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RESUMO 

Receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) apresentam grande importância 

na defesa das plantas contra microrganismos pela capacidade de reconhecerem 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) em início de infecção e 

desencadearem respostas de imunidade inata (PTI). A ativação de PTI permite 

conferir resistência contra uma ampla gama de microrganismos e, assim, a 

identificação e compreensão do papel das PRRs é de grande relevância em estudos 

que visam resistência contra patógenos. As espécies de Citrus apresentam elevado 

interesse comercial, porém seu cultivo tem sido severamente prejudicado devido às 

inúmeras doenças causadas por fitopatógenos, como por exemplo, a clorose 

variegada dos citros causada pela bactéria Xylella fastidiosa. Assim, considerando 

que a maioria das PRRs identificadas em plantas pertence à família de quinases 

com repetições ricas em leucina (LRR-RLKs), um dos objetivos desse trabalho foi 

analisar os aspectos evolutivos das LRR-RLKs no genoma de espécies de Citrus de 

grande importância econômica, Citrus clementina e Citrus sinensis. O alinhamento 

múltiplo de sequências conservadas de quinase e a reconstrução de árvores 

filogenéticas estimadas por máxima verossimilhança permitiu identificar 300 e 297 

LRR-RLKs nos proteomas preditos de C. clementina e C. sinensis, respectivamente. 

As LRR-RLKs de ambas as espécies foram classificadas em 16 subgrupos (I a XVI) 

e a partir de uma análise mais detalhada do subgrupo XII, que inclui os principais 

PRRs identificados em plantas, foi verificada uma grande expansão e clusterização 

nos genomas de Citrus, o que demonstra a importância de eventos de duplicação 

em tandem na evolução das LRR-XII em Citrus. Além das análises in sillico, neste 

trabalho também foi avaliado o papel do receptor de EF-Tu (EFR) no 

reconhecimento de X. fastidiosa. Mutantes de Arabidopsis thaliana com EFR 

silenciado (efr-1) foram inoculados com X. fastidiosa e, a partir de PCR quantitativo 

em tempo real (qRT-PCR), foi verificado um aumento significativo da população 

bacteriana em efr-1 durante todo o experimento, quando comparado com as plantas 

selvagens (WT). Em 15 dias após inoculação (DAI), foi observada uma população 

bacteriana quase dez vezes maior nos tecidos das plantas efr-1. Análises por 

microscopia de fluorescência confirmaram a elevada colonização bacteriana nos 

tecidos das plantas efr-1. A importância do EFR no reconhecimento de X. fastidiosa 



foi avaliada também pela superexpressão de AtEFR em plantas hospedeiras de 

tabaco, as quais apresentam susceptibilidade a X. fastidiosa. Vinte plantas 

transgênicas foram identificadas por PCR convencional e a expressão do transgene 

EFR foi confirmada em seis eventos por qRT-PCR. Análises por western blot 

confirmaram a presença da proteína heteróloga e a maior produção de ROS 

verificada em presença dos epítopos elf18 de X. fastidiosa, E. coli e Xanthomonas 

citri subsp. citri indicam ativação de PTI nas plantas transgênicas de tabaco. A 

redução significativa na incidência de sintomas nas plantas transgênicas inoculadas 

com X. fastidiosa demonstra que EFR conferiu ao tabaco maior resistência à 

infecção bacteriana. Os resultados obtidos em Arabidopsis e tabaco indicam que 

EFR pode ser uma boa estratégia para transformar espécies susceptíveis de Citrus 

visando resistência contra X. fastidiosa e X. citri. 

 

Palavras-chave: Filogenia, EFR, PAMP, Arabidopsis, Tabaco  



ABSTRACT 

Pattern recognition receptors (PRRs) are very important in plant defense against 

microorganisms because they are able to recognize pathogen-associated molecular 

patterns (PAMPs) in early infection process triggering innate immune responses 

(PTI). Activation of PTI confers resistance against a wide range of microorganisms 

and studies involving the identification and functional role of PRRs are of great 

importance. Citrus crops have great commercial importance worldwide; however, the 

productivity has decreased due to several diseases that affect this culture, such as 

citrus variegated chlorosis, caused by Xylella fastidiosa. Since most identified PRRs 

in plants belong to the leucine-rich repeat receptor-like kinases family (LRR-RLKs), 

one of the goals of this study was to analyze the evolutionary aspects of LRR-RLKs 

in economically important citrus species, Citrus clementina and Citrus sinensis. The 

multiple alignment of conserved kinase sequences and the reconstruction of 

phylogenetic trees estimated by maximum-likelihood identified 300 and 297 LRR-

RLKs in the predicted proteomes of C. clementina and C. sinensis species, 

respectively. The LRR-RLKs from both species were classified into 16 sub-groups (I 

to XVI) and further analysis in the subgroup XII, which includes the main PRRs 

identified in plants, showed a large expansion and clustering in the Citrus genome, 

which demonstrates the importance of tandem duplication in the evolution of LRR-XII 

in Citrus. In addition to the in silico analysis, in this study we also evaluated the role 

of EF-Tu receptor (EFR) in the recognition of X. fastidiosa. Arabidopsis thaliana efr-1 

mutants were inoculated with X. fastidiosa, and using quantitative real-time PCR 

(qRT-PCR) we verified a significant increase of bacterial population in efr-1, during 

the time-course of infection, compared to the wild type (WT). At 15 days after 

inoculation (DAI) the bacterial population was almost ten times more in the efr-1 

tissues in relation to WT. Fluorescence microscopy analysis confirmed the high 

bacterial colonization in the tissues of efr-1 plants. The importance of EFR in X. 

fastidiosa recognition was also evaluated by the overexpression of AtEFR in tobacco 

host plants, which are susceptible to X. fastidiosa. Twenty transgenic events were 

identified by conventional PCR and the expression of the EFR transgene was 

confirmed in six lines by qRT-PCR. Western blot analysis confirmed the presence of 

the heterologous protein and the increased ROS production observed in the 



presence of elf18 epitopes from X. fastidiosa, E. coli and Xanthomonas citri subsp. 

citri indicate PTI activation in the tobacco transgenic plants. The significant reduction 

in the incidence of symptoms in transgenic plants inoculated with X. fastidiosa 

showed that EFR increased the tolerance against the bacteria infection. The results 

obtained from A. thaliana and tobacco indicate that EFR could be a good strategy to 

transform Citrus plants aiming X. fastidiosa and X. citri resistance.  

  

Keywords: Phylogeny, EFR, PAMP, Arabidopsis, Tobacco 
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INTRODUÇÃO GERAL 

1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

1.1. Citros: Aspectos Gerais e Importância Econômica 

O termo Citros é designado a um conjunto grande e heterogêneo de 

plantas frutíferas que são normalmente pertencentes ao gênero Citrus, mas também 

estão presentes em gêneros relacionados. A complexidade botânica observada 

entre as espécies que compõem esse grupo dificulta uma precisa classificação 

taxonômica e diversos sistemas têm sido propostos com base, por exemplo, em 

características morfológicas, bioquímicas ou moleculares (BARRET & RHODES, 

1976; HANDA et al., 1986; MOORE 2001). Os principais sistemas de classificação 

são os propostos por Swingle (1943), e que posteriormente foi revisado por Swingle 

e Reece em 1967, onde consideram apenas 16 espécies no gênero Citrus, e o 

sistema sugerido por Tanaka (1977) que inclui um número muito superior de 162 

espécies neste gênero. Apesar de diversos pesquisadores utilizarem abordagens 

próprias para entender a taxonomia de Citrus e examinar suas relações filogenéticas, 

o sistema considerado por Swingle e Reece (1977) ainda é o mais utilizado 

(GARCIA-LOR et al., 2012). Por este sistema, Swingle Reece reconhecem como 

“verdadeiras frutíferas cítricas (true citrus fruit trees) ” apenas um grupo de plantas 

que produz frutos parecidos com laranjas e limões. Neste grupo são incluídos seis 

gêneros correlacionados presentes na subfamília Aurantioideae (família Rutaceae): 

Citrus, Poncirus, Fortunella, Microcitrus, Eremocitrus e Clymenia. A maioria dos 

indivíduos presente no grupo das “verdadeiras frutíferas cítricas” apresenta um longo 

período evolutivo e de cultivo onde se verifica compatibilidade sexual mesmo entre 

espécies de gêneros distintos. Características como essas levaram ao surgimento 

de inúmeros híbridos intra e interespecíficos que contribuíram ainda mais para a 

complexidade sistemática do grupo (CHAPOT, 1975; GUO & DENG, 2001). 

Apesar de serem extensivamente estudadas devido sua relevância 

comercial, a origem das espécies cultivadas de Citrus e sua história de 

domesticação ainda não são completamente compreendidas. Contudo, apesar de 

heterogêneo e complexo, sugere-se que todas as espécies e híbridos cultivados de 
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Citrus tenham evoluído a partir de apenas três principais espécies ancestrais: C. 

máxima, C. medica e C. reticulata (VELASCO & LICCIARDELLO, 2014). 

As espécies de plantas cítricas de maior interesse comercial estão 

presentes principalmente nos gêneros Citrus, Poncirus e Fortunella, sendo o gênero 

Citrus o que inclui as espécies de importância mais expressiva (TALON & GMITTER, 

2008). Os principais exemplos de frutas cítricas presentes em Citrus com interesse 

comercial são as laranjas doces (C. sinensis (L.) Osb.), as tangerinas (C. reticulata e 

C. clementina), as laranjas azedas (C. aurantium L.), os pomelos (C. paradisi Macf.), 

as toranjas (C. grandis Osb.), as limas ácidas (C. aurantifolia Swing.), as limas doces 

(C. limettioides Tan.), os limões (C. limon Burm.) e as cidras (C. medica L.). 

Enquanto em Fortunella o Kumquat (F. margarita Swingle ou F. japônica) se destaca 

pelos frutos pequenos e saborosos, no gênero Poncirus, o principal destaque é o 

trifoliata (P. trifoliata L.), cujo interesse principal é o uso como porta-enxerto, 

principalmente por conferir às combinações copa/porta-enxerto características de 

interesse agronômico. Indivíduos de menor porte e resistência contra a gomose 

causada pela Phytophthora sp. e ao vírus da tristeza são algumas das 

características de interesse dos produtores ao utilizar P. trifoliata como porta-enxerto 

nas combinações (TALON & GMITTER, 2008). 

Embora sejam encontrados indivíduos naturalmente triploides e 

tetraploides, as espécies de Citrus e dos gêneros relacionados são em geral 

constituídas por indivíduos diploides que apresentam número cromossômico 2n = 18, 

(MOREIRA & PIO, 1991). 

A maior parte das plantas de Citrus possui porte médio, atingindo cerca 

de 4 metros de altura, e uma densa copa que apresenta folhas e flores normalmente 

bastante aromáticas. Os frutos cítricos são em geral saborosos, ricos em vitamina C 

e concentram o maior interesse agrícola e comercial, principalmente pela 

possibilidade de extração de suco, que para a maioria das espécies representa o 

produto mais valioso. Além disso, até mesmo a casca de frutos como limão e laranja 

podem ser aproveitados pois constituem ricas fontes de óleos essenciais e 

apresentam grande potencial de aplicação em diversos setores do mercado, como o 

de cosméticos, bebidas, culinária e mesmo no combate a microrganismos e ervas 

daninhas (VERZERA et al., 2003; MANDALARI et al., 2007; SHARMA & TRIPATHI, 

2006; NAVARRA et al., 2015; SANCHÉZ-GONZÁLEZ et al., 2010). 



20 
 

Cultivadas em praticamente todos os lugares do mundo, as espécies de 

citros estão entre as principais frutíferas difundidas e alcançam uma produção 

mundial média superior a 130 milhões de toneladas ao ano. China, Estados Unidos 

e Brasil respondem por mais da metade da produção mundial que se restringe 

principalmente a laranjas, tangerinas, limões, limas e pomelos (FAO, 2014). 

A citricultura ocupa papel de grande importância social e econômica 

principalmente em países como o Brasil, onde o setor do agronegócio como um todo 

representa cerca de 23 % do PIB nacional, o que corresponde a mais de R$ 1,3 

trilhão ao ano (CNA, 2016). E por apresentar características como elevado valor 

nutricional, alto teor de vitamina C e um peculiar sabor doce e ácido apreciado na 

maior parte do mundo, a laranja representa a fruta cítrica de maior interesse 

comercial. O Brasil produziu mais de 16 milhões de toneladas de laranja na última 

safra e, com esse número que é equivalente a mais de 30 % da produção mundial, o 

Brasil novamente garante o posto de maior produtor mundial de laranjas, posição 

que é mantida desde o início da década de 90 (IBGE, 2016; FAO, 1998). 

A região que engloba o Estado de São Paulo e o Triangulo Mineiro, 

conhecida como “Citrus belt”, representa o maior parque citrícola do mundo e é 

normalmente responsável por cerce de 80 % da produção nacional de laranjas. Os 

integrantes desta cadeia produtiva, em conjunto com as empresas e indústrias de 

processamento de suco da região, contribuem para que o Brasil produza mais da 

metade do suco de laranja do mundo e alcance um faturamento anual entre 1,5 e 

2,5 bilhões de dólares com as exportações deste que representa o produto da 

citricultura, (NEVES et al., 2011; ZULIAN et al., 2013). 

 

1.2. Os Problemas Fitossanitários da Citricultura e a CVC 

Apesar da organização e competitividade do setor citrícola nacional, a 

produtividade dos pomares é considerada baixa, principalmente por estes serem 

constantemente afetados por inúmeras pragas e doenças agrícolas que causam 

enormes prejuízos aos produtores (MARQUES et al., 2007). 

Microrganismos de praticamente toda natureza são capazes de causar 

doenças relevantes em espécies de citros, incluindo principalmente o huanglongbing 

(HLB), a clorose variegada de citros (CVC) e o cancro cítrico como doenças 

bacterianas; a podridão floral, a pinta preta, a alternaria e a gomose causadas por 



21 
 

fungos e oomicetos; além da leprose e a tristeza que são doenças de origem viral 

que acometem a citricultura. Os problemas fitossanitários são agravados ainda mais 

se forem consideradas as inúmeras pragas que acometem os pomares das 

principais espécies citros, como ácaros, pulgões, psilídeos, cigarrinhas, cochonilhas, 

larvas minadoras, moscas e dentre diversas outras que, além de prejudicarem o 

desenvolvimento das plantas por si só, ainda atuam como vetores na transmissão 

das principais doenças (TALON & GMITTER, 2008; MACHADO et al., 2011). 

Conhecida popularmente como “amarelinho”, a CVC constitui uma 

importante doença causada pela bactéria gram-negativa Xylella fastidiosa que por 

sua vez é transmitida às plantas hospedeiras através de cigarrinhas da família 

Cicadelinae. Depois de instaladas na planta, as bactérias são capazes de se 

multiplicar no interior dos vasos do xilema e o crescimento em biofilme associado à 

produção de gomas polissacarídicas podem levar à obstrução dos vasos, 

prejudicando o deslocamento de água e nutrientes pela planta (ROPER et al., 2007). 

Apesar de não ser uma doença de caráter tão destrutivo como o HLB, a 

CVC apresenta elevada importância na citricultura nacional e vem causando 

problemas aos citricultores desde a década de 80, quando foi detectado o primeiro 

caso no país. Verificada em todas as regiões citrícolas do país, a CVC constitui um 

problema fitossanitário de grande impacto e requer atenção, visto que afeta todas as 

variedades comerciais de laranja doce no Brasil.  Além de tornar o fruto duro, a CVC 

pode causar um amadurecimento precoce e levar a uma redução de até 70 % no 

tamanho, tornando estes frutos pouco atrativos ao comércio principalmente pela 

redução na quantidade de suco concentrado disponível (De NEGRI, 1990; BOVÉ & 

AYRES, 2007). 

A incidência de CVC no estado de São Paulo passou de 35,5 % para 

40,3 % de 2010 para 2011, representando um quadro preocupante se considerar 

que as perdas de produção podem chegar a mais de 80 % em pomares de laranja 

doce severamente afetados (FUNDECITRUS, 2012). Só no Estado de São Paulo 

aproximadamente seis milhões de árvores eram perdidas a cada ano devido aos 

danos causados pela CVC (BOVÉ & AYRES, 2007). 

Apesar das elevadas perdas que se tem observado desde seu surgimento, 

a CVC tem se mantido relativamente controlada nos pomares de citros, 

principalmente pelas medidas de manejo e uso de telados que favoreceram um 

controle mais eficaz dos insetos vetores causadores de doença. Estas medidas 
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favoreceram o cultivo e comercialização de mudas sadias que estão aos poucos 

renovando os pomares nacionais. Entretanto, apesar de controlada nos pomares, a 

CVC representa ainda uma doença de grande impacto na citricultura e inúmeros 

trabalhos têm sido conduzidos visando aumentar a compreensão do patossistema 

citros-Xylella fastidiosa. Os mecanismos de patogenicidade da X. fastidiosa, bem 

como das respostas de defesa das plantas acometidas por essa bactéria não são 

ainda totalmente compreendidas e são de grande importância no combate das 

doenças causadas por esse fitopatógeno. 

 

1.3. Os Mecanismos de Patogenicidade da Xylella fastidiosa 

  A Xylella fastidiosa é uma bactéria gram-negativa que se apresenta na 

forma de bastonete e tem tamanho variável, podendo chegar a até 0,7 μm de 

diâmetro e 20 μm de comprimento. Trata-se de uma bactéria estritamente aeróbia 

que faz parte do grupo das bactérias com crescimento limitado ao xilema das 

plantas hospedeiras (XLB, de “xylem-limited bacteria”) onde se distribui de forma 

irregular, no entanto também podem ser encontradas no lúmen do canal alimentar 

dos insetos vetores envolvidos na transmissão da bactéria entre as plantas 

(PURCELL & HOPKINS, 1996; CHATTERJEE et al., 2008). 

Apesar de muitas plantas não apresentarem sintomas quando infectadas 

com X. fastidiosa, estas podem atuar como hospedeiras alternativas e servir como 

fonte de inóculo no estabelecimento de doenças entre as plantas cultivadas de maior 

interesse agronômico (LEITE et al., 1997). A X. fastidiosa pode causar doenças 

como o Mal de Pierce em videiras (Vitis vinífera L.), a Escaldadura foliar em 

ameixeiras (Prunus salicina Lindl), o “phony” em pessegueiros (Prunus persicae L.), 

a Atrofia de ramos ou requeima nos cafeeiros (Coffea arabica L.), dentre outras. A 

clorose variegada dos citros (CVC), entretanto, constitui a doença causada por X. 

fastidiosa que apresenta maior importância nacional, devido principalmente ao 

enorme prejuízo que causa ao agronegócio (BOVÉ & AYRES, 2007). 

Ao se instalar na planta, a bactéria coloniza os vasos do xilema e, embora 

não apresente flagelos, a X. fastidiosa apresenta uma colonização efetiva devido a 

estruturas denominadas Pili Tipo IV que constituem adesinas fimbriais com papel na 

motilidade tipo swimming (LI et al, 2007). Ainda, para a bactéria se deslocar pelas 

células dos vasos xilemáticos, torna-se necessária a degradação dos compostos da 
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parede celular vegetal (celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteína), o que é 

realizado a partir das exoenzimas produzidas pela bactéria. A degradação de 

membranas de pontuação (membranas Pit) possibilita que as bactérias se 

desloquem de uma célula para outra nos vasos do xilema da planta hospedeira 

(BACCARI & LINDOW, 2011). 

Apesar de não terem sido detectados genes associados ao sistema de 

secreção do tipo III e os genes de avirulência (Avr) comumente encontrados nas 

bactérias fitopatogênicas, no genoma de X. fastidiosa foram identificados fatores de 

virulência importantes encontrados em bactérias gram-negativas patogênicas. Estes 

fatores relacionam-se com a ativação, principalmente, de genes pertencentes à 

família de toxinas RTX. Estas toxinas são capazes de lesar ou matar as células 

vegetais, favorecendo ao patógeno a colonização da planta hospedeira (SIMPSON 

et al., 2000). Ainda, várias proteínas são secretadas, tais como: adesinas fimbriais e 

afimbriais (CASERTA et al, 2010), exopolissacarídeos (ROPER et al., 2007) dentre 

outros que podem ainda atuar como importantes fatores de patogenicidade.  

 

1.4. O Sistema de Imunidade Inata das Plantas 

As plantas são naturalmente submetidas a inúmeras condições adversas 

no ambiente em que vivem e, dentre elas, o ataque por pragas e patógenos. Os 

microrganismos apresentam distintas estratégias e mecanismos de patogenicidade 

para invadir e colonizar as células das plantas em busca de energia e nutrientes. 

Entretanto, o sucesso da infecção não é frequente devido principalmente a um 

elaborado mecanismo adaptativo de defesa desenvolvido pelas plantas ao longo do 

processo evolutivo (LUCAS, 1998; SALOMON & SESSA, 2012). O sistema de 

defesa das plantas tem sido moldado há milhões de anos por co-evolução com os 

patógenos, o que culminou no desenvolvimento de uma enorme complexidade de 

defesa em nível molecular (ASAI & SHIRASU, 2015). 

As plantas apresentam inúmeras barreiras constitutivas pré-formadas nos 

tecidos, o que inclui a presença de ceras, tricomas, espinhos, cutícula, casca, 

compostos fenólicos e uma espessa camada de parede celular. Os microrganismos 

que porventura conseguem ultrapassar estas barreiras, ficam ainda sujeitos ao 

reconhecimento por receptores celulares capazes de ativar vias de sinalização e 
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respostas de defesa nas células vegetais (SENTHIL-KUMAR & MYSORE, 2013; 

FAN & DOERNER, 2012). As barreiras naturais constitutivas determinam um tipo de 

resistência conhecida como não-hospedeira (non-host resistance). Este tipo de 

defesa é muito eficaz e confere proteção duradoura e não específica contra um 

grande número de patógenos em potencial (UMA et al., 2011). 

O mecanismo de defesa denominado imunidade inata representa a 

primeira linha de defesa induzida durante a invasão de patógenos e é capaz de 

conferir resistência contra a maioria dos microrganismos invasores do ambiente. 

Enquanto os animais possuem, além do sistema de imunidade inata, um complexo 

sistema de imunidade adaptativa representado por células moveis especializadas e 

um grande número de anticorpos específicos, as plantas dependem exclusivamente 

da imunidade inata. A partir do sistema de imunidade inata, as plantas são capazes 

de combater a grande maioria dos microrganismos indesejados, mesmo sendo 

organismos sésseis. Parte do sucesso se deve, principalmente, à rápida detecção 

dos invasores em potencial, além de um largo espectro de especificidades de 

reconhecimento por parte das proteínas receptoras presentes nas células das 

plantas hospedeiras (ZIPFEL, 2008; SPOEL & DONG, 2012).  

As plantas inicialmente percebem a presença de microrganismos 

invasores a partir de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs, de Pattern 

Recognition Receptors). Esses receptores são proteínas transmembranas que ficam 

ancoradas na superfície da membrana das células e são capazes de reconhecer 

perfis moleculares associados ao patógeno (PAMPS, de pathogen-associated 

molecular patterns). Os PAMPS foram inicialmente conceituados como moléculas 

altamente conservadas de uma classe de micróbios e que apresentam função 

essencial na sobrevivência ou no fitness (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997; 

NURNBERGER & BRUNNER, 2002). Como essas moléculas também são 

encontradas e reconhecidas em células de microrganismos não-patogênicos, o 

termo alternativo microbe-associated molecular pattern (MAMP) também é utilizado 

para se referir a estas moléculas (MACKEY & MCFALL, 2006; ZIPFEL 2014; JONES 

& DANGL, 2006). 

Com a detecção dos PAMPS/MAMPS, os PRRs desencadeiam na planta 

a primeira linha de resposta do sistema imune, a resistência basal denominada PTI 

(de PAMP-Triggered Immunity) (JONES & DANGL, 2006; ZIPFEL, 2009). Em 

situação de ataque por patógenos e outros agressores, as plantas produzem 
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moléculas que podem também ser reconhecidas como padrões moleculares 

associados a sinais de alerta ou perigo (DAMPs, de danger-associated molecular 

pattern ou damage-associated molecular pattern) e, de forma similar, são também 

capazes de desencadear as respopstas PTI (YAMAGUCHI & HUFFAKER, 2011; 

KLAUSER et al., 2015) (Figura 1). 

 

 
Figura 1 – Primeira linha de defesa induzida no sistema de imunidade inata das plantas. 

Moléculas associadas a bactérias, fungos, oomicetos e vírus (PAMPs/MAMPs), ou moléculas das 

pelas próprias células vegetais produzidas em situação de perigo (DAMPs), são reconhecidos por 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) localizados na superfície das células. Com o 

reconhecimento dessas moléculas (PAMPs/MAMPs e DAMPs), as células rapidamente ativam o 

sistema de imunidade inata PTI e que corresponde a resistência basal celular. Fonte: Adaptado de 

Mazzotta & Kemmerling, 2011. 

 

Além disso, considerando que as moléculas reconhecidas por PRRs 

podem também estar associadas a herbívoros (HAMPs, de herbivore-associated 

molecular pattern) ou mesmo a vírus (VAMPs, de virus-associated molecular pattern), 
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o termo PTI que foi inicialmente associado a PAMP (PAMP-Triggered Immunity) tem 

sido também relacionado de modo mais generalista a padrão: Pattern-Triggered 

Immunity (BOLLER & FELIX, 2009; BIGGEARD et al., 2015). 

O reconhecimento de PAMPs/MAMPs e de outras moléculas associadas 

com perigo celular é de grande importância e representa a base do sistema de 

imunidade inata que, além disso, também é necessário inclusive para a ativação do 

sistema de imunidade adaptativa dos animais (JANEWAY JR & MEDHZITOV, 2002). 

As respostas PTI normalmente observadas incluem um rápido influxo iônico através 

da membrana (principalmente de íons cálcio), a ativação de uma cascata de 

sinalização por MAP quinases e a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). 

Estes eventos moleculares modulam a expressão de genes de defesa e vias 

metabólicas hormonais (principalmente ácido salicílico e etileno) envolvidos, por 

exemplo, com a fortificação de paredes celulares e síntese de compostos 

antimicrobianos para conter o avanço microbiano nos tecidos (BOLLER & FELIX, 

2009; ZIPFEL & ROBATZEK, 2010). 

O sucesso da infecção pelo patógeno vai depender, neste momento, da 

habilidade deste em suprimir as respostas PTI da planta, o que pode ser alcançado, 

na maioria das vezes, a partir da secreção de moléculas conhecidas como efetoras 

ou indutoras (JONES & DANGL, 2006). Embora parte dessas proteínas efetoras 

apresente ação apoplástica, algumas bactérias adaptadas são também capazes de 

“injetar” moléculas efetoras diretamente no citoplasma das células de hospedeiros. A 

introdução dessas moléculas efetoras no interior das células se dá principalmente a 

partir do “maquinário” presente no sistema de secreção do Tipo III (TANG et al., 

2006; BUTTNER & HE, 2009). As inúmeras moléculas efetoras produzidas pelos 

patógenos são capazes de atuar em diferentes componentes do sistema de 

reconhecimento e sinalização nas células dos hospedeiros. A ação desses efetores 

leva à supressão parcial ou total das respostas de defesa PTI e desencadeiam a 

susceptibilidade no hospedeiro (ETS, de Effector-triggered susceptibility). A dinâmica 

co-evolução da interação planta-patógenos, por sua vez, fez surgir nas células de 

plantas hospedeiras adaptadas a proteínas-R de resistência capazes de reconhecer 

(pela presença ou atividade) os efetores produzidos pelos patógenos. Em plantas, a 

maioria destas proteínas R são receptores intracelulares citoplasmáticos 

pertencentes à família dos NBS-LRR (Nucleotide Binding site-Leucine-Rich Repeat) 

que reconhecem com grande especificidade as moléculas efetoras e desencadeiam 
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respostas de defesa do tipo ETI (Effector-Triggered Immunity). As respostas de 

defesa ETI representam a segunda linha de defesa induzida do sistema de 

imunidade inata das plantas e o reconhecimento está associado a especificidade da 

molécula efetora sintetizada por determinada linhagem do patógeno (gene to gene). 

Nas respostas ETI, há normalmente o desencadeamento de respostas de 

hipersensibilidade (HR) e de resistência sistêmica adquirida (SAR) por parte do 

hospedeiro podendo levar à morte celular programada para conter o avanço 

microbiano nos tecidos (JONES & DANGL, 2006; THOMMA et al., 2011).  

Com a detecção dos patógenos, as plantas podem ativar diversos 

mecanismos de defesa para matar, expulsar ou conter o avanço dos microrganismos 

nos tecidos. O fechamento estomático é uma resposta comum e permite limitar a 

entrada dos patógenos nas células. As plantas também produzem compostos 

antimicrobianos, como fitoalexinas, e restringem a transferência de nutrientes do 

citossol para o apoplasto para limitar a multiplicação bacteriana. Outras respostas 

comuns incluem o depósito de calose para reforçar as paredes celulares, a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) para sinalização ou pelos efeitos tóxicos 

contra os microrganismos, a morte celular programada, dentre outras (MELOTTO et 

al., 2008; WANG et al., 2012, ‘O BRIEN et al., 2012; BIGEARD et al., 2015). 

As respostas de imunidade inata PTI e ETI são de grande importância no 

estabelecimento de tolerância e/ou resistência das plantas e o desencadeamento 

destas respostas depende primariamente do reconhecimento dos patógenos 

invasores por receptores de membrana (PRRs) ou citoplasmáticos (proteínas R). 

 

1.5. Leucine-Rich Repeat Receptor-Like Kinases: LRR-RLKs 

Em nível celular, as informações são recebidas e processadas através de 

diferentes classes de receptores ancorados na superfície das membranas. As 

plantas, por serem organismos sésseis, tiveram que desenvolver um grande número 

de receptores durante a evolução para se adaptarem às diferentes condições do 

meio. Os receptores são fundamentais não só para plantas, mas para todos os seres 

vivos que precisam interagir com o ambiente. Os receptores permitem o 

reconhecimento de diferentes sinais extracelulares e a comunicação entre as células, 

que são processos essenciais na regulação de respostas, sejam elas de defesa ou 

relacionadas a crescimento e desenvolvimento (OSAKABE et al., 2013). 
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A classe de receptores Receptor-like kinase (RLK) constitui uma família 

grande de proteínas transmembranas que apresenta papel importante em inúmeros 

processos biológicos. As RLKs tipicamente apresentam, além de um domínio 

transmembrana para se ancorarem na superfície das células, um domínio 

extracelular amino-terminal (N-terminal) variável e um domínio intracelular típico de 

quinase na região C-terminal. A presença de domínios variáveis na região 

extracelular N-terminal contribui para que estas proteínas atuem como sinalizadores 

em um grande número de vias metabólicas. As RLKs estão envolvidas com a 

regulação de processos distintos, como o controle de crescimento, desenvolvimento, 

diferenciação, morfogênese, morte celular e respostas de defesa contra patógenos. 

Pelo menos 21 classes de domínios diferentes foram identificadas na região 

extracelular N-terminal das RLKs e, além de definir a especificidade com os ligantes, 

estes domínios são também utilizados para classificar as subfamílias de RLKs 

(GREEF et al, 2012). A subfamília de RLKs que apresenta na região extracelular 

domínio com repetições ricas em leucina (LRR-RLKs) representa o maior e mais 

bem estudado grupo entre as RLKs, com mais de 200 representantes identificados 

no genoma de A. thaliana e mais de 300 em arroz (SHIU & BLEECKER, 2001; SHIU 

et al., 2004). 

Além de desempenharem papeis importantes em vários processos 

relacionados ao crescimento e desenvolvimento, as LRR-RLK também estão 

envolvidas com a regulação de respostas de defesa contra diversos tipos de 

estresses, incluindo o ataque de pragas e patógenos. O receptor Xa21 constitui um 

exemplo bem estudado de LRR-RLK capaz de atuar como PRR. Em plantas 

selvagens de arroz, Xa21 está envolvido com o reconhecimento de proteína 

sulfatadas tipo-1 (Ax21) e é capaz de conferir resistência a Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae, agente causador da ferrugem bacteriana em cultivares de arroz (Oryza 

sativa) (SONG et al., 1995; PARK, 2010; ZHANG & WANG 2008). Os receptores 

FLS2 e EFR, por sua vez, representam receptores LRR-RLK capazes de reconhecer 

como PAMPs/MAMPs as proteínas bacterianas flagelina e EF-Tu, respectivamente e 

da mesma forma desencadeiam as respostas de defesa do tipo PTI (GOMEZ-

GOMEZ & BOLLER, 2000; ZIPFEL et al., 2006).  

Foco deste estudo, o receptor EFR (Elongation Factor-Tu Receptor) 

pertencente à família Brassicaceae é capaz de reconhecer sequências conservadas 

(epítopo elf18) na proteína EF-Tu de diversos gêneros de bactérias patogênicas, 
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incluindo Xylella, Xanthomonas, Agrobacterium, Erwinia, Dickeya, Escherichia, 

Ralstonia e Pseudomonas (KUNZE et al, 2004, LACOMBE et al., 2010). O EFR 

aparentemente evoluiu apenas em membros da família Brassiacaceae. Entretanto, 

foi demonstrado que sua transferência para outras espécies de plantas permite 

conferir resistência a bactérias que normalmente são patogênicas nestes 

hospedeiros (LACOMBE et al., 2010). Assim, o sistema de percepção mediado por 

EFR pode ser transferido para plantas cultivadas suscetíveis ao ataque de bactérias 

que apresentem EF-Tu capaz de ser reconhecido como PAMP, como pode ser o 

caso da X. fastidiosa. Dessa forma, a resistência a estas pode ser “incorporada” pela 

ativação mais eficiente e mais rápida principalmente da resposta de imunidade do 

tipo PTI. 

Análises filogenéticas dos membros de LRR-RLK podem também ajudar a 

responder questões importantes acerca da evolução destes receptores entre as 

plantas de citros. A disponibilidade de bancos com genoma completamente 

sequenciado de espécies de citros resistente (C. clementina) e susceptível (C. 

sinensis) a infecção por X. fastidiosa permite o desenvolvimento de interessantes 

trabalhos de análises comparativas, por exemplo utilizando filogenia molecular para 

compreender melhor a organização e evolução das LRR-RLKs entre essas espécies 

que são importantes comercialmente. Esse tipo de estudo foi explorado em 

genomas de plantas-modelo como Arabidopsis, arroz, tomate ou Populus (SHIU & 

BLEECKER, 2001; SHIU et al., 2004, SUN & WANG, 2011; SAKAMOTO et al., 

2012; ZAN et al., 2013). Entretanto, uma compreensiva análise filogenética evolutiva 

das LRR-RLKs ainda não foi realizada para espécies de Citrus, apesar da recente 

disponibilidade de genomas completos sequenciados e principalmente considerando 

o grande número de fitopatógenos que prejudica o cultivo de citros nos principais 

países produtores. 

 

1.6. Plantas-Modelo em Estudos de Genômica Funcional 

A utilização de plantas-modelo tornou-se muito frequente entre os estudos 

de genômica funcional, permitindo de forma rápida a obtenção de um grande 

número de informações genéticas e moleculares e que são importantes para o 

entendimento do comportamento de genes entre espécies mais complexas. 
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Enquanto milho (Zea mayz) e arroz (Oryza sativa) constituem exemplos de plantas-

modelo geralmente utilizadas entre espécies de monocotiledôneas, Arabidopsis 

thaliana representa o principal exemplo entre as espécies dicotiledôneas (ISAWA & 

SHIMAMOTO, 1996; MEINKE et al., 1998). 

A. thaliana constitui uma espécie de eudicotiledônea pertencente à família 

Brassicaceae (antiga Cruciferae), a mesma das mostardas, e apesar da pequena 

importância agrícola, possui elevada importância como planta-modelo em estudos 

funcionais por apresentar características de interesse, como genoma pequeno e 

totalmente sequenciado, ciclo de vida curto, pequeno porte, protocolo simples de 

transformação, grande produção de sementes e ainda um grande número de 

mutantes disponíveis (http://signal.salk.edu/ (KOORNNEEF & MEINKE, 2010). 

Além de A. thaliana, o tabaco (Nicotiana tabacum) representa uma 

dicotiledônea bastante utilizada como planta-modelo pois também apresenta 

inúmeras características que facilitam por exemplo estudos funcionais, como curto 

ciclo de vida, produção de grandes quantidades de sementes, além da facilidade no 

cultivo e transformação genética (GANAPATHI et al., 2004; BRASILEIRO, 1998). 

Considerando as dificuldades para obtenção de plantas transgênicas em 

diversas espécies de plantas mais complexas, como as espécies de citros que 

apresentam baixa eficiência de transformação, longo ciclo de vida e período de 

juvenilidade, o uso de espécies de plantas-modelo representa uma estratégia 

importante para o estudo funcional de genes de interesse.  

 

2. JUSTIFICATIVA 

A partir do que foi exposto, fica evidente que a citricultura nacional, 

apesar da destacada importância social e econômica, apresenta elevadas perdas 

devido ao grande número de patógenos que causam doenças de grande impacto 

econômico, como por exemplo, a CVC causada pela Xylella fastidiosa. A obtenção 

de plantas que apresentem resistência duradoura e de amplo espectro contra 

doenças causadas por microrganismos representa um importante foco nas 

pesquisas científicas. Nesse contexto, enquanto as técnicas de melhoramento 

tradicional geralmente requerem um longo tempo e principalmente apresentam a 
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desvantagem de introduzir genes com características não desejáveis, a engenharia 

genética surge como uma interessante alternativa que permite a transferência de 

características individuais de modo mais preciso e, além disso, possibilitam ainda a 

capacidade de introduzir características de interesse inclusive de outras espécies, o 

que é impossível em programas de melhoramento clássico. 

Nos últimos anos, os estudos com genoma e genética funcional de 

plantas e interações com patógenos aumentaram consideravelmente a 

compreensão acerca das bases moleculares associadas com o processo de 

infecção e imunidade das plantas, fornecendo a oportunidade de selecionar novos 

alvos a serem utilizados em resistência duradoura e de amplo espectro. Os 

receptores de reconhecimento de patógenos (PRRs) representam interessantes 

alvos a serem explorados devido ao papel crucial que desempenham no 

desencadeamento de respostas de imunidade inata, e que por sua vez, representam 

as bases para resistência contra amplo espectro de patógenos. 

Alguns PRRs aparentemente evoluíram apenas em classes específicas 

de plantas, como é o caso do EFR que parece ser específico de indivíduos 

pertencentes à classe Brassicaceae. Sua transferência, a partir de ferramentas de 

engenharia genética, para espécies de plantas de outras famílias de plantas pode 

significar uma estratégia promissora visando resistência a um maior número de 

patógenos. Embora a importância dos PRRs na imunidade das plantas já tenha sido 

demonstrada, trata-se de uma alternativa ainda muito pouco explorada entre as 

espécies de plantas cultivadas. Neste trabalho, considera-se que a suscetibilidade 

observada entre as espécies de laranja doce a X. fastidiosa pode estar relacionada 

com ausência ou ineficiência de receptores de membrana específicos para o 

reconhecimento de PAMPs. Assim, os estudos que possibilitem uma maior eficácia 

no reconhecimento de X. fastidiosa por meio da superexpressão de PRRs são de 

interesse neste trabalho. 

A bactéria X. fastidiosa apresenta em seu genoma duas cópias do gene 

que codifica EF-Tu, e recentemente foi verificado que, além de ser secretada, a 

proteína EF-Tu codificada pela cópia XF2628 é altamente expressa em condições 

de biofilme maduro (SILVA et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2016). Sabendo-se 

que a condição de biofilme é a forma de crescimento da X. fastidiosa na planta, 

abre-se uma real possibilidade de EFR reconhecer X. fastidiosa e ativar o sistema 

de resistência mediada por PTI, visto que in vitro o epítopo elf18 desta bactéria foi 
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capaz de desencadear atividade elicitora em A. thaliana quando em altas 

concentrações (KUNZE et al., 2004). 

Como mencionado acima, apesar do elevado interesse comercial, da 

disponibilidade de genomas completos sequenciados e da importância destacada 

dos receptores LRR-RLK na defesa contra patógenos, nenhuma análise evolutiva 

envolvendo os membros dessa família de genes foi feita para as espécies de Citrus. 

A compreensão da evolução dessa família gênica nos genomas de C. clementina e 

C. sinensis, espécies similares quanto a ancestralidade e composição do genoma, 

mas distintas por exemplo quanto a suscetibilidade a doenças como CVC, pode 

revelar informações importantes acerca das respostas de defesa e da evolução das 

LRR-RLKs em Citrus. 

Dessa forma, essa Tese de doutorado foi desenvolvida com intuito 

principal de preencher essa lacuna no conhecimento científico, ou seja, aumentando 

a compreensão da evolução e organização estrutural das LRR-RLKs nos genomas 

de Citrus e também avaliando o papel do receptor de EF-Tu no reconhecimento de 

X. fastidiosa. O Capitulo 1 aborda as análises in sillico para identificação e 

classificação filogenética dos membros da família LRR-RLK em C. clementina e C. 

sinensis. O Capítulo 2, por sua vez, apresenta os estudos funcionais envolvendo o 

receptor EFR no possível reconhecimento de EF-Tu de X. fastidiosa e 

desencadeamento de resposta de imunidade inata PTI utilizando Arabidopsis e 

Tabaco como plantas-modelos. 
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CAPITULO 1 - ANÁLISE FILOGENÉTICA DE LRR-RLKs EM CITRUS 

1. OBJETIVOS 

1.1. OBJETIVO GERAL 

 Identificar e classificar LRR-RLKs nos genomas de Citrus clementina e Citrus 

sinensis através de reconstrução de árvores filogenéticas. 

 

1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Recuperar as sequências de LRR-RLK presentes nos bancos de 

proteínas preditas de C. clementina e C. sinensis.  

- Identificar os domínios entre as sequências de LRR-RLK de C. 

clementina e C. sinensis. 

- Alinhar as sequências de LRR-RLK de C. clementina e C. sinensis a 

partir do domínio quinase. 

- Gerar árvores filogenéticas com sequências de aminoácidos de LRR-

RLK de A. thaliana, C. clementina e C. sinensis.  

- Identificar e classificar os grupos de LRR-RLK de C. clementina e C. 

sinensis. 

- Analisar a distribuição de LRR-XII nos cromossomos de C. clementina 

e C. sinensis. 

- Gerar árvore filogenética com sequências de proteínas LRR-XII de A. 

thaliana, C. clementina e C. sinensis. 

- Identificar clusters e blocos de duplicação entre as LRR-XII nos 

genomas de C. clementina e C. sinensis. 

- Identificar pares de ortólogos e analisar relações de sintenia entre as 

LRR-XII de C. clementina e C. sinensis. 
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Material suplementar 

Todos os arquivos adicionais presentes no artigo “LRR-RLK family from 

two Citrus species: Genome-wide identification and evolutionary aspects” estão 

disponíveis na seção “ Additional files” da versão on-line e podem ser acessados a 

partir do seguinte endereço eletrônico: 

https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-016-2930-9  

 

https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-016-2930-9
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2. CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 1 

- As LRR-RLKs foram identificadas e classificadas nos genomas de C. 

clementina e C. sinensis 

- Grande similaridade na organização numérica entre a espécies de C. 

clementina, C. sinensis e A. thaliana 

- LRR-XII de C. sinensis e C. clementina apresentam-se altamente 

expandidos 

- Efeitos de duplicação em tandem foram importantes na evolução das 

LRR-XII de C. clementina e C. sinensis 

- As árvores filogenéticas, em conjunto com método BBH, permitiram 

identificar 68 pares de ortólogos entre C. clementina e C. sinensis, dos quais 25 

foram validados por análises de sintenia e colinearidade. 

- Proteínas das classes RD e non-RD apresentam-se separadas em 

clados distintos na árvore filogenética reconstruída para as LRR-XII de C. sinensis, 

C. clementina e A. thaliana. 

 

3. CONSIDERAÇÕES GERAIS DO CAPÍTULO 1 

Através do agrupamento entre sequências de C. sinensis e C. clementina 

com as sequências previamente classificadas de LRR-RLKs em A. thaliana foi 

possível identificar os subgrupos de LRR-RLKs pertencentes às espécies de Citrus. 

Ainda, o agrupamento entre os subgrupos de LRR-RLKs observado entre as 

espécies de diferentes classes (Brassicaceae e Rutaceae) sugere que a formação 

dos subgrupos de LRR-RLKs já existia no ancestral antes do processo da separação 

das classes. E mesmo com a evolução independente nas espécies, ainda se 

observa similaridade suficiente nas sequências de LRR-RLKs que possibilitam seu 

agrupamento. Em relação às sequências específicas do subgrupo LRR-XII, das nove 

sequências de Arabidopsis considerada neste trabalho, seis foram agrupadas entre 

elas, sugerindo uma evolução específica dessas em Brassicaceae e que surgiu após 

a divergência das espécies de Citrus, o que faz sentido pelo menos para o receptor 

EFR que faz parte dessas sequências e foi identificado apenas em Brassicaceae. O 
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FLS2, por sua vez, é um receptor que parece ter surgido antes da divergência em 

um ancestral comum, e se manteve nestas bem como possivelmente na maioria das 

espécies de plantas. Neste trabalho, a sequência desse receptor em Arabidopsis 

(FLS2) se agrupa com duas sequências de cada uma das espécies de Citrus, 

sugerindo a presença dos ortólogos em C. sinensis e C. clementina. 

A árvore filogenética reconstruída com as sequências de LRR-XII também 

permitiu identificar uma clara separação entre proteínas classificadas como RD 

daquelas classificadas como non-RD. Embora nos genomas de eucariotos o número 

de quinases que apresentam motivo HRD, e dessa forma classificadas como RD, 

seja superior (geralmente mais de 70 % do quinoma), curiosamente todas as PRRs 

identificadas reconhecendo ou associado com resposta de defesa contra patógenos 

são do tipo non-RD. Essa clara separação filogenética foi verificada em outros 

estudos e a observação nesse estudo abre uma perspectiva para seu potencial 

papel em respostas de defesa contra patógenos. Ou seja, este subgrupo dentro das 

LRR-XII destaca em Citrus os candidatos que poderiam ser avaliados em estudos 

funcionais relacionados com respostas de defesa da planta contra microrganismos. 
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CAPÍTULO 2 - ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR EFR NO 

RECONHECIMENTO DE PAMP DE Xylella fastidiosa EM PLANTAS-MODELO 

1. INTRODUÇÃO 

A Xylella fastidiosa é uma bactéria gram-negativa de crescimento 

lento/fastidioso capaz de colonizar dois tipos distintos de ambientes, os vasos do 

xilema em plantas hospedeiras e o aparelho digestivo de insetos que se alimentam 

da seiva que circula pelo xilema (CHATTERJEE et al., 2008). Taxonomicamente, a X. 

fastidiosa pertence à classe das gama-proteobactérias, ordem Xanthomonadales, 

família Xanthomonadaceae e representa espécie única dentro do gênero Xylella. 

Pela proximidade evolutiva e similaridade de genoma, a bactéria Xanthomonas spp. 

é considerada um grupo-irmão de X. fastidiosa e da qual esta deve ter surgido 

(WELLS et al., 1987; RETCHLESS et al., 2014). 

Transmitida inespecificamente por insetos vetores (cigarrinhas das 

famílias Cicadellidae e Cercopidae) que são distribuídos de forma abundante em 

diversas regiões de climas tropical ou temperado, a X. fastidiosa é uma bactéria 

generalista que pode colonizar uma ampla gama de hospedeiros (ALMEIDA & 

NUNNEY, 2015). Mais de 350 espécies de plantas já foram identificadas como 

hospedeiras para a X. fastidiosa e em algumas destas a bactéria causa doenças de 

grande impacto econômico, como a Doença de Pierce em videiras (Vitis vinifera L.), 

a clorose variegada de citros (CVC) em laranja-doce [Citrus sinensis (L). Osbeck], o 

“phony peach” em pessegueiros [Prunus persicae (L.) Batsch] e a escaldadura foliar 

em ameixeiras (Prunus salicina Lindl) e cafeeiros (Coffea arabica L.) (EFSA, 2016; 

PURCELL, 2013). E apesar de ser considerada um patógeno das Américas, a X. 

fastidiosa que já havia sido identificada em Taiwan, na Ásia, foi também 

recentemente reportada na Itália como agente causal do “rápido declínio das 

oliveiras (Olea europea) ”. Esta doença apresenta um elevado poder destrutivo e 

ameaça dizimar a milenar cultura de oliveiras italianas (SU et al., 2014; SAPONARI 

et al., 2013). 

A X. fastidiosa parece não causar doença em diversas espécies de 

plantas capazes de hospedá-la, entretanto, estas espécies são importantes no 
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estabelecimento de doenças em plantas cultivadas de interesse por representarem 

potenciais fontes de inóculo para os insetos vetores transmissores de X. fastidiosa 

(HOPKINS, 1989; LEITE et al., 1997). 

O preciso mecanismo de infecção da X. fastidiosa ainda não é totalmente 

esclarecido, apesar dos inúmeros estudos e da importância deste fitopatógeno no 

desenvolvimento de doenças de grande impacto em espécies cultivadas de 

interesse comercial. A X. fastidiosa representa o primeiro fitopatógeno a ser 

sequenciado e as informações obtidas com essas sequências comparadas com 

genomas de outras bactérias fitopatogênicas contribuíram para identificação de 

diversos fatores de virulência e genes associados, por exemplo, com sistemas de 

secreção no genoma deste fitopatógeno (VAN SLUYS et al., 2003). Por exemplo, a 

X. fastidiosa possui o gene tolC que codifica um componente de membrana externa 

(outer membrane) do sistema de secreção do tipo I que é requerido para 

patogenicidade da bactéria em videiras (REDDY et al., 2007). Além disso, diversos 

genes que codificam efetores do tipo I estão presentes no genoma da X. fastidiosa, 

incluindo toxinas da família Rtx, hemolisinas e bacteriocinas, o que sugere a 

importância deste sistema na patogenicidade desta bactéria (SIMPSON et al., 2000). 

No genoma da X. fastidiosa estão presentes também os genes requeridos para os 

sistemas de secreção tipos II, envolvido com a secreção de lipases, celulases, 

pectinases e fosfolipases; e do tipo V que está associado com a secreção 

principalmente de hemaglutininas, com papel importante principalmente associado a 

transmissão pelo inseto vetor (HENDERSON et al., 2004). Já o sistema de secreção 

do tipo 3 (T3SS) que é de grande importância para patogenicidade de diversas 

bactérias gram-negativas está ausente no genoma de X. fastidiosa (SIMPSON et al., 

2000). 

Além dos estudos in silico, os estudos in vitro e in vivo têm avançado a 

compreensão deste fitopatógeno e demonstram que o estabelecimento de doença 

depende, além da população bacteriana, da capacidade da X. fastidiosa em se 

movimentar e colonizar os vasos do xilema (HILL & PURCELL, 1995; BACCARI & 

LINDOW, 2011). Assim, os processos relacionados com adesão celular e 

crescimento em biofilme são determinantes para o sucesso da infecção e estilo de 

vida da X. fastidiosa (CHATTERJEE et al., 2008). 

A partir do sitio de inoculação da bactéria, o processo infeccioso tem 

início quando as células bacterianas se aderem e passam a se multiplicar nas 
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paredes dos vasos do xilema, formando os biofilmes que podem, quando 

suficientemente grandes, obstruir os vasos e bloquear o transporte de água pela 

planta (ALVES et al., 2009; McELRONE et al., 2003; CHATTERJEE et al., 2008; 

SUN et al., 2013). Isso demonstra a importância dos processos de adesão e 

multiplicação bacteriana no desencadeamento de doença 

Em plantas susceptíveis, a requeima foliar e a diminuição dos frutos, bem 

como outros sintomas relacionados com a presença bacteriana aumentam com o 

tempo, muito provavelmente devido aos efeitos do estresse hídrico causados pelo 

bloqueio dos vasos do xilema. Além disso, em tecidos sintomáticos é observada 

uma proporção muito maior de vasos colonizados pela X. fastidiosa do que em 

tecidos assintomáticos, confirmando o pressuposto que os sintomas da doença 

estão relacionados com a colonização dos vasos do xilema (NEWMAN et al., 2003; 

NIZA et al., 2015). 

O fator de elongação tu (EF-Tu) é uma proteína que desencadeia papel 

central durante a fase de elongação no processo de síntese de proteínas que ocorre 

nos ribossomos. Identificado em bactérias e em organelas como mitocôndrias e 

cloroplastos, o EF-Tu é uma proteína globular que de modo geral é responsável pela 

seleção e ligação de complexos contendo moléculas de RNA transportador 

associados a um resíduo de aminoácido, ou aminoacil-RNAt (aaRNAt), ao sitio 

aceptor (sitio A) do ribossomo durante a síntese proteica (RODNINA et al., 2004). 

Estruturalmente, a proteína Ef-Tu consiste em um único polipeptídio de 393-396 

aminoácidos e cuja estrutura é dividida em 3 domínios globulares, todos envolvidos 

na ligação com aa-RNAt (KJELDGAARD & NYBORG, 1992; PALMER et al., 2013). 

Em bactérias, Ef-Tu é normalmente codificada por 1-3 genes tuf (translation unstable 

factor) (LATHE & BORK, 2001; WOLF et al., 1999). No genoma da X. fastidiosa, 

bem como da maioria das bactérias gram-negativas, a proteína Ef-Tu é codificada 

por 2 cópias separadas de genes, tufA e tufB, cujos produtos proteicos são idênticos 

(SIMPSON et al., 2000). 

Em condição de crescimento rápido (por exemplo na fase de crescimento 

exponencial durante a formação de biofilme), foi verificado que EF-Tu representa a 

proteína mais abundante na maioria das bactérias, atingindo cerca de 10 vezes a 

concentração dos ribossomos, ou seja, até 700.000 moléculas por célula (FURANO, 

1975; PIELAK et al., 2009). Esta abundância que é associada à necessidade de 2 
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genes para suprir a quantidade de Ef-Tu celular claramente reflete a importância 

desta proteína no crescimento bacteriano. 

Além disso, o Ef-Tu tem sido também relacionado a outras funções 

importantes para o fitness e patogenicidade, como manutenção da forma/morfologia 

celular e adesão às células de hospedeiros (SOUFO et al., 2015; GRANATTO et al., 

2004). Em X. fastidiosa, a proteína Ef-tu foi identificada como altamente expressa 

em biofilme maduro, e além disso, também foi detectada como proteína abundante 

na membrana externa da bactéria (outer membrane) (SILVA et al., 2011; 

NASCIMENTO et al., 2016). 

O Ef-Tu, além de estar envolvido no crescimento celular e na 

patogenicidade bacteriana descritos acima, também representa uma molécula 

importante para a ativação de respostas de defesa de imunidade inata (KUNZE et al., 

2004; ZIPFEL, 2006). Em espécies de plantas da família Brassicaceae foram 

identificados receptores de Ef-Tu (Ef-tu Receptor, EFR) na superfície das células 

com a capacidade de reconhecer Ef-Tu como um tipo de molécula que apresenta 

um perfil molecular associada a patógeno (pathogen-associated molecular pattern, 

PAMP) (KUNZE et al., 2004; ZIPFEL, 2006). Após o reconhecimento de PAMPs 

como Ef-Tu, uma modificação conformacional é observada nesses receptores de 

reconhecimento de padrão (Pattern recognition receptors, PRRs) que leva à ativação 

de um conjunto de eventos de sinalização e respostas de defesa denominado 

imunidade desencadeada por padrão ou PAMP (Pattern or PAMP-triggered immunity, 

PTI) (NURNBERGER et al., 2004; KUNZE et al., 2004; ZIPFEL, 2008). As respostas 

PTI representam a primeira linha de defesa induzida do sistema de imunidade inata 

e são capazes de conferir resistência basal não-especifica contra a maioria dos 

microrganismos que tentam invadir as células (JONES & DANGL, 2006; ZIPFEL, 

2014). 

Nas espécies de Arabidopsis, a elicitação de resposta de defesa é 

naturalmente desencadeada pelo reconhecimento especifico de um peptídeo N-

acetilado da região N-terminal de Ef-Tu que compreende os 18 primeiros 

aminoácidos da sequência do peptídeo, denominado elf18. Nestas plantas, o 

epítopo elf18 é capaz de induzir a ativação de resistência contra infecções 

subsequentes por bactérias patogênicas através da sinalização mediada pela 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e etileno (ZIPFEL, 2006). Apesar 

do peptídeo elicitor elf18 ter sido inicialmente identificado em Escherichia coli, 
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diversas bactérias que apresentam elf18 idêntico ou com pequenas alterações em 

determinadas regiões na sequência, como elf18 de Erwynia amylovora ou de 

Agrobacterium tumefaciens, também apresentaram total atividade elicitora, o que 

demonstra uma resistência broad spectrum e com potencial de ser desencadeada 

contra uma classe de bactérias que compartilham desse PAMP (KUNZE et al., 2004; 

BRUTUS & HE, 2010). 

Em contraste com o sistema de reconhecimento de flagelina que em 

plantas é mediado pelo bem estudado e amplamente conservado receptor FLS2 

(Flagellin sensing 2), alguns PRRs e suas especificidades de reconhecimento de 

PAMPs são restritos a determinadas famílias ou espécies de plantas (GÓMEZ-

GÓMEZ & BOLLER, 2000; SCHWESSINGER & RONALD, 2012; MONAGHAN & 

ZIPFEL, 2012). Este é o caso de PRRs como Xa21 que possibilita o reconhecimento 

de Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) apenas em espécies selvagens de arroz 

Oryza longistaminata ou mesmo de EFR que apenas foi identificado em membros de 

Brassicaceae (SONG et al., 1995; SONG et al., 1997; KUNZE et al., 2004; ZIPFEL et 

al., 2006). Apesar de sua restrição taxonômica, PRRs como Xa21 e EFR podem 

representar forte candidatos para serem utilizados em transferência entre espécies 

pela capacidade de conferir resistência a uma ampla gama de microrganismos 

patogênicos (broad spectrum resistence) (SCHWESSINGER et al., 2015). 

A transferência de Xa21 de arroz para Citrus (C. sinensis) aumentou 

moderadamente a resistência contra Xanthomonas citri, ao passo que sua 

transferência para espécies de tomate (L. esculentum) e banana (Musa sp.) permitiu 

aumentar fortemente a resistência contra Ralstonia solanacearum e Xanthomonas 

campestris pv. malvacearum, respectivamente (MENDES et al., 2010; AFROZ et al., 

2011; TRIPATHI et al., 2014). Da mesma forma, a transferência de EFR de 

Arabidopsis para espécies de plantas como tomate (Solanum lycopersicum) e 

Nicotiana benthamiana, ambas pertencentes a classe Solanaceae, conferiu a 

habilidade de reconhecer elf18 e estas plantas aumentaram a resistência contra 

diferentes gêneros de bactérias fitopatogênicas, como Ralstonia e Agobacterium 

(LACOMBE et al., 2010).  

No Capítulo 1, nós verificamos que o EFR está ausente em espécies de 

Citrus (Fig. 2) e os representantes mais próximos em C. clementina (Ciclev 

10010968m) e em C. sinensis (Cs6g08070) apresentam ainda uma baixa 

similaridade com EFR (cerca de 45 % de identidade). A ausência de EFR em Citrus 
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justifica a transferência desse receptor para espécies susceptíveis de Citrus, visto 

que sua funcionalidade pode aumentar a resistência contra patógenos bacterianos 

que apresentem Ef-Tu capaz de ser reconhecido como PAMP. A transferência do 

sistema de percepção de PAMP mediada por EFR foi bem-sucedida até mesmo 

quando as espécies-alvo foram monocotiledôneas. A expressão de EFR em plantas 

de arroz fez com que estas plantas passassem a reconhecer elf18 de E. coli e de 

Xoo como moléculas elicitoras e as plantas aumentaram a resistência contra 

isolados de Xoo e Acidovax avenae (SCHWESSEINGER et al., 2015; LU et al., 

2015). Da mesma forma, a transferência de EFR de Arabidopsis para trigo (Triticum 

aestivum) também conferiu aumento de resistência nas plantas transgênicas contra 

Pseudomonas syringae pv. oryzae (SCHOONBEEK et al., 2015). Estes resultados 

sugerem que pelo menos parte do mecanismo de sinalização das respostas PTI é 

compartilhado entre monocotiledôneas e dicotiledôneas. Além disso, os resultados 

demonstram a aplicabilidade da transferência de EFR, Xa21 e potencialmente outros 

PRRs entre as espécies de plantas como uma forte estratégia para o aumento de 

resistência em espécies de plantas cultivadas. 

A transferência de um sistema de reconhecimento de PAMPs entre as 

famílias de plantas pode significar uma estratégia promissora visando resistência a 

um maior número de patógenos e, embora a importância dos PRRs na imunidade 

das plantas já tenha sido demonstrada, trata-se de uma alternativa ainda muito 

pouco explorada entre as espécies de plantas cultivadas. Assim, considerando que 

in vitro o peptídeo sintético elf18 de X. fastidiosa foi capaz de desencadear atividade 

elicitora em Arabidopsis (KUNZE et al., 2004) neste trabalho nós avaliamos o papel 

do EFR no reconhecimento de X. fastidiosa a partir da transferência de EFR de 

Arabidopsis para plantas-modelo de N. tabacum bem como a partir de linhagens 

mutantes de Arabidopsis efr1-.  

Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum foram utilizadas nesse trabalho 

como plantas-modelo para o estudo funcional do EFR nas interações com X. 

fastidiosa. Em uma primeira etapa do trabalho, foram utilizadas linhagens 

homozigotas de Arabidopsis thaliana que apresentam inserção de T-DNA no lócus 

AT5g20480 relacionado com a síntese de EFR. Por estas plantas mutantes 

apresentarem EFR com expressão silenciada, elas são completamente insensíveis 

ao epítopo elf18 de Ef-Tu e foram utilizadas como fonte de estudo para avaliar o 

papel deste receptor em interação com X. fastidiosa. Em uma segunda etapa, o 
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papel do receptor foi avaliado a partir da superexpressão do AtEFR em Nicotiana 

tabacum, visto que as plantas selvagens não apresentam EFR expresso nas células 

e constituem um bom modelo para o estudo envolvendo interação com a X. 

fastidiosa, inclusive apresentando sintomas bem definidos quando as plantas são 

inoculadas com a bactéria. 

2. HIPÓTESES 

- A ausência do receptor de Ef-tu (EFR) em plantas mutantes de Arabidopsis 

thaliana pode prejudicar o reconhecimento e defesa da planta contra 

microrganismos bacterianos. Bactérias como a Xylella fastidiosa que 

superexpressam a proteína Ef-Tu durante crescimento em biofilme podem se 

beneficiar da ausência de EFR nas células vegetais e aumentar a sua população, 

bem como a colonização dos vasos do xilema. 

- A transferência de EFR para Nicotiana tabacum pode contribuir para que 

estas plantas passem a reconhecer proteínas Ef-Tu de microrganismos bacterianos 

como PAMPs e ativem respostas de imunidade inata. Considerando que in vitro 

elf18 sintético de X. fastidiosa foi capaz conferir atividade elicitora em Arabidopsis 

thaliana, a transferência do receptor EFR de A. thaliana para N. tabacum possibilita 

que as plantas transgênicas passem a desencadear as respostas de defesa PTI 

contra X. fastidiosa pelo reconhecimento de elf18 como molécula elicitora.  

 

3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVOS GERAIS 

Avaliar o papel do receptor EFR no reconhecimento de PAMP de X. 

fastidiosa e desencadeamento de resposta de imunidade inata. 
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3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

3.2.1. Arabidopsis como planta-modelo 

- Obter plantas de Arabidopsis thaliana com o gene EFR silenciado em 

homozigose. 

- Desafiar as plantas mutantes de A. thaliana com X. fastidiosa linhagem 

11399-GFP. 

- Quantificar a população de X. fastidiosa em A. thaliana mutantes e selvagens 

por qRT-PCR. 

- Analisar a colonização da bactéria X. fastidiosa nos vasos do xilema de A. 

thaliana mutantes e selvagens por microscopia de fluorescência,  

- Identificar alterações morfológicas associados com sintomas em A. thaliana 

pela interação com X. fastidiosa nos tecidos. 

 

3.2.2. Tabaco como planta-modelo 

- Transformar plantas de N. tabacum variedade RP-1 com construção gênica 

contendo 35S::EFR-GFP-His. 

- Selecionar e validar os transformantes de N. tabacum por PCR convencional. 

- Quantificar a expressão do transgene EFR em N. tabacum por RT-qPCR. 

- Avaliar a expressão da proteína recombinante nos transformantes de N. 

tabacum por Western blot. 

- Verificar a funcionalidade do receptor EFR através da quantificação de ROS 

nos tecidos foliares dos eventos transgênicos de N. tabacum pela atividade elicitora 

de elf18 de E. coli. 

- Avaliar o reconhecimento de elf18 de X. fastidiosa nos tecidos foliares dos 

eventos transgênicos de N. tabacum através da quantificação de ROS. 

- Desafiar os eventos transgênicos e selvagens de N. tabacum com X. 

fastidiosa e avaliar a incidência e severidade de sintomas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Arabidopsis thaliana mutantes para EFR 

Foram utilizados neste experimento indivíduos de A. thaliana ecótipo 

Columbia 0 (col-0) apresentando o gene EFR silenciado por inserção de T-DNA. As 

sementes foram obtidas da coleção de mutantes pertencentes ao ABRC 

(Arabidopsis Biological Resource Center) (YAMADA et al., 2003) o qual está 

integrado ao banco TAIR (The Arabidopsis Information Resource, disponível em 

http://www.arabidopsis.org). A referência da linhagem mutante na coleção é 

SALK_044334 e o silenciamento de expressão foi obtido pela inserção de T-DNA em 

região de éxon no locus AT5G20480 que codifica EFR. 

As sementes adquiridas foram inicialmente esterilizadas com etanol 70% 

(v/v) por 5 minutos, hipoclorito de sódio 40% (m/v) por 20 minutos e seguido de 

quatro lavagens em água MilliQ estéril. A germinação e o desenvolvimento inicial 

foram realizados in vitro a partir de meio de cultura MS/2 sólido acrescido de 4,4 

ml/L de tampão MES 3mM pH 5,7 e ajustado a 0,3% (m/v) de glicose e 0,55% (m/v) 

de ágar (MURASHIGUE & SKOOG, 1962). Para a quebra de dormência das 

sementes, as placas foram mantidas durante 72-96 horas no escuro a 4°C e com 

adição de 50 mg/L do antibiótico canamicina no meio para seleção dos indivíduos 

mutantes na população (ALONSO et al., 2003). 

As plântulas germinadas in vitro foram transplantadas para vasos 

contendo substrato Plantmax HT® e vermiculita na proporção 2:1, respectivamente. 

As plantas transplantadas foram cultivadas sob fotoperíodo de 16 horas de luz/8 

horas de escuro e temperatura constante de 22°C em estufas Conviron. Sementes 

de A. thaliana col-0 selvagens foram também germinadas e crescidas seguindo as 

mesmas condições, com exceção do uso de canamicina no meio. Estas plantas 

foram consideradas como parte do grupo controle, ou testemunha, nas avaliações 

que se seguiram. 
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4.2. Seleção de Arabidopsis thaliana efr-1 em homozigose 

Inicialmente, as sementes de Arabidopsis thaliana col-0 mutantes 

contendo gene EFR silenciado (lócus At5g20480) foram esterilizadas e introduzidas 

em meio MS contendo antibiótico canamicina (50 g/mL) para seleção dos 

indivíduos mutantes, conforme descrito no item 4.1 (Material e Métodos). Embora 

algumas sementes tenham germinado, nenhuma apresentou crescimento efetivo em 

placas de Pétri e, dessa forma, outro conjunto de sementes do mesmo lote foi 

utilizado para germinação e crescimento, porém diretamente em substrato 

enriquecido com vermiculita em proporção 2:1, respectivamente, e sem adição de 

agente seletivo (antibiótico canamicina). 

Amostras foliares de plantas individualizadas foram destacadas e 

utilizadas em processo de extração de DNA (DOYLE& DOYLE, 1990). Foram 

realizadas PCR utilizando oligonucleotídeos iniciadores (primers específicos) 

referentes ao vetor de inserção de T-DNA (BP, utilizando-se LBb1.3) e ao lócus do 

gene EFR (LP e RP). Os primers utilizados foram desenhados a partir de ferramenta 

especifica de validação de mutantes presente no site do SALK 

(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Reações de eletroforese em gel de 

agarose 1% (m/v) foram realizadas utilizando os produtos de PCR e, a partir do 

padrão de bandeamento observado, os indivíduos foram avaliados quanto à 

inserção do T-DNA no genoma. 

 

4.3. Condições experimentais da interação entre X. fastidiosa e A. thaliana 

O experimento que visou avaliar a interação entre X. fastidiosa e A. 

thaliana foi conduzido utilizando-se a linhagem 11399-GFP de X. fastidiosa para 

inocular A. thaliana selvagens (Wild type, WT) e mutantes para o gene EFR (efr-1). 

Cada linhagem bacteriana foi inoculada em 45 indivíduos mutantes efr-1 e em 45 

plantas WT.  Um grupo de 15 plantas de cada genótipo (WT e efr-1) foi também 

inoculado utilizando tampão salino-fosfato (PBS) e estas formaram o tratamento que 

por vezes foram referidas aqui como mock. 

A solução de inóculo utilizada foi preparada a partir da ressuspensão de 

bactéria (crescida em meio PWG) em solução tampão PBS (DAVIS et al., 1981). As 

soluções de inóculo foram padronizadas em densidade óptica ao redor de 0,5 a 
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partir de leituras de absorbância em espectrofotômetro com comprimento de onda 

fixado em 600 nm. 

O processo de inoculação das plantas foi realizado a partir de 2 µL da 

solução de inóculo ou do tampão PBS, sendo aplicada diretamente sobre região da 

nervura central próxima ao pecíolo de 3 folhas da base da roseta. Em seguida, 

foram feitos furos no local da inoculação com auxílio de agulha de pequena 

espessura para facilitar a entrada da bactéria nos tecidos (ROGER, 2012). As 

coletas foram realizadas em 5 e 15 dias após a inoculação (DAI) em cada 

tratamento. Foram utilizadas nas avaliações 15 plantas de cada tratamento em cada 

tempo de coleta. 

 

4.4. Quantificação de X. fastidiosa nos tecidos de A. thaliana 

As folhas, juntamente com os pecíolos das plantas inoculadas, foram 

coletadas e, após serem maceradas em nitrogênio líquido, tiveram o DNA total 

extraído para quantificação da população bacteriana nos tecidos. O DNA foi extraído 

a partir de método que utiliza tampão a base de detergente surfactante CTAB 

(brometo de cetiltrimetilamônio), conforme Doyle & Doyle (1990). 

O DNA total extraído dos tecidos foliares foi então utilizado como template 

para a quantificação da população bacteriana por qRT-PCR, conforme Oliveira et al 

(2002). A detecção da população bacteriana foi conduzida em aparelho 

termociclador (Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System) e duas 

réplicas foram analisadas para cada uma das repetições biológicas de cada 

tratamento. A partir dos valores de ct obtidos com threshold normalizado e, 

considerando a equação da curva de crescimento de Xylella fastidiosa, foi possível 

determinar a quantidade de bactéria presente nas amostras analisadas. 

 

4.5. Avaliação de sintomas em A. thaliana inoculadas com X. fastidiosa 

As plantas de A. thaliana inoculadas com X. fastidiosa foram avaliadas 

quanto ao surgimento de alterações fenotípicas que pudessem estar associadas a 

efeitos sintomáticos da presença da bactéria. Como não existe sintoma ainda 

caracterizado em Arabidopsis pela interação com X. fastidiosa, neste trabalho 
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qualquer alteração verificada nas plantas que pudesse estar associada com a 

bactéria foi avaliada. E de modo geral, as alterações associadas com a infecção 

bacteriana em Arabidopsis foram: murcha, despigmentação, pontos cloróticos e 

arroxeamento e alguns sinais de necrose, principalmente nas folhas da roseta. 

Como as alterações mencionadas são também efeitos típicos de 

senescência natural das plantas, as avaliações foram quantificadas inclusive nas 

plantas inoculadas com tampão salino-fosfato (PBS), considerando que a bactéria 

poderia atuar retardando ou adiantando estes efeitos. A incidência de plantas 

sintomáticas foi verificada a partir da média entre a frequência de plantas 

sintomáticas por tratamento determinada por 3 avaliadores em 5, 15 e 25 DAI. 

 

4.6. Superexpressão de EFR em Nicotiana tabacum 

4.6.1. O Vetor pEarley gate 103 e a construção 35S::EFR-GFP-His 

Para transformação genética de Nicotiana tabacum, foi utilizada a 

linhagem GV3101 de Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor pEarley Gate 103 

que é compatível e bastante utilizado na transformação de plantas. 

O vetor utilizado apresenta na construção o promotor constitutivo CaMV 

35S que regula a atividade transcricional de EFR, que por sua vez está fusionado 

com sequências que codificam para a proteína GFP e o polipeptídeo histidina 6xHis 

(35S::EFR-GFP-His). 

 Entre as bordas direita e esquerda do T-DNA encontra-se também o 

terminador do gene OCS (octopina sintase) e a sequência que codifica para uma 

fosfinotricina acetiltransferase que confere resistência à fosfinotricina (BipR). Fora 

das bordas direita e esquerda do T-DNA está presente, entre outros, o gene KanR 

que codifica para a enzima amino glicosídeo fosfotransferase e que confere 

resistência ao antibiótico canamicina (Figura 2). 
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agitador sob lenta agitação (180 rpm) a 28 oC e o crescimento da cultura bacteriana 

foi monitorado a partir de leituras em espectrofotômetro com comprimento de onda 

fixado em 600 nm, até que se observasse uma absorbância de 0,5 ou uma leitura 

próxima a este valor. 

No momento que fosse detectada a absorbância pretendida, a cultura era 

transferida para tubos Falcon 50 mL e centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos em 

temperatura de 10 oC para que as células bacterianas fossem precipitadas da 

solução. O pellet contendo as células bacterianas eram então ressuspendidas em 

meio MS líquido acrescido de BAP (1 mg/L) e essa solução contendo as células 

bacterianas em meio MS líquido foi utilizada diretamente na infecção dos discos 

foliares durante o processo de transformação genética das células do tabaco. 

 

4.6.3. Etapas do processo de transformação genética  

No processo de transformação genética, foram utilizados tecidos foliares 

da variedade RP-1 de Nicotiana tabacum (tabaco). Inicialmente, sementes de tabaco 

foram desinfestadas a partir de lavagens com solução de hipoclorito 10 % (v/v) por 3 

minutos, seguido de lavagem com etanol 70 % (v/v) por 5 minutos e por fim as 

sementes foram lavadas em água destilada autoclavada por 4-5 vezes para retirar o 

excesso de impureza, como resíduos das sementes e das soluções de lavagens 

empregadas no processo de desinfecção. 

As sementes de tabaco desinfestadas foram então introduzidas em meio 

MS/2 e acondicionadas em sala de crescimento a 25°C e fotoperíodo de 16 horas 

até que se observasse o desenvolvimento de limbo foliar expandido o suficiente para 

que fosse utilizado no processo de transformação genética. 

Após o crescimento das plântulas, discos foliares foram cortados dos 

limbos desenvolvidos com auxílio de pinça, bisturi e ponteiras de micropipetas e 

transferidos para placas de Pétri contendo meio MS sólido acrescido de BAP 

(1mg/L), designados aqui como meios de co-cultivo. Os discos foliares dispostos 

com face adaxial para cima foram infectados com 20 µL de solução de inóculo 

contendo a A. tumefaciens e o vetor que apresenta a construção 35S::EFR-GFP-His. 

As placas de co-cultivo contendo os discos foliares de tabaco infectados 

foram mantidas em 24 oC por 2 dias em ausência de luz para favorecer a agro-

infecção. Após esse período, os discos foram transferidos para placas contendo 
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meio MS acrescido de 1 µg/mL de BAP, 100 µg/mL de cefotaxima e 2 µg/mL de 

fosfinotricina para seleção dos transformantes no meio (meios de seleção). Essas 

placas foram transferidas para ambiente com fotoperíodo de 16 horas e a cada 7-10 

dias os discos eram transferidos para novos meios de seleção contendo os mesmos 

agentes seletivos (1 µg/mL de BAP, 250 µg/mL de cefotaxima e 2 µg/mL de 

fosfinotricina). 

Durante o processo de transformação, algumas placas contendo discos 

foliares em meio de co-cultivo não foram infectados com A. tumefaciens e serviram 

como controle positivo para os agentes seletivos (antibióticos e herbicidas) e as 

plantas regeneradas nos meios sem agentes seletivos serviram como controle 

negativo para todas as demais análises in vitro e in vivo.  

 

4.6.4. Seleção e confirmação de transformantes de Nicotiana tabacum 

A partir do surgimento de brotações nos discos foliares, os brotos foram 

recortados e individualizados em placas contendo meio MS acrescido dos mesmos 

agentes seletivos. Os brotos que apresentaram maior vigor foram transferidos para 

meio de enraizamento (MS/2 contendo 250 µg/mL e 2 µg/mL de fosfinotricina) e 

neste foram mantidos até o surgimento de raízes. As plântulas foram então 

transferidas para vasos contendo substrato e mantidas sob aclimatação por 3-4 

semanas ou até que se observasse o desenvolvimento de folhas em tamanho 

suficiente para serem coletadas. 

As folhas coletadas tiveram o DNA extraído (DOYLE & DOYLE, 1990) e 

foram realizadas reações de PCR convencional utilizando conjuntos de primers 

específicos para anelamento em região promotora 35S do vetor (Forward Primer) e 

em região específica do gene de interesse EFR (Reverse Primer). Após reações de 

eletroforese em géis de agarose 1% utilizando os produtos de PCR, os indivíduos 

foram avaliados quanto a inserção do transgene de acordo com a presença ou 

ausência do fragmento de 2500 pares de bases (pb) referente ao tamanho do 

amplicon esperado nas reações PCR. A presença do fragmento de interesse 

permitiu então confirmar os eventos transformantes de N. tabacum que apresentam 

o transgene 35S::EFR-GFP-His inserido no genoma. 
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4.6.5. Expressão do transgene EFR  

As plantas de N. tabacum que foram selecionadas por PCR convencional 

como positivas quanto a presença do transgene EFR tiveram a expressão deste 

quantificada a partir de análises por qRT-PCR.  

Amostras de folhas foram coletadas e tiveram o RNA total isolado a partir 

de reagente Trizol (TRIzol® Reagent, Invitrogen), conforme recomendado pelo 

fabricante. Após ressuspensão do pellet com agua MilliQ livre de RNase, as 

amostras de RNA foram purificadas em colunas e tratadas com enzima DNase para 

eliminar resíduos de DNA da amostra. 

A qualidade do RNA total isolado dos tecidos foi avaliada a partir de 

reações de eletroforese em gel de agarose 1 % (m/v). As amostras que 

apresentavam uma boa qualidade verificada nas imagens dos géis foram 

selecionadas e quantificadas em aparelho nanodrop (Thermo Scientific). Após 

padronização das concentrações de RNA, 1ug deste foi utilizado para síntese do 

cDNA em aparelho termociclador e utilizando kit SuperScript® Double-Stranded 

cDNA Synthesis (Invitrogen), seguindo as recomendações do fabricante. 

Após a síntese de cDNA, as amostras foram diluídas 50 X (1:49) e as 

alíquotas diluídas foram utilizadas diretamente nas reações por qRT-PCR. Para as 

análises de expressão gênica foi utilizado o kit GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) 

e o gene ARPC3 (Actin-related protein C3) de tabaco foi utilizado nas análises como 

gene de referência nas reações de qRT-PCR.  

 

4.6.6. Detecção da proteína recombinante EFR-GFP-His 

Folhas de plantas transgênicas e selvagens (não transformadas) foram 

coletadas para extração de proteínas totais. As folhas foram maceradas em 

nitrogênio líquido e o extrato obtido foi homogeneizado em solução tamponante 

contendo 0.1 M Tris-HCl, pH 7.5; 1 mM EDTA; 0.01 M KCl; PVP-40; 0.1% (v/v) 2-

mercaptoetanol; BSA 2 mg/mL e PMSF 1mM. Após agitação em aparelho vórtex, o 

material homogeneizado foi mantido em gelo por uma hora antes de ser centrifugado 

a 15.000 g por 15 minutos a 4 o C. A solução sobrenadante foi então coletada e a 

determinação das proteínas totais foi estimada a partir do método de Bradford 

(1976) e utilizando-se equação de curva-padrão de albumina sérica bovina (BSA). 

Os valores de absorbância das amostras e das soluções da curva padrão de BSA 
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foram medidos em aparelho Varioskan Flash multireader (Thermo Scientific) em 

comprimento de onda 595 nm. 

A quantificação de proteínas permitiu a padronização das amostras e 

estas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante em 

presença de SDS (SDS-PAGE) para a separação das proteínas totais de acordo 

com seus pesos moleculares (LAEMMLI, 1970). Após separação, as proteínas foram 

transferidas dos géis para membranas de nitrocelulose por western blot via sistema 

de transferência semi-seco em aparelho Multiphor II associado a kit de transferência 

NovaBlot (GE Healthcare). A separação de proteínas por SDS-PAGE ocorreu ao 

mesmo tempo em dois géis (duplicata) e enquanto um destes foi utilizado para 

transferência via western blot, o outro gel foi corado em solução de Coomassie blue 

para observação e comparação do perfil de separação das proteínas totais no gel 

desnaturante. 

Após a separação e transferência das proteínas para a membrana de 

nitrocelulose, esta foi submetida a reação de imunoblotting. Por esse método, as 

membranas contendo as proteínas totais aderidas foram inicialmente bloqueadas 

com solução tampão salino-fosfato contendo tween-20 (TBS) e BSA. Após o 

bloqueio, foi adicionado solução contendo anticorpo primário (anti-gfp produzido em 

fração IgG de coelho) e a solução foi mantida em contato com a membrana por 15 

minutos.  

Após esse período, as membranas foram lavadas por 4 vezes em TBS e 

foi adicionado solução contendo o anticorpo secundário anti-rabit conjugado a 

enzima peroxidase. Novamente a membrana foi lavada em solução TBS e foi 

adicionado solução contendo reagente para detecção do produto da reação da 

enzima peroxidase (ECL Western Blotting Detection Reagent, G.E Healthcare Life 

Sciences). Logo em seguida a detecção da reação foi verificada por método de 

quimioluminescência em filme fotográfico. O processo de imunoblotting foi realizado 

em aparelho SNAP i.d 2.0 protein detection (Life Science). 

4.7. Quantificação de espécies reativas de oxigênio (ROS)  

   4.7.1. Método de quimioluminescência  

A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi quantificada nos 

tecidos a partir de discos foliares que foram recortados e transferidos para placas de 
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96 poços. Aos poços contendo os discos foliares foi adicionado 150 µL de agua 

MilliQ autoclavada e as placas foram mantidas sob luz overnight. 

Após esse período, a água foi retirada e aos poços foi adicionada solução 

contendo 17mg/ml de luminol (Sigma), 10 mg/ml de enzima “horseradich peroxidase 

(HRP) ” e solução de peptídeo elf18 ou de uma suspensão bacteriana que se 

pretendia avaliar a atividade elicitora (ROUX et al, 2011). 

Uma solução contendo os mesmos reagentes, porém trocando o peptídeo 

ou solução elicitora por água, foi utilizada para normalização da emissão de 

luminescência (controle negativo). A luminescência emitida nas reações foi 

detectada e analisada em aparelho Varioskan® Flash Multimode Reader (Thermo 

Scientific). 

 

4.7.2. Método histoquímico  

  A quantificação de ROS nos tecidos das plantas foi também avaliada 

conforme Thordal-Christensen et al. (2003). Por este método, a produção de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) nos tecidos foi detectada através de reação especifica 

com 3,3’-diaminobenzidine (DAB). Folhas em similar fase de desenvolvimento foram 

destacadas e transferidas para tubos contendo solução ácida (pH próximo a 3) de 

DAB 1,0 mg/mL. A solução de DAB foi infiltrada à vácuo nos tecidos e as folhas 

imersas em solução com DAB foram incubadas por 6-8 horas no escuro. Os tecidos 

foram descorados a partir de lavagens em etanol: ácido acético (3:1) a 95°C por 15 

minutos. A produção de ROS nos tecidos foliares foi avaliada em microscópio 

estereoscópio a partir da intensidade de áreas da folha coradas em marrom.  

 

4.8. Avaliação de sintomas nas plantas selvagens e transgênicas de 

Nicotiana tabacum superexpressando EFR 

As plantas selvagens e transgênicas de N. tabacum superexpressando 

EFR (geração F1) foram transferidas para casa de vegetação e após 2-3 semanas 

foram utilizadas em experimento para avaliação de sintomas em decorrência da 

presença de X. fastidiosa nos tecidos. 
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Um total de 20 plantas selvagens e 57 plantas transgênicas de tabaco 

superexpressando o gene EFR foram dispostas aleatoriamente sobre as bancadas 

da casa de vegetação do Centro de Citros Sylvio Moreira que apresenta condições 

controladas de irrigação e ventilação, além de atender todas as exigências 

estabelecidas pela CTNBio para os estudos com organismos geneticamente 

modificados (OGMs). Para este experimento, foram utilizados 5 eventos de plantas 

transgênicas de tabaco, denominados T1, T2, T3, T4 e T5. Por apresentarem taxas 

diferentes de germinação ou devido a perdas associadas ao processo de seleção 

nos meios de cultura, aclimatação e transferência para casa de vegetação, foram 

utilizados números variados de indivíduos para cada evento de transformação 

utilizado no experimento. 

Para a inoculação das plantas, foi utilizada uma solução contendo X. 

fastidiosa linhagem 9a5c ressuspendida em tampão salino-fosfato (PBS) e cuja 

densidade óptica (D.O.) foi ajustada para 0,7 através de leituras em 

espectrofotômetro com comprimento de onda ajustado em 600 nm. A suspensão 

bacteriana foi obtida através da “raspagem” de colônias de X. fastidiosa previamente 

crescidas por 6 dias a 28 0C em placas de Petri contendo meio PWG. Dez microlitros 

(10 µL) da suspensão bacteriana foram utilizados sobre a base do pecíolo de uma 

das folhas basais das plantas de tabaco para a inoculação das plantas e logo após 

foram feitos de 4-5 furos na mesma região para facilitar a entrada da bactéria nos 

tecidos das plantas (ALMEIDA et al., 2001). Um grupo de 5 plantas selvagens e 5 

transgênicas foram também inoculadas seguindo as mesmas condições, porém 

utilizando tampão PBS ao invés de suspensão bacteriana. Esse grupo de plantas foi 

utilizado como controle na avaliação dos sintomas das plantas inoculadas com X. 

fastidiosa.  

Após 30 dias de inoculação, a primeira folha próxima ao ponto de 

inoculação foi coletada para extração de DNA e posterior PCR de diagnóstico para 

confirmar a eficiência de inoculação. Apenas as plantas positivas foram mantidas no 

experimento, além das plantas inoculadas com tampão PBS. 

Após a inoculação, todas as plantas tiveram suas folhas enumeradas a 

partir do ponto de inoculação em ordem crescente segundo a inserção de seus 

pecíolos no caule. Os sintomas foram avaliados nas folhas a partir do surgimento de 

clorose e lesões pequenas e escuras de coloração alaranjada nas folhas que são 

típicas da presença da bactéria nos tecidos (LOPES et al., 2000). A partir da 
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manifestação de sintomas nas plantas, as avaliações foram feitas em cada planta 

por 3 diferentes avaliadores. Os sintomas foram avaliados nas plantas a partir da 

determinação de severidade e incidência de sintomas. 

Inicialmente todas as folhas de todas as plantas foram enumeradas e a 

avaliação da severidade dos sintomas foi feita para cada folha a partir da atribuição 

de notas conforme escala diagramática de severidade de sintomas definida com 

base na relação do percentual de área foliar com lesões típicas da presença 

bacteriana (PEREIRA, 2015). A incidência de sintomas foi avaliada a partir da 

determinação do número de folhas sintomáticas observadas em relação ao número 

de folhas totais. 

A partir da severidade e incidência de sintomas, foi determinado também 

a curva de progresso da doença, mais especificamente foi avaliada a área abaixo da 

curva de progresso da doença (AACPD) em cada evento de transformação e 

também nas plantas selvagens não transformadas. A determinação de AACPD é 

uma estratégia interessante em estudos de interação planta-patógeno e permite 

representar os danos causados por patógenos ao longo do período de infecção 

(BERGAMIN FILHO, 1995). Para isso, inicialmente as médias das notas de 

severidade ou incidência que foram verificadas em cada tratamento e em cada 

tempo de avaliação foram transformadas em gráficos de linha. A partir da soma das 

áreas em cada intervalo de avaliação (áreas de trapézios) foi obtido o AACPD e a 

partir desses resultados foi determinado também o percentual de redução de doença 

em cada evento de transformação pela comparação dos valores verificados nas 

plantas selvagens. Análises estatísticas tanto para a incidência quanto severidade 

de sintomas foram realizadas utilizando a comparação de médias por teste t e as 

diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05 ou altamente 

significativas quando p < 0,01. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Seleção de homozigotos em mutantes efr-1 de A. thaliana 

A seleção dos indivíduos que apresentam gene EFR silenciado em 

homozigose foi realizada a partir de reações de PCR convencional utilizando primers 

LBb1.3, LP e RP, conforme descrito no item 4.2. 

Segundo consulta no site do SALK, o tamanho do produto esperado em 

caso de plantas selvagens (wild type, WT) é de uma única banda de 1088 pb que 

corresponde ao fragmento inteiro gerado entre LP e RP (sem inserção de T-DNA em 

ambos os cromossomos). Em caso de plantas heterozigotas, espera-se um 

fragmento de 231-531 pb relativo à inserção do T-DNA em um dos cromossomos, 

além do fragmento de 1088 pb que representa o outro cromossomo onde o T-DNA 

não foi inserido. Em linhagens homozigotas, por sua vez, espera-se a visualização 

de apenas um fragmento entre 231-531 pb. 

Pela análise dos fragmentos no gel, nenhum dos indivíduos testados 

apresentava EFR silenciado em homozigose (Figura 3), ou seja, em nenhum caso 

observou-se a banda única de 231 a 531 pb. 
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Figura 3 – Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) para identificar os indivíduos de A. 

thaliana col-0 com EFR silenciado em homozigose. As setas superior e inferior de cada gel destacam 

a altura dos fragmentos de 1000 e 500 pb, respectivamente, conforme o marcador de peso molecular 

(M). O fragmento amplificado de 1088 pb sugere ausência de T-DNA inserido no genoma, ou seja, a 

presença de apenas esse fragmento representa individuo selvagem. O fragmento menor de cerca de 

350 pb caracteriza a inserção de T-DNA no genoma. Indivíduos mutantes homozigotos apresentam 

apenas o fragmento de ~350 pb e os heterozigotos apresentam ambos os fragmentos de 350 pb e 

1088 pb. No gel, M é referente ao Marcador de peso molecular (GeneRuller 1Kb Plus DNA Ladder, 

Fermentas TM) e os números representam os produtos de PCR das amostras avaliadas. 

 

Dessa forma, considerando a ausência de homozigotos na população, 

foram selecionados alguns indivíduos heterozigotos (amostras 8, 9, 18 e 24) para 

que fossem recuperadas as sementes oriundas de autofecundação. Estas sementes 

foram novamente germinadas de modo a selecionar os mutantes homozigotos para 

EFR na geração seguinte. Estes indivíduos se desenvolveram em substrato 

enriquecido com vermiculita e, após 2-3 semanas de crescimento, tecidos foliares 

foram novamente destacados e utilizados em processo de extração de DNA para 

confirmação dos mutantes homozigotos pela inserção de T-DNA na população por 

PCR utilizando os mesmos primers citados acima (Figura 4). 
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5.2. Quantificação de X. fastidiosa nos tecidos de A. thaliana por qRT-PCR 

Indivíduos de Arabidopsis thaliana Columbia -0 contendo o gene EFR 

silenciado em homozigose (efr-1) foram selecionados, propagados e utilizados em 

experimento para infecção com a bactéria Xylella fastidiosa. Após cerca de 20 dias 

de crescimento, plantas efr-1 e WT foram selecionadas e infectadas com a bactéria 

Xylella fastidiosa linhagem 11399 e que anteriormente foi transformada com gene 

que codifica para a proteína GFP (Green Fluorescente Protein). 

A bactéria foi cultivada em meio PWG (DAVIS et al., 1981) sólido por um 

período de 7 dias em 28 oC e, após esse período, foi novamente repicada em placas 

contendo meio PWG. As colônias de bactérias recuperadas foram ressuspendidas 

em tampão fosfato salino (PBS) e o inóculo foi utilizado com O.D igual a 0,5 medido 

em aparelho espectrofotômetro de luz visível com comprimento de onda fixado em 

600 nm. Antes de utilizar a solução do inóculo para infectar as plantas, uma parte 

desta foi diluída serialmente (de 10-1 a 10-7) e aplicadas em placas contendo meio 

PWG sólido (2 réplicas por fração de diluição) para posterior quantificação das 

unidades formadoras de colônia (UFC). 

Após o processo de inoculação, o sucesso da infecção bacteriana nos 

tecidos das plantas, bem como o acompanhamento do crescimento populacional de 

X. fastidiosa, foi realizado a partir de análises de PCR quantitativo em tempo real 

(qPCR) utilizando primers e sonda de hibridização específicos para detecção de X. 

fastidiosa pelo sistema TaqMan. Inicialmente, foi gerada uma curva-padrão de 

crescimento bacteriano utilizando-se concentrações conhecidas da bactéria diluídas 

em solução de DNA de A. thaliana não inoculadas e valores de UFC obtidas a partir 

do crescimento de colônias da bactéria em diluição seriada. Análises por qRT-PCR 

utilizando primers específicos para detecção de X. fastidiosa permitiram 

correlacionar os valores de ct com a quantidade de células bacterianas presentes 

nas amostras de DNA da mistura (Figura 5).  

 

 

 



85 
 

 

 

 

 

Figura 5 – Curva-padrão relacionando os valores de ct (qRT-PCR) com a quantidade de 

células de X. fastidiosa nas amostras de DNA de A. thaliana. A curva-padrão foi determinada a partir 

de concentrações conhecidas de suspensão bacteriana e as leituras foram feitas em 7500 Fast Real 

Time PCR System (Thermo Scientific). 

 

A correlação dos valores de ct com a quantidade de células bacterianas 

permitiu, a partir de análise de regressão linear, obter a equação da curva-padrão 

que foi utilizada para quantificar a população de X. fastidiosa nos tecidos foliares de 

A. thaliana. No gráfico podemos observar que o coeficiente de determinação de 

regressão (R2) da equação apresenta um valor próximo a 0,99, o que reflete a 

linearidade da curva (como os pontos se ajustam na curva), ou seja, em quase 99 % 

das vezes a variação do número de células de X. fastidiosa é explicada pela 

variação dos valores de ct. 

A quantidade de bactéria presente nas amostras de DNA de A. thaliana 

foi determinada a partir da substituição dos valores de ct obtidos com threshold 

normalizado na equação da curva-padrão de crescimento de X. fastidiosa (Figura 6). 
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detectar a presença desta bactéria nos vasos de xilema das plantas WT e mutantes 

através de análises por microscopia de fluorescência. (Figura 7). 

 

Figura 7 – Detecção de fluorescência da proteína verde fluorescente (green fluorescente 

protein – GFP) emitida pela bactéria X. fastidiosa em A. thaliana WT (A) e efr-1 (B) em 5 DAI. As 

setas indicam a presença da bactéria nos vasos do xilema. 

Estas análises permitiram verificar também a maior população bacteriana 

nas plantas efr-1 em detrimento às WT. Apesar dos dados gerados por qRT-PCR 

permitirem uma análise mais robusta e precisa acerca da quantidade de X. fastidiosa 

nos tecidos foliares de A. thaliana, as análises por microscopia permitem a 

visualização da colonização nos tecidos do xilema, dando suporte qualitativo aos 

dados quantitativos apresentados anteriormente. 

 

5.4. Sintomas em A. thaliana desafiadas com X. fastidiosa 

A avaliação de alterações morfológica foi feita nas plantas efr-1 e WT de 

A. thaliana visando determinar os efeitos da infecção de X. fastidiosa e/ou da 

ausência do receptor EFR no surgimento dessas alterações. As plantas avaliadas 

fazem parte do mesmo experimento apresentado anteriormente em que a população 

de X. fastidiosa foi quantificada nos intervalos de 5 e 15 DAI.  

Embora em 5 DAI tenha sido verificado que ambas as plantas efr-1 e WT 

apresentavam uma elevada quantidade de bactérias nas folhas, mais de 104 
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unidades formadoras de colônia (UFC) por mg de tecido fresco, nenhum sintoma foi 

observado até esse período de infecção nas plantas mutantes e selvagens (Figura 

8). Os primeiros sintomas, ou alterações morfológicas, manifestaram-se nas folhas 

somente aos 15 DAI. De modo geral, as alterações morfológicas que foram 

associadas com sintomas da bactéria correspondiam a murcha, despigmentação, 

pontos cloróticos, arroxeamento e alguns sinais de necrose principalmente nas 

folhas da roseta (Figura 8).   

 

Figura 8 – Perfil das plantas de A. thaliana efr-1 e WT inoculadas com X. fastidiosa 

11399 ou PBS em 5 e 15 DAI. As alterações morfológicas associadas com sintomas são: murcha, 

despigmentação, pontos cloróticos, arroxeamento e alguns sinais de necrose principalmente nas 

folhas da roseta. 
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As alterações morfológicas observadas nas folhas em 15 DAI, e que aqui 

foram associadas a efeitos sintomáticos da colonização da X. fastidiosa, foram mais 

acentuados nas plantas mutantes efr-1. A quantificação da população bacteriana por 

qPCR corrobora essas observações, visto que aos 15 DAI a quantidade de bactéria 

nos tecidos das plantas mutantes (quase 10 milhões de UFC por mg de tecido 

fresco) corresponde a quase 10 vezes a população bacteriana verificada nos tecidos 

das plantas selvagens. 

Com a observação de evolução gradativa destes sintomas entre as 

plantas, aos 25 DAI foi feita outra avaliação para determinar se o perfil sintomático 

se manteria entre as plantas efr-1 e WT. E nesse ponto foi verificado que o 

percentual de plantas sintomáticas aumentou em todos os tratamentos, 

possivelmente devido ao processo natural de senescência dos indivíduos (Figura 9). 

 

Figura 9 – Percentual de indivíduos sintomáticos de A. thaliana mutantes (efr-1) e 

selvagens (WT) inoculadas com X. fastidiosa ou PBS em 15 e 25 DAI. Os valores representam a 

média da frequência de indivíduos sintomáticos por tratamento determinada por 3 avaliadores. A 

comparação das médias foi feita por teste t e * indica a diferença significativa entre os tratamentos 

com e sem bactéria (controle com tampão PBS) em cada tempo de infecção e considerando p < 0,05. 

As primeiras alterações morfológicas (murcha, despigmentação, pontos cloróticos, arroxeamento e 

alguns sinais de necrose) apareceram apenas em 15 DAI. Como essas alterações também estão 

associadas com senescência natural, também foram verificadas nas plantas inoculadas com tampão 

PBS, porém são mais evidentes nas plantas infectadas com a bactéria. Em 15 DAI, a frequência de 

plantas sintomáticas é maior tanto em efr-1 quanto WT. Em 25 DAI, todos os tratamentos 

aumentaram a frequência de indivíduos sintomáticos e embora ainda se observa uma tendência de 

maior número de plantas sintomáticas nos tratamentos com bactéria, a diferença significativa apenas 

é verificada entre as plantas WT.  
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Os efeitos sintomáticos e de colonização observados reforçam a hipótese 

de que o receptor EFR está relacionado com o reconhecimento de X. fastidiosa, o 

que possibilita a contenção de sua colonização e dos sintomas em período inicial de 

infecção. 

A partir de 25 DAI, a severidade dos sintomas passou a apresentar um 

perfil similar entre efr-1 e WT inoculadas tanto com X. fastidiosa quanto com PBS, 

indicando que os sintomas observados a partir daí estão mais associados à 

senescência natural da planta em estágios finais de ciclo de vida. 

 

5.5. Determinação de ROS nos tecidos de A. thaliana 

5.5.1. Método histoquímico 

A maior incidência e severidade de sintomas associada a uma maior 

multiplicação de X. fastidiosa nas plantas mutantes efr-1 nos estágios iniciais de 

infecção sugere que a ausência do receptor prejudica o desencadeamento de 

resposta de imunidade inata contra X. fastidiosa devido a ineficiência de 

reconhecimento de padrão molecular associado ao patógeno (PAMP). 

Considerando que uma explosão oxidativa (oxidative burst) representa 

uma resposta inicial relacionada ao desencadeamento de PTI em plantas, a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi determinada nas folhas de efr-

1 e WT a partir de coloração histoquímica utilizando o cromógeno diaminobenzidina 

(DAB) que detecta a presença de peróxido de hidrogênio nos tecidos (DAUDI et al., 

2012). A detecção da produção de ROS foi avaliada 24 horas após a inoculação 

(HAI) e 7 DAI (Figura 10). 
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entre efr-1 e WT em presença desta bactéria a partir de método luminométrico 

(ROUX et al., 2011). A quantidade de ROS produzida pelas plantas selvagens de A. 

thaliana (WT) foi mais de duas vezes superior à quantidade de ROS produzida nas 

plantas efr-1 (Figura 11). Isso permite inferir que a resposta de defesa de imunidade 

inata do tipo PTI é prejudicada na ausência do receptor EFR por prejudicar o 

reconhecimento de EF-Tu como PAMP. Entretanto, apesar de prejudicadas, um 

certo nível de ROS é ainda observado em efr-1.  

 

Figura 11 – Produção de ROS quantificada em discos foliares de A. thaliana mutantes 

(efr-1) e selvagens (WT) em presença da bactéria E. coli. Os valores de RLU foram normalizados em 

relação aos tratamentos controle sem a presença da bactéria. Os valores representam a média entre 

as leituras ao longo de 30 minutos e as barras representam o erro padrão entre as leituras. A 

comparação das médias foi feita por teste t e ** significa diferença altamente significativa entre WT e 

efr-1. 

Além da quantificação de ROS em decorrência da presença da bactéria, o 

peptídeo elf-18 de E. coli foi sintetizado e a quantificação de ROS em resposta ao 

epítopo de reconhecimento do receptor EFR foi avaliada nas mesmas condições 

experimentais. Assim, em presença de elf18Ecoli, foi possível confirmar a 

especificidade no reconhecimento da região N-terminal de EF-Tu pelo EFR, uma vez 

que a presença do peptídeo desencadeou atividade elicitora apenas nas plantas 

selvagens de A. thaliana (Figura 12). 
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especificas do promotor CaMV35S (Forward) e do gene de interesse EFR (Reverse) 

que estão no contidas no vetor. 

Na Figura 13A, os fragmentos no tamanho esperado podem ser 

observados entre os poços 1-8, além de 10 e 11. No gel da Figura 13B, o fragmento 

em tamanho esperado é verificado entre as amostras presentes nos poços 19, 22, 

23, 24, 27, 28, 31, 33, 35 e 38. Na amostra dos poços 9, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 25, 

26, 29, 30, 32, 34, 36 e 37 não foi verificada a amplificação de nenhum fragmento, e, 

portanto, foram consideradas amostras de plantas não transformadas. 

Considerando que o produto de PCR do plasmídeo de A. tumefaciens 

utilizado nas transformações (controle positivo, poços 14, 41 e 42) amplificou 

fragmento na mesma altura observada nas amostras destacadas, podemos inferir 

que nestas plantas o gene de interesse foi inserido no genoma com sucesso. 

A partir dos 100 brotos previamente selecionados em placas contendo o 

herbicida fosfinotricina, foi possível obter 20 indivíduos transformados, o que mostra 

uma eficiência de 20 % a partir da seleção das plântulas. Das 20 plantas 

transgênicas, três plantas foram perdidas durante o processo de transferência para 

vasos maiores e aclimatação. As 17 plantas transgênicas, juntamente com outras 10 

selvagens (controle) foram aclimatadas e transferidas para casa de vegetação para 

avaliação de expressão gênica e obtenção de sementes (geração F1). 

 

5.7. Nível de expressão de EFR por nas plantas transgênicas de Nicotiana 

tabacum 

A expressão do transgene EFR foi avaliada nas plantas geneticamente 

modificadas de tabaco a partir de reações de PCR quantitativo em tempo real (qRT-

PCR). Inicialmente, as amostras de RNA extraídas utilizando reagente Trizol e que 

foram purificadas e tratadas com DNase tiveram a qualidade da extração verificada 

a partir de reações de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 14). 
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5.8. Detecção da proteína recombinante GFP fusionada ao EFR em plantas 

transformadas de Nicotiana tabacum  

A solução de proteínas totais extraídas de folhas coletadas de plantas 

transgênicas e selvagens (não transformadas) foi inicialmente estimada a partir do 

método de Bradford (1976) utilizando-se equação da curva-padrão de albumina 

sérica bovina (BSA) (Figura 18). 

 

Figura 18 - Determinação de proteínas nas folhas de Nicotiana tabacum superexpressando 

EFR. Em A é apresentada a curva-padrão bem como a equação da curva que permitiu a 

quantificação de proteínas e em B observa-se a quantidade de proteínas determinada por método de 

Bradford.  

 

A partir da determinação da concentração de proteínas, as amostras 

foram padronizadas para uma mesma concentração e separadas em processo de 

eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida utilizando método SDS (SDS-

PAGE) (LAEMMLI, 1970). Os géis corados com Coomassie blue apesar de não 

serem suficientes para detectar e quantificar a proteína heteróloga EFR permitem 

observar a qualidade da extração e o perfil da separação de proteínas totais solúveis 

(Figura 19). 
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A observação de fragmento detectado apenas na região utilizada 

contendo amostras de proteínas de Nicotiana tabacum transgênicas indica a 

presença de GFP e, como este se encontra fusionado ao EFR, consequentemente 

demonstra a expressão da proteína EFR presente nas plantas transgênicas de N. 

tabacum. 

 

5.9. Avaliação da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas 

plantas transgênicas de N. tabacum em resposta ao peptídeo efl18.  

A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi avaliada nos 

tecidos das plantas transgênicas de Nicotiana tabacum em presença dos peptídeos 

sintéticos que se pretendia avaliar atividade elicitora. Inicialmente foi utilizado 

apenas um dos eventos transgênicos (identificado como planta 25) para otimizar as 

reações e avaliar a sinalização PTI mediada pela produção de ROS em decorrência 

da presença de moléculas elicitoras. 

O peptídeo sintético relacionado ao epítopo de reconhecimento da região 

acetilada N-terminal de EF-Tu de Escherichia coli (elf18Ecoli) foi inicialmente utilizado 

para checar se o mesmo reconhecimento que ocorre naturalmente por EFR em 

Brassicacea se manteria entre as plantas transgênicas de N. tabacum (KUNZE et 

al., 2004). O resultado evidenciou um pico intenso de produção de ROS nas plantas 

transgênicas em decorrência da presença de elf18E.coli (Figura 21), o que demonstra 

a atividade elicitora desse peptídeo nas plantas transgênicas de N. tabacum. Foi 

verificado, dessa forma, que o sistema de percepção baseado no receptor EFR foi 

transferido com sucesso pelo menos para este evento de transformação, pois assim 

como em Arabidopsis, tabaco expressando EFR também passou a reconhecer 

elf18Ecoli e desencadear resposta PTI com sinalização mediada pela produção de 

ROS. 
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Figura 21 -  Quantificação de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas plantas 

transgênicas de Nicotiana tabacum em presença do peptídeo sintético elf18 de E. coli. A 

quantificação de ROS nos discos foliares foi feita por método quimioluminométrico em aparelho 

Varioskan Flash multireader (Thermo Scientific) utilizando peptídeo sintético elf18 de E. coli (elf18Ecoli).  

 

Após validar a transferência e comprovar o funcionamento do novo 

sistema de percepção baseado em EFR em N. tabacum, a próxima etapa do 

trabalho pretendeu avaliar a produção de ROS, porém dessa vez em presença do 

peptídeo elf18 sintetizado a partir da região homologa ao elf18Ecoli em Xylella 

fastidiosa (elf18Xf). A maior quantidade de ROS quantificada nas plantas 

transgênicas indica que houve reconhecimento do peptídeo sintético elf18xf pelo 

receptor EFR na planta transgênica de tabaco avaliada (Figura 22). Da mesma 

forma, a ausência de reconhecimento nas plantas selvagens demonstra o não 

reconhecimento já esperado de elf18xf, visto que EFR foi identificado apenas em 

espécies de plantas de Brassicaceae, não sendo identificado em Solanaceae. A 

produção de ROS indica não apenas o reconhecimento de elf18xf pelo receptor, mas 

também o desencadeamento de sinalização para resposta de imunidade inata PTI 

pelo reconhecimento de PAMP de X. fastidiosa. Curiosamente, é observado um 

segundo pico na produção de ROS nas plantas transgênicas em presença de elf18 

de X. fastidiosa. A produção de ROS apresenta-se como uma das primeiras 

respostas de sinalização observada após a percepção da presença dos patógenos, 

indicando poucos minutos após a percepção dos PAMPs. O primeiro pico representa 
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a resposta quase que imediata de reconhecimento de elf18xf pela presença do 

receptor EFR incorporado nas células. O segundo pico pode representar uma 

sinalização decorrente da percepção do peptídeo por algum receptor desconhecido 

ativado pela presença de EFR ou mesmo uma produção de ROS tardia que é 

tipicamente verificada em interações incompatíveis no qual o hospedeiro é resistente 

(TORRES et al., 2006).  

 

Figura 22 - Quantificação de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas plantas 

transgênicas de Nicotiana tabacum em presença do peptídeo sintético elf18 de Xylella fastidiosa. A 

quantificação de ROS nos discos foliares foi feita em aparelho Varioskan Flash multireader (Thermo 

Scientific) utilizando peptídeo sintético elf18 (100 µM) de Xylella fastidiosa. 

 

O receptor EFR transferido que foi transferido para as plantas de tabaco 

apresenta a capacidade de conferir resistência broad spectrum, ou seja, podem 

reconhecer e conferir resistência contra uma classe de microrganismos que 

compartilhem do mesmo PAMP de reconhecimento, ou mais especificamente, do 

mesmo epítopo elicitor. Suportado por essa característica e considerando que a 

bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) possui na região elf18 da proteína EF-

Tu uma grande similaridade com elf18Ecoli, foi testado também se haveria alguma 

atividade elicitora de elf18Xcc nas plantas do evento transgênico de N. tabacum 

avaliado (Figura 23). O pico observado demonstra o reconhecimento do peptídeo 

sintético elf18 de Xcc como molécula elicitora, o que sugere o reconhecimento desse 
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peptídeo como PAMP para o receptor EFR. Embora testes in vivo sejam necessários, 

esta resposta de reconhecimento é interessante e sugere a habilidade de se conferir 

resistência broad spectrum tanto para X. fastidiosa quanto para X. citri no caso da 

transferência de receptor para plantas cultivadas que apresentem susceptibilidade a 

estas bactérias, como por exemplo as espécies de Citrus.  

 

 

Figura 23 - Quantificação de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas plantas 

transgênicas de Nicotiana tabacum em presença do peptídeo sintético elf18 de Xanthomonas citri 

supsp. citri. A quantificação de ROS nos discos foliares foi feita em aparelho 

Varioskan Flash multireader (Thermo Scientific) utilizando peptídeo sintético elf18Xcc como elicitor. 

 

5.10. Avaliação de sintomas em N. tabacum desafiado com X. fastidiosa 

As sementes obtidas das plantas transgênicas T0 de N. tabacum foram 

inicialmente selecionadas em meio contendo agente seletivo fosfinotricina em 

diferentes concentrações para seleção da população de plantas em F1 que seria 

utilizada no experimento que envolve a inoculação de X. fastidiosa (Figura 24). 
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A produção de ROS foi inicialmente quantificada em plantas de todos os 

cinco eventos transgênicos desse experimento em presença do elicitor elf18Ecoli para 

verificar a funcionalidade do sistema de percepção baseado no receptor EFR que 

anteriormente foi validado em um dos eventos parentais (Figura 21). 

Embora o evento T2 tenha produzido uma quantidade de ROS 

relativamente reduzida, nos demais eventos (T1, T3, T4 e T5) foi verificada uma 

elevada quantidade de ROS quando foi adicionado o peptídeo elf18Ecoli. A alta 

produção de ROS nos quatro eventos transgênicos destacados valida a 

funcionalidade do receptor EFR transferido para estas plantas, conforme era de se 

esperar devido a atividade elicitora do peptídeo elf18Ecoli já ter sido anteriormente 

verificada por Kunze et al., (2004) e demonstrada em um dos eventos transgênicos 

de tabaco avaliados anteriormente (Figura 21). 

A baixa produção de ROS nas plantas transgênicas pertencentes ao 

evento T2 em presença de elf18Ecoli sugere que estas plantas, apesar de estarem 

expressando EFR em nível de transcrito e de proteína, não apresentam EFR 

funcional quanto ao reconhecimento de elf18Ecoli como PAMP e sinalização mediada 

por ROS. Estas plantas apresentaram uma produção de ROS e similar à produção 

de ROS observada nas plantas de tabaco controle não transformadas (WT) que são 

insensíveis ao peptídeo elf18Ecoli pela ausência do receptor EFR. Os eventos das 

plantas transgênicas de tabaco foram também avaliados quanto à percepção do 

peptídeo elf18Xf.  Assim, foi quantificada a produção de ROS nos discos foliares 

dessas plantas e assim como na avaliação anterior, com exceção do evento T2, 

também foi verificado que os demais eventos transgênicos de tabaco (T1, T3, T4 e 

T5) aumentaram a produção de ROS em decorrência da percepção deste peptídeo 

(elf18Xf) como molécula elicitora (Figura 25). 

O evento T2 novamente apresentou comportamento similar às plantas 

controle não-transformadas, demonstrando que o receptor EFR apresenta-se com 

baixa funcionalidade, o que prejudicou a sinalização mediada por ROS 

possivelmente devido uma ineficiência de reconhecimento do peptídeo de X. 

fastidiosa como PAMP. A ineficiência de reconhecimento dos peptídeos em T2 

também pode estar associada com a amostragem, visto que as análises foram feitas 

utilizando material foliar coletado de apenas uma planta de cada evento avaliado. 

Por estas análises, foi verificado que pelo menos quatro dos eventos transgênicos 

avaliados (T1, T3, T4 e T5) apresentaram resposta de sinalização mediada por ROS 
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quando em presença de elf18Xf e, embora o mesmo não tenha sido verificado paras 

plantas de T2, indivíduos dos cinco eventos de tabaco superexpressando EFR foram 

selecionados e desafiados com X. fastidiosa. 
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Figura 25 - Quantificação de ROS nas plantas selvagens de tabaco e nos eventos 

transgênicos T1, T2, T3, T4 e T5 em presença de peptídeo sintético elf18Ecoli ou elf18Xf. 
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As plantas selvagens e transgênicas de N. tabacum foram igualmente 

inoculadas com a linhagem 9a5c de X. fastidiosa e as plantas foram monitoradas 

semanalmente até o aparecimento dos sintomas. Embora o início do aparecimento 

de sintomas em tabaco inoculados com X. fastidiosa seja variável em função da 

linhagem e população bacteriana inoculada, normalmente os primeiros sintomas são 

observados em aproximadamente 60 dias após a inoculação (DAI) (OLIVER et al., 

2014). Nas plantas utilizadas nesse experimento, entretanto, os sintomas surgiram 

precocemente em 37 DAI e foram detectadas plantas sintomáticas em todos os 

tratamentos avaliados, ou seja, em todos os eventos transgênicos e também nas 

plantas selvagens. 

A quantificação de sintomas representa um processo importante no 

monitoramento de doenças e respostas de defesa das plantas, e as medidas 

geralmente utilizadas para quantificar os sintomas nas plantas são incidência e 

severidade (SEEM, 1984). Além da frequência de plantas sintomáticas, a incidência 

de sintomas é uma medida que pode também ser definida com base na frequência 

de partes de plantas doentes em uma população e, dessa forma, neste experimento 

a incidência foi determinada dessa forma, ou seja, pela frequência de folhas de N. 

tabacum apresentando efeitos de requeima ou clorose que são sintomas típicos da 

presença da bactéria X. fastidiosa em tabaco (LOPES et al., 2000; FRANCIS et al., 

2008). 

A severidade dos sintomas decorrentes da infecção de X. fastidiosa no 

xilema das plantas de tabaco selvagens e transgênicas superexpressando EFR foi 

avaliada através da atribuição de notas, conforme escala diagramática de sintomas 

em tabaco desenvolvida por Pereira (2015) (Figura 26). 
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Figura 27 – Evolução da severidade de sintomas nas folhas sintomáticas das plantas de 

N. tabacum selvagem (WT) e transgênicas superexpressando EFR, agrupadas em blocos por tempo 

de avaliação. As avaliações foram realizadas a partir da atribuição de notas segundo escala 

diagramática de sintomas em 37, 45, 57 e 64 dias após inoculação (DAI) de X. fastidiosa. T1, T2, T3, 

T4 e T5 referem-se aos eventos de transformação de N. tabacum para superexpressão de EFR. Os 

valores utilizados para gerar o gráfico (eixo y) foram obtidos a partir da média de notas atribuídas por 

três avaliadores. As barras representam erro-padrão entre as avaliações e * representa diferença 

significativa em relação às plantas selvagens (WT) em cada tempo de avaliação (p < 0,05). 

 

Foi observado que no início do processo infeccioso, ou pelo menos no 

início do aparecimento de sintomas (em 37 e 45 DAI), as plantas pertencentes ao 

evento T4 apresentaram folhas com menor severidade de sintomas, uma vez que, 

apresentaram percentual de área foliar com sintomas estatisticamente menor que os 

das plantas selvagens. Em 53 DAI, por sua vez, todos os eventos apresentaram-se 

estatisticamente iguais quanto à severidade dos sintomas. Já na última avaliação, 

em 64 DAI, as plantas do evento T1 apresentaram severidade de sintomas 

estatisticamente menor do que as plantas selvagens. Possivelmente, a ausência de 

diferença de severidade observada entre as plantas selvagens e as transgênicas 

pode ser devido a alta concentração de inoculo empregada, uma vez que, as folhas 

com sintomas mais severos encontravam-se próximo ao ponto de inoculação. 

Os valores de AACPD foram determinados a partir das notas de 

severidade e foi verificado que ao avaliar o experimento como um todo, apenas as 
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plantas do evento T4 apresentaram diminuição significativa na severidade de 

sintomas quando comparado com as plantas selvagens (Figura 28). 

 

Figura 28 – Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) em plantas de N. 

tabacum selvagem (WT) e transgênicas superexpressando o gene EFR de Arabidopsis thaliana. T1, 

T2, T3, T4 e T5 referem-se aos eventos transgênicos. Os valores foram obtidos a partir da média das 

AACPD determinadas por notas de severidade ao longo das avaliações. Os resultados representam a 

média das notas de severidade de todas as plantas em cada tratamento e determinadas por 3 

avaliadores. A barras representam o desvio-padrão entre as médias dos avaliadores e ** representa 

diferença altamente significativa em relação às plantas selvagens (WT) considerando todo o período 

de avaliação (p < 0,01). 

 

Além disso, quando comparado com as plantas selvagens, foi 

demonstrado que com exceção do evento T2, todos os demais eventos 

apresentaram tendência de menor severidade de sintomas ao longo de todo o 

experimento. Conforme destacado anteriormente, as plantas do evento T4 foram as 

que apresentaram melhor desempenho frente à infecção bacteriana, pelo menos 

com relação aos efeitos da severidade de sintomas nas folhas. Durante todo 

experimento os indivíduos em T4 apresentaram uma severidade de sintomas 

reduzida, chegando a ser até 30 % menor que a severidade verificada nas folhas 

das plantas selvagens, uma diferença que se mostrou altamente significativa. 
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Quando foi avaliada a incidência de sintomas nas folhas, claramente foi 

verificado um melhor desempenho entre as plantas dos eventos transgênicos. 

Durante todo o experimento, ou seja, em 37, 45, 53 e 64 DAI, foi verificado que as 

plantas selvagens apresentaram uma incidência de sintomas significativamente 

superior à maioria dos eventos de transformação avaliados. 

Os eventos T1, T3, T4 e T5 apresentaram menor incidência de sintomas 

em todos os períodos de avaliação, entretanto o evento T2 apresentou incidência 

similar às plantas selvagens em quase todo o experimento, apenas apresentando 

menor incidência em 45 DAI (Figura 29). 

 

 

Figura 29 – Incidência de sintomas nas folhas de N. tabacum selvagens e transgênicas 

dos eventos T1, T2, T3, T4 e T5. Os valores representam a média entre 3 avaliadores em 37, 45, 53 

e 64 DAI. As barras representam o desvio-padrão entre as avaliações e * mostra os tratamentos com 

diferença significativa entre as médias em relação às plantas selvagens (WT) em cada período de 

avaliação (p < 0,05).  

 

Em 37 DAI, a menor incidência de sintomas em T1, T4 e T5 foi 

claramente visível e distinguível das plantas selvagens WT, bem como das plantas 

dos eventos T2 e T3 (Figura 30). 
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Figura 30 – Painel apresentando diferenças entre as plantas quanto à incidência de 

folhas sintomáticas nas plantas de N. tabacum selvagem e transgênicas superexpressando EFR. É 

possível observar que as plantas em T1, T4 e T5 apresentam uma incidência de folhas sintomáticas 

menor quando comparado às plantas selvagens (WT) ou aos eventos T2 e T3 em 37 DAI. 

 

A curva de progressão da doença foi também determinada a partir dos 

dados de incidência e novamente foi verificado que a proporção de doença foi mais 

reduzida nas plantas transgênicas. Por estas análises, todos os eventos 

apresentaram índice de incidência da doença significativamente reduzido em relação 

às plantas selvagens, inclusive com diferenças altamente significativas nos eventos 

T1, T3, T4 e T5 (Figura 31). 
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A maior sinalização decorrente da eficiência de percepção de PAMP de X. 

fastidiosa atribuída pelo receptor EFR conferiu menor incidência de sintomas em 

todos os eventos transgênicos que reconheceram elf18Xf. Apesar de alguns eventos 

transgênicos terem apresentado severidade de sintomas similar às plantas controle 

não-transformadas, como é o caso de T3 e T5, além de T2 que possivelmente não 

teve o reconhecimento aumentado pela presença de EFR, nos eventos T1 e T4 as 

plantas foram as que apresentaram folhas com menor severidade e incidência de 

sintomas. Nestes dois eventos (T1 e T4), o percentual de redução de sintomas em 

relação às plantas WT foi superior a 20 %, o que representa um número bastante 

expressivo. 

Foi verificado que a presença do receptor EFR foi importante na redução 

de sintomas nas plantas transgênicas de tabaco. Enquanto a redução de severidade 

de sintomas foi demonstrada apenas nas plantas dos eventos T1 e T4, a redução na 

incidência de sintomas foi verificada em quatro dos cinco eventos avaliados (T1, T3, 

T4 e T5). Em T2, aparentemente a funcionalidade de EFR é prejudicada, visto que 

não apresentou diferença significativa das plantas selvagens em nenhum tempo 

avaliado, seja nas análises de incidência ou severidade. Além disso, outra 

característica que sugere problemas na funcionalidade de EFR é a baixa de 

produção de ROS em presença de elf18 de E. coli ou X. fastidiosa (Figura 25). 

O receptor EFR possivelmente contribuiu para que plantas transgênicas 

reconhecessem mais rapidamente a presença da bactéria e ativassem respostas 

PTI de modo mais eficiente para combater a infecção bacteriana. Embora estudos 

mais aprofundados sejam necessários, o desencadeamento das respostas PTI 

levaram a redução dos sintomas nas plantas transgênicas possivelmente por impedir 

a colonização sistêmica da bactéria. 
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6. DISCUSSÃO 

O sistema de imunidade inata desencadeado pelo reconhecimento de 

PAMPs representa uma etapa crucial no desencadeamento de respostas de defesa 

e, pelos PRRs serem os responsáveis pelo reconhecimento de patógenos e ativação 

dos eventos de sinalização molecular, são fundamentais para as respostas de 

defesa dos hospedeiros. Neste trabalho foi considerada a hipótese de que a 

suscetibilidade observada entre espécies de plantas como laranja doce (C. sinensis) 

e tabaco (N. tabacum) à infecção por X. fastidiosa poderia estar relacionada com 

ausência ou ineficiência de receptores de membrana específicos para o 

reconhecimento de PAMPs dessa bactéria. E por ter sido verificado que, in vitro, 

uma região especifica da proteína EF-Tu de X. fastidiosa (elf18Xf) foi capaz de 

elicitar resposta de defesa PTI em Arabidopsis (KUNZE et al., 2004), neste trabalho 

foi avaliado (in vitro e in vivo) o papel do EFR no reconhecimento de PAMP desta 

bactéria e ativação de respostas de defesa PTI. 

Já foi bastante demonstrado que Arabidopsis é eficiente na elucidação de 

patogenicidade de várias espécies de bactérias, fungos, vírus ou oomicetos (CARR 

& WHITHMAN, 2007; OLIVA ET AL. 2010; THATCHER et al., 2005). A 

susceptibilidade de Arabidopsis à X. fastidiosa também já havia sido demonstrada e 

o perfil de crescimento bacteriano verificado pelos autores foi bastante similar ao 

observado neste trabalho, inclusive na quantidade de bactéria quantificada nos 

tecidos (ROGERS, 2012). Os resultados apresentados por Rogers (2012) também 

demonstraram que os genes rpfF e TolC são importantes para o crescimento e 

patogenicidade da bactéria na interação com Arabidopsis, visto que a população de 

X. fastidiosa rpfF- apresentou crescimento reduzido e no caso das mutantes tolC- 

nenhuma célula viável foi detectada. Apesar da susceptibilidade, a infecção de X. 

fastidiosa também fez com que A. thaliana aumentasse a expressão de genes das 

vias de JA e ET e diminuísse a expressão de genes da via do SA, mostrando que a 

planta ativa a regulação da expressão de genes de defesa para tentar impedir a 

infecção bacteriana (ROGERS, 2012). 

Neste trabalho foram identificadas alterações morfológicas nas folhas, 

como murcha, despigmentação, clorose e arroxeamento que podem estar 

associadas com a infecção da X. fastidiosa nos tecidos de Arabidopsis. Embora 

ainda não tenham sido caracterizados sintomas em Arabidopsis pela infecção por X. 
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fastidiosa, as alterações destacadas já foram evidenciadas nestas plantas como 

sintomas pela infecção com outros patógenos e, além disso, alguns dos sintomas 

também são associados a infecção de X. fastidiosa em outras espécies de plantas 

(YANG & HO, 1998; HYMENO et al., 2014; JANSE & OBRADOVIC, 2010). 

Entretanto, mesmo que as alterações tenham sido mais evidentes nas plantas 

infectadas com X. fastidiosa, principalmente em início de infecção, estudos mais 

aprofundados podem ser necessários visto que as alterações também são 

evidenciadas como um processo natural de senescência pela degradação 

programada de órgãos e componentes do organismo que são dependentes da idade 

(WOO et al., 2013). A avaliação das plantas de A. thaliana com expressão silenciada 

de EFR neste trabalho demonstrou que a ausência do receptor prejudicou o 

reconhecimento de X. fastidiosa e as respostas de defesa da planta, visto que a 

sinalização mediada por ROS foi reduzida e foi verificado um significativo aumento 

na população bacteriana e na colonização desta no xilema das plantas mutantes, o 

que resultou inclusive no aumento da incidência das alterações que aqui 

designamos como sintomas. Neste caso, os sintomas foram evidenciados em maior 

frequência nas plantas mutantes efr- em início de infecção, sugerindo que o receptor 

EFR apresenta importância em algum processo biológico que permite às plantas 

atrasar o aparecimento dos sintomas destacados. Entretanto, a bactéria conseguiu 

se manter e inclusive aumentar sua população em ambas as plantas selvagens e 

mutantes efr-1 de Arabidopsis, o que demonstra que a X. fastidiosa apresenta 

mecanismos de patogenicidade que permitem à bactéria suplantar as respostas de 

defesa inclusive das plantas selvagens. 

A engenharia genética representa uma importante tecnologia que permite 

a incorporação de características de interesse em diversas espécies de plantas e 

representa uma estratégia pertinente e com potencial para ser utilizada em plantas 

cultivadas se considerar os gargalos associados com o melhoramento clássico, 

como a introdução de características indesejadas que são obtidas a partir dos 

cruzamentos direcionados (RONALD, 2011). O gene EFR, que até o momento 

apenas foi identificado em espécies de Brassicaceae, tem sido destacado como um 

alvo interessante para ser explorado em processos de biotecnologia, visto que as 

plantas transgênicas expressando EFR foram capazes de apresentar maior 

resistência a um grande número de bactérias patogênicas. A expressão de EFR foi 

capaz de conferir percepção à proteína EF-Tu em espécies de plantas de 
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Solanaceae como Nicotiana benthamiana e tomate (Solanum lycopersicum), 

tornando-as mais resistentes a uma gama de bactérias fitopatogênicas de diferentes 

gêneros (LACOMBE et al., 2010). Além disso, o aumento de resistência foi verificado 

inclusive quando o EFR foi transferido para espécies de plantas monocotiledôneas 

de arroz e trigo, demonstrando que apesar do longo tempo de divergência (mais de 

140 milhões de anos), a sinalização das respostas PTI desencadeadas pelo 

reconhecimento de EF-Tu é mantida entre espécies de mono e dicotiledôneas 

(CHANG et al., 2004; SCHWESSINGER et al., 2015; SCHOONBEEK et al., 2015; 

LU et al., 2015). 

Neste trabalho, foram identificados 20 eventos independentes de plantas 

transgênicas de tabaco (N. tabacum) apresentando 35S::EFR-GFP-His inserido no 

genoma. Entretanto, em apenas sete desses eventos foi verificada a expressão do 

transgene EFR em nível de transcrito e proteína. Diversos fatores relacionados com 

a dinâmica da regulação da expressão gênica podem estar envolvidos com a 

ausência ou diferenças na expressão de EFR entre os transformantes, como 

modificações ou remodelamento da cromatina, o número e posição de cópias do 

transgene inseridas no genoma ou alguma interferência por exemplo na regulação 

de processos associados com elongação, transcrição e modificações pós-

transcricionais (ORDIZ et al., 2002). O nível de expressão gênica de EFR não se 

relacionou com o nível de resistência observada entre os eventos transgênicos de 

tabaco desafiados com a X. fastidiosa. Em estudos envolvendo a transferência do 

PRR Xa21 exclusivo de arroz para banana (Musa sp.) os autores também 

verificaram ausência de relação entre o nível de expressão do transgene e a 

variação de resistência das plantas à bactéria fitopatogênica Xanthomonas 

campestris pv. musacearum (TRIPATHI et al., 2014). 

Neste trabalho foi verificado que o AtEFR superexpresso em eventos 

transgênicos independentes de tabaco foi capaz de conferir resposta ao elf18 e 

aumentar a resistência das plantas contra X. fastidiosa. Apesar da severidade de 

sintomas ter sido estatisticamente menor apenas em um dos eventos transgênicos 

(T4), uma menor incidência de folhas sintomáticas foi verificada em todos os eventos 

transgênicos que reconheceram elf18 como peptídeo elicitor. Embora estudos mais 

aprofundados sejam necessários, os resultados sugerem que a expressão de EFR 

restringiu a colonização bacteriana nas proximidades do ponto de inoculação, visto 

que um maior número de folhas assintomáticas foi verificado em região mais distal e 
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próxima ao ápice da planta. Embora tenha sido utilizado na construção o promotor 

constitutivo 35S que garante expressão temporal e tecido independente, deve-se 

considerar que a bactéria precisa apresentar uma grande quantidade de EF-Tu para 

ser reconhecida pelo receptor EFR (KUNZE et al., 2004). Assim, é sugerido que 

inicialmente a bactéria infectou as plantas selvagens e transgênicas de uma forma 

similar até que a bactéria desenvolvesse uma quantidade grande de células em 

biofilme maduro. Em biofilme maduro, a X. fastidiosa deve ter produzido EF-Tu em 

uma quantidade suficiente para ser reconhecida pelo EFR das plantas e ativar os 

mecanismos de sinalização envolvidos com as respostas de defesa da planta. E 

com a sinalização ativada nas plantas transgênicas, a população bacteriana ficaria 

restrita nas proximidades do ponto de inoculação e causando maior severidade de 

sintomas nas folhas dessa região, o que explicaria a alta severidade de sintomas 

verificada inclusive nas plantas transgênicas, e também explicaria a menor 

incidência de sintomas nas plantas transgênicas, visto que as folhas distantes do 

ponto de infecção foram menos afetadas. 

Em Arabidopsis, após a ligação de EFR com proteínas da família SERK 

(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase), incluindo SERK3/BAK1 e SERK4/BKK1, 

é desencadeada uma intensa e bem caracterizada produção de ROS como resposta 

inicial da sinalização relacionada com PTI (ROUX et al., 2011). A maior produção de 

ROS verificada nas plantas transgênicas de tabaco demonstrou que a 

superexpressão de EFR conferiu sensibilidade aos anteriormente não reconhecidos 

elf18 de E. coli (elf18Ecoli), de X. fastidiosa (elf18Xf) e de X. citri (elf18Xcc) e ativou 

sinalização para as respostas PTI. Os eventos transgênicos de tabaco apresentaram 

intensidades e tempos diferentes na reposta de sinalização mediada por ROS para 

cada peptídeo sintético elf18 e, da mesma forma que os resultados observados com 

expressão genica, não houve relação entre a intensidade de ROS produzida e o 

nível de resistência das plantas transgênicas superexpressando EFR. Esses 

resultados demonstram que, apesar da produção de ROS ser importante na 

sinalização para a defesa contra X. fastidiosa, o controle da produção de ROS 

também é importante e uma quantidade acima da necessária não necessariamente 

confere maior resistência à planta. Tem sido verificado que a quantidade de ROS 

pode atuar de modo prejudicial ou benéfico dependendo de um delicado equilíbrio 

entre sua produção e eliminação e, dessa forma, a concentração de ROS deve ser 

controlada na célula (GIL & TUTEJA, 2010). Por causa dos múltiplos papéis 
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funcionais de ROS, é necessário que as células controlem de modo preciso os 

níveis de ROS para evitar qualquer dano oxidativo, como peroxidação de lipídeos, 

oxidação de proteínas ou danos a ácidos nucléicos, mas também estes (ROS) não 

podem ser eliminados completamente por se tratar de moléculas que apresentam 

efeitos protetivos por exemplo como mensageiros secundários na sinalização 

intracelular contra os diferentes tipos de extresse biótico ou abiótico (SHARMA et al., 

2012). A resposta mais rápida e mais intensa associada com a produção de ROS 

nas plantas transgênicas de tabaco quando tratadas com elf18Ecoli sugere uma maior 

especificidade na ligação do EFR com este ligante do que com os peptídeos 

sintéticos de X. fastidiosa (elf18Xf) ou de X. citri (elf18Xcc). Por sua vez, o peptídeo 

elf18Xcc desencadeou uma resposta mais rápida e intensa de ROS nas plantas de 

tabaco quando comparado com elf18Xf, sugerindo que a maior similaridade com a 

sequência elf18Ecoli é importante e aumenta a eficiência no reconhecimento pelo 

PRR. Da mesma forma, a expressão de EFR em arroz também conferiu elevada 

produção de ROS quando tratadas com elf18 de Xanthomonas oryzae oryzae (Xoo) 

que apresenta elf18 idêntico ao elf18Xcc (SCHWESSINGER et al., 2015). Enquanto 

elf18Xcc e elf18Xoo apresentam alteração em apenas dois aminoácidos quando 

comparados com a sequência de elf18Ecoli, em elf18Xf são observados cinco 

aminoácidos alterados o que pode explicar o atraso no reconhecimento e a menor 

intensidade de ROS produzida. Embora os PRRs tenham evoluído para reconhecer 

epítopos conservados, os MAMPs de algumas espécies ou linhagens de 

microrganismos podem divergir suficientemente a ponto de prejudicar ou mesmo 

impossibilitar seu reconhecimento (HELFT et al., 2016). E da mesma forma, alguns 

PRRs também podem evoluir de modo distinto entre as espécies de hospedeiros e 

reconhecer outros PAMPs ou mesmo reconhecer uma outra região em um mesmo 

PAMP. Enquanto os 18 primeiros aminoácidos da região N-terminal de EF-Tu (elf18) 

não desencadeiam nenhuma atividade elicitora em arroz, uma outra região de 50 

aminoácidos de EF-Tu, compreendida entre Lys176 e Gly225 e denominada pelos 

autores como Efa50, conferiu elevada atividade elicitora, demonstrando o 

reconhecimento desta outra região de EF-Tu como PAMP em arroz (FURUKAWA et 

al., 2014). 

Genes-R de resistência também têm sido bastante explorados em 

programas de melhoramento clássico ou utilizados pela engenharia genética como 

alvos para conferir resistência às plantas. Entretanto, é bem conhecido que os 
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organismos patogênicos podem evoluir e “quebrar” a resistência genética 

apresentada pelas plantas. Nesse contexto, tem sido demonstrado que a resistência 

conferida pelos Genes R que são específicos contra linhagens específicas de 

patógenos não é durável, visto que o agente patogênico pode rapidamente evoluir 

mecanismos para superar a resistência da planta (FRY, 2008; HAAs et al., 2009). 

Em contrapartida, tem sido também sugerido que a utilização de PRRs permite 

conferir resistência duradoura e de largo espectro, o que pode ser atribuído ao fato 

de que o conservado PAMP reconhecido pelo PRR é, por definição, essencial para o 

fitness microbiano. Assim, o patógeno não poderia simplesmente superar a 

resistência da planta através de mutação da molécula ou estrutura reconhecida pelo 

PRR da planta. Além disso, como os MAMPs/PAMPs são conservados e 

compartilhados entre classes de microrganismos, a introdução de novos receptores 

de PAMPs permite conferir resistência contra uma ampla gama de patógenos. 

Entretanto, por ter o conhecimento de que a imunidade PTI mediada por PRR é 

passível de ser suprimida através da produção de efetores por parte do patógeno, 

não é possível prever se o comportamento de resistência que foi mediada pelo EFR 

nas plantas transgênicas de tabaco à X. fastidiosa será duradouro (DODDS & 

RATHJEN, 2010). 

 

7. CONCLUSÕES DO CAPÍTULO 2 

- A inoculação de X. fastidiosa em A. thaliana permitiu a caracterização de 

sintomas relacionados à presença da bactéria nos tecidos, os quais estão 

relacionados com murcha, despigmentação, clorose e arroxeamento de folhas da 

roseta. 

- O receptor EFR mostrou-se importante na redução de colonização de X. 

fastidiosa nos tecidos de A. thaliana e também na diminuição de incidência e 

severidade de sintomas em períodos iniciais de infecção.  

- Foi demonstrado o envolvimento do receptor EFR na sinalização de defesa 

mediada por ROS em A. thaliana infectadas com X. fastidiosa. 

- O reconhecimento de EF-Tu de X. fastidiosa como PAMP destaca o potencial 

uso de EFR em conferir maior resistência à bactéria em espécies susceptíveis. 
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- Os trabalhos relacionados com a transferência de EFR para N. tabacum 

permitiram verificar uma grande diferença na expressão de EFR entre os eventos 

transgênicos e, além disso, a detecção da expressão da proteína EFR por western 

blott associado a maior produção de ROS nas folhas das plantas transgênicas em 

presença elf18 de E. coli validaram o processo de transformação e da transferência 

do sistema de percepção de PAMP baseado no receptor EFR. 

- Alguns eventos de plantas transgênicas F1 de N. tabacum desafiadas com a 

linhagem 9a5c X. fastidiosa apresentaram uma resposta mais efetiva contra a 

infecção causada pela X. fastidiosa quando comparado com as plantas selvagens, o 

que pode ser verificado principalmente pela menor incidência de sintomas. 

 

8. CONSIDERAÇÕES GERAIS DO CAPÍTULO 2 

A maior produção de ROS nas plantas transgênicas em decorrência do 

peptídeo elf18 de X. fastidiosa demonstrou o reconhecimento do peptídeo e 

consequente ativação de resposta de imunidade PTI. Esses dados sugerem que in 

vivo, a bactéria Xylella fastidiosa é reconhecida de modo mais eficiente (mais 

rapidamente) o que possivelmente foi importante na contenção do processo 

infeccioso. Além disso, o reconhecimento também associado ao peptídeo elf18 de 

Xanthomonas citri supsp. citri sugere a possibilidade de se expandir a percepção 

para outras bactérias (broad spectrum), o que seria de grande interesse para 

citricultura considerando o impacto das doenças bacterianas para o agronegócio. 
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