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MAPEAMENTO DE QTLS E EQTLS ASSOCIADOS A REACAO A “Candidatus
Liberibacter asiaticus” EM Poncirus trifoliata, Citrus sunki E HIBRIDOS

Autor: TATIANY APARECIDA TEIXEIRA SORATTO
Orientador: Profa. Dra. MARIANGELA CRISTOFANI-YALY
Co-orientador: Prof. Dr. RODRIGO GAZAFFI

RESUMO

O Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC vem realizando um amplo programa de
melhoramento genético de citros via cruzamentos dirigidos. Em um estudo prévio
com o patossistema Citros-huanglongbing (HLB) realizado pelo nosso grupo,
utilizando uma populacdo obtida por hibridacdo controlada entre Citrus sunki e
Poncirus trifoliata, foram verificadas diferencas na multiplicacdo da bactéria
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), agente causal do HLB, tanto nos genitores
guanto na progénie. A taxa de infeccdo e a concentracdo de bactéria foi maior em
Citrus sunki em relacdo ao P. trifoliata. Assim, € importante aprofundar os estudos
com esses géneros e seus hibridos para ampliar o conhecimento de quais
mecanismos poderiam estar envolvidos na tolerancia ao HLB, considerada a mais
importante doenca dos citros atualmente. O objetivo do trabalho foi estabelecer
sintenia entre os grupos de ligacdo dos mapas de C. sunki e P. trifoliata com o
genoma de Citrus sinensis e mapear regiées gendmicas associadas a tolerancia a
CLas por meio de andlise fenotipica (QTLs) e de expressédo génica (eQTLs). Com a
analise comparativa entre mapas e genoma, foi observado que todos os grupos de
ligagdo apresentaram sintenia com pseudocromossomos do genoma de referéncia
utilizado, com excecao do grupo de ligacdo 10 do mapa da C. sunki. Para os dados
fenotipicos foi utilizada uma populacao de 79 hibridos F1 entre C. sunki e P. trifoliata,
sendo avaliada a quantificacdo da bactéria e acamulo de amido nas folhas ap6s dois
anos da inoculacdo com o patdgeno. Com a andlise estatistica utilizando modelo
misto foi possivel agrupar os hibridos em resistentes, tolerantes e suscetiveis, sendo
importante a validagdo desses dados em campo. A analise de expressdao de 14
genes candidatos relacionados ao HLB foi realizada em 72 hibridos da populacédo e
utilizados como dados de expressdo para o mapeamento de eQTLs. Foram
encontrados nove QTLs e 52 eQTLs no mapa do genitor C. sunki enquanto no mapa
do genitor P. trifoliata foram encontrados 17 QTLs e 40 eQTLs. A sobreposicdo de
eQTLs da grande maioria dos genes com QTLs dos dados fenotipicos, indicam que
0S genes tém relacdo com o fenotipo e que provavelmente sdo responsivos a
infec¢@o do patégeno.
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MAPPING OF QTLS AND EQTLS ASSOCIATED TO REACTION TO "Candidatus
Liberibacter asiaticus" IN Poncirus trifoliata, Citrus sunki AND HYBRIDS

Author: TATIANY APARECIDA TEIXEIRA SORATTO
Adviser: Profa. Dra. MARIANGELA CRISTOFANI-YALY
Co-adviser: Prof. Dr. RODRIGO GAZAFFI

ABSTRACT

The Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC has been conducting an extensive
breeding program of citrus via directed crosses. In a previous study with Citrus-
huanglongbing pathosystem (HLB) held in our group, using a population obtained by
hybridization between Citrus sunki and Poncirus trifoliata, differences were found in
the multiplication of the bacterium Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), the
causal agent of HLB, in the parents and in the progeny. It was observed that the rate
of infection and bacterial concentration was higher in C. sunki than in P. trifoliata.
Thus, it is important to deepen the studies with this genus and hybrids to increase
knowledge of which mechanisms could be involved in the tolerance to HLB,
considered the most important disease of citrus currently. In this sense, the objective
of this study was to establish sinteny between the linkage groups of the C. sunki and
P. trifoliata maps with the genome of Citrus sinensis and to map genomic regions
associated to tolerance ClLas bacterium through phenotypic analysis (QTLs) and
gene expression (eQTLs). With the comparative analysis between maps and
genome, it was observed that all the linkage groups showed synteny with reference
genome chromosomes used, with the exception of the linkage group 10 of the C.
sunki map. For the phenotypic data, a population of 79 F1 hybrids between C. sunki
and P. trifoliata was used. The quantification of the bacterium and accumulation of
starch in the leaves were evaluated after two years of inoculation with the pathogen.
Through the statistical analysis of the mixed model it was possible to group the
hybrids into resistant, tolerant and susceptible, being important the validation of these
data in the field. The expression of 14 candidate genes related to HLB was
performed in 72 hybrids of the population and used as expression data for the
mapping of eQTLs. It was possible to locate nine QTLs and 52 eQTLs on the C.
sunki genitor map and 17 QTLs and 40 eQTLs were found on the P. trifoliata genitor
map. The overlapping eQTLs of the majority genes of QTL (phenotypic data)
indicates that the genes are related to the phenotype and are probably responsive to
the pathogen infection.



1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira € uma importante cadeia produtiva do agronegdécio do
pais, por se mostrar um setor organizado e competitivo. Estima-se que a producéo
mundial de frutas citricas supere os 90 milhdes de toneladas anuais (USDA, 2015),
sendo o Brasil o segundo maior produtor com quase 20 milhdes de toneladas da
fruta, superado apenas pela China (FAO, 2015). A producdo esta concentrada
principalmente na regido sudeste, com destaque para o cinturdo citricola de Sé&o
Paulo e Tridangulo Mineiro e devera ser de 364,47 milhdes de caixas de laranja de
40,8 kg em 2017/18 (FUNDECITRUS, 2017).

Pragas e doencas sao o0s principais fatores limitantes da atividade
econdmica da industrializacdo da citricultura nacional. Essa vulnerabilidade decorre
de uma estreita base genética ocasionada pela adog¢do de um sistema de producao
considerado monocultural, em que um numero reduzido de variedades é cultivado
em grandes extensfes de terra (BOSCARIOL-CAMARGO et al., 2010). Mesmo o
género Citrus apresentando uma grande diversidade de espécies, apenas um
pequeno numero € utlizado comercialmente (MACHADO, 2005). Segundo o
Fundecitrus (2017), dentre as principais doencas que afetam a citricultura brasileira
destacam-se: a pinta preta, a clorose variegada dos citros (CVC), a leprose, a
tristeza, a morte subita (MSC), o cancro citrico e, o huanglongbing (HLB) ou

greening. Sendo que, as duas Ultimas estdo em ampla disseminacdo no parque



citricola e sdo as que mais preocupam a cadeia produtiva deste agronegdcio
(FUNDECITRUS, 2017).

O HLB, embora seja a doenca de relato mais recente em Sao Paulo
(COLETTA-FILHO et al., 2004), é sem duavidas a que mais tem desafiado o setor
(producao, extensao e pesquisa) em face da rapida disseminacao e severidade. Em
2008, 0,61% das éarvores da cultura eram sintomaticas, em 2016 esse numero
aumentou para 16,92% (FUNDECITRUS, 2017). O progresso do HLB em pomares
de 8 a 12 anos é rapido, em quatro anos de avaliacdo 50% das copas apresentaram
sintomas da doenca, com aproximadamente 60% de queda na producéo
(FUNDECITRUS, 2017).

O controle de HLB depende de exclusdo do patégeno de uma éarea
produtora de citros com utilizacdo de material de propagacéo livre da doenca,
reducdo da fonte de in6culo por meio da remocao das arvores infectadas, assim que
detectadas, e controle de vetores (psilideos) com uso de inseticidas, ou de agentes
bioldgicos (FAN et al., 2013), praticas que correspondem de 5 a 10% do custo de
producdo da cultura (FUNDECITRUS, 2017). A busca por tolerancia ao patdgeno
tornou-se imprescindivel, porém até o momento, ndo ha nenhuma fonte de
resisténcia, entre as espécies do género Citrus, que possa ser utilizada no controle
dessa doenca, 0 que restringe, por ora, a utilizacdo do controle genético.

O HLB afeta todas as variedades citricas de importancia comercial, incluindo
laranjas, pomelos e tangerinas (BOVE, 2006; FOLIMONOVA et al., 2009).
Observacdes em campo mostraram que algumas cultivares citricas sdo mais
tolerantes ao HLB do que outras (HALBERT; MANJUNATH, 2004). Stover et al.
(2016), observaram que algumas combinacdes de copa/porta-enxerto de hibridos de
tangerina, mesmo com titulo da bactéria, continuaram se desenvolvendo e
produzindo frutos, o que sugere tolerancia dessas variedades a bactéria.

Verificaram-se que algumas cultivares de citros da Malasia apresentaram-se
mais tolerantes ao patégeno (SHOKROLLAH et al., 2009). Estudos demonstraram
gue os trifoliatas tém maior tolerdncia ao HLB do que outros grupos citricos
(BOSCARIOL-CAMARGO et al.,, 2010; FOLIMONOVA et al., 2009; ALBRECHT;
BOWMAN, 2011, 2012; BOAVA et al., 2015, 2017). Segundo estudos, os psilideos
apresentam menor preferéncia a cultivares de Poncirus trifoliata resultando em
plantas expostas a menor quantidade de in6culo (HALL et al., 2015; RICHARDSON,;
HALL, 2014).



Com o monitoramento da populacdo bacteriana, por meio de PCR
quantitativo (QPCR), observou-se resposta diferencial de gendtipos de citros e
géneros afins ao patégeno (BOSCARIOL-CAMARGO et al., 2010). De acordo com
os autores, foi possivel confirmar que a multiplicacdo da bactéria € uma
caracteristica contrastante entre as espécies de citros e géneros proximos, sendo
reduzida em lima da Pérsia, Poncirus e Atalantia, sugerindo que essas espécies
possam apresentar maior tolerancia a bactéria do HLB.

Em um estudo sobre patossistema Citros-HLB, utilizando uma populacdo
obtida do cruzamento entre C. sunki e P. trifoliata, verificou-se diferenca na
multiplicacéo da bactéria tanto nos genitores quanto na progénie (MARENGO, 2009;
BOAVA et al., 2015, 2017). Os resultados obtidos por gPCR indicaram diferencas na
multiplicacdo da bactéria entre as duas espécies estudadas. Apds 240 dias da
inoculacédo do patdgeno, verificou-se que a taxa de infec¢ao foi maior em C. sunki do
que em P. trifoliata, além de uma grande variacdo entre os hibridos avaliados.
Observacbes de sintomas também foram realizadas e esses levantamentos
permitiram a distincdo de hibridos contrastantes quanto a tolerancia ao HLB
(MARENGO, 2009). Assim, € importante aprofundar os estudos com esses géneros
e seus hibridos para entender quais mecanismos poderiam estar envolvidos na
tolerancia ao HLB.

As caracteristicas agronémicas como tolerancia a doencas, geralmente séo
controladas pela acdo de mdultiplos locos, responsaveis por pequenos efeitos no
fenétipo, 0 que ocasiona uma variacdo continua dada pela propria segregacao
genotipica. Por esse motivo, os chamados QTLs (Quantitative Trait Loci) tém sido
bastante estudados em programas de melhoramento genético a fim de associa-los a
mapas geneéticos, os quais permitem fazer correlacdes fenotipicas confiaveis a partir
da genotipagem de uma progénie (COLLARD et al., 2005; TOLEDO et al., 2008;
MACKAY, 2009).

A genética genbmica surge como uma técnica que engloba o mapeamento
de locos quantitativos e analises de expressdo génica para identificar a associacao
entre o estado alélico de uma regido do genoma e a quantificacdo dos transcritos
génicos (JANSEN; NAP, 2001). Tais regides gendmicas sdao denominadas como
QTLs de expressao (eQTLs), e permitem que se mensure a variagado da expressao
génica entre populacbes de individuos segregantes, determinando uma regido

cromossOmica que atua no processo de expressdo de um gene para uma dada



caracteristica (SCHADT et al., 2003). Sendo assim, o estudo de eQTLs é de grande
importancia para o entendimento da interacdo patdgeno-hospedeiro, a fim de

compreender 0s mecanismos de resposta as doencas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer sintenia entre os grupos de ligacdo dos mapas de Citrus sunki e
Poncirus trifoliata com o genoma de Citrus sinensis e mapear regides gendémicas
associadas a tolerancia a C. Liberibacter asiaticus por meio de analise fenotipica

(QTLs) e de expressao génica (eQTLS).

2.2. Objetivos Especificos

1. Estudar a sintenia a partir da analise comparativa entre os mapas de ligacdo de
C. sunki e P. trifoliata e 0 genoma de referéncia de C. sinensis;

2. Detectar e quantificar a bactéria C. Liberibacter asiaticus nos hibridos de C. sunki
e P. trifoliata;

3. Quantificar o acumulo de amido e sacarose nas folhas dos hibridos;

4. Analisar a expressao de genes candidatos relacionados a resisténcia a C.
Liberibacter asiaticus;

5. Identificar QTLs e eQTLs a partir da andlise da quantificagdo da bactéria, do

amido e da expresséo génica nos mapas de ligacao de C. sunki e P. trifoliata.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Candidatus Liberibacter asiaticus: Huanglongbing dos Citros

O HLB foi observado pela primeira vez na China no final de 1800 e foi
confirmado na india em 1967, com uma transmiss&o bem sucedida da doenca obtida
pelo do inseto vetor (GHOSH et al., 2015). Esta distribuida na maioria dos paises
asiaticos, africanos e alguns paises americanos, levando a expressivas perdas
econdmicas na producao dos citros (GOTTWALD, 2007). Foi detectada no Brasil, no
estado de Séo Paulo, em 2004 (COLETTA-FILHO et al., 2004) e na Flérida, Estados
Unidos, em 2005 (HALBERT, 2005).

O HLB é causado pela bactéria fastidiosa, Gram-negativa (GARNIER et al.,
1984), de ocorréncia restrita aos vasos crivados do floema, chamada Candidatus
Liberibacter spp., uma a-proteobacteria da ordem Rhizobiales e familia
Rhizobiaceae. Nenhum método eficiente de cultivo foi encontrado para isolar a
bactéria até o0 momento, permanecendo no status de ‘Candidatus’ (FLEITES et al.,
2014).

Existem trés diferentes espécies de Liberibacter que estdo associadas com a
doenca: “Candidatus Liberibacter asiaticus” (CLas) encontrada na Asia e América,
“Candidatus Liberibacter africanus” na Africa e “Candidatus Liberibacter
americanus”, na América. Entre as trés Liberibacters conhecidas que causam a

doenca HLB, a CLas é a mais difundida e € a responsavel pelo aumento das perdas



econdmicas na producdo de citros nos ultimos anos. Em 2004, quando o HLB foi
relatado pela primeira vez no estado de S&o Paulo, a espécie principal de
Liberibacter com mais do que 95% de arvores de HLB sintomaticas testadas estava
infectado pela "Ca. L. americanus”. Em 2008, a situagdo se inverteu, e as arvores
mais sintomaticas testadas se encontravam infectadas com ClLas (LOPES et al.,
2009).

A doenca pode ser disseminada de duas formas: transmissao da bactéria de
plantas infectadas para plantas sadias por inseto vetor, um psilideo (Diaphorina citri
ou Trioza eritraea), bem como por propagacdo de tecidos de citros infectados
(BOVE, 2006). A bactéria é transmitida pelos psilideos Diaphorina citri na maioria
das regibes de crescimento dos citros, e pela Trioza eritreae na Africa. Ambas as
espécies de psilideos podem transmitir todas as espécies de Liberibacter e séo
atraidos por volateis emitidos a partir de brotacées novas (PATT; SETAMOU, 2010).

Dessa forma, segundo Wang et al. (2017) o HLB nao depende apenas do
triangulo da doenca, convergéncia temporal e espacial de um patégeno virulento,
hospedeiro suscetivel e ambiente propicio a doenca. E sim, os resultados
epidemiologicos da doenca s@o determinados pela forma como vérios fatores
ambientais afetam as interacbes das plantas-bactéria-psilideo coletivamente e,
assim, sdo melhores descritos por uma piramide da doenca, com o vetor como
componente obrigatério adicional (Figura 1). A dependéncia de Liberibacter a um
vetor (inseto) mével complica dramaticamente a epidemiologia e o gerenciamento da
doenca (WANG et al., 2017).

Hospedeiro
(ex. Citros)

Psilideo
Ambiente

Candidatus Liberibacter

Figura 1. A pirAmide da doenca para as doencas das plantas associadas a
Candidatus Liberibacter (Retirado e adaptado de WANG et al., 2017).



Os sintomas em plantas com HLB iniciam-se de forma setorizada e sempre
ocorrem em ramos com fluxos vegetativos recentes. Inicialmente ha o aparecimento
de brotacbes amarelecidas seguindo-se do mosqueamento assimétrico, evoluindo
gradativamente para uma completa clorose da folha. O limbo foliar das folhas
sintométicas pode se tornar mais espesso, juntamente com o aumento espessura da
nervura central. Com relagdo aos frutos, o sintoma mais caracteristico € a assimetria
do eixo central do fruto, e também ocorréncia de sementes abortadas, inversao da
coloracdo do fruto que se inicia pelo pedunculo, aumento da acidez e queda dos
mesmos, com reflexos negativos na producéo e baixa qualidade do fruto e do suco
(Figura 2) (BRLANSKY et al., 2009).

Figura 2. Sintomas tipicos do huanglongbing em plantas de citros: (A) ramos com
folnas amareladas e/ou mosqueadas, (B) folha com sintomas semelhantes a
deficiéncia mineral, nervura da folha espessa e mais clara, manchas irregulares no
limbo foliar, alternado gradativamente entre o verde e o amarelo (C) fruto
apresentando tamanho reduzido, columela torta, sementes abortadas e
amadurecimento e coloracéo desuniformes e (D) fruto com a casca com pequenas
manchas circulares verde-claras que contrastam com o verde normal do fruto.
(Retirado e adaptado de FUNDECITRUS, 2017).



Até agora, nenhum mecanismo conclusivo de patogenicidade de CLas foi
identificado (DA GRACA et al., 2016). Disfungéo do floema parece ser a principal
alteracdo que pode determinar o surgimento de outros sintomas (KOH et al., 2012).
Uma das principais alteracdes anatdmicas observadas em tecidos com a bactéria do
HLB é a formacdo e deposicdo de alta quantidade de calose aparentemente
blogueando os poros da placa crivada dos elementos de vasos do floema
(MACHADO et al., 2010), o que pode interromper a distribuicdo de fotoassimilados
ao longo do sistema, causando acumulacdo excessiva de amido nos cloroplastos
das folhas (KOH et al., 2012). Outros fatores, como a acumulagédo de proteina de
floema (PP2) nas placas crivadas e o colapso das células do floema podem
contribuir para a disfuncéo do floema (Figura 3) (KIM et al., 2009).

Assim como ocorre para outras bactérias de floema, o mecanismo de
patogenicidade das bactérias do HLB estaria associado a inducédo de distlrbios
metabdlicos no hospedeiro, provavelmente, em resposta a produtos da bactéria,
levando ao desequilibrio no metabolismo de carboidratos. Tem sido demonstrado
gue folhas sintomaticas acumulam guantidades excessivas de amido. A retencdo de
amido e de sacarose em folhas de citros infectados sugere prejuizo na exportacao
de fotoassimilados (KIM et al., 2009). Segundo Kim et al. (2009), as consequéncias
deste bloqueio s&o: deficiéncias nutricionais, prejudicando o crescimento das
plantas, maturacdo dos frutos e o desenvolvimento de sementes nas plantas
afetadas.

Por se encontrar nos vasos do floema, a bactéria pode se distribuir por toda
a planta: nervuras da folha, raizes, tecidos florais (pétalas, pistilos e estames) e
tecidos do fruto, porém, essa distribuicdo ocorre de forma desigual, dificultando a
diagnose da doenca. Para o diagndstico da doenca, utilizam-se do PCR em tempo
real (QPCR), pois este método permite detec¢des mais sensiveis, além de permitir a
quantificacdo do patégeno (SCHAAD; FREDERICK, 2002).

Existem varias pesquisas que foram desenvolvidas com qPCR para estimar
o titulo de Liberibacter na planta. Segundo Li et al. (2006), € possivel detectar e
quantificar por qPCR as trés espécies de Liberibacter que afetam os citros
(africanus, asiaticus e americanus). Wang et al. (2006) desenvolveram uma analise
de gPCR que detectou CLas e um método de estimar o numero de copias do gene
de Liberibacter como um método indireto de medir a populacdo da bactéria na

planta. Este mesmo grupo de pesquisa desenvolveu um modelo de andlise com
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gPCR, com base no sistema TagMan e sequéncias genémicas do rDNA 16S de
CLas, que podem ser aplicados a outros patdogenos (CARLOS et al., 2006). A
técnica do gPCR, além do ganho em sensibilidade e especificidade, tem
possibilitado o aumento de informacdes quanto a concentracdo de CLas na amostra

analisada.

Elementos crivados  Célula companheira Parénquima do floema Células do mesofilo

\ Flagelina b Salicilato hidroxilase ' 'Ca candidatus liberibacter
;j Deposito de calose @ Sacarose @ Grio de amido
* Peroxidase Plasmodesmo

Figura 3. Um modelo de interacéo entre citros e CLas. Componentes relatados da
CLas possivelmente associados aos seus mecanismos de viruléncia em relacédo a
supressdo da imunidade do hospedeiro e a manipulacdo de sua fisiologia. Os
componentes da flagelina induzem bloqueio do plasmodesmo do floema e
prejudicam o fluxo de seiva entre as células. Os grédos de amido se acumulam nos
cloroplastos em resposta a varias mudancas nas atividades enzimaticas. O acido
salicilico pode ser dividido em catecol por hidroxilases e as espécies reativas de
oxigénio sao suprimidas pela atividade das peroxidases da bactéria (Retirado e
adaptado de DALIO et al., 2017).
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3.2. Botéanica, genética e melhoramento de citros

Devido a grande diversidade encontrada entre plantas, as frutas citricas
possuem taxonomia muito complexa, o que ainda gera muita controvérsia no que diz
respeito a classificagdo botéanica. O termo Citros € utilizado para todas as espécies
sexualmente compativeis da familia Rutaceae: Citrus, Fortunella e Poncirus (CUNHA
et al.,, 2013). A maioria das espécies desses trés géneros € diploide, com 2n=18
cromossomos em células somaticas e possui um genoma relativamente pequeno
cerca de 367 Mb (XU et al., 2012). Sao originarios principalmente das regides
subtropicais e tropicais do sul e sudeste da Asia, incluindo areas da Australia e
Africa. Foram levados para a Europa na época das Cruzadas e chegaram ao Brasil
trazidos pelos portugueses, no século XVI (QUEIROZ et al., 1999).

O género Poncirus € monoespecifico (P. trifoliata) e desempenha um papel
central na obtencdo de porta-enxertos, uma vez que possui tolerancia a muitos
fatores bidticos como resisténcia a baixas temperaturas. Outro fator caracteristico
desse género corresponde a formacdo de plantas com pequeno tamanho e ao
mesmo tempo, producdo de frutos com alta qualidade (POMPEU JUNIOR,;
BLUMER, 2014).

O género Fortunella inclui algumas cultivares como os Kumquats (TADEO et
al., 2008). Seus frutos sdo aromaticos, pequenos, com cerca de 2,5 cm de diametro,
produzidos em abundancia. Sdo de formato oval, superficie lisa e coloracéo
amarelo-ouro a laranja avermelhada. Tem sabor adocicado, mas moderadamente
acido. Sao as espécies citricas mais resistentes ao frio (MAZZINI; P10, 2010).

Ja o género Citrus apresenta maior importancia econdmica por conter a
maioria das espécies consumidas no mundo, e consequentemente € o que levanta
maiores discussdes com relagcdo a sua classificacdo, uma vez que diferentes
critérios séo utilizados por diversos sistemas de taxonomia, gerando principalmente
uma divergéncia no numero de espécies verdadeiras que compde esse género
(BASTIANEL et al., 2001). Alguns autores afirmam, por exemplo, que muitos biétipos
existentes classificados como espécies podem ser o resultado de hibridacGes
interespecificas, preservadas ao longo do tempo por meio da embrionia nucelar,
possibilitando um isolamento reprodutivo destas novas combinagdes (CAMERON,;
FROST, 1968).
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Considerando que a maioria das variedades citricas comerciais atuais surgiu
em decorréncia de algum tipo de mutacdo natural, pode-se dizer que essas deram
origem aos primeiros processos de melhoramento genético da cultura. Praticas
utilizadas, como a enxertia e a estaquia, e a caracteristica de embrionia nucelar da
cultura, facilitaram o acamulo e a conservacéo dessas mutacdes (EMBRAPA, 1998).
Exemplos de laranjas doces que se originaram dessa forma incluem a ‘Shamouti’, de
grande importancia em Israel, provavelmente derivada de uma mutacédo de gema da
laranja ‘Beladi’, as Laranjas sanguineas como a ‘Maltese’, que surgiram na regiao
Mediterranea e a laranja ‘Bahia’ (de umbigo) que foi encontrada no Brasil, no Bairro
do Cabula, Salvador, Bahia, como variagdo de ramo da laranja ‘Seleta’, cabendo
destacar que, no grupo das laranjas de umbigo e ‘Valéncia’, muitas variedades tém
sido selecionadas a partir de mutagdes somaticas em gemas ou ramos (NISHIURA,
1965).

Posteriormente, surgiram programas de melhoramento que utilizam a
variabilidade genética existente nos géneros de citros para a obtencdo de hibridos
de interesse com uso de cruzamentos controlados. Tais programas de
melhoramento podem estar voltados tanto para o melhoramento da copa quanto do
porta-enxerto, sendo esse primeiro bastante restrito e visando o aumento na
performance da arvore principalmente em termos de produtividade, tolerancia ao
frio, adaptacdo a colheita mecéanica e também a resisténcia a pragas e doencas
(KHAN, 2007).

Os programas de melhoramento de porta-enxertos sdo mais comuns e por
muito tempo se restringiam basicamente ao melhoramento do limdo ‘Cravo’, que
liderava as preferéncias devido a sua precocidade e a alta produtividade conferida a
variedade-copa nele enxertada, além de sua tolerancia a seca e a Tristeza (CTV).
Apesar disso, a susceptibilidade a Morte Subita dos Citros (MSC) fez com que os
programas de melhoramento passassem a focar em porta-enxertos que o
substituissem a partir do surgimento e expansdo da doenca (CRISTOFANI et al.,
2005).

Com esse cenario, foi necessario ter maior heterogeneidade de porta-
enxertos para a citricultura, a partir de esforcos de enxertia principalmente com a
tangerina Cléopatra (C. reshni Hort. ex Tan.), o citrumelo Swingle [C. paradisi
Macfad. cv. Duncan x P. trifoliata (L.) Raf.] e a tangerina Sunki [C. sunki (Hayata)
hort. ex Tan.] (SCHINOR et al., 2011). Assim, a tangerina Sunki (C. sunki Hort. ex
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Tan.), mostrou-se bastante indicada como porta-enxerto para copas citricas por ndo
apresentar problemas de incompatibilidade, apresentando diversos caracteres
agrondmicos desejaveis, como vigor, boa produtividade de frutos, resisténcia a
diversas doencas citricolas (CTV, declinio dos citros, MSC, entre outras) e tolerancia
a fatores abioticos (salinidade e seca) (SCHINOR et al., 2011).

Segundo Lima (2016), existem diversos programas de melhoramento
genético de porta-enxertos dos citros espalhados pelo Brasil, com destaques ao
Centro APTA Citros Sylvio Moreira, em Cordeirdpolis-SP, a Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas-BA, a Fundacdo Estadual de Pesquisa
Agropecuaria (FEPAGRO), em Taquari-RS, e a Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS), em Porto Alegre-RS. Nesses programas, hibridacées controladas
tém sido conduzidas e como resultado, foram obtidos diversos porta-enxertos
utilizados pela citricultura brasileira, como as tangerineiras, os citrangeiros (C.
sinensis x P. trifoliata) e os citrandarins (C. reticulata x P.trifoliata), dentre outros
(OLIVEIRA, 2008).

O avanco genético via técnicas classicas de melhoramento é dificultado pela
baixa variabilidade genética existente entre os diferentes representantes do grupo de
citros (laranjas doce e azeda, limas &cida e doce, limdes e tangerinas, entre outros),
determinado pela estreita origem genética destas espécies (SOUZA, 2012). Wu et
al. (2014) realizaram um estudo comparativo entre o genoma de variedades do
género Citrus (tangerina, toranja, laranja doce, laranja azeda e Clementina) e
concluiram que essas variedades derivam de apenas duas espécies progenitoras.

Outro fator limitante para citros € o longo periodo de juvenilidade,
proporcionado pela propagacdo por sementes, que retarda o inicio da floracdo e
consequentemente a formacéo dos frutos, tornando a obtencdo de novos hibridos,
em cruzamentos dirigidos, demorada (PASQUAL et al., 2015). Esse processo varia
de acordo com a espécie podendo chegar a 13 anos (MACHADO et al., 2005).

O melhoramento genético de citros buscam-se genitores contrastantes, para
a realizacdo de cruzamentos interespecificos com o objetivo de obter hibridos, que
contribuirdo para a ampliagdo da variabilidade genética (BERED, 1997; VALLE,
2002), pratica essa realizada em programas de melhoramento genético como do
Centro APTA Citros Sylvio Moreira, o qual investe cada vez mais em pesquisa e na

producéo de porta-enxertos alternativos para a citricultura.
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3.3. Mapas genéticos e mapeamento de QTLs

Os mapas genéticos baseados na frequéncia de recombinagcdo entre
marcadores polimérficos em uma progénie tornaram-se ferramentas fundamentais
para acelerar o processo de sele¢cdo de marcadores associados a caracteres
guantitativos (DANAN et al., 2011). O mapeamento de QTLs visa encontrar
associacfes entre os marcadores mapeados e as observacfes das caracteristicas
fenotipicas, principalmente de natureza quantitativa. A associacao entre marcadores
e caracteristicas fenotipicas pode ser realizada de véarias maneiras. Duas
abordagens comumente usadas sdo: a) analise de ligacdo utilizando uma populagéo
de mapeamento bi-parental segregando para a(s) caracteristica(s) de interesse, ou
b) analises de associacdo, que podem ser realizadas em popula¢des naturais,
colecbes de germoplasma, conjunto de materiais elite, entre outros.

Por ser uma espécie perene, o tipo de populacdo utilizada para a construcao
dos mapas em citros € principalmente Fi, porém, também, € utilizado
retrocruzamento. A maioria dos estudos de mapeamento de QTLs focou na
resisténcia/tolerancia a doenga em porta-enxertos.

As estratégias de mapeamento utilizadas nos mapas em citros sdo o
pseudo-testcross e a constru¢do de mapas integrados. Segundo Souza et al. (2013),
tradicionalmente, a construcdo de mapas genéticos de populacdes Fi1, envolvem a
estratégia pseudo-testcross, em que sdo construidos dois mapas, uma para cada
genitor, e apenas marcadores que segregam na proporcéo de 1:1 sdo considerados.
Com modernas tecnologias de marcadores disponiveis para populacdes Fi, que
segregam em 3:1 (dominantes), 1:2:1 (codominantes), e 1:1:1:1 (codominantes),
para além de 1:1, podem ser usados para integrar mapas de ligacdo individuais
(SOUZA et al., 2013).

A maioria das caracteristicas de interesse da cultura é controlada por locos
guantitativos, sendo que seu estudo permite a identificagdo, mapeamento e
quantificacdo de seus efeitos. Fatores como o numero e a frequéncia de
recombinacdo dos QTLs, magnitude dos seus efeitos, caracteristicas como
herdabilidade, interacdes entre genes, tipos de marcadores e grau de saturacédo do
mapa geneético, influenciam a detecgéo dessas regides (SOUZA et al., 2012).

Em vérias culturas perenes, o mapeamento de QTLs tem favorecido e

ajudado no melhoramento genético. Em citros, existem varios estudos de



15

mapeamento, a maioria para identificar QTLs ligados a resisténcia/tolerancia a
doencas, tais como a tristeza dos citros (GMITTER et al., 1996; DENG et al., 1997;
FANG et al.,, 1998; CRISTOFANI et al., 1999), a Xylella fastidiosa causadora da
clorose variegada dos citros (CVC) (OLIVEIRA et al., 2004), a mancha marrom de
alternaria (DALKILIC et al., 2005), a gomose de Phytophthora (SIVIERO et al., 2006)
e de resisténcia a leprose (BASTIANEL et al., 2009). Além de caracteristicas como a
apomixia (GARCIA et al., 1999), resisténcia ou susceptibilidade ao frio (CAl et al.,
1994; MOORE et al., 2000) juvenilidade (RAGA et al., 2012), vigor e acidez da fruta
(GMITTER et al., 1996), peso, tamanho de frutos e nimero de sementes (GARCIA et
al., 2000) e o mais recente mapeou caracteristicas de qualidade de fruto (CURTOLO
et al., 2017).

Além do estudo e da localizacdo dos QTLs e da determinacdo de seus
efeitos, € interessante considerar que o desenvolvimento de um mapa genético
permite estudos em varias outras areas como, por exemplo, o esclarecimento da
estrutura do genoma, a clonagem de genes de interesse e o0s estudos de sintenia
(LIU, 1997).

O cruzamento das informacbGes obtidas com o mapeamento genético
tradicional e com o mapeamento fisico do genoma deve facilitar a caracterizacdo de
genes e de regides do genoma criticas para a expressao fenotipica, dando subsidios
para a clonagem de blocos de genes desejaveis (ROCHA et al., 2003). Tais estudos,
associados a sintenia entre as espécies, podem facilitar o entendimento de muitos
processos fisioldgicos e de diferencas entre espécies, fornecendo a base teérica

para a selecao e manipulagéo genética.

3.4. Expressao génica e mapeamento de eQTLs

QTLs de expressdo sao regides genéticas identificadas pela aplicacéo de
métodos de andlise de QTLs para dados sobre a abundancia de transcricbes de
genes especificos em amostras de diferentes individuos (gendtipos) em uma
populacdo segregante, ou em populagcdes com outras estruturas genéticas. A
abundancia de transcricdo € usada como uma medida do nivel da expressao desse
gene em cada individuo e pode ser analisada como uma caracteristica, assim como

outros fenétipos, como altura ou rendimento da planta (DRUKA et al., 2010).
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A analise integrada de dados genotipicos e dados quantitativos de
transcricdo, na associacdo com caracteristicas complexas, pode auxiliar na
identificacdo de genes envolvidos no fendtipo (WANG et al., 2014). Jansen e Nap
(2001) propuseram a genética gendmica como uma técnica que engloba o
mapeamento de locos quantitativos e andlises de expressao génica para identificar a
associacdo entre o estado alélico de uma regido do genoma e a quantificacdo dos
transcritos génicos. Schadt et al. (2003) referiram-se a tais regides gendmicas como
QTLs de expressao (eQTLS).

A determinagdo de uma regido cromossOmica que atua no processo de
expressdo de um gene para um dado carater fenotipico em populacbes segregantes
pelo mapeamento de eQTLs é de extrema importancia para o melhoramento de
plantas, partindo do pressuposto de que a transcricdo de um gene consiste no
intermediario entre a informacgéo codificada no genoma e o fenétipo final (JANSEN;
NAP, 2001; ROSA, 2007; KUJUR et al., 2013).

Estudos com abordagem de perfil diferencial de expressao génica tais como
microarranjos, RNA-Seq e RT-gPCR (reverse transcriptase quantitative PCR), tém
sido utilizados para determinar os niveis de expressdo génica em uma populacao
segregante e identificar regibes gendmicas, explicando a variacéo de transcritos em
genes co-regulados. Quando correlacionados com os dados de caracteres
guantitativos, esta estratégia tem permitido identificar, com sucesso, genes
candidatos pela co-localizacdo da expressao e caracterizacdo de QTLs (HANSEN et
al., 2008; ACKERMANN et al., 2013). Alguns trabalhos ja foram conduzidos com
eQTLs em vérias culturas vegetais, relatando grandes diferencas nos valores de
expressao entre os individuos segregantes para um Unico gene, 0 que resultou na
deteccdo de eQTLs tanto proximos quanto distantes a sequéncia génica (WEST et
al., 2007; HOLLOWAY et al., 2011; DROST et al., 2010).

Wang et al. (2014) concluiram que a expressao dos transcritos apresenta
alta herdabilidade, sendo possivel identificar dois tipos de eQTLs, de acdo em cis e
em trans. O primeiro é uma regido localizada proxima a posicao fisica de um gene,
por exemplo, proximo a 5Mb (Figura 4a), ja o segundo trata-se de um eQTLs
distante do gene (> 5 Mb ou até mesmo em diferentes cromossomos) (Figura 4b).
Os genes subjacentes a trans-eQTLs sdo assumidos para codificar fatores de trans-
acao - tipicamente proteinas que, ao se unirem a cis-elementos de outros genes,

gue controlam sua expressdo de mRNA. Assim, um trans-eQTLs poderia, por
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exemplo, representar a localizacdo de um fator de transcricdo que controla a
expressao do alvo sozinho ou, potencialmente, a expressao correlacionada de varios
genes funcionalmente relacionados. Na realidade, a expressdo do gene alvo pode
ser controlada por uma combinacdo de elementos de acédo cis- e trans (Figura 4c)
(DRUKA et al., 2010).

(a) (b) ()

1H Gene 1 TH Gene 2 E::I Gene 3
eQTL
2H 2H
2 eQTL [::=—i |
3H 3H 3H
Posicio
eQTL do gene
no mapa
4H 4H
Posicéo
eTL do gene
5H
6H
TH

no mapa
5H| P

6H 6H
Posicdo
do gene

no mapa

TH TH
| | eQTL t::.-l

Figura 4. Modo de regulacdo da expressao génica inferida pela analise expressao

| 5H

7

de caracteres quantitativos (eQTLs). (a) a cis-regulacdo é considerada a causa
provavel da acumulacdo observada de mRNA dependente do gendtipo, se as
posicoes do eQTLs e do gene corresponderem. (b) Se ndo o fizerem, o trans- fator
codificado por um locus eQTLs (cromossomo 2H) € a causa mais provavel das
diferencas observadas. (c) se for observado multiplos eQTLs, com um coincidindo
com a localizagédo do gene, pode ser inferida a regulagdo combinada cis e trans
(Adaptado e retirado de: DRUKA et al., 2010).

Estudos de eQTLs vém sendo realizados tanto em cultura anuais quanto em
perenes. Wang et al. (2014) correlacionaram onze genes candidatos nas regides de
eQTLs que estavam sobrepostos a QTLs identificados para acumulo de isoflavonas
em soja. Chen et al. (2010) identificaram um gene candidato subjacente a um trans-
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eQTL, demonstrando a viabilidade da clonagem de eQTLs no milho e, assim,
ajudando a compreender o mecanismo de regulacdo da expressao génica.

Kirst et al. (2005) observaram em hibridos de eucalipto, que QTLs para
crescimento em diametro estavam co-localizados com eQTLs para genes
relacionados com lignina, sugerindo que esta caracteristica e lignina sdo controladas
pelos mesmos locos. Drost et al. (2010) mostraram que, em Populus, 0s genes
expressos nos oOrgdos estudados da planta (xilema, folhas e raizes) sdo cis-
regulados (~ 92%), enquanto os genes com eQTLs em apenas um 6rgdo séo, em
grande parte, trans-regulados, o que sugere que a regulacdo por trans pode ser o
principal fator de diferenciacdo na funcéo entre os 6rgédos das plantas.

Em citros foram desenvolvidos alguns trabalhos de eQTLs (LIMA, 2016;
MAURICIO, 2013; SUGIYAMA et al., 2014). Mauricio (2013) utilizou hibridos de
tangor Murcott com laranja Pera para mapear eQTLs relacionados a resisténcia a
CVC (Clorose Variegada dos Citros). Lima (2016) mapeou QTLs de expressao em
uma populacdo de hibridos entre C. sunki e P. trifoliata associados a resisténcia a
Phytophthora parasitica. Sugiyama et al. (2014) mapearam eQTLs para genes do
metabolismo de carotenoides em hibridos de Citrus.

Varios estudos de transcriptomas em interacées citros-HLB foram publicados
até o momento (ALBRECHT; BOWMAN, 2012; FAN et al.,, 2012; MAFRA et al.,
2013; MARTINELLI et al., 2013). Estes estudos demonstraram que as expressfes
de genes do metabolismo de carboidratos, de transporte de nutrientes, sintese da
parede celular, e vias de resposta de defesa e hormonais foram reprogramadas pela
infeccdo com CLas e o desenvolvimento da doenca. Também sugeriram que a
interrupcdo na via fonte e dreno de carboidratos e obstrucdo do floema,
provavelmente, foram as principais causas do aparecimento dos sintomas de HLB
(ARITUA et al., 2013; MAFRA et al., 2013; MARTINELLI et al., 2013). As técnicas de
microarranjos e RNA-seq foram utilizadas para estudos de expressdo génica em
tecidos de frutos, folhas, ramos e raizes de citros em resposta a infeccdo com CLas
(DUAN et al., 2009; FAN et al., 2012).

De acordo com Rawat et al. (2015), pouca sobreposicéo foi observada entre
as respostas obtidas nos estudos de transcriptomas, quanto aos genes
diferencialmente expressos. Os autores discutem que, provavelmente, isto se deve
as diferentes técnicas, tecidos ou genotipos utilizados. Além disso, alguns estudos

focaram apenas em plantas totalmente sintomaticas, enquanto outros realizaram
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andlises ao longo do tempo de desenvolvimento da doenca. Estes mesmos autores,
conduziram uma andlise integrada das informacdes de 46 plataformas publicas de
dados de microarranjos disponiveis para o patossistema Citros-HLB. A analise de
ontologia génica desse conjunto de dados sugeriu que o metabolismo de
carboidratos, transporte de nutrientes e estresse bibtico foram as vias centrais
moduladas em citros por infecgcdo CLas e desenvolvimento de HLB.

A identificacdo de eQTLs e dos genes cuja expressao eles regulam é de
grande interesse para revelar os componentes chave da arquitetura genética que
desencadeiam muitos processos bioldgicos. A populacdo que serd utilizada neste
estudo tem sido avaliada para a tolerancia ao HLB e outras doengas (BOAVA et al.,
2011, 2015). Estas informacbes fenotipicas, em combinacdo com a pesquisa
proposta, serdo utilizadas futuramente para identificar os genes associados com a
variagdo quantitativa de caracteristicas comercialmente importantes para o setor

citricola.



20

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Analises comparativas entre os mapas de ligacdo e o genoma de

referéncia

Para as analises comparativas, foram utilizados os mapas de ligacdo
previamente construidos para C. sunki e P. trifoliata utilizando marcadores DArT-
Seq™ e a estratégia pseudo-testcross. Os mapas estdo apresentados na tabela 1 e
figura 5 (CURTOLO et al., 2017, submetido para publicacao).

Para a construcao dos mapas de ligacao foi utilizado o software OneMap. O
mapa de P. trifoliata, foi construido com 3.084 marcadores distribuidos em um total
de nove grupos de ligacdo, correspondendo ao numero hapléide de cromossomos
da espécie, com um tamanho total de 2.411,55 cM, com o0s grupos variando de
42,03 cM (TLG 8b) a 472,60 (TLG 5). A distancia média entre marcas foi de 0,78 cM,
sendo que o grupo com menor densidade foi o TLG 8b com 0,96 cM e o com maior
densidade foi o TLG 8a com 0,62 cM entre marcas. JaA o mapa de C. sunki, possui
um total de 2.778 marcadores moleculares e um tamanho de 2.446,6 cM,
distribuidos em dez grupos de ligacdo, superando o numero hapléide de
cromossomos da espécie (n=9). Os grupos de ligacdo de tangerina Sunki (SLG)
variaram de 30,98 cM (SLG 10) a 432,73 cM (SLG 5) com uma distancia média de
0,88 cM entre marcas. O grupo com menor densidade foi o SLG 10 com 0,53 cM e o

com maior foi o SLG 5 com 1,87 cM entre marcas (Figura 5, Tabela 1).
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Tabela 1. Distribuicdo do numero de marcadores mapeados em cada grupo de

ligagao.

Mapa de ligacéo P. trifoliata

Mapa de ligagéo C. sunki

Tamanho do

Tamanho do

Namero de N Numero de o
marcadores 9"1PO de ligacao marcadores 9"PO de ligacao
(cM) (cM)
*TLG 1 434 292,54 *SLG 1 525 355,43
TLG 2 435 337,52 SLG 2 396 372,06
TLG 3 155 133,87 SLG 3 311 291,84
TLG 4 341 283,92 SLG 4 287 311,18
TLG 5 629 472,60 SLG5 231 432,73
TLG 6 256 219,24 SLG 6 228 249,58
TLG 7 316 271,53 SLG7 94 174,83
TLG 8a 91 56,40 SLG 8 298 255,34
TLG 8b 44 42,03 SLG 9 349 272,63
TLG 9 383 301,90 SLG 10 59 30,98
TOTAL 3.084 2.411,55 TOTAL 2.778 2.446,6
*TLG = grupo de ligagéo do P. trifoliata; **SLG = grupo de ligacdo da C. sunki.
1 2 3 6 7 8a8b 9 1 2 3 4 6 7 8 9 10

1

Figura 5. Mapas de ligagdo de P. trifoliata (& esquerda) e C. sunki (a direita), usando

a estratégia pseudo-testcross. Os mapas de ligacdo foram construidos com 2.778

marcadores DarT-Seq™ para C. sunki e 3.084 marcadores DArT-Seq™ para P.

trifoliata.
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Foi realizada a andlise comparativa entre os mapas de ligagdo com o
genoma de referéncia de C. sinensis. Para que fosse possivel esta comparacao,
todas as sequéncias dos marcadores ancorados no mapa foram alinhadas com o
genoma, a partir do BLASTN, onde somente o resultado do primeiro melhor
alinhamento, com base no e-value, foi utilizado para a comparacdo. Com o intuito de
facilitar a visualizacdo dos resultados dos alinhamentos obtidos, de modo a permitir
a identificacdo de sintenias, foi gerada uma visualizacao grafica a partir a plataforma
http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/. Esta andlise comparativa sé é possivel quando
h& disponibilidade do genoma sequenciado da espécie, ou marcadores comuns
entre os diferentes mapas de ligagdo (THUMMA et al., 2010).

A avaliacdo da ordem dos marcadores nos mapas de ligacdo com a posicao
fisica dos marcadores no genoma foi estimada alinhando-se os grupos de ligacéo

com os pseudocromossomos de laranja doce utilizando o programa MapChart 2.3.

4.2. Local de Experimentacéo

O trabalho foi desenvolvido no Centro APTA Citros Sylvio Moreira do
Instituto Agronémico (IAC), Cordeir6polis/SP. As plantas fizeram parte de outro
trabalho do nosso grupo de pesquisa (BOAVA et al., 2017), foram estabelecidas em
casa de vegetacdo em 2013 e a coleta de folhas para o presente trabalho se deu em
junho de 2015.

4.3. Material Genético

Os individuos empregados no experimento fazem parte de uma populacéo
de hibridos F1 obtidos do cruzamento entre os genitores C. sunki e P. trifoliata, os
quais foram utilizados em hibridagdo controlada como genitores feminino (suscetivel
ao HLB) e masculino (considerado mais tolerante ao HLB), respectivamente,
originando 314 hibridos.

O experimento constituiu-se de gendtipos de C. sunki, P. trifoliata e 79
hibridos que foram multiplicados por borbulhas enxertadas em limdo Cravo (C.
limonia Osb.). Apds seis meses da enxertia, as plantas foram inoculadas com

borbulhas de plantas infectadas por CLas que foram enxertados em lados opostos
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da haste primaria das plantas hibridas. Essas borbulhas infectadas foram coletadas
a partir de plantas de laranja Pera HLB-sintomaéticas.

Todas as plantas foram mantidas em estufa com delineamento experimental
inteiramente casualizado, com seis repeti¢cdes biologicas para cada genotipo, sendo
3 plantas inoculadas com borbulhas infectadas e 3 plantas inoculadas com
borbulhas sadias (Figura 6). Folhas e peciolos foram coletados aos 24 meses apdés a

inoculacao para quantificacdo de bactéria e amido.

Figura 6. Foto da casa de vegetacdo com a populacéo de hibridos em delineamento

inteiramente casualisado.

4.4. Avaliacdo Fenotipica

As avaliacOes fenotipicas foram realizadas a partir da quantificacdo da
bactéria e acimulo de amido nos 79 hibridos e genitores com trés repeticbes de
cada genotipo, de plantas infectadas e ndo infectadas, apos dois anos da inoculagéo

do patégeno.
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4.4.1. Deteccao e Quantificacdo da Bactéria por gPCR

A deteccao e quantificacdo da bactéria foram realizadas a partir de amostras

de DNA total dos peciolos e nervuras centrais das folhas das plantas.

4.4.1.1. Extracao de DNA

Folhas da mesma idade e posicdo foram coletadas a partir dos quatro lados
das plantas. Peciolos de oito folhas foram combinados, e 200 mg foram triturados
com duas esferas (3 mm de diametro) em microtubos de 2 ml a 30 Hz durante 120
segundos, usando TissueLyser Il (Qiagen). A extracdo de DNA foi realizada
utilizando o método de CTAB (MURRAY; THOMPSON, 1980). O DNA precipitado foi
dissolvido em 50 pL de agua isenta de DNAse. A qualidade das amostras de DNA foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1%. As concentracbes de DNA foram
determinadas em NanoDropTM 8000 spectrophotometer (Thermo Scientific), e

ajustada a 100 ng/uL.

4.4.1.2. PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

As amplificacOes foram realizadas em duplex (Tabela 2) utilizando 14 uL de
reacao contendo 6,25 mL de 1X TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystem)
216 nM de cada um dos iniciadores e 135 nM de cada uma das sondas (HLBp) em
termociclador "ABI Prism 7500 Sequence Detection System" (Applied Biosystem) (LI
et a., 2006) . GAPDH foi usado como um gene de controle interno com 270 nM de
cada iniciador e 135 nM de cada sonda (BOAVA et al., 2015). Foi adicionada agua
para levar o volume a 11 pL, e 3 uL de DNA foram utilizados por reacédo. Todas as
reacoes foram realizadas em duplicata. Cada placa de PCR de 96 pocos continha os
seguintes controles: dois pogos com agua como controles negativos de PCR e dois
pocos contendo amostras ClLas positivas. As condi¢cdes dos ciclos de PCR foram:
95°C durante 5 min, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 30s e 58°C durante 45s.
As emissdes foram medidas em cada um dos 40 passos de extensédo. Foi utilizado o
valor limiar de 34 Ct (cycle threshold - limiar de ciclo) (BOAVA et al.,, 2015). A
otimizacdo das concentragbes dos reagentes, incluindo iniciadores e sondas, foi

realizada usando DNA HLB positivos e negativos conhecidos.
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Tabela 2. Sequéncias dos iniciadores utilizados para quantificacado de CLas.

Genes Sigla Sequéncias 5’- 3’ Referéncias
HLBas TCGAGCGCGTATGCAATACG
16S rDNA HLBr GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG (LI et al., 2006)
HLBp AAGACGGGTGAGTAACGCG
GAPDHf GGTCAGTGGAAGCACAACGA
Glyceraldehyde (BOAVA et al
3-phosphate GAPDHr GAGTACTAAAATGTACCTGAATCCGAAA 2015) N

dehydrogenase - bpHp  TCCTCTTCGGTGAGAAGCCAGTCGCT

4.4.1.3. Obtencéo da Curva Padrao

Com a curva padrao foi possivel calcular o titulo da bactéria. O fragmento
alvo de ClLas foi amplificado pelo conjunto de iniciadores 16S de DNA ribossomal
(rDNA) da bactéria como descrito por Li et al. (2006). O fragmento alvo esperado foi
separado por eletroforese em gel de agarose low melting 2% e isolado in situ e
purificada com Qiaquick gel extraction kit (Qiagen) de acordo com as instrucdes do
fabricante. O DNA foi eluido e utlizado para ligacdo com o vetor pGEM®-T
(Promega). A solugdo plasmideo recombinante foi usada para transformar células
competentes de E. coli DH5a. O plasmideo recombinante foi extraido com Pure
Yield TM Plasmid Miniprep System (Promega) seguindo as instru¢des do fabricante,
e foi sequenciado e alinhado usando BLASTN. A solucéo padrdo plasmideo original
foi quantificada com NanoDrop™ 8000 spectrophotometer (Thermo Scientific), e, em
seguida, diluida em diluicées seriadas de 10 vezes, a partir da solucao original de
DNA alvo a 1010, sendo as dilui¢Ges utilizadas para gerar uma curva padrdo (dsDNA
= 6,6 x 10° g mol? kb1), de acordo com Wang et al. (2006). A quantificacdo CLas

(nimero de copias [CN] de 16S rDNA por pL) foi baseada na férmula

MxN
CN =
LxD

onde M = concentragdo minima de &cido nucleico detectado (g/mL); N = de n° de
Avogadro (6, 022 x 10% moléculas™?); L = comprimento do acido nucleico em kpb
(comprimento total do plasmideo de insercéo); D = factor de converséo a partir de 1
kb de acido nucleico para Daltons (WANG et al., 2006).
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4.4.2. Quantificagdo de Amido

A gquantificacdo do amido foi realizada pelo método enzimatico a partir de 10
mg de folhas secas de acordo com a metodologia descrita por Amaral et al. (2007).
Para a retirada dos agucares, pigmentos, fendis e outras substancias soluveis foram
realizadas quatro extracdbes com 500 pL de etanol 80% a 80°C por 20 min,
totalizando 2 mL de extrato etanolico. Apdés remocado da fracdo etandlica, o
precipitado foi seco a temperatura ambiente durante 12 horas, até a completa
evaporacado do etanol. A seguir, foram adicionados 0,5 mL (120 U mL-1) de a-
amilase termoestavel de Bacillus licheniformis (EC 3.3.1.1; Megazyme®, Irlanda)
diluida em tampdo MOPS 10 mM pH 6,5. As amostras foram incubadas a 75° C por
30 min. Este procedimento foi repetido mais uma vez totalizando 120 unidades de
enzima. As amostras foram resfriadas até 50°C, e entdo, adicionou-se 0,5 mL de
uma solugdo contendo 30 U mL* de amiloglucosidase de Aspergillus niger (EC
3.2.1.3; Megazyme®, Irlanda) em tampéo acetato de sédio 100 mM pH 4,5. As
amostras foram incubadas a 50°C por 30 min. Este procedimento foi repetido mais
uma vez.

Apos as incubagdes descritas acima, foram acrescentados 100 pL de acido
perclorico 0,8 M para parar a reacao e precipitar proteinas. Apés centrifugacéo (2
min a 10.000 g), procedeu-se a dosagem de amido nos extratos, através de
guantificacdo da glucose liberada no processo de hidrélise. Para tal foram retiradas
aliquotas de 20 pL de extrato, as quais foram adicionados 300 pL do Reagente
Glicose PAP Liquiform (CENTERLAB, Brasil), contendo as enzimas glucose-oxidase
(~11000 U mL™1) e peroxidase (~700 U mL"t), 290 umol L de 4-aminoantipirina e 50
mM de fenol pH 7,5. Neste sistema, a glucose oxidase catalisa a oxidacdo da
glucose. O peroxido de hidrogénio formado na reacédo reage com 4-aminoantipirina e
fenol, sob acdo catalisadora da peroxidase, através de uma reagcdo oxidativa de
acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha, cuja intensidade de cor é
proporcional & concentracdo de glucose na amostra. Apos incubacdo por 15 min a
37 °C, o teor de glucose foi determinado no espectrofotdometro com comprimento de
onda 490 nm. Para a confec¢do da curva padrédo foi utilizada solucdo de glucose
(SIGMA), nas concentragdes de 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 ug mLL.
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4.4.3. Analises dos dados fenotipicos

Para as analises de quantificacdo da bactéria e amido, como durante a
coleta houve perda de algumas repeticdes dos genotipos, por morte da planta ou
pela mesma ndo apresentar folhas na data da coleta, optou-se pela andlise dos
dados por modelo linear misto.

Um ajuste com os dados de quantificacdo de CLas foi realizado, levando-se
em consideracdo a presenca ou nao da bactéria nas repeticdes de cada hibrido. Se
uma ou duas das repeticdes apresentaram a bactéria e a outra ndo, foi considerada
apenas a presenca da mesma, utilizando o valor limiar de 34 Ct (BOAVA et al.,
2015).

Para inferir a quantidade de CLas nas amostras, levaram-se em
consideracéo dois parametros: os valores de Ct (resultado do gPCR) e o numero (n°)
de copias do fragmento 16S de CLas, obtidas pela curva padréo dos iniciadores do
HLB, transformado em logaritmo na base 10 (log). Para a quantificacdo de amido
foram levados em consideracdo dois grupos, individuos sem inoculacdo com CLas
(Controle) e com inoculacao (Inoculado).

O modelo estatistico utilizado para a analise foi:

y=Xr+Zg+e
onde y é o vetor de dados; r é o vetor de efeitos das repeticdes (assumido como
fixo) adicionado a média geral; g é o vetor dos efeitos genotipicos individuais (cada
hibrido) (assumido como aleatério); e € € o vetor de erros ou residuos (aleatério). As
letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia dos ditos efeitos.

As andlises foram realizadas com o programa R (www.r-project.org), e foram
estimadas as predicbes de valores genotipicos (BLUPs - Best Linear Unbiased
Prediction “Melhor predicdo linear imparcial’). A herdabilidade para cada
caracteristica foi estimada com base nos componentes da variancia da analise

fenotipica, por meio das formulas apresentadas abaixo.

, Vg Vg Ve
RP=_=  Vf=Vg+Ve (yg=100+-L2 CVr =100 —
f média média

Vg = variacédo genétipa;
Ve = variacdo ambiental;
Vf = variacao fenotipica;

h?= herdabilidade;
CVr = coeficiente de variacédo do residuo;
CVg = coeficiente de variagdo do gendtipo.
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Foi realizada Analise de Componentes Principais (ACP) ou Principal
Component Analysis (PCA), com quatro caracteres fenotipicos, dois para inferir a
quantificacdo de CLas (Ct e log) e dois para inferir amido (Inoculado e Inoculado
corrigido pelo Controle). A ACP €& uma técnica estatistica multivariada que
transforma um conjunto de dados em outro de mesma dimensao, 0s componentes
principais (PC), sendo que cada PC é uma combinacéo linear de todas as variaveis
originais (HONGYU et al., 2015).

As correlacdes genéticas entre cada par de caracteristicas foram obtidas
usando o coeficiente de correlacbes de Spearman. Essas correlagbes foram
testadas assumindo nivel de significancia global de 0,01. As andlises foram feitas

usando o programa R (www.r-project.org).

4.5. Avaliagéo da Expressédo Génica

Para quantificacdo de expressdo génica, foram utilizados 72 hibridos da
populacao e foi realizada analise de RT-gPCR para avaliar a expressao de 14 genes
envolvidos em metabolismo de aglcares e carboidratos, genes de degradacédo de
amido e genes envolvidos com a funcionalidade de floema. Os genes FBOX e
GAPC2 foram usados como controles enddgenos (Tabela 3). Alguns genes
envolvidos no metabolismo de acuUcares e carboidratos foram obtidos a partir de um
estudo de RNA-seq realizado previamente por nosso grupo baseado na expressao
diferencial de transcritos durante a comparacao entre plantas infectadas com CLas e
plantas controle de P. trifoliata, C. sunki e seus hibridos (BOAVA, dados nao
publicados). Genes de degradacdo de amido foram baseados no trabalho
apresentado por Fan et al. (2010), os quais sdo 0s principais genes envolvidos na
via de degradacgdo transitéria do amido em folhas. Os genes envolvidos com a
funcionalidade do floema foram baseados no estudo de transcriptoma de genotipos

de citros suscetiveis realizado por Mafra et al. (2013).



Tabela 3. Sequéncias de iniciadores utilizados em qPCR para analises de expressao génica.
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Sigla Descrigdo Funcéo ID? Forward/ Reverse 5'- 3’ Origem
i Transferase activity, transferring hexosyl groups, CGCTTGGAACACAAAGGAATAAA/ Desenho
ubp UDP-glucose metabolic process Cs2g23750 = A ATTGAATTGGAGCTTGATGGA préprio
TePP Trehalose-6-phosphate Catalytic activity, trehalose biosynthetic process, Cs3009800 TTTGCATAGTCCATTTCCTTCA/ Desenho
synthase metabolic process 9 AAAGCCAATCAAGTCCGAAT proprio
- : ACAAGAAGCGTTTGGAATATTTGA/  Desenho
CARBOX Carboxylesterase-Related Hydrolase activity, metabolic process Cs9g06500 AACTCGGCTTACCTGAACCA proprio
. - - TTCACTTCAGAGGAGCAAGG/ Desenho
PAE Pectin Acetylesterase Hydrolase activity, cell wall organization Cs3g10420 AGCGGAACAACCAGTAAGTA préprio
) . Catalytic activity, hydrolase activity, carbohydrate CGACTGCCCAAATTCACAAA/ Desenho
GLUC Beta-glucosidase metabolic process Cs6gl7840 G ATGTTACTTCCTCTGCATAATCT  préprio
i . Catalytic activity, hydrolase activity, carbohydrate GTTCATTCACAATGTCTGGGTT/ Desenho
GALAC Beta-galactosidase metabolic process Cs4g14090  TTCACTTGGGTCAATCTTAACA proprio
) Polysaccharide catabolic process, catalytic activity, CCATGGGTGCTTGAAGAAAT/ (FAN et al.,
BAM3 Beta-Amylase carbohydrate metabolic process Cs5g07550 GTTCTTCCTCTGAGCAACGG 2010)
CATGTGGATGCCAGTTTCAC/ (FAN et al.,
MEX1 Maltose exporter Maltose transport Cs7g15380 CGTGGGATCAGAAGTCCATT 2010)
BAC2 Mitochondrial arginine Mitochondrial carrier protein, Cs1q14950 ACAAGATCCAAACAAGCAGAT/ Desenho
transporter BAC2 transmembrane transport 9 ACAGTGATACTAAGTCCTCGATAT proprio
Natural resistance-associated macrophage protein, TTTCACTTCTTGGTGCTATGGTTA/ Desenho
NRAMP Metal Transporter Nramp metal ion transporter, metal ion (Mn2+/Fe2+) 53919960 TCCTTGATGCTCCTAACAGAT préprio
EREB Ethylene responsive element  Sequence-specific DNA binding transcription factor Cs9010650 GACTAATAGCAGAAGCCACACC/ Desenho
binding protein activity, regulation of transcription 9 TTTCCTCTGTTGTTGAACTCACC préprio
. . DNA binding, regulation of transcription, DNA- CGCCGAAATCGATCTTTACA/ Desenho
NACZ  NAC domain protein NAC2 dependent Cs3g19890  TT7GGATACTTCCGATCCCTA préprio
. N AGATTAGTGTTGCCGCTGGT/ (MAFRA et
PP2B15 Phloem-protein B15 Protein binding Cs3g14740 GAAGGAAGGGTTTCCAGGTC al., 2013)
. N AGATTAGTGTTGCCGCTGGT/ (MAFRA et
PP2B10 Phloem-protein B10 Protein binding Cs6902680 GAAGGAAGGGTTTCCAGGTC al., 2013)
. . . GGCTGAGAGGTTCGAGTGTT/ (MAFRA et
FBOX F-box family protein Controle endégeno GGCTGTTGCATGACTGAAGA al., 2012)
GAPC? Glyceraldehyde-3-phosphate Controle endéaeno TCTTGCCTGCTTTGAATGGA/ (MAFRA et
dehydrigenase C2 9 TGTGAGGTCAACCACTGCGACAT al., 2012)

lldentificac@o dos genes obtidos no banco de dados disponivel em: http://citrus.hzau.edu.cn/cgi-bin/orange/search.
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4.5.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido com Cloreto de Litio (LiCl), usando o protocolo
descrito por Chang et al. (1993) e adaptado por Porto et al. (2010). As extracdes
foram realizadas em 72 hibridos mais genitores com trés repeticdes bioldgicas
inoculadas e trés repeticdes biolégicas ndo inoculadas de cada genotipo, dois anos
apos a inoculacdo. Vestigios de DNA gendmico foram eliminados usando DNase. E
para remocao de proteinas e de nucleotideos livres, foi realizada a purificacdo com
fenol-cloroférmio e precipitacdo de RNA transcritos com etanol.

A qualidade das amostras de RNA foi verificada por eletroforese, apos a
separacao num gel de agarose com formaldeido (desnaturante). A concentracdo de
RNA total foi determinada utilizando um espectrofotdbmetro NanoDrop ND-8000
(Thermo Scientific). Os cDNAs foram sintetizados a partir de 1,0 ug de RNA total
utilizando Superscript 11l (200 U/mL) (Invitrogen) com um iniciador oligo (dT) (dT12-
18, Invitrogen) de acordo com as instrucfes do fabricante.

Posteriormente, o cDNA obtido foi diluido em agua livre de RNAse na
proporcdo de 1:25. As trés repeticbes bioldgicas de cDNA (25 uL cada) foram
reunidas e formaram um pool de amostras para cada genétipo a ser analisado nos

ensaios de expressao génica e mapeamento de eQTLs.

4.5.2. Andlise da Expresséao Génica

Os iniciadores que flanqueiam as regides génicas foram sintetizados usando
o software Primer Express 2.0 (Applied Biosystems), e checados quanto a
especificidade por meio da ferramenta Primer-BLAST no banco de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information).

Para a validacdo dos iniciadores sintetizados, foi feita a PCR convencional,
com o intuito de avaliar as sequéncias amplificadas a partir de cDNA. Os produtos
de amplificacao foram visualizados em gel de agarose a 2%, preparado com TAE 1X
e brometo de etidio. As reacOes para cada par de iniciadores incluiram sempre um
branco (amostra sem cDNA) com o objetivo de detectar possiveis amplificacdes
inespecificas e contaminacdes.

Apb6s a validacdo dos iniciadores por PCR convencional, as amplificacdes

por qPCR para 0s ensaios de expressao génica foram realizadas com o uso de 7,5
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ML de GoTaq qPCR Master Mix (Promega), 3 yL de cDNA (diluicdo de 1:25), sendo
retirado do pool génico formado pelas trés repeticdes biologicas existentes de cada
genatipo, 200 nM de cada iniciador e agua para um volume final de 15 pL.

O equipamento utilizado foi o 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems) e o ciclo de: 50°C por 2 min; 95°C por 10 min; 40 ciclos de 95°C por 15
s e 60°C por 1 min. Para cada reacao foi realizada uma curva de dissociacdo para
verificacdo de possiveis contaminacdes e reacdes inespecificas, sendo
consideradas as reacfes que possuiam apenas um pico na curva. Além disso, as
reacoes para cada par de iniciador foram feitas em duplicatas, utilizando sempre um
controle para detectar possiveis contaminacgdes.

Todas as placas foram pipetadas utilizando o sistema automatizado
epMotion da Eppendorf, com o objetivo eliminar erros de pipetagem manual e

maximizar a reprodutibilidade dos ensaios.

4.5.3. Normalizacédo dos dados de gPCR e analises de expresséo génica

A estabilidade de expressao para cada gene de referéncia foi avaliada pelo
uso do software GenEx v.6 (DE SPIEGELAERE et al., 2015). Para a deteccéo das
guantidades relativas, dos niveis de expressdo, dos valores Foldchange e da
estabilidade dos genes enddgenos, foram considerados dois tratamentos no estudo:
plantas inoculadas com CLas (grupo infectado) e plantas ndo inoculadas (grupo
controle).

A eficiéncia de amplificacdo e os dados de Ct foram calculados para cada
reacdo de gPCR por meio do software Real-time PCR Miner (ZHAO; FERNALD,
2005), que utiliza um algoritmo normalizador dos dados brutos de fluorescéncia em
funcdo dos ciclos da PCR. Para cada gene foi calculada a eficiéncia média de todas
as PCR feitas. A média dos valores de Ct das duas repeti¢coes técnicas de cada
genotipo analisado também foi estimada. Com esses dados obtidos, a quantificacéo
relativa, determinada pelo método 222CT entre as condicbes de qPCR (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) e que serve de parametro para o calculo dos niveis de
expresséo de cada amostra, foi aplicada.

Para tanto, uma metodologia derivada desse procedimento foi estabelecida,
gue nao considera o valor de eficiéncia (E) do gene igual a 100%, incluindo o valor

real de E nos calculos das quantidades relativas (Q) de cada amostra pela formula Q
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= EACT. Dessa forma, os valores das quantidades relativas de cada gendtipo tanto
para os 14 genes-alvo quanto para os dois genes endégenos (F-BOX e GAPC2) sédo
estimados a partir dos valores de Ct e eficiéncia do gene, de modo que a amostra
com menor Ct (maior expressao) ficar com o valor de Q = 1, o valor de E = 2
compreendendo 100% de eficiéncia e a variavel ACT ser calculada pela diferencga
entre o menor Ct com o Ct da amostra em questéo.

Os niveis de expressdo de cada genotipo foram calculados por intermédio
de um fator de normalizacdo, dado pela média geométrica das quantidades relativas
estimadas para os dois genes de referéncia. Para tanto, o calculo dos niveis de
expressdo em cada amostra € feito pela razdo entre o valor da quantidade relativa
encontrada no gene-alvo e o fator de normalizacdo daquele genétipo em analise.

Por fim, foram calculados os valores de Foldchange de cada individuo
inoculado em relacdo ao nao inoculado, pela razdo dos niveis de expressdo do
grupo infectado sobre o grupo controle. Tais medidas permitem afirmar quais genes
foram induzidos ou reprimidos em cada gendétipo apds a inoculacdo, determinando
guantas vezes um gene-alvo é expresso individualmente nos genétipos inoculados
em relacdo ao grupo controle. Dessa forma, os valores de Foldchange maior que 1
indicam um aumento da expressao génica (o gene foi induzido), enquanto os valores

menores que 1 indicam diminuigdo da expressao génica (o gene foi reprimido).

4.5.4. Andlises dos dados de expressao génica

Para as andlises de expressdao, foram utilizadas quatro placas de qPCR para
cada gene analisado, sendo que em metade da placa havia 18 genoétipos e os dois
genitores do grupo infectado, enquanto na outra metade os mesmos 18 gendtipos e
os dois genitores do grupo controle (Figura 7). Para a comparagao entre as quatro
placas para um gene utilizou-se o modelo linear misto, utilizando o pacote “nlme” do

programa R (www.r-project.org). Foram considerados os genitores e a placa como

variaveis fixas e os diferentes gendtipos variaveis aleatérias. Assim, foram obtidas as
variancias genotipicas e residuais e os BLUPs, com as médias de expressodes
ajustadas. Com as formulas mostradas acima, foram calculados: as variancias, os

coeficientes de variacao e a herdabilidade.


http://www.r-project.org/
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6
B 7 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12

C 13 13 14 14 15 15 16 16 17 17 18 18

D Trif Trif Sunki | Sunki

E 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6
cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont

F 7 7 8 8 9 9 10 10 11 11 12 12
cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont

G 13 13 14 14 15 15 16 16 17 17 18 18

cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont cont

H Trif Trif Sunki | Sunki H,0 H,0
cont cont cont cont

Figura 7. Esquema da montagem da placa para RT-gPCR para a andlise de
expressdo génica dos 14 genes. Numeracdo de 1 a 18 representa os hibridos
inoculados, e de 1 a 18 cont os respectivos hibridos controles. Trif representa o
genitor P. trifoliata e Sunki o genitor C. sunki. Quatro placas para cada gene foram

utilizadas para a populacdo de 72 hibridos.

Para a obtencéo do perfil de expressao génica global do experimento, pela
analise comparativa dos 14 genes candidatos com os 72 hibridos mais os dois
genitores os valores de o Foldchange transformado em log na base 2
(LogzFoldchange) serviram de entrada para o programa MeV (Multi Experiment
Viewer) v. 4.9 (www.tm4.org).

Assim, foi possivel agrupar tanto os genes quanto as amostras pelo teste de
agrupamento hierarquico (HCL — Hierarchical clustering), utilizando a correlagéo de
Pearson como distdncia métrica, o que resultou na ordenacdo dos genes com
expressdes mais proximas e a separacao dos genotipos em grupos (clusters), sendo
esses parametros visualizados em uma representacéo grafica chamada de heatmap,

como em Lima (2016).
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4.6. Mapeamento de QTLs e eQTLs

Para o mapeamento de QTLs e eQTLs, foram utilizados os mapas descrito
acima para C. sunki e P. trifoliata, sendo que os valores de quantificagcdo da
bactéria, acimulo de amido e de expressdo dos genes foram analisados via
mapeamento por intervalo composto (CIM) (ZENG, 1993) por meio do pacote
FullsibQTL do programa R (GAZAFFI et al., 2014), utilizando os mapas de ligagéo de
C. sunki e P. trifoliata (apresentados acima). Para realizar a analise da CIM,
cofatores foram incluidos no modelo para controlar os QTLs localizados fora do
intervalo de mapeamento. Foi utilizado um maximo de 20 cofatores para evitar o
excesso de parametrizacdo do modelo. O valor limite para evidenciar QTLs foi obtido
utilizando um nivel de significancia de 5% e 1.000 permutacdes (CHURCHILL;
DOERGE, 1994), de acordo com a modificacao proposta por Chen; Storey (2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlises comparativas entre os mapas de ligacdo e o genoma de

referéncia

Foi realizada uma analise comparativa entre as sequéncias dos marcadores
dos mapas com o genoma de C. sinensis. Esses dados foram utilizados para
nomear os grupos de ligacdo, ou seja, cada grupo de ligacdo passou a receber o
nome do pseudocromossomo de C. sinensis correspondente.

A partir da visualizacao grafica dos resultados do BLASTN (Figuras 8 e 10),
foi possivel verificar que, basicamente, todos os grupos de ligacdo apresentaram
sintenia com um pseudocromossomo do genoma de referéncia utilizado, com
excecdo do grupo de ligacdo 10 do mapa da C. sunki e de marcadores que foram
localizados no cromossomo Un (Chr unassigned) ou aqueles que ndo estavam
presentes no genoma de C. sinensis (Chr N).

Dentre as sequéncias para o P. trifoliata, 13,3% foram localizadas no Chr
Un, e 39,8% das sequéncias dos marcadores ndo foram encontradas no genoma de
referéncia utilizado (Chr N). Para C. sunki, 13,1% foram localizadas no Chr Un e
28,9% no Chr N, o que revela que os mapas de ligacdo construidos possuem
sequéncias que, anteriormente, ndo estavam posicionadas no genoma de
referéncia. E mostra, também, que C. sunki é mais semelhante a C. sinensis do que

o P. trifoliata, como esperado, por se tratarem de espécies do mesmo género.
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Na tabela 4, observamos os grupos de ligacdo e a porcentagem de
marcadores dos mesmos que se mostraram sinténicos com 0 cromossomo do
genoma de C. sinensis. Para o P. trifoliata, essa porcentagem variou de 27,27 (TLG
4) a 52,27% (TLG 8a). Para o mapa de C. sunki, esta porcentagem variou de 35,50
(SLG 5) a 80,85% (SLG 7).

Uma vez observada a sintenia entre os mapas com o genoma, foi possivel
analisar a colinearidade entre as sequéncias presentes no genoma da laranja doce e

0s mapas de ligacao utilizados no presente trabalho (Figuras 9 e 11).

Tabela 4. Sintenia dos grupos de ligagdo com o0 pseudocromossomo

correspondente.

Mapa de ligacdo Mapa de ligacdo
P. trifoliata C. sunki

Grupos  Sintenia com 0 Cromossomo Grupos  Sintenia com 0 cromossomo

de ligacéo correspondente (%) de ligacao correspondente (%)

TLG 1 30,65 SLG 1 53,52
TLG 2 40,23 SLG 2 56,31
TLG 3 49,68 SLG 3 49,84
TLG 4 27,27 SLG 4 58,54
TLG 5 35,77 SLG 5 35,50
TLG 6 38,28 SLG 6 65,79
TLG 7 41,14 SLG 7 80,85
TLG 8a 46,15 SLG 8 42,28
TLG 8b 52,27 SLG 9 40,97
TLG 9 29,24 SLG 10 -

As analises comparativas do genoma de C. sinensis e 0os mapas de ligacao
mostraram colinearidade. No entanto, evidenciam-se eventos de rearranjo
cromossOmico, regibes onde ocorreram inversbes e mudanca na ordem dos
marcadores, possivelmente devido a recombinacdo ocorrida nos gametas dos
genitores da populacéo.

Para o mapa do P. trifoliata, os grupos de ligacdo 8a e 8b apresentaram

sintenia com 0 mesmo pseudocromossomo (Chr 8) e colinearidade em extremidades
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diferentes do cromossomo, 0 que pode evidenciar que os marcadores utilizados nao
saturaram a regiao central desse cromossomo dividindo em dois distintos grupos

(Figura 9), e por esse motivo recebem o nome de 8a e 8b.

’ ‘\ , W 7/
NS | oww.es

chr9

chrg

Figura 8. Comparacdo dos grupos de ligacdo construidos com o genoma de C.
sinensis, disponivel em: http://citrus.hzau.edu.cn/orange/. A esquerda as siglas TLG
(TLG1, TLG2, TLG3, TLG4, TLG5, TLG6, TLG7, TLG8a, TLG8b e TLG9)
representam os grupos de ligacdo construidos para o mapa de P. trifoliata. J& as
abreviacbes Chr (Chrl, Chr2, Chr3, Chr4, Chr5, Chr6, Chr7, Chr8 e Chr9), a direita,
ilustram os cromossomos do genoma de referéncia utilizado, sendo que Chr Un (Chr
unassigned) é um segmento do genoma onde estdo todas as sequéncias que nao
foram posicionadas nos pseudocromossomos. E o Chr N representa todas as seg-

uéncias que nao foram alinhadas no genoma de referéncia.
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O grupo de ligacdo 10 do mapa da C. sunki, foi o Unico que nao apresentou
sintenia com nenhum cromossomo, verifica-se que esse grupo € bem pequeno (59
marcadores em 30,98 cM), logo, esses marcadores estdo muito proOXimos entre si.
Assim, podemos considera-lo um grupo distinto, porém provavelmente ele faca parte

de algum outro grupo.

T I0T I

I I B

Gm I I 18 | 1T

=

Figura 9. Comparacéo entre as posi¢coes dos marcadores dispostos nos grupos de
ligagdo do mapa de ligagao de P. trifoliata e dos pseudocromossomos de C. sinensis
(Chr). Os grupos de ligacdes estao representados por 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8a,8be9,
enquanto os Chrl, Chr2, Chr3, Chr4, Chr5, Chr6, Chr7, Chr8 e Chr9 representam os
cromossomos do genoma de C. sinensis. As linhas na horizontal que ligam os
grupos e 0s cromossomos representam a ordenagdo e colinearidade dos

marcadores ancorados no mapa com as sequéncias do genoma.
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Figura 10. Comparacgédo dos grupos de ligacdo construidos com o genoma de C.
sinensis, disponivel em: http://citrus.hzau.edu.cn/orange/. A esquerda as siglas SLG
(SLG1, SLG2, SLG3, SLG4, SLG5, SLG6, SLG7, SLG8, SLG9 e SLG10)
representam os grupos de ligacdo construidos para o mapa de C. sunki. Ja as
abreviacdes Chr (Chrl, Chr2, Chr3, Chr4, Chr5, Chr6, Chr7, Chr8 e Chr9), a direita,
ilustram os cromossomos do genoma de referéncia utilizado, sendo que Chr Un (Chr
unassigned) é um segmento do genoma onde estdo todas as sequéncias que nao
foram posicionadas nos pseudocromossomos. E o Chr N representa todas as
sequéncias que nao foram alinhadas no genoma de referéncia.
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Figura 11. Comparacéo entre as posi¢Oes dos marcadores dispostos nos grupos de
ligacdo do mapa de ligacdo de C. sunki e dos pseudocromossomos de C. sinensis
(Chr). Os grupos de ligacdes estdo representados por 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8 e 9,
enquanto os Chrl, Chr2, Chr3, Chr4, Chr5, Chr6, Chr7, Chr8 e Chr9 representam os
cromossomos do genoma de C. sinensis. As linhas na horizontal que ligam os
grupos e 0s cromossomos representam a ordenacdo e colinearidade dos

marcadores ancorados no mapa com as sequéncias do genoma.

5.2. Quantificacdo da Bactéria (CLas) e de Amido

Como mencionado no item material e métodos, para inferir a quantidade de
CLas nas amostras, foram levados em consideracao dois parametros: os valores de
Ct e o0 log n° de copias de 16S. A quantificacdo da bactéria foi realizada nas
amostras controle, e nenhuma apresentou a bactéria, como esperado. A

quantificacdo de amido foi avaliada nos dois grupos, nos individuos sem inoculagéo
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(Controles) e com inoculacdo (Inoculados) e o resultado € apresentado em mg de
Glicose/g de peso seco.

Com esses resultados foi possivel realizar a estimativa dos parametros
genéticos (herdabilidade, variancias e coeficientes de variacdo) para as variaveis
mensuradas (quantificacdo da bactéria e quantificacdo de amido) dois anos apdés a
inoculacao (Tabela 5).

No grupo inoculado, em relacdo a quantificacdo de amido e bactéria foram
observados valores elevados de herdabilidade (h?) de 84% para amido, 62% para o
Ct, 55% para log e a variabilidade genotipica (Vg) observada foi de 23,8 para o Ct,
2,1 para log e 829,5 para amido, expressa pelo coeficiente de variacdo genotipica
(CV) que foi de 19% para os valores de Ct, 29% para log e 61% para amido.

Para a quantificacdo de amido, observou-se que no controle, a Vg € baixa,
assim como o CVg e a h?, significando que sob auséncia de doenca nao é expressa
uma variabilidade genotipica para acumulo de amido. Entretanto, quando esses
mesmos individuos sdo inoculados com a bactéria CLas observa-se uma grande
variacdo na quantificacdo de amido entre os individuos.

A andlise de dados indicou que os experimentos foram bem conduzidos.
Essa confiabilidade é especialmente evidente nos valores do coeficiente de variacdo
que foram de 15,05 a 26,93% (Tabela 5).

As estimativas das variancias genéticas para a progénie foram superiores as
variancias de ambiente para os dados em estudo. Elevados valores de herdabilidade
e variabilidade genotipica indicam que a selecdo de plantas resistentes na progénie
pode ser realizada com sucesso, isto €, os hibridos apresentam variabilidade

genética adequada para selecao.
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Tabela 5. Estimativas das variancias, herdabilidade, coeficientes de variacdo e
médias ajustadas para a quantificacdo da bactéria (valor de Ct e log do n° de

moléculas 16S) e quantificacdo de amido (grupo controle e inoculado).

Caracteristicas Meédia Vg Ve Vi h? (%) CVg (%) CVr (%)

Quant. Ct 2536 2377 1456 3833 6201 1922 1505
Clas 1oy 50428 2,157 1,771 393 5491 29,12 26,39

Quant. Con. 18,03 5,84 30,85 36,69 15,91 13,40 30,81

Amido ¢, 46,92 829,50 159,70 989,20 83,86 61,38 26,93

Vg = variacdo genotipica; Ve = variacdo ambiental; Vf = variancia fenotipica; h2= herdabilidade; CVr =

coeficiente de variacdo do residuo; CVg = coeficiente de variag&do do gendtipo.

Os histogramas de distribuicdo das médias para a quantificacdo de ClLas
(valores de Ct) e quantificagcdo de amido (grupo inoculado) estdo apresentados na
figura 12. Observa-se que, para as duas caracteristicas, tém-se hibridos superiores
e inferiores as médias dos genitores. Entre os genitores, 0 que apresentou menor
valor de quantificacdo de amido foi o P. trifoliata, com um valor de Ct mais alto do

gue no genitor C. sunki, que tem maior concentracédo de amido e menor valor de Ct.
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Figura 12. Histogramas das médias: a esquerda, quantificacdo de amido no grupo
inoculado (mg de glicose/g de peso seco) e a direita, quantificacdo de CLas (valores
de Ct). Em vermelho, o genitor feminino (C. sunki) e em verde, o genitor masculino
(P. trifoliata).
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Na figura 13, sdo apresentadas as correlacdes de Spearman e a disperséo
dos dados, quantificacdo de CLas (valores de Ct e log do n°® de cépias do 16S) e
quantificacdo de amido no grupo inoculado e no inoculado corrigido pelo controle. A
correlacdo de Spearman é uma versao alternativa a usual correlacdo de Pearson,
utilizada para dados néo paramétricos, que ndo pressupdem distribuicdo normal
nem relagdes lineares (NOGARA NETO et al., 2011).

Observa-se uma correlacdo muito proxima entre a quantificacdo de amido no
grupo inoculado, e no mesmo corrigido pelo controle, mostrando que a quantificacéo
de amido no grupo controle ndo apresenta variacfes entre os hibridos, o que é
corroborado quando se observa o baixo valor de Vg (Tabela 5).

Para a quantificacdo de ClLas os valores de Ct sdo inversamente
proporcionais ao log (Figura 13), ou seja, quanto maior o valor de Ct menor o titulo
da bactéria na planta. E a quantificacdo de amido e bactéria tem correlacdes
significativas para as quatro variaveis analisadas variando de 0,44 a 0,48.
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Figura 13. Coeficientes de correlacdo e dispersdo dos dados fenotipicos para a
quantificacdo de bactérias (Ct e log) e quantificacdo de amido (Inoculado e
Inoc.cont) (* valor de p <0,001).
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Na figura 14, apresenta-se o0 resultado da Andlise de Componentes
Principais (ACP) ou Principal Component Analysis (PCA), os dois primeiros PC,
apresentados na figura 14, explicam aproximadamente 98% da variacdo total dos
dados, em que PC1 foi responsavel por 66% e o segundo, PC2, por 32% da
variagdo dos dados. Assim, foi possivel reduzir o numero de variaveis e dividir a
populacdo em grupos.

Os 79 hibridos foram divididos em trés grupos levando-se em consideracao
o resultado do ACP, que esté relacionado a quantificacdo da bactéria e a alteracéo
do amido frente a inoculagéo da bactéria (Apéndice 1). Sendo eles:

- Grupo resistente (R) composto por 14 hibridos e o genitor P. trifoliata: H1,
H16, H28, H31, H32, H47, H87, H96, H102, H113, H121, H126, H142 e H146
(Apéndice 1) que estdo proximas ao vetor Ct (Figura 14), o que significa que
apresentam valores elevados de Ct, sendo que 0 mesmo € inversamente
proporcional & quantidade de bactéria na planta.

- Grupo tolerante (T) composto por 40 hibridos: H2, H4, H10, H17, H20, H24,
H35, H54, H56, H61, H66, H68, H73, H90, H99, H101, H105, H106, H107, H110,
H111, H114, H117, H118, H124, H129, H130, H132, H141, H143, H150, H163,
H173, H176, H179, H183, H184, H187, H189 e H190 (Apéndice 1). Estas estao
abaixo do vetor Ct - log (Figura 14) e distantes dos vetores de quantificacdo de
amido. Isto significa que estas amostras apresentam a bactéria, mas néo
apresentam ou apresentam baixa alteracdo na quantidade de amido entre o controle
e o inoculado.

- Grupo suscetivel (S) composto por 23 hibridos e o genitor C. sunki: H14,
H19, H23, H26, H42, H49, H70, H78, H86, H94, H105, H109, H119, H125, H134,
H136, H137, H144, H148, H151, H154, H191, H217 e H293 (Apéndice 1). Estas se
encontram acima dos vetores Ct — log e proximas dos vetores de quantificacdo de
amido. Isto significa que estas plantas tém altas concentracdes de CLas e grande
alteracao na quantificacdo de amido.

Os individuos 149 e 279, ndo se enquadram em nenhum grupo, tendo altos

valores de Ct e grande alteracdo de amido.
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Figura 14. Biplot dos componentes principais (PC). Para a quantificacdo de CLas
tém-se os valores de Ct (Ct) e 0 log do n° de cépias do 16S de CLas (log). Para a
guantificacdo de amido mostra-se o grupo inoculado (Inoculado) e o grupo Inoculado

corrigido pelo controle (Ino-cont).

As concentracdes de CLas mais elevadas foram observadas em C. sunki em
relacdo a P. trifoliata. Além disso, pode-se observar uma grande variagcao no titulo
da bactéria entre os 79 diferentes hibridos. Resultado consistente com o que foi
observado em outros trabalhos, em que o P. trifoliata e alguns de seus hibridos
aparecem como mais tolerantes/resistentes a infec¢do por CLas (FOLIMONOVA et
al., 2009; BOSCARIOL-CAMARGO et al.,, 2010; ALBRECHT; BOWMAN, 2012,
BOAVA et al., 2015, 2017). Sendo que os hibridos H1, H28, H31, H32, H47, H87,
H96, H102, H121, H126, H142 e H146 apresentam-se superiores ao genitor P.
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trifoliata, com valores de bactéria e de amido inferiores a tal genitor. Mostrando
segregacao transgressiva nestes hibridos em comparacdo com a resposta de P.
trifoliata.

Boava et al. (2017) realizaram um estudo com 15 hibridos dessa populacdo
aos 18 meses de inoculacdo com a bactéria, e classificaram-nos nos mesmos trés
grupos com relacdo a quantificacdo de bactéria e de amido, resistente (H31, H90 e
H118), tolerante (H66 e H102) e suscetivel (H4, H19, H24, H35, H54, H111, H117,
H119, H124 e H217). AplGs os dois anos de inoculagdo com o patégeno, o hibrido
H31 mostrou-se resistente confirmando o resultado encontrado por Boava et al.
(2017), outros dois hibridos (H90 e H118), que aos 18 meses de inoculacdo eram
resistentes, passaram a ser tolerantes. O hibrido H66 permaneceu como tolerante e
o0 H102 que antes era tolerante, no presente trabalho foi classificado com resistente,
0 que pode ser explicado de duas formas: a planta esta respondendo frente ao
patégeno e/ou a bactéria ndo foi detectada, pois tem distribui¢&o irregular na planta.
Segundo Teixeira et al. (2008), CLas nao tem uma distribuicdo uniforme em plantas
de citros, o que dificulta deteccao da bactéria nos tecidos das plantas. Sete hibridos
(H4, H24, H35, H54, H111, H117 e H124), que aos 18 meses foram classificados
como suscetivel, aos 24 meses foram classificados como tolerante, mostrando que
esses hibridos estdo respondendo frente ao patégeno, e os outros trés (H19, H119 e
H217) permaneceram como suscetiveis.

Boava et al. (2015) estudaram os hibridos da mesma populacdo desse
trabalho, em condi¢cdes de campo, onde, também, diferencas foram observadas na
multiplicacdo de CLas em ambos 0s genitores e na progénie. Porém as evidéncias
ndo conseguiam responder se a tolerancia de P. trifoliata e seus hibridos eram em
relacdo a bactéria e/ou ao psilideo, visto que alguns estudos mostram que 0S
psilideos apresentam menor preferéncia a P. trifoliata, o que resulta em plantas
expostas a menor quantidade de indculo (RICHARDSON; HALL, 2014; HALL et al.,
2015). Com estudos em casa de vegetacdo, onde a fonte de in6culo € uma borbulha
infectada prova-se que essa tolerancia, € devida, também, a bactéria, o que torna os
hibridos de C. sunki e P. trifoliata, que apresentam resultados superiores aos do
genitor tolerante, interessantes para estudo em campo, 0 que pode levar ao
desenvolvimento de novas variedades comerciais de citros com tolerancia ao HLB.

Os maiores valores para a quantificacdo de CLas e concentragcdo de amido

foram encontrados em C. sunki e nos hibridos do grupo suscetivel, quando
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comparadas as plantas inoculadas com o controle. Os altos valores de acumulo de
amido no parénquima foliar sugere que a funcado do floema, nestes gendtipos, foi
afetada pela infeccdo de CLas e que a mobilizacdo de acgUcares a partir de tecidos
fotossintetizantes estavam alterados, confirmando resultados obtidos por outros
autores que relataram que a inducdo de acumulo de amido por CLas ocorreu em
folhas de gendtipos suscetiveis (KIM et al., 2009; FAN et al., 2010; KOH et al., 2012;
ARITUA et al., 2013; BOAVA et al., 2015, 2017).

Segundo Westbrook et al. (2011), caracterizar o mecanismo pelo qual os
agentes patogénicos se manifestam em diferentes genétipos da planta hospedeira
importante para auxiliar no controle da doenga. Com tal finalidade, pode-se utilizar
os resultados fenotipicos relacionados as respostas a infeccdo de ClLas nos
hibridos, tais como; a quantificacdo da bactérias e amido nas folhas, e associa-los a
estudos moleculares, propiciando a obtencao de resultados que podem auxiliar na
compreensao da base do controle/infeccdo do HLB. Uma forma de correlacionar
estes resultados seria através do mapeamento de regides que estatisticamente

estariam relacionadas com o controle da doenca em citros, 0s QTLS.

5.3. Expressao Génica

Os BLUPs dos Foldchange para os 14 genes candidatos, se encontram no
Apéndice 2. Com esses resultados foi possivel realizar a estimativa dos parametros
genéticos: herdabilidade, variancias e coeficientes de variacdo (Tabela 6) utilizando-
se da metodologia de modelos mistos.

Foram observados valores elevados de herdabilidade (h?) variando entre
0,50 a 0,99. A variabilidade genotipica (Vg) observada foi de 0,66 a 1101,5,

expressa pelo coeficiente de variacdo genotipica (CV) que foi de 67% a 244%.
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Tabela 6. Estimativas das variancias genotipicas e fenotipicas, herdabilidade e
coeficientes de variagao para a expressao génica.

Genes Vg Vf h2 (%) CVr (%) CVg (%)
UDP 0,93 0,96 96,62 17,08 91,36
T6PP 1,64 1,69 97,32 14,87 89,60

CARBOX 1,69 1,70 99,46 7,36 99,66
PAE 6,41 6,47 99,04 17,08 173,52

GLUC 0,66 0,71 93,77 21,08 81,77

GALAC 1,20 1,22 98,23 9,90 73,86
BAM3 4,34 4,41 98,41 9,41 73,94
MEX1 0,88 0,91 96,19 16,66 83,66
BAC2 1,97 1,98 99,07 7,65 79,12

NRAMP 4,79 9,57 50,01 131,39 131,41
EREB 1,41 2,06 68,63 45,93 67,93
NAC2 2,77 2,78 99,66 5,63 95,71

PP2B15 1101,50 1699,00 64,83 180,26 244,76

PP2B10 1,10 1,13 97,56 16,64 105,23

Vg = variancia genotipica; Vf = variancia fenotipica; h?>= herdabilidade; CVr = coeficiente de variagédo

do residuo; CVg = coeficiente de variagdo do gendtipo.

O heatmap (Figura 15), a partir da analise comparativa feita pelo teste de
agrupamento hierarquico (HCL — Hierarchical clustering), utilizando o Foldchange
transformado em log na base 2 (LogzFoldchange) dos 14 genes-alvo avaliados com
0S 74 genotipos selecionados (72 hibridos e seus dois genitores), permitiu a
ordenacéo dos genes e amostras mais relacionadas, isto é, com perfis de expressao
génica similares, utilizando a correlacdo de Pearson como distancia métrica para a
obtencdo do melhor agrupamento intra e intervariaveis possivel.

Os dados de LogzFoldchange variaram de -6,27 a 7,39, 0os genes com um
padrdo global de expressédo predominantemente amarelo, como o PP2B15, EREB e
o BAM3, foram mais expressos na populacdo do experimento, ou seja, induzidos.
Por outro lado, os genes com um padrao global de expressdo predominantemente
azul significa que a grande maioria dos genétipos analisados tem o gene reprimido.
Pode-se observar que 0s genes que se enquadraram nessa categoria, foram os
PP2B10, UDP e GLUC.
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Figura 15. Heatmap do perfil de expressdo génica global pela analise de
agrupamento entre os 14 genes-alvo avaliados com 0s 74 gendtipos selecionados

(72 hibridos, mais os genitores: P. trifoliata (Trif) e C. sunki (Sunki)).

Com relacdo aos genes, o MEX1 ficou isolado, esse gene esta envolvido na
degradacédo de amido e € importante no transporte de maltose. Os genes EREB e
T6PP formaram um grupo e sdo genes envolvidos em processos metabdlicos, o
primeiro do etileno e o segundo da trealose. Foi formado outro grupo com 0s genes
GALAC, BAM3, GLUC e PP2B10, os trés primeiros estédo relacionados ao processo
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metabdlico de carboidrato, enquanto o ultimo com a funcionalidade do floema. Os
genes CARBOX, PAE e NRAMP, formaram também um grupo, sendo que o
CARBOX e o PAE sao genes envolvidos em atividade de hidrolase e 0o NRAMP em
transporte de ions de metais. E o ultimo grupo foi formado pelos genes UDP, NAC2,
BAC2 e PP2B15, o gene UDP ¢ relacionado aos processos metabdlicos de glicose,
enquanto a BAC2 de transporte transmembrana, a NAC2 e PP2B15, séo fatores de
transcricdo, sendo esse ultimo envolvido na funcionalidade do floema.

Em relagdo aos gendtipos, constatou-se que a C. sunki, descrita na literatura
como suscetivel ao HLB, ficou em um grupo afastado do P. trifoliata (tolerante ao
HLB). Além disso, o P. trifoliata formou um grupo com os hibridos considerados
como tolerantes H20, H35, H90 e H179 e com os hibridos H31 e H126 que foram
considerados resistentes. E os hibridos considerados como suscetiveis H19, H94,
H105, H109, H119, H137 e H148 estdo no mesmo grupo que o genitor C. sunki.

Na tabela 7, sdo apresentados os resultados das analises de correlacdo
linear de Pearson por agrupamento para cada gene-alvo avaliado, na tentativa de
observar o grau de envolvimento entre os dados fenotipicos de leséo e os valores de
expressao génica e, assim, inferir sobre quais genes podem apresentar maior papel
na resposta de defesa frente ao patossistema HLB-citros.

As correlacdes que mostraram valor de p significativo com valor de r
(Pearson) positivo permitem concluir que had uma relacdo linear positiva entre 0s
dados fenotipicos (amido e/ou CLas) e os valores de Foldchange, ou seja, séo
diretamente proporcionais (quanto maior for o valor da expressao relativa para um
dado gene, maior sera o valor do fenoétipo). Ja as correlagbes que apresentaram um
valor de p significativo com um valor de r (Pearson) negativo indicam uma relacéo
linear negativa, demonstrando uma forga atrativa inversamente proporcional (quanto
maior for o valor da expressao relativa para um dado gene, menor sera o valor do
dado fenotipico) (LIMA, 2016).

O valor r (Pearson) sugere a forca da relacdo entre as variaveis, variando de
-1 a 1, sendo que, quanto mais proximo de 1 for o valor de r (Pearson), maior € a
dependéncia estatistica observada pela relacao linear entre as variaveis (MOORE et
al., 2010).
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Tabela 7. Correlacdes de Pearson para os grupos R (resistente), T (tolerante) e S
(suscetivel) para os 14 genes candidatos avaliados com os dados fenotipicos,

quantificacdo de CLas (Ct) e quantificacdo de amido no grupo inoculado.

Genes Grupo R Grupo T Grupo S
Amido ClLas Amido ClLas Amido ClLas
T6PP 0,120 0,122 -0,086 -0,175 0,228 -0,060
UDP -0,079 -0,084 0,096 -0,038 0,050 -0,274
GLUC 0,685 -0,014 -0,221 0,176 0,375 -0,138
GALAC 0,142 -0,842** -0,089 -0,421** 0,374 -0,055
BAM3 0,034 -0,550 -0,105 0,204 0,138 -0,075
MEX1 0,194 -0,432 0,071 -0,116 0,043 -0,406*
PP2B15 -0,350 -0,292 0,188 -0,054 0,174 0,367
PP2B10 0,404 -0,237 0,027 -0,230 0,324 -0,224
EREB -0,182 0,007 0,198 -0,160 0,387 0,301
CARBOX 0,401 0,425 0,090 -0,115 0,287 -0,102
PAE 0,535 0,407 -0,322* -0,039 0,296 -0,179
NRAMP -0,355 0,251 -0,083 0,064 0,084 0,185
NAC2 -0,067 0,463 0,170 -0,212 0,220 0,271
BAC2 0,545 0,477 0,097 -0,108 0,157 -0,126

* valor de p < 0,05; ** valor de p < 0,01.

O gene GALAC apresentou um valor de p significativo e um valor de r
(Pearson) negativo para os grupos R e T na caracteristica CLas (Ct), o que
corrobora para o fato de que quanto menor for o valor da expresséo relativa
(Foldchange) nos gendtipos resistentes/tolerante, maior sera o valor de Ct, ou seja,
menor a quantificacdo da bactéria. Isso leva a inferir, que a baixa expresséo relativa
desse gene tem relagcdo com a baixa quantidade de CLas nas plantas. Sendo que o
valor r (Pearson) foi maior no grupo R, -0,842, o que evidencia uma correlagéo forte
(Tabela 7). Como um gene de processo catabodlico de celulose, a B-galactosidase
(GALAC) também pode desempenhar um papel durante a abscisdo e processos de
crescimento e desenvolvimento em flores e frutos (WU; BURNS, 2004).

O gene PAE apresentou um valor de r (Pearson) negativo e um valor de p
significativo para amido no grupo tolerante, ou seja, quanto maior sua expressao
menor a quantidade de amido na planta frente a inoculagcdo com a bactéria. O gene
PAE desempenha um papel no controle das propriedades mecéanicas da parede
celular (PHILIPPE et al.,, 2017). E tem contribuicdo potencial para o controle de

interacdes planta-patdbgeno em resposta a uma variedade de estresses bidticos,
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incluindo a penetragdo de fungos biotréficos e necroétrofos, desempenhando um
papel importante na defesa da planta (PHILIPPE et al., 2017).

O gene MEX1l teve uma correlacdo negativa significativa com a
guantificacdo de CLas (Ct) no grupo S. E segundo Fan et al. (2010), a abundéancia
de transcrigbes para MEX1 sdo menores em folhas infectadas do que em folhas nao
infectadas e juntamente com a redugdo da maltose, sugere-se que O
comprometimento da degradacdo do amido pode contribuir para a acumulacdo de

amido nas folhas infectadas.

5.4. Mapeamento de QTLs

Os dados fenotipicos foram utilizados para o mapeamento de QTLs. Sendo
que para inferir sobre a multiplicacdo da bactéria utilizamos os valores de Ct e para
a quantificacdo de amido utilizamos os dados dos dois grupos controle e inoculado,
nos mapas de C. sunki e P. trifoliata.

No mapa do P. trifoliata, foram localizados oito QTLs para os valores de Ct e
trés para a quantificagdo de amido no grupo controle e seis no grupo inoculado
(Tabela 8 e Figura 16). Enquanto no mapa de C. sunki, foram localizados quatro
QTLs para amido no grupo controle, dois no grupo inoculado e trés para CLas (Ct)
(Tabela 9 e Figura 17).

Para a quantificacdo de amido, os QTLs encontrados no grupo controle
foram em resposta aos fenétipos da populacao e ndo tém o efeito da infeccdo com a
bactéria. Observa-se, também, que os QTLs no grupo controle sdo totalmente
diferentes daqueles encontrados no grupo inoculado, o que pode ser justificado,
devido a maior variabilidade dos resultados frente a inoculacdo com a bactéria.

Foram considerados QTLs robustos aqueles com LOD acima do LOD-score
critico, calculado por meio do teste de permutacdo para cada caracteristica
mapeada, sendo que no mapa de P. trifoliata variou de 2,44 a 2,60 e para a C. sunki
variou de 2,66 a 2,99. O intervalo de confianca adotado para evidenciar a presencga
de QTLs foi o de 95%. No mapa de P. trifoliata, os LOD-Scores dos QTLs
detectados variaram de 2,70 a 11,16, os valores de variacdo fenotipica (R?)
explicada pelos marcadores variaram de 1,19 a 15,69% (Tabela 8). E no mapa de C.
sunki os LOD-Scores variaram de 3,54 a 11,18 e 0 R? de 0,46 a 11,62% (Tabela 9),

evidenciando regifes consistentes.
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No mapa de P. trifoliata, foram encontrados oito QTLs para quantificacdo de
ClLas (Ct), localizados nos grupos de ligacao 1 (56,11 cM), 2 (120,08 cM), 4 (257,93
cM), 6 (160,72 cM), 7 (137,28 cM), 8 (2,92 cM), 9 (39,58 cM) e 10 (215,88 cM),
guando analisados em conjunto explicam 55,01% da variacdo fenotipica. Para a
qguantificacdo de amido, no grupo controle foram encontrados trés QTLsS nos grupos
de ligacdo 2 (267,25 cM), 6 (28,95 cM) e 7 (177,00 cM), que explicam 11,38% da
variacdo fenotipica. E, no grupo inoculado foram detectados seis QTLs nos GL 1
(122,00 cM), 2 (149,59 cM), 3 (85,61 cM), 5 (381,53), 6 (209,35 cM) e 10 (95,30 cM),
com R? de 41,49% (Tabela 8). No grupo de ligacdo 2, sobrepdem-se QTLs para as 3
caracteristicas e no GL 6 ha outra regido onde se sobrepdem QTLs de quantificacéo
de CLas (Ct) e amido no grupo inoculado.

No mapa de C. sunki, foram encontrados trés QTLs para quantificacdo de
CLas (Ct), localizados nos grupos de ligacdo 5 (412,07 cM), 6 (13,48 cM) e 7
(105,12 cM), quando analisados em conjunto explicam 23,45% da variagao
fenotipica. Para a quantificacdo de amido, no grupo controle foram encontrados
quatro QTLs nos grupos de ligacdo 5 (323,29 cM), 6 (171,36 cM), 7 (171,44 cM e 8
(34,00 cM) que explicam 23,69% da variacdo fenotipica. E no grupo inoculado foram
detectados dois QTLs nos GL 3 (127,39 cM) e 4 (0,84 cM), com R? de 14,91%
(Tabela 9).

Os QTLs de menor efeito sdo geralmente identificados em estudos onde a
heranca € poligénica e séo responsaveis por menos de 10% da variacéo fenotipica
(MARENGO, 2009). QTLs considerados de efeito moderado estariam na faixa de 10
a 30% da variacdo fenotipica (ASINS et al.,, 2004). QTLs de maior efeito sao
responsaveis por mais de 45% da variacao fenotipica (BUDAHN et al., 2009). Sendo
assim, todos os QTLs detectados nos mapas de C. sunki e P. trifoliata sédo de

pequeno e moderado efeito.
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Tabela 8. QTLs identificados a partir da quantificacdo de amido nos grupos controle

(Cont.) e inoculado (Inoc.) e da quantificacdo de CLas (Ct) no mapa do P. trifoliata.

Caracteristicas Marcadores flanqueadores GL cM ch(())IrDe p R?
Amido (Cont.) 100046231|F|0 2 267,25 454 -029 2,92
Amido (Cont.) 100041038|F|0 6 2895 580 0,25 1,63
Amido (Cont.) 100063185|F|0-100033220|F|0 7 177,00 4,93 -0,23 6,83
Amido (Inoc.) 100032204|F|0-100035034|F|0 1 122,00 5,09 2,12 1,19
Amido (Inoc.) 100043207|F|0 2 149,59 894 -10,82 8,34
Amido (Inoc.) 100068766|F|0 3 8561 578 992 10,30
Amido (Inoc.) 100066277|F|0 5 38153 325 7,25 293
Amido (Inoc.) 100043581|F|0 6 209,35 11,16 -12,82 15,69
Amido (Inoc.) 100048556|F|0 10 9530 2,70 6,28 3,04

ClLas (Ct) 100036184|F|0 1 56,11 361 -092 1,25
ClLas (Ct) 100079987|F|0 2 120,08 4,78 1,31 10,39
Clas (Ct) 100034430|F|0 4 25793 4,13 -1,20 6,77
Clas (Ct) 100043664|F|0 6 160,72 500 -1,06 1,73
ClLas (Ct) 100048658|F|0 7 137,28 7,12 1,41 7,60
Clas (Ct) 100125184|F|0 8 292 871 1,79 1341
Clas (Ct) 100035369|F|0 9 3958 447 -1,15 431
ClLas (Ct) 100034525|F|0 10 215,88 8,27 -150 9,55

GL= grupo de ligacao, cM= posi¢do de inicio em centimorgan dos QTLs identificados, p= efeito dos

QTLs no genitor P. trifoliata, R?= variagdo fenotipica explicada e expressa em percentual.
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Figura 16. Em azul, QTLs associados a quantificacdo da bactéria (Ct), em vermelho,
QTLs associado a quantificacdo de amido no grupo inoculado e em preto no grupo
controle. No eixo Y estdo os valores de LOD e no X os grupos de ligagdo do mapa
de P. trifoliata (TLG1, TLG2, TLG3, TLG4, TLG5, TLG6, TLG7, TLG8a, TLG8b e
TLG9). As linhas horizontais sdo os valores de LOD definidos pelo teste de

permutacdo com 5% de significancia.

Tabela 9. QTLs identificados a partir da quantificacdo de amido nos grupos controle
(Cont.) e inoculado (Inoc.) e da quantificacdo de CLas (Ct) no mapa da C. sunki.
Marcadores LOD

Caracteristicas fl GL cM q R?
anqueadores score
Amido (Cont.) 100033230|F|0 5 323,29 6,79 0,28 4,44
Amido (Cont.) 100173875|F|0 6 171,36 6,51 0,25 0,46
Amido (Cont.) 100009568|F|0 7 171,44 9,16 0,52 11,62
Amido (Cont.) 100197417|F|0 8 34,00 11,18 0,37 7,17
Amido (Inoc.) 100014756|F|0 3 127,39 3,54 8,22 5,06
Amido (Inoc.) 100009269|F|0 4 0,84 3,88 -850 9,85
Clas (Ct) 100019677|F0 5 412,07 4,65 1,21 7,97
ClLas (Ct) 100047667|F|0 6 13,48 5,06 0,98 5,39
Clas (Ct) 100010739|F[0 7 105,12 8,73 -1,72 10,09

GL= grupo de ligacdo, cM= posicdo em centimorgan dos QTLs identificados, g= efeito dos QTLs no

genitor C. sunki, R?= variacdo fenotipica explicada e expressa em percentual.
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Figura 17. Em azul, QTLs associados a quantificacdo da bactéria (Ct), em vermelho,
QTLs associado a quantificacdo de amido no grupo inoculado e em preto no grupo
controle. No eixo Y estdo os valores de LOD e no X os grupos de ligacdo do mapa
de C. sunki (SLG3, SLG4, SLG5, SLG6, SLG7 e SLG8). As linhas horizontais sao os

valores de LOD definidos pelo teste de permutacdo com 5% de significancia.

5.5. Mapeamento de eQTLs

Assim como para o0 mapeamento de QTLS, a deteccédo de possiveis eQTLs
foi feita para ambos 0s genitores em seus respectivos mapas, devido ao uso da
estratégia pseudo-testcross. De acordo com a metodologia do mapeamento por
intervalo composto (CIM), foi detectado um total de 92 eQTLs e com resultado
significativo por meio do teste de 1000 permutacdes, sendo 40 para o mapa de P.
trifoliata, com média de, aproximadamente, trés eQTLs por gene; e 52 para 0 mapa
de C. sunki, com média de, aproximadamente, quatro eQTLs por gene. O que se

mostra consistente com Lima (2016), que também encontrou uma média maior de
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eQTLs por gene para C. sunki (cinco) do que P. trifoliata (quatro). Apenas o gene
NRAMP nao apresentou eQTLs para o P. trifoliata, e 0 gene PAE para a C. sunki.

Segundo Shi et al. (2007), um alto poder de deteccdo de eQTLs pode ser
encontrado mesmo em pequenas populacdes. Além disso, como a metodologia
estabelecida pelo software para o mapeamento de QTLs € similar ao mapeamento
de eQTLs, um tamanho populacional maior que 50 ja € suficiente para proporcionar
alta resolucdo a pratica de mapear e detectar QTLs/eQTLs de pequeno efeito.
Quanto maior for o tamanho da populacéo, a saturacdo do mapa genético de ligacao
e a herdabilidade do carater fenotipico, maior sera a informacdo gendmica
relacionada ao mapeamento (YOUNG, 1994; CRUZ, 2006; YAN et al., 2009).

Como foi observada herdabilidade alta para as caracteristicas fenotipicas,
uma alta saturacdo dos mapas de cada genitor e sendo a populacdo de hibridos
selecionados para o mapeamento de eQTLs igual a 72, era de se esperar um
grande numero de eQTLs a partir dos perfis de expressédo génica diferencial para
cada gene candidato. O gene UDP foi 0 que apresentou um maior niumero de eQTLs
(seis) no mapa do genitor P. trifoliata, enquanto no mapa de C. sunki foi o gene
CARBOX com sete eQTLs (Figura 18).

Os genes gue apresentaram apenas um eQTL no mapa do P. trifoliata foram
0 GALAC, o MEX1 e o PP2B15, e para a C. sunki foi apenas o gene NRAMP.
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Figura 18. Distribuicdo do numero de eQTLs detectados para cada gene candidato

com relacdo aos mapas dos genitores.

Nas tabelas 10 e 11, observam-se os resultados do mapeamento de eQTLs

obtidos para os dois mapas dos genitores.
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Tabela 10. eQTLs identificados a partir dos valores de expresséo para 0s genes em

estudo no mapa do P. trifoliata.

Genes GL Marcadores flanqueadores cM LOD score q R?
UDP 1 100035177|F|0 203,34 7,03 -0,45 16,48
UDP 3 100093859|F|0 122,92 3,57 -0,34 511
UDP 4 100053681|F|0 235,24 5,01 -0,38 7,89
UDP 5 100021313|F|0 389,57 5,03 0,32 591
UDP 8a 100050766|F|0 45,31 3,35 0,29 4,91
UDP 9 100038391|F|0 35,97 3,19 0,30 2,32
T6PP 3 100020866|F|0 122,19 4,50 0,35 6,15
T6PP 5 100031383|F|0 221,64 4,77 0,33 4,76
T6PP 7 100028454|F|0 55,31 3,33 0,27 1,90
CARBOX 2 100036881|F|0-100027763|F|0 136,00 3,30 -0,23 0,02
CARBOX 5 100044221|F|0 298,14 3,60 -0,52 18,85
CARBOX 7 100015910|F|0 142,39 9,77 0,44 0,08
CARBOX 8b 100035369|F|0 39,58 6,87 0,44 4,74
PAE 3 100057532|F|0 26,36 8,25 -0,55 2,81
PAE 4 100161318|F|0-100051462|F|0 243,00 5,25 -0,41 2,08
PAE 9 100058156|F|0 224,34 4,69 0,40 1,78
GLUC 5 100089610|F|0 439,67 3,99 0,18 5,49
GLUC 7 100049762|F|0 1,11 8,43 0,38 18,16
GALAC 8a 100056835|F|0 37,63 4,69 -0,35 4,06
BAM3 3 100029311|F|0-100036111|F|0 37,00 3,47 -0,42 0,10
BAM3 5 100046237|F|0 142,38 7,45 -0,64 0,19
BAM3 6 100076894|F|0-100039672|F|0 124,00 5,23 0,45 2,94
MEX1 2 100051584|F|0 56,37 5,25 -0,24 0,10
BAC2 2 100178691|F|0 282,10 5,66 0,53 8,36
BAC2 5 100033599|F|0 440,40 7,34 0,50 6,71
BAC2 6 100084313|F|0 186,33 4,98 -0,34 6,06
BAC2 9 100069113|F|0 301,90 17,61 0,74 12,59
EREB 2 100026276|F|0-100042757|F|0 250,00 3,01 0,19 1,36
EREB 4 100025526|F|0 213,62 4,40 -0,26 2,19
EREB 5 100045322|F|0 343,47 5,48 0,29 4,65
EREB 6 100032182|F|0 0,00 4,04 -0,29 1,55
EREB 7 100057022|F|0 108,45 6,91 0,39 5,76
NAC2 5 100183597|F|0 9,38 3,90 0,36 3,11
NAC2 7 100196998|F|0 1,11 3,44 -0,45 5,58
NAC2 9 100061705|F|0 43,66 3,59 -0,38 5,75
PP2B15 5 100080169|F|0 405,31 3,55 2,76 1,02
PP2B10 1 100056564|F|0 83,90 5,70 -0,31 7,36
PP2B10 5 100068714|F|0 385,75 5,96 -0,30 3,30
PP2B10 7 100044511|F|0 151,17 9,33 -0,31 4,62
PP2B10 9 100043903|F|0 42,56 4,25 0,20 2,16

GL= grupo de ligacao, cM= posi¢do de inicio em centimorgan dos QTLs identificados, p= efeito dos

QTLs no genitor P. trifoliata, R?= variagdo fenotipica explicada e expressa em percentual.
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Tabela 11. eQTLs identificados a partir dos valores de expressao para 0s genes em

estudo no mapa da C. sunki.

Genes GL Marcadores flanqueadores cM LOD score q R?
UDP 2 100016633|F|0 296,76 6,54 -0,37 10,72
UDP 3 100021476|F|0-100048216|F|0 217,00 3,91 -0,24 3,79
UDP 6 100197254|F|0 79,37 16,65 -0,59 20,34
UDP 9 100010814|F|0 244,35 3,04 0,23 3,71
T6PP 3 100011342|F|0 230,51 8,65 0,42 7,91
T6PP 5 100029469|F|0 135,55 4,69 -0,27 6,45
T6PP 8 100019860|F|0-100126693|F|0 174,00 10,01 0,39 5,09
T6PP 9 100063546|F|0 103,59 3,33 0,19 0,25
CARBOX 2 100005257|F|0 40,62 5,38 -0,43 6,92
CARBOX 3 100013218|F|0 227,02 5,34 -0,42 5,70
CARBOX 4 100005540|F|0 266,50 3,17 0,29 3,42
CARBOX 6 100034742|F|0-100046449|F|0 146,00 6,65 0,52 5,13
CARBOX 7 100026011|F|0 72,83 6,19 -0,43 9,38
CARBOX 9 100035814|F|0 191,91 3,47 -0,32 5,10
CARBOX 10 100201189|F|0-100137691|F|0 3,00 9,67 0,61 20,31
GLUC 1 100043790|F|0 266,68 6,58 0,21 541
GLUC 3 100043261|F|0 147,27 12,36 0,33 11,31
GLUC 4 100037909|F|0 205,99 3,98 -0,20 4,22
GLUC 6 100036283|F|0 243,14 4,03 0,17 7,52
GLUC 7 100013734|F|0 82,56 6,11 -0,19 7,63
GLUC 10 100202826|F|0 18,28 4,23 0,23 6,44
GALAC 2 100037187|F|0 56,77 4,46 -0,37 6,69
GALAC 3 100053032|F|0 172,53 7,12 0,57 13,10
GALAC 4 100031971|F|0-100043688|F|0 88,00 8,70 -0,47 5,32
GALAC 6 100181892|F|0 0,00 3,66 -0,27 4,61
GALAC 10 100171869|F|0 25,47 12,58 0,71 25,41
BAM3 1 100058307|F|0-100061132|F|0 74,00 2,90 -0,40 1,10
BAM3 2 100028862|F|0 206,52 3,53 -0,40 1,12
BAM3 7 100012855|F|0 49,01 3,88 -0,77 10,89
BAM3 8 100047420|F|0 208,85 3,12 0,53 3,43
BAM3 10 100156188|F|0 6,58 5,86 0,96 8,03
MEX1 6 100047667|F|0 13,48 10,11 -0,26 5,81
MEX1 9 100048503|F|0 160,22 4,85 0,17 2,32
BAC2 2 100022861|F|0 6,80 8,64 -0,45 8,00
BAC2 3 100026361|F|0 17,54 3,79 -0,30 2,65
BAC2 7 100040736|F|0 8,51 3,16 -0,24 2,04
NRAMP 6 100030612|F|0 18,09 4,85 -0,20 4,84
EREB 1 100186532|F|0 13,02 4,26 -0,28 9,19
EREB 2 100201571|F|0 370,59 3,46 -0,25 7,18
EREB 5 100188422|F|0 31,33 4,33 -0,26 6,77
EREB 7 100055682|F|0 102,13 5,02 -0,26 7,80
NAC2 2 100028817|F|0 42,76 6,89 -0,44 7,13
NAC2 3 100002208|F|0-100027934|F|0 2,00 6,00 -0,54 3,90
NAC2 5 100048739|F|0 420,98 3,01 -0,41 3,19
NAC2 8 100029816|F|0 170,12 4,71 0,37 2,89
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PP2B15 1 100072566(F|0 288,66 3,22 234 1,10
PP2B15 4 100063037|F|0 3,42 2,55 353 1,43
PP2B10 2 100201571|F|0 370,59 8,17 0,36 6,17
PP2B10 3 100040067|F|0 138,01 6,99 0,37 484
PP2B10 4 100050457|F|0 257,33 6,44 0,33 3,95
PP2B10 6 100030612|F|0 18,09 4,81 -0,38 13,66
PP2B10 10 100163575|F|0-100163311|F|0 28,00 6,09 0,32 7,43

GL= grupo de ligacao, cM= posicado de inicio em centimorgan dos QTLs identificados, q= efeito dos

QTLs no genitor C. sunki, R?= variacao fenotipica explicada e expressa em percentual.
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Figura 19. Distribuicdo dos eQTLs no mapa genético de P. trifoliata relacionados ao
processo de expressdo génica dos genes estudados. No eixo y encontram-se 0s

valores de LOD e no eixo x 0 mapa de ligagdo de P. trifoliata.
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Figura 20. Distribuicdo dos eQTLs no mapa genético de C. sunki relacionados ao
processo de expressdo génica dos genes estudados. No eixo y encontram-se 0s

valores de LOD e no eixo x o mapa de ligacao de C. sunki.

Para os eQTLs encontrados no mapa do P. trifoliata, o LOD-Score critico,
variou de 2,65 a 4,35, enquanto os LOD-Score dos eQTLs detectados variaram de
3,01 a 17,61, e os valores de variacdo fenotipica explicada (R?) pelos marcadores
variaram de 0,01 a 18,85% (Tabela 10 e Figura 19). Para a C. sunki, o LOD-score
critico variou de 2,35 a 4,82, enquanto o LOD-score foi de 2,55 a 16,65,
evidenciando regides consistentes, e o R? variou de 0,25 a 25,41% (Tabela 11 e

Figura 20). De maneira equivalente aos valores de variagdo fenotipica explicados
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por QTLs em estudos de mapeamento, a maioria dos eQTLS no presente estudo sao
constituidos por locos com efeitos baixos (R?> menor que 10%) (ANDERSON et al.,
2007).

Estudos com eQTLs possibilitam a identificacdo de regides cromossdmicas
que afetam a expressdo de multiplos genes, com muitos locos proximos e
fortemente ligados controlando a quantificagdo de varios transcritos génicos, 0s
chamados hotspots (“zonas quentes”). Tal fenbmeno pode ser constatado por uma
série de eQTLs sobrepostos nos grupos de ligacdo dos mapas genéticos, e sua
consequéncia pode ser atribuida a regides do genoma ricas em genes estreitamente
ligados, identificando eQTLs préximos; ou a uma Unica regido gendmica reguladora
dos niveis de transcricdo de um grande numero de genes, a partir da deteccédo de
eQTLs distantes (HUBNER et al., 2005; WEST et al., 2007). De qualquer forma, &
relatado na literatura que muitos hotspots controlam a expressdo de genes que
codificam enzimas participantes das inUmeras vias metabdlicas, sendo até possivel
alguns hotspots regulando a via como um todo (KIRST et al., 2004; ROSA, 2007).

Dessa forma, no presente trabalho foi identificado um total de 11 hotspots no
mapa do genitor P. trifoliata, bem como 12 no mapa da C. sunki, apresentando uma
média de aproximadamente um hotspots por grupo de ligacdo. Os genes que
possuiram eQTLs sobrepostos e localizados em hotspots variaram desde dois até

cinco nos mapas genéticos (Tabela 12).
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Tabela 12. Relagcédo dos genes que apresentaram eQTLs sobrepostos e localizados
em hotspots para cada grupo de ligacdo nos dois mapas genéticos construidos para

cada genitor.

GL Mapa C. sunki Mapa P. trifoliata
1 GLUC e PP2B15
CARBOX, GALAC, BAC2 e NAC2
2 BAC2 e EREB

UDP, EREB e PP2B10
UDP, T6PP E CARBOX

3 GLUC, GALAC e PP2B10 UbP e T6PP
’ € PAE e BAM3
BAC2 e NAC2
4 CARBOX, GLUC e PP2B10 UDP, PAE e EREB
UDP, GLUC, EREB, PP2B15 e
5 PP2B10
T6PP e CARBOX
6 GALAC, MEX1, NRAMP e PP2B10 BAM3 e BAC2
CARBOX e PP2B10
7 CARBOX, GLUC, BAM3 e EREB
GLUC e NAC2
T6PP e NAC2 UDP e GALAC
CARBOX e MEX1 NAC2 e PP2B10
1o CARBOX, GLUC, GALAC, BAM3 e ~
PP2B10

Os eQTLs contribuem com os fendtipos e tal contribuicdo pode ser
evidenciada por sobreposicdoes destes com os QTLs (SUGIYAMA et al., 2014). O
que corrobora para uma forte associacdo entre o0s niveis de transcritos génicos e 0s
dados fenotipicos em uma progénie segregante (GION et al., 2000; BROWN et al.,
2003; CUBILLOS et al., 2012).

Nesse sentido, foram constatados hotspots sobrepostos aos QTLs
detectados, no presente estudo (Tabela 13). No mapa do genitor C. sunki foram
localizadas trés sobreposi¢cdes com QTLs de quantificacdo de CLas nos GL 5, 6 e 7,
e uma com amido. E no mapa de P. trifoliata foram observadas duas sobreposi¢cdes
com QTLs de amido e quatro com CLas.

Observa-se que ha uma interposicdo entre um eQTL proveniente do gene
CARBOX e um QTL de quantificagdo de amido na mesma posicdo gendmica

exatamente no marcador 100035369|F|0 no GL 8b do mapa do P. trifoliata a
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aproximadamente 40 cM, indicando uma complexa rede que regula tanto a
expressdo génica quanto o fenotipo. O gene Carboxylesterase foi estudado em
trabalhos de Arabidopsis sob infecgcdo com Xanthomonas campestris pv vesicatoria
e foi observado que podem afetar drasticamente a capacidade da planta em
controlar o crescimento bacteriano (CUNNAC et al., 2007).

Observa-se que alguns genes tiveram mais de um eQTL relacionado ao
fendtipo, como o gene PP2B10 que apresentou dois eQTLs associados no mapa da
C. sunki, sendo um relacionado com amido no GL 3 e o outro com CLas no GL 6, e
trés eQTLs no mapa de P. trifoliata, dois relacionados com amido, GL 1 e 5, e um
relacionado com CLas no GL 7. Em estudos de transcriptomas, esse gene foi
encontrado altamente induzido em gendtipos de Citrus susceptiveis ao HLB frente a
inoculacdo com a bactéria (MAFRA et al.,, 2013; ZHONG et al., 2015; FU et al.,
2016). As PP2, além de se envolverem na diferenciacdo do tecido vascular, tém
varias funcdes, incluindo diferenciacao de células dos elementos crivados, respostas
de defesa do hospedeiro, como tamponar os poros do elemento crivado para
prevenir a colonizacdo de insetos e patdgenos, interagem com plasmodesmata do
mesofilo para aumentar o tamanho do limite de exclusédo e o trafego de célula para
célula (DINANT et al., 2003).

Com excec¢ado dos genes T6PP e BAC2, para todos 0s outros genes foram
co-localizados eQTLs com QTLs independente do mapa e da caracteristica
fenotipica (CLas ou amido). O que mostra a que esses genes S0 responsivos ao

patégeno e possuem relacdo com o fenétipo observado.
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Tabela 13. Relacdo dos genes que apresentaram eQTLs sobrepostos & QTLs para
cada grupo de ligacdo nos dois mapas genéticos construidos para 0 mapa de cada

genitor. Entre parénteses a posicao de inicio em cM.

GL Mapa C. sunki Mapa P. trifoliata
1 PP2B10 (84) e Amido (122)
GLUC (147), GALAC (173), PP2B10

3 (138) e Amido (127)
A UDP (235), PAE (243), EREB (214) e
Clas (258)
UDP (390), GLUC (440), EREB (343),
5 NAC2 (420) e CLas (412) PP2B15 (405), PP2B10 (386) e Amido
(382)
g GALAC (0), MEX1 (13), NRAMP (18)
e PP2B10 (18) e CLas (13)
. CARBOX (72), GLUC (82), BAM3  CARBOX (142), PP2B10 (151) e CLas
(49), EREB (102) e CLas (105) (137)
8b CARBOX (40) e CLas (40)

9 PAE (224) e CLas (215)
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6. CONCLUSOES

1. Os mapas mostraram-se consistentes e possuem sintenia e colinearidade com o
genoma de referéncia utilizado (C.sinensis).

2. Os fatores genéticos do genitor P. trifoliata podem ter influéncia nas diferentes
respostas dos hibridos frente a infeccdo por CLas. As estimativas dos parametros
genéticos revelaram um grande potencial de selecdo da populacédo, e assim,
propde-se a validacdo desses dados em campo, com destaque para os hibridos
gue obtiveram resultados superiores ao genitor P. trifoliata.

3. O perfil de expressado génica global do experimento permitiu estabelecer analises
consistentes de agrupamento entre 0s genotipos selecionados e 0s genes
candidatos. Alguns genes apresentaram maior expressao frente a infeccdo com
CLas nos diferentes genotipos.

4. Alguns eQTLs nos dois mapas estavam fortemente sobrepostos, havendo a
deteccdo de consistentes hotspots (“zonas quentes”) de eQTLs relacionados aos
genes-alvos. A sobreposicdo de eQTLs, para a maioria dos genes, com QTLsS
indica que estes tém relagdo com o fenotipo e que provavelmente sao

responsivos ao patégeno.
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8. APENDICE

Apéndice 1. Divisdo dos hibridos e dos genitores em grupos com relacdo aos
valores de quantificacdo de amido nos grupos Controle e Inoculado, e quantificacéo
de CLas em Ct e log do n° de copias do 16S (log).

Quantificacdo de Amido  Quantificacdo de CLas

Hibridos Controle Inoculado Ct Log Grupos
H28 18,031 21,665 34,952 2,149
H31 18,031 20,441 34,439 2,274
H146 17,270 21,036 34,439 2,274
H126 17,796 24,013 34,439 2,274
H32 17,490 20,441 33,050 2,997
H87 18,993 21,363 32,827 3,057
H102 17,582 20,400 32,582 2,839

H142 17,600 19,316 32,548 3,132 Grupo R
H1 17,694 22,343 32,455 3,158
H96 18,033 24,331 32,269 3,208
H47 19,370 19,366 30,899 3,577
H121 17,515 27,503 30,427 3,705
P. trifoliata 19,071 34,379 30,398 3,436
H16 17,581 26,114 29,838 3,865
H113 17,553 29,604 29,491 3,917
H90 20,487 28,503 28,096 4,336
H189 17,412 22,064 27,513 4,494
H141 17,437 26,067 21,441 6,192

Grupo T
H184 17,575 28,631 21,204 6,259
H35 16,903 33,643 25,862 4,942

H4 17,563 31,663 25,466 5,058
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H17 17,451 22,244 25,363 5,043
H176 17,428 33,489 25,363 5,043
H117 18,321 24,808 25,120 5,158
H118 18,486 31,474 24,691 5,256
H54 17,691 33,862 24,516 5,332
HG68 17,122 24,567 24,468 5,316
H179 21,000 30,988 24,044 5,457
H130 16,605 23,270 23,814 5,521
H187 18,871 26,004 23,749 5,510
H73 18,605 21,565 23,321 5,626
H2 19,204 21,677 23,282 5,672
H61 16,884 26,634 23,137 5,712
H132 19,150 30,538 22,825 5,760
H101 17,611 25,141 22,769 5,775
H110 17,601 29,547 22,662 5,848
H143 17,766 29,936 22,031 6,026
H66 17,804 31,807 22,012 5,980
H99 17,242 24,925 21,717 6,115
H173 17,404 34,883 25,363 5,043
H56 17,352 35,648 22,869 5,807
H10 17,769 37,327 23,060 5,697
H183 17,455 37,420 23,736 5,514
H111 17,739 37,978 23,722 5,547
H124 17,623 38,383 23,456 5,638
H20 18,370 39,849 23,003 5,750
H24 17,054 40,641 22,368 5,952
H150 16,518 41,360 23,354 5,668
H129 19,594 41,661 25,163 5,129
H190 17,487 44,059 25,363 5,043
H114 18,031 46,924 25,088 5,149
H163 18,031 46,924 23,811 5,494
H107 18,031 46,924 22,316 5,898
H106 18,031 46,924 21,889 6,065
H105 18,844 51,777 22,815 5,803
H154 17,289 55,305 24,586 5,285
H217 22,390 56,707 23,882 5,515
H23 16,900 57,786 22,050 5,969
H26 17,515 61,772 21,411 6,143
H191 17,501 63,591 24,228 5,405
H119 18,264 64,641 22,163 6,012 Grupo S
H70 22,092 65,185 23,373 5,662
H94 17,176 67,172 22,245 5,965
H109 17,314 67,792 22,260 5,912
H125 17,300 68,923 21,277 6,239
H14 18,404 75,616 22,886 5,803
H42 17,509 80,213 21,784 6,121
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H148 17,336 80,891 22,223 4,386
C. sunki 20,010 82,292 24,143 5,439
H144 16,521 86,006 25,363 5,043
H137 18,031 86,349 22,188 5,981
H293 17,910 87,622 22,593 5,866
H151 17,736 89,177 24,396 5,356
H19 18,058 90,882 22,340 5,960
H49 18,031 103,590 22,440 5,864
H86 19,623 104,707 26,049 4,888
H136 17,753 105,402 22,912 5,737
H78 18,118 108,974 21,926 6,002
H134 17,612 109,693 22,502 5,848
H279 18,927 62,251 34,535 2,490 N&o
H149 18,017 107,767 31,724 3,087 agrupado®

*N&o correspondem os requisitos de nenhum grupo.

Apéndice 2. Valores de Foldchange corrigido para os 14 genes candidatos na
populacdo de hibridos e nos genitores C. sunki (Sun) e P. trifoliata (Trif). Valores

menores que um é reprimido e maiores que um induzido.

T6PP UDP GLUC GALAC BAM3 MEX1 PP2B15 PP2B10 EREB CARBOX PAE NRAMP NAC2 BAC2

1 044 164 0,37 0,87 128 151 11,07 0,59 1,05 0,58 0,46 0,66 0,76 0,88
10 0,74 2,14 0,98 3,52 8,28 1,85 6,33 2,15 1,56 0,69 1,32 1,30 4,17 1,26
101 3,25 0,93 0,59 1,80 1,34 1,24 6,58 1,28 2,61 1,55 0,78 1,30 3,18 4,35
102 1,40 0,66 0,54 1,18 509 0,35 6,62 0,62 1,57 0,57 0,65 1,34 0,64 0,90
105 0,42 0,57 0,48 0,47 146 126 13,56 0,14 0,76 0,12 0,40 0,60 206 1,558
106 0,92 3,44 0,37 2,81 134 154 28,28 0,41 2,65 1,03 1,12 1,72 204 1,32
107 0,26 0,51 0,42 0,78 0,97 196 28,32 0,39 1,35 2,76 0,33 2,16 0,12 094
109 0,63 1,24 0,58 0,61 2,12 2,03 15,65 0,24 0,95 0,47 0,72 0,76 0,76 2,53
110 1,02 0,69 1,36 2,22 1,30 0,22 8,01 0,48 2,13 2,00 0,89 1,83 1,67 0,92
111 1,75 0,77 0,90 0,48 165 1,03 -2,43 0,51 2,08 0,59 -0,16 1,02 0,99 0,36
113 1,17 158 1,08 1,59 3,25 094 11,05 0,65 1,33 0,20 0,68 0,75 1,29 1,02
117 0,89 0,34 0,56 1,31 1,10 0,83 5,00 0,63 1,52 0,53 1,12 1,34 1,03 1,06
118 2,65 0,92 1,37 2,56 238 081 2233 0,34 2,48 -0,04 0,27 1,73 3,97 054
119 1,17 0,73 0,39 1,24 184 106 11,03 0,22 1,75 0,36 0,35 0,76 0,86 1,01
121 0,30 0,32 0,83 0,25 1,13 0,72 -3,24 0,04 1,18 0,25 -0,19 1,10 0,11 2,09
124 1,24 0,51 0,50 1,47 294 124 0,32 0,56 1,60 0,30 0,13 1,21 126 151
125 051 157 2,25 1,25 345 156 12,66 1,46 2,04 0,43 0,75 0,67 1,33 181
126 0,71 1,40 1,10 0,30 249 0,83 5,00 1,96 1,03 3,92 10,00 1,51 0,61 4,53
129 1,79 055 1,69 0,88 1,46 0,45 8,38 0,10 3,33 0,83 0,01 0,98 3,08 1,12
130 1,36 0,64 1,90 2,62 4,36 0,26 8,37 1,24 2,26 1,85 0,68 1,36 1,85 0,68
132 0,37 0,37 0,37 0,43 2,17 1,18 10,96 0,31 0,67 -0,04 0,06 0,56 091 1,98
134 1,01 0,27 1,99 2,00 250 0,83 11,72 0,46 2,55 2,13 0,41 0,90 0,16 1,00
136 0,83 142 1,39 1,23 1,79 087 11,36 2,46 1,87 0,31 0,22 0,91 1,18 1,22
137 1,87 0,47 091 1,14 6,21 0,57 11,35 0,38 1,61 0,28 -0,11 1,61 1,07 1,23
14 0,45 1,47 0,90 4,20 7,93 1,94 7,09 2,29 1,48 4,67 2,18 1,53 6,19 5,37
141 0,60 0,54 0,86 1,23 2,18 132 14,89 0,79 1,39 0,68 0,72 1,78 158 1,30
142 1,67 1,64 0,43 0,50 243 1,02 19,49 1,34 2,65 1,10 1,28 1,97 1,24 1,09
143 1,23 0,12 1,36 3,40 1,43 0,63 5,04 0,64 1,33 0,02 0,71 1,76 1,20 1,31
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279
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42
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4,75
0,43
1,29
0,59
1,21
1,06
0,77
0,16
4,84
2,14
1,69
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0,65
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0,67
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0,88
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0,51
1,07
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