressed in Eucalyptus spp plants in response to the C.
fimbriata infection. The transcriptome analysis identified genes coding for
membrane receptors genes, genes related to signal-dependent calcium and
hormones, transcription factors (TFs), cell wall protein genes, genes involved
in the Redox system and the systemic acquired response (SAR) and other
important defense genes as PRs and WRKY which have been reported to be
induced in plant defense response against pathogens. This research allowed
the identification of genes related to the defense in Eucalyptus and give
notions of the defense response to Ceratocystis wilt. This is the first report of

a transcriptomic analysis of Eucalyptus in response to C. fimbriata.

INTRODUGAO

Por seu rapido crescimento, suas propriedades superiores de madeira
e sua notavel adaptabilidade, o uso de espécies de Eucalyptus em
plantacdes florestais tem aumentado rapidamente em mais de 100 paises,
nos seis continentes, tornando-as as mais amplamente plantadas no mundo
(Myburg et al., 2014). Por outro lado, dentre os desafios para a manutengéo
e expansao da cultura destacam-se o aumento da produtividade, a
adaptagao da planta a novas areas sob condi¢cbes de estresse e o controle
de doencgas e pragas (Abad et al., 2013). Dentre as doengas que ocorrem na
eucaliptocultura, merece destaque a murcha-de-Ceratocystis, causada pelo
fungo Ceratocystis fimbriata Ellis & Halsted, considerada uma das principais
enfermidades da cultura (Rodas et al., 2008; Alfenas et al., 2009; Ferreira et
al., 1999, 2010, 2013; Harrington et al., 2011, 2013; ABRAF, 2012). A
doenca foi relatada pela primeira vez na década de 1990, na Republica do

Congo (Roux et al., 2000) e no Brasil (Ferreira et al., 1999). Posteriormente

55



foi relatada em Uganda (Roux et al., 2001), no Uruguai (Barnes et al., 2003a)
e na Africa do Sul (Roux et al., 2004).

A murcha-de-Ceratocystis ocasiona grandes perdas em crescimento
volumétrico e qualidade da madeira, resultando em elevados prejuizos
econdmicos, que podem ser tanto quantitativos, ou seja, devido a morte de
plantas no campo, quanto qualitativos, devido a diminuigdo da qualidade da
madeira para industria (Zauza et al., 2004; Rosado et al., 2010; Mafia et al.,
2013; Fernandes et al., 2014). As infecgbes causadas por esse patdégeno
normalmente comegam nas raizes ou na base da arvore e move-se para a
haste, causando uma coloracdo escura do tecido lenhoso do xilema,
principalmente num padrao radial em corte transversal, seguindo o
parénquima do raio e matando uma porgdo de cambio vascular, floema e
feloderme (Ferreira et al., 2006). A penetragcdo de C. fimbriata também
ocorre a partir de ferimentos frescos no sistema radicular ou no tronco
(Ferreira et al., 2006). A colonizagao dos tecidos do caule de plantas de
Eucalyptus por parte do patdégeno é muito rapida, sendo constatada pela
presencga de hifas fungicas e pela germinagao de conidios 12 horas apos a
inoculagdo do fungo (Capitulo 1). Nas plantas afetadas, o patdgeno pode
causar murchamento e secamento de ramos laterais ou no topo das arvores,
escurecimento da madeira e morte das plantas (Ferreira et al., 2006; Alfenas
& Ferreira, 2008; Roux & Wingfield, 2009; Alfenas et al., 2009; Ferreira et al.,
2013; Harrington, 2013).

A existéncia em Eucalyptus spp. de ampla variabilidade inter e
intraespecifica para a resisténcia a murcha-de-Ceratocystis tornou a selecao
de gendtipos (clones) resistentes a estratégia de controle da doenga mais
utilizada (Zauza et al., 2004; Rosado et al.,, 2010; Fonseca et al., 2010).
Entretanto, devido a alta variabilidade genética existente na populagdo do
fungo, essa resisténcia tem sido, em diversos casos, considerada isolado-
especifica (Ferreira et al., 2010; Oliveira et al., 2015). Além disso, nao
existem pesquisas relacionadas a elucidagdo dos mecanismos moleculares
que levam a resisténcia nessas plantas. A incorporacao de ferramentas para
a analise do transcriptoma como tecnologias de sequenciamento como o

RNASeq (sequenciamento de RNA) nos programas de melhoramento
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florestal pode abrir novas perspectivas para a compreensao das relagdes
patogeno-hospedeiro e dos mecanismos de resisténcia a murcha-de-
Ceratocystis, encontradas em clones de Eucalyptus (Grattapaglia & Kirst,
2008; Chen et al., 2015; Meyer et al., 2016).

Em geral, as plantas utilizam uma série de mecanismos de defesa
para se protegerem contra o ataque de patdégenos por meio de uma
percepgcao complexa, transducgéao e troca de sinais (Verhage et al., 2010; Xu
et al., 2011). Como passo inicial na resposta ao estimulo produzido pelos
patdgenos, as plantas detectam os sinais de forma oportuna e, em seguida,
a transdugdo do sinal é conduzida por uma via de sinalizacdo de
fitohormdnio e outros sistemas de sinalizagdo. Apds a percepgédo e a
transdugao do sinal, a ativagao ou repressao da transcricado subsequente de
fatores de transcricdo eventualmente levam a inducdo da transducido de
sinal a jusante e a consequente expressdo de genes relacionados com a
defesa das plantas (Yang et al., 1997; Xu et al.,, 2011). Para melhor
compreender a comunicagao célula a célula nas associagbes patdgeno-
hospedeiro, é requerida a identificagdo dos componentes genéticos
envolvidos nesse processo. O inventario de genes com expressao
diferencial, de mRNA (transcriptoma), de polipeptideos (proteoma) ou de
metabdlitos (metaboloma) nos tecidos pode representar pontos de partida
para analises mais aprofundadas das fungdes dessas possiveis moléculas
de sinalizagédo, genes ou proteinas reguladas durante os mecanismos de
resposta desencadeados nos hospedeiros (Lévesque et al., 2010; Xu et al.,
2011).

O conhecimento gerado pelo RNA-seq tem contribuido de forma
significativa nos programas de melhoramento, ndo s6 por permitir o melhor
entendimento da interacdo molecular dos patossistemas, mas também por
ajudar na identificagdo de marcadores moleculares nos genomas das
plantas, facilitando a clonagem de genes R (Sedano & Carrascal, 2012; Xu
et al., 2011, 2012; Dowen et al., 2012; Martinelli et al., 2012; Savory et al.,
2012; Tremblay et al., 2012). Associado ao sequenciamento gendmico
completo de espécies de eucalipto, o0 RNA-seq € um recurso valioso para
estudos do transcriptoma com o intuito de entender as respostas de defesa
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em espécies de Eucalyptus (Myburg et al.,, 2014). Transcriptomas por
RNASeq da interagao de espécies de Eucalyptus spp. com patdgenos como
Phytophtora cinnamomi e Calonectria pseudoreteaudii tém sido
recentemente estudados (Chen et al., 2015; Meyer et al., 2016). Entretanto,
até o momento nao foi publicada nenhuma pesquisa sobre o transcriptoma
da interacgao entre C. fimbriata-Eucalyptus spp.

Nesta pesquisa visou-se ao estudo do transcriptoma da interacao C.
fimbriata- Eucalyptus spp. por meio da técnica RNASeq, levando a
identificacdo de genes diferencialmente expressos relacionados com a
defesa de plantas de eucalipto a murcha-de-Ceratocystis. O sequenciamento
do transcriptoma dessa interagdo ndo soO revelou um conjunto de genes
importantes para a defesa contra o patégeno, mas levou ao entendimento da
resposta de defesa em nivel molecular, o que possivelmente ajudara atingir
uma resisténcia de amplo espectro no futuro. Esses genes auxiliardo na
melhor compreensdo dos mecanismos de defesa e serdo potenciais
candidatos para o melhoramento genético, visando a resisténcia a murcha-

de-Ceratocystis por meio de engenheira genética.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e isolado fungico — Sele¢cao das plantas R e S a

murcha-de-Ceratocystis

Para compreender o processo da resisténcia de forma mais global,
foram utilizadas plantas resistentes e suscetiveis a murcha-de-Ceratocystis
selecionadas a partir de duas progénies distintas. Uma das progénies foi
oriunda do cruzamento entre dois clones de E. grandis (G26xG27),
originarios de Coff's Harbour, Australia (Shinitro Oda, comunicacao
pessoal), e a outra proveniente da autofecundacdo de um hibrido
interespecifico (HGU1172 - E. grandis x E. urophylla), procedente de
Teixeiras de Freitas, BA-Brasil (Ferreira & Souza, 1997). A progénie
“G26xG27” foi formada por 43 plantas, enquanto a progénie

‘HGU1172xHGU1172” foi formada por 45 plantas. Antes da inoculagao, cada
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planta de ambas as progénies foi multiplicada vegetativamente, de modo a
obter réplicas clonais de cada individuo. Os clones CLR153 (E. grandis x E.
urophylla) e CLR240 (E. grandis x E. urophylla) foram incluidos nas
avaliagdes de cada uma das progénies, caracterizados anteriormente como
resistente e suscetivel a murcha-de-Ceratocystis, respectivamente (Acelino
C. Alfenas, informagéo pessoal). As réplicas clonais foram transplantadas
para sacolas de 2L, contendo substrato Caroline suplementado com 6 kg m
de superfosfato e 3 kg m™ de Osmocote® (19-6-12). As plantas foram
mantidas em condigdes de casa de vegetagao e inoculadas 30 dias apos o
transplantio.

Nas inoculagbes empregou-se a cultura SBS1 de C. fimbriata da
Micoteca do Laboratério de Patologia Florestal (Bioagro) da Universidade
Federal de Vigosa, Brasil. O isolado foi previamente identificado pelas suas
caracteristicas morfologicas e moleculares e pela sua variabilidade genética,
além de ter sido utilizado previamente em trabalhos de selegao de clones de
eucalipto resistentes a doenca (Rosado et al., 2010; Guimaraes et al., 2010;
Oliveira et al., 2015). Para produgéo do inoculo, o fungo foi cultivado em
placas de Petri (9 cm) contendo agar extrato de malte e levedura (MYEA; 2%
extrato de malte, 0,2% extrato de levedura e 2% agar), em camara de
crescimento a 28°C, durante dez dias. Apds esse periodo, adicionou-se as
placas agua destilada esteril contendo Tween 20 a 1%, e em seguida a
superficie da col6nia foi raspada com o auxilio de uma al¢ga de Drigalski
estéril. A suspensao obtida foi filtrada em uma gaze, e com o auxilio de uma
camara de Neubauer foi realizada a contagem, sendo a concentracédo de
esporos ajustada para 2,5 x 10° esporos mL™.

Para a inoculagao, foi feito um corte no caule das plantas com um
estilete estéril, 5 cm acima do coleto (Figura 1a), onde foram depositados
500 uL da suspenséao de esporos (Figura 1b). Posteriormente, o ferimento foi
coberto com filme de PVC (Figura 1c). O experimento foi instalado no
delineamento inteiramente casualizado, com cinco réplicas clonais por
individuo, totalizando 135 plantas avaliadas da progénie “G26xG27” e 145
plantas da progénie “HGU1172xHGU1172”. Aos 60 dias apds as
inoculagdes, foi medido o comprimento da descoloragao do lenho, cortando
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as hastes longitudinalmente. As plantas que se agruparam, pelo teste Scott
e Knott (p<0,5), com o comparador resistente CLR153, ou que apresentaram
comprimento médio da lesdo menor que esse comparador, foram
classificadas como resistentes, enquanto aquelas que se agruparam com o
comparador suscetivel CLR240, ou que apresentaram comprimento médio
da lesdo maior que esse comparador, foram classificadas como suscetiveis.
A partir dos resultados obtidos da inoculagdo das progénies, foram
selecionados quatro individuos resistentes e quatro individuos suscetiveis a
murcha-de-Ceratocystis de cada uma das progénies, para os ensaios do

transcriptoma.

Figura 1 - Estabelecimento da associacdo patogénica entre Ceratocystis
fimbriata e Eucalyptus spp. Corte no caule das plantas com o
auxilio de um estilete (a); deposig¢ao da suspensao de esporos (b);

e ferimento coberto com filme de PVC (c).

Material vegetal e isolado fungico para analises do transcriptoma por
RNASeq

Para identificar o maior numero de genes diferencialmente expressos
em Eucalyptus e ndo somente identificar transcritos correspondentes a um
unico individuo ou clone em particular, apos a selecdo das quatro plantas
resistentes e suscetiveis a doenga de cada uma das duas progénies foram

formados dois pools, com oito plantas/pool. Estabelecidos os pools, foram
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delineados os quatro tratamentos: T1: pool formado pelas plantas resistentes
e inoculadas com o fungo C. fimbriata; T2: pool formado pelas plantas
resistentes e ndo inoculadas com o fungo; T: pool formado pelas plantas
suscetiveis e inoculadas; e T4: pool formado pelas plantas suscetiveis e ndo
inoculadas. O delineamento foi inteiramente casualizado, e cada tratamento
foi formado por seis réplicas clonais das plantas selecionadas na primeira
etapa, totalizando 48 plantas por tratamento.

O isolado, a preparagao do inoculo e a inoculagao foram realizados
como descrito no item anterior, a exceg¢ao dos tratamentos T2 e T4, que néo
receberam inoculo, e sim agua destilada. Apos a inoculagdo, coletou-se o
tecido do caule das plantas no ponto de inoculagdo com a ajuda de um
bisturi estéril, em trés tempos diferentes: 12, 18 e 24 horas apds as
inoculagdes (hai), predefinidos de acordo com os resultados descritos no
Capitulo 1. Apés as coletas, as amostras foram imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80°C, para
posteriores extracdes de RNA total. O experimento foi realizado duas vezes
nas mesmas condi¢des, para obtengdo de uma réplica biolégica, de modo a
efetuar as analises estatisticas requeridas da expresséao génica no RNA-Seq

e obter um numero significativo de genes diferencialmente expressos.

Expressao diferencial de genes

Extracao de RNA total e sequenciamento do transcriptoma (RNASeq)

As amostras de tecido de caule foram maceradas em nitrogénio
liquido, e 0,1 a 5 g do macerado foram transferidos para microtubos (2 mL),
que foram armazenados em ultrafrezeer a -80°C. Para obtengdo de RNA
total foi utilizado o reagente Concert ™ Plant RNA (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), seguindo a metodologia sugerida pelo fabricante, com modificagdes.
Ao microtubo contendo o macerado foram adicionados 500 pL do reagente
Concert ™ Plant RNA frio por 1 g do tecido. Apés homogeneizar em vértex,
as amostras foram incubadas a temperatura ambiente, por 5 minutos
(dispostos horizontalmente). O lisado foi transferido para um tubo
QIAShreeder (QIAGEN, Texas, USA) e centrifugado a 12.000 xg a 4°C, por
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2 minutos. O sobrenadante foi transferido para novos microtubos
(2 mL), onde foram adicionados 100 pyL de NaCl 5M, misturando por
pipetagem e inversao, por 2 minutos. Em seguida, adicionaram-se 300 uL de
cloroférmio frio, misturando novamente por pipetagem e inversdo. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 xg a 4°C, por 10 minutos, e a fase
aquosa foi transferida para novo microtubo (2 mL), ao qual foi adicinado um
volume igual de alcool isopropilico frio, misturando por pipetagem e inversao.
As amostras foram mantidas em geladeira por 30 minutos e, entao,
centrifugadas a 12.000 xg a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e ao precipitado foram adcionados 1.000 uL de etanol 75% frio.
Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000 xg a temperatura
ambiente, por 1 minuto. O liquido foi descartado e os tubos deixados abertos
em estufa a 37°C, por 10 minutos, para secagem. Apds a secagem, o pellet
foi ressuspendido em 30 pL de agua livre de RNases.

Apods a extracdo do RNA, foi realizada a purificagdo das amostras de
RNA total com o Rneasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Texas, USA), seguindo a
metodologia sugerida pelo fabricante, com adaptagdes. Ao RNA extraido e
ressuspendido adicionaram-se 350 yL de tampado RLC, misturando por
pipetagem e inversdo. Posteriormente, acrescentaram-se 250 yL de etanol
absoluto (100%), misturando por pipetagem e inversdo. A amostra foi entao
transferida para uma coluna spin Mini Rneasy, colocada em um tubo de
coleta de 2 mL e centrifugada por 30 segundos, a 8.000 xg. O filtrado foi
descartado, e em seguida foram adicionados 500 uL do buffer RPE a coluna
de spin RNeasy. O tubo foi novamente centrifugado por 30 segundos, a
8.000 xg, e o fitrado foi descartado. Entdo, 500 mL do buffer RPE foram
adicionados na coluna de spin RNeasy e os tubos foram centrifugados
durante 2 minutos, a 8.000 xg. A coluna foi transferida para um novo
microtubo de 2 mL e novamente centrifugada a 12.000 xg, por 1 minuto. A
coluna spin Rneasy foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL.
Foram adicionados 50 uL de agua livre de RNases diretamente a membrana
na coluna e centrifugou-se durante 1 minuto, a 8.000 xg. As amostras de
RNA total foram tratadas com DNAse (RQ7 RNase-Free DNase Promega®)

e posteriormente foram enviadas ao Laboratério Central de Tecnologias de

62



Alto Desempenho em Ciéncias da Vida-LaCTAD da Universidade Estadual
de Campinas, Sdo Paulo, Brasil, onde foram quantificadas em fluorébmetro
Qubit 2.0 (Life, Carlsbad, CA, USA) e a integridade do RNA verificada por
meio do Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

A construcdo das bibliotecas de cDNA e a quantificacdo do
transcriptoma foram realizadas empregando-se o sequenciamento de
proxima geracdo NGS (next-generation sequencing), por meio da plataforma
lllumina. Para constru¢cdo das bibliotecas de cDNA foi utilizado o TruSeq
RNA Sample prep kit V2 (RS-122-2001, lllumina Inc., San Diego, CA, USA),
de acordo com as instru¢gées do fabricante. Foram geradas 24 bibliotecas,
correspondentes aos quatro tratamentos (T1, T2, T3 e T4), por trés tempos
(12, 18 e 24 hai), e duas réplicas biolégicas. A qualidade e a concentragao
de cada biblioteca de cDNA foram verificadas no Bioanalyzer Chip DNA
1000 series Il (Agilent), amplificadas com o sistema cBot Automated Cluster
Generation (lllumina, San Diego, CA, USA), multiplexadas e sequenciadas
numa corrida paired-end 2 x 100 pb em uma unica lane (flowcell), com o
sistema de sequenciamento HiSeq™2500 (lllumina, San Diego, CA, USA),
no Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da
Vida-LaCTAD da Universidade Estadual de Campinas, Sdo Paulo, Brasil.

Mapeamento, montagem do transcriptoma e analises da expressao

génica diferencial

A avaliacdo da qualidade das sequéncias (reads) geradas no
sequenciamento foi feita com o uso da ferramenta FastQC, versdo 0.10.1
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Em seguida,
foram eliminadas as sequéncias de baixa qualidade, contendo bases nao
nomeadas (Ns), por meio do script clean_solexa.pl. A ferramenta TopHat
(Trapnell et al., 2012; [http://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml]) foi
utilizada para o alinhamento dos transcritos, usando como referéncia as
sequéncias codificantes do E. grandis (arquivo "Egrandis_201_v1.1.cds.fa"
com 46.315 sequéncias), disponiveis na base de dados do Phythozome
(verséo 10.3,

[http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#linfo?alias=0rg_Egrandis_er];
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Myburg et al., 2014; Bartholomé et al., 2015). Como referéncia para o
mapeamento e a filtragem dos reads do fungo foi utilizada uma versao prévia
do genoma de C. cacaofunesta, espécie muito proxima de C. fimbriata e com
genoma disponivel ([http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/cerato/]; em processo de
publicacao).

A montagem das leituras mapeadas e o calculo da expressao dos
genes de E. grandis preditos por quilobase de exons por milhdes de
fragmentos mapeados (fragments per kilobase of transcript per million
fragments-FPKM) foi feita utilizando-se o pacote Cufflinks e seus programas
complementares Cuffcompare e Cuffmerge (Trapnell et al., 2012; [http://cole-
trapnell-lab.github.io/cufflinks/]; [http://cole-trapnell-
lab.github.io/cufflinks/cuffmerge/]). Para realizar a quantificacdo e as analises
dos niveis de expressao, foi utilizado o pacote RSEM (Li & Dewey, 2011;
[http://deweylab.biostat.wisc.edu/rsem/]). Para normalizagdo dos dados e
identificacdo dos genes diferencialmente expressos, os dados read_counts
gerados pelo RSEM foram rodados com os pacotes DESeq e EJGER,
implementados no Bioconductor (Gentleman et al.,, 2004; Robinson et al.,
2010), utilizando o programa computacional R (R Development Core Team,
2012). No RNA-Seq, os dados sdo normalizados ao levar em consideragao o
numero de reads gerados por biblioteca e o tamanho da referéncia
(Robinson & Oshlack, 2010). A fonte mais Obvia de variacdo entre as
amostras € o tamanho da biblioteca (cobertura do sequenciamento) (Dillies
et al., 2013). Portanto, a forma mais simples de normalizagao entre amostras
€ dada pelo dimensionamento do numero de reads por um fator especifico
que representa o tamanho da biblioteca. Um dos métodos para calcular
esses fatores de escala é realizado com o pacote DeSeq. Nesse método o
fator de escala para uma determinada amostra é dado pela mediana dos
valores de contagem de cada transcrito, dividida pela média geométrica das
contagens de todas as amostras. Essa metodologia € baseada na suposigao
de que a maioria dos transcritos ndo sao diferencialmente expressos.

Ap6és a normalizacdo dos dados e as analises da expressao
diferencial, foram identificados os genes em comum dos resultados gerados
por ambos os pacotes e feita uma lista final de genes diferencialmente
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expressos. Com esses pacotes foi possivel avaliar a expressao diferencial
de genes com base na distribuigdo binomial negativa e fazer comparagdes
entre pools, tratamentos e tempos (Robinson et al., 2010; Love et al., 2014;
[http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html]).

Os valores de expressao entre pools (pool inoculado x pool nao
inoculado) foram comparados, tendo sido considerados genes
diferencialmente expressos aqueles com variagao de expressao superior a 2
(fold-change) entre amostras, com significancia estatistica (p-value) menor
que 0,05%. Foram feitas analises de componentes principais (Principal
Components Analysis, PCA), utilizando-se o pacote DESeq (Anders &
Huber, 2010), no software R, para conhecer a variabilidade entre amostras.

Analises de clustering (heatmap) em cima dos log2(fold change) dos
genes diferencialmente expressos foram realizadas para conhecer a
variabilidade entre amostras, utilizando-se o programa EXPANDER 7 -
Gene Expression Analysis & Visualization (Ulitsky et al., 2010). Para cada
um dos quatro tratamentos foi gerada uma lista de transcritos
diferencialmente expressos entre amostras do pool de plantas inoculadas,
em relagdo ao seu respectivo pool nao inoculado, e em cada um dos trés
tempos coletados (12, 18 e 24 hai). Os grupos de transcritos foram entao
comparados e ilustrados em diagramas de Venn, com o0 uso de uma
ferramenta web (http:/bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) que
permite visualizar a quantidade de transcritos exclusivos por pool e/ou
tempos, transcritos comuns entre pools e/ou tempos, ou transcritos

compartilhados entre todos.

Anotacao funcional de genes

Os genes diferencialmente expressos foram classificados em
induzidos (up-regulated) ou reprimidos (down-regulated) e agrupados por
ontologia génica, para fornecer um panorama geral da reprogramacgao do
transcritoma em resposta a infecgao por C. fimbriata. Assim, a anotagao e a
categorizagao dos transcritos foram feitas com a ferramenta Gene Ontology
(The Gene Ontology Consortium 2000, 2001, 2004, 2006, 2007,
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[http://www.geneontology.org/]) e o software Blast2Go (Conesa et al., 2005,
2008).

O sistema de ontologias utilizado pelo BLAST2GO €& o Gene
Ontology, uma tentativa de padronizar a representagcdo dos genes e seus
produtos para todos os sistemas bioldgicos, subdividindo-os em trés
categorias: i) processo bioldgico: refere-se a atividade bioldgica com o qual o
gene ou seu produto contribui; /i) fungdo molecular: atividade bioquimica do
gene ou produto; e iif) componente celular: local na célula onde o gene ou

seu produto é ativo (Noda et al., 2010).
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RESULTADOS

Selecao das plantas resistentes e suscetiveis a murcha-de-Ceratocystis

para formagao dos pools

Apos 60 dias apds a inoculagao de C. fimbriata, as plantas do clone
CLR153, utilizadas como comparador resistente a murcha-de-Ceratocystis,
estavam saudaveis, sem apresentar algum dos sintomas tipicos da doenca.
As plantas do clone CLR240, utilizadas como comparador suscetivel a
murcha-de-Ceratocystis, apresentaram sintomas tipicos da doenga, como
murcha, escurecimento do caule, coloragdo escura do tecido lenhoso do
xilema e morte de algumas plantas (Figura 2). Com esses resultados foi
confirmado o éxito das inoculagdes feitas nos experimentos.

As progénies segregaram para a resisténcia a murcha-de-
Ceratocystis, apresentando individuos resistentes (R) e suscetiveis (S) a
doenca, consequentemente possibilitanto a selegcao de plantas constratantes
quanto ao fendtipo da resisténcia para o ensaio do transcriptoma. Na
progénie “G26xG27”, cinco clones com comprimento médio da lesado entre
17,5 e 20,3 cm agruparam-se junto ao comparador suscetivel CLR240,
portanto foram classificados como suscetiveis a murcha-de-Ceratocystis
(Figura 3a). Além desses, outros dois clones com comprimento da lesédo
maior do que o do comparador suscetivel (lesdo acima de 30 cm) foram
também suscetiveis. Sete clones formaram um grupo a parte e foram
classificados como medianamente suscetiveis, com comprimento médio da
lesdo variando de 10,7 a 14,5 cm. Vinte e nove clones com comprimento
meédio da lesdo variando de 2,7 a 9,68 cm agruparam-se com o comparador
resistente e foram, entao, classificados como resistentes (Figura 3a). Além
do critério do fendtipo da resisténcia, os individuos foram selecionados com
base na disponibilidade de mudas clonais para realizacdo do experimento de
transcriptoma. Nessa progénie, para formagado dos pools R e S, foram
selecionados os clones SP4138, SP4145, SP4118 e SP4154 e os clones
SP4133, SP4108, SP4111 e SP4161, respectivamente (Figura 3a).
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Figura 2 - Comparadores resistente CLR153 e suscetivel CLR240 a murcha-
de-Ceratocystis, 60 dias apds inoculagdes com Ceratocystis
fimbriata. Planta do clone CLR153 sem murcha (a); plantas do
clone CLR240 murcha e morta (b); caule de plantas do clone
CLR153 sem escurecimento do lenho (c); caule de plantas do
clone CLR240 com escurecimento (d); corte longitudinal de caule
de planta CLR153 mostrando ausencia da coloragdo escura no
tecido lenhoso do xilema (e); e corte longitudinal de caule de
planta CLR240 mostrando coloragdo escura no tecido lenhoso do

xilema (f).

Na progénie “HGU1172xHGU1172”, 14 clones com comprimento
meédio da lesdo variando de 22 a 28,9 cm agruparam-se junto ao
comparador suscetivel, portanto foram classificados como suscetiveis a
murcha-de-Ceratocystis. Outros sete clones com comprimento médio da
lesdo acima de 29,9 cm foram agrupados separadamente e também foram
classificados como suscetiveis. Quatorze clones com comprimento médio da
lesdo variando de 12,98 a 18,6 cm foram agrupados separadamente e
classificados como medianamente suscetiveis. Os demais dez clones, com
média entre 4,8 e 11,48 cm, agruparam-se com o comparador resistente,
portanto foram classificados como resistentes. Nessa progénie, para
formacéo dos pools R e S, foram selecionados os clones 227, 87, 139 e 129

e os clones 112, 56, 218 e 206, respectivamente (Figura 3b).
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Figura 3 - Comprimento médio da lesdo (cm) no lenho das plantas

inoculadas com o fungo Ceratocystis fimbriata e classificagcao
quanto a resisténcia a murcha-de-Ceratocystis dos individuos das
progénies “G26xG27” (a) e “HGU1172xHGU1172” (b). Individuos
que se agruparam com o comparador suscetivel (CLR240) ou que
apresentaram comprimento da lesdo maior que o dele foram
classificados como suscetiveis (classes a e b). Individuos que
diferiram estatisticamente dos comparadores suscetivel e
resistente foram considerados como moderadamente suscetiveis
(classe c). Individuos que agruparam-se com o comparador
resistente (CLR153) foram classificadas como resistentes (classe
d). *Individuos selecionados para formagao de pools de plantas
resistentes e suscetiveis para analises do transcriptoma da

interacdo.
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Extracao de RNA total e sequenciamento do transcriptoma da interagao

Foram obtidas amostras de RNA total do caule de plantas de
Eucalyptus puro, integro e nas concentragbes necessarias para 0
sequenciamento por RNASeq, confirmado pela analise com o Bioanalyzer
2100. Também foi observado o padrao tipico para RNA total nos
electroferogramas com os picos correspondentes aos RNAs das
subunidades ribossomais. A maioria das amostras de RNA total obtidas
apresentou RINs >8 e no minimo 0,1-1ug de massa no Qubit 2.0, valores
considerados minimos necessarios para o preparo das bibliotecas de cDNA,
objetivando o0 sequenciamento com equipamentos lllumina. O
sequenciamento gerou 269 milhdes de leituras (reads) paired end, sendo
141 milhdes correspondentes aos pools R e S de plantas inoculadas com o
fungo (bibliotecas T1 e T3) e 127 milhdes aos pools R e S de plantas n&o
inoculadas (T2 e T4).

Analises de bioinformatica
Mapeamento de leituras (reads)

As leituras (reads) foram mapeadas contra as sequéncias codificantes
do E. grandis (arquivo "Egrandis_201_v1.1.cds.fa" com 46.315 sequéncias)
do Phytozome. Para cada biblioteca sequenciada, aproximadamente 80%
dos reads foram alinhados com E. grandis. Além disso, as leituras foram
mapeadas no genoma de C. cacoufunesta, como tentativa de identificar os
transcritos pertencentes ao fungo. Como esperado, a menor fracdo dos
reads obtidos a partir dos pools R e S de plantas nao inoculadas foi alinhada

com o genoma de C. cacaofunesta (Tabela 1).
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Tabela 1 - Numero de leituras (reads) total e alinhadas com os genomas de

referéncia de Eucalyptus grandis e Ceratocystis cacaofunesta por

tratamento
Bibiloteca® Total_ de Leituras Alinhadas com Alinhadas com

(Paired Reads) E. grandis C. cacaofunesta
T1_12h 23.017.290 9.585.814 (81,56%) 61.298 (0,27%)
T1_18h 27.545.430 11536813 (81,45%) 146241 (0,53%) &
T1_24h 15.469.018 6308382 (79,89%) 162878 (1%) E
T3_12h 19.606.082 7945718 (79,71%) 54511 (0,28%) §
T3_18h 24732690 9988841 (79,18%) 137240 (0,55%) £
T3 24h 31575802 12675750 (78,78%) 593791 (1,88%)
T2_12h 14847494 6083212 (80%) 4183 (0,03%) 4
T2_18h 31415744 13085510 (81,13%) 6207 (0,02%) K
T2 _24h 18703508 7610637 (79,74%) 2297 (0,01%) ‘_3’
T4 _12h 17929814 7338050 (80,18%) 6007 (0,03%) _g
T4_18h 30677344 10337148 (66,22%) 4213 (0,01%) R
T4 24h 14386062 5907131 (80,53%) 2636 (0,02%) <

* Tratamento = Tempo de coleta.

As Dbibliotecas correspondentes ao pool S inoculado (T3)
apresentaram a maior porcentagem de alinhamento com o genoma do
fungo, seguido do pool R inoculado (T1). Congruentemente, pools R e S de

plantas n&o inoculadas (T2 e T4) apresentaram as menores porcentagens.

Para conhecer a variabilidade entre amostras apds o alinhamento
foram realizadas analises de componentes principais (PCA), utilizando-se
como base a tabela de read counts langada pelo RSEM. O agrupamento
das amostras com base no alinhamento com E. grandis, indicou que a
maioria da variagdo na expressiao génica é, principalmente, devido aos
diferentes tempos analisados. Assim, trés grupos foram formados, cada um
constituido pelas amostras correspondentes as 12, 18 e 24 hai, devendo ser
ressaltado que as amostras correspondentes a pools R e S de plantas
inoculadas (T1 e T3) estiveram proximas as amostras dos pools R e S de

plantas n&o inoculadas (T2 e T4) (Figura 4).
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Figura4 - Andlises de componentes principais (Principal Components
Analysis, PCA) apresentando a variagao bioldgica intrinseca entre
as amostras com base no alinhamento com Eucalyptus grandis. *

T = Tratamentos.

Analises da expressao génica diferencial em Eucalyptus grandis

As analises de expressdo génica diferencial nos diferentes
tratamentos permitiram detectar 39.427 transcritos mapeados contra as
sequéncias codificantes de E. grandis ("Egrandis_201_v1.1.cds.fa" com
46.315 sequéncias), dos quais 3.170 corresponderam a "TCONS", que sao
consideradas novos transcritos ou erros durante o alinhamento. Alguns

desses transcritos foram comuns nos diferentes tratamentos (inoculado e
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nao inoculado) e agrupados, neste trabalho, de acordo com a caracteristica
de induzidos (up-regulated) ou reprimidos (down-regulated) (Figura 5). Nos
trés tempos analisados, 721 genes foram diferencialmente expressos nos
pools R e S de plantas inoculadas (T1 e T3), dos quais 405 foram induzidos
e 316 reprimidos. Dos genes induzidos, 13 foram comuns nos trés tempos,
22 foram comuns entre 12 e 18 hai, 10 entre 12 e 24 hai e 16 entre 18 e 24
hai. Por outro lado, 142 genes induzidos foram exclusivos de amostras
coletadas as 12 hai, 168 as18 hai e 34 as 24 hai. Dos genes reprimidos, oito
foram comuns nos trés tempos, 19 foram comuns as 12 e 18 hai, 11 as 12 e
24 hai e 8 as 18 hai e 24 hai. Dos genes reprimidos, 169 foram exclusivos
as 12 hai, 71 as 18 hai e 30 as 24 hai (Figura 5). Nos pools R e S de plantas
ndo inoculadas (T2 e T4), 1.329 genes foram diferencialmente expressos
nos trés tempos analisados, sendo o numero de transcritos em comuns nos

diferentes tempos préximo ao do tratamento inoculado.

Pools plantas inoculadas (T1 e T3)

12 h Bh

Ni2h-187
Nish-219
N2anh=73

Genes induzidos

Ni2h=207
nieh=106
N2anh=57

Genes reprimidos
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Figura 5 - Genes diferencialmente expressos e em comuns nos pools de
Eucalyptus spp. nos tratamentos de plantas inoculadas (T1 e T3)
com Ceratocystis fimbriata, separados de acordo com a
caracteristica de genes induzidos (up-regulated) e reprimididos

(down-regulated).

Os resultados do transcriptoma revelaram uma nitida diferenga no
padrdo de expressado dos genes entre o pool S e pool R inoculados com C.
fimbriata. O pool R apresentou numero maior de genes induzidos
relacionados com a defesa nas primeiras horas (12 hai), quando
comparados com o pool S, que responderam mais tardiamente, o que foi
corroborado pelo numero maior desses genes induzidos as 24 hai. Ja a
quantidade de genes reprimidos foi similar em ambos pools.

No geral, foi constatado numero maior de genes induzidos que
reprimidos, independentemente do tempo (Figura 6). Um total de 1.470
genes foi diferencialmente expresso nos pools R e S as 12 hai (902 genes
induzidos e 568 genes reprimidos, Figura 6a), sendo observada diminuicéo
nos niveis transcricionais nos tempos posteriores (553 genes as 18 hai e 565
as 24 hai, Figuras 6b, c). As 12 hai, as plantas do pool R apresentaram
maior numero de genes induzidos (634 transcritos), quando comparadas
com as plantas do pool S (321 transcritos). Nesse tempo, o numero de
genes reprimidos foi igual em ambos os pools (297 transcritos), sendo
constatados 271 transcritos diferentes em cada pool (Figura 6a). O mesmo
padrdo foi observado as 18 e 24 hai, com a diferenga de que as 24 hai
houve diminuicdo no numero de genes induzidos em plantas do poo/ R (200

genes) e aumento no pool S (392 transcritos) (Figuras 6b e c).
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Figura 6 - Total de genes diferencialmente expressos em pools de plantas
resistentes e suscetiveis de Eucalyptus spp. em resposta a
infecdo de Ceratocystis fimbriata, a partir de dados de RNA-seq.
Total de genes (a) induzidos ou up-regulated e (b) reprimidos ou

down-regulated entre gendtipos e tratamentos.
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Na analise de agrupamento de genes diferencialmente expressos no
pool R foram formados sete grupos ou clusters diferentes de expressao,
sendo novamente constatado que a expressao génica mudou entre os
tempos analisados € que o maior numero de genes foi induzido as 12 hai
nesse pool (Figura 7a). Os valores dos log2(fold change) foram inseridos em

graficos de tendéncia em relagcdo ao tempo (Figura 7b).
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Figura7 - Agrupamento de genes com base no perfil de expressao génica
(Heatmap) no pool de plantas de Eucalyptus spp. resistentes (R) a
murcha-de-Ceratocystis as 12, 18 e 24 horas apds inoculacoes

(hai) com Ceratocystis fimbriata. Todos os genes diferencialmente
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expressos foram agrupados tanto pela variagao dos valores de
log2(fold change). Na horizontal tem-se a diferenca de valores de
log2(fold change) entre 12, 18 e 24 hai, enquanto na vertical tem-
se 0 agrupamento dos genes (em clusters) quanto ao perfil de
expressdo ao longo do tempo. Tons verdes indicam genes
reprimidos e tons vermelhos, genes induzidos (a). Graficos dos
agrupamentos de genes com base nos perfis similares de
expressdo ao longo do tempo (clusters), onde a linha amarela
representa a média dos valores de log2(fold change) dos pontos

em cada tempo (b).

Comparando os genes diferencialmente expressos em comuns entre
os tempos em plantas do pool R, constatou-se que dos genes induzidos 494
foram exclusivos as 12 hai, 110 as 18 hai e 68 as 24 hai (Figura 8a). Dos
genes reprimidos, 259 foram exclusivos as 12 hai, 58 as 18 hai e 29 as 24
hai (Figura 8b).

Pools plantas Resistentes (R)

12 h 18 h 12 h 18 h

24 h 24 h

a. Genes induzidos b. Genes reprimidos
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Figura 8 - Numero de genes (a) induzidos (up-regulated) e (b) reprimidos
(down-regulated) em plantas de Eucalyptus spp. do pool
resistente, exclusivos e em comum as 12, 18 e 24 horas apos

inoculagdo com Ceratocystis fimbriata.

Identificagao de genes diferencialmente expressos

As analises de enriquecimento de ontologia génica (GO) no processo
biolégico mostraram que as respostas das plantas de Eucalyptus spp. do
pool R as 12 hai com C. fimbriata compreende, em ordem de maior
representacdo, a ativagao de processos de redugao-oxidagao, seguidos da
resposta de defesa, resposta a estimulo bidtico, metabolismo, fosforilizagao
de proteinas, metabolismo de carboidratos, protedlises, transporte
transmembrana, metabolismo de lipideos, processos biossintéticos e
resposta ao estresse oxidativo, sendo este ultimo nao representado no pool
S, entre outros (Figura 9a).

Os genes diferencialmente expressos em plantas do pool S as 12 hai
também foram anotados e representados em varias categorias funcionais
para 0s processos biologicos, em ordem de maior representagdo, sendo:
processos de redugao-oxidacdo, metabdlicos, fosforilizagcdo de proteinas,
metabolismo de carboidratos, transporte transmembrana, entre outros.
Constatou-se que as respostas de defesa e o estimulo biético no pool S
apresentaram representacao inferior em comparagao ao pool R (Figura 9b).
De modo geral, os pools R e S de plantas inoculadas apresentaram genes
relacionados com a resposta de defesa ao patdgeno, categorizados em
processos como resposta de defesa, resposta a estimulo bidtico e resposta
a estresse. Entretanto, a quantidade de GOs representados em cada

categoria variou entre os pools.
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Figura 9 - Analises de enriquecimento de termos de ontologia génica (Gene
ontology, GQO) para “processos bioloégicos”. Somente os
transcritos alinhados com o genoma de Eucalyptus grandis
diferencialmente expressos nos pools R (a) e S (b) as 12 horas
apo6s as inoculagdes com Ceratocystis fimbriata foram utilizados

nesta analise.

Como o fungo C. fimbriata alterou a expressdo de muitos genes
envolvidos na defesa de plantas de Eucalyptus spp. nos trés tempos
analisados, eles foram classificados e agrupados de acordo com as suas
funcdes na defesa. Entre esses grupos funcionais sobressairam as proteinas
de reconhecimento de patdégeno ou receptores ricos em leucina, conhecidos
como receptores tipo quinases (Receptor like kinase, RLK), com um total de
33 genes diferencialmente expressos (Tabela 3 e Anexo A); a sinalizagao de
calcio, com 27 transcritos (Tabela 3 e Anexo A); os fatores de transcrigéo
(FTs), com 68 transcritos (Tabela 4 e Anexo B); a sinalizagdo hormonal, com
79 transcritos (Tabela 5 e Anexo C); o sistema redox (processos de redugao-
oxidagao), com 115 transcritos (Tabela 6 e Anexo D), sendo essa a via com

o maior numero de genes diferencialmente expressos; as proteinas
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relacionadas a patogenicidade (PRs), com 49 transcritos (Anexo E); e outros
genes de defesa, com 46 transcritos (Tabela 7 e Anexo E).

No geral, os pools R e S apresentaram o maior numero de genes
reprimidos em todos os grupos funcionais as 12 hai, comparado com os
outros tempos (Tabela 2). J& o numero de genes induzidos apresentou
comportamento inverso entre os pools R e S. As 12 hai, todos os grupos
funcionais apresentaram o maior numero de genes induzidos no pool R,
quando comparado com os outros tempos, destacando-se o sistema redox,
os genes PRs e outros genes de defesa. Por outro lado, para o pool S, a
maioria dos grupos funcionais apresentou o menor numero de genes

induzidos as 12 hai, com um aumento consideravel as 24 hai (Tabela 2).

Tabela 2 -Numero de genes induzidos e reprimidos por grupo funcional nos
pools de plantas resistentes (R) e suscetivies (S) por tempo

avaliado

No. Genes Induzidos No. Genes Reprimidos

Grupo Funcional Pool R Pool S Pool R Pool S

12 18 24 12 18 24 12 18 24 12 18 24
hai hai hai hai hai hai hai hai hai hai hai hai

Receptores tipo quinases (RLK) 13 5 1 3 1 4 2 2 0 7 1 0

Sinalizacao de calcio 12 5 4 1 1 7 5 1 0 1 1 0
Fatores de transcrigéo (FTs) 21 4 6 12 4 22 8 2 1 9 1 0
Sinalizagao hormonal 28 11 8 7 15 28 5 1 0 10 1 0
Sistema redox 53 15 11 12 25 31| 13 0 0 5 2 0
Genes PRs 37 3 5 4 24 21 1 1 0 1 0 0

Outros genes de defesa 35 20 4 3 18 15 2 0 1 5 3 0

A fim de compreender a resposta de defesa de plantas resistentes de
Eucalyptus spp. a murcha-de-Ceratocystis, causada por C. fimbriata, foram
identificados e comparados os genes diferencialmente expressos as 12 hai
nos pools R e S, para os principais grupos funcionais. Em relagdo ao grupo
de genes codificadores de receptores tipo quinases, no poo/ R 13 foram

identificados genes induzidos e apenas dois reprimidos (Tabela 3). Entre os
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transcritos relacionados com a sinalizagdo dependente do calcio, foram
identificados genes que codificam proteinas de ligagcdo ao calcio
calmodulina, a fosfodiesterase dependente do calcio, proteinas EF-Hand
ligantes de calcio, entre outras. No pool R o numero maior desses genes foi
induzido (12 transcritos), tendo sido encontrados apenas cinco reprimidos

(Tabela 3). No pool S somente um gene foi induzido € um reprimido.
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Tabela 3 - Receptores quinases e genes envolvidos na sinalizagdo de calcio, cujos niveis de expressao (Log2 foldchange) foram

afetados por Ceratocystis fimbriata em Eucalyptus spp. as 12 hai

Familia Génica £. grandis Gene Descrigdo GO Pool Pool

Eucgr.100025 Transmembrane receptors;ATP binding [ 305 -
Eucgr.G00255 Receptor lectin kinase - -1,29
Eucgr.K03066 Receptor lectin kinase [114 ] -
Eucgr.G01510 Receptor lectin kinase -1,30 -
Eucgr.L00813 Receptor-like kinase in flowers 1 - -
Eucgr.H01603 Receptor-like kinase in in flowers 3 -
Eucgr.L01216 Receptor-like protein kinase 1 - -2,44

® Eucgr.A00564 Receptor like protein 6 - -1,39

b4 Eucgr.A01726 Receptor-like protein kinase-related family protein -

8 Eucgr.A01731 Receptor-like protein kinase-related family protein -

'S Eucgr.A01728 Receptor-like protein kinase-related family protein

g' Eucgr.A01729 Receptor-like protein kinase-related family protein

.g. Receptor-like kinase Eucgr.K01597 BRI1-associated receptor kinase

" Eucgr.K01611 BRI1-associated receptor kinase

g Eucgr.E01789 Cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 10

5 Eucgr.E03589 Cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 29

I Eucgr.B00290 Cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 42

@ Eucgr.B00292 Cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 42
Eucgr.J03152 Glutamate receptor 2.7
Eucgr.B00241 Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein -2,97
Eucgr.H03824 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family;transmembrane

receptors;

Eucgr.D00069 Disease resistance protein (TIR-NBS class) -
Eucgr.H01894 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family -
Eucgr.B01956 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative -
Eucgr.L00518 Phytosulfokin receptor 1 -
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Eucgr.F02935

Calcium-binding EF-hand family protein

. i . Eucgr.F02936 Calcium-binding EF-hand family protein
° Calcium-binding EF-hand family Eucgr.B00947 Calcium-binding EF-hand family protein
S Eucgr.H02910 Calcium-binding EF-hand family protein
3 Calcium-dependent phosphotriesterase Eucgr.H01013 Calcium-dependent phosphotriesterase superfamily protein
% superfamily Eucgr.J02521 Calcium-dependent phosphotriesterase superfamily protein
g Calcium-dependent lipid-binding Eucgr.F028461 Calcium-dependent lipid-binding (calb domain) family protein
2 Eucgr.B00128 Calmodulin like 37
§ Eucgr.B00125 Calmodulin like 37
3 Eucgr.F03632 Calmodulin like 37
) Calmodulin (CaM) Eucgr.B00123 Calmodulin like 37
& Eucgr.B00124 Calmodulin like 37
% Eucgr.B00127 Calmodulin like 37
-",S, Eucgr.A00852 Calmodulin like 42
Eucgr.F02431 Annexin 1 -1,07 -
Outras Eucgr.F02433 Annexin 7 -1,21 -
Eucgr.L01282 Calcium-dependent protein kinase 29 -1,67 -

Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estdo indicados em vermelho e verde, respectivamente.
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Entre as familias de fatores de transcrigdo (FTs) que foram
diferencialmente expressas as 12 hai em Eucalyptus, em resposta ao ataque
de C. fimbriata, foram identificadas a WRKY, NAC, bHLH, TCP, bZIP, AP2,
CBF, entre outras (Tabela 4). Dos nove genes WRKY diferencialmente
expressos, o WRKY DNA-binding protein 72 destacou-se por ter sua
expressdo aumentada em até 4,28 (Eucgr.K02453) no pool R e quatro
transcritos foram unicamente observados nesse pool (Eucgr.G02469,
Eucgr.K02453, Eucgr.l01633, Eucgr.K00786). No pool S apenas trés genes
dessa familia foram induzidos e um reprimido nesse tempo. A familia de FTs
responsivos ao etileno/apetala (AP2/ERFs) também se destacou, tendo oito
transcritos induzidos no pool R e um no pool S. Um gene redox Responsive
Transcription Factor1 (RRTF1; Eucgr.l01153) e um fator de ligagcdo a
repeticdo-C 4 (CBF4; Eucgr.A02818) apresentaram aumento em expressdes

apenas no pool R (Tabela 4).
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Eucalyptus spp. as 12 hai

Tabela 4 -Fatores de transcricdo cujos niveis de expressao (Log2 foldchange) foram afetados por

Ceratocystis fimbriata em

Familia Génica

E. grandis Gene

Descrigao GO

PoolR Pool S

86

ID
Eucgr.G02469 WRKY DNA-binding protein 3 -
Eucgr.G00619 WRKY DNA-binding protein 9 -
Eucgr.D01811 WRKY DNA-binding protein 27
Eucgr.C02660 WRKY DNA-binding protein 60
WRKY Eucgr.K02453 WRKY DNA-binding protein 72
Eucgr.101927 WRKY DNA-binding protein 72
Eucgr.101633 WRKY DNA-binding protein 75
Eucgr.K00786 WRKY family transcription factor
Eucgr.D02359 WRKY family transcription factor
NAC Eucgr.G01758 NAC transcription factor-like 9 -1,02 -
Eucgr.B03208 NAC-like, activated by AP3PI -
Eucgr.G03396 Basic helix-loop-helix (bhlh) DNA-binding superfamily protein E
, . . Eucgr.K01039 Basic helix-loop-helix (bhlh) DNA-binding superfamily protein -4,18 -
basic/helix-loop-helix (bHLH) Eucgr.B00366 Basic helix-loop-helix (bhih) DNA-binding superfamily protein -
Eucgr.B02000 Basic helix-loop-helix (bhlh) DNA-binding superfamily protein -
Eucgr.J01466 TCP family transcription factor -2,10 -
TEOSINTE BRANCI?’.’::g;) CYCLOIDEA e PCF Eucgr.G02354 TCP family transcription factor - [ 267 |
Eucgr.A02843 TCP family transcription factor - -1,05
. . . Eucgr.102396 Basic leucine-zipper 44 f
basic leucine-zipper (bZIP) Eucgr.J02482 Basic-leucine zipper (bzip) transcription factor family protein - -4,71
Eucgr.F02319 Related to AP2 1
Eucgr.F02317 Related to AP2 1
Eucgr.H04892 Related to AP2 6l
Eucgr.B03048 AP2B3 transcription factor family protein
Eucgr.G01236 AP2B3-like transcriptional factor family protein
APEEII;;\I_";’;e;I;g:Z?:(r:;gg;;Bell‘gment Eucgr.G01241 AP2B3-like transcriptional factor family protein
Eucgr.100564 AINTEGUMENTA-like 6
Eucgr.C03297 Integrase-type DNA-binding superfamily protein
Eucgr.C03785 Integrase-type DNA-binding superfamily protein
Eucgr.C00780 Integrase-type DNA-binding superfamily protein




Eucgr.A02924 Ethylene-responsive element binding factor 13

Eucgr.101153 Redox responsive transcription factor 1(RRTF1)
C-repeat-binding factor/dehydration Eucgr.D01925 C-repeatdre binding factor 2
responsive element-binding factor (CBF) Eucgr.A02818 C-repeat-binding factor 4 (CBF4)
Eucgr.D02645 Homeobox 7
Eucgr.F02206 Homeobox-leucine zipper protein family
Eucgr.B00171 BTB and TAZ domain protein 1
Eucgr.K02284 NF-X-like 1
Outras Eucgr.F03621 PLATZ transcription factor family protein
Eucgr.A01572 Sequence-specific DNA binding transcription factors
Eucgr.H00624 Basic transcription factor 3
Eucgr.D00033 FRS (FAR1 Related Sequences) transcription factor family
Eucgr.G02787 Pseudo-response regulator 7
Eucgr.A00903 GRAS family transcription factor

Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estdo indicados em vermelho e verde, respectivamente.
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Em referéncia aos genes envolvidos na sinalizagc&do hormonal, varios
genes relacionados com auxinas (Auxin-related gene) foram
diferencialmente expressos, como genes das familias auxin-responsive
Gretchen Hagen 3 (GH3), Small Auxin Up RNA (SAUR), o transportador de
auxina Auxin efflux carrier e glutationa-S-transferases (GSTs; Tabela 5).
Quatorze desses genes tiveram suas expressodes induzidas no pool R, dos
quais um GH3 (Eucgr.E00072) e seis GSTs (Eucgr.H00155, Eucgr.D00025,
Eucgr.D00024, Eucgr.H00110, Eucgr.HO0157 e Eucgr.K03036) foram
unicamente expressos nesse pool (Anexo C). Com relagdo aos genes GSTSs,
11 genes foram induzidos no pool R, enquanto apenas dois apresentaram
aumento nas suas expressdes no pool S. Dos genes relacionados com
auxinas, dois SAUR (Eucgr.J02607 e Eucgr.l01337), um GST
(Eucgr.F01424) e dois genes Dormancy/auxin associated (Eucgr.H04545 e
Eucgr.102133) foram reprimidos as 12 hai exclusivamente no pool S (Tabela
5). Outros genes relacionados com a sinalizagdo hormonal que foram
diferencialmente expressos pertencem as familias 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) sintase (ACS), 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC)
oxidase (ACO) e UDP-glycosyl transferase (GTFs). Quatro genes ACS e
nove GTFs foram induzidos unicamente no pool R. No pool S, apenas dois
genes GTFs foram induzidos nesse tempo. Por outro lado, cinco genes
GTFs foram unicamente identificados nesse ultimo pool/ como reprimidos
(Tabela 5).
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Tabela 5 - Genes envolvidos na sinalizagao homonal cujos niveis de expressao (Log2 foldchange) foram afetados por Ceratocystis

fimbriata em Eucalyptus spp. as 12 hai

E. grandis Gene

Familia Génica D Descrigao GO PoolR Pool S
Eucgr.E00072 Auxin-responsive GH3 family protein
Gretchen Hagen 3 (GH3) Eucgr.H02264 Auxin-responsive GH3 family protein
Eucgr.F02085 SAUR-like auxin-responsive protein family
Small Auxin Up RNA (SAUR) Eucgr.J02607 SAUR-like auxin-responsive protein family
Eucgr.101337 SAUR-like auxin-responsive protein family
» Eucgr.H01172 Glutathione S-transferase 6
,E Eucgr.H00155 Glutathione S-transferase tau 7
X Eucgr.D00025 Glutathione S-transferase tau 7
g Eucgr.D00024 Glutathione S-transferase tau 7
I Eucgr.H00110 Glutathione S-transferase tau 7
9 Eucgr.K03036 Glutathione S-transferase TAU 8
o i Eucgr.K03034 Glutathione S-transferase TAU 8
§ Glutationa-S-transferase (GSTs) Eucgr.K03029 Glutathione S-transferase TAU 8
g Eucgr.K03031 Glutathione S-transferase TAU 8
E Eucgr.K03039 Glutathione S-transferase TAU 8
b4 Eucgr.K01234 Glutathione S-transferase PHI 9
5 Eucgr.F01433 Glutathione S-transferase TAU 19
© Eucgr.B02774 Glutathione S-transferase TAU 19
Eucgr.F01424 Glutathione S-transferase TAU 19
Auxin Efflux Carrier (AEC) Family Eucgr.B01403 Auxin efflux carrier family protein
Dormancyauxin associated family Eucgr.H04545 Dormancyauxin associated family protein
Eucgr.l02133 Dormancyauxin associated family protein
Proteina da familia auxina-responsivos Eucgr.H00499 Auxin-responsive family protein
Eucgr.D01814 ACC synthase 1
1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) synthase (ACS) Eucgr.D01815 ACC synthase 1
gene family Eucgr.D01817 ACC synthase 1
Eucgr.L02435 ACC synthase 1
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1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) oxidase (ACO)

. Eucgr.C03886 ACC oxidase 1 -
gene family
Eucgr.L01657 UDP-glucosyl transferase 72E1 -1,30 -
Eucgr.101117 UDP-glucosyl transferase 73B3 -
Eucgr.G02439 UDP-glucosyl transferase 73B3 - -2,96
Eucgr.E02950 UDP-glycosyltransferase 73B4 -
Eucgr.101116 UDP-glycosyltransferase 73B4 -
Eucgr.E01247 UDP-glucosyl transferase 73D1;UDP-glucosyl transferase 85A5 - -2,21
Eucgr.H00279 UDP-glucosyltransferase 74F2
Eucgr.L00991 UDP-glucosyl transferase 85A2
Eucgr.F03599 UDP-glucosyl transferase 85A3
. Eucgr.A02709 UDP-glucosyl transferase 88A1

UDP-glycosyltransferase family (GTFs) Eucgr.L00635 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.K02513 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.A00942 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.H00446 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.A01606 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.G02216 UDP-glucosyl transferase 85A3;UDR-GchosyItransferase

superfamily protein

Eucgr.E01068 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.C01902 UDP-glucosyl transferase 88A1
Eucgr.FO0339 UDP-glucosyl transferase 85A2 - -3,80

Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estdo indicados em vermelho e verde, respectivamente.
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No quese refere a homeostase redox, muitos genes desse grupo
foram identificados entre os transcritos expressos diferencialmente em
Eucalyptus, apés a infegdo do patdogeno, como: genes que pertencem as
familias Citocromo P450 (CYP450), FAD-binding Berberine, FADNAD(P)-
binding oxidoreductase, oxigenase dependente de 2-oxoglutarato (20G) e
de Fe Il, e Glutationa-S-transferase (GST). Notoriamente, as 12 horas de
contato com o patégeno, 23 genes CYP450 foram induzidos no pool R e
apenas seis foram induzidos no pool S. Genes FAD-binding Berberine,
FADNAD(P)-binding oxidoreductase, oxigenase dependente de 2-
oxoglutarato (20G) e de Fe |l também foram bem representados entre os
genes induzidos no pool R, no entanto poucos desses genes foram
induzidos no pool S. Outros genes relacionados com o sistema redox de
grande importancia na defesa que foram induzidos em eucalipto em resposta
a C. fimbriata sao os genes de peroxidases (POX, possiveis PR-9) e Flavina

monooxigenases (FMO) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Peroxidases e genes do sistema redox cujos niveis de expressao (Log2 foldchange) foram afetados por Ceratocystis

fimbriata em Eucalyptus spp., as 12 hai

Familia Génica

E. grandis Gene ID

Descrigao GO

Cytochrome P450 (CYP450)

Eucgr.H04879
Eucgr.B00116
Eucgr.H04878
Eucgr.D00203
Eucgr.B03255
Eucgr.FO00172
Eucgr.Jo0477
Eucgr.D01952
Eucgr.100766

Eucgr.D01027
Eucgr.B04037
Eucgr.H01954
Eucgr.K03296
Eucgr.F01486
Eucgr.D01956
Eucgr.D01955
Eucgr.C02162
Eucgr.A01647
Eucgr.C00059
Eucgr.C02161
Eucgr.A01644
Eucgr.100744

Eucgr.E01149
Eucgr.FO1390
Eucgr.J02808
Eucgr.B02269
Eucgr.J01934
Eucgr.B00716
Eucgr.L00957
Eucgr.L00981

Cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 35
Cytochrome P450, family 94, subfamily B, polypeptide 3
Cytochrome P450, family 71, subfamily A, polypeptide 25
Cytochrome P450, family 706, subfamily A, polypeptide 6
Cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 34
Cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 3
Cytochrome P450, family 94, subfamily C, polypeptide 1

Cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 1

Cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 2
Cytochrome P450, family 716, subfamily A, polypeptide 1
Cytochrome P450, family 714, subfamily A, polypeptide 1
Cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4
Cytochrome P450, family 94, subfamily B, polypeptide 1

Cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4
Cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 4
Cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 4
Cytochrome P450, family 716, subfamily A, polypeptide 1
Cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 4
Cytochrome P450, family 716, subfamily A, polypeptide 1
Cytochrome P450, family 716, subfamily A, polypeptide 1
Cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 4
Cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 8
Cytochrome P450, family 707, subfamily A, polypeptide 1
Cytochrome P450, family 72, subfamily A, polypeptide 15

Cytochrome P450 superfamily protein

Cytochrome P450, family 86, subfamily A, polypeptide 1

Cytochrome P450, family 86, subfamily A, polypeptide 1

Cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 34
Cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4
Cytochrome P450, family 71, subfamily A, polypeptide 26
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Eucgr.G03199

Cytochrome P450, family 98, subfamily A, polypeptide 3

Eucgr.K02128 Cytochrome P450, family 82, subfamily G, polypeptide 1
Eucgr.E03682 Cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 6
Eucgr.L02217 Cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4
Eucgr.D02644 Cytochrome P450, family 78, subfamily A, polypeptide 6
Eucgr.F02489 Cytochrome P450, family 735, subfamily A, polypeptide 1
Eucgr.D00070 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D01003 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D01004 FAD-binding Berberine family protein
FAD-binding Berberine family Eucgr.D00073 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D01005 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D01008 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D00077 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.J03128 FADNAD(P)-binding oxidoreductase family protein

FADNAD(P)-binding oxidoreductase family

Eucgr.100273
Eucgr.101449
Eucgr.102513

FADNAD(P)-binding oxidoreductase family protein
FADNAD(P)-binding oxidoreductase family protein
FADNAD(P)-binding oxidoreductase family protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent
oxygenase superfamily

Eucgr.C01285
Eucgr.C01029
Eucgr.A02644
Eucgr.A01598
Eucgr.H02600
Eucgr.C01027
Eucgr.J00951

Eucgr.F02563
Eucgr.101203

Eucgr.J03005
Eucgr.A00518
Eucgr.B02658
Eucgr.L00350
Eucgr.K02978
Eucgr.101191

Eucgr.K02429

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein
2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase superfamily protein

-1,33

Peroxidases (possiveis PR-9)

Eucgr.J01616
Eucgr.H03915
Eucgr.H03910
Eucgr.A00966
Eucgr.B03091

Peroxidase superfamily protein
Peroxidase superfamily protein
Peroxidase superfamily protein
Peroxidase superfamily protein
Peroxidase superfamily protein
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Eucgr.G02397 Peroxidase superfamily protein

Eucgr.G01642 Peroxidase superfamily protein
Eucgr.l01176 Peroxidase superfamily protein
Eucgr.C03288 Flavin-dependent monooxygenase 1
Eucgr.G01845 Flavin-dependent monooxygenase 1
Flavina monooxigenases (FMO) Eucgr.D02484 Flavin-binding monooxygenase family protein
Eucgr.G00316 Flavin-containing monooxygenase family protein

Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estdo indicados em vermelho e verde, respectivamente.
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Numerosos genes de proteinas relacionadas com a patogenicidade
(PR; Pathogenesis Related) exibiram valores particularmente elevados na
sua expressao, principalmente no pool R as 12 hai (Tabela 7). Enquanto no
pool R foram identificados trés genes PR-1, dois PR-4 (quitinases), dois PR-
5 (proteinas com dominio taumatina), cinco possiveis PR-9 (peroxidases) e
30 genes PR-10 (proteina principal do latex/major latex like protein-MLP),
com aumentos transcricionais, no pool S somente um gene PR-5, um
possivel PR-9 e um gene PR-10 foram induzidos apds invasao do patoégeno.
Além disso, particularmente, um gene PR-9 (Eucgr.l01176) e um PR-10
(Eucgr.A00162) foram reprimidos unicamente no pool S (Tabela 7).

Outros genes de defesa como quitinases, genes relacionados com a
biossinteses de compostos fendlicos e fortalecimento da parede celular
como a enzima fenilalanina aménia-liase (PAL), a glicoproteina rica em
hidroxiprolina abundantes de embriogénese tardia (LEA) implicada na
resposta ao estresse hidrico, entre outros, foram diferencialmente expressos
em plantas de Eucalyptus spp. inoculadas como o fungo (Tabela 7). Onze
genes codificadores de quitinases foram induzidos em plantas do pool R e
s6 quatro no pool S, no qual também quatro genes quitinases foram
reprimidos. No que se refere a PAL, quatro genes foram induzidos no pool R
e nenhum no pool S. Genes LEA estiveram entre os mais representativos no
pool R, sendo encontrados 19 genes induzidos e um reprimido, enquanto no
pool S somente um gene LEA foi induzido e outro reprimido (Tabela 7).

Outros genes relacionados a biossintese de parede celular, como
xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase (XTH), e ao metabolismo como
componentes do complexo Acetil coenzima A carboxilase, ACC synthase 1,
hydroxy methylglutaryl CoA reductase 1, acyl-CoA sterol acyl transferase 1,
Acyl-CoA N-acyltransferases (NAT) superfamily protein, hexokinase 2
também foram diferencialmente expressos em plantas de Eucalyptus em
resposta a infegdo de C. fimbriata. De modo geral, genes relacionados com
a defesa contra patdégenos foram reprimidos principalmente as 12 hai no
pool de plantas R; entre esses, genes de proteinas PRs (proteinas MLP,
receptores tipo quinases e genes de proteinas com dominio TIR-NBS-LRR,
entre outras), peroxidases, fatores de transcricdo (WRKY, bHLH NAC,
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PLATZ, AP2B3, TCP), glutathione S-transferase, genes relacionados com a
biossintesis de parede celular (Xyloglucan endotransglucosylase),
sinalizagdo hormonal (lipoxigenases, giberelina), proteinas com repeticoes

ricas em leucina, entre outros.
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Tabela 7 - Genes relacionados a patogenicidade (PRs) e outros genes de defesa cujos niveis de

foram afetados por Ceratocystis fimbriata em Eucalyptus spp. as 12 hai

expressao (Log2 foldchange)

E. grandis Gene

Familia Génica D Descrigao GO

Eucgr.L02505 Pathogenesis-related gene 1

PR-1 Eucgr.G01134 Pathogenesis-related gene 1
Eucgr.L01707 Pathogenesis-related gene 1

PR-4 Eucgr.B02124 Pathogenesis-related 4
Eucgr.L03258 Pathogenesis-related 4
Eucgr.E01382 Pathogenesis-related thaumatin superfamily protein

PR-5 Eucgr.E01384 Pathogenesis-related thaumatin superfamily protein
Eucgr.E01385 Pathogenesis-related thaumatin superfamily protein
Eucgr.H03994 MLP-like protein 423
Eucgr.H03995 MLP-like protein 423
Eucgr.H04000 MLP-like protein 423
Eucgr.H04009 MLP-like protein 423
Eucgr.L02480 MLP-like protein 423
Eucgr.H03993 MLP-like protein 423
Eucgr.H03988 MLP-like protein 423
Eucgr.H04019 MLP-like protein 423
Eucgr.H03997 MLP-like protein 423
Eucgr.H03987 MLP-like protein 423

PR-10 Eucgr.100894 MLP-like protein 423

Eucgr.100900

Eucgr.A00125
Eucgr.100902

Eucgr.H04012
Eucgr.H03990
Eucgr.100897

Eucgr.H04017
Eucgr.H03989
Eucgr.H04018
Eucgr.A00141
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MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423

PoolR Pool S



Eucgr.100898

MLP-like protein 423

Eucgr.H04003 MLP-like protein 423

Eucgr.H04001 MLP-like protein 423

Eucgr.H04016 MLP-like protein 423

Eucgr.H04007 MLP-like protein 423

Eucgr.H04002 MLP-like protein 423

Eucgr.H03998 MLP-like protein 423

Eucgr.A00162 MLP-like protein 423

Eucgr.A00133 MLP-like protein 423

Eucgr.B02546 MLP-like protein 423

Eucgr.l00896 MLP-like protein 423

Eucgr.C02416 Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5, and Pathogenesis-related 1 proteinn

Eucgr.C02418 Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5, and Pathogenesis-related 1 protein

Eucgr.C00383 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain

Eucgr.C00393 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain

Eucgr.C00395 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain

Eucgr.L01120 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain

Eucgr.C04060 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain

Eucgr.L00615 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain

Eucgr.L02946 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain
Quitinases Eucgr.A00020 Homolog of carrot EP3-3 chitinase

Eucgr.A00021 Homolog of carrot EP3-3 chitinase

Eucgr.H00324 Homolog of carrot EP3-3 chitinase

Eucgr.K02166 Homolog of carrot EP3-3 chitinase

Eucgr.102246
Eucgr.102267
Eucgr.102271

Basic chitinase
Basic chitinase
Basic chitinase

Eucgr.K00308 Chitinase A
Eucgr.G02849 Phenylalanine ammonia-lyase 2
. . Ao Eucgr.G02850 Phenylalanine ammonia-lyase 2
Fenilalanina amonia-liase (PAL) Eucgr.G02851 Phenylalanine ammonia-lyase 2
Eucgr.G02852 Phenylalanine ammonia-lyase 2
Eucgr.J02114 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
. o . . . Eucgr.B03782 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
abuil:izz':;:tzzan:r:gfi:né:;:Logrpégl(nLaE A) Eucgr.J02116 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
9 Eucgr.L02847 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Eucgr.E00792 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Eucgr.D01804 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
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Eucgr.E00798
Eucgr.E00793
Eucgr.J02119
Eucgr.E00794
Eucgr.J02115
Eucgr.E00791
Eucgr.E00795
Eucgr.J02117
Eucgr.E00788
Eucgr.F02922
Eucgr.L02846
Eucgr.E00796
Eucgr.E00095
Eucgr.L03111
Eucgr.H02278

Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-rich glycoprotein family
Late embryogenesis abundant protein, group 6

Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estdo indicados em vermelho e verde, respectivamente.

99




DISCUSSAO

As analises da expressao génica de interagdes planta-patdogeno sao
de grande relevancia para o entendimento da base molecular de doengas
especificas (Wise et al., 2007; Teixeira et al., 2014). Neste trabalho foi
quantificado e analisado o transcriptoma de plantas de Eucalyptus durante o
processo de infeccdo de C. fimbriata por meio de RNAseq, nos estagios
iniciais da interagdo, ampliando consideravelmente o entendimento atual
sobre a resisténcia a murcha-de-Ceratocystis e contribuindo para a
compreensao geral da interagéo planta-patégeno.

Nesta pesquisa foi possivel mapear um total de 39.427 transcritos
contra o arquivo "Egrandis 201 v1.1.cds.fa" de sequéncias codificantes
(46.315 sequéncias), dos quais 3.170 corresponderam a "TCONS”, que
podem ser considerados como novos transcritos, variantes de splicing, erros
durante o alinhamento ou o sequenciamento encontrados pelo pipeline
Tophat-Cufflinks-Cuffmerge-Cuffcompare, utilizado nas analises de
bioinformatica. Além dos genes conhecidos e anotados em bancos de dados
atuais, muitos novos transcritos (especialmente aqueles RNAs longos néo
codificadores) estdo faltando nos genomas de referéncia atuais. Esses
novos transcritos podem ser identificados por meio da reconstrucdo de
transcriptomas por RNA-seq, podendo-se melhorar a anotacédo de variantes
genéticas (Chen et al, 2016). Assim, uma das vantagens do
sequenciamento de transcriptomas por RNASeq ¢é a identificagdo de novos
transcritos (Denoeud et al., 2008; Trapnell et al., 2010; Roberts et al., 2011;
Wang, 2016.). Os novos possiveis transcritos identificados nesta pesquisa
servem como ferramenta para ajudar a melhorar o genoma disponivel de E.
grandis por complementagcdo da informagcdo de genes que podem estar
faltando nesse genoma.

Nas analises de enriquecimento de termos GO, foi observado que
plantas de Eucalyptus do pool R a murcha-de-Ceratocystis apresentaram
vias de respostas de defesa, resposta a estimulo bidtico e resposta a
estresse mais bem representadas quando comparadas com as plantas do

pool S. Além disso, nessas ultimas plantas o estresse oxidativo nao foi
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representado. Durante o estresse oxidativo, a exposig¢ao continua a espécies
reativas de oxigénio (EROs) cria um ambiente que afeta a homeostase redox
da célula (Alscher, 1997; Chiu & Dawes, 2012). Plantas de Eucalyptus
resistentes a murcha-de-Ceratocystis sdo mais eficientes na ativagao de
resposta de defesas contra C. fimbriata que plantas suscetiveis, nas quais o
efeito da doenca € maior pela auséncia de uma resposta ao estrese
oxidativo.

Os “processos de protedlises”, “biosintéticos” e “processos
metabodlicos de lipideos” estiveram bem representados durante a resposta
de defesa na interagdo. Quando aminodacidos livres, peptideos e proteinas
estdo presentes em altas concentragdes, eles podem contribuir para a
desintoxicacao de EROs (Drdge, 2002). Além disso, quando ha deficiéncia
de carbono durante o estresse, existe uma forte demanda de esqueletos
carbonados a partir de aminoacidos, com o objetivo de suplementar o ciclo
dos acidos tricarboxilicos, havendo produ¢do de amidas, aminoacidos e
cetoacidos (Miflin & Habash, 2002). Durante a resposta de defesa a murcha-
de-Ceratocystis, plantas de Eucalyptus ativam genes que codificam enzimas
relevantes no metabolismo de proteinas e lipideos para providenciar
compostos necessarios para produ¢ao de energia e para mitigar o estresse
oxidativo.

A resposta de defesa a fatores bidtico e abidtico envolve a
participacdo de receptores transmembranares que iniciam a transducao de
sinais em cascata, proteinas quinases, fatores de transcri¢gao, entre outros.
Em Eucalyptus, Ceratocystis fimbriata alterou a expressdo de genes de
resposta ao estresse que participam em todas as etapas desse processo,
desde receptores de reconhecimento do patégeno até genes que atuam na
formacdo da parede celular, fatores de transcricdo, genes da sinalizagao
hormonal, genes da homeostase redox, entre outros. Foi observada uma
nitida diferenga entre os pools S e R de plantas de Eucalyptus inoculadas
com C. fimbriata no padrao de expressao dos genes relacionados com a
defesa. Desta maneira, nas plantas resistentes existem mecanismos de
defesas constitutivos e outros que sao ativados apds o reconhecimento do
patdogeno. Entre os ultimos estdo a indugao dos receptores tipo quinases e
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fatores de transcricdo que ativam uma cascata de eventos moleculares e
bioquimicos, resultando na expressdo dos genes de defesa. Um esquema
geral da resposta dessas plantas ao estresse biotico causado por C.
fimbriata é apresentado na Figura 10.

Diferentes mecanismos sao utilizados pelos hospedeiros durante as
respostas de defesa, e o tempo e 0 grau em que esses mecanismos sao
ativados podem determinar o resultado da interagédo entre a planta e o
agente patogénico (Tao et al., 2003). As plantas que compdem o pool R
possuem uma resposta mais rapida ao ataque de C. fimbriata, o que foi
inferido pelo maior numero de genes relacionados com a defesa que foram
induzidos as 12 hai, fazendo com que as plantas resistentes tenham a
capacidade de inibir a colonizagdo dos tecidos e, consequentemente, o
progresso da doenca. No que se refere as plantas do pool S, varios desses
genes foram induzidos, no entanto essa indug&o aconteceu nas fases tardias
da interacédo, o que provavelmente fez com que essas plantas ndo fossem
eficazes no reconhecimento do patégeno, retardando assim a indugéo da
expressado de genes de defesa e, consequentemente, ndo sendo suficiente
para limitar a colonizagado. A ativagao da transcrigdo tardia de genes nessas
plantas pode ter refletido no geral, resultando em respostas incapazes de
impedir o patogeno de completar o seu ciclo de vida como relatado para
mildio (Li et al 2006; Huibers et al. 2009; Hok et al., 2011). Deste modo, o
fendtipo de suscetibilidade a murcha-de-Ceratocystis em Eucalyptus pode
ser atribuido a auséncia, a baixa expressdo ou a ativagdo retardada de
genes necessarios para bloquear o progresso de C. fimbriata.

A simultédnea ativacao e repressao de genes em interacdes planta-
patdogeno tem sido previamente relatada (Postel et al., 2010; Hok et al.,
2011). Também tem sido evidenciada a inibicdo do sistema imunoldgico das
plantas pelos agentes patogénicos durante o inicio da infec¢ao (Dodds et al.,
2009; Torto-Alalibo et al., 2009; Kelley et al., 2010). Ceratocystis fimbriata
colonizou tecidos de plantas de Eucalyptus resistentes nas primeiras horas
da interagdo, sem ter éxito no progresso da doenga, como observado no
trabalho de histopatologia (Capitulo 1). Pode-se hipotetizar que a represséo
de alguns genes nessas plantas durante as primeiras horas da interacao foi
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resultado de uma inibigdo por parte do patdégeno, na tentativa de colonizar

tecidos e se desenvolver com éxito no hospedeiro.
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Figura 10 - Representagdo esquematica geral da resposta de defesa de Eucalyptus spp. contra Ceratocystis fimbriata. * Os genes

representados no esquema apresentaram indugao na expressao génica no hospedeiro durante a interagao.
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Genes de receptores tipo quinases e genes de sinalizagao de calcio

Durante a resposta ao estresse nas plantas, primeiramente acontece
uma percepgao do sinal e, em seguida, a retransmissdo desse sinal no
interior da célula leva a uma resposta celular de defesa (Tena et al., 2001;
Yoo & Sheen, 2008). As proteinas quinases exercem um papel importante
nessa sinalizagao apos o reconhecimento de patogenos, levando a ativagao
dos mecanismos de defesa (Ding et al., 2009). Os receptores de membrana
tipo quinase com repeticdes ricas em leucina (LRR-RLK) s&o reguladores-
chave durante a interagdo com micro-organismos, dirigindo a resposta imune
nas plantas (Wang et al., 1998; Zipfel et al., 2004, 2006; Chinchilla et al.,
2007). Um numero maior de RLKs foi induzido em plantas de Eucalyptus do
pool R nas primeiras horas da interagcdo com C. fimbriata, quando
comparadas com as plantas do pool S. Esse resultado evidencia que as
plantas do pool R sdo capazes de reconhecer o patdogeno e ativar
mecanismos de transducéo de sinais mais rapido do que as plantas do pool/
S. A resisténcia a patégenos como Fusarium oxysporum em A. thaliana
também foi atribuida a superexpressdo de receptores tipo quinases
(Berrocal-Lobo & Molina, 2008).

No pool S de plantas de Eucalyptus oito genes RLKs foram reprimidos
as 12 h de contato com C. fimbriata, e estes genes nao foram
diferencialmente expressos no pool R. Nas regides promotoras de algumas
familias de genes relacionados com a defesa nas plantas possuem sitios de
ligacdo de FTs como o motivo W-box aos quais ligam-se WRKY (Eulgem et
al., 2000), que sado FTs que regulam a expressao de genes negativa ou
positivamente e sdo envolvidos tanto na resisténcia como na suscetibilidade
(Yu et al., 2001; Journot-Catalino et al., 2006; Knoth et al., 2007; Pandey &
Somssich, 2009). O conjunto de genes LRR-RLK expressos durante varias
interagdes planta-patégeno é conhecido por possuir motivos W-box em seus
promotores (Postel et al., 2010; Hok et al., 2011). E possivel que genes
RLKs em plantas do pool S possuem motivos W-box que permitem a ligacéao
de WRKYs, que os estdo regulando negativamente, fazendo com que essas

plantas sejam deficientes no reconhecimento do patdégeno ou em ativarem a
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resposta de defesa, tornando-as assim suscetiveis a murcha-de-
Ceratocystis.

Além dos mensageiros conhecidos que participam na comunicagao
célula a célula em plantas, como os sinais elétricos, as moléculas de RNA, o
metil salicilato (MeSa), o metil jasmonato (Meda), o acido salicilico (AS), o
acido jasmoénico (AJ), as auxinas, o acido abscisico (ABA), os EROs, entre
outros, recentemente foi encontrada uma relagdo entre a propagagao
sistémica do calcio (Ca®*) e os EROs que permite que células vegetais
transmitam sinais de longa distancia (Szechynska-Hebda et al., 2010;
Klessig et al., 2012; Spoel & Dong, 2012; Shah & Zeier, 2013; Gilroy et al.,
2014; Choi et al., 2014; Mittler & Blumwald, 2015). Consequentemente, os
sinais de calcio também sao reguladores centrais das respostas celulares a
estimulos ambientais nas plantas (Tuteja & Mahajan, 2007; Vadassery et al.,
2012). Varios genes relacionados com a sinalizacdo dependente do calcio
foram diferencialmente expressos na interacdo C. fimbriata — Eucalyptus
spp. A maioria desses genes foi induzida as 12 hai em plantas do pool R,
quando comparadas com plantas do pool S, que apresentaram menor
numero desses genes diferencialmente expressos. A descoberta de
componentes dessa via em plantas resistentes de Eucalyptus a C. fimbriata
indica que essas plantas podem usar esse tipo de sinalizagdo para ativar

genes de defesa em resposta ao fungo.

Fatores de transcrigao

ApoOs a percepgado do sinal, as plantas ativam varios fatores de
transcricdo (FTs) que participam na ativagdo da expressao de genes de
resposta ao estresse bidtico e abidtico (Dietz et al., 2010; Seo & Park, 2010;
Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2010; Cheng et al., 2011). No geral, plantas de
Eucalyptus do pool R tiveram maior numero de FTs de varias familias
génicas relacionadas com a defesa que foram induzidos rapidamente apos o
contato com C. fimbriata, quando comparadas com plantas do pool/ S. Outros
FTs foram reprimidos as 12 hai, em ambos os pools. Uma modulacao

coordenada de fatores atuando positiva e negativamente pode permitir
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amplitude e duracdo adequadas da resposta da planta durante o ataque de
patogenos (Pandey & Somssich, 2009).

Dos FT identificados neste trabalho, os genes WRKY estiveram entre
0s mais representativos. Esses FTs estdo envolvidos na reprogramacao
transcricional da resposta ao ataque de fitopatdogenos, participando na
regulagdo da expressdo de genes de defesa como PRs e genes FTs da
mesma ou de outras familias génicas, regulando-os negativa ou
positivamente (Yu et al., 2001; Eulgem, 2005; Ryu et al., 2006; Naoumkina et
al., 2008; Pandey & Somssich, 2009). A indugcao de genes WRKY durante a
ativacao de respostas de defesa em planta € conservada entre diferentes
espécies (Dong et al., 2003). Constatou-se a indugao dessas proteinas em
plantas de tabaco resistentes apds a infeccao do virus do mosaico (TMV,
tobacco mosaic virus) ou em plantas tratadas com acido salicilico (AS)
(Wang et al., 1998; Yang et al., 1999). Em Arabidopsis, muitos desses genes
foram induzidos apods infegdo com agentes patogénicos como P. syringae ou
tratada com AS, o que indica que a principal fungdo dessa superfamilia de
genes € a regulacédo de genes associados a resposta de defesa (Dong et al.,
2003). Os genes WRKY também estdao envolvidos na resisténcia a
patdogenos como Boftrytis cinerea, Hyaloperonospora parasitica, Alternaria
brassicicola, Alternaria alternata, Sclerotinia sclerotiorum, e Pythium
sylvaticum (Zheng et al., 2006; Lippok et al., 2007; Birkenbihl et al., 2012).
Em plantas de E. urophylla x E. tereticornis, um gene WRKY foi
significativamente induzido em plantas resistentes e reprimido em plantas
suscetiveis a Calonectria (Chen et al., 2015). Dos genes WRKY encontrados
neste trabalho, destacou-se o WRKY72 (Eucgr.K02453), sendo o mais
induzido em resposta a C. fimbriata. Em A. thaliana, um gene homologo
AtWRKY72 nao apresentou mudangas na sua transcricdo apos a infecao
com P. syringae ou tratamento com AS (Dong et al., 2003). Possivelmente o
gene WRKY72, identificado nesta pesquisa, tenha uma fungao especifica na
resposta de defesa a C. fimbriata ou a fungos em geral.

Os genes WRKY também atuam como reguladores negativos da
sinalizagao durante a defesa (Journot-Catalino et al., 2006; Kim et al., 2006;
2008), e a superexpressdao desses genes resulta em incremento da
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suscetibilidade a patdégenos, possivelmente pela regulacdo negativa da
resposta de defesa mediada por AS (Pandey & Somssich, 2009). Talvez a
inducado de genes WRKY no pool S apos a infegdo de C. fimbriata influencie
negativamente a resposta de defesa nessas plantas por meio do
direcionamento ativo dos genes/fatores ou produtos sob seu controle,
desencadeado pelo patégeno mediante a manipulagdo dessas proteinas por
efetores.

Outra familia de genes FTs que foram afetados por C. fimbriata e
induzidos maioritariamente no pool/ R as 12 hai foi a APETALAZ2/Ethylene
Responsive Factor (AP2/ERF), relacionada com a resposta a estimulos
abidticos e bidticos, como a infecgdo de patégenos (Licausi et al., 2013). As
proteinas ERFs regulam a biossintese de etileno (ET) e ativam a transcricao
de genes relacionados com a defesa, como genes PRs, quitinase, entre
outros (Zhang et al, 2009; Li et al., 2011; Licausi et al., 2013). Varios genes
ERF estdo envolvidos na resisténcia a patdogenos, como o gene ERF1 e
seus homoélogos em A. thaliana (Lorenzo et al, 2003; Zarei et al, 2011; Moffat
et al., 2012); o gene OPBP1 de tabaco, que aumenta a resisténcia a
patdogenos quando € expresso em plantas de arroz transgénicas (Chen &
Guo, 2008); o RAP2.2 de Arabidopsis, que desempenha um papel na
resisténcia a B. cinerea (Zhao et al., 2012); e o gene OSERF922 de arroz,
que regula negativamente a resisténcia a Magnaporthe oryzae (Liu et al.,
2012).

Os genes AP2 Redox Responsive Transcription Factor1 (RRTF1) e o
fator de ligacdo a repeticdo-C 4 (CBF4) destacaram-se por terem tido
aumento nas suas expressdes no inicio da interacdo somente no pool R. E
sabido que os genes RRTF1 sofrem aumento transcricional em resposta a
uma variedade de estresses bidticos e abidticos e que eles possuem fungao
na resposta de defesa de plantas ao estimular o acimulo de EROs (Foyer et
al., 2014; Matsuo et al., 2014). Com base nos resultados obtidos nesta
pesquisa, acredita-se que a expressao dos genes AP2/ERF é aumentada
em Eucalyptus com o objetivo de ativar a transcricdo de genes de defesa

necessarios para atingir uma resposta de defesa eficaz contra C. fimbriata. A
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expressdo de genes RRTF1 exclusivamente em plantas do pool/ R pode
estar relacionada com o acumulo de moléculas EROs.

Os genes CBF sao comumente conhecidos como genes de resposta
ao estresse abidtico ocasionado por frio, sal, desidratacdo, entre outros
(Novillo et al., 2012; Shi et al.,, 2014). Nesta pesquisa constatou-se o
aumento de até 4,24 vezes de um gene CBF4 (Eucgr.A02818) as 12 hai
exclusivamente no pool R. Em Arabidopsis os genes CBF1, CBF2 e CBF3
desempenham papel-chave na resposta ao frio, ao sal e a seca (Novillo et
al., 2012). Provavelmente o gene CBF4 observado nesta pesquisa foi
induzido como resposta ao estresse por déficit hidrico, ocasionado pelo
bloqueio dos vasos pelas estruturas do fungo, o que dificulta a passagem de
agua. Outra possivel hipétese € que a inducdo desse gene esteja
diretamente relacionada com o estimulo bidtico produzido pelo patégeno, e
nao s6 como resposta ao estimulo abidtico, como relatado na literatura.
Estudos mais detalhados sobre a fungdo de genes CBF em Eucalyptus séo
necessarios para confirmar se esse gene tem funcao direta ou indireta na

resposta de defesa a C. frimbriata.

Vias de sinalizagcao hormonal induzidas pelo estresse

Os hormoénios vegetais desempenham papéis importantes na defesa
ao estresse bidtico e abidtico. Destes, o acido abscisico (ABA) e o etileno
(ET) sdo conhecidos por suas fungbes na defesa ao estresse abidtico,
enquanto o acido salicilico (AS) e o acido jasménico (AJ) sao fundamentais
na defesa ao estresse biodtico (Ecker, 1995; Wasternack, 2007; Ren et al.,
2012; Danquah et al., 2014). Além desses horménios, as auxinas, ou acido
indolacético (IAA), também estdo envolvidas na resposta de defesa de
plantas contra patdégenos (Iglesias et al., 2011; Jung & Park, 2011). Nesta
pesquisa, as 12 hai de C. fimbriata, 14 genes relacionados com auxinas
tiveram suas expressoées induzidas no pool de plantas R, e s6 trés no pool S.
Desses genes, dois Gretchen Hagen 3 (GH3) e 11 GST foram induzidos no
primeiro pool. As proteinas GH3 modulam a homeostase de auxina e AJ,

reguladores da expressado génica, participando assim das respostas de
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defesa de plantas contra organismos patogénicos (Hagen & Guilfoyle 1984;
Park et al., 2007; Carna et al., 2014). GSTs sdo enzimas multifuncionais que
reduzem hidroperdxidos organicos para alcoois mono-hidroxilo menos
téxicos (Sandermann, 1992; Kilili et al., 2004; Jo et al., 2011). Essas enzimas
participam na tolerdncia ao estresse bidtico e abiotico por meio da
sinalizagdo hormonal, proveem protegcdo contra estresse oxidativo e
apresentam também atividade peroxidase (Ulmasov et al., 1995; Adler et al.,
1999; Cummins et al.,, 1999; Roxas et al., 2000; Cumming et al., 2001;
Sheehan et al., 2001; Cho et al., 2001; Frova, 2003; Jo et al., 2011; Kilili et
al., 2004).

Pesquisas prévias demonstraram que mutantes de Arabidopsis
deficientes no transporte de auxinas sao altamente suscetiveis a
Phytophtora cinnamomi (Eshraghi et al., 2014). Também tem sido relatado
que infecgbes por patdbgeno aumentam significativamente os niveis de I1AA
enddgena e que a expressdao de alguns genes regulados por auxina é
induzida, entre estes os genes das familias: Small Auxin Up RNA (SAUR),
AUX/IAA e GH3 (Guilfoyle, 1999; Hagen & Guilfoyle, 2002, Carna et al.,
2014). S6 um gene GST foi identificado como induzido em plantas de
Eucalyptus infectadas com Calonectria pseudoreteaudii, em uma pesquisa
realizada por Chen et al. (2015). Similarmente, em Arabidopsis sé um gene
GST foi induzido por varios estimulos como auxina, acido salicilico,
patdgenos e herbicidas (Smith et al., 2003). A indugédo de um maior numero
de genes relacionados com auxinas em plantas resistentes de Eucalyptus
inoculadas com C. fimbriata indica que o eucalipto utiliza a via das auxinas
para se defender contra esse patdgeno.

Varios genes relacionados com auxinas foram reprimidos unicamente
no pool S as 12 hai, por exemplo, dois genes SAUR, um GST e dois genes
Dormancy/auxin associated. Previamente foi relatada a relagdo de proteinas
Dormancy/auxin associated com a resposta a condigdes ambientais
adversas ocasionadas por fatores bidticos ou abiodticos (Rae et al., 2014).
Um gene dormancy/auxin associated foi relacionado com a resposta ao
estresse ocasionado por P. cinnamomi em Persea americana (Mahomed &

Van den Berg, 2011). Em plantas transgénicas de tabaco que sofreram
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suplantacao da resisténcia pelo virus do mosaico (TMV — Tomato Mosaic
Virus), oito genes relacionados com dormancy/auxin associated, auxinas,
SAUR e LEA foram reprimidos (Jada et al., 2014). A repressdo dos genes
descritos pode estar contribuindo para o fendtipo de suscetibilidade a
murcha-de-Ceratocystis em Eucalyptus. Analises mais detalhadas precisam
ser feitas para conhecer o papel desses genes e de suas proteinas sob
condigdes ambientais prejudiciais, como a doenga causada por C. fimbriata.

Os genes codificadores das enzimas ACC (acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano) sintase (ACS) e a ACC (acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano) oxidase (ACO), também envolvidas na sinalizagédo
hormonal, foram induzidos em Eucalyptus apds inoculagao com C. fimbriata.
Essas enzimas sdo fundamentais na biossintese do ET pela glutationa
(GSH), modulando a transcricdo e a regulagdo pds-transcricional em
resposta ao ataque de patdgenos, ativando-se varios processos importantes
para a defesa, como a sinalizacéo, a producao de fitoalexinas, a indug¢ao da
via dos fenilpropanoides e o reforco da parede celular (Bell, 1981; Chappell
et al., 1984; Fan et al., 2000; Van de Poel B & Van Der Straeten, 2014; Datta
et al., 2015). A inducdo desses genes principalmente em plantas resistentes
indica que, como as auxinas, o etileno participa na resposta de defesa a
murcha-de-Ceratocystis em Eucalyptus.

Os dados de RNASeq encontrados neste trabalho mostraram que
plantas do pool/ R apresentaram um numero maior de genes UDP-
glucosyltransferases (GTF) induzidos as 12 hai, quando comparado com
plantas do pool S, no qual varios desses genes foram reprimidos. Além
disso, dois genes GTF 73B4 (Eucgr.E02950 e Eucgr.l01116) foram
induzidos unicamente no pool R. As proteinas GTF tém funcdo no
metabolismo dos fenilpropanoides, participam na glicosilagao de flavonoides
e de acidos fendlicos, via essencial no desenvolvimento e na defesa das
plantas contra patégenos (Mazel & Levine, 2002; Nishimura et al., 2003;
Poppenberger et al., 2003; Langlois-Meurinne et al., 2005; Fraser & Chapple,
2011; Langenbach et al., 2013). Os glicosideos desempenham varias
fungdes em células vegetais: participam na sinalizagdo, na biossintese de

parede celular, no armazenamento de energia e nas interacbes
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intercelulares ou patogeno-hospedeiro (Bowles et al., 2005; Coutinho et al.,
2003; Wang & Hou, 2009; Ostrowski & Jakubowska, 2014). Chen et al.
(2015) relataram que a expressdo do gene GTF 73B4 (Eucgr.E02950)
também foi fortemente induzida em plantas de E. urophylla x E. tereticornis

em resposta a Calonectria pseudoreteaudii.

Sistema redox

As condi¢cdes de estresse, como a infecdo de patdgenos, podem
perturbar a homeostase das células, aumentando a producdo de EROs
(Mittler, 2002). Essas alteracbes no estado redox das células ativam a
sinalizagdo redox para induzir respostas de protegdo contra o dano
oxidativo, com a intengdo de restaurar o status original de homeostase
rdepois de uma exposicdo temporal a EROs (Droge, 2002, Hung et al.,
2005). Desta forma, embora as altas concentragbes de EROs possam afetar
negativamente as plantas, alteragdes no estado redox desempenham um
papel vital nas vias de sinalizagao que regulam a divisdo celular e a resposta
ao estresse (Mou et al., 2003; Schlaich, 2007; Chiu & Dawes, 2012; Das et
al., 2015).

Varios genes relacionados com o sistema redox foram
diferencialmente expressos no transcriptoma de Eucalyptus spp., em
resposta a infecao de C. fimbriata. Tem sido relatado que durante a resposta
de defesa das plantas a patdégenos necrotroficos ocorre um desbalango na
homeostase redox que leva a destruicdo das células, promovido pela
geracao de EROs (Buchanan et al., 2000). A concentragao elevada dessas
moléculas induz a expressdo de genes codificadores de proteinas com
atividade antioxidante envolvidas em varias vias do sistema redox,
favorecendo o aumento da glutationa intracelular, mantendo assim a
homeostase redox para proteger as células do dano oxidativo (Cuypers et
al., 2001; Droge, 2002; Mittler et al., 2004; Pérez-Ruiz et al., 2006).

Uma grande quantidade de genes relacionados com o citocromo P450
(CYP450) foi induzida principalmente em plantas de Eucalyptus resistentes,
as 12 hai. CYP sdao um grupo de proteinas redox que catalisam varias

reagoes oxidativas (Isin & Guengerich, 2007). Essas proteinas
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desempenham papel importante na defesa de plantas, por meio da sua
participacdo na resposta de hipersensibilidade e na sintese de terpenoides,
lignina, pigmentos, acidos gordos, fitolexinas e fenilpropanoides, e como
moléculas de sinalizagdo em todas as espécies de plantas (Durst & O'Keefe,
1995; Chou & Kutchan, 1998; Persans et al., 2001; Werck-Reichhart et al.,
2002; Nielsen & Moller, 2005; Chen et al., 2013). As analises de expressao
génica tém revelado que genes CYP sado estritamente regulados em
resposta a fitohorménios (AS, AJ, ET e ABA), patégenos necrotroficos e
varios estresses abidticos (Narusaka et al., 2004). Por exemplo, em plantas
de E. urophylla x E. tereticornis foram induzidos genes CYP em resposta a
C. pseudoreteaudii, e o gene CYP736B esta envolvido na resposta de
defesa a Xylella fastidiosa em videiras (Cheng et al., 2010; Chen et al.,
2015). A inducdo de genes CYP450 no transcriptoma analisado nesta
pesquisa evidencia que a sintese dessas proteinas em eucalipto foi
aumentada apods a infegdo de C. fimbriata, motivando a resisténcia a esse
patdgeno.

Outros genes do sistema redox identificados foram genes
codificadores de GSTs e POXs. A GSTs € uma enzima necessaria no
metabolismo de xenobidticos que utiliza como cofator a glutationa (GSH),
que é um antioxidante nao enzimatico hidrossoluvel (Sandermann, 1992; Jo
et al.,, 2011). As POXs também atuam como antioxidantes enzimaticos,
ajudando na regulagdo de EROs (Chaudiére & Ferrari-iliou, 1999; Sun et al.,
2014). Além disso, essas Ultimas enzimas participam no catabolismo de
auxinas e em processos de sintese de parede celular, como a oxidagao de
fendis, suberizacao e lignificacdo em plantas hospedeiras durante a reacgao
de defesa contra patdégenos (Syros et al., 2004). O aumento de POXs tem
sido correlacionado com mecanismos de resisténcia em um grande numero
de interacbes plantas-micro-organismos, devendo ser ressaltado que a
sobre-expressdo dessas proteinas aumenta a resisténcia e o seu
silenciamento resulta em incremento da suscetibilidade (Mohammadi &
Kazemi, 2002; Chen et al., 2015). As plantas de Eucalyptus resistentes a
murcha-de-Ceratocystis possuem a capacidade de ativar a transcricdo de
genes GSTs e POXs durante o estresse oxidativo gerado na resposta de
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defesa a C. fimbriata, possivelmente auxiliando na protecao das células
contra o dano oxidativo e no reforgo da parede celular.

Os genes de Flavina monooxigenases o0Ou monooxigenases
dependentes de flavina (flavin containing monooxygenases - FMOs) também
foram induzidos as 12 hai unicamente em plantas do pool/ R. Essas enzimas
podem catalisar passos especificos na biossintese de auxina e no
metabolismo de glucosinolatos e possuem ainda papel na defesa contra
patogenos (Olszak et al.,, 2006; Schlaich, 2007). A reprogramagao
transcricional de genes relacionados com SAR em Arabidopsis €
dependente da FMO1, e aumentos transcricionais dessa enzima e de genes
PRs, acompanhado pelo acumulo de acido salicilico, sao indicadores de
SAR (Mishina & Zeier, 2006; Gruner et al., 2013). Foi sugerido que FMO1
também pode participar na desintoxicacdo de compostos produzidos por
patdogenos de plantas, tornando-os menos agressivos e influenciando o
estado redox das células vegetais (Schlaich, 2007). Em Arabidopsis, o gene
FMO1 é induzido em resposta a Pseudomonas syringae pv maculicola
(PSM), e a auséncia dele leva a deficiéncia na expressdao de genes de
defesa e no acumulo de acido salicilico, prejudicando o estabelecimento de
SAR (Mishina & Zeier, 2006; Schlaich, 2007). A indugdo em Eucalyptus de
genes FMO indica que essas plantas empregam SAR durante a resposta de

defesa a C. fimbriata.

Genes relacionados a patogenicidade e outros genes de defesa

Varios genes relacionados a patogenicidade (PRs) foram
diferencialmente expressos em Eucalyptus spp. contra C. fimbriata. As
proteinas PRs sdo conhecidas por atuar como um sistema de defesa basal
contra o estresse bidtico e abidtico em plantas superiores, particularmente
em resposta a infegbes de patégenos (Van Loon & Van Strien, 1999; Vigers
et al., 1992; Ebner et al., 2001; Riviére et al., 2008; Wang et al., 2010; Kim et
al., 2014). Ha o acumulo dessas proteinas no espaco extracelular durante a
SAR, em resposta a uma estirpe avirulenta do agente patogénico, tornando-
as um componente fundamental da resposta de defesa nas plantas (Ross,
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1961; Kuc, 1982; Van Loon et al., 2006; Riviére et al., 2008). Por serem os
genes PR marcadores da sinalizagdo hormonal de defesa, os diferentes
genes PR putativos expressos em Eucalyptus spp. também evidenciam a
participacdo da sinalizagdo mediada por SA na resposta de defesa a
murcha-de-Ceratocystis.

A expressdo de diferentes genes de um mesmo grupo PR em
Eucalyptus spp. poderia indicar que alguns deles tém fungdes ligeiramente
diferentes e sao todos utilizados durante a resposta de defesa a C. fimbriata,
como observado em E. nitens em resposta a P. cinnamomi (Meyer et al.,
2016). Como verificado nesta pesquisa, em E. nitens também foram
induzidos genes PR-1, PR-3, PR-4 e PR-5 em resposta ao ataque de P.
cinnamomi (Meyer et al., 2016). As plantas de batata resistentes a
Phytophthora expressam PR-1 constitutivamente, e a expressao desse gene
em plantas transgénicas de tabaco confere resisténcia a P. parasitica
(Alexander et al.,, 1993; Ali et al., 2014). Da mesma forma, as plantas
transgénicas superexpressando genes PR-5 tém demonstrado aumento na
resisténcia a patégenos como P. citrophthora e P. infestans (Fagoaga et al.,
2001; Pushin et al., 2010; Acharya et al., 2013). Ja os genes PR-3 e PR-4
sdo associados com a resisténcia aos fungos necrotroficos A. brassicicola
(Penninckx et al., 1996), Botrytis cinerea (Thomma et al., 1998) e Fusarium
oxysporum f.sp. matthiolae (Fom) (Bohlmann et al., 1998).

A infecao de C. fimbriata fez com que um gene POX, possivel PR-9
(Eucgr.l01176), e um PR-10 (Eucgr.A00162) fossem reprimidos em plantas
S de Eucalyptus as 12 hai em até -2,42 e -1,71 vezes, respectivamente.
Meyer et al. (2016) constataram que genes putativos PR-9, PR-14 e PR-15
foram reprimidos em E. nitens, o que indica um possivel papel dessa
repressao na suscetibilidade dessas plantas a P. cinnamomi. Embora ainda
precisem ser caracterizados e estudados com mais detalhes, a repressao
desses genes PRs pode estar influenciando a suscetibilidade de Eucalyptus
a C. fimbriata.

Um dado marcante nos resultados de RNASeq obtidos nesta
pesquisa € que 30 genes de proteinas MLP-like (PR-10) foram induzidos

somente em plantas resistentes de Eucalyptus as 12 hai. A mutagdo de um
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gene MLP43 em Arabidopsis levou ao incremento no acumulo de EROs, e
em plantas transgénicas com sobreexpressdo desse gene foram obtidos
aumentos significativos das atividades de SOD e CAT, dois antioxidases
importantes que limpam o excesso de EROs para prevenir danos celulares,
desempenhando um papel na eliminacdo da producao excessiva de EROs
durante a tolerancia a seca em plantas (Wang et al., 2016). As proteinas
MLP também foram induzidas nas interagdes Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum - Gossypium e Calonectria pseudoreteaudii — Eucalyptus (Dowd
et al., 2004; Chen et al.,, 2015). Neste trabalho, varios genes PR-10
induzidos nessa ultima interagdo também foram identificados em resposta a
C. fimbriata (Eucgr.H03995, Eucgr.H04010, Eucgr.H04007, Eucgr.H04003,
Eucgr.H04019, Eucgr.A00125, Eucgr.A00133). Possivelmente, esses genes
possuem fungao geral na resposta a estresse bidtico, sem serem especificos
da resposta de defesa a C. fimbriata em Eucalyptus.

Outros genes importantes relacionados com a defesa que foram
induzidos em Eucalyptus pelo ataque de C. fimbriata foram os genes de
quitinases e os genes implicados na biossintese de compostos fendlicos e
fortalecimento da parede celular, como genes da fenilalanina aménia-liase
(PAL). A desagregacao de quitina, principal componente da parede dos
fungos, é catalisada pelas quitinases, que hidrolisam esste composto em
agucares menores, portanto essas proteinas sao essenciais na inibicido de
fungos patogénicos (Taira et al., 2002; Shin et al., 2008; Li & Greene, 2010).
No geral, a modificacdo e o fortalecimento da parede celular é a primeira
linha de defesa das plantas contra patégenos, e genes relacionados a
biossintese e modificagdo dos componentes da parede celular sdo ativados
em varias interagbes planta-patégeno (Ellis et al., 2002; Lu et al., 2011,
Hamann, 2012; Fu et al., 2012; Weeda et al., 2014). A PAL é induzida por
varios estimulos, como patdégenos, ferimento e horménios. Essa enzima
participa na biossintese do AS, sinal importante para a ativagao tanto das
PAMP ou PTI como das ETI (Ritter & Schulz, 2004; Loake & Grant, 2007;
Gao et al., 2015). A PAL também é uma enzima-chave na regulagao do fluxo
de carbono para a via dos fenilpropanoides (Shadle et al., 2003). Essa via

nao soO contribui para o desenvolvimento das plantas, mas também
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desempenha um papel crucial nas interagdes planta-patégeno, ao fornecer
0s precursores para a sintese de componentes antimicrobianos e estruturais,
incluindo salicilatos, ligninas, fitoalexinas, flavonoides, antioxidantes, entre
outros (Dixon & Paiva, 1995; Tohge et al.,, 2013). Quanto mais cedo é a
formacgao desses compostos fendlicos, mais eficientemente limitadas séo a
extensdo da infecgdo e a colonizacdo do fungo patogénico (Eynck et al.,
2009). A inducao de genes relacionados com essa via indica que ela pode
desempenhar um papel importante na defesa de Eucalyptus contra C.
fimbriata. As pesquisas mostraram que plantas de E. urophylla x E.
tereticornis apresentaram maiores teores de polifendis e flavonoides do que
cultivares suscetiveis apos a infecgdo por C. quinqueseptatum e que um
gene PAL foi induzido nessas plantas apos infecdo por C. pseudoreteaudii
(Feng et al., 2008; Chen et al., 2015). Possivelmente, o aumento na
expressao desses genes nas primeiras horas da interagdo ajudou na sintese
de compostos antimicrobianos e no fortalecimento da parede celular,
auxiliando no bloqueio de C. fimbriata e evitando o progresso da doenca em
plantas R de Eucalyptus.

Um outro importante grupo de genes codificadores de proteina de
defesa ao estresse conhecida como glicoproteina rica em hidroxiprolina
abundantes de embriogénese tardia (LEA) esteve entre os mais
representativos em plantas do pool R. Essas proteinas possuem um papel
na protecao celular durante a tolerancia ao estresse abibtico, auxiliando na
protecao das estruturas celulares contra os efeitos da perda de agua e
dessecagao e na protecado de proteinas dos danos ocorridos pelo estresse
(Serrano & Montesinos, 2003; Grelet et al., 2005; Hong-Bo et al., 2005;
Tolleter et al., 2010; Hincha & Thalhammer, 2012; Gao & Lan, 2016).
Durante a resposta de defesa a murcha-de-Ceratocystis, as plantas de
Eucalyptus resistentes induziram a producdo de LEA para, possivelmente,
mitigar os efeitos do estresse hidrico causado pelo patégeno.

Os genes de xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase (XTH)
também foram induzidos em plantas de Eucalyptus em resposta a infegcao de
C. fimbriata. Essas proteinas tém sido implicadas em muitos aspectos da

biossintese da parede celular e sdo consideradas essenciais para
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determinados aspectos do remodelamento da parede, incluindo a
arquitetura, a forgca e a extensibilidade (Fry, 1989; Nishitani & Tominaga,
1992). Além disso, € sabido que alteragdes anatébmicas na parede celular
que envolvem essas proteinas fazem parte da resposta de defesa (Vorwerk
et al., 2004). Um acumulo sistematico de XTHs no floema de aipo (Apium
graveolens) foi relatado apds a infegdo com o pulgdo Myzus persicae (Divol
et al., 2007). Hwang et al. (2011) também observaram aumento significativo
da expressao de um gene XTH em plantas resistentes de pimenta
(Capsicum annuum L.), ap6s a infecdo com Ralstonia solanacearum. A
rapida indugdo de genes XTH pode desempenhar um papel importante na
reestruturacdo e no reforco da parede celular e/ou na formacéo de tiloses
nos vasos do xilema, que resultam na limitagdo de movimento e proliferagcao
de patégenos (Hwang et al., 2011). Como relatado no primeiro capitulo desta
pesquisa, em clones resistentes e suscetiveis de Eucalyptus a C. fimbriata
foi constatada a rapida formacéao de tiloses, sendo em maior abundéancia no
clone resistente. Parece que a indugdo da expressao de genes XTH em
Eucalyptus serve como mecanismo de defesa a infecdo de C. fimbriata,
participando na formacao de tiloses como tentativa de bloquear o progresso

do fungo através dos vasos do xilema.
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CONCLUSOES GERAIS

Clones resistente e suscetivel de Eucalyptus a murcha-de-
Ceratocystis apresentaram reag¢des similares a infecgdo, mas
diferiram na velocidade e intensidade de resposta de defesa.
Entre essas respostas encontram-se o fechamento das
pontuagdes de vasos, a intensa formacao de tiloses e géis, o
acumulo de material amorfo e de compostos fendlicos e a
lignificacdo dos tecidos.
Diferentemente do clone suscetivel que nao foi capaz de conter
a colonizagdo do fungo em seus tecidos, o clone resistente
limitou a colonizagdo do fungo aos vasos do xilema e aos
tecidos ao redor dos vasos.
Ceratocystis fimbriata alterou em Eucalyptus a expresséo de
genes de resposta ao estresse, desde receptores de
reconhecimento do patégeno até genes que atuam na
formagdo da parede celular, fatores de transcricdo, genes da
sinalizagdo hormonal, genes da homeostase redox, entre
outros.
Foi possivel observar que ha nitida diferenca entre plantas
suscetiveis e resistentes de Eucalyptus spp. a murcha-de-
Ceratocystis no padrao de expressao dos genes relacionados a
interacdo planta-patégeno. As plantas resistentes possuem
resposta mais rapida ao ataque do patégeno, o que foi inferido
pelo maior numero de genes relacionados com a defesa que
foram induzidos nas primeiras horas, quando comparadas com
aquelas suscetiveis, que responderam mais tardiamente.
De acordo com os resultados encontrados, Eucalyptus
reconhece a invasao de C. fimbriata por meio de proteinas
receptoras de membrana, e assim rapidamente desencadeia
multiplas vias de sinalizagdo, que levam a indugdo de genes
implicados no reforco da parede celular, producdo de outros
compostos antimicrobianos, de genes caracteristicos da
135



resposta sistémica adquirida (SAR), como genes de
fenilalaninas amonioliase, flavinas monoxigenases, genes
WRKY e PRs, entre outros.

O transcriptoma gerado pela técnica do RNASeq, nesta
pesquisa, deu uma visdo geral dos mecanismos de defesa e
resisténcia a murcha-de-Ceratocystis em Eucalyptus, tornando
uma importante ferramenta para futuros estudos que visam ao
entendimento da interacdo e dos mecanismos de resisténcia.
Esta pesquisa ndo sé contribuiu para o melhor entendimento da
base molecular do patossistema, mas também ajudara na
identificagdo de marcadores moleculares no genoma de
Eucalyptus, o que podera facilitar a clonagem de genes de
resisténcia. Com a informacdo gerada, sera possivel a
identificacdo de novos genes-alvo para uso em transformagéo
genética, com a finalidade de atingir a expressao de genes,
resultando no desenvolvimento de plantas resistentes a

murcha-de-Ceratocystis por meio de engenheira genética.
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Anexo A - Receptores quinases e genes envolvidos na sinalizagao de calcio, cujos niveis de expressao (Log2 foldchange) foram

afetados por Ceratocystis fimbriata em Eucalyptus spp. as 18 e 24 hai

Pool R Pool S
Familia génica E. grandis Gene ID Descrigdo GO 18 hai 24 hai | 18 hai 24 hai
Eucgr.A01030 receptor like protein 12
Eucgr.A01726 Receptor-like protein kinase-related family protein
@ Eucgr.A01731 Receptor-like protein kinase-related family protein
.é Eucgr.A01728 Receptor-like protein kinase-related family protein
g_ Eucgr.A01729 Receptor-like protein kinase-related family protein
_8_ . . Eucgr.E03056 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 29
S Receptor-like kinase o ) o
g Eucgr.E03586 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 29
..g Eucgr.B00254 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 42
§ Eucgr.A00602 lectin receptor kinase a4.1
x Eucgr.J00871 Malectinreceptor-like protein kinase family protein
Eucgr.J02706 FLG22-induced receptor-like kinase 1
Eucgr.K00355 PRS5-like receptor kinase
Eucgr.F02936 Calcium-binding EF-hand family protein
g t'u.‘ E Eucgr.E01001 Calcium-binding EF-hand family protein
8 § E g‘s Eucgr.K00714 Calcium-binding EF-hand family protein
E‘q&; 2 3 '.E E Eucgr.H02908 Calcium-binding EF-hand family protein
E g § Eucgr.J01357 Calcium-binding EF-hand family protein
@ ~§’ Calcium-dependent lipid- Calcium-dependent lipid-binding (CaLB domain) family

binding (CaLB domain) Eucgr.J01589
family

protein
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Eucgr.B00125 calmodulin like 37

Eucgr.F03632 calmodulin like 37
Eucgr.B00124 calmodulin like 37
Eucgr.J02318 calmodulin-like 38
Eucgr.A00852 calmodulin like 42
Calmodulin (CaM) Eucgr.B00745 Calmodulin binding protein-like
Eucgr.C00868 calmodulin-binding family protein
Eucgr.L03089 calmodulin-binding family protein
Outras Eucgr.C00102 alpha-mannosidase 1

Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estdo indicados em vermelho e verde, respectivamente.
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Anexo B -

Eucalyptus spp. as 18 e 24 hai

Fatores de transcricdo cujos niveis de expressao (Log2 foldchange) foram afetados por Ceratocystis fimbriata em

Pool R

Pool S

Familia génica

E. grandis Gene ID

Descrigao GO

18 hai

24 hai

18 hai

Eucgr.G00619 WRKY DNA-binding protein 9
Eucgr.J01756 WRKY DNA-binding protein 23
Eucgr.D01811 WRKY DNA-binding protein 27
Eucgr.K02940 WRKY DNA-binding protein 33
WRKY Eucgr.C00675 WRKY DNA-binding protein 50
Eucgr.K02453 WRKY DNA-binding protein 72
Eucgr.101927 WRKY DNA-binding protein 72
Eucgr.K00331 WRKY family transcription factor
Eucgr.E00850 WRKY family transcription factor
Eucgr.E04011 WRKY family transcription factor
Eucgr.FO1091 NAC domain containing protein 2
Eucgr.G01077 NAC transcription factor-like 9
Eucgr.G01052 NAC transcription factor-like 9
Eucgr.K01228 NAC domain containing protein 42
NAC Eucgr.A02070 NAC domain containing protein 47

Eucgr.100100
Eucgr.100058

Eucgr.100059

NAC (No Apical Meristem) domain
transcriptional regulator superfamily protein
NAC (No Apical Meristem) domain
transcriptional regulator superfamily protein
NAC (No Apical Meristem) domain
transcriptional regulator superfamily protein
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NAC (No Apical Meristem) domain
transcriptional regulator superfamily protein
NAC (No Apical Meristem) domain
transcriptional regulator superfamily protein

Eucgr.F01093

Eucgr.100060

basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding

basic/helix-loop-helix (bHLH) Eucgr.G03396 . .
superfamily protein
basic leucine-zipper (bZIP) Eucgr.102396 basic leucine-zipper 44
Eucgr.H04892 related to AP2 6l
Eucgr.G02345 AP2B3 transcription factor family protein
Eucgr.H03091 Integrase-type DN@{:;Qdmg superfamily
APETALA 2/ethylene response element binding Intearase-tvoe DpN A-binding superfamil
protein (AP2/EREBP) Eucgr.100291 9 yP orotein 9 sup y
Eucgr.E00377 Integrase-type DNA—b!ndlng superfamily
protein
Eucgr.K03266 ethylene response factor 1
Eucgr.E00378 ethylene responsive element binding factor 5
Eucgr.B00171 BTB and TAZ domain protein 1
Mitochondrial transcription termination factor
Outros Eucgr.HO3878 family protein
Eucgr.A01572 sequence-specific DNA binding transcription

factors

Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estdo indicados em vermelho e verde, respectivamente.
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Anexo C - Genes envolvidos na sinalizagdo hormonal cujos niveis de expressdo (Log2 foldchange) foram afetados por

Ceratocystis fimbriata em Eucalyptus spp. as 18 e 24 hai

Pool R Pool S

Familia génica E. grandis Gene ID Descrigao GO

18 hai 24 hai | 18 hai 24 hai

Genes relacionados com auxinas

Eucgr.H02264
Eucgr.101087

Gretchen H 3(GH3) Auxin-responsive GH3 family protein
retchen Hagen
g Auxin-responsive GH3 family protein

Small Auxin Up RNA (SAUR) Eucgr.C02131 SAUR-like auxin-responsive protein family
Eucgr.D02026 SAUR-like auxin-responsive protein family
Eucgr.H00157 glutathione S-transferase tau 7
Eucgr.H00154 glutathione S-transferase tau 7
Eucgr.K03034 glutathione S-transferase TAU 8
Eucgr.K03029 glutathione S-transferase TAU 8
Eucgr.K03031 glutathione S-transferase TAU 8
Eucgr.L01417 glutathione S-transferase TAU 8
Eucgr.K03039 glutathione S-transferase TAU 8
Glutationa-S-transferase Eucgr.K01234 glutathione S-transferase PHI 9
Eucgr.B03441 glutathione S-transferase TAU 10
Eucgr.B02774 glutathione S-transferase TAU 19
Eucgr.F01424 glutathione S-transferase TAU 19
Eucgr.F01418 glutathione S-transferase TAU 19
Eucgr.B02780 glutathione S-transferase TAU 19
Eucgr.F01425 glutathione S-transferase TAU 19
Eucgr.L01850 glutathione S-transferase TAU 25
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Eucgr.FO1416

glutathione S-transferase TAU 25

Eucgr.K03192 Glutathione S-transferase family protein
Eucgr.K03194 Glutathione S-transferase family protein
Auxin Efflux Carrier (AEC) Family Eucgr.B01403 Auxin efflux carrier family protein
Outros Eucgr.A01061 Auxin-responsive family protein
Eucgr.D01814 ACC synthase 1
) Eucgr.D01815 ACC synthase 1

1-ammosc;_,‘;ctlﬁf ;g?:g;t;fg?:,}:ﬁ;e (ACC) Eucgr.D01817 ACC synthase 1
Eucgr.L02435 ACC synthase 1
Eucgr.L02436 ACC synthase 1

T-aminocyciopr o) 1.(1:2:' boxy ,’;"]'fe (ACC) £ ycgr.co3886 ACC oxidase 1
Eucgr.A00947 UDP-glucosyl transferase 71B6
Eucgr.E04315 UDP-glucosyl transferase 71C4
Eucgr.100448 UDP-glucosyl transferase 73B3
Eucgr.FO0338 UDP-glucosyl transferase 85A2
Eucgr.F00342 UDP-glucosyl transferase 85A3
Eucgr.F03599 UDP-glucosyl transferase 85A3
Eucgr.A02706 UDP-glucosyl transferase 88A1
Eucgr.A02710 UDP-glucosyl transferase 88A1
Eucgr.H00446 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.A00945 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Euogr.GO2216 Giycosylrandferase supertami proton
Eucgr.C03411 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.C03414 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein

143




. Eucgr.FO0343 UDP-glucosyl transferase 85A2 - -
UDP-glycosyltransferase family (GTF)

Eucgr.B03993 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein - -
Eucgr.H02441 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein - -
Eucgr.B00655 UDP-glucosyl transferase 89B1 - -
Eucgr.B03858 UDP-glucosyl transferase 88A1 - -

Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estao indicados em vermelho e verde, respectivamente.
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Anexo D - Peroxidases e genes do sistema redox cujos niveis de expressao (Log2 foldchange) foram afetados por Ceratocystis

fimbriata em Eucalyptus spp. as 18 e 24 hai

Pool R Pool S

Familia génica E. grandis Gene ID Descrigao GO 18 hai 24 hai | 18 hai 24 hai

Eucgr.H04879 cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 35 - - -
Eucgr.H04878 cytochrome P450, family 71, subfamily A, polypeptide 25 - -
Eucgr.B03255 cytochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide 34 - -
Eucgr.J00477 cytochrome P450, family 94, subfamily C, polypeptide 1 - -
Eucgr.100766 cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 2 - -
Eucgr.D01027 cytochrome P450, family 716, subfamily A, polypeptide 1 - -
Eucgr.B04037 cytochrome P450, family 714, subfamily A, polypeptide 1 - -
Eucgr.H01954 cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4
Eucgr.K03296 cytochrome P450, family 94, subfamily B, polypeptide 1

Cytochrome P450 (CYP450) Eucgr.100744 cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 8
Eucgr.L01095 cytochrome p450 81d1
Eucgr.K00274 cytochrome P450, family 715, subfamily A, polypeptide 1
Eucgr.C04097 Cytochrome P450 superfamily protein
Eucgr.B04030 cytochrome P450, family 714, subfamily A, polypeptide 1
Eucgr.B03107 Cytochrome P450 superfamily protein
Eucgr.D00302 cytochrome P450, family 710, subfamily A, polypeptide 1
Eucgr.FO01396 cytochrome P450, family 72, subfamily A, polypeptide 15
Eucgr.100746 cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 8
Eucgr.L01403 cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 1
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Eucgr.L01403

cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 1

Eucgr.B03130 Cytochrome P450 superfamily protein
Eucgr.H01145 cytochrome P450, family 89, subfamily A, polypeptide 5
Eucgr.A02195 cytochrome P450, family 94, subfamily D, polypeptide 2
Eucgr.F01453 cytochrome P450, family 716, subfamily A, polypeptide 1
Eucgr.D00070 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D01003 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D01004 FAD-binding Berberine family protein
FAD-binding Berberine family Eucgr.D00073 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D01005 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D00077 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D00078 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.D00071 FAD-binding Berberine family protein
Eucgr.J03128 FADNAD(P)-binding oxidoreductase family protein

FADNAD(P)-binding oxidoreductase
family

Eucgr.100273
Eucgr.101449

FADNAD(P)-binding oxidoreductase family protein
FADNAD(P)-binding oxidoreductase family protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-
dependent oxygenase superfamily

Eucgr.C01029
Eucgr.A02644
Eucgr.C01027
Eucgr.J00951
Eucgr.F02563
Eucgr.101203

Eucgr.J03005

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein
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Eucgr.K02978
Eucgr.HO3111
Eucgr.101197

Eucgr.K02429

Eucgr.101194

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent oxygenase

Eucgr.A02642 . -
superfamily protein

Eucgr.H03118 2-oxoglutarate (20G) and Ee(ll)—dependent oxygenase
superfamily protein

Eucgr.L00353 2-oxoglutarate (20G) and Ee(ll)—dependent oxygenase
superfamily protein

Eucgr.FO3711 2-oxoglutarate (20G) and Ee(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

Eucgr.B02957 2-oxoglutarate (20G) and F_e(ll)-dependent oxygenase
superfamily protein

Eucgr.J01616 Peroxidase superfamily protein

Eucgr.J01618 Peroxidase superfamily protein

Eucgr.L02460 Peroxidase superfamily protein

Peroxidases (possiveis PR-9) Eucgr.J02352 Peroxidase superfamily protein

Eucgr.K0O0806 Peroxidase superfamily protein

Eucgr.K00808 Peroxidase superfamily protein

Eucgr.A02147 Peroxidase superfamily protein

Flavina monooxigenases

Eucgr.D02484
Eucgr.G00316

Flavin-binding monooxygenase family protein

Flavin-containing monooxygenase family protein
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Os genes induzidos (up-regulated) e os reprimidos (down-regulated) estdo indicados em vermelho e verde, respectivamente.




Anexo E - Genes relacionados a patogenicidade (PRs) e outros genes de defesa cujos

foram afetados por Ceratocystis fimbriata em Eucalyptus spp. as 18 e 24 hai

niveis de expressao (Log2 foldchange)

Pool R

Pool S

Familia génica

E. grandis Gene ID

Descrigao GO

18 hai

24 hai

18 hai

PR.1 Eucgr.L02505 pathogenesis-related gene 1
Eucgr.L01707 pathogenesis-related gene 1

PR-5 Eucgr.A01288 Pathogenesis-related thaumatin superfamily protein
Eucgr.H03995 MLP-like protein 423
Eucgr.H04000 MLP-like protein 423
Eucgr.H04009 MLP-like protein 423
Eucgr.H03993 MLP-like protein 423
Eucgr.H03988 MLP-like protein 423
Eucgr.H04019 MLP-like protein 423
Eucgr.H03997 MLP-like protein 423
Eucgr.H03987 MLP-like protein 423

PR-10 (MLP-like protein)

Eucgr.100894
Eucgr.100900
Eucgr.A00125
Eucgr.100902
Eucgr.H04012
Eucgr.100897
Eucgr.H04017
Eucgr.H03989
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MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423
MLP-like protein 423

24 hai




Eucgr.H04018
Eucgr.100898

MLP-like protein 423
MLP-like protein 423

Eucgr.H04003 MLP-like protein 423
Eucgr.H04001 MLP-like protein 423
Eucgr.H04016 MLP-like protein 423
Eucgr.H04007 MLP-like protein 423
Eucgr.H04002 MLP-like protein 423
Eucgr.H03998 MLP-like protein 423
Eucgr.A00133 MLP-like protein 423
Eucgr.l100896 MLP-like protein 423
Eucgr.A00172 MLP-like protein 423
Eucgr.H04010 MLP-like protein 423
Eucgr.H01082 MLP-like protein 423
Eucgr.A00141 MLP-like protein 423
Outros Eucgr.F02733 pathogenesis-related family protein
Eucar.C00383 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase
or. insertion domain
Eucar.C00393 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase
gr- insertion domain
Glycosyl hydrolase family protein with chitinase
Eucgr.C00395 insertion domain
i Glycosyl hydrolase family protein with chitinase
Quitinases Eucgr.L01120 insertion domain
Eucar.C04060 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase
or. insertion domain
Eucar L00615 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase
gr- insertion domain
Eucgr.L02946 Glycosyl hydrolase family protein with chitinase

insertion domain
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Eucgr.A00020
Eucgr.A00021
Eucgr.K02166
Eucgr.102267
Eucgr.102271

homolog of carrot EP3-3 chitinase

homolog of carrot EP3-3 chitinase

homolog of carrot EP3-3 chitinase
basic chitinase

basic chitinase

Eucgr.A00999 Chitinase family protein
Eucgr.G02850 phenylalanine ammonia-lyase 2
Fenilalanina aménia-liase (PAL) Eucgr.G02851 phenylalanine ammonia-lyase 2
Eucgr.C03570 phenylalanine ammonia-lyase 2
Eucgr.J02118 Late embryogeqesis abundan.t (LEA) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.J02116 Late embryogeqe3|s abundanlt (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.L02847 Late embryogeqe3|s abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.E00792 Late embryogeqems abundan.t (LEA) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.D01804 Late embryogeqems abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Glicoproteina rica em hidroxiprolina Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-
L . Eucgr.E00793 . . ;
abundantes de embriogénese tardia rich glycoprotein family
(LEA) Eucgr.J02119 Late embryoger)e3|s abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.E00794 Late embryogeqems abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.J02115 Late embryogeqems abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.E00791 Late embryogeqe5|s abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.E00795 Late embryogen_eS|s abundan_t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family
Eucgr.J02117 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-

rich glycoprotein family
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Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline-

Eucgr.E00788 . . :
rich glycoprotein family

Eucgr.F02922 Late embryogeqems abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family

Eucgr.L02846 Late embryogeqe3|s abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family

Eucgr.E00796 Late embryogeqe3|s abundan.t (LEA) hydroxyproline-
rich glycoprotein family

Eucgr.E00095 Late embryogeqems abundan.t (LEA) hydroxyproline-
rich glycoprotein family

Eucgr.L03223 Late embryogeqems abundan.t (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family

Eucgr.L02847 Late embryogeqe3|s abundanlt (LEA_) hydroxyproline-
rich glycoprotein family

Eucgr.E00803 Late embryogenesis abundant (LEA) hydroxyproline- ) )

rich glycoprotein family

Os genes induzidos (up-regulated) eos reprimidos (down-regulated) estéo indicados em vermelho e verde, respectivamente.
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