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RESUMO

Receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) apresentam grande importancia
na defesa das plantas contra microrganismos pela capacidade de reconhecerem
padroées moleculares associados a patégenos (PAMPs) em inicio de infeccdo e
desencadearem respostas de imunidade inata (PTl). A ativacdo de PTI permite
conferir resisténcia contra uma ampla gama de microrganismos €, assim, a
identificagdo e compreenséao do papel das PRRs é de grande relevancia em estudos
que visam resisténcia contra patdogenos. As espécies de Citrus apresentam elevado
interesse comercial, porém seu cultivo tem sido severamente prejudicado devido as
inUmeras doencas causadas por fitopatogenos, como por exemplo, a clorose
variegada dos citros causada pela bactéria Xylella fastidiosa. Assim, considerando
que a maioria das PRRs identificadas em plantas pertence a familia de quinases
com repeticoes 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 importancia econémica, Citrus clementina e Citrus sinensis. O alinhamento
multiplo de sequéncias conservadas de quinase e a reconstrucdo de arvores
filogenéticas estimadas por maxima verossimilhanga permitiu identificar 300 e 297
LRR-RLKSs 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 andlise mais detalhada do subgrupo Xll, que inclui os principais
PRRs identificados em plantas, foi verificada uma grande expanséao e clusterizacao
nos genomas de Citrus, 0 que demonstra a importancia de eventos de duplicacao
em tandem na evolugdo das LRR-XIl em Citrus. Além das analises 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 populacao
bacteriana em efr-1 durante todo o experimento, quando comparado com as plantas
selvagens (WT). Em 15 dias apés inoculacédo (DAI), foi observada uma populagéao
bacteriana quase dez vezes maior nos tecidos das plantas efr-1. Andlises por
microscopia de fluorescéncia confirmaram a elevada colonizagcdo bacteriana nos

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



foi avaliada também pela superexpressao de AtEFR em plantas hospedeiras de
tabaco, as quais apresentam susceptibilidade a X. fastidiosa. Vinte plantas
transgénicas foram identificadas por PCR convencional e a expressao do transgene
EFR foi confirmada em seis eventos por qRT-PCR. Analises por western blot
confirmaram a presenca da proteina heteréloga e a maior producdo de ROS
verificada em presenca dos epitopos elf18 de X. fastidiosa, E. coli e Xanthomonas
citri subsp. citri indicam ativacao de PTI nas plantas transgénicas de tabaco. A
reducao significativa na incidéncia de sintomas nas plantas transgénicas inoculadas
com X. fastidiosa demonstra que EFR conferiu ao tabaco maior resisténcia a
infeccdo bacteriana. Os resultados obtidos em Arabidopsis e tabaco indicam que
EFR pode ser uma boa estratégia para transformar espécies susceptiveis de Citrus
visando resisténcia 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-RLKSs),
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 (|
to XVI) and further analysis in the subgroup Xll, 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
(gRT-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 AfEFR 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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INTRODUCAO GERAL

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Citros: Aspectos Gerais e Importancia Econémica

O termo Citros é designado a um conjunto grande e heterogéneo de
plantas frutiferas que sao normalmente pertencentes ao género Citrus, mas também
estdo presentes em géneros relacionados. A complexidade botanica observada
entre as espécies que compdem esse grupo dificulta uma precisa classificagéo
taxondmica e diversos sistemas tém sido propostos com base, por exemplo, em
caracteristicas morfologicas, bioquimicas ou moleculares (BARRET & RHODES,
1976; HANDA et al., 1986; MOORE 2001). Os principais sistemas de classificacao
sao os propostos por Swingle (1943), e que posteriormente foi revisado por Swingle
e Reece em 1967, onde consideram apenas 16 espécies no género Citrus, € 0
sistema sugerido por Tanaka (1977) que inclui um numero muito superior de 162
espécies neste género. Apesar de diversos pesquisadores utilizarem abordagens
proprias para entender a taxonomia de Citrus e examinar suas relagdes 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 frutiferas citricas (true citrus fruit trees) ” apenas um grupo de plantas
que produz frutos parecidos com laranjas e limdes. Neste grupo séo incluidos seis
géneros correlacionados presentes na subfamilia Aurantioideae (familia Rutaceae):
Citrus, Poncirus, Fortunella, Microcitrus, Eremocitrus e Clymenia. A maioria dos
individuos presente no grupo das “verdadeiras frutiferas citricas” apresenta um longo
periodo evolutivo e de cultivo onde se verifica compatibilidade sexual mesmo entre
espécies de géneros distintos. Caracteristicas como essas levaram ao surgimento
de inumeros hibridos intra e interespecificos que contribuiram ainda mais para a
complexidade sistematica do grupo (CHAPOT, 1975; GUO & DENG, 2001).

Apesar de serem extensivamente estudadas devido sua relevancia
comercial, a origem das espécies cultivadas de Citrus e sua histéria de
domesticacdo ainda nado sdo completamente compreendidas. Contudo, apesar de
heterogéneo e complexo, sugere-se que todas as espécies e hibridos cultivados de
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Citrus tenham evoluido a partir de apenas trés principais espécies ancestrais: C.
maxima, C. medica e C. reticulata (VELASCO & LICCIARDELLO, 2014).

As espécies de plantas citricas de maior interesse comercial estdo
presentes principalmente nos géneros Citrus, Poncirus e Fortunella, sendo o género
Citrus o que inclui as espécies de importancia mais expressiva (TALON & GMITTER,
2008). Os principais exemplos de frutas citricas presentes em Citrus com interesse
comercial sdo 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 acidas (C. aurantifolia Swing.), as limas doces
(C. limettioides Tan.), os limdes (C. limon Burm.) e as cidras (C. medica L.).
Enquanto em Fortunella o Kumquat (F. margarita Swingle ou F. japénica) se destaca
pelos frutos pequenos e saborosos, no género Poncirus, o principal destaque € o
trifoliata (P. trifoliata L.), cujo interesse principal € 0 uso como porta-enxerto,
principalmente por conferir as combinagdes copa/porta-enxerto caracteristicas de
interesse agrondmico. Individuos de menor porte e resisténcia contra a gomose
causada pela Phytophthora sp. e ao virus da tristeza sdo algumas das
caracteristicas de interesse dos produtores ao utilizar P. trifoliata como porta-enxerto
nas combinacdes (TALON & GMITTER, 2008).

Embora sejam encontrados individuos naturalmente triploides e
tetraploides, as espécies de Citrus e dos géneros relacionados sao em geral
constituidas por individuos diploides que apresentam namero cromossémico 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 aromaticas. Os frutos citricos sdo em geral saborosos, ricos em vitamina C
e concentram o maior interesse agricola e comercial, principalmente pela
possibilidade de extracdo de suco, que para a maioria das espécies representa o
produto mais valioso. Além disso, até mesmo a casca de frutos como liméo e laranja
podem ser aproveitados pois constituem ricas fontes de Oleos essenciais e
apresentam grande potencial de aplicacdo em diversos setores do mercado, como o
de cosméticos, bebidas, culinaria e mesmo no combate a microrganismos e ervas
daninhas (VERZERA et al., 2003; MANDALARI et al., 2007; SHARMA & TRIPATHI,
2006; NAVARRA et al., 2015; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2010).
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Cultivadas em praticamente todos os lugares do mundo, as espécies de
citros estdo entre as principais frutiferas difundidas e alcancam uma producao
mundial média superior a 130 milhdes de toneladas ao ano. China, Estados Unidos
e Brasil respondem por mais da metade da produgdo mundial que se restringe
principalmente a laranjas, tangerinas, limdes, limas e pomelos (FAO, 2014).

A citricultura ocupa papel de grande importancia social e econémica
principalmente em paises como o Brasil, onde o setor do agronegdcio como um todo
representa cerca de 23 % do PIB nacional, o que corresponde a mais de R$ 1,3
trilhdo ao ano (CNA, 2016). E por apresentar caracteristicas como elevado valor
nutricional, alto teor de vitamina C e um peculiar sabor doce e &cido apreciado na
maior parte do mundo, a laranja representa a fruta citrica de maior interesse
comercial. O Brasil produziu mais de 16 milhées de toneladas de laranja na ultima
safra e, com esse numero que é equivalente a mais de 30 % da producédo mundial, o
Brasil novamente garante o posto de maior produtor mundial de laranjas, posicao
que € mantida desde o inicio da década de 90 (IBGE, 2016; FAO, 1998).

A regido que engloba o Estado de Sao Paulo e o Triangulo Mineiro,
conhecida como “Citrus belf’, representa 0 maior parque citricola do mundo e é
normalmente responsavel por cerce de 80 % da producao nacional de laranjas. Os
integrantes desta cadeia produtiva, em conjunto com as empresas e industrias de
processamento de suco da regido, 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 bilhdes de dblares com as exportacdes deste que representa o produto da
citricultura, (NEVES et al., 2011; ZULIAN et al., 2013).

1.2. Os Problemas Fitossanitarios da Citricultura e a CVC

Apesar da organizacao e competitividade do setor citricola nacional, a
produtividade dos pomares é considerada baixa, principalmente por estes serem
constantemente afetados por inUmeras pragas e doencas agricolas que causam
enormes prejuizos aos produtores (MARQUES et al., 2007).

Microrganismos de praticamente toda natureza sdo capazes de causar
doencas relevantes em espécies de citros, incluindo principalmente o huanglongbing
(HLB), a clorose variegada de citros (CVC) e o cancro citrico como doencas
bacterianas; a podridao floral, a pinta preta, a alternaria e a gomose causadas por
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fungos e oomicetos; além da leprose e a tristeza que sdo doencas de origem viral
que acometem a citricultura. Os problemas fitossanitarios sdo agravados ainda mais
se forem consideradas as inumeras pragas que acometem os pomares das
principais espécies citros, como acaros, pulgoes, psilideos, cigarrinhas, cochonilhas,
larvas minadoras, moscas e dentre diversas outras que, além de prejudicarem o
desenvolvimento das plantas por si sé, ainda atuam como vetores na transmissao
das principais doencas (TALON & GMITTER, 2008; MACHADO et al., 2011).

Conhecida popularmente como “amarelinho”, a CVC constitui uma
importante doenga causada pela bactéria gram-negativa Xylella fastidiosa que por
sua vez é transmitida as plantas hospedeiras através de cigarrinhas da familia
Cicadelinae. Depois de instaladas na planta, as bactérias sdo capazes de se
multiplicar no interior dos vasos do xilema e o crescimento em biofilme associado a
producdo de gomas polissacaridicas podem levar a obstrucdo dos vasos,
prejudicando o deslocamento de agua e nutrientes pela planta (ROPER et al., 2007).

Apesar de ndo ser uma doenca de carater tdo destrutivo como o HLB, a
CVC apresenta elevada importancia na citricultura nacional e vem causando
problemas aos citricultores desde a década de 80, quando foi detectado o primeiro
caso no pais. Verificada em todas as regides citricolas do pais, a CVC constitui um
problema fitossanitario de grande impacto e requer atengao, 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 redugédo de até 70 % no
tamanho, tornando estes frutos pouco atrativos ao comércio principalmente pela
reducdo na quantidade de suco concentrado disponivel (De NEGRI, 1990; BOVE &
AYRES, 2007).

A incidéncia de CVC no estado de Sao Paulo passou de 35,5 % para
40,3 % de 2010 para 2011, representando um quadro preocupante se considerar
que as perdas de producdo podem chegar a mais de 80 % em pomares de laranja
doce severamente afetados (FUNDECITRUS, 2012). S6 no Estado de Séo Paulo
aproximadamente seis milhées de arvores eram perdidas a cada ano devido aos
danos causados pela CVC (BOVE & 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 doenca. Estas medidas
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favoreceram o cultivo e comercializacdo de mudas sadias que estdo aos poucos
renovando 0s pomares nacionais. Entretanto, apesar de controlada nos pomares, a
CVC representa ainda uma doenca de grande impacto na citricultura e inimeros
trabalhos tém sido conduzidos visando aumentar a compreensédo do patossistema
citros-Xylella fastidiosa. Os mecanismos de patogenicidade da X. fastidiosa, bem
como das respostas de defesa das plantas acometidas por essa bactéria ndo sao
ainda totalmente compreendidas e sdo de grande importdncia no combate das
doencgas causadas por esse fitopatdgeno.

1.3. Os Mecanismos de Patogenicidade da Xylella fastidiosa

A Xylella fastidiosa € uma bactéria gram-negativa que se apresenta na
forma de bastonete e tem tamanho variavel, podendo chegar a até 0,7 ym de
didmetro e 20 ym de comprimento. Trata-se de uma bactéria estritamente aerdbia
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 lumen do canal alimentar
dos insetos vetores envolvidos na transmissdao da bactéria entre as plantas
(PURCELL & HOPKINS, 1996; CHATTERJEE et al., 2008).

Apesar de muitas plantas nao apresentarem sintomas quando infectadas
com X. fastidiosa, estas podem atuar como hospedeiras alternativas e servir como
fonte de inéculo no estabelecimento de doengas entre as plantas cultivadas de maior
interesse agrondémico (LEITE et al., 1997). A X. fastidiosa pode causar doencas
como o Mal de Pierce em videiras (Vitis vinifera 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 doenga causada por X.
fastidiosa que apresenta maior importancia nacional, devido principalmente ao
enorme prejuizo que causa ao agronegécio (BOVE & AYRES, 2007).

Ao se instalar na planta, a bactéria coloniza os vasos do xilema e, embora
nao apresente flagelos, a X. fastidiosa apresenta uma colonizacao 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 xilematicos, torna-se necessaria a degradacdo dos compostos da
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parede celular vegetal (celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteina), o que é
realizado a partir das exoenzimas produzidas pela bactéria. A degradacao de
membranas de pontuacdo (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 nao terem sido detectados genes associados ao sistema de
secrecao do tipo Ill e os genes de aviruléncia (Avr) comumente encontrados nas
bactérias fitopatogénicas, no genoma de X. fastidiosa foram identificados fatores de
viruléncia importantes encontrados em bactérias gram-negativas patogénicas. Estes
fatores relacionam-se com a ativacdo, principalmente, de genes pertencentes a
familia de toxinas RTX. Estas toxinas sdo capazes de lesar ou matar as células
vegetais, favorecendo ao patégeno a colonizagdo da planta hospedeira (SIMPSON
et al., 2000). Ainda, vérias proteinas sdo secretadas, tais como: adesinas fimbriais e
afimbriais (CASERTA et al, 2010), exopolissacarideos (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 sdo naturalmente submetidas a inumeras condi¢des adversas
no ambiente em que vivem e, dentre elas, o ataque por pragas e patégenos. 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 infecgdo ndo € 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 ha milhées de anos por co-evolugao com os
patégenos, o que culminou no desenvolvimento de uma enorme complexidade de
defesa em nivel molecular (ASAI & SHIRASU, 2015).

As plantas apresentam inUmeras barreiras constitutivas pré-formadas nos
tecidos, 0 que inclui a presenca de ceras, tricomas, espinhos, cuticula, casca,
compostos fendlicos 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 sinalizacéo 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
resisténcia conhecida como nao-hospedeira (non-host resistance). Este tipo de
defesa é muito eficaz e confere protegcdo duradoura e ndo especifica contra um
grande numero de patégenos em potencial (UMA et al., 2011).

O mecanismo de defesa denominado imunidade inata representa a
primeira linha de defesa induzida durante a invasao de patdgenos e € capaz de
conferir resisténcia 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 numero de anticorpos especificos, as plantas dependem exclusivamente
da imunidade inata. A partir do sistema de imunidade inata, as plantas sao capazes
de combater a grande maioria dos microrganismos indesejados, mesmo sendo
organismos sésseis. Parte do sucesso se deve, principalmente, a rapida deteccéao
dos invasores em potencial, além de um largo espectro de especificidades de
reconhecimento por parte das proteinas receptoras presentes nas células das
plantas hospedeiras (ZIPFEL, 2008; SPOEL & DONG, 2012).

As plantas inicialmente percebem a presenca de microrganismos
invasores a partir de receptores de reconhecimento de padrées (PRRs, de Pattern
Recognition Receptors). Esses receptores sao proteinas transmembranas que ficam
ancoradas na superficie da membrana das células e sdo capazes de reconhecer
perfis moleculares associados ao patégeno (PAMPS, de pathogen-associated
molecular patterns). Os PAMPS foram inicialmente conceituados como moléculas
altamente conservadas de uma classe de micrébios e que apresentam fungéo
essencial na sobrevivéncia ou no fitness (MEDZHITOV & JANEWAY, 1997;
NURNBERGER & BRUNNER, 2002). Como essas moléculas também sao
encontradas e reconhecidas em células de microrganismos nao-patogénicos, 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 deteccdao dos PAMPS/MAMPS, os PRRs desencadeiam na planta
a primeira linha de resposta do sistema imune, a resisténcia basal denominada PTI
(de PAMP-Triggered Immunity) (JONES & DANGL, 2006; ZIPFEL, 2009). Em
situagdo de ataque por patégenos e outros agressores, as plantas produzem
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moléculas que podem também ser reconhecidas como padrées moleculares
associados a sinais de alerta ou perigo (DAMPs, de danger-associated molecular
pattern ou damage-associated molecular pattern) e, de forma similar, sdo também
capazes de desencadear as respopstas PTlI (YAMAGUCHI & HUFFAKER, 2011;
KLAUSER et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1 — Primeira linha de defesa induzida no sistema de imunidade inata das plantas.
Moléculas associadas a bactérias, fungos, oomicetos e virus (PAMPs/MAMPs), ou moléculas das
pelas préprias células vegetais produzidas em situagdo de perigo (DAMPSs), sdo reconhecidos por
receptores de reconhecimento de padroes (PRRs) localizados na superficie 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 resisténcia basal celular. Fonte: Adaptado de

Mazzotta & Kemmerling, 2011.

Além disso, considerando que as moléculas reconhecidas por PRRs
podem também estar associadas a herbivoros (HAMPs, de herbivore-associated

molecular pattern) ou mesmo a virus (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 padrdo: 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 importancia e representa a base do sistema de
imunidade inata que, além disso, também é necessario inclusive para a ativacao do
sistema de imunidade adaptativa dos animais (JANEWAY JR & MEDHZITOV, 2002).
As respostas PTl normalmente observadas incluem um répido influxo ibnico através
da membrana (principalmente de ions calcio), a ativacdo de uma cascata de
sinalizacao por MAP quinases e a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Estes eventos moleculares modulam a expressdo de genes de defesa e vias
metabdlicas hormonais (principalmente acido salicilico e etileno) envolvidos, por
exemplo, com a fortificacdo de paredes celulares e sintese de compostos
antimicrobianos para conter o avanco microbiano nos tecidos (BOLLER & FELIX,
2009; ZIPFEL & ROBATZEK, 2010).

O sucesso da infeccdo pelo patdgeno vai depender, neste momento, da
habilidade deste em suprimir as respostas PTI da planta, o que pode ser alcancado,
na maioria das vezes, a partir da secre¢cdo de moléculas conhecidas como efetoras
ou indutoras (JONES & DANGL, 2006). Embora parte dessas proteinas efetoras
apresente acao apoplastica, algumas bactérias adaptadas sdo também capazes de
“‘injetar” moléculas efetoras diretamente no citoplasma das células de hospedeiros. A
introducao dessas moléculas efetoras no interior das células se da principalmente a
partir do “maquinario” presente no sistema de secrecao do Tipo Il (TANG et al.,
2006; BUTTNER & HE, 2009). As inumeras moléculas efetoras produzidas pelos
patdbgenos sdo capazes de atuar em diferentes componentes do sistema de
reconhecimento e sinalizacao nas células dos hospedeiros. A acao desses efetores
leva a supressao parcial ou total das respostas de defesa PTl e desencadeiam a
susceptibilidade no hospedeiro (ETS, de Effector-triggered susceptibility). A dindmica
co-evolucao da interacdo planta-patégenos, por sua vez, fez surgir nas células de
plantas hospedeiras adaptadas a proteinas-R de resisténcia capazes de reconhecer
(pela presenca ou atividade) os efetores produzidos pelos patégenos. Em plantas, a
maioria destas proteinas R s&o receptores intracelulares citoplasmaticos
pertencentes a familia 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 estd associado a especificidade da
molécula efetora sintetizada por determinada linhagem do patégeno (gene to gene).
Nas respostas ETIl, hd normalmente o desencadeamento de respostas de
hipersensibilidade (HR) e de resisténcia sistémica adquirida (SAR) por parte do
hospedeiro podendo levar a morte celular programada para conter o avango
microbiano nos tecidos (JONES & DANGL, 2006; THOMMA et al., 2011).

Com a deteccao dos patdgenos, as plantas podem ativar diversos
mecanismos de defesa para matar, expulsar ou conter 0 avango dos microrganismos
nos tecidos. O fechamento estomatico € uma resposta comum e permite limitar a
entrada dos patdgenos nas células. As plantas também produzem compostos
antimicrobianos, como fitoalexinas, e restringem a transferéncia de nutrientes do
citossol para o apoplasto para limitar a multiplicacdo bacteriana. Outras respostas
comuns incluem o depdsito de calose para reforgcar as paredes celulares, a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) para sinalizacdo ou pelos efeitos tdxicos
contra 0s 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 sdo de grande importancia no
estabelecimento de tolerdncia e/ou resisténcia das plantas e o desencadeamento
destas respostas depende primariamente do reconhecimento dos patégenos
invasores por receptores de membrana (PRRs) ou citoplasmaticos (proteinas R).

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

Em nivel celular, as informagdes sédo recebidas e processadas atraves de
diferentes classes de receptores ancorados na superficie das membranas. As
plantas, por serem organismos sésseis, tiveram que desenvolver um grande nimero
de receptores durante a evolugdo para se adaptarem as diferentes condi¢cées do
meio. Os receptores sdo fundamentais ndo so6 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 comunicacao entre as células,
que Sao processos essenciais na regulacao 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 familia
grande de proteinas transmembranas que apresenta papel importante em inUmeros
processos bioldgicos. As RLKs tipicamente apresentam, além de um dominio
transmembrana para se ancorarem na superficie das células, um dominio
extracelular amino-terminal (N-terminal) variavel e um dominio intracelular tipico de
quinase na regido C-terminal. A presenca de dominios varidveis na regiao
extracelular N-terminal contribui para que estas proteinas atuem como sinalizadores
em um grande numero de vias metabdlicas. As RLKs estdo envolvidas com a
regulacao de processos distintos, como o controle de crescimento, desenvolvimento,
diferenciacao, morfogénese, morte celular e respostas de defesa contra patégenos.
Pelo menos 21 classes de dominios diferentes foram identificadas na regido
extracelular N-terminal das RLKs e, além de definir a especificidade com os ligantes,
estes dominios sdo também utilizados para classificar as subfamilias de RLKs
(GREEF et al, 2012). A subfamilia de RLKs que apresenta na regido extracelular
dominio com repetigdes 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 varios processos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento, as LRR-RLK também estédo
envolvidas com a regulacdo de respostas de defesa contra diversos tipos de
estresses, incluindo o ataque de pragas e patégenos. O receptor Xa21 constitui um
exemplo bem estudado de LRR-RLK capaz de atuar como PRR. Em plantas
selvagens de arroz, Xa21 esta envolvido com o reconhecimento de proteina
sulfatadas tipo-1 (Ax21) e é capaz de conferir resisténcia 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 proteinas 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 a familia Brassicaceae é capaz de reconhecer sequéncias conservadas

(epitopo elf18) na proteina EF-Tu de diversos géneros de bactérias patogénicas,
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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 familia Brassiacaceae. Entretanto,
foi demonstrado que sua transferéncia para outras espécies de plantas permite
conferir resisténcia a bactérias que normalmente sao patogénicas nestes
hospedeiros (LACOMBE et al., 2010). Assim, o sistema de percepcao mediado por
EFR pode ser transferido para plantas cultivadas suscetiveis 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 resisténcia a estas pode ser “incorporada” pela
ativacao mais eficiente e mais rapida principalmente da resposta de imunidade do
tipo PTI.

Analises filogenéticas dos membros de LRR-RLK podem também ajudar a
responder questbes importantes acerca da evolucdo destes receptores entre as
plantas de citros. A disponibilidade de bancos com genoma completamente
sequenciado de espécies de citros resistente (C. clementina) e susceptivel (C.
sinensis) a infecgdo por X. fastidiosa permite o desenvolvimento de interessantes
trabalhos de analises comparativas, por exemplo utilizando filogenia molecular para
compreender melhor a organizacao e evolucao das LRR-RLKs entre essas espécies
que sao 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 analise filogenética evolutiva
das LRR-RLKs ainda néo foi realizada para espécies de Citrus, apesar da recente
disponibilidade de genomas completos sequenciados e principalmente considerando
o grande numero de fitopatégenos que prejudica o cultivo de citros nos principais

paises produtores.

1.6. Plantas-Modelo em Estudos de Genomica Funcional

A utilizacao de plantas-modelo tornou-se muito frequente entre os estudos
de genbmica funcional, permitindo de forma rapida a obtencdo de um grande
namero de informagdes genéticas e moleculares e que sao 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 monocotiledbneas, Arabidopsis
thaliana representa o principal exemplo entre as espécies dicotiledéneas (ISAWA &
SHIMAMOTO, 1996; MEINKE et al., 1998).

A. thaliana constitui uma espécie de eudicotiledénea pertencente a familia
Brassicaceae (antiga Cruciferae), a mesma das mostardas, e apesar da pequena
importancia agricola, possui elevada importancia como planta-modelo em estudos
funcionais por apresentar caracteristicas de interesse, como genoma pequeno e
totalmente sequenciado, ciclo de vida curto, pequeno porte, protocolo simples de
transformacao, grande producdo de sementes e ainda um grande numero de
mutantes disponiveis (http://signal.salk.edu/ (KOORNNEEF & MEINKE, 2010).

Além de A. thaliana, o tabaco (Nicotiana tabacum) representa uma
dicotiledénea bastante utilizada como planta-modelo pois também apresenta
inUmeras caracteristicas que facilitam por exemplo estudos funcionais, como curto
ciclo de vida, producao de grandes quantidades de sementes, além da facilidade no
cultivo e transformacao genética (GANAPATHI et al., 2004; BRASILEIRO, 1998).

Considerando as dificuldades para obtencao de plantas transgénicas em
diversas espécies de plantas mais complexas, como as espécies de citros que
apresentam baixa eficiéncia de transformacédo, longo ciclo de vida e periodo 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 importancia social e econémica, apresenta elevadas perdas
devido ao grande numero de patégenos que causam doencas de grande impacto
econdémico, como por exemplo, a CVC causada pela Xylella fastidiosa. A obtencéo
de plantas que apresentem resisténcia duradoura e de amplo espectro contra
doencas causadas por microrganismos representa um importante foco nas
pesquisas cientificas. 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 caracteristicas nao desejaveis, a engenharia
genética surge como uma interessante alternativa que permite a transferéncia de
caracteristicas individuais de modo mais preciso e, além disso, possibilitam ainda a
capacidade de introduzir caracteristicas de interesse inclusive de outras espécies, o
que é impossivel em programas de melhoramento classico.

Nos ultimos anos, os estudos com genoma e genética funcional de
plantas e interacbes com patdgenos aumentaram consideravelmente a
compreensao acerca das bases moleculares associadas com o processo de
infeccdo e imunidade das plantas, fornecendo a oportunidade de selecionar novos
alvos a serem utilizados em resisténcia duradoura e de amplo espectro. Os
receptores de reconhecimento de patdgenos (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 resisténcia contra amplo espectro de patégenos.

Alguns PRRs aparentemente evoluiram apenas em classes especificas
de plantas, como € o caso do EFR que parece ser especifico de individuos
pertencentes a classe Brassicaceae. Sua transferéncia, a partir de ferramentas de
engenharia genética, para espécies de plantas de outras familias de plantas pode
significar uma estratégia promissora visando resisténcia a um maior nimero de
patégenos. Embora a importancia dos PRRs na imunidade das plantas ja 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 auséncia ou ineficiéncia de receptores de membrana especificos para o
reconhecimento de PAMPs. Assim, os estudos que possibilitem uma maior eficacia
no reconhecimento de X. fastidiosa por meio da superexpressdo de PRRs séo de
interesse neste trabalho.

A bactéria X. fastidiosa apresenta em seu genoma duas cépias do gene
que codifica EF-Tu, e recentemente foi verificado que, além de ser secretada, a
proteina EF-Tu codificada pela cépia XF2628 é altamente expressa em condicoes
de biofilme maduro (SILVA et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2016). Sabendo-se
que a condi¢ao 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 resisténcia mediada por PTI, visto que in vitro o epitopo elf18 desta bactéria foi
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capaz de desencadear atividade elicitora em A. thaliana quando em altas
concentracdoes (KUNZE et al., 2004).

Como mencionado acima, apesar do elevado interesse comercial, da
disponibilidade de genomas completos sequenciados e da importancia destacada
dos receptores LRR-RLK na defesa contra patégenos, nenhuma analise evolutiva
envolvendo os membros dessa familia de genes foi feita para as espécies de Citrus.
A compreensao da evolucao dessa familia génica nos genomas de C. clementina e
C. sinensis, espécies similares quanto a ancestralidade e composicao do genoma,
mas distintas por exemplo quanto a suscetibilidade a doencas como CVC, pode
revelar informacgdes importantes acerca das respostas de defesa e da evolucéo das
LRR-RLKs em Citrus.

Dessa forma, essa Tese de doutorado foi desenvolvida com intuito
principal de preencher essa lacuna no conhecimento cientifico, ou seja, aumentando
a compreensao da evolucao e organizacao 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 analises in sillico para identificacao e
classificacao filogenética dos membros da familia LRR-RLK em C. clementina e C.
sinensis. O Capitulo 2, por sua vez, apresenta os estudos funcionais envolvendo o
receptor EFR no possivel 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 - ANALISE FILOGENETICA 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 reconstrucao de arvores filogenéticas.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Recuperar as sequéncias de LRR-RLK presentes nos bancos de
proteinas preditas de C. clementina e C. sinensis.

- Identificar os dominios entre as sequéncias de LRR-RLK de C.
clementina e C. sinensis.

- Alinhar as sequéncias de LRR-RLK de C. clementina e C. sinensis a
partir do dominio quinase.

- Gerar arvores filogenéticas com sequéncias de aminoacidos 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 distribuicdo de LRR-XIl nos cromossomos de C. clementina
e C. sinensis.

- Gerar arvore filogenética com sequéncias de proteinas LRR-XIl de A.
thaliana, C. clementina e C. sinensis.

- Identificar clusters e blocos de duplicacdo entre as LRR-XIlI nos
genomas de C. clementina e C. sinensis.

- Identificar pares de ortélogos e analisar relagdes de sintenia entre as
LRR-XII de C. clementina e C. sinensis.
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Abstract

Background: Leucine-rich repeat receptor-like kinases (LRR-RLKs) represent the largest subfamily of plant RLKs. The
functions of most LRR-RLKs have remained undiscovered, and a few that have been experimentally characterized have
been shown to have important roles in growth and development as well as in defense responses. Although RLK
subfamilies have been previously studied in many plants, no comprehensive study has been performed on this gene
family in Citrus species, which have high economic importance and are frequent targets for emerging pathogens. In
this study, we performed in silico analysis to identify and classify LRR-RLK homologues in the predicted proteomes of
Citrus clementina (clementine) and Citrus sinensis (sweet orange). In addition, we used large-scale phylogenetic
approaches to elucidate the evolutionary relationships of the LRR-RLKs and further narrowed the analysis to the LRR-XII
group, which contains several previously described cell surface immune receptors.

Results: We built integrative protein signature databases for Citrus clementina and Citrus sinensis using all predicted
protein sequences obtained from whole genomes. A total of 300 and 297 proteins were identified as LRR-RLKs in C.
clementina and C. sinensis, respectively. Maximum-likelihood phylogenetic trees were estimated using Arabidopsis
LRR-RLK as a template and they allowed us to classify Citrus LRR-RLKs into 16 groups. The LRR-XII group showed a
remarkable expansion, containing approximately 150 paralogs encoded in each Citrus genome. Phylogenetic analysis
also demonstrated the existence of two distinct LRR-XII clades, each one constituted mainly by RD and non-RD kinases.
We identified 68 orthologous pairs from the C. clementina and C. sinensis LRR-XII genes. In addition, among the
paralogs, we identified a subset of 78 and 62 clustered genes probably derived from tandem duplication events in the

genomes of C. clementina and C. sinensis, respectively.

Conclusions: This work provided the first comprehensive evolutionary analysis of the LRR-RLKs in Citrus. A large
expansion of LRR-XII in Citrus genomes suggests that it might play a key role in adaptive responses in host-pathogen
co-evolution, related to the perennial life cycle and domestication of the citrus crop species.

Keywords: Citrus sinensis, Citrus clementina, Leucine-rich repeat receptor-like kinase, Phylogeny

Background

Signaling through cell surface receptors is essential for
cells to communicate and interact with the environment.
Plant cells are able to perceive and transduce a wide
range of signals mainly through receptor-like kinases
(RLKs), which mediate cell-to-cell communication by
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"Instituto Agronémico, Centro de Citricultura Sylvio Moreira, Cordeiropolis,
Sao Paulo, Brazil

Full list of author information is available at the end of the article
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binding to extracellular ligands or forming heteromeric
complexes to mediate intracellular signaling [1]. These
modular kinase receptors belong to a large monophyletic
gene family with more than 400 members identified in
Arabidopsis [2]. RLKs are typically transmembrane (TM)
proteins with a variable amino-terminal extracellular do-
main (ECD) and a conserved cytoplasmic serine/threo-
nine kinase domain (KD) in the carboxyl-terminal
region [3]. The ECD regions play important roles in the
recognition of internal signals or environmental stimuli

© 2016 The Author(s). Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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and, according to their features, can be used to classify
RLKSs [4]. More than 21 structural classes were classified
in Arabidopsis RLKs based on their ECDs, with the lar-
gest one containing leucine-rich repeats (LRRs) [2].
Phylogenetic-based analysis of the Arabidopsis RLKs
using the KDs and structural comparison of their ECDs
allowed the identification of more than 40 subfamilies
[2].

In plants, LRR-RLK proteins constitute a diverse group
of transmembrane receptors involved in many biological
functions usually associated with growth and develop-
ment [5-9] and responses to biotic and abiotic stresses
[10-13]. More than 200 LRR-RLK genes have been iden-
tified in the fully sequenced Arabidopsis genome [14—
16]. Concerning plant-microbe interactions, certain
LRR-RLKs play essential roles in defense responses to
pathogen attacks by recognizing conserved pathogen- or
microbe-associated  molecular  patterns  (PAMPs/
MAMPs) such as flagellin and elongation factor thermo
unstable (EF-Tu) [17, 18]. LRR-containing proteins are
suitable for pathogen recognition because their struc-
tural plasticity allows them to bind to many distinct li-
gands, such as proteins, peptides or lipids [19]. Receptor
proteins that are able to recognize PAMPs/MAMPs are
designated pattern-recognition receptors (PRRs) [17]
and represent an essential step for the host to perceive
and defend itself against pathogens by triggering innate
immune responses. Many PRRs belong to the LRR-RLK
subfamily [18, 20]. The Arabidopsis FLAGELLIN SENS-
ING 2 (FLS2) [21], EE-TU RECEPTOR (EFR) [22] and
rice XA21 [23] are among the best-studied plant PRRs
and can activate immunity responses by perceiving spe-
cific bacterial proteins (or derived peptidic epitopes).
These well-characterized PRRs belong to the XII group
of LRR-RLKs (LRR-XII), suggesting an important role in
mediating immunity responses during plant-microbe
interactions.

Citrus comprise some of the most economically im-
portant crops in the world, and the species of this group
produce fruits with great commercial value, such as or-
anges, mandarins, lemons, grapefruits and pummelos.
While Citrus clementina represents one of the major
species of mandarins, consumed as fresh fruit [24], sweet
orange (C. sinensis) has the largest commercial import-
ance, mainly due to the orange juice market [25]. The
genomes of these species were recently sequenced and
even though the identity and contribution of ancestors
in the composition of the domesticated citrus genome
was unclear, it is suggested that these crops are hy-
brids derived mainly from C. maxima and C. reticu-
lata [26, 27]. Citrus species are mostly diploid and
display a basic chromosome number of x = 9. Sub-
stantial segmental synteny is observed with other
eudicots and an orthology relation of one to one

46

Page 2 of 13

across oranges and plants such as grape, strawberry
and cacao suggests the inexistence of recent whole
genome duplication (WGD), with the exception of a
triplication genome shared by all eudicots [26]. Citrus
is part of the Sapindales order, a sister order of Bras-
sicales into the Malvidae family, which allows the per-
formance of studies involving genomic comparisons
with Arabidopsis thaliana [26).

The main problem that affects the citrus culture
worldwide is the huge amount of phytopathogens [24],
which cause significant damage to the citrus agribusi-
ness. Apomictic reproduction, high juvenility and a long
cultivation period are characteristics that contribute to a
narrow genetic diversity in citrus crops, which increases
the probability of the appearance of diseases and makes
it difficult for breeding programs to obtain materials
with increased resistance to pathogens [27]. Although
there is narrow genetic diversity, there are different
levels of resistance among Citrus species for different
diseases, such as the Citrus canker [27-29], Alternaria
brown spot [30], Huanglongbing [31] and Citrus varie-
gated chlorosis (CVC) [32, 33]. Xylella fastidiosa, for in-
stance, causes CVC in all commercial sweet orange
varieties, but not in C. clementina, despite both species
being derived from the same ancestors [34]. The com-
parison of defense gene families among plants with dif-
ferent levels of resistance is a strategy for better
understanding the host defense in plant-pathogen inter-
actions. Considering the recent sequencing of the
complete genomes of C. clementina and C. sinensis and
the involvement of LRR-RLKs in defense responses, we
performed in silico analyses to elucidate and compare
the structural organization of LRR-RLK members from
the Citrus databases. The LRR-RLK subfamily has been
characterized in plants such as Arabidopsis, rice, Popu-
lus, tomato, and others [35-39], but no comprehensive
study was performed for Citrus species.

Results and discussion

Identification of Citrus LRR-RLKs

To identify the LRR-RLK subfamily members encoded
by C. sinensis and C. clementina genomes, we used a
combined computational approach. The predicted pro-
teomes of each Citrus species and A. thaliana were used
as inputs (Table 1) to build signature databases with the
InterProScan tool. The resulting data were then
uploaded into relational databases.

A search for protein sequences with both kinase and
transmembrane signatures was initially performed for
the identification of surface RLK family homologs. The
catalytic KD was detected in 1,169, 1,208, and 1,034
non-redundant protein sequences from C. clementina,
C. sinensis and A. thaliana, respectively. Plant protein
kinases are one of the largest existing gene families and
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Table 1 Genome data of C. clementina, C. sinensis, and A. thaliana
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Plant species

Citrus clementina

Citrus sinensis Arabidopsis thaliana

clementina 1.0 (version 1.0)
3014 Mb

Database version

Estimated genome size
Protein-coding loci 24,533 sequences
Alternative transcripts 9,396 sequences
Total transcripts 33,929 sequences

Available on

https://phytozome jgi.doe.gov/pz/portal.html

TAIR 10 release
129 Mb

CsiDB 2013 (version 2.0)
367 Mb

29,445 sequences 27,416 sequences
14,982 sequences 4,693 sequences
44,427 sequences 32,109 sequences

http/citrus.hzau.edu.cn/orange/ http://arabidopsis.org/

represent approximately 4 % of all coding genes in A.
thaliana [40]; a similar number was found for C. clem-
entina (4.9 %) and C. sinensis (4.0 %). These percentages
of genes encoding kinase proteins are close to what was
found in poplar and rice [41]. Among these protein se-
quences, 617, 626 and 466 members of C. clementina, C.
sinensis and A. thaliana, respectively, contained the KD
and TM helices (Table 2). In the present study, we did
not work with alternative splicing variants, and we con-
sidered only the membrane surface RLKs in our analysis,
which did not include the receptor-like cytoplasmic ki-
nases (RLCKs) because they do not have TM domains
[38, 42]. For A. thaliana, approximately 620 RLK mem-
bers have been reported to be present in the genome, in-
cluding almost 150 RLCKs [4]. Thus, the number of cell
surface RLKs identified for Arabidopsis in this work
(466) is consistent with previous reports [16]. Cell sur-
face RLKs displaying LRR-type ECDs were considered
putative LRR-RLK subfamily members. LRR-RLKs be-
long to a large subfamily for which we identified 300,
297 and 236 protein sequences in the C. clementina, C.
sinensis and A. thaliana genomes, respectively, which
represents approximately 50 % of the total surface RLKs
in each genome. We also removed the A. thaliana se-
quences that were the products of alternative splicing, as
previously performed for C. clementina and C. sinensis.
The result was compared to an A. thaliana LRR-RLK
dataset [14, 15] to improve accuracy. Thus, from the 236
A. thaliana protein sequences, we considered a final
dataset containing 209 LRR-RLK sequences for further
analysis (Table 2; Additional file 1). The KDs from LRR-

Table 2 Protein classification according to the presence of
diagnostic domains in C. clementina, C. sinensis, and A. thaliana
proteomes

Predicted proteins Plant species

C clementina  C. sinensis A thaliana
Kinases 1,208 1,169 1,034
TM kinases 617 629 466
TM kinases with LRR (KD)® 300 (302) 297 (304) 209 (209)

“The numbers in parenthesis represent the total number of kinase domains
identified in the TM kinases with LRR

RLKs of C. clementina, C. sinensis and A. thaliana were
identified by searching for diagnostic domains according
to the functional annotation in the Pfam database (Pki-
nase_Tyr PF07714 and Pkinase PF00069). As reported
by Shiu et al. [38], some proteins exhibited more than
one catalytic KD. In these cases, we further analyzed the
catalytic domains to determine whether the truncated
regions should be manually merged or kept as different
KDs. After another round of filtering, such as removing
gap-rich regions and excluding redundant sequences,
the final dataset used for the evolutionary analyses
contained a total of 302 and 304 KDs from C. clem-
entina and C. sinensis, respectively, in addition to the
209 KDs from the A. thaliana LRR-RLKs (Table 2;
Additional file 2).

Evolutionary analyses and structural organization of LRR-
RLKs

An identification and classification of LRR-RLK from
C. clementina and C. sinensis was previously done
using genome assemblies obtained from the outdated
Phytozome v.7 [41]. In this work we used currently
accepted genome assemblies to identify,classify and
perform a comprehensive genomic study for the
LRR-RLK subfamily groups in the C. clementina and
C. sinensis. The KD sequences from each Citrus
dataset were independently aligned with the KDs
from all A. thaliana LRR-RLK subfamily members.
Maximum-likelihood (ML) phylogenetic trees allowed
us to estimate the evolutionary relationships among
the sequences (Fig. 1). The Citrus sequences that
clustered together with known members of A. thali-
ana LRR-RLK were defined as part of the
correspondent group. The majority of clades in each
phylogeny was well-supported with confidence statis-
tical values above 0.70 (Additional files 3 and 4),
demonstrating the reliability of the generated data
(Fig. 1). The robustness of our analysis was con-
firmed by generating another phylogenetic tree using
the LRR-RLKs from both Citrus species together in
the same tree (Additional file 5). Of 606 KDs, 601
(>99 %) were grouped in well-supported clades, as
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Fig. 1 Phylogenetic trees of LRR-RLK from Citrus clementina (a) and Citrus sinensis (b). The phylogenetic trees were established with amino acid sequences
from kinase domains with the Maximum-likelihood method. The numbers refer to each LRR-RLK subfamily (I-XV1)

observed in the individual analysis of the C. clemen-
tina and C. sinensis datasets (Fig. 1), reinforcing the
hypothesis that these sequences were evolutionarily
related.

The topology of ML phylogenetic trees allowed us
to distinguish, in the C. clementina and C. sinensis
genomes, the same 16 groups of LRR-RLKs (I to
XVI) previously described for A. thaliana [14] that
were used for Citrus classification (Table 3; Add-
itional file 6). Additionally, group XII, which was the
focus of our work, presents the characteristic div-
ision in two sub-groups (Fig. 1; Additional file 5) as
also reported for other plant species [15, 37].

In general, the number of LRR-RLK receptors for
most of the subfamily groups among the Citrus spe-
cies was similar to A. thaliana, except for two of
them, ie., LRR-I and LRR-XII. Regarding LRR-I, 38
members were reported for A. thaliana, while in
Citrus, we identified only 9 and 11 members for C.
clementina and C. sinensis, respectively. Despite hav-
ing a smaller genome [43], A. thaliana had about
four times more RLKs in this group compared to the
Citrus species. Although A. thaliana LRR-1 includes
receptor proteins associated with defense responses,
such as IMPAIRED OOMYCETE SUSCEPTIBILITY
1 (IOS1) [44] and FLG22-INDUCED RECEPTOR-
LIKE KINASE 1 (FRK1) [45], the majority of mem-
bers in this group has unknown functions. According
to Fischer et al. [39], the last common ancestor of
angiosperms (LCAA) probably had only 7 LRR-I in
the genome and the expansion rate was related to
ancestral expansion rather than species-specific
events, suggesting that the high copy number found
in A. thaliana was due to Brassicaceae expansion
and subsequent retention in this species. For Citrus,

in contrast, the number of LRR-I remained the same
as suggested by LCAA, perhaps because no recent
WGD was detected in Citrus plants [26].

In relation to LRR-XII, C. clementina and C. sinensis
showed 148 and 140 members, respectively, while in A.

Table 3 Total number of receptors distributed in the different
groups of LRR-RLKs

Groups Plant species

C. clementina C. sinensis A. thaliana
LRR | 9 1 38
LRR Il 10 10 13
LRR Il 32 33 41
LRR IV 4 5 4
LRR V 4 5 9
LRR VI-1 6 5 6
LRR VI-2 4 4 4
LRR VI 6 5 8
LRR VIII-1 3 3 7
LRR VIII-2 12 14 12
LRR IX 6
LRR Xa 4 4
LRR Xb 10 8 9
LRR XI 30 33 29
LRR XII 148 140 9
LRR XIll-a 2 2 3
LRR XIll-b 2 2 3
LRR XIV 3 3 3
LRR XV 4 4 2
LRR XVI 1 1 1
Total 300 297 209
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thaliana there were only 10 corresponding members.
However, one of them (At2g24130) was not included in
our analysis because it did not show a predicted trans-
membrane helix domain in TMHMM v 2.0. If again
we compare this with the number of receptors in
LCAA LRR-XII (13 genes) [39], it is possible to verify
a slight reduction of this group in Arabidopsis, while
for Citrus species, the LRR-XII had a stronger numer-
ical expansion. Interestingly, as observed for C. clem-
entina and C. sinensis, the LRR-XII group of different
plant species also underwent an expansion [38, 39].
The dynamic rates of duplication, retention and loss
of genes occurred independently in each subgroup of
LRR-RLKs, which resulted in a distinct composition
between species, for example, related to LRR-I and
XII (Table 4). A. thaliana LRR-XII contains two of
the most studied PRRs, i.e., FLS2 and EFR, which are
involved in the perception of the bacterial PAMPs fla-
gellin and EF-Tu, respectively [21, 22]. In addition to
EFR and FLS2, the LRR-RLK XII XA21 from Oryza
longistaminata is another important well-studied PRR
[23], which recognizes the bacterial sulfated protein
RaxX [46].

The expansion or reduction in the size of gene fam-
ilies is a result of evolutionary events usually related
to duplications, de novo creation of genes and dele-
tions [47]. Selective pressure to perceive changing en-
vironment signals can drive the expansion of specific
RLK subfamily groups that may have important func-
tional effects related to adaptation, for example, to
fast-evolving pathogens [14, 41]. It was reported that
LRR-XII is a group that keeps expanding and their
members are involved in biotic stress responses [39].
In general, we observed that in Citrus and other crop
species, the number of LRR-XII is increased in rela-
tion to LCAA (Table 4), suggesting that domestication
may be contributing to the expansion of this group.

Table 4 Total number of LRR-RLKs, LRR-XIl and LRR-I found in
different plant species

Plant species LRR-RLK LRR-XII LRR-I Reference
LCAA 150 13 7 [39]
Glycine max 467 73 23 [69]
Populus trichocarpa 379 42 33 [36]
Brassica rapa 303 25 36 [70]
Solanum lycopersicum 256 54 8 [37]
Oryzae sativa 384 127 42 [38]
Theobroma cacao 253 63 12 [71]
Arabidopsis thaliana 209 9 38 This work
Citrus clementina 300 148 9 This work
Citrus sinensis 297 140 1 This work
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Evolutionary aspects of C. clementina and C. sinensis LRR-

Xl

Analysis of LRR-XII orthologs

Based on the large expansion of Citrus LRR-XII and its
important role in response to biotic stresses, we further
focused on homology studies involving this receptor
group. Initially, we searched for orthologs through inte-
grated analyses of phylogeny, sequence similarity and
chromosomal distribution in the C. clementina and C.
sinensis LRR-XII subfamily.

Understanding evolutionary aspects, such as paralogy
and orthology relationships between genes, is important
to deduce the evolution of species [48]. The clades of
the phylogenetic tree formed by C. clementina and C.
sinensis LRR-XII sequences in association with the Bidir-
ectional Best Hits (BBH) method were used to detect
the LRR-XII orthologs. A total of 68 paired sequences
were identified whose similarity was confirmed
through 13 well-supported clade grouping of the se-
quences from the reconstructed phylogenetic tree
(Fig. 2; Additional file 7).

The tree topology allowed us to distinguish two mono-
phyletic groups, one formed by two clades (light blue
and light gray), related to the LRR-XIIb members and
the other formed by the remaining eleven clades, which
represent the LRR-XIIa (Fig. 2), as can also be observed
in Fig. 1. LRR-XIIa harbors seven of the nine members
from the previously assigned A. thaliana LRR-XII group.
LRR-XIIb harbors the two remaining members of the
group, Atlg35710 and At4g08850, indicating a non-
monophyletic origin for the LRR-XII subfamily. This dis-
tinct grouping of LRR-XII members was also observed
in phylogenetic analysis using tomato [37] and A. thali-
ana [15].

The two Arabidopsis members mentioned above and
the correspondent Citrus members from the same clade
(light gray and light blue in Fig. 2), did not share enough
similarity with the other LRR-XII members. Previous
work showed that these two members fell in the LRR-XI
group [15] and they should comprise an independent
group of LRR-RLKs. Based on this approach, the result-
ing LRR-XII group from C. clementina and C. sinensis
would comprise 123 and 126 members, respectively.

LRR-XII kinase RD motif analysis

Non-arginine-aspartate (non-RD) kinases are kinases
that lack the highly conserved arginine (R) that precedes
the catalytic aspartate (D), which is typical of most ki-
nases [49]. This subclass of kinases is often found as part
of pattern recognition receptors [50, 51]. Considering
the high incidence of pathogens that cause diseases to
Citrus and their importance in the recognition of con-
served microbial patterns, it is important to identify
these classes of kinase proteins in the C. clementina and
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Fig. 2 Phylogenetic tree of LRR-XII from C. clementina, C. sinensis and A. thaliana. The phylogenetic tree was established with full sequences using
the Maximum-likelihood method. Different colors represent the 13 clades that were identified. Red sequences indicate the orthologous pairs of C.
clementina and C. sinensis. Rooting of the tree was conducted with an outgroup, which was formed by human kinase sequences, a mitogen-
activated protein kinase kinase kinase 1 (M3K1), dual specificity protein kinase (CLK1) and mitogen-activated protein kinase 10 (MK10)

Outgroup

C. sinensis LRR-XII groups. A total of 93 of 148 and 94
of 140 LRR-XII elements were classified as non-RD in C.
clementina and C. sinensis, respectively (Additional file
8), which represents approximately 70 % in both Citrus
LRR-XII groups. Usually, non-RD kinases carry the cyst-
eine (C) or a glycine (G) amino acid residue in the sub-
stitution of the highly conserved arginine (R) in the
HRD motif [50] and the same is observed for both Cit-
rus species, in which non-RD carrying C or G in place
of R accounts for over 95 % (Fig. 3). However, in a few
cases, tryptophan (Y) or serine (S) substitutes for R (less
than 2 %).

These changes can affect the charge of the molecules
and potentially modify the kinase regulatory and cata-
lytic mechanisms [50]. Only 7 members from C. clemen-
tina and 9 members from C. sinensis have a kinase with
an alternative catalytic function (ACF), which did not
show either RD or non-RD motifs. The non-RD kinases
identified in Citrus LRR-XII open new possibilities for
further studies involving the function of these receptors
in defense responses by recognition of microbial
signatures.

In addition to the identification of RD and non-RD ki-
nases in the Citrus LRR-XII group, we analyzed the

LRR-XII RD and non-RD kinase motifs in A. thaliana.
Only two sequences showed the RD motif, while all the
other seven were non-RD kinases, as already identified
by other authors [15, 50]. These two RD kinases corres-
pond to RLK members, which were grouped in a sepa-
rated clade of the phylogenetic trees (At4g08850.1 and
At1g35710.1) (Fig. 2). Additionally, all the non-RD ki-
nases were grouped in the clade that contained LRR-
Xlla (Fig. 2). Curiously, and in agreement with this clas-
sification, 98 % and 100 % of the RD members from C.
clementina and C. sinensis, respectively, were grouped
across LRR-XIIb. For the non-RD kinases, 97 % and 99
% from C. clementina and C. sinensis, respectively, were
grouped across LRR-XIIa. This separation of the Citrus
RD and non-RD kinases in two distinct clades, as ob-
served in A. thaliana, suggests a possible common
phylogenetic origin for each of the RD and non-RD ki-
nases in the LRR-XII group.

LRR-XII tandem duplication paralogs in C. clementina and
C. sinensis

We analyzed the paralogous sequences in the C. clemen-
tina and C. sinensis LRR-XII group because they can
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Fig. 3 Activation loop region from the C. clementina (a) and C. sinensis (b) kinase domain of the LRR-XII proteins. The represented region refers to
the conserved amino acid in the activation loop with the majority of the sequences showing absence of arginine (R) in the RD motif (box)

evolve new functions in relation to the ancestor proteins
[52] (Additional files 9 and 10).

We identified 78 and 62 LRR-XII tandem duplicated
sequences in the genomes of C. clementina and C. sinen-
sis, respectively. Because both species are hybrids de-
rived from a cross of C. reticulata and C. maxima, it is
difficult to make any assumptions about when, in the
evolutionary history of the group, these duplications ap-
peared, even though it is known that they have the same
parents [27]. An analysis of the chromosomal distribu-
tion of LRR-XII allowed us to detect tandem duplica-
tions of this gene family on the chromosomes from C.
clementina (Fig. 4a) and C. sinensis (Fig. 4b).

The Citrus LRR-XII receptors are distributed in all
chromosomes but are mainly concentrated on chromo-
some 3 for C. clementina and on chromosome Un (for
unassigned contigs) for C. sinensis. Chromosomes 4 and
Un from C. clementina and C. sinensis, respectively, dis-
played the majority of the tandem duplicated genes. Du-
plication events seem to be pronounced in domesticated
plant species [53]. Segmental duplication events must
have contributed to the acquisition of novel and distinct
functions in relation to the ancestor by neo-
functionalization or sub-functionalization [54]. Consid-
ering the large number of pathogens in citrus crops, the
observed large expansion of Citrus LRR-XII might be
regarded as a plant-specific adaptation to extracellular
signal perception, for example, to recognize different
PAMPs [16].

Identification and distribution of LRR-XII gene clusters
Gene duplication is an important strategy for adaptive
evolution in plants [55]. To identify clusters that

encompass LRR-XII tandem duplicated genes, we
grouped these genes in each Citrus genome into the
same cluster if they were arranged in a genomic frag-
ment with a maximum of 200 Kb. LRR-XII gene clusters
are present in all chromosomes, with the exception of
chromosomes 1 and 3 from C. clementina and C. sinen-
sis, respectively (Fig. 4; Additional file 11). A distribution
analysis revealed 117 of 148 LRR-XII genes of C. clemen-
tina (79 %) were found in 33 cluster regions, and for C.
sinensis, 94 of 140 LRR-XII genes (67.1 %) were distrib-
uted in 30 clusters. Tandem duplications seem to be an
important mechanism for expansion of the LRR-XII
group, which could be confirmed by the presence of the
LRR-XII gene in clusters. Approximately 70 % and 63 %
of these clusters are formed by tandem duplicated para-
logs in the C. clementina and C. sinensis genomes, re-
spectively. Wang et al. [56] also demonstrated high
clustering and the importance of duplication events in
the expansion of Citrus nucleotide binding site (NBS)
genes, which is a large class of intracellular immune re-
ceptor genes that also display LRR domains beyond the
nucleotide-binding site domain. Clustering in NBS gene
loci has been reported in many species, including Arabi-
dopsis and rice [55]. On the other hand for LRR-XII
genes, this expansion is not widespread in plants as the
NBS genes are mainly observed in rice [57] and citrus.
Of the 68 LRR-XII orthologous pairs identified for C.
clementina and C. sinensis, 46 and 38 genes from C.
clementina and C. sinensis, respectively, were located in
cluster regions (Additional file 7). We identified ortholo-
gous pairs in the same clusters, which suggested high
conservation and correspondence of these clusters be-
tween C. sinensis and C. clementina genomes. These
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Fig. 4 Chromosomal distribution of LRR-XII from Citrus. LRR-XIl genes were mapped in the chromosomes of Citrus clementina (@) and Citrus sinensis (b).
Highlighted areas correspond to probable duplication blocks. Cc and Cs represents gene clusters within 200 kb genomic regions in C. clementina and
C. sinensis, respectively. * Chromosomes 10 or UN are not real chromosomes. They were composed by sequences that were not assembled in the 9

data suggested blocks of elevated homology among C.
clementina and C. sinensis LRR-XII sequences and
chromosome regions.

Syntenic blocks in LRR-XII and Citrus genomes

The establishment of synteny relations between species
is an important tool to improve the understanding of
genome evolution and the conserved biological functions
among species [58]. To better understand the evolution
of C. clementina and C. sinensis LRR-XII, we searched
for syntenic blocks in the chromosomes. The similarity
identified among LRR-XII gene sequences from one spe-
cies in the genome of another species allowed us to
identify conserved blocks in the C. clementina and C.
sinensis chromosomes (Fig. 5). When analyzing the col-
linearity between both genomes, 25 syntenic blocks
(SBs) were found between LRR-XII from C. sinensis and
C. clementina (Fig. 5a). Of the 68 orthologous pairs pre-
viously identified by BBH and phylogeny, only 20 were
also verified within these pairwise syntenic genes (Add-
itional file 12). The different number of SBs identified
resulted from a more stringent algorithm in this analysis.
In addition, another analysis using the Citrus species in-
dependently found a total of 39 SBs in the chromosomes
of C. clementina when evaluated with the 140 C. sinensis
LRR-XII genes. A comparable number of 40 SBs was

verified in the C. sinensis genome matching the 148 C.
clementina LRR-XII genes. Some LRR-XII genes from
both Citrus genomes matched more than one locus in
the chromosomes and each locus was considered an in-
dependent SB. The number of LRR-XII genes that dis-
played similarity with the genome was of 26 of 148 LRR-
XII genes from C. clementina and 25 of 140 LRR-XII
genes for C. sinensis (Additional file 12). These numbers
might be higher because we used a stringent analysis to
increase the reliability of the results and avoid false posi-
tive SBs. In general, a reciprocal homology was observed
in the SBs between C. sinensis and C. clementina chro-
mosomes. We observed SBs distributed throughout al-
most all the chromosomes of the Citrus genomes
(Fig. 5b-c). The highest number of SBs was found in
chromosome 6 in both species, with 17 SBs for C. clem-
entina and 16 for C. sinensis. The C. sinensis chromo-
some 2 matched the highest number of C. clementina
LRR-XII, presenting homology with 6 sequences. For C.
clementina, in addition to chromosome 2, chromosome
6 also exhibited the highest number of matches with C.
sinensis LRR-XII, each of them displaying linkage with 6
genes in the corresponding chromosomes (Fig. 5b-c).
Curiously, genes belonging to the same chromosome in
one species matched SBs in different chromosomes from
the other species, as in chromosome 2 from C.
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Fig. 5 Synteny analysis. Genome collinearity between C. clementina and C. sinensis LRR-XII (@). Independent homology of LRR-XII genes and SBs in
the genomes of C. clementina (b) and C. sinensis (c). The colored blocks represent the different chromosomes in C. clementina (left) and C. sinensis
(right). The genes evaluated for each species are shown in the corresponding chromosome

clementina and chromosomes 5, 8 and 10 from C. sinen-
sis (Fig. 5b-c). In the case of chromosome 2 from C.
clementina, one LRR-XII gene matched an SB in
chromosome 9 from C. sinensis, while all the others
matched SBs in chromosome 2. Chromosomes 10 or
UN are particular because they are composed of se-
quences that were not assembled in the correct chromo-
somes. Therefore, it is an artifact from the genome
assembly because the Citrus genome has only 9 chromo-
somes, thus the LRR-XII genes identified in this
chromosome must be located in other genomic regions.
On the other hand, genes in chromosomes 5 and 8 from
the C. sinensis genome matched SBs in the same
chromosome of C. clementina (Chr 8). This miscorrela-
tion of some LRR-XII genes and SBs in the same chro-
mosomes could be a result of chromosomal
rearrangements in the genomes.

Conclusions

This work provides the first comprehensive evolutionary
analysis of the LRR-RLKs in Citrus. Lineage-specific ex-
pansion was observed in the Citrus LRR-XII group that
might have occurred due to tandem duplications making
the number of individuals larger compared to the major-
ity of plant species. Considering the diverse number of
pathogens affecting the domesticated citrus culture, the

independent expansion of a defense-related group could
be associated with an adaptive process related to plant-
pathogen co-evolution. Our comparative data provided
valuable information concerning these RLKs, opening
new perspectives in the study of their function in diverse
processes, such as development and defense responses
in two worldwide important economic crops, specific-
ally, sweet oranges and clementines.

Methods

Sequence database search

Predicted proteomes from Citrus clementina (Version
1.0, https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!in-
fo?alias=Org_Cclementina), Citrus sinensis (Version
CsiDB201301,  http://citrus.hzau.edu.cn/orange/down-
load/data.php) [26] and Arabidopsis thaliana (http://ara-
bidopsis.org) were selected and downloaded. The
InterProScan 4 package software (http://www.ebi.ac.uk/
interpro/download.html) was used to identify different
protein signatures in each proteome dataset [59]. To re-
cover and analyze the dataset, we developed local rela-
tional databases for each included plant species. It
allowed us to extract and interpret the large amount of
data obtained in this work. In-house Perl scripts and
Structured Query Language (SQL) queries were used to
analyze data files during the database building and
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searching processes. Access to these local relational da-
tabases was implemented using DbVisualizer version
9.1.7 (http://dbvis.com/).

Domain annotation and LRR-RLK retrieval

The LRR-RLK homologues were retrieved from the rela-
tional databases by searching for protein sequences with
kinase, transmembrane and leucine-rich repeat domains.
To recover the identifiers with KD, we considered Pki-
nase (PF00069) and Pkinase_Tyr (PF07714), according
to the Pfam platform [60], as diagnostic domains. TMs
were predicted from the TMHMM website (http://
www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) hosted at the Cen-
ter for Biological Sequence Analysis, Technical Univer-
sity of Denmark. The prediction of transmembrane
helices in the protein sequences were conducted accord-
ing to the default parameters of version 2.0, without
considering the old model option (version 1).

The following LRR diagnostic domains were searched:
LRR_1 - Leucine Rich Repeat (PF00560), LRRNT - Leu-
cine rich repeat N-terminal domain (PF01462), LRV -
Leucine rich repeat variant (PF01816), LRRNT_2 - Leu-
cine rich repeat N-terminal domain (PF08263), LRR_4 -
Leucine rich repeats (2 copies) (PF12799), LRR_5 - Leu-
cine rich repeats (6 copies) (PF13306), LRR_8 - Leucine
rich repeat (PF13855), LRR_9 - Leucine-rich repeat
(PF14580), LRRCT - Leucine rich repeat C-terminal do-
main (PF01463), LRR_ 2 - Leucine Rich repeat
(PF07723), and LRR_3 - Leucine Rich repeat (PF07725).
Only proteins containing LRRs, TM and KD were then
considered to be putative LRR-RLK, and for this reason,
At2g24130, which did not show TM, was not included
in our analyses. Alternative splicing variants were ex-
cluded from our analysis.

Kinase domain alignment and phylogenetic analysis

Sequences of conserved KDs from Arabidopsis and Cit-
rus LRR-RLK proteins were extracted by an in-house
Pearl script that consider KD coordinates annotation
from the Pfam database. In addition, six human kinase
protein sequences were used as an outgroup (Additional
file 13). The KD sequences were aligned using MAFFT
version 7 (http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/) with
G-INS-i strategy and default parameters [61]. The
aligned sequences were visualized and manually refined
using Jalview version 15.0 [62]. The proteins with a short
length (<100 aa) or large inserted gap regions were re-
moved. Gap-rich columns were further filtered using tri-
mAl v.1.3 with the gappyout method [63]. To optimize
the datasets for evolutionary analyses, the Decrease Re-
dundancy tool, available as a resource at ExPaSy
(www.expasy.org), was used to remove identical or dis-
tantly related sequences. The Decrease Redundancy pa-
rameters were set as 99 for “% max similarity” and 30
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for “% min similarity”. Phylogenetic analyses were per-
formed using the Maximum-likelihood method, as im-
plemented in PhyML [64]. Twelve different evolutionary
models (JTT, LG, DCMut, MtREV, MtMam, MtArt,
Dayhoff, WAG, RtREV, CpREYV, Blosum62 and VT) were
tested using ProtTest 2.4 software [65]. The evolutionary
model best fitting the data (best fit model) was deter-
mined by comparing the likelihood of the tested models
according to the Akaike Information Criterion. A
discrete gamma-distribution model with four rate cat-
egories plus invariant positions was assumed with the
gamma parameter and the fraction of invariant positions
was estimated from the data. Tree support values were
estimated wusing approximate likelihood ratio test
(ALRT), as implemented in PhyML. The ML trees were
visualized and edited using the FigTree software (tree.-
bio.ed.ac.uk/software/figtree). The alignments are avail-
able at FigShare (10.6084/m9.figshare.3474752).

Identification of the RD motif in the kinase domain
Identification of the Citrus RD motif in the catalytic loop
from the LRR-XII kinase subdomain was performed
using multiple expectation maximization for motif
(MEME) suite web server using default parameters [66].
The kinases were classified as RD or non-RD according
to the presence or absence of the Arg (R) in the con-
served HRD motif, respectively.

Chromosomal distribution of LRR XII

The genomic coordinates of each LRR-XII gene from C.
clementina and C. sinensis were used to determine their
distribution in the Citrus chromosomes. The coordinates
were retrieved accessing the genome browser from each
Citrus database. The MapChart graphical tool [67] was
used to generate schematic diagrams to represent the
LRR-XII gene positions in the chromosomes.

LRR-XII orthologs and tandem duplicated paralogs

The identification of orthologous pairwise sequences
among Citrus species was achieved through grouping in
the phylogenetic tree and the BBH method. The Blastp
searches were performed using all the C. sinensis and C.
clementina LRR-RLK sequence proteins from group XIIL.
For tandem duplicated paralogs searches, the results
from Blasp were analyzed together with well-supported
clades from the LRR-XII phylogenetic trees. The tandem
duplicated paralogs were eligible when they formed the
same clade and showed proximity in their chromosomal
location. The identification of the LRR-XII gene clusters
was performed from the arrangement of these genes in
the chromosomes of each species. The LRR-XII genes
were grouped in the same cluster if the genome location
between two genes was within 200 kb in the chromo-
somes of C. sinensis and C. clementina.
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LRR-XII gene synteny identification

The synteny analyses were performed using Sibelia soft-
ware. Although this tool was originally optimized to effi-
ciently identify syntenic blocks between closely related
microbial genomes [68], this tool was employed because
the chromosome comparisons were restricted to a small
gene family of Citrus species with evolutionary
proximity.

The minimal nucleotide length considered in the syn-
tenic block was adjusted to 1,000 pb. Iterative de Bruijn
graphs were used to show the homology results found
across the LRR-XII and the genomic regions in the
chromosomes.
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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” estao
disponiveis na secéo “ Additional files” da versédo on-line e podem ser acessados a

partir do seguinte endereco eletronico:

https://omcgenomics.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. CONCLUSOES DO CAPITULO 1

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

- Grande similaridade na organizagdo 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 duplicacdo em tandem foram importantes na evolugéo das
LRR-XII de C. clementina e C. sinensis

- As arvores filogenéticas, em conjunto com método BBH, permitiram
identificar 68 pares de ortélogos entre C. clementina e C. sinensis, dos quais 25
foram validados por analises de sintenia e colinearidade.

- Proteinas das classes RD e non-RD apresentam-se separadas em
clados distintos na arvore filogenética reconstruida para as LRR-XIl de C. sinensis,
C. clementina e A. thaliana.

3.  CONSIDERACOES GERAIS DO CAPITULO 1

Através do agrupamento entre sequéncias de C. sinensis e C. clementina
com as sequéncias previamente classificadas de LRR-RLKs em A. thaliana foi
possivel identificar os subgrupos de LRR-RLKs pertencentes as 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 formagéo
dos subgrupos de LRR-RLKs ja existia no ancestral antes do processo da separacao
das classes. E mesmo com a evolugcdo independente nas espécies, ainda se
observa similaridade suficiente nas sequéncias de LRR-RLKs que possibilitam seu
agrupamento. Em relacdo as sequéncias especificas do subgrupo LRR-XII, das nove
sequéncias de Arabidopsis considerada neste trabalho, seis foram agrupadas entre
elas, sugerindo uma evolucao especifica dessas em Brassicaceae e que surgiu apos
a divergéncia das espécies de Citrus, o que faz sentido pelo menos para o receptor
EFR que faz parte dessas sequéncias e foi identificado apenas em Brassicaceae. O
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FLS2, por sua vez, € um receptor que parece ter surgido antes da divergéncia em
um ancestral comum, e se manteve nestas bem como possivelmente na maioria das
espécies de plantas. Neste trabalho, a sequéncia desse receptor em Arabidopsis
(FLS2) se agrupa com duas sequéncias de cada uma das espécies de Citrus,
sugerindo a presenca dos ortélogos em C. sinensis e C. clementina.

A arvore filogenética reconstruida com as sequéncias de LRR-XIl também
permitiu identificar uma clara separagéo entre proteinas classificadas como RD
daquelas classificadas como non-RD. Embora nos genomas de eucariotos 0 numero
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 patdégenos
sdo do tipo non-RD. Essa clara separacéo filogenética foi verificada em outros
estudos e a observacdo nesse estudo abre uma perspectiva para seu potencial
papel em respostas de defesa contra patégenos. 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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CAPITULO 2 - ENVOLVIMENTO DO RECEPTOR EFR NO
RECONHECIMENTO DE PAMP DE Xylella fastidiosa EM PLANTAS-MODELO

1.  INTRODUCAO

A Xylella fastidiosa € 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 a classe das gama-proteobactérias, ordem Xanthomonadales,
familia Xanthomonadaceae e representa espécie Unica dentro do género Xylella.
Pela proximidade evolutiva e similaridade de genoma, a bactéria Xanthomonas spp.
é considerada um grupo-irmao 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
familias Cicadellidae e Cercopidae) que sao distribuidos de forma abundante em
diversas regides de climas tropical ou temperado, a X. fastidiosa € uma bactéria
generalista que pode colonizar uma ampla gama de hospedeiros (ALMEIDA &
NUNNEY, 2015). Mais de 350 espécies de plantas ja foram identificadas como
hospedeiras para a X. fastidiosa e em algumas destas a bactéria causa doencas de
grande impacto econémico, como a Doenca 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 patégeno das Américas, a X.
fastidiosa que ja havia sido identificada em Taiwan, na Asia, foi também
recentemente reportada na ltalia como agente causal do “rapido declinio das
oliveiras (Olea europea) ”. Esta doenca apresenta um elevado poder destrutivo e
ameaca dizimar a milenar cultura de oliveiras italianas (SU et al., 2014; SAPONARI
et al., 2013).

A X. fastidiosa parece nao causar doenca em diversas espécies de
plantas capazes de hospeda-la, entretanto, estas espécies sao importantes no
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estabelecimento de doencas em plantas cultivadas de interesse por representarem
potenciais fontes de indculo para os insetos vetores transmissores de X. fastidiosa
(HOPKINS, 1989; LEITE et al., 1997).

O preciso mecanismo de infecgdo da X. fastidiosa ainda ndo é totalmente
esclarecido, apesar dos inumeros estudos e da importancia deste fitopatégeno no
desenvolvimento de doencas de grande impacto em espécies cultivadas de
interesse comercial. A X. fastidiosa representa o primeiro fitopatbgeno a ser
sequenciado e as informacdes obtidas com essas sequéncias comparadas com
genomas de outras bactérias fitopatogénicas contribuiram para identificacdo de
diversos fatores de viruléncia e genes associados, por exemplo, com sistemas de
secrecao no genoma deste fitopatdégeno (VAN SLUYS et al., 2003). Por exemplo, a
X. fastidiosa possui 0 gene tolC que codifica um componente de membrana externa
(outer membrane) do sistema de secrecdao do tipo | que é requerido para
patogenicidade da bactéria em videiras (REDDY et al., 2007). Além disso, diversos
genes que codificam efetores do tipo | estao presentes no genoma da X. fastidiosa,
incluindo toxinas da familia Rtx, hemolisinas e bacteriocinas, 0 que sugere a
importancia deste sistema na patogenicidade desta bactéria (SIMPSON et al., 2000).
No genoma da X. fastidiosa estdo presentes também os genes requeridos para os
sistemas de secrecao tipos I, envolvido com a secrecdo de lipases, celulases,
pectinases e fosfolipases; e do tipo V que estd associado com a secregao
principalmente de hemaglutininas, com papel importante principalmente associado a
transmissao pelo inseto vetor (HENDERSON et al., 2004). Ja o sistema de secrecéo
do tipo 3 (T3SS) que é de grande importancia para patogenicidade de diversas
bactérias gram-negativas esta ausente no genoma de X. fastidiosa (SIMPSON et al.,
2000).

Além dos estudos in silico, os estudos in vitro e in vivo tém avangado a
compreensao deste fitopatégeno e demonstram que o estabelecimento de doenca
depende, além da populacdo bacteriana, da capacidade da X. fastidiosa em se
movimentar e colonizar os vasos do xilema (HILL & PURCELL, 1995; BACCARI &
LINDOW, 2011). Assim, o0s processos relacionados com adesao celular e
crescimento em biofilme sdo determinantes para o sucesso da infeccao e estilo de
vida da X. fastidiosa (CHATTERJEE et al., 2008).

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

inicio quando as células bacterianas se aderem e passam a se multiplicar nas
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paredes dos vasos do xilema, formando os biofiimes que podem, quando
suficientemente grandes, obstruir os vasos e bloquear o transporte de agua pela
planta (ALVES et al., 2009; McELRONE et al., 2003; CHATTERJEE et al., 2008;
SUN et al.,, 2013). Isso demonstra a importancia dos processos de adesao e
multiplicagao bacteriana no desencadeamento de doenga

Em plantas susceptiveis, a requeima foliar e a diminui¢ao dos frutos, bem
como outros sintomas relacionados com a presenca bacteriana aumentam com o
tempo, muito provavelmente devido aos efeitos do estresse hidrico causados pelo
bloqueio dos vasos do xilema. Além disso, em tecidos sintomaticos é observada
uma proporcdo muito maior de vasos colonizados pela X. fastidiosa do que em
tecidos assintomaticos, confirmando o pressuposto que os sintomas da doenga
estdo relacionados com a colonizacdo dos vasos do xilema (NEWMAN et al., 2003;
NIZA et al., 2015).

O fator de elongacao tu (EF-Tu) € uma proteina que desencadeia papel
central durante a fase de elongacao no processo de sintese de proteinas que ocorre
nos ribossomos. ldentificado em bactérias e em organelas como mitocdndrias e
cloroplastos, o EF-Tu é uma proteina globular que de modo geral é responsavel pela
selecdo e ligacdo de complexos contendo moléculas de RNA transportador
associados a um residuo de aminoacido, ou aminoacil-RNAt (aaRNAt), ao sitio
aceptor (sitio A) do ribossomo durante a sintese proteica (RODNINA et al., 2004).
Estruturalmente, a proteina Ef-Tu consiste em um uUnico polipeptidio de 393-396
aminoacidos e cuja estrutura é dividida em 3 dominios globulares, todos envolvidos
na ligagdo com aa-RNAt (KIELDGAARD & 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 proteina Ef-Tu é codificada
por 2 copias separadas de genes, tufA e tufB, cujos produtos proteicos séo idénticos
(SIMPSON et al., 2000).

Em condicao de crescimento rapido (por exemplo na fase de crescimento
exponencial durante a formacéao de biofilme), foi verificado que EF-Tu representa a
proteina mais abundante na maioria das bactérias, atingindo cerca de 10 vezes a
concentragédo dos ribossomos, ou seja, até 700.000 moléculas por célula (FURANO,
1975; PIELAK et al., 2009). Esta abundéancia que € associada a necessidade de 2
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genes para suprir a quantidade de Ef-Tu celular claramente reflete a importancia
desta proteina no crescimento bacteriano.

Além disso, o Ef-Tu tem sido também relacionado a outras funcdes
importantes para o fithess e patogenicidade, como manutencéo da forma/morfologia
celular e adesao as células de hospedeiros (SOUFO et al., 2015; GRANATTO et al.,
2004). Em X. fastidiosa, a proteina Ef-tu foi identificada como altamente expressa
em biofilme maduro, e além disso, também foi detectada como proteina 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 ativagdo de respostas de defesa de imunidade inata (KUNZE et al.,
2004; ZIPFEL, 2006). Em espécies de plantas da familia Brassicaceae foram
identificados receptores de Ef-Tu (Ef-tu Receptor, EFR) na superficie das células
com a capacidade de reconhecer Ef-Tu como um tipo de molécula que apresenta
um perfil molecular associada a patdégeno (pathogen-associated molecular pattern,
PAMP) (KUNZE et al., 2004; ZIPFEL, 2006). Apdés o reconhecimento de PAMPs
como Ef-Tu, uma modificacdo conformacional € observada nesses receptores de
reconhecimento de padréo (Pattern recognition receptors, PRRS) que leva a ativagéao
de um conjunto de eventos de sinalizagdo e respostas de defesa denominado
imunidade desencadeada por padrao ou PAMP (Pattern or PAMP-triggered immunity,
PTIl) (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 sdo capazes de conferir resisténcia basal nao-especifica contra a maioria dos
microrganismos que tentam invadir as células (JONES & DANGL, 2006; ZIPFEL,
2014).

Nas espécies de Arabidopsis, a elicitacdo de resposta de defesa é
naturalmente desencadeada pelo reconhecimento especifico de um peptideo N-
acetilado da regiao N-terminal de Ef-Tu que compreende os 18 primeiros
aminodcidos da sequéncia do peptideo, denominado elf18. Nestas plantas, o
epitopo elf18 é capaz de induzir a ativacdo de resisténcia contra infeccoes
subsequentes por bactérias patogénicas através da sinalizagdo mediada pela
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e etileno (ZIPFEL, 2006). Apesar
do peptideo elicitor elf18 ter sido inicialmente identificado em Escherichia coli,
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diversas bactérias que apresentam elf18 idéntico ou com pequenas alteracbes em
determinadas regides na sequéncia, como elf18 de Erwynia amylovora ou de
Agrobacterium tumefaciens, também apresentaram total atividade elicitora, o que
demonstra uma resisténcia broad spectrum e com potencial de ser desencadeada
contra uma classe de bactérias que compartiiham 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 sdo restritos a determinadas familias ou espécies de plantas (GOMEZ-
GOMEZ & 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 (Xo0) 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 restricdo taxonémica, PRRs como Xa21 e EFR podem
representar forte candidatos para serem utilizados em transferéncia entre espécies
pela capacidade de conferir resisténcia a uma ampla gama de microrganismos
patogénicos (broad spectrum resistence) (SCHWESSINGER et al., 2015).

A transferéncia de Xa21 de arroz para Citrus (C. sinensis) aumentou
moderadamente a resisténcia contra Xanthomonas citri ao passo que sua
transferéncia para espécies de tomate (L. esculentum) e banana (Musa sp.) permitiu
aumentar fortemente a resisténcia 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 transferéncia 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 resisténcia contra
diferentes géneros de bactérias fitopatogénicas, como Ralstonia e Agobacterium
(LACOMBE et al., 2010).

No Capitulo 1, nds verificamos que o EFR est4 ausente em espécies de
Citrus (Fig. 2) e os representantes mais préximos em C. clementina (Ciclev
10010968m) e em C. sinensis (Cs6g08070) apresentam ainda uma baixa
similaridade com EFR (cerca de 45 % de identidade). A auséncia de EFR em Citrus
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justifica a transferéncia desse receptor para espécies susceptiveis de Citrus, visto
que sua funcionalidade pode aumentar a resisténcia contra patégenos bacterianos
que apresentem Ef-Tu capaz de ser reconhecido como PAMP. A transferéncia do
sistema de percepcdo de PAMP mediada por EFR foi bem-sucedida até mesmo
quando as espécies-alvo foram monocotiledéneas. A expressdao 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 resisténcia contra
isolados de Xoo e Acidovax avenae (SCHWESSEINGER et al., 2015; LU et al.,
2015). Da mesma forma, a transferéncia de EFR de Arabidopsis para trigo ( Triticum
aestivum) também conferiu aumento de resisténcia nas plantas transgénicas contra
Pseudomonas syringae pv. oryzae (SCHOONBEEK et al., 2015). Estes resultados
sugerem que pelo menos parte do mecanismo de sinalizagdo das respostas PTI é
compartilhado entre monocotileddneas e dicotiledéneas. Além disso, os resultados
demonstram a aplicabilidade da transferéncia de EFR, Xa21 e potencialmente outros
PRRs entre as espécies de plantas como uma forte estratégia para o aumento de
resisténcia em espécies de plantas cultivadas.

A transferéncia de um sistema de reconhecimento de PAMPs entre as
familias de plantas pode significar uma estratégia promissora visando resisténcia a
um maior numero de patégenos e, embora a importancia dos PRRs na imunidade
das plantas ja tenha sido demonstrada, trata-se de uma alternativa ainda muito
pouco explorada entre as espécies de plantas cultivadas. Assim, considerando que
in vitro o peptideo sintético elf18 de X. fastidiosa foi capaz de desencadear atividade
elicitora em Arabidopsis (KUNZE et al., 2004) neste trabalho nés avaliamos o papel
do EFR no reconhecimento de X. fastidiosa a partir da transferéncia 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 interacbes com X.
fastidiosa. Em uma primeira etapa do trabalho, foram utilizadas linhagens
homozigotas de Arabidopsis thaliana que apresentam insercdo de T-DNA no /ldcus
AT5920480 relacionado com a sintese de EFR. Por estas plantas mutantes
apresentarem EFR com expressao silenciada, elas sdo completamente insensiveis
ao epitopo elf18 de Ef-Tu e foram utilizadas como fonte de estudo para avaliar o
papel deste receptor em interacdo com X. fastidiosa. Em uma segunda etapa, o
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papel do receptor foi avaliado a partir da superexpressdo do AtEFR em Nicotiana
tabacum, visto que as plantas selvagens ndo apresentam EFR expresso nas células
e constituem um bom modelo para o estudo envolvendo interagdo com a X
fastidiosa, inclusive apresentando sintomas bem definidos quando as plantas sao

inoculadas com a bactéria.

2. HIPOTESES

- A auséncia 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 proteina Ef-Tu durante crescimento em biofilme podem se
beneficiar da auséncia de EFR nas células vegetais e aumentar a sua populacao,
bem como a colonizacédo dos vasos do xilema.

- A transferéncia de EFR para Nicotiana tabacum pode contribuir para que
estas plantas passem a reconhecer proteinas 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 transferéncia do receptor EFR de A. thaliana para N. tabacum possibilita
que as plantas transgénicas 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 ESPECIFICOS

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 populacéo de X. fastidiosa em A. thaliana mutantes e selvagens
por gRT-PCR.

- Analisar a colonizacdo da bactéria X. fastidiosa nos vasos do xilema de A.
thaliana mutantes e selvagens por microscopia de fluorescéncia,

- Identificar alteragdes morfolégicas associados com sintomas em A. thaliana
pela interagdo com X. fastidiosa nos tecidos.

3.2.2. Tabaco como planta-modelo

- Transformar plantas de N. tabacum variedade RP-1 com construgdo génica
contendo 35S::EFR-GFP-His.

- Selecionar e validar os transformantes de N. tabacum por PCR convencional.
- Quantificar a expressao do transgene EFR em N. tabacum por RT-qPCR.

- Avaliar a expressao da proteina recombinante nos transformantes de N.
tabacum por Western blot.

- Verificar a funcionalidade do receptor EFR através da quantificacdo de ROS
nos tecidos foliares dos eventos transgénicos de N. tabacum pela atividade elicitora
de elf18 de E. coli.

- Avaliar o reconhecimento de elf18 de X. fastidiosa nos tecidos foliares dos
eventos transgénicos de N. tabacum através da quantificacao de ROS.

- Desafiar os eventos transgénicos e selvagens de N. tabacum com X.
fastidiosa e avaliar a incidéncia e severidade de sintomas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Arabidopsis thaliana mutantes para EFR

Foram utilizados neste experimento individuos de A. thaliana ecétipo
Columbia 0 (col-0) apresentando o gene EFR silenciado por inser¢cao de T-DNA. As
sementes foram obtidas da colecdo de mutantes pertencentes ao ABRC
(Arabidopsis Biological Resource Center) (YAMADA et al.,, 2003) o qual esta
integrado ao banco TAIR (The Arabidopsis Information Resource, disponivel em
http://www.arabidopsis.org). A referéncia da linhagem mutante na colegdo é
SALK 044334 e o silenciamento de expresséo foi obtido pela inser¢cédo de T-DNA em
regido de éxon no locus AT5G20480 que codifica EFR.

As sementes adquiridas foram inicialmente esterilizadas com etanol 70%
(v/v) por 5 minutos, hipoclorito de sodio 40% (m/v) por 20 minutos e seguido de
quatro lavagens em agua MilliQ estéril. A germinacdo e o desenvolvimento inicial
foram realizados in vitro a partir de meio de cultura MS/2 sélido acrescido de 4,4
ml/L de tampao MES 3mM pH 5,7 e ajustado a 0,3% (m/v) de glicose e 0,55% (m/v)
de agar (MURASHIGUE & SKOOG, 1962). Para a quebra de dorméncia das
sementes, as placas foram mantidas durante 72-96 horas no escuro a 4°C e com
adicdo de 50 mg/L do antibidtico canamicina no meio para sele¢cdo dos individuos
mutantes na populacao (ALONSO et al., 2003).

As plantulas germinadas in vitro foram transplantadas para vasos
contendo substrato Plantmax HT® e vermiculita na proporgao 2:1, respectivamente.
As plantas transplantadas foram cultivadas sob fotoperiodo 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 condi¢cdes, com excecdo do uso de canamicina no meio. Estas plantas
foram consideradas como parte do grupo controle, ou testemunha, nas avaliagdes
que se seguiram.



70

4.2. Selecao de Arabidopsis thaliana efr-1 em homozigose

Inicialmente, as sementes de Arabidopsis thaliana col-0 mutantes
contendo gene EFR silenciado (l6cus At5g20480) foram esterilizadas e introduzidas
em meio MS contendo antibiético canamicina (50 pg/mL) para selecdo dos
individuos 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
utiizado para germinacdo e crescimento, porém diretamente em substrato
enriquecido com vermiculita em proporcao 2:1, respectivamente, e sem adicao de
agente seletivo (antibioético canamicina).

Amostras foliares de plantas individualizadas foram destacadas e
utilizadas em processo de extracdo de DNA (DOYLE& DOYLE, 1990). Foram
realizadas PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores (primers especificos)
referentes ao vetor de insercao de T-DNA (BP, utilizando-se LBb1.3) e ao I6cus do
gene EFR (LP e RP). Os primers utilizados foram desenhados a partir de ferramenta
especifica de validagdo de mutantes presente no site do SALK
(http:/signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Reacdes de eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) foram realizadas utilizando os produtos de PCR e, a partir do
padrdao de bandeamento observado, os individuos foram avaliados quanto a
insercéo do T-DNA no genoma.

4.3. Condicoes experimentais da interacao entre X. fastidiosa e A. thaliana

O experimento que visou avaliar a interagdo 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 individuos mutantes efr-1 e em 45
plantas WT. Um grupo de 15 plantas de cada genétipo (WT e efr-1) foi também
inoculado utilizando tampéo salino-fosfato (PBS) e estas formaram o tratamento que
por vezes foram referidas aqui como mock.

A solucdo de in6culo utilizada foi preparada a partir da ressuspensao de
bactéria (crescida em meio PWG) em solugcédo tampéao PBS (DAVIS et al., 1981). As
solugdes de in6culo foram padronizadas em densidade éptica ao redor de 0,5 a
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partir de leituras de absorbancia em espectrofotdmetro com comprimento de onda
fixado em 600 nm.

O processo de inoculagdo das plantas foi realizado a partir de 2 pL da
solugéo de in6culo ou do tampao PBS, sendo aplicada diretamente sobre regido da
nervura central préxima ao peciolo de 3 folhas da base da roseta. Em seguida,
foram feitos furos no local da inoculacdo com auxilio de agulha de pequena
espessura para facilitar a entrada da bactéria nos tecidos (ROGER, 2012). As
coletas foram realizadas em 5 e 15 dias apds a inoculagdo (DAI) em cada
tratamento. Foram utilizadas nas avaliagbes 15 plantas de cada tratamento em cada
tempo de coleta.

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

As folhas, juntamente com os peciolos das plantas inoculadas, foram
coletadas e, apés serem maceradas em nitrogénio liquido, tiveram o DNA total
extraido para quantificacdo da populacao bacteriana nos tecidos. O DNA foi extraido
a partir de método que utiliza tampao a base de detergente surfactante CTAB
(brometo de cetiltrimetilamdnio), conforme Doyle & Doyle (1990).

O DNA total extraido dos tecidos foliares foi entao utilizado como template
para a quantificagcdo da populacao bacteriana por gRT-PCR, conforme Oliveira et al
(2002). A deteccdo da populagdo bacteriana foi conduzida em aparelho
termociclador (Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System) e duas
réplicas foram analisadas para cada uma das repeticbes bioldgicas de cada
tratamento. A partir dos valores de ct obtidos com threshold normalizado e,
considerando a equacéo da curva de crescimento de Xylella fastidiosa, foi possivel

determinar a quantidade de bactéria presente nas amostras analisadas.

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

As plantas de A. thaliana inoculadas com X. fastidiosa foram avaliadas
quanto ao surgimento de alteracdes fenotipicas que pudessem estar associadas a
efeitos sintomaticos da presenca da bactéria. Como ndo existe sintoma ainda
caracterizado em Arabidopsis pela interacdo com X. fastidiosa, neste trabalho
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qualquer alteracdo verificada nas plantas que pudesse estar associada com a
bactéria foi avaliada. E de modo geral, as alteracdes associadas com a infeccéao
bacteriana em Arabidopsis foram: murcha, despigmentagédo, pontos cloréticos e
arroxeamento e alguns sinais de necrose, principalmente nas folhas da roseta.
Como as alteragbes mencionadas sao também efeitos tipicos de
senescéncia natural das plantas, as avaliagcdes foram quantificadas inclusive nas
plantas inoculadas com tampéao salino-fosfato (PBS), considerando que a bactéria
poderia atuar retardando ou adiantando estes efeitos. A incidéncia de plantas
sintomaticas foi verificada a partir da média entre a frequéncia de plantas
sintomaticas por tratamento determinada por 3 avaliadores em 5, 15 e 25 DAI.

4.6. Superexpressao de EFR em Nicotiana tabacum

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

Para transformagcédo genética de Nicotiana tabacum, foi utilizada a
linhagem GV3101 de Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor pEarley Gate 103
que é compativel e bastante utilizado na transformacéao de plantas.

O vetor utilizado apresenta na constru¢cdo o promotor constitutivo CaMV
35S que regula a atividade transcricional de EFR, que por sua vez esta fusionado
com sequéncias que codificam para a proteina GFP e o polipeptideo 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 sequéncia que codifica para uma
fosfinotricina acetiltransferase que confere resisténcia a fosfinotricina (BipR). Fora
das bordas direita e esquerda do T-DNA esté presente, entre outros, o gene KanR
que codifica para a enzima amino glicosideo fosfotransferase e que confere
resisténcia ao antibiético canamicina (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema do vetor pEarley gate 103 utilizado no processo de transformacao
genética de Nicotiana tabacum. Em vermelho estd em destaque o gene EFR isolado de A. thaliana e
que esta fusionado a sequéncia do gene GFP de membrana (mgfp) e a 6 residuos de Histidina
(6xHis). O promotor constitutivo 35 S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV 35S) regula a
atividade transcricional e a regido terminadora do gene octopina sintase (OCS) é utilizada no vetor

como um terminador transcricional na construcao.

4.6.2. Obtencao do indculo com Agrobacterium tumefaciens

A solucao de inéculo utilizada no processo de transformacgao genética de
Nicotiana tabacum deste trabalho foi obtida da seguinte forma: no dia anterior ao
processo de infecgdo dos discos foliares, colonias individualizadas crescidas em
meio de cultura YEP ou LB sélidos (acrescido de canamicina 100 pg/mL, rifampcina
100 pg/mL e gentamicina 50 pg/mL) foram introduzidas em 5 mL de meio liquido
YEP contendo os mesmos antibiéticos de selecao do meio solido (canamicina 100
ug/mL, rifampcina 100 pg/mL e gentamicina 50 pg/mL). Os recipientes estéreis
contendo o pré-inoculo foram colocados em agitador (shaker) e mantidos em
temperatura de 28 °C e lenta agitacado (180 rpm) para o crescimento bacteriano.

No dia seguinte, apos cerca de 16 horas de crescimento, o pré-inéculo
crescido foi introduzido em erlenmeyer estéril contendo 45 mL do mesmo meio YEP

utilizado para o crescimento do pré-inéculo. O erlenmeyer foi novamente mantido em
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agitador sob lenta agitacao (180 rpm) a 28 °C e o crescimento da cultura bacteriana
foi monitorado a partir de leituras em espectrofotdbmetro com comprimento de onda
fixado em 600 nm, até que se observasse uma absorbancia de 0,5 ou uma leitura
proxima a este valor.

No momento que fosse detectada a absorbéancia pretendida, a cultura era
transferida para tubos Falcon 50 mL e centrifugadas a 7500 rpm por 15 minutos em
temperatura de 10 °C para que as células bacterianas fossem precipitadas da
solucdo. O pellet contendo as células bacterianas eram entdo ressuspendidas em
meio MS liquido acrescido de BAP (1 mg/L) e essa solugcado contendo as células
bacterianas em meio MS liquido foi utilizada diretamente na infeccdo dos discos

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

4.6.3. Etapas do processo de transformacao genética

No processo de transformacgédo genética, foram utilizados tecidos foliares
da variedade RP-1 de Nicotiana tabacum (tabaco). Inicialmente, sementes de tabaco
foram desinfestadas a partir de lavagens com solugéo 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 agua destilada autoclavada por 4-5 vezes para retirar o
excesso de impureza, como residuos das sementes e das solucdes de lavagens
empregadas no processo de desinfeccao.

As sementes de tabaco desinfestadas foram entdo introduzidas em meio
MS/2 e acondicionadas em sala de crescimento a 25°C e fotoperiodo de 16 horas
até que se observasse o desenvolvimento de limbo foliar expandido o suficiente para
que fosse utilizado no processo de transformagéo genética.

Apo6s o crescimento das plantulas, discos foliares foram cortados dos
limbos desenvolvidos com auxilio de pinga, bisturi e ponteiras de micropipetas e
transferidos para placas de Pétri contendo meio MS sélido 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 pL de solucdo de in6culo
contendo a A. tumefaciens e o vetor que apresenta a construgéo 35S::EFR-GFP-His.

As placas de co-cultivo contendo os discos foliares de tabaco infectados
foram mantidas em 24 °C por 2 dias em auséncia de luz para favorecer a agro-

infeccdo. ApoOs esse periodo, os discos foram transferidos para placas contendo
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meio MS acrescido de 1 pg/mL de BAP, 100 ug/mL de cefotaxima e 2 ug/mL de
fosfinotricina para selecao dos transformantes no meio (meios de selecdo). Essas
placas foram transferidas para ambiente com fotoperiodo de 16 horas e a cada 7-10
dias os discos eram transferidos para novos meios de selecdo contendo os mesmos
agentes seletivos (1 pg/mL de BAP, 250 pg/mL de cefotaxima e 2 pg/mL de
fosfinotricina).

Durante o processo de transformacao, algumas placas contendo discos
foliares em meio de co-cultivo ndo foram infectados com A. tumefaciens e serviram
como controle positivo para os agentes seletivos (antibiéticos e herbicidas) e as
plantas regeneradas nos meios sem agentes seletivos serviram como controle

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

4.6.4. Selecao e confirmacao de transformantes de Nicotiana tabacum

A partir do surgimento de brotagdes 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 pug/mL e 2 pg/mL de fosfinotricina) e
neste foram mantidos até o surgimento de raizes. As plantulas foram entédo
transferidas para vasos contendo substrato e mantidas sob aclimatacdo 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 extraido (DOYLE & DOYLE, 1990) e
foram realizadas reagbes de PCR convencional utilizando conjuntos de primers
especificos para anelamento em regido promotora 35S do vetor (Forward Primer) e
em regido especifica do gene de interesse EFR (Reverse Primer). ApGs reacoes de
eletroforese em géis de agarose 1% utilizando os produtos de PCR, os individuos
foram avaliados quanto a insercdo do transgene de acordo com a presenca ou
auséncia do fragmento de 2500 pares de bases (pb) referente ao tamanho do
amplicon esperado nas reacdes PCR. A presenca do fragmento de interesse
permitiu entdo 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. Expressao do transgene EFR

As plantas de N. tabacum que foram selecionadas por PCR convencional
como positivas quanto a presenca do transgene EFR tiveram a expressdo deste
quantificada a partir de analises por gRT-PCR.

Amostras de folhas foram coletadas e tiveram o RNA total isolado a partir
de reagente Trizol (TRIzol® Reagent, Invitrogen), conforme recomendado pelo
fabricante. Apds ressuspensdo do pellet com agua MilliQ livre de RNase, as
amostras de RNA foram purificadas em colunas e tratadas com enzima DNase para
eliminar residuos de DNA da amostra.

A qualidade do RNA total isolado dos tecidos foi avaliada a partir de
reacoes 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). Apds
padronizacdo das concentragcdes de RNA, 1ug deste foi utilizado para sintese do
cDNA em aparelho termociclador e utilizando kit SuperScript® Double-Stranded
cDNA Synthesis (Invitrogen), seguindo as recomendac¢des do fabricante.

ApoGs a sintese de cDNA, as amostras foram diluidas 50 X (1:49) e as
aliquotas diluidas foram utilizadas diretamente nas reacdes por qRT-PCR. Para as
analises de expressao génica foi utilizado o kit GoTag® qPCR Master Mix (Promega)
e o gene ARPCS3 (Actin-related protein C3) de tabaco foi utilizado nas analises como

gene de referéncia nas reagdes de qRT-PCR.

4.6.6. Deteccao da proteina recombinante EFR-GFP-His

Folhas de plantas transgénicas e selvagens (nao transformadas) foram
coletadas para extracdo de proteinas totais. As folhas foram maceradas em
nitrogénio liquido e o extrato obtido foi homogeneizado em solugdo tamponante
contendo 0.1 M Tris-HCI, pH 7.5; 1 mM EDTA; 0.01 M KCI; PVP-40; 0.1% (v/v) 2-
mercaptoetanol; BSA 2 mg/mL e PMSF 1mM. Apdés agitagdo em aparelho vortex, o
material homogeneizado foi mantido em gelo por uma hora antes de ser centrifugado
a 15.000 g por 15 minutos a 4 °C. A solucao sobrenadante foi entdo coletada e a
determinacao das proteinas totais foi estimada a partir do método de Bradford
(1976) e utilizando-se equacao de curva-padrao de albumina sérica bovina (BSA).
Os valores de absorbancia das amostras e das solugbes da curva padrédo de BSA
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foram medidos em aparelho Varioskan Flash multireader (Thermo Scientific) em
comprimento de onda 595 nm.

A quantificacdo de proteinas permitiu a padronizagdo das amostras e
estas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante em
presenca de SDS (SDS-PAGE) para a separacdo das proteinas totais de acordo
com seus pesos moleculares (LAEMMLI, 1970). Apds separacédo, as proteinas foram
transferidas dos géis para membranas de nitrocelulose por western blot via sistema
de transferéncia semi-seco em aparelho Multiphor Il associado a kit de transferéncia
NovaBlot (GE Healthcare). A separagdo de proteinas por SDS-PAGE ocorreu ao
mesmo tempo em dois géis (duplicata) e enquanto um destes foi utilizado para
transferéncia via western blot, o outro gel foi corado em solucao de Coomassie blue
para observacdo e comparacdo do perfil de separagcédo das proteinas totais no gel
desnaturante.

ApGs a separacdo e transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose, esta foi submetida a reacdo de imunoblotting. Por esse método, as
membranas contendo as proteinas totais aderidas foram inicialmente bloqueadas
com solucdao tampéao salino-fosfato contendo tween-20 (TBS) e BSA. Apéds o
bloqueio, foi adicionado solugdo contendo anticorpo primario (anti-gfp produzido em
fracao IgG de coelho) e a solucéo foi mantida em contato com a membrana por 15
minutos.

ApGs esse periodo, as membranas foram lavadas por 4 vezes em TBS e
foi adicionado solugcdo contendo o anticorpo secundario anti-rabit conjugado a
enzima peroxidase. Novamente a membrana foi lavada em solugdo TBS e foi
adicionado solugdo contendo reagente para deteccdo do produto da reacdo da
enzima peroxidase (ECL Western Blotting Detection Reagent, G.E Healthcare Life
Sciences). Logo em seguida a deteccao da reacéo foi verificada por método de
quimioluminescéncia em filme fotografico. O processo de imunoblotting foi realizado

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

4.7. Quantificacao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

4.7.1. Método de quimioluminescéncia

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi quantificada nos
tecidos a partir de discos foliares que foram recortados e transferidos para placas de
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96 pocos. Aos pocos contendo os discos foliares foi adicionado 150 uyL de agua
MilliQ autoclavada e as placas foram mantidas sob luz overnight.

ApOs esse periodo, a agua foi retirada e aos pogos foi adicionada solugao
contendo 17mg/ml de luminol (Sigma), 10 mg/ml de enzima “horseradich peroxidase
(HRP) 7 e solucao de peptideo elf18 ou de uma suspensdo bacteriana que se
pretendia avaliar a atividade elicitora (ROUX et al, 2011).

Uma solugé&o contendo os mesmos reagentes, porém trocando o peptideo
ou solucao elicitora por agua, foi utilizada para normalizacdo da emissdao de
luminescéncia (controle negativo). A Iluminescéncia emitida nas reacdes foi
detectada e analisada em aparelho Varioskan® Flash Multimode Reader (Thermo
Scientific).

4.7.2. Método histoquimico

A quantificacdo de ROS nos tecidos das plantas foi também avaliada
conforme Thordal-Christensen et al. (2003). Por este método, a producdo de
perdxido de hidrogénio (H202) nos tecidos foi detectada através de reacéo especifica
com 3,3’-diaminobenzidine (DAB). Folhas em similar fase de desenvolvimento foram
destacadas e transferidas para tubos contendo solucdo acida (pH proximo a 3) de
DAB 1,0 mg/mL. A solugdo de DAB foi infiltrada a vacuo nos tecidos e as folhas
imersas em solugédo com DAB foram incubadas por 6-8 horas no escuro. Os tecidos
foram descorados a partir de lavagens em etanol: acido acético (3:1) a 95°C por 15
minutos. A producdo de ROS nos tecidos foliares foi avaliada em microscépio
estereoscopio a partir da intensidade de areas da folha coradas em marrom.

4.8. Avaliacao de sintomas nas plantas selvagens e transgénicas de
Nicotiana tabacum superexpressando EFR

As plantas selvagens e transgénicas de N. tabacum superexpressando
EFR (geracéo F1) foram transferidas para casa de vegetacdo e apds 2-3 semanas
foram utilizadas em experimento para avaliacdo de sintomas em decorréncia da
presencga de X. fastidiosa nos tecidos.
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Um total de 20 plantas selvagens e 57 plantas transgénicas de tabaco
superexpressando o gene EFR foram dispostas aleatoriamente sobre as bancadas
da casa de vegetacao do Centro de Citros Sylvio Moreira que apresenta condi¢des
controladas de irrigagcdo e ventilagdo, além de atender todas as exigéncias
estabelecidas pela CTNBio para os estudos com organismos geneticamente
modificados (OGMs). Para este experimento, foram utilizados 5 eventos de plantas
transgénicas de tabaco, denominados T1, T2, T3, T4 e T5. Por apresentarem taxas
diferentes de germinacao ou devido a perdas associadas ao processo de selecao
nos meios de cultura, aclimatacao e transferéncia para casa de vegetacdo, foram
utilizados numeros variados de individuos para cada evento de transformacéao
utilizado no experimento.

Para a inoculacdo das plantas, foi utilizada uma solugdo contendo X.
fastidiosa linhagem 9a5c ressuspendida em tampao salino-fosfato (PBS) e cuja
densidade Ooptica (D.O.) foi ajustada para 0,7 através de leituras em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda ajustado em 600 nm. A suspensao
bacteriana foi obtida através da “raspagem” de colénias de X. fastidiosa previamente
crescidas por 6 dias a 28 °C em placas de Petri contendo meio PWG. Dez microlitros
(10 pL) da suspensao bacteriana foram utilizados sobre a base do peciolo de uma
das folhas basais das plantas de tabaco para a inoculacao das plantas e logo apds
foram feitos de 4-5 furos na mesma regido para facilitar a entrada da bactéria nos
tecidos das plantas (ALMEIDA et al., 2001). Um grupo de 5 plantas selvagens e 5
transgénicas foram também inoculadas seguindo as mesmas condicoes, porém
utilizando tampao PBS ao invés de suspensao bacteriana. Esse grupo de plantas foi
utilizado como controle na avaliagdo dos sintomas das plantas inoculadas com X.
fastidiosa.

Ap6s 30 dias de inoculagdo, a primeira folha préxima ao ponto de
inoculacao foi coletada para extracao de DNA e posterior PCR de diagndstico para
confirmar a eficiéncia de inoculacdo. Apenas as plantas positivas foram mantidas no
experimento, além das plantas inoculadas com tampao PBS.

Apds a inoculacado, todas as plantas tiveram suas folhas enumeradas a
partir do ponto de inoculagdo em ordem crescente segundo a insercdo de seus
peciolos no caule. Os sintomas foram avaliados nas folhas a partir do surgimento de
clorose e lesGes pequenas e escuras de coloracdo alaranjada nas folhas que sao
tipicas da presenca da bactéria nos tecidos (LOPES et al., 2000). A partir da
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manifestacdo de sintomas nas plantas, as avaliacées foram feitas em cada planta
por 3 diferentes avaliadores. Os sintomas foram avaliados nas plantas a partir da
determinacao de severidade e incidéncia de sintomas.

Inicialmente todas as folhas de todas as plantas foram enumeradas e a
avaliacao da severidade dos sintomas foi feita para cada folha a partir da atribuicéo
de notas conforme escala diagramatica de severidade de sintomas definida com
base na relacdo do percentual de area foliar com lesdes tipicas da presenca
bacteriana (PEREIRA, 2015). A incidéncia de sintomas foi avaliada a partir da
determinacao do numero de folhas sintomaticas observadas em relagcdo ao numero
de folhas totais.

A partir da severidade e incidéncia de sintomas, foi determinado também
a curva de progresso da doencga, mais especificamente foi avaliada a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) em cada evento de transformacédo e
também nas plantas selvagens nao transformadas. A determinacdo de AACPD é
uma estratégia interessante em estudos de interacdo planta-patdgeno e permite
representar os danos causados por patdogenos ao longo do periodo de infeccao
(BERGAMIN FILHO, 1995). Para isso, inicialmente as médias das notas de
severidade ou incidéncia que foram verificadas em cada tratamento e em cada
tempo de avaliagdo foram transformadas em graficos de linha. A partir da soma das
areas em cada intervalo de avaliacao (areas de trapézios) foi obtido o AACPD e a
partir desses resultados foi determinado também o percentual de redugéo de doenga
em cada evento de transformacédo pela comparacdo dos valores verificados nas
plantas selvagens. Andlises estatisticas tanto para a incidéncia quanto severidade
de sintomas foram realizadas utilizando a comparacdo de médias por teste t e as
diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 ou altamente
significativas quando p < 0,01.



81

5. RESULTADOS

5.1. Selecao de homozigotos em mutantes efr-1 de A. thaliana

A selecdo dos individuos que apresentam gene EFR silenciado em
homozigose foi realizada a partir de reagdes 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 Unica banda de 1088 pb que
corresponde ao fragmento inteiro gerado entre LP e RP (sem inser¢cdo de T-DNA em
ambos os cromossomos). Em caso de plantas heterozigotas, espera-se um
fragmento de 231-531 pb relativo a inser¢cdo do T-DNA em um dos cromossomos,
além do fragmento de 1088 pb que representa o outro cromossomo onde o T-DNA
nao foi inserido. Em linhagens homozigotas, por sua vez, espera-se a visualizagdo
de apenas um fragmento entre 231-531 pb.

Pela analise dos fragmentos no gel, nenhum dos individuos testados
apresentava EFR silenciado em homozigose (Figura 3), ou seja, em nenhum caso

observou-se a banda Unica de 231 a 531 pb.
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Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) para identificar os individuos 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 0 marcador de peso molecular
(M). O fragmento amplificado de 1088 pb sugere auséncia de T-DNA inserido no genoma, ou seja, a
presenca de apenas esse fragmento representa individuo selvagem. O fragmento menor de cerca de
350 pb caracteriza a insergdo de T-DNA no genoma. Individuos 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 nUmeros representam os produtos de PCR das amostras avaliadas.

Dessa forma, considerando a auséncia de homozigotos na populagéo,
foram selecionados alguns individuos heterozigotos (amostras 8, 9, 18 e 24) para
que fossem recuperadas as sementes oriundas de autofecundacao. Estas sementes
foram novamente germinadas de modo a selecionar os mutantes homozigotos para
EFR na geracdo seguinte. Estes individuos se desenvolveram em substrato
enriguecido com vermiculita e, apds 2-3 semanas de crescimento, tecidos foliares
foram novamente destacados e utilizados em processo de extragdo de DNA para
confirmacado dos mutantes homozigotos pela inser¢cdo de T-DNA na populacdo por
PCR utilizando os mesmos primers citados acima (Figura 4).
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Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) para identificar os individuos de A.

thaliana col-0 com EFR silenciado em homozigose. O fragmento de 1088 pb amplificado e apontado
no gel sugere auséncia de T-DNA inserido no genoma, ou seja, a presenca de apenas esse
fragmento representa individuo selvagem. O fragmento menor de cerca de 350 pb é também
apontado por uma seta e caracteriza a insergcdo de T-DNA no genoma. Individuos 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 nimeros representam os produtos de PCR das amostras
avaliadas. Os nimeros dos pogos representam os individuos de Arabidopsis avaliados.

O padrao de bandeamento caracteristico esperado € o mesmo daquele
abordado na Figura 3 para caracterizar as plantas selvagens ou mutantes por
insercdo de T-DNA do tipo heterozigotas ou homozigotas. Pela analise do gel,
embora o marcador de peso molecular ndo esteja evidenciado, é visivel o mesmo
padréao de bandas da figura anterior, porém neste caso sao observadas amostras
onde apenas o fragmento “menor” € evidenciado, e que representam os individuos
homozigotos na populagdo avaliada. Assim, os individuos representados no gel
pelos numeros 3, 5, 16, 19 e 21 foram considerados homozigotos. Novamente foi
realizada a autofecundacdo destas plantas para que fossem obtidas apenas
sementes cujos individuos apresentem EFR silenciado em homozigose. Estas
sementes foram armazenadas e parte destas foi utilizada em experimento de
infeccdo com a bactéria Xylella fastidiosa.
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5.2. Quantificacao de X. fastidiosa nos tecidos de A. thaliana por qRT-PCR

Individuos de Arabidopsis thaliana Columbia -0 contendo o gene EFR
silenciado em homozigose (efr-1) foram selecionados, propagados e utilizados em
experimento para infeccdo com a bactéria Xylella fastidiosa. Apos 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 proteina GFP (Green Fluorescente Protein).

A bactéria foi cultivada em meio PWG (DAVIS et al., 1981) sélido por um
periodo de 7 dias em 28 °C e, ap06s esse periodo, foi novamente repicada em placas
contendo meio PWG. As colbénias de bactérias recuperadas foram ressuspendidas
em tampao fosfato salino (PBS) e o in6culo foi utilizado com O.D igual a 0,5 medido
em aparelho espectrofotdmetro de luz visivel com comprimento de onda fixado em
600 nm. Antes de utilizar a solucado do inéculo para infectar as plantas, uma parte
desta foi diluida serialmente (de 10" a 107) e aplicadas em placas contendo meio
PWG sdlido (2 réplicas por fracdo de diluicdo) para posterior quantificagdo das
unidades formadoras de colénia (UFC).

Ap6s o processo de inoculacdo, o sucesso da infeccao bacteriana nos
tecidos das plantas, bem como o acompanhamento do crescimento populacional de
X. fastidiosa, foi realizado a partir de andlises de PCR quantitativo em tempo real
(gPCR) utilizando primers e sonda de hibridizacao especificos para deteccédo de X.
fastidiosa pelo sistema TagMan. Inicialmente, foi gerada uma curva-padrdao de
crescimento bacteriano utilizando-se concentragdes conhecidas da bactéria diluidas
em solugédo de DNA de A. thaliana ndo inoculadas e valores de UFC obtidas a partir
do crescimento de coldnias da bactéria em diluicdo seriada. Analises por gRT-PCR
utilizando primers especificos para deteccdo de X. fastidiosa permitiram
correlacionar os valores de ct com a quantidade de células bacterianas presentes
nas amostras de DNA da mistura (Figura 5).
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Figura 5 — Curva-padrao relacionando os valores de ct (QRT-PCR) com a quantidade de
células de X. fastidiosa nas amostras de DNA de A. thaliana. A curva-padrado foi determinada a partir
de concentragcbes conhecidas de suspensao bacteriana e as leituras foram feitas em 7500 Fast Real
Time PCR System (Thermo Scientific).

A correlagdo dos valores de ct com a quantidade de células bacterianas
permitiu, a partir de andlise de regressao linear, obter a equacao da curva-padrao
que foi utilizada para quantificar a populacdo de X. fastidiosa nos tecidos foliares de
A. thaliana. No grafico podemos observar que o coeficiente de determinacdo de
regressdo (R?) da equacdo apresenta um valor proximo 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 variagdo do numero de ceélulas de X. fastidiosa € explicada pela
variacdo dos valores de ct.

A quantidade de bactéria presente nas amostras de DNA de A. thaliana
foi determinada a partir da substituicAo dos valores de ct obtidos com threshold

normalizado na equacgao da curva-padréo de crescimento de X. fastidiosa (Figura 6).
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Figura 6 — Populacdo de Xylella fastidiosa 11399-GFP nas folhas de A. thaliana
mutantes (efr-1) e selvagens (WT) em 5 e 15 DAI. Quantificacdo bacteriana obtida com primers e
sonda especifica para X. fastidiosa utilizando DNA de folhas inoculadas como template nas andlises
por gRT-PCR. Os valores representam médias de trés leituras entre pelo menos 5 repeticoes
biolégicas para cada tratamento (n = 5). A comparacdo de médias foi feita por teste t e as barras
representam o erro padrdo entre as repeticoes. * Indica diferenga significativa com p < 0,05 entre WT
e efr-1 em cada tempo avaliado. Leituras de ct determinadas em aparelho 7500 Fast Real Time PCR

System (Thermo Scientific).

A populacéo bacteriana aumentou em ambas as plantas efr-1 e WT de 5
paral5 DAI. Além disso, a quantidade de células de X. fastidiosa mostrou-se
estatisticamente mais elevada nos tecidos das plantas mutantes durante os dois
tempos avaliados. Em 15 DAI, a populagdao de Xylella fastidiosa nos tecidos das
plantas efr-1 foi cerca de 10 vezes superior aquela observada em WT no mesmo

periodo.

5.3. Deteccao de X. fastidiosa nos tecidos de A. thaliana por Microscopia de

fluorescéncia

Considerando que a bactéria X. fastidiosa utilizada nas inoculagdes das
plantas deste trabalho expressa a proteina verde fluorescente GFP, foi possivel
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detectar a presenca desta bactéria nos vasos de xilema das plantas WT e mutantes
através de andlises por microscopia de fluorescéncia. (Figura 7).

Figura 7 — Deteccao de fluorescéncia da proteina 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 presenga da bactéria nos vasos do xilema.

Estas analises permitiram verificar também a maior populagédo bacteriana
nas plantas efr-1 em detrimento as WT. Apesar dos dados gerados por gRT-PCR
permitirem uma analise mais robusta e precisa acerca da quantidade de X. fastidiosa
nos tecidos foliares de A. thaliana, as analises por microscopia permitem a
visualizacdo da colonizacdo nos tecidos do xilema, dando suporte qualitativo aos

dados quantitativos apresentados anteriormente.

5.4. Sintomas em A. thaliana desafiadas com X. fastidiosa

A avaliagao de alteragcdes morfoldgica foi feita nas plantas efr-1 e WT de
A. thaliana visando determinar os efeitos da infeccdo de X. fastidiosa e/ou da
auséncia do receptor EFR no surgimento dessas alteracbes. As plantas avaliadas
fazem parte do mesmo experimento apresentado anteriormente em que a populagéo
de X. fastidiosa foi quantificada nos intervalos de 5 e 15 DAL

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 10*
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unidades formadoras de col6nia (UFC) por mg de tecido fresco, nenhum sintoma foi
observado até esse periodo de infeccdo nas plantas mutantes e selvagens (Figura
8). Os primeiros sintomas, ou alteracées morfolégicas, manifestaram-se nas folhas
somente aos 15 DAl De modo geral, as alteracbes morfoldgicas que foram
associadas com sintomas da bactéria correspondiam a murcha, despigmentagéo,
pontos cloréticos, arroxeamento e alguns sinais de necrose principalmente nas
folhas da roseta (Figura 8).
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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 alteragdes morfolégicas associadas com sintomas sao: murcha,
despigmentacao, pontos cloréticos, arroxeamento e alguns sinais de necrose principalmente nas

folhas da roseta.



89

As alteragbes morfologicas observadas nas folhas em 15 DAI, e que aqui
foram associadas a efeitos sintomaticos da colonizacado da X. fastidiosa, foram mais
acentuados nas plantas mutantes efr-1. A quantificacdo da populacao bacteriana por
gPCR corrobora essas observagdes, visto que aos 15 DAI a quantidade de bactéria
nos tecidos das plantas mutantes (quase 10 milhdes de UFC por mg de tecido
fresco) corresponde a quase 10 vezes a populacao bacteriana verificada nos tecidos

das plantas selvagens.

Com a observacdo de evolugcdo gradativa destes sintomas entre as
plantas, aos 25 DAI foi feita outra avaliagdo para determinar se o perfil sintomatico
se manteria entre as plantas efr-1 e WT. E nesse ponto foi verificado que o
percentual de plantas sintomaticas aumentou em todos os tratamentos,

possivelmente devido ao processo natural de senescéncia dos individuos (Figura 9).
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Figura 9 — Percentual de individuos sintomaticos 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 frequéncia de individuos sintomaticos por tratamento determinada por 3 avaliadores. A
comparacao das médias foi feita por teste t e * indica a diferenga significativa entre os tratamentos
com e sem bactéria (controle com tampao PBS) em cada tempo de infecgéo e considerando p < 0,05.
As primeiras alteragdes morfologicas (murcha, despigmentagdo, pontos cloréticos, arroxeamento e
alguns sinais de necrose) apareceram apenas em 15 DAl Como essas alteragées também estédo
associadas com senescéncia natural, também foram verificadas nas plantas inoculadas com tampao
PBS, porém sado mais evidentes nas plantas infectadas com a bactéria. Em 15 DAI, a frequéncia de
plantas sintomaticas é maior tanto em efr-1 quanto WT. Em 25 DAI, todos os tratamentos
aumentaram a frequéncia de individuos sintomaticos e embora ainda se observa uma tendéncia de
maior nimero de plantas sintomaticas nos tratamentos com bactéria, a diferenca significativa apenas
¢ verificada entre as plantas WT.
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Os efeitos sintomaticos e de colonizacédo observados reforcam a hipétese
de que o receptor EFR esta relacionado com o reconhecimento de X. fastidiosa, o
que possibilita a contencéo de sua colonizagdo e dos sintomas em periodo inicial de
infeccéao.

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 dai estdo mais associados a
senescéncia natural da planta em estagios finais de ciclo de vida.

5.5. Determinacao de ROS nos tecidos de A. thaliana

5.5.1. Método histoquimico

A maior incidéncia e severidade de sintomas associada a uma maior
multiplicacdo de X. fastidiosa nas plantas mutantes efr-1 nos estagios iniciais de
infeccdo sugere que a auséncia do receptor prejudica o desencadeamento de
resposta de imunidade inata contra X. fastidiosa devido a ineficiéncia de
reconhecimento de padrdo molecular associado ao patégeno (PAMP).

Considerando que uma explosao oxidativa (oxidative burst) representa
uma resposta inicial relacionada ao desencadeamento de PTl em plantas, a
producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi determinada nas folhas de efr-
1 e WT a partir de coloragéo histoquimica utilizando o cromégeno diaminobenzidina
(DAB) que detecta a presenca de peréxido de hidrogénio nos tecidos (DAUDI et al.,
2012). A detecgédo da produgcdo de ROS foi avaliada 24 horas apds a inoculacao
(HAI) e 7 DAI (Figura 10).



91

N3o Inoculados

Mock (PBS)

24 HAI

7 DAI

Figura 10 —Detecgéo de ROS nas folhas de A. thaliana mutantes (efr-1) e selvagens
(WT) infectadas com X. fastidiosa. A produgao de peroxido de hidrogénio (H202) nos tecidos foi
detectada através de reagdo com 3,3’-diaminobenzidine (DAB). Foram utilizadas folhas em similar
fase de desenvolvimento e as avaliagbes foram feitas 24 horas apds inoculacdo (24 HAI) e 7 dias
apods inoculagao (7 DAI). Mock-inoculated refere-se as plantas inoculadas com tampao salino-fosfato
(PBS). A producédo de ROS nos tecidos foliares foi avaliada em microscépio estereoscopio a partir da

intensidade de areas da folha coradas em marrom.

A intensidade de manchas marrons observadas nos tecidos representa os
efeitos da producao de ROS nos tecidos. Em 24 HAI, o acimulo de ROS é mais
evidente em folhas WT do que em efr-1. Aos 7 DAI, embora pouco evidente, a
producdo de ROS ainda pode ser visualizada nas folhas de WT, ao passo que
nenhuma reacgao € observada nas folhas de efr-1 infectadas com X. fastidiosa. Estes
resultados reforcam a ideia de que a auséncia de EFR nas plantas mutantes efr-1
prejudica a percepcao da X. fastidiosa e, consequentemente, a ativacao de resposta
de defesa do tipo PTI.

5.5.2. Método de luminescéncia

Visando verificar se as plantas mutantes para o receptor EFR realmente
seriam prejudicadas quanto ao reconhecimento da bactéria Escherichia coli que é
ressaltado na literatura (KUNZE et al., 2004), a producéo de ROS foi comparada
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entre efr-1 e WT em presenca 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 a 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 auséncia do receptor EFR por prejudicar o
reconhecimento de EF-Tu como PAMP. Entretanto, apesar de prejudicadas, um

certo nivel de ROS é ainda observado em efr-1.
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Figura 11 — Produgédo de ROS quantificada em discos foliares de A. thaliana mutantes
(efr-1) e selvagens (WT) em presenca da bactéria E. coli. Os valores de RLU foram normalizados em
relagdo aos tratamentos controle sem a presenga da bactéria. Os valores representam a média entre
as leituras ao longo de 30 minutos e as barras representam o erro padrdo entre as leituras. A
comparacao das médias foi feita por teste t e ** significa diferenca altamente significativa entre WT e
efr-1.

Além da quantificagdo de ROS em decorréncia da presenca da bactéria, o
peptideo elf-18 de E. coli foi sintetizado e a quantificacdo de ROS em resposta ao
epitopo de reconhecimento do receptor EFR foi avaliada nas mesmas condi¢cbes
experimentais. Assim, em presenca de elf18gci, foi possivel confirmar a
especificidade no reconhecimento da regiao N-terminal de EF-Tu pelo EFR, uma vez
que a presenca do peptideo desencadeou atividade elicitora apenas nas plantas
selvagens de A. thaliana (Figura 12).
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Figura 12 — Quantificacdo de ROS em discos foliares de A. thaliana mutantes efr-1 e
selvagens WT em presenca do peptideo elf18 de E. coli. A quantificacdo de ROS foi verificada

apenas nos tecidos das plantas selvagens (barras vermelhas).

Dessa forma, foi demonstrado que as plantas selvagens (WT) de A.
thaliana reconhecem o peptideo elf-18 de E. coli como PAMP e ativam a producéo
de ROS para sinalizar resposta de defesa do tipo PTI.

A producdo de ROS em decorréncia da presenca da bactéria E. coli,
verificada em ambas as plantas selvagens (WT) e mutantes efr-1 (Figura 11) sugere
que houve sinalizacdo mediada por ROS em ambas as plantas, apesar de mais
intenso nas plantas selvagens. Isso se deve a uma sinalizagdo decorrente do
reconhecimento de alguma molécula elicitora produzida pelo patdégeno que néao
apenas o EF-Tu. Ja na Figura 12, a producao de ROS devido ao elicitor especifico
elf18 apenas nas plantas selvagens demonstra a especificidade do receptor ao
ligante elf18 que apenas foi reconhecida pelo receptor EFR das plantas selvagens, o
que demonstra a total perda de percepcéo de elf18 nas plantas mutantes com EFR
silenciado (KUNZE et al., 2004).

5.6. Identificacao de plantas transgénicas de Nicotiana tabacum

Apo6s processo de transformacgéo genética, 100 brotos do cultivar RP-1 de
Nicotiana tabacum foram selecionados e transferidos para vasos pequenos
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contendo substrato acrescido de vermiculita. Ap6s o crescimento das plantulas, que
se deu em condicdes controladas de temperatura (22 °C) e fotoperiodo (12 horas),
foram destacadas amostras de folhas suficientemente expandidas destas plantas e o
DNA desses tecidos foi extraido (DOYLE & DOYLE, 1990).

Das 100 plantas avaliadas, foram identificados 20 individuos transgénicos,
detectados a partir de PCR com base em sequéncias especificas contidas no vetor
(promotor 35S CaMV e AtEFR) (Figura 13).

M1 23456789 101N1R21B3MY3

M 15 1617 18 19 .20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42
. —~
-

Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose 1 % (m/v) utilizando produtos de PCR para
identificacao de transgénicos. Pogos 1-11 e 16-38: Amostras de plantas de N. tabacum utilizadas em
processo de transformacéo. 12 e 39: Controle negativo (agua). 14, 41 e 42: Vetor plasmidial contendo
a construcao 35S —EFR; M: Marcador de peso molecular (DNA Ladder 1 Kb Plus Invitrogen). As setas
indicam os fragmentos de 2000 e 3000 pb no marcador de peso molecular.

Foi verificado fragmentos de tamanho ao redor de 2500 pb entre 20
amostras de plantas (produtos de PCR) presentes nos 2 géis de agarose. O
tamanho do fragmento amplificado nessas amostras corresponde ao tamanho
esperado do amplicon (2408 Pb) ao utilizar os primers que se anelam em regides
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especificas do promotor CaMV35S (Forward) e do gene de interesse EFR (Reverse)
que estao no contidas no vetor.

Na Figura 13A, os fragmentos no tamanho esperado podem ser
observados entre os pogos 1-8, aléem de 10 e 11. No gel da Figura 13B, o fragmento
em tamanho esperado é verificado entre as amostras presentes nos pocos 19, 22,
23, 24, 27, 28, 31, 33, 35 e 38. Na amostra dos pogos 9, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 25,
26, 29, 30, 32, 34, 36 e 37 nao foi verificada a amplificagdo de nenhum fragmento, e,
portanto, foram consideradas amostras de plantas ndo transformadas.

Considerando que o produto de PCR do plasmideo de A. tumefaciens
utilizado nas transformacgdes (controle positivo, pocos 14, 41 e 42) amplificou
fragmento na mesma altura observada nas amostras destacadas, podemos inferir
gue 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 possivel obter 20 individuos transformados, o que mostra
uma eficiéncia de 20 % a partir da selecdo das plantulas. Das 20 plantas
transgénicas, trés plantas foram perdidas durante o processo de transferéncia para
vasos maiores e aclimatacdo. As 17 plantas transgénicas, juntamente com outras 10
selvagens (controle) foram aclimatadas e transferidas para casa de vegetacao para
avaliacao de expressao génica e obtencao de sementes (geracao F1).

5.7. Nivel de expressao de EFR por nas plantas transgénicas de Nicotiana

tabacum

A expressdo do transgene EFR foi avaliada nas plantas geneticamente
modificadas de tabaco a partir de reacées de PCR quantitativo em tempo real (qQRT-
PCR). Inicialmente, as amostras de RNA extraidas utilizando reagente Trizol e que
foram purificadas e tratadas com DNase tiveram a qualidade da extracao verificada

a partir de reacdes de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 14).
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Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) ilustrando a qualidade da extracao
de RNA de algumas amostras de folhas de Nicotiana tabacum transgénicas superexpressando EFR e
selvagem. M: Marcador de peso molecular (DNA Ladder 1 Kb Plus, Invitrogen). 1: Controle negativo;
2-11: amostras de RNA extraidas de folhas de plantas transgénicas; 12 e 13: amostras de RNA

extraidas de folhas de plantas selvagens.

A presenca dos dois fragmentos tipicamente observados em gel de
agarose referentes as subunidades de RNA ribossébmico 18S e 28S, além de
auséncia de material degradado demonstra a eficiéncia no processo de isolamento
do RNA. Assim, as amostras foram quantificadas e uma mesma quantidade de RNA
de cada amostra (1 micrograma) foi utilizada em reagbes de sintese de DNA
complementar (cDNA) a partir de kit contendo enzima transcriptase reversa. O
cDNA gerado foi diluido (50 X) e estas amostras foram utilizadas na avaliacdo da
expressao do transgene EFR por gRT-PCR.

As reacbes foram realizadas a partir de kit de expressao genica GoTaq®
gPCR Master Mix (Promega) e primers especificos para amplificacdo do gene de
referencia (ARPC3) e do gene de interesse EFR. Os dados gerados permitiram
verificar que o conjunto de primers utilizados para amplificacdo do gene de
referéncia ARPC3 foi adequado, visto que foi detectado um unico pico na curva de
Melt (Figura 15A). Além disso, a baixa variagdo de expressdo observada entre as
plantas, bem como a amplificacdo em ciclos proximos (praticamente o mesmo ct)

garantem o uso de gene de referéncia adequado (Figura 15B).
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Figura 15 —Controle interno da expressao génica de ARPC3. Em A é verificada a curva
de dissociagdo ou curva de Melt com pico Unico demonstrando especificidade dos primers no
anelamento. Em B é apresentada a curva de expressao do gene ARPCS3, onde todas as mostras

apresentam expressdo em mesmo ciclo de amplifica¢ao.

Os primers utilizados para amplificagdo do transgene EFR também se
mostraram adequados, visto que também foi verificado apenas um unico pico na
curva de Melt (Figura 16A). Além disso, apesar dos mesmos valores de ct quando
nas reagcdes com ARPC3, os diferentes ciclos de amplificagdo com primers para
EFR sugerem que a expressdao do transgene é variavel entre as plantas
transgénicas avaliadas (Figura 16B).
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Figura 16 — Controle interno da expressao génica de EFR. Em A é verificada a curva de
dissociagdao ou curva de Melt com pico Unico demonstrando especificidade dos primers no
anelamento. Em B é apresentada a curva de expressdo do gene EFR, onde todas as mostras
apresentam expressdo em ciclos distintos de amplificacao, demonstrando diferengas na expresséo do
transgene EFR.



98

Os dados brutos de ct gerados foram utilizados para avaliacdo da
eficiéncia de amplificagcdo dos primers a partir da plataforma Miner (ZHAO &
FERNALD, 2005). Os dados obtidos foram utilizados para verificar o nivel de
expressao genica nos tecidos utilizando o método 2-44¢t,

Dos 17 eventos avaliados, apenas 7 apresentaram superexpressao do

transgene EFR (Figura 17).
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Figura 17 - Nivel de transcrigao relativa do gene EFR entre os eventos transgénicos de
Nicotiana tabacum cv. RP-1. O nivel de expressado de EFR foi determinado a partir de andlises de
PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR). Dados de expressao foram normalizados com o gene de
referéncia ARPC3 de tabaco e os resultados sdo apresentados como médias de valores obtidos a
partir de duas repeticdes bioldgicas e trés repeticdes técnicas. As barras representam o erro padrao
obtido em cada tratamento.

Foi observada uma grande variacao na expressdao de EFR nos tecidos
foliares nos eventos transgénicos de N. tabacum avaliados. O evento 21, por
exemplo, foi 0 que apresentou maior expressdo de EFR, com cerca de 1000 vezes
a expressdo verificada nos tecidos foliares da planta 42, que por sua vez
apresentou a menor expressdo de EFR. A diferengca de expressdo génica
observada entre os eventos de transformacao pode estar associada a diversos
fatores, como o numero de copias do transgene inseridas no genoma, a posicao de
insercdo no genoma, a presenca de elementos transponiveis, efeitos de splicing
alternativo, modificagbes pos-transcricionais e outros fatores que podem atuar na

regulacao da expressao génica.
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5.8. Deteccao da proteina recombinante GFP fusionada ao EFR em plantas
transformadas de Nicotiana tabacum

A solucédo de proteinas totais extraidas de folhas coletadas de plantas
transgénicas e selvagens (ndo transformadas) foi inicialmente estimada a partir do
método de Bradford (1976) utilizando-se equacado da curva-padrédo de albumina
sérica bovina (BSA) (Figura 18).
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Figura 18 - Determinacdo de proteinas nas folhas de Nicotiana tabacum superexpressando
EFR. Em A é apresentada a curva-padrdo bem como a equagao da curva que permitiu a

quantificacdo de proteinas e em B observa-se a quantidade de proteinas determinada por método de
Bradford.

A partir da determinacdo da concentracdo de proteinas, as amostras
foram padronizadas para uma mesma concentragcao 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 nao
serem suficientes para detectar e quantificar a proteina heteréloga EFR permitem
observar a qualidade da extracao e o perfil da separacao de proteinas totais solUveis
(Figura 19).
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WT WT 21 25 36 42 102 x9 x18 Kda

Figura 19. Perfil de separagdo de proteinas totais de folhas de Nicotina tabacum por
SDS-PAGE utilizando gel de 7 % (m/v). As proteinas totais foram extraidas de folhas de plantas de N.
tabacum selvage (WT) e de sete eventos transgénicos que apresentaram expressdao de EFR

confirmada por qRT-PCR. Kda representa o marcador de peso molecular em kilodaltons

AplGs a separagao das amostras de proteinas por peso molecular (SDS
PAGE), as proteinas das amostras foram transferidas do gel 7 % (m/v) para
membranas de nitrocelulose por método de western blotting. Reacgdes de
imunoblotting utilizando anticorpo primario anti-gfp (fracdo IgG de coelho/rabbit) e
anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com a enzima peroxidase permitiram
detectar de modo indireto a presencga da proteina heterdloga produzida a partir da
construcdo 35S::EFR-GFP-His. A deteccdo da reacao foi visualizada em filme
fotografico por quimiluminescéncia apo6s adicdo de solugdo de deteccdo (ECL
Western Blotting Detection Reagent, G.E Healthcare Life Sciences) (Figura 20).
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Figura 20. Detecgéo indireta da expressao da proteina EFR com anticorpo anti-GFP. A
expressao da proteina EFR nas folhas das plantas transgénicas foi realizada a partir da detecgao de
GFP fusionado ao EFR a partir do uso de anticorpo primario anti-GFP (IgG de coelho). A detecgédo do
anticorpo primario se deu a partir do anticorpo secundario anti-coelho e posterior deteccdo por
quimiluminescéncia em filme fotografico. WT refere-se a amostra de proteina extraida de planta
selvagem nao-transformada; 21; 25; 36; 42; 102; x9 e x18 referem-se aos eventos de transformacao
de N. tabacum superexpressando EFR nas quais foi verificada anteriormente a expressdao em nivel
de transcrito. A flecha aponta para posi¢cdo na membrana referente a 60 kDa (Peso molecular em

kilodaltons).
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A observacdo de fragmento detectado apenas na regidao utilizada
contendo amostras de proteinas de Nicotiana tabacum transgénicas indica a
presenca de GFP e, como este se encontra fusionado ao EFR, consequentemente
demonstra a expressao da proteina EFR presente nas plantas transgénicas de N.
tabacum.

5.9. Avaliacao da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas
plantas transgénicas de N. tabacum em resposta ao peptideo efl18.

A producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada nos
tecidos das plantas transgénicas de Nicotiana tabacum em presenga dos peptideos
sintéticos que se pretendia avaliar atividade elicitora. Inicialmente foi utilizado
apenas um dos eventos transgénicos (identificado como planta 25) para otimizar as
reacdes e avaliar a sinalizacao PTl mediada pela producdao de ROS em decorréncia
da presenca de moléculas elicitoras.

O peptideo sintético relacionado ao epitopo de reconhecimento da regiao
acetilada N-terminal de EF-Tu de Escherichia coli (elf18ecoii) foi inicialmente utilizado
para checar se 0 mesmo reconhecimento que ocorre naturalmente por EFR em
Brassicacea se manteria entre as plantas transgénicas de N. tabacum (KUNZE et
al., 2004). O resultado evidenciou um pico intenso de producao de ROS nas plantas
transgénicas em decorréncia da presenga de elf18£.c0i(Figura21), o que demonstra
a atividade elicitora desse peptideo nas plantas transgénicas de N. tabacum. Foi
verificado, dessa forma, que o sistema de percepcao baseado no receptor EFR foi
transferido com sucesso pelo menos para este evento de transformacgao, pois assim
como em Arabidopsis, tabaco expressando EFR também passou a reconhecer
elf18ecoii € desencadear resposta PTI com sinalizagdo mediada pela produgcédo de
ROS.
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Figura 21 - Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum em presenca do peptideo sintético elfi8 de E. coli A
quantificacdo de ROS nos discos foliares foi feita por método quimioluminométrico em aparelho
Varioskan Flash multireader (Thermo Scientific) utilizando peptideo sintético elf18 de E. coli (elf18ecol).

Apo6s validar a transferéncia e comprovar o funcionamento do novo
sistema de percepcdo baseado em EFR em N. tabacum, a proxima etapa do
trabalho pretendeu avaliar a producdo de ROS, porém dessa vez em presenca do
peptideo elf18 sintetizado a partir da regido homologa ao elf18ecoi em Xylella
fastidiosa (elf18x;). A maior quantidade de ROS quantificada nas plantas
transgénicas indica que houve reconhecimento do peptideo sintético elf18x pelo
receptor EFR na planta transgénica de tabaco avaliada (Figura 22). Da mesma
forma, a auséncia de reconhecimento nas plantas selvagens demonstra o nao
reconhecimento ja esperado de elf18x;, visto que EFR foi identificado apenas em
espécies de plantas de Brassicaceae, nao sendo identificado em Solanaceae. A
producao de ROS indica ndo apenas o reconhecimento de elf18xi pelo receptor, mas
também o desencadeamento de sinalizacdo para resposta de imunidade inata PTI
pelo reconhecimento de PAMP de X. fastidiosa. Curiosamente, é observado um
segundo pico na producao de ROS nas plantas transgénicas em presenca de elf18
de X. fastidiosa. A producdao de ROS apresenta-se como uma das primeiras
respostas de sinalizagdo observada apo6s a percepcao da presenca dos patdgenos,
indicando poucos minutos apds a percepcao dos PAMPs. O primeiro pico representa
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a resposta quase que imediata de reconhecimento de elf18x pela presenca do
receptor EFR incorporado nas células. O segundo pico pode representar uma
sinalizacado decorrente da percepc¢ao do peptideo por algum receptor desconhecido
ativado pela presenga de EFR ou mesmo uma producdo de ROS tardia que é
tipicamente verificada em interaces incompativeis no qual o hospedeiro é resistente
(TORRES et al., 2006).
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Figura 22 - Quantificagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum em presenca do peptideo sintético elf18 de Xylella fastidiosa. A
quantificacdo de ROS nos discos foliares foi feita em aparelho Varioskan Flash multireader (Thermo

Scientific) utilizando peptideo sintético elf18 (100 uM) de Xylella fastidiosa.

O receptor EFR transferido que foi transferido para as plantas de tabaco
apresenta a capacidade de conferir resisténcia broad spectrum, ou seja, podem
reconhecer e conferir resisténcia contra uma classe de microrganismos que
compartilhem do mesmo PAMP de reconhecimento, ou mais especificamente, do
mesmo epitopo elicitor. Suportado por essa caracteristica e considerando que a
bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) possui na regido elf18 da proteina EF-
Tu uma grande similaridade com elf18ecai, foi testado também se haveria alguma
atividade elicitora de elf18xcc nas plantas do evento transgénico de N. tabacum
avaliado (Figura 23). O pico observado demonstra o reconhecimento do peptideo
sintético elf18 de Xcc como molécula elicitora, 0 que sugere o reconhecimento desse
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peptideo como PAMP para o receptor EFR. Embora testes in vivo sejam necessarios,
esta resposta de reconhecimento € interessante e sugere a habilidade de se conferir
resisténcia broad spectrum tanto para X. fastidiosa quanto para X. citri no caso da
transferéncia de receptor para plantas cultivadas que apresentem susceptibilidade a
estas bactérias, como por exemplo as espécies de Citrus.
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Figura 23 - Quantificagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas plantas
transgénicas de Nicotiana tabacum em presenca do peptideo sintético elf18 de Xanthomonas citri
supsp. citri. A quantificacdo de ROS nos discos foliares foi feita em aparelho
Varioskan Flash multireader (Thermo Scientific) utilizando peptideo sintético elf18x.c como elicitor.

5.10. Avaliacao de sintomas em N. tabacum desafiado com X. fastidiosa

As sementes obtidas das plantas transgénicas TO de N. tabacum foram
inicialmente selecionadas em meio contendo agente seletivo fosfinotricina em
diferentes concentragbes para selecao da populacdo de plantas em F1 que seria
utilizada no experimento que envolve a inoculagdo de X. fastidiosa (Figura 24).
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Figura 24 — Teste para selecdo de plantas transgénicas de tabaco. A diferenca de
germinacdo e crescimento de plantas selvagens nos meios contendo diferentes concentracoes de
fosfinotricina permitiu selecionar a concentracdo mais adequada do agente seletivo. Os numeros

representam as concentragdes de fosfinotricina em ug/mL presentes em meio MS/2.

Foi verificado que as plantas selvagens ndao germinaram ou nao
desenvolveram a partir de 1,5 pg/mL de fosfinotricina. Para esse experimento, foi
utilizada a fosfinotricina no meio em concentracdo de 2,0 ug/mL para a selegcéao
inicial das plantas transgénicas que posterirormente foram confirmadas por PCR.
Entretanto, devido a fatores como taxas de germinacao variavel entre os eventos,
contaminacao ou morte de individuos durante a selecao e aclimatacao, apenas cinco
eventos transgénicos de tabaco com numero variado de individuos foram
transferidos para as casas de vegetacdo e desafiados com X. fastidiosa. Para
padronizar e facilitar as analises, os eventos de transformacado selecionados
passaram a ser designados T1, T2, T3, T4 e T5 (Tabela 2).

Tabela 2 — Identificacdo e numero de plantas transgénicas em cada evento de
transformagéao de N. tabacum utilizadas no experimento de interagao com X. fastidiosa

Eventos de o » o
; N° de individuos Identificacdo original*
transformacao

T1 20 25
T2 11 102
T3 12 X18
T4 11 X9
T5 3 21

*

Identificagdo original refere-se a identificacdo dos eventos de N. tabacum
transformadas (parentais) que foram avaliados quanto a expressdo do transgene EFR em nivel de
transcrito e proteina. Descendentes de apenas cinco destes eventos foram selecionados e desafiados
com X. fastidiosa.
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A producao de ROS foi inicialmente quantificada em plantas de todos os
cinco eventos transgénicos desse experimento em presenca do elicitor elf18ecoi para
verificar a funcionalidade do sistema de percepgao 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 peptideo elf18ecoi. A alta
producdo de ROS nos quatro eventos transgénicos destacados valida a
funcionalidade do receptor EFR transferido para estas plantas, conforme era de se
esperar devido a atividade elicitora do peptideo elf18kcai ja ter sido anteriormente
verificada por Kunze et al., (2004) e demonstrada em um dos eventos transgénicos
de tabaco avaliados anteriormente (Figura 21).

A baixa producdo de ROS nas plantas transgénicas pertencentes ao
evento T2 em presencga de elf18ecoii Sugere que estas plantas, apesar de estarem
expressando EFR em nivel de transcrito e de proteina, ndo apresentam EFR
funcional quanto ao reconhecimento de elf18ecoi como PAMP e sinalizagdo mediada
por ROS. Estas plantas apresentaram uma producao de ROS e similar a producao
de ROS observada nas plantas de tabaco controle nao transformadas (WT) que sao
insensiveis ao peptideo elf18ecoi pela auséncia do receptor EFR. Os eventos das
plantas transgénicas de tabaco foram também avaliados quanto a percepg¢ao do
peptideo elf18x:. Assim, foi quantificada a produ¢cdo de ROS nos discos foliares
dessas plantas e assim como na avaliacado anterior, com excecao do evento T2,
também foi verificado que os demais eventos transgénicos de tabaco (T1, T3, T4 e
T5) aumentaram a producédo de ROS em decorréncia da percepcéo deste peptideo
(elf18xr) como molécula elicitora (Figura 25).

O evento T2 novamente apresentou comportamento similar as plantas
controle ndo-transformadas, demonstrando que o receptor EFR apresenta-se com
baixa funcionalidade, o que prejudicou a sinalizacdo mediada por ROS
possivelmente devido uma ineficiéncia de reconhecimento do peptideo de X.
fastidiosa como PAMP. A ineficiéncia de reconhecimento dos peptideos em T2
também pode estar associada com a amostragem, visto que as analises foram feitas
utilizando material foliar coletado de apenas uma planta de cada evento avaliado.
Por estas analises, foi verificado que pelo menos quatro dos eventos transgénicos

avaliados (T1, T3, T4 e T5) apresentaram resposta de sinalizacdo mediada por ROS
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quando em presenca de elf18xt e, embora o mesmo nao tenha sido verificado paras
plantas de T2, individuos dos cinco eventos de tabaco superexpressando EFR foram
selecionados e desafiados com X. fastidiosa.
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Figura 25 - Quantificagdo de ROS nas plantas selvagens de tabaco e nos eventos
transgénicos T1, T2, T3, T4 e T5 em presenca de peptideo sintético elf18ecoi ou elf18x:.
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As plantas selvagens e transgénicas 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 inicio do aparecimento
de sintomas em tabaco inoculados com X. fastidiosa seja variavel em funcao da
linhagem e populacao bacteriana inoculada, normalmente os primeiros sintomas sao
observados em aproximadamente 60 dias apés a inoculacdo (DAI) (OLIVER et al.,
2014). Nas plantas utilizadas nesse experimento, entretanto, os sintomas surgiram
precocemente em 37 DAl e foram detectadas plantas sintomaticas em todos os
tratamentos avaliados, ou seja, em todos os eventos transgénicos e também nas
plantas selvagens.

A quantificagdo de sintomas representa um processo importante no
monitoramento de doencas e respostas de defesa das plantas, e as medidas
geralmente utilizadas para quantificar os sintomas nas plantas sédo incidéncia e
severidade (SEEM, 1984). Além da frequéncia de plantas sintomaticas, a incidéncia
de sintomas é uma medida que pode também ser definida com base na frequéncia
de partes de plantas doentes em uma populagao e, dessa forma, neste experimento
a incidéncia foi determinada dessa forma, ou seja, pela frequéncia de folhas de N.
tabacum apresentando efeitos de requeima ou clorose que sdo sintomas tipicos da
presenca da bactéria X. fastidiosa em tabaco (LOPES et al., 2000; FRANCIS et al.,
2008).

A severidade dos sintomas decorrentes da infecgcao de X. fastidiosa no
xilema das plantas de tabaco selvagens e transgénicas superexpressando EFR foi
avaliada através da atribuicdo de notas, conforme escala diagramatica de sintomas

em tabaco desenvolvida por Pereira (2015) (Figura 26).
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Notas de severidade

\

1 2 3 4 5 6
0,6% I 4,5% iI ll%I 18% I{ 28% || 45% I

Figura 26 — Escala diagramatica de sintomas. A escala diagramatica foi utilizada para

quantificar a severidade dos sintomas observados nas folhas de tabaco devido a infecgdo da X.
fastidiosa. As notas de 1 a 6 representam a escala de evolugédo dos sintomas nas folhas de acordo
com a area afetada (Nota 1: 0,6 %; Nota 2: 4,5 %; Nota 3:11 %; Nota 4: 18 %; Nota 5: 28 %; Nota 6:
45 %). Além disso, foi atribuida a nota 7 para folhas mortas devido ao efeito maximo de agressividade
bacteriana.

De modo geral, a severidade dos sintomas foi maior nas plantas
selvagens durante a maior parte dos periodos de avaliacao, entretanto, uma reducao
estatistica significativa na severidade foi observada apenas nos eventos T4 (37 e 45
DAI) e T1 (64DAIl) (Figura 27).
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Figura 27 — Evolugédo da severidade de sintomas nas folhas sintomaticas das plantas de
N. tabacum selvagem (WT) e transgénicas superexpressando EFR, agrupadas em blocos por tempo
de avaliagdo. As avaliacbes foram realizadas a partir da atribuicdo de notas segundo escala
diagramatica de sintomas em 37, 45, 57 e 64 dias apoés inoculacao (DAI) de X. fastidiosa. T1, T2, T3,
T4 e T5 referem-se aos eventos de transformacéo de N. tabacum para superexpressao de EFR. Os
valores utilizados para gerar o grafico (eixo y) foram obtidos a partir da média de notas atribuidas por
trés avaliadores. As barras representam erro-padrao entre as avaliagées e * representa diferenca
significativa em relacdo as plantas selvagens (WT) em cada tempo de avaliacéo (p < 0,05).

Foi observado que no inicio do processo infeccioso, ou pelo menos no
inicio 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 area foliar com sintomas estatisticamente menor que os
das plantas selvagens. Em 53 DAI, por sua vez, todos os eventos apresentaram-se
estatisticamente iguais quanto a severidade dos sintomas. Ja na ultima avaliacéo,
em 64 DAI, as plantas do evento T1 apresentaram severidade de sintomas
estatisticamente menor do que as plantas selvagens. Possivelmente, a auséncia de
diferenca de severidade observada entre as plantas selvagens e as transgénicas
pode ser devido a alta concentracao de inoculo empregada, uma vez que, as folhas
com sintomas mais severos encontravam-se préximo ao ponto de inoculacao.

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 diminuigdo significativa na severidade de
sintomas quando comparado com as plantas selvagens (Figura 28).
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Figura 28 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em plantas de N.
tabacum selvagem (WT) e transgénicas superexpressando o gene EFR de Arabidopsis thaliana. T1,
T2, T3, T4 e T5 referem-se aos eventos transgénicos. Os valores foram obtidos a partir da média das
AACPD determinadas por notas de severidade ao longo das avaliagées. 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-padrao entre as médias dos avaliadores e ** representa
diferenca altamente significativa em relacdo as plantas selvagens (WT) considerando todo o periodo
de avaliacao (p < 0,01).

Além disso, quando comparado com as plantas selvagens, foi
demonstrado que com excegdo do evento T2, todos o0s demais eventos
apresentaram tendéncia 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 a infecgcdo bacteriana, pelo menos
com relagdo aos efeitos da severidade de sintomas nas folhas. Durante todo
experimento os individuos em T4 apresentaram uma severidade de sintomas
reduzida, chegando a ser até 30 % menor que a severidade verificada nas folhas
das plantas selvagens, uma diferenga que se mostrou altamente significativa.
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Quando foi avaliada a incidéncia de sintomas nas folhas, claramente foi
verificado um melhor desempenho entre as plantas dos eventos transgénicos.
Durante todo o experimento, ou seja, em 37, 45, 53 e 64 DAI, foi verificado que as
plantas selvagens apresentaram uma incidéncia de sintomas significativamente
superior a maioria dos eventos de transformacao avaliados.

Os eventos T1, T3, T4 e T5 apresentaram menor incidéncia de sintomas
em todos os periodos de avaliagdo, entretanto o evento T2 apresentou incidéncia
similar as plantas selvagens em quase todo o experimento, apenas apresentando
menor incidéncia em 45 DAI (Figura 29).

100 A

Tl
mT2
uT3
EmT4
uTs
BWT

Incidéncia de folhas sintomaticas (%)

37 DAl 45 DAl 53 DAl 64 DAI

Dias apos inoculagdo (DAI)

Figura 29 — Incidéncia de sintomas nas folhas de N. tabacum selvagens e transgénicas
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-padrdo entre as avaliagdes e * mostra os tratamentos com
diferenga significativa entre as médias em relagdo as plantas selvagens (WT) em cada periodo de
avaliagao (p < 0,05).

Em 37 DAIl, a menor incidéncia de sintomas em T1, T4 e T5 foi
claramente visivel e distinguivel das plantas selvagens WT, bem como das plantas
dos eventos T2 e T3 (Figura 30).
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Figura 30 — Painel apresentando diferengas entre as plantas quanto a incidéncia de
folhas sintomaticas nas plantas de N. tabacum selvagem e transgénicas superexpressando EFR. E
possivel observar que as plantas em T1, T4 e T5 apresentam uma incidéncia de folhas sintomaticas

menor quando comparado as plantas selvagens (WT) ou aos eventos T2 e T3 em 37 DAI.

A curva de progressao da doencga foi também determinada a partir dos
dados de incidéncia e novamente foi verificado que a proporgédo de doenga foi mais
reduzida nas plantas transgénicas. Por estas anadlises, todos os eventos
apresentaram indice de incidéncia da doenca significativamente reduzido em relagéao
as plantas selvagens, inclusive com diferencas altamente significativas nos eventos
T1, T3, T4 e T5 (Figura 31).
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Figura 31 -Progressao da incidéncia de doenga causada por X. fastidiosa em N. tabacum
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selvagem (WT) e transgénicas superexpressando AtEFR ao longo de 64 dias de infecgao. T1, T2, T3,
T4 e T5 referem-se aos eventos transgénicos de tabaco. AACPD obtido a partir da incidéncia de
folhas sintomaticas em 37, 45, 53 e 64 DAI. Valores sdo as médias das areas de todas as plantas em

cada tratamento determinadas por 3 avaliadores. A barras representam o desvio-padréo entre as
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médias e representa diferenga altamente significativa em relacdo as plantas selvagens (WT)

considerando todo o periodo de avaliagéo (p < 0,01).

Ao longo dos 64 dias de infeccdo com Xylella fastidiosa, a incidéncia de
sintomas foi estatisticamente reduzida em todos os eventos de tabaco
superexpressando EFR. Com uma reducdo significativa de quase 25 % na
incidéncia de sintomas, as plantas do evento T1 foram as que apresentaram melhor
desempenho ao longo de todo o experimento em relacao as plantas selvagens (WT).

Os eventos T1, T4 e T5 que apresentaram menor incidéncia de sintomas
foram também os eventos que apresentaram maior quantidade de ROS produzidas
quando desafiadas com peptideo elf18x:, sugerindo que o reconhecimento deste
peptideo e sinalizagdo mediada por ROS foram importantes para que as plantas
apresentassem uma menor incidéncia de sintomas.

Os resultados indicam que as plantas transgénicas T1, T3, T4 e T5
reconheceram a bactéria X. fastidiosa de modo efetivo através da percepcao do
peptideo elf18x:, o que foi demonstrado pela intensidade superior de ROS produzido
por estas plantas quando comparadas com as plantas controles ndo-transformadas.
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A maior sinalizagao decorrente da eficiéncia de percepcao de PAMP de X.
fastidiosa atribuida pelo receptor EFR conferiu menor incidéncia de sintomas em
todos os eventos transgénicos que reconheceram elf18x:. Apesar de alguns eventos
transgénicos terem apresentado severidade de sintomas similar as plantas controle
nao-transformadas, como é o caso de T3 e T5, além de T2 que possivelmente nao
teve o reconhecimento aumentado pela presenca de EFR, nos eventos T1 e T4 as
plantas foram as que apresentaram folhas com menor severidade e incidéncia de
sintomas. Nestes dois eventos (T1 e T4), o percentual de reducdo de sintomas em
relacdo as plantas WT foi superior a 20 %, o que representa um numero bastante
expressivo.

Foi verificado que a presenga do receptor EFR foi importante na redugéo
de sintomas nas plantas transgénicas de tabaco. Enquanto a reducao de severidade
de sintomas foi demonstrada apenas nas plantas dos eventos T1 e T4, a reducéo na
incidéncia 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
nao apresentou diferenca significativa das plantas selvagens em nenhum tempo
avaliado, seja nas analises de incidéncia ou severidade. Além disso, outra
caracteristica que sugere problemas na funcionalidade de EFR é a baixa de
producédo de ROS em presenca de elf18 de E. coli ou X. fastidiosa (Figura 25).

O receptor EFR possivelmente contribuiu para que plantas transgénicas
reconhecessem mais rapidamente a presenca da bactéria e ativassem respostas
PTI de modo mais eficiente para combater a infeccdo bacteriana. Embora estudos
mais aprofundados sejam necessarios, o desencadeamento das respostas PTI
levaram a redugdo dos sintomas nas plantas transgénicas possivelmente por impedir

a colonizacgao sistémica da bactéria.
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6. DISCUSSAO

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 responsaveis pelo reconhecimento de patdégenos e ativagéo
dos eventos de sinalizacdo molecular, sdo fundamentais para as respostas de
defesa dos hospedeiros. Neste trabalho foi considerada a hipétese de que a
suscetibilidade observada entre espécies de plantas como laranja doce (C. sinensis)
e tabaco (N. tabacum) a infeccado por X. fastidiosa poderia estar relacionada com
auséncia ou ineficiéncia de receptores de membrana especificos para o
reconhecimento de PAMPs dessa bactéria. E por ter sido verificado que, in vitro,
uma regido especifica da proteina EF-Tu de X. fastidiosa (elf18x:) foi capaz de
elicitar resposta de defesa PTl 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 ativacao de respostas de defesa PTI.

Ja foi bastante demonstrado que Arabidopsis € eficiente na elucidacao de
patogenicidade de varias espécies de bactérias, fungos, virus ou oomicetos (CARR
& WHITHMAN, 2007; OLIVA ET AL. 2010; THATCHER et al, 2005). A
susceptibilidade de Arabidopsis a X. fastidiosa também ja 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 sdo importantes para o crescimento e
patogenicidade da bactéria na interacdo com Arabidopsis, visto que a populacao de
X. fastidiosa rpfF- apresentou crescimento reduzido e no caso das mutantes tolC-
nenhuma célula viavel foi detectada. Apesar da susceptibilidade, a infeccdo de X.
fastidiosa também fez com que A. thaliana aumentasse a expressdao de genes das
vias de JA e ET e diminuisse a expressao de genes da via do SA, mostrando que a
planta ativa a regulacdo da expressdao de genes de defesa para tentar impedir a
infeccdo bacteriana (ROGERS, 2012).

Neste trabalho foram identificadas alteracbes morfolégicas nas folhas,
como murcha, despigmentacdo, clorose e arroxeamento que podem estar
associadas com a infeccao da X. fastidiosa nos tecidos de Arabidopsis. Embora
ainda nao tenham sido caracterizados sintomas em Arabidopsis pela infecgao por X.



118

fastidiosa, as alteracbes destacadas ja foram evidenciadas nestas plantas como
sintomas pela infeccdo com outros patdégenos e, além disso, alguns dos sintomas
também sdo associados a infeccao de X. fastidiosa em outras espécies de plantas
(YANG & HO, 1998; HYMENO et al.,, 2014; JANSE & OBRADOVIC, 2010).
Entretanto, mesmo que as alteracbes tenham sido mais evidentes nas plantas
infectadas com X. fastidiosa, principalmente em inicio de infec¢do, estudos mais
aprofundados podem ser necessarios visto que as alteragbes também sao
evidenciadas como um processo natural de senescéncia pela degradacao
programada de 6rgaos e componentes do organismo que sao dependentes da idade
(WOO et al., 2013). A avaliacao das plantas de A. thaliana com expressao silenciada
de EFR neste trabalho demonstrou que a auséncia do receptor prejudicou o
reconhecimento de X. fastidiosa e as respostas de defesa da planta, visto que a
sinalizagdo mediada por ROS foi reduzida e foi verificado um significativo aumento
na populagao bacteriana e na colonizagéo desta no xilema das plantas mutantes, o
que resultou inclusive no aumento da incidéncia das alteragbes que aqui
designamos como sintomas. Neste caso, os sintomas foram evidenciados em maior
frequéncia nas plantas mutantes efr- em inicio de infecgéo, sugerindo que o receptor
EFR apresenta importancia em algum processo bioldégico que permite as plantas
atrasar o aparecimento dos sintomas destacados. Entretanto, a bactéria conseguiu
se manter e inclusive aumentar sua populagdo em ambas as plantas selvagens e
mutantes efr-1 de Arabidopsis, 0 que demonstra que a X. fastidiosa apresenta
mecanismos de patogenicidade que permitem a bactéria suplantar as respostas de
defesa inclusive das plantas selvagens.

A engenharia genética representa uma importante tecnologia que permite
a incorporagado de caracteristicas 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 cléssico,
como a introdugdo de caracteristicas indesejadas que sado 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 transgénicas expressando EFR foram capazes de apresentar maior
resisténcia a um grande numero de bactérias patogénicas. A expressao de EFR foi
capaz de conferir percepcdo a proteina 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 fitopatogénicas de diferentes
géneros (LACOMBE et al., 2010). Além disso, 0 aumento de resisténcia foi verificado
inclusive quando o EFR foi transferido para espécies de plantas monocotiledéneas
de arroz e trigo, demonstrando que apesar do longo tempo de divergéncia (mais de
140 milhdes de anos), a sinalizacdo das respostas PTI desencadeadas pelo
reconhecimento de EF-Tu €& mantida entre espécies de mono e dicotiledéneas
(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
transgénicas de tabaco (N. tabacum) apresentando 35S::EFR-GFP-His inserido no
genoma. Entretanto, em apenas sete desses eventos foi verificada a expressédo do
transgene EFR em nivel de transcrito e proteina. Diversos fatores relacionados com
a dinamica da regulacao da expressdo génica podem estar envolvidos com a
auséncia ou diferengcas na expressdao de EFR entre os transformantes, como
modificacées ou remodelamento da cromatina, o numero e posi¢cao de copias do
transgene inseridas no genoma ou alguma interferéncia por exemplo na regulacéao
de processos associados com elongacao, transcricdo e modificacoes pods-
transcricionais (ORDIZ et al., 2002). O nivel de expressédo génica de EFR nao se
relacionou com o nivel de resisténcia observada entre os eventos transgénicos de
tabaco desafiados com a X. fastidiosa. Em estudos envolvendo a transferéncia do
PRR Xa21 exclusivo de arroz para banana (Musa sp.) os autores também
verificaram auséncia de relagdo entre o nivel de expressdo do transgene e a
variacdo de resisténcia das plantas a bactéria fitopatogénica Xanthomonas
campestris pv. musacearum (TRIPATHI et al., 2014).

Neste trabalho foi verificado que o AtEFR superexpresso em eventos
transgénicos independentes de tabaco foi capaz de conferir resposta ao elf18 e
aumentar a resisténcia das plantas contra X. fastidiosa. Apesar da severidade de
sintomas ter sido estatisticamente menor apenas em um dos eventos transgénicos
(T4), uma menor incidéncia de folhas sintomaticas foi verificada em todos os eventos
transgénicos que reconheceram elf18 como peptideo elicitor. Embora estudos mais
aprofundados sejam necessarios, 0s resultados sugerem que a expressao de EFR
restringiu a colonizacdo bacteriana nas proximidades do ponto de inoculacao, visto

que um maior numero de folhas assintomaticas foi verificado em regido mais distal e
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préxima ao apice da planta. Embora tenha sido utilizado na construgdo o promotor
constitutivo 35S que garante expressao 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, € sugerido que
inicialmente a bactéria infectou as plantas selvagens e transgénicas 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 sinalizagdo envolvidos com as respostas de defesa da planta. E
com a sinalizacao ativada nas plantas transgénicas, a populagdo bacteriana ficaria
restrita nas proximidades do ponto de inoculacdo e causando maior severidade de
sintomas nas folhas dessa regido, o que explicaria a alta severidade de sintomas
verificada inclusive nas plantas transgénicas, e também explicaria a menor
incidéncia de sintomas nas plantas transgénicas, visto que as folhas distantes do
ponto de infecgdo foram menos afetadas.

Em Arabidopsis, apds a ligacao de EFR com proteinas da familia SERK
(Somatic Embryogenesis Receptor Kinase), incluindo SERK3/BAK1 e SERK4/BKK1,
€ desencadeada uma intensa e bem caracterizada producédo de ROS como resposta
inicial da sinalizacao relacionada com PTI (ROUX et al., 2011). A maior producéao de
ROS verificada nas plantas transgénicas de tabaco demonstrou que a
superexpressdo de EFR conferiu sensibilidade aos anteriormente ndo reconhecidos
elf18 de E. coli (elf18ecoi), de X. fastidiosa (elf18x:) e de X. citri (elf18xcc) e ativou
sinalizacao para as respostas PTI. Os eventos transgénicos de tabaco apresentaram
intensidades e tempos diferentes na reposta de sinalizacdo mediada por ROS para
cada peptideo sintético elf18 e, da mesma forma que os resultados observados com
expressao genica, ndao houve relacdo entre a intensidade de ROS produzida e o
nivel de resisténcia das plantas transgénicas superexpressando EFR. Esses
resultados demonstram que, apesar da producdo de ROS ser importante na
sinalizagdo para a defesa contra X. fastidiosa, o controle da produgdo de ROS
também é importante e uma quantidade acima da necessaria ndo necessariamente
confere maior resisténcia a planta. Tem sido verificado que a quantidade de ROS
pode atuar de modo prejudicial ou benéfico dependendo de um delicado equilibrio
entre sua produgéo e eliminagéo e, dessa forma, a concentracdo de ROS deve ser
controlada na célula (GIL & TUTEJA, 2010). Por causa dos multiplos papéis
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funcionais de ROS, é necessario que as células controlem de modo preciso 0s
niveis de ROS para evitar qualquer dano oxidativo, como peroxidacao de lipideos,
oxidagao de proteinas ou danos a acidos nucléicos, mas também estes (ROS) nao
podem ser eliminados completamente por se tratar de moléculas que apresentam
efeitos protetivos por exemplo como mensageiros secundarios na sinalizacao
intracelular contra os diferentes tipos de extresse bibdtico ou abidtico (SHARMA et al.,
2012). A resposta mais rapida e mais intensa associada com a producao de ROS
nas plantas transgénicas de tabaco quando tratadas com elf18ecoi SUgEre uma maior
especificidade na ligacdo do EFR com este ligante do que com os peptideos
sintéticos de X. fastidiosa (elf18xs) ou de X. citri (elf18xcc). Por sua vez, o peptideo
elf18xcc desencadeou uma resposta mais rapida e intensa de ROS nas plantas de
tabaco quando comparado com elf18x:, sugerindo que a maior similaridade com a
sequéncia elf18ecoi € importante e aumenta a eficiéncia no reconhecimento pelo
PRR. Da mesma forma, a expressdao de EFR em arroz também conferiu elevada
producédo de ROS quando tratadas com elf18 de Xanthomonas oryzae oryzae (X00)
que apresenta elf18 idéntico ao elf18xc.c (SCHWESSINGER et al., 2015). Enquanto
elf18xcc e elf18x00 apresentam alteracdo em apenas dois aminoacidos quando
comparados com a sequéncia de elf18ecoi, em elf18xt sdo observados cinco
aminoacidos alterados o que pode explicar o atraso no reconhecimento e a menor
intensidade de ROS produzida. Embora os PRRs tenham evoluido para reconhecer
epitopos 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 regiado em um mesmo
PAMP. Enquanto os 18 primeiros aminoacidos da regidao N-terminal de EF-Tu (elf18)
nao desencadeiam nenhuma atividade elicitora em arroz, uma outra regiao de 50
aminoacidos de EF-Tu, compreendida entre Lys176 e Gly225 e denominada pelos
autores como Efa50, conferiu elevada atividade elicitora, demonstrando o
reconhecimento desta outra regiao de EF-Tu como PAMP em arroz (FURUKAWA et
al., 2014).

Genes-R de resisténcia também tém sido bastante explorados em
programas de melhoramento classico ou utilizados pela engenharia genética como

alvos para conferir resisténcia as plantas. Entretanto, € bem conhecido que os
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organismos patogénicos podem evoluir e “quebrar” a resisténcia genética
apresentada pelas plantas. Nesse contexto, tem sido demonstrado que a resisténcia
conferida pelos Genes R que s&o especificos contra linhagens especificas de
patégenos nao é duravel, visto que o agente patogénico pode rapidamente evoluir
mecanismos para superar a resisténcia da planta (FRY, 2008; HAAs et al., 2009).
Em contrapartida, tem sido também sugerido que a utilizacdo de PRRs permite
conferir resisténcia duradoura e de largo espectro, o que pode ser atribuido ao fato
de que o conservado PAMP reconhecido pelo PRR &, por definigdo, essencial para o
fitness microbiano. Assim, o patégeno ndo poderia simplesmente superar a
resisténcia da planta através de mutacdo da molécula ou estrutura reconhecida pelo
PRR da planta. Além disso, como os MAMPs/PAMPs s&o conservados e
compartilhados entre classes de microrganismos, a introducédo de novos receptores
de PAMPs permite conferir resisténcia contra uma ampla gama de patégenos.
Entretanto, por ter o conhecimento de que a imunidade PTI mediada por PRR é
passivel de ser suprimida através da producao de efetores por parte do patdégeno,
nao € possivel prever se o comportamento de resisténcia que foi mediada pelo EFR
nas plantas transgénicas de tabaco a X. fastidiosa sera duradouro (DODDS &
RATHJEN, 2010).

7. CONCLUSOES DO CAPITULO 2

- A inoculacdo de X. fastidiosa em A. thaliana permitiu a caracterizacdo de
sintomas relacionados a presenca da bactéria nos tecidos, os quais estao
relacionados com murcha, despigmentacao, clorose e arroxeamento de folhas da
roseta.

- O receptor EFR mostrou-se importante na redugcdo de colonizagdo de X.
fastidiosa nos tecidos de A. thaliana e também na diminuicdo de incidéncia e
severidade de sintomas em periodos iniciais de infec¢éo.

- Foi demonstrado o envolvimento do receptor EFR na sinalizacao 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 resisténcia a bactéria em espécies susceptiveis.
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- Os trabalhos relacionados com a transferéncia de EFR para N. tabacum
permitiram verificar uma grande diferenca na expressao de EFR entre os eventos
transgénicos e, além disso, a deteccdo da expressao da proteina EFR por western
blott associado a maior producdo de ROS nas folhas das plantas transgénicas em
presenca elf18 de E. coli validaram o processo de transformacgéo e da transferéncia
do sistema de percepcao de PAMP baseado no receptor EFR.

- Alguns eventos de plantas transgénicas F1 de N. tabacum desafiadas com a
linhagem 9a5c¢c X. fastidiosa apresentaram uma resposta mais efetiva contra a
infecgdo causada pela X. fastidiosa quando comparado com as plantas selvagens, o

que pode ser verificado principalmente pela menor incidéncia de sintomas.

8. CONSIDERAGOES GERAIS DO CAPITULO 2

A maior produgdo de ROS nas plantas transgénicas em decorréncia do
peptideo elf18 de X. fastidiosa demonstrou o reconhecimento do peptideo e
consequente ativacao 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 contencdo do processo
infeccioso. Além disso, o reconhecimento também associado ao peptideo elf18 de
Xanthomonas citri supsp. citri sugere a possibilidade de se expandir a percepcao
para outras bactérias (broad spectrum), o que seria de grande interesse para

citricultura considerando o impacto das doengas bacterianas para o agronegaocio.
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