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RESUMO

A laranja doce é uma das culturas mais importantes produzidas no Brasil
dada a sua importancia econémica para a agricultura nacional. Contudo, esse setor
vem sofrendo grandes perdas econdmicas devido a problemas de ordem fitossanitaria
como doencgas e pragas. Dentre esses, as doencas bacterianas como a Clorose
Variegada dos Citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa, e o Cancro
Citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citrii causam grandes
prejuizos para a producao de laranja doce. Dentre as tecnologias que visam a
obtencéao de plantas resistentes a fitopatdgenos, a transgenia apresenta-se como uma
ferramenta biotecnoldgica para a obtencdo de variedades tolerantes/resistentes a
diferentes patdégenos. Dentro das estratégias de transgenia, a resisténcia derivada do
patégeno (RDP) tem demonstrado ser promissora para o controle dos fitopatégenos
de citros. Nesta vertente, um possivel candidato para conferir resisténcia a CVC e ao
cancro citrico seria o gene mqgsR que codifica uma toxina de um sistema toxina-
antitoxina de X. fastidiosa. Essa toxina é uma endorribonuclease e ja foi descrita por
abolir a patogenicidade de X. fastidiosa quando a bactéria superexpressa a mesma.
Dessa forma, MgsR possui potencial para transformacao genética de plantas visando
resisténcia a X. fastidiosa, podendo levar a inibicdo do crescimento e,
consequentemente, reducédo na colonizacao da bactéria e dos sintomas. X. citri ndo
possui esse sistema toxina-antitoxina homélogo em seu genoma, em funcao disso,
plantas transgénicas superexpressando a toxina MgsR poderiam também interferir na
colonizagao dessa bactéria, diminuindo os sintomas de Cancro Citrico. Nesse estudo,
plantas transgénicas de tabaco e citros superexpressando a toxina MgsR foram
obtidas, e a presenca do transgene foi confirmada por GUS, PCR, expressao génica
e proteica. Essas plantas foram desafiadas com X. fastidiosa e demonstraram reducéo
da sintomatologia comparadas as plantas nao transformadas. Também foi verificado
que a populacdo de X. fastidiosa foi significativamente menor nas plantas
transgénicas, demonstrando que possivelmente a toxina interferiu na multiplicacao e
colonizagcdo da bactéria e, consequentemente, reduziu os sintomas da doenga.
Também foi verificado que a toxina MgsR pdde penetrar nas células de X. citri e inibir
o seu crescimento. Em folhas destacadas das plantas transgénicas de citros infiltradas
com X. citri foi verificada redugcédo da colonizacao e populacdo da bactéria, sendo
possivel detectar a toxina dentro da célula da bactéria, demonstrando que, assim



como observado para X. fastidiosa, a toxina MgsR também alterou o comportamento
de X. citri. Dando suporte ao fendtipo observado, foi demonstrada a represséo de
genes associados a multiplicagéo e colonizacao da bactéria. Em casa de vegetacao
também foi observada reducao na severidade de sintomas nas plantas transgénicas
ao longo do tempo. Desse modo os resultados sugerem que a toxina superexpressa
pela planta pode interferir na multiplicagdo e colonizagéo de X. fastidiosa e X. citri,

promovendo resisténcia a ambos os patégenos.



ABSTRACT

Sweet orange is one of the most important cultures produced in Brazil given
its economic importance for national agriculture. However, this sector suffers big
losses due phytosanitary problems as diseases and pests. Among them, the bacterial
diseases such as Citrus Variegated Chlorosis (CVC) caused by Xylella fastidiosa, and
citrus canker, caused by Xanthomonas citri subsp. citri generate big losses to sweet
orange production. Among the technologies that aim to obtain resistance to plant
pathogens, transgenesis can be used as a biotechnological tool to obtain
tolerant/resistant plants for different pathogens. Among strategies of transgenesis,
pathogen derived resistance (PDR) has been showed promising to control citrus
pathogens. In this way, a possible candidate gene to confer tolerance against CVC
and citrus canker would be the mgsR gene, which encodes a toxin of a toxin-antitoxin
system from X. fastidiosa. This toxin is an endoribonuclease and was already
described to abolish the pathogenicity of X. fastidiosa when the bacterium overexpress
the toxin. In this way MgsR has potential for genetic transformation of plants aiming
tolerance to X. fastidiosa, being able to inhibit growth, consequentely, reduce bacterial
colonization and symptoms. X. citri does not have an homologous of this TA system in
its genome, thus, transgenic plants overexpresing MgsR toxin could also interfere in
X. citri colonization, decreasing the symptoms of citrus canker. In this study, were
obtained transgenic plants of tobacco and citrus overexpressing the MgsR toxin, which
were confirmed by GUS, PCR, gene and protein expression. These plants were
challenged with X. fastidiosa and showed a reduction of symptoms when compared
with non-transformed plants. Also it was verified that the population of X. fastidiosa
was significantly smaller in transgenic plants, showing that the toxin possibly interfered
with bacterial multiplication and colonization and, consequently, decreased the disease
symptoms. It was also verified that the MgsR toxin could penetrate in X. citri cells and
inhibit their growth. In detached leaves of transgenic citrus plants infiltrated with X. citri
was verified a reduction of bacterial colonization and population, and the toxin was
detected inside the bacterial cells, showing that, as observed in X. fastidiosa, the MgsR
toxin altered the behavior of X. citri. Supporting the observed phenotype, it was showed
a repression of genes associated with bacterial multiplication and colonization. In
greenhouse conditions, it was also verified a reduction of severity of symptoms in
transgenic plants in a time course experiment. Therefore, the findings suggest that the



toxin overexpressed by the plant can be interfering with the multiplication and
colonization of X. fastidiosa and X. citri, leading to tolerance to both pathogens.
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INTRODUCAO

O suco de laranja doce estéa entre as principais commodities produzidas no
Brasil, sendo o maior produtor mundial da cultura (FAO, 2012). A produgéao da safra
2015/16 de laranja doce foi em torno de 300 milhdes de caixas (<www.citrusbr.com>),
0 que equivale em torno 15,75 milhbes de toneladas da fruta
(<www.sidra.ibge.gov.br>). Grande parcela dessa produgéo € originada no estado de
Sao Paulo, que é responsavel por cerca de 71,8% do total produzido no pais
(<www.sidra.ibge.gov.br>).  Contudo, o setor tem sofrido significativas perdas
econO6micas devido a problemas de ordem fitossanitarios como pragas e doencas.
Dentre essas, as doencas bacterianas tém causado grande impacto negativo na
producéo de laranja doce, sendo as principais: Huanglongbing (HLB), causado pelas
bactérias Candidatus liberibacter asiaticus e Candidatus liberibacter americanus, o
Cancro Citrico, causado por Xanthomonas citri subsp. citri e a Clorose Variegada dos
Citros (CVC), causada por Xylella fastidiosa.

X. fastidiosa é uma bactéria gram-negativa e sua colonizacao na planta é
restrita aos vasos do xilema. Esta produz e secreta uma densa matriz composta por
exopolissacarideos (EPS), a qual é utilizada para agregacao da bactéria e formacao
de biofilme (ROPER et al., 2007). Além de estar diretamente associado com a
patogenicidade da X. fastidiosa (SOUZA et al., 2003), o biofilme bacteriano também
confere algumas vantagens adaptativas a bactéria para a sua sobrevivéncia, tais
como aquisicdo de nutrientes (COSTERTON et al., 1995), e resisténcia/tolerancia a
compostos antimicrobianos (RODRIGUES et al., 2008; MURANAKA et al., 2012).

A resisténcia do biofilme a compostos antimicrobianos € dada pela
estrutura fisica e/ou quimica da matriz de exopolissacarideos, assim como a
arquitetura do biofilme, evitando que o antibiético tenha agdo nas camadas mais
profundas do mesmo (MAH, A OTOOLE, 2001). Outro mecanismo associado ao
biofilme que também esta envolvido na resisténcia a multidrogas é a ativacdo de
bombas de efluxo, que possuem como funcéo a extrusdo das moléculas téxicas para
fora da célula (BROOUN, LIU, LEWIS, 2000; RODRIGUES et al., 2008).

Ja foi reportado também que em comunidades bacterianas densas, como
o biofilme, ou em situagbes de estresse, ocorre a formagao de células persistentes
(SHAH et al., 2006). Essas células apresentam estagio fisioldgico diferente das fases
exponencial e estacionaria, no qual a célula nao se multiplica e ndo morre, exibindo

baixissimos niveis de tradugédo e, consequentemente, tolerancia a muitas drogas, o
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que confere vantagens adaptativas a bactéria (SHAH et al., 2006). O perfil de
expressao génica dessas ceélulas também é muito distinto, ocorrendo a indugao da
expressao de genes de sistemas toxinas-antitoxinas (TA) (SHAH et al., 2006).

Os sistemas TA, em sua maioria, sdo operon contendo uma toxina estavel,
letal para a célula bacteriana, e uma antitoxina cognata instavel que inibe a acao da
toxina (WEN, BEHIELS, DEVREESE, 2014). Em condi¢des normais de crescimento a
bactéria produz niveis suficientes de antitoxina para bloquear a acdo da toxina,
entretanto, em situagdes de estresse o balanco entre toxina e antitoxina é alterado
devido a instabilidade da antitoxina, permanecendo uma concentragdo maior de toxina
que pode atuar na inducdo de morte celular programada, formacao de biofilme,
inibicdo de crescimento ou formacdo de células persistentes (WEN, BEHIELS,
DEVREESE, 2014).

As células persistentes apresentam-se em estagio fisiolégico de
dorméncia, no qual ndo ha morte, nem multiplicacdo das células, geralmente
encontradas em populagées muito densas ou que estdo sob algum estresse (SHAH
et al., 2006). Muranaka et al., (2012) demonstram que em células persistentes de X.
fastidiosa sob estresse por compostos antimicrobianos ocorre a indugdo de doze
sistemas TA do tipo Il, sendo que desses o0 gene, XF2490, homédlogo ao mqsR de E.
colie caracterizado como uma endoribonuclease com especificidade pelo motivo GCU
(LEE et al., 2014, MERFA et al., 2016), foi 0 mais induzido em concentragcdes
inibitérias de crescimento. Em trabalho recente foi demostrado que X. fastidiosa
superexpressando MqgsR inibiu crescimento bacteriano e movimento celular, como
consequéncia, houve auséncia de patogenicidade in planta (MERFA et al., 2016).
Devido a isto, possivelmente plantas superexpressando essa toxina poderiam
interferir na colonizacao e patogenicidade de X. fastidiosa.

Assim, baseado na estratégia de resisténcia derivada do patégeno (RDP),
nesse trabalho foram obtidas plantas transgénicas superexpressando a toxina MgsR
do sistema MgsR/A de X. fastidiosa visando resisténcia a X. fastidiosa e também a X.
citri.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. LARANJA DOCE E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

A laranja doce, cujo nome cientifico é Citrus sinensis (L.) Osbeck, € de
grande destaque para o agronegécio brasileiro, visto que além de o pais ser o maior
produtor mundial dessa cultura (FAO, 2012), esta contribui para o desenvolvimento
social através da geragdo de muitos empregos diretos e indiretos. A producao
brasileira para a safra 2015/16 foi cerca de 300 milhdées de caixas
(<www.citrusbr.com>), e sua produgao concentra-se principalmente nos estados de
Goias, Paranda, Rio Grande do Sul, Bahia, Sergipe, Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Sao Paulo, sendo este ultimo o maior produtor do pais com cerca de 71,8% da
producéo nacional de laranja doce (<www.sidra.ibge.gov.br>).

Os produtos gerados a partir da laranja doce podem ser de diversos tipos
como Oleos essenciais, esséncias, D-limoneno, pectina, &alcool, entre outros
(<www.citrusbr.com>; <www.citrosuco.com.br>). Contudo, os principais produtos séo:
o suco de laranja concentrado congelado (Frozen Concentrated Orange Juice, FCJO),
ao qual é destinado quase toda a producao de laranja doce, e 0 suco nao concentrado
(Not From Concentrated Orange Juice, NFC) que recebe pequena parcela dessa
producgdo. Os sucos sdo quase totalmente destinados a exportacao. Na safra 2015/16
houve uma exportacao de 913,8 mil toneladas de suco e os principais compradores
sdo Unido Europeia e os EUA (<www.citrusbr.com>) conforme pode ser visualizado

na Tabela 1.

Tabela 1: Principais compradores do suco de laranja brasileiro

Paises Quantidade de suco (toneladas)
Uniéo Europeia ‘ 628.392
EUA 164.532

Outros ‘ 120.876

Fonte: Adaptado de www.citrusbr.com

Apesar da alta producao de laranja doce e do seu suco, ha previsées de
declinio de 18% da producdo para a safra de 2016/17, devido a elevadas temperaturas
na época de florada, o que acarreta na queda das flores e frutos em formacgéo

(<www.fundecitrus.com.br>). Além dos fatores climaticos envolvidos, o aumento
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progressivo de pragas e doencas, associado a negligéncia com o controle desses,
tem causado maiores perdas de producéo.

Dentre esses, as doencas bacterianas sao de importancia econémica para
o0 setor e embora atualmente o Huanglongbing (HLB), causado pelas bactérias
Candidatus liberibacter asiaticus e Candidatus liberibacter americanus, seja o principal
problema para a citricultura brasileira, as doengas Cancro Citrico, causado por
Xanthomonas citri subsp. citri e a Clorose Variegada dos Citros (CVC), causada por
Xylella fastidiosa ainda tém significativa influéncia na reducao de producéo e no seu

custo final, devido ao manejo das doencas.

2. CLOROSE VARIEGADA DOS CITROS

A CVC, também conhecida como “amarelinho dos citros”, foi identificada
inicialmente em 1987 na cidade de Macaubal no noroeste do estado de Sdo Paulo e
disseminada rapidamente nos anos seguintes, pois ndo se conhecia sua origem
(COLETTA-FILHO; SOUZA, 2014). A CVC é uma doenca especifica de laranja doce,
com a cultivar Pera como a mais suscetivel a doenca e a cultivar Westin a menos. As
demais espécies do género citrus sdo tolerantes ou resistentes a doenca (BOVE;
AYRES, 2007).

Os sintomas da doenga sdo descritos como murcha da folha, pontuacdes
cloréticas similares a deficiéncia de zinco na parte adaxial da folha, enquanto que na
regido abaxial da é possivel verificar um material similar a uma goma acastanhada, e
nos frutos ocorre a redugdo do tamanho e endurecimento do mesmo (Figura 1)
(BOVE; AYRES, 2007).

Figura 1. Sintomas de CVC. A: Sintomas de pontuacdes cloréticas na regiao adaxial da folha.
B: Do lado esquerdo o fruto sintomatico de tamanho reduzido e do lado direito o fruto assintomatico com

tamanho normal.
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A identificacao de bactéria X. fastidiosa como agente causal da CVC foi
realizada através de seu isolamento e confirmada por testes sorolégicos utilizando a
técnica de ELISA (CHANG et al., 1993). Apds essa descoberta, diferentes linhas de
pesquisa comegaram a ser estudadas, o que resultou na identificagdo da cigarrinha
como inseto vetor na transmissao natural da bactéria entre as plantas (ROBERTO et
al., 1996), podendo ser entre pomares (transmissao primaria) ou entre as plantas
dentro de um mesmo pomar (transmissdo secundaria) (LARANJEIRA, BERGAMIN,
AMORIM, 1998). Atualmente ja s&o descritas 13 espécies de cigarrinha que podem
transmitir a estirpe causadora da CVC (ROBERTO et al., 1996; KRUGNER et al.,
2000; YAMAMOTO et al., 2002).

Além das infec¢des naturais, as plantas também podem ser infectadas
através de enxertia de borbulhas contaminadas. O conhecimento dessa informacéao
acarretou na adocdo de uma seérie de medidas preventivas para evitar que X.
fastidiosa estivesse presente no sistema de producédo de mudas (COLETTA-FILHO,
DE SOUZA, 2014). Tais medidas de manejo foram a aplicacdo de inseticidas para
controle do vetor, podas dos ramos doentes em estdgios iniciais da doenca e
eliminacao da planta em estagios severos de sintomas (COLETTA-FILHO, BORGES,
MACHADO, 2000). A partir dessas propostas de manejo, em 2003, o sistema de
producdo de mudas no estado de Sao Paulo, que antes era a céu aberto, passou a
ser produzido em regime de telado certificado segundo a Lei N® 10711, de 05 de
agosto de 2003. Com a aplicacao dessa legislagdo e desse novo sistema, o
surgimento de sintomas em plantas com menos de 2 anos diminui significativamente
e, em uma média de 8 anos, houve um aumento de 21% na producéo de laranja doce
(GONGCALVES et al., 2011).

Atualmente, a CVC é uma doenca endémica espalhada por todas as
regides produtoras do Brasil e do estado de Sao Paulo, contudo, a incidéncia da
doenca vem caindo constantemente nos ultimos anos. Isto € dado o manejo eficiente
da doenca resultado de muitos anos de pesquisa, assim como a excessiva aplicagao
de inseticida para controle do inseto vetor do HLB, que consequentemente também
controla a cigarrinha, inseto vetor da CVC (FUNDECITRUS, 2015). Contudo, em
outras regides do pais onde a producao de mudas nao é realizada sob o sistema de
telado ainda h& grande incidéncia da doenga, como é o caso de regides do litoral norte
da Bahia, onde a incidéncia é superior 70% (OLIVEIRA et al., 2014).
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Apesar da eficiéncia do manejo da doenca, ha estimativa de 120 milhdes
de ddlares de danos econdémicos anuais gerados pela CVC (BOVE, AYERS, 2007).
Desta forma, ha busca excessiva por novas estratégias de controle da doenga visando
a reducgao de custos e aumento de produtividade da laranja doce.

3. Xylella fastidiosa: CARACTERISTICAS GERAIS

X. fastidiosa € uma bactéria gram-negativa e possui grande importancia
econdmica devido a sua capacidade de colonizar eficientemente multiplas plantas
hospedeiras e 13 espécies de cigarrinha (inseto vetor) (COLETTA-FILHO & DE
SOUZA 2014). Esta bactéria é restrita aos vasos do xilema, e coloniza uma grande
variedade de hospedeiros como alfafa, ameixa, péssego, café, carvalho, pera, sendo
as doencas de maior importancia econémica a CVC em laranja doce e a Pierce’s
disease (PD) em videira (CHATTERJEE, ALMEIDA, LINDOW, 2008). Saponari et al.,
(2013) reportaram X. fastidiosa como agente causal da Sindrome do Declineo Rapido
da Oliveira na regidao da Apulia na Itdlia, o qual consiste no primeiro relato dessa
bactéria causando doenga na Europa.

Dada a importancia econémica dessa bactéria, a estirpe 9a5c, agente
causal da CVC, foi o primeiro fitopatdégeno a ser sequenciado (SIMPSON et al., 2000),
0 que culminou em grande avanco de estudos genéticos e genémicos.

Uma das mais importantes caracteristicas de X. fastidiosa é a capacidade
de formar biofilme bacteriano. Este é constituido de um aglomerado de células
bacterianas envolto de uma matriz hidratada de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) (HATHROUBI et al., 2016). Em X. fastidiosa, o biofilme esta
diretamente associado a sua patogenicidade, uma vez que a hip6tese mais aceita é
que a formagéao de biofilme bloqueia o fluxo de seiva nos vasos de xilema levando ao
aparecimento de sintomas. A formacao de biofilme apresenta diferentes estagios:
adesao das células na superficie, multiplicagdo bacteriana e maturagéo do biofilme,
seguida da dispersao das células com a finalidade de colonizar novos nichos (Figura
2) (MONROE, 2007).
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Figura 2. Desenvolvimento de um biofilme. Iniciando na adesao das células, seguido da
multiplicacao e maturacao do biofilme até a dispersao das células. Adaptado de Monroe (2007).

O biofilme confere véarias vantagens adaptativas as bactérias como
aquisicao de nutrientes, superficie para adesdo e multiplicagdo e também
resisténcia/tolerancia a compostos antimicrobianos (SHAH et al., 2006; RODRIGUES
et al., 2008; MURANAKA et al., 2012; HATHROUBI et al., 2016). Ja foi reportado
também que em células em biofilme, quando em contato com compostos
antimicrobianos, ha a inducao de genes especificos relacionados a bombas de efluxo
(RODRIGUES et al., 2008; HATHROUBI et al., 2016). Estas sao, na verdade, sistemas
de transporte, que sdo responsaveis pela extrusdo de compostos téxicos para fora da
célula, podendo ser metabdlitos secundarios e bactericidas (HATHROUBI et al.,
2016), desta forma exportando os componentes téxicos para fora da célula, impedindo
com que esses atinjam o seu alvo. Genes associados a bombas de efluxo também
foram induzidos em biofilme de X. fastidiosa na presenca de cobre, tais como
transportadores ABC, que s&o relacionados ao transporte de ions metélicos, e
membros da familia de proteinas RND, que estdo associados ao transporte de
diferentes tipos de moléculas (RODRIGUES et al., 2008). Neste mesmo trabalho foi
possivel obter RNA de alta qualidade de X. fastidiosa, mesmo em concentragdes
inibitdérias de cobre, com o qual foi demonstrado a expressédo de genes relacionados
a resisténcia a cobre, sugerindo que este penetrou nas células, mas nao foi capaz de
eliminar toda a populacao, o que fornece indicios da presenca de células persistentes
nessa condigao.

As células persistentes apresentam-se em um estagio fisioldgico no qual
as mesmas ndao se multiplicam e ndao morrem, e podem ser originadas de forma
estocastica ou sob influéncia de algum tipo de estresse (SHAH et al., 2006;
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HATHROUBI et al., 2016). Estas células também sédo encontradas em populacoes
densas como em fase estacionaria e em biofilmes maduros, chegando a compor cerca
de 1% da populacdo (SHAH et al., 2006). Devido ao seu estagio fisiolégico de
dorméncia, estas células apresentam nivel de tradugdo muito baixo (SHAH et al.,
2006). Dado que um grupo importante de antibiéticos atuam na inibicdo da sintese
proteica, e uma vez que essas células estdo com baixo nivel de traducédo, os
antibioticos perdem seu alvo de atuacdo, desta forma, tornam as células tolerantes a
estes compostos. Estas células ainda apresentam um perfil de expressao génica
diferenciado dos demais estagios fisiol6gicos, com a indugcdo de sistemas toxina-
antitoxina (TA) (SHAH et al., 2006). Esses sistemas codificam proteinas que
interferem em funcgdes celulares essenciais como tradugéao e replicacdo, induzindo a
persisténcia das células (LEWIS, 2008).

Através de uma analise de microarranjos, foi demonstrado o perfil de
expressao génica do biofilme de X. fastidiosa em resposta a dosagens subinibitorias
e inibitérias de compostos antimicrobianos (MURANAKA et al., 2012), no qual foi
verificado uma repressao de genes associados a fungées metabdlicas e movimento,
e ainducao de doze sistemas TA nessa bactéria, evidenciando a presenca de células
persistentes.

Baseado nessas informagdes o biofilme bacteriano de X. fastidiosa além
de favorecer a adaptacao celular para sobrevivéncia na planta e inseto, também
contribui com a protecéo das células bacterianas utilizando de diferentes mecanismos

genéticos para sobrevivéncia em condigbes de estresse.

4. SISTEMAS TOXINA-ANTITOXINA BACTERIANOS

Os sistemas TA sao sistemas genéticos constituidos de dois genes em
operon, sendo uma toxina estavel que possui acao letal para a célula bacteriana, e
uma antitoxina cognata instavel que inibe a acdo da toxina (WEN, BEHIELS,
DEVREESE, 2014). Em situagdes normais de crescimento, a antitoxina liga-se a
toxina impedindo a acdo da mesma e promovendo o crescimento bacteriano. Em
situacoes de estresse a antitoxina é degradada por proteases liberando a toxina para
exercer a sua acao, o qual pode inibir o crescimento bacteriano (Figura 3) (WEN,
BEHIELS, DEVREESE, 2014).
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Figura 3. Esquema representativo de um sistema TA do tipo II, o qual mostra a relacao dentro

do sistema em diferentes condi¢c6es. Em condic6es normais de crescimento o promotor é reprimido pela
antitoxina, e também pelo complexo toxina-antitoxina formado. Em situac6es de estresse a antitoxina é

degradada por proteases e liberando a toxina que pode inibir o crescimento bacteriano (Merfa, 2015).

Inicialmente, esses sistemas TA foram encontrados em E. coli, em baixo
namero de cépias nos plasmideos e associados a manutencao desses, uma vez que
nas células filhas sem o plasmideo a antitoxina era degrada facilmente devido a sua
instabilidade, desta forma liberando a toxina para atuar, matando a célula, e levando
a morte pos segregacao (GERDES, RASMUSSEN, MOLIN, 1986).

Posteriormente, os sistemas TA também foram encontrados em
cromossomos e atualmente sdo associados a diversas funcgdes biol6gicas como
formacao de células persistentes, morte celular programada, formacao de biofilme,
controle no crescimento e resposta a estresse geral (ENGELBERG-KULKA et al.,
2006; WANG, WOOD, 2011; WEN, BEHIELS, DEVREESE, 2014). Embora todas as
toxinas séo proteinas, as antitoxinas podem tanto proteinas como RNAs. Os sistemas
TA séo classificados atualmente em cinco tipos de acordo com a natureza e acao da
antitoxina (WEN, BEHIELS, DEVREESE, 2014).

Tipo I: As antitoxinas sado pequenos RNAs variando de 50 a 200
nucleotideos, cujo alvo de atuacéo € através do pareamento no sentido antisenso do
mRNA da toxina cognata.
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Tipo II: As antitoxinas sdo proteinas e atuam formando um complexo
proteico com a toxina, tornando-a inativa, e ligando o complexo a sequéncia de DNA
do sistema, reprimindo sua transcri¢éo.

Tipo Ill: As antitoxinas sao pequenos RNAs que possuem um pseudo nd, o
qual liga-se diretamente a toxina.

Tipo IV: A antitoxina € uma proteina que interage diretamente com o alvo
da toxina, ao invés de ligar-se a toxina.

Tipo V: A antitoxina é uma proteina endoribonuclease que cliva
especificamente o mRNA da toxina cognata.

Um possivel sistema tipo VI foi encontrado em Caulobacter crescentus,
chamado de socAB, possui 0 modo de acao da antitoxina SocA diferente de todos os
outros tipos de sistemas TA descritos (AAKRE et al., 2013; MARKOVSKI, WICKNER,
2013; CHAN, ESPINOSA, YEO, 2016). Essa antitoxina atua como um adaptador
proteolitico para degradacao da toxina SocB pelas proteases ClpXP, uma vez que
sem a antitoxina, as proteases nao degradam a toxina (AAKRE et al., 2013;
MARKOVSKI, WICKNER, 2013)

Apesar dos varios tipos de sistemas TA descritos, a maioria dos trabalhos
concentra-se nos sistemas do tipo Il visto que sdo mais abundantes nos genomas.
Diversos sistemas TA dessa classe foram reportados, tais como MqgsR/A, Phd/Doc,
HipA/B, MazE/F, RelB/E e VapB/C (WEN, BEHIELS, DEVREESE, 2014).

A grande maioria dos trabalhos envolvendo sistemas TA s&o descritos em
bactéria que causam doengas em seres humanos tais como E. coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculosis além de outras,
geralmente associando esses sistemas a doencgas crdnicas, uma vez que induzem a
formacao de células persistentes, e essas células sdo tolerantes a compostos
antimicrobianos utilizados nos tratamentos das doencas. Quando essas células nao
estdo mais em contato com o antibiético, voltam a crescer, promovendo a doenca
novamente. Contudo, recentemente, esses sistemas também vém sendo estudados
em fitopatdégenos almejando o melhor entendimento sobre o seu papel bioldgico para
a bactéria.

Unterholzner et al. (2013) demonstraram que o sistema TA stbD/E de
Erwinia pyrifoliae, agente causal das doengas “black stem blight’ em pera asiatica e
“fire blight’ em pera, contribui com uma notavel estabilidade para o plasmideo pEP26

o qual é hospedeiro do sistema. Os autores também mostraram que a toxina, quando
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induzida nas células, promove estado fisiolégico de células vidveis mas nao
cultivaveis, o que sugere que possa ser 0 estado de persisténcia. Este efeito é
neutralizado na presenga da antitoxina, caracterizando um sistema TA. Além disso,
foi demonstrado que este sistema TA € um hibrido, sendo a toxina StoE membro da
superfamilia RelE/ParE, que normalmente teria como antitoxinas RelB/ParD,
enquanto que a antitoxina StbD é pertencente a superfamilia das antitoxinas
PhD/YefM, que teria como respectivas toxinas Doc/YoeB. Este estudo demonstrou um
atrativo alvo para o combate E. pyrifoliae, seja pelo potencial da toxina StbE em inibir
o crescimento bacteriano, ou pelo menos para a inducao da perda de plasmideo.

Em outro estudo, Shavit et al. (2016) caracterizaram o sistema TA VapB/C
em Acidovorax citrulli, agente causal da doengca chamada murcha bacteriana, que
coloniza a familia das cucurbitaceas do mundo todo, como principais representantes
a melancia e o meldo. Essa bactéria apresenta dois grandes grupos de estirpes de
que causam doencas nas plantas, sendo o grupo | principalmente associado com
doenca em meldo e o grupo Il associado com doengca em melancia. Através de
analises de PCR em 15 estirpes do grupo | e 12 estirpes do grupo |l para a presenca
do sistema VapB/C, foi verificada a auséncia em todos as estirpes do grupo | e a
presenca do sistema em todas as estirpes do grupo Il, demonstrando que esse
sistema € exclusivo para estirpes do grupo Il. Através de uma analise de filogenia, foi
verificado que tanto a toxina como a antitoxina se agrupavam com membros da familia
Xanthomonadaceae, sugerindo que esse sistema possa ter sido transferido
horizontalmente ao longo da evolugédo. Os autores também mostraram que a toxina
VapC tem atividade de ribonuclease degradando inclusive as unidades ribossomais.
Também verificaram a indugéo da toxina e antitoxina em resposta a estresses como
presenga de antibidtico e deficiéncia de aminoacidos, além do fato de esses genes
serem altamente induzidos durante a infeccdo da bactéria na planta, desta forma
demonstrando que esse sistema possui acdo importante para a colonizacdo da
bactéria. Os autores discutem que estudos mais detalhados com anticorpos desses
genes e mutantes poderiam elucidar melhor o papel biolégico desse sistema para a
bactéria.

Em X. fastidiosa foi demonstrada a presenca do sistema PemK/| associado
a manutencao de plasmideo (LEE, ROGERS, STENGER, 2010). Através de ensaios
utilizando as proteinas purificadas foi demonstrada a interacdo entre as proteinas
desse sistema, comprovando que tratava-se de um sistema TA (LEE, ROGERS,
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STENGER, 2010). A toxina PemK foi descrita como endoribonuclease com clivagem
especifica para fita simples de RNA no motivo UAC, sendo que também foi reportado
que o motivo RGD (argenina 4A, glicina 5A e acido aspartico 6A) da toxina PemK &
essencial para a sua atividade de ribonuclease, uma vez que com a delegdo de
aminoacidos pertencentes a esse motivo ha a perda de atividade da toxina (LEE,
ROGERS, STENGER, 2012).

Para X. fastidiosa também foram caracterizaram dois sistemas TA distintos:
MqgsR/A e DinJ/RelE (LEE et al., 2014, MERFA et al., 2016). Para a caracterizacao foi
realizada a expressao heteréloga em E. coli e purificagdo dessas proteinas, as quais
foram confirmadas em ensaios de immunoblot. Também foi realizado uma analise
filogenética desses sistemas, com o qual foi possivel verificar que os sistemas néo
compartilhavam o mesmo taxon, demonstrando que o sistema MqgsR/A estava
presente apenas nas subespécies pauca e fastidiosa (LEE et al., 2014). Os autores
também mostraram que ambas as toxinas possuem atividade de ribonuclease, sendo
que MqgsR possui especificidade em clivar motivos GCU, enquanto que RelE néo
demonstrou especificidade na clivagem do mRNA. Foram realizadas analises
fenotipicas quanto a densidade de células planctdnicas e em biofilme, utilizando
mutantes para toxina e antitoxina sozinhos e o duplo mutante para ambos sistemas.
Os resultados sugerem que os sistemas respondem diferentemente a formacéao de
biofilme. Na auséncia da antitoxina MgsA ha reducdo na densidade de células
plancténicas e aumento para as células em biofilme, demonstrando que este sistema
esta associado a regulagédo da formacao de biofilme de X. fastidiosa (LEE et al., 2014).

Merfa et al. (2016) utilizaram a estirpe de CVC (pauca) superexpressando
a toxina MqgsR, e verificaram que além da formacéo de biofilme, a superexpressao
dessa toxina também induziu persisténcia em X. fastidiosa. Também foi demonstrado
que ocorreu perda de patogenicidade da bactéria superexpressando MgsR, uma vez
que, dezoito meses apds a inoculacdo em laranjeira doce os sintomas estavam
presentes apenas nas plantas inoculadas com a bactéria ndo transformada. Desta
forma, os autores demonstraram que esse sistema TA além de estar associado a
formacao de biofilme como reportado por Lee et al. (2014), também esta relacionado
a inducao de persisténcia e patogenicidade da bactéria in planta.

Uma anélise comparando a presenca de sistemas TA nos genomas de dez
espécies/estirpes de Xanthomonas, que causam doencas em diferentes culturas

como citros, arroz, cana-de-acucar, tomate, e membros da familia das Brassicaceae,
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foi realizada por Martins et al. (2016). Neste foi verificado um maior nimero de
sistemas TAs nas estirpes que infectam citros, entretanto, nenhum homélogo ao
sistema MqsR/A foi identificado.

O aumento no numero de estudos com sistemas TA em fitopatdogenos
evidencia a importAncia desse mecanismo genético na adaptacdo dos
microrganismos as diferentes condicdes de estresse seja ambiental ou pela adicao de
compostos antimicrobianos. Assim, o estudo desses mecanismos abre novas

perspectivas na busca de alvos genéticos visando o controle de fitopatdogenos.

5. UTILIZACAO DA ESTRATEGIA DE RESISTENCIA DERIVADA DO
PATOGENO (RDP)

Na agricultura a procura por variedades resistentes/tolerantes a patégenos
tem sido alvo de diversos programas de melhoramento genético. A resisténcia é a
capacidade que as plantas tém de restringir o desenvolvimento do patégeno e da
doenca, enquanto que, tolerancia, as plantas suportam a doenga sem perdas no
fithess da planta (ROY, KIRCHNER, 2000). A tecnologia de transformacao genética
de plantas surgiu como mais uma tecnologia para busca de plantas
resistentes/tolerantes, tornando-se uma ferramenta que visa a insercao direta de
genes de interesse na planta alvo.

Existem diferentes abordagens utilizadas atualmente para a transformacgéo
genética de plantas, sendo a classica a transgenia que utiliza de genes ou elementos
genéticos de outros organismos que podem ou nao ser sexualmente compativeis com
o hospedeiro. Ha também outros novos termos como a intragenia que seria a
utilizacdo de genes e elementos genéticos da mesma espécie ou de espécies
sexualmente compativeis. Outra abordagem seria a cisgenia, que seria a utilizagdo do
gene de um individuo exatamente como ele esta no genoma (promotor, introns, exons
e terminador) para transformacdo em outro individuo sexualmente compativel
(HOLME, WENDT, HOLM, 2013). Além dessas, mais recentemente ha o uso da
abordagem de edicdo génica utilizando o sistema CRISPR/Cas9 que pode tanto
inserir sequéncias como retirar sequéncias do genoma do hospedeiro (KHATODIA et
al., 2016).

Dentro das possiveis abordagens da transgenia visando resisténcia a
patdgenos, a resisténcia derivada do patégeno demonstra-se muito eficaz. O termo
foi proposto inicialmente por Sanford e Jhonston (1985), que sugeriram que a
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expressao de alguns genes ou sequéncias de DNA de um patégeno em um
hospedeiro causaria alteracées no equilibrio dos componentes do patégeno podendo
interferir no ciclo de infeccéao.

Essa abordagem foi utilizada inicialmente em tabaco, o qual
superexpressava a capa proteica do virus do mosaico do tabaco (TMV), gerando
linhagens resistentes ao patégeno (ABEL et al., 1986). A partir desse trabalho,
diversos outros foram desenvolvidos utilizando a mesma abordagem. Sendo esta
estratégia utilizada para controle de patégenos que causam doencgas em citros.

Reyes et al., (2011) reportaram que transformaram plantas de laranja doce
conferindo resisténcia ao virus da sorose dos citros. Para tal, as plantas foram
transformadas com um hairpin de uma regiao de intron do RNA (ihpRNA) de trés
genes do virus, sendo estes: capa proteica, 54K e 24K - duas ORFs com funcéo
desconhecida. Foi verificado que apenas as plantas cuja ihpRNA foram derivadas da
capa proteica apresentam altos niveis de resisténcia ao virus, enquanto os outros
apresentaram resisténcia parcial ou ndo demonstraram resisténcia. Também foi
verificado que tal resisténcia foi obtida através da ativagdo da maquinaria de
silenciamento de RNA mediada pelos pequenos iRNA produzidos pela planta
transgénica, demonstrando a eficiéncia da abordagem de RDP.

Apesar do termo RDP ser amplamente utilizado para resisténcia a virus, o
conceito pode ser aplicado a resisténcia a qualquer patdgeno, sendo essas
estratégias mais recentemente aplicadas para resisténcia/tolerancia a bactérias.

Apesar de os autores ndo mencionarem o termo RDP, Yang et al. (2011),
transformaram laranja com um sinal de sinalizagdo nuclear (nls) do gene pthA de X.
citri, e conferiram resisténcia contra a mesma. O gene pthA é um dos genes essenciais
para a patogenicidade de X. citri, e possui trés regioes nls na regiao COOH terminal.
E presumido que estas sequéncias se ligam a importinas do hospedeiro direcionando
o PthA para o nucleo da célula, onde pode modular genes no hospedeiro. Os autores
sugerem que possivelmente, com a superexpressao dessas sequéncias, ha saturacao
dos sitios das importinas, portanto nao direcionando o PthA produzido por X. citri para
o nucleo da célula hospedeira e, consequentemente, levando a resisténcia a bactéria.

Uma outra abordagem foi utilizada por Caserta et al. (2014), que
transformaram laranja doce e citrange com o gene rpfF de X. fastidiosa, e desafiaram
essas plantas com X. citri, demonstrando resisténcia a essa bactéria. A molécula
diffusible signal fator (DSF) produzido pela X. fastidiosa € similar ao de X. citri,



28

entretanto, os genes que sdo modulados por essa molécula sdo diferentes entre os
patégenos, desta forma o DSF pbéde ser reconhecido por X. citri e foi capaz de reprimir
genes de viruléncia da bactéria, o que levou a redugao dos sintomas.

Desta forma pode-se verificar que resisténcia derivada do patégeno
apresenta-se como uma alternativa na busca de plantas transgénicas resistentes ou

tolerantes a fitopatégenos de citros.

JUSTIFICATIVA

Trabalhos prévios demonstraram que X. fastidiosa causadora da CVC,
quando superexpressando a toxina MgsR, apresentou menor crescimento, diminuiu a
capacidade de movimento e nao foi patogénica em plantas de laranja doce (MERFA
et al., 2016). Dessa forma, o uso desse gene para transformacao genética em planta,
visando sua superexpressao tem potencial para reduzir a populacédo do patégeno e
consequentemente a doencga. Adicionalmente, como X. citri também é um patdégeno
de citros, plantas superexpressando MgsR também poderdo apresentar niveis de
resisténcia a X. citri caso a toxina possa interferir no metabolismo das células desse
fitopatégeno. Dessa forma o presente trabalho visa o estudo de MgsR em plantas
transgénicas para testar seu potencial em conferir resisténcia a dois importantes

fitopatdgenos de citros.
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CAPITULO 1. Avaliacio da superexpressdo da toxina MqsR em plantas
transgénicas de tabaco e citros quanto a resisténcia a Xylella fastidiosa

RESUMO

A CVC é uma doenca que gera perdas consideraveis na producao de
laranja doce, sendo causada pela bactéria X. fastidiosa. Por conta disso, busca-se por
variedades resistentes/tolerantes este patdgeno. A transgenia apresenta-se como
mais uma ferramenta na busca por variedades tolerantes/resistentes. A estirpe
patogénica superexpressando MqgsR foi incapaz de induzir sintomas de CVC em
laranja doce, 0 que demonstra que a toxina possui potencial para transformacao
genética de plantas visando controle da bactéria, uma vez que quando superexpressa
em plantas a X. fastidiosa ndo haveria antitoxina suficiente para inibir a funcao da
toxina, possivelmente inibindo o crescimento bacteriano ou levando a inducdo de
persisténcia, interferindo assim na colonizacédo bacteriana. Contudo, a obtencéao de
plantas de citros transgénicas néo é trivial, dada a biologia do género. Portanto, a
utilizagdo de tabaco como planta modelo € uma alternativa para estudos funcionais
de genes visando resisténcia a X. fastidiosa. Desta forma, foram obtidas plantas de
tabaco superexpressando a toxina MgsR, as quais foram desafiadas com X.
fastidiosa, foi observada reducao da incidéncia e da severidade de sintomas, assim
como da populagédo bacteriana. Com esses resultados foi demonstrado que o gene
possui potencial para transformacao de citros visando resisténcia a X. fastidiosa.
Assim, foram obtidas plantas de citros superexpressando a toxina MqgsR. Essas
plantas foram desafiadas com X. fastidiosa, nas quais foi observada reducdo da
severidade de sintomas, assim como da populagdo da bactéria na planta, sugerindo
que esta toxina possa estar interferindo com a colonizacdo e patogenicidade da
bactéria. Esses resultados indicam que as plantas superexpressando MqgsR
apresentaram potencial para testes de desafio com X. fastidiosa em condi¢des de

campo para resisténcia a CVC.
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1. INTRODUCAO

A CVC é uma das principais doencas que afetam a producao de laranja
doce, assim, ha estudos para a obtencao de variedades resistentes a X. fastidiosa.
Nessa vertente, a transgenia vem como uma ferramenta para a insergdo de genes
chaves nas plantas para a obtencao de plantas resistentes/tolerantes a fitopatégenos.
Um potencial gene para transformagao genética de citros visando resisténcia a X.
fastidiosa € o mqsR do préprio genoma da bactéria. Este que codifica uma toxina de
um sistema toxina-antitoxina, trata-se de uma ribonuclease (LEE et al., 2014; MERFA
et al.,, 2016) e foi altamente induzido em células persistentes de X. fastidiosa
(MURANAKA et al., 2012). Foi reportado que uma estirpe patogénica de X. fastidiosa
superexpressando MgsR néo foi capaz de induzir sintomas em laranja doce 18 meses
apos a inoculacdo (MERFA et al., 2016).

As células persistentes apresentam-se em estado de dorméncia, no qual
as mesmas nao se multiplicam e ndo morrem (WEN; BEHIELS; DEVREESE, 2014),
sendo encontradas em situac¢des de alta densidade populacional ou de estresse. A
formacao dessas células é dependente da inducao de sistemas TA, nos quais, em
situacoes de estresse, ha a degradacao da antitoxina liberando a toxina para exercer
sua atividade, induzindo a persisténcia ou podendo levar a morte celular (WEN;
BEHIELS; DEVREESE, 2014). O gene mqsR foi reportado como o mais induzido na
formacao de células persistentes de E. coli (SHAH et al., 2006), assim como em X.
fastidiosa (MURANAKA et al.,, 2012), demonstrando que este esta diretamente
envolvido com a inducao de células persistentes. Merfa et al. (2016) verificaram que
X. fastidiosa superexpressando MqgsR apresentou regulacdo negativa para
movimentacdo celular interferindo na colonizacdo, e consequentemente, na
patogenicidade, logo, a transformacdo do gene mqsR de X. fastidiosa em citros
poderia conferir resisténcia contra a bactéria, uma vez que, mesmo que esta produza
a antitoxina cognata, ndo seria suficiente para inibir a superexpressdo da toxina
produzida pela planta, gerando desbalanceamento na proporc¢ao toxina-antitoxina, o
que poderia levar a inducdo das células persistentes ou mesmo a inibicdo do
crescimento bacteriano.

Contudo, o género Citrus possui algumas particularidades que dificultam a
obtencdo de plantas transgénicas, tais como baixa eficiéncia de transformacao
genética, periodos juvenis longos e necessidade de propagagdo vegetativa das
plantas transformadas, podendo levar até dois anos para a obtencado de plantas
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prontas para desafio com o patégeno. Uma alternativa para o estudo funcional de
genes de resisténcia € o uso de plantas modelo. As plantas modelo tém como
caracteristicas a alta produgcdo de sementes, ciclo de vida curto, protocolo de
transformacdo genética simples e alta eficiéncia de transformagédo, atributos que
favorecem o estudo funcional de genes de interesse. Nesse contexto, foi reportado
que Nicotiana tabacum, acesso RP-1 € hospedeiro alternativo para X. fastidiosa,
sendo a estirpe isolada de citros capaz de induzir sintomas nessa planta (LOPES et
al., 2000).

Dessa forma, para estudar o potencial do gene mqgsR em conferir
resisténcia contra X. fastidiosa, foram obtidas plantas de tabaco transformadas, e
posteriormente, plantas transgénicas de laranja doce.
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2. HIPOTESE
A planta superexpressando a toxina poderia interferir com a colonizag¢ao da
Xylella fastidiosa reduzindo os sintomas, uma vez que mesmo bactéria produza

antitoxina esta n&o seria suficiente para inibir a toxina produzida pela planta.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais
Estudar o potencial do gene mgsR em conferir resisténcia a X. fastidiosa.

3.2. Objetivos Especificos

Tabaco
- Obter plantas transgénicas superexpressando a toxina e avaliar a
funcionalidade do gene quanto a resisténcia a X. fastidiosa.

Citros

- Obter plantas de laranja doce (Pineapple) superexpressando a toxina.

- Avaliar a funcionalidade do gene em laranja doce quanto a resisténcia a
X. fastidiosa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Tabaco

4.1.1. Construcao e transformacao genética

O gene mqsR foi sintetizado pela empresa Integrated DNA Technologies
fusionado a uma sequéncia de um peptideo sinal
(ATGTTCACCTACAAATTGATTTTGGGATTGGTCCTTGTGGTATCCGCTAGTGCC)
descrito para secrecao da proteina fusionada (BOSCARIOL et al., 2006). A clonagem
direcional desse minigene no vetor de construgdo pRT101, foi realizada utilizando as
enzimas de restricdo Xhol e EcoRl, inserindo esse cassete sob dominio do promotor
35S e terminagdo com cauda poli-A (Figura 4). A construcao foi excisada do vetor
pRT101 e clonado no vetor pCambia2301 utilizando a enzima de restricdo Pstl, o qual
possui um gene de resisténcia a canamicina para selegao, e o 8-glucuronidase como

gene reporter

Promotor
355CaMVv

Peptideo sinal mgqgsR Cauda poli-A

Figura 4. Construcao utilizada para transformacao genética das plantas.

O vetor pCambia2301 contendo o cassete foi transformado por choque
térmico na estirpe EHA105 de Agrobacterium tumefaciens, e posteriormente utilizada
para transformacao genética em discos foliares de tabaco, acesso RP-1. Esta etapa
foi realizada em um trabalho de pés-doutorado, anteriormente ao inicio do mestrado
pelo Juarez Pires Tomaz.

4.1.2. Ensaio Histoquimico de gene B-glucuronidase
Com a finalidade de verificar se as plantas regeneradas estavam
transformadas, foi retirada uma parte do tecido foliar, a qual foi submersa em substrato
5-bromo-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo (X-Gluc), a 37° C por aproximadamente 16
horas. Apds este periodo, as amostras que apresentaram coloracdo azul foram
consideradas eventos de transformacgao positivos.
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Para melhor visualizacdo do material vegetal transformado, as folhas foram
descoradas com uma solugao de etanol absoluto e acido acético (1:1). Apés esta fase,
as amostras foram observadas em lupa, e foram fotografadas. As plantas GUS
positivas foram selecionadas para realizagcdo de PCR a fim de confirmar a insercao
do gene de interesse.

4.1.3. Extracao de DNA e PCR para confirmacao de
transgenia

Foi realizada a extracao de DNA das plantas utilizando o método de CTAB-
Sarcosyl. O DNA extraido foi quantificado e padronizado, e utilizado para a reacao de
PCR.

A reagdo de PCR foi realizada utilizando 8,5 pL de agua milli-Q
autoclavada, 12,5 pL do Master Mix 2x TopTag DNA Polymerase (Qiagen), 10 pmol
do primer 35S forward (GAATTCAACATGGTGGAGCACGACAC), 10 pmol do primer
mqsR reverse (GACGTGAGCGCCAAGACAA) e 200ng de DNA da amostra,
completando um volume final de reacéo de 25 pL.

Como controles negativos da reagdo foram utilizados agua e DNA de
tabaco nao transformado, como controle positivo foi utilizado o vetor com a
construgéo. O produto do PCR foi revelado em gel de agarose 1%, com amplicon de
785 pb utilizando o marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas) para
comparar o tamanho das bandas e verificar se estd de acordo com o tamanho
esperado.

4.1.4. Expressao relativa do gene mgsR nas plantas
transgénicas

Foi realizada extragcdo de RNA do tecido vegetal das plantas transformadas
utilizando o Trireagente (Qiagen), segundo a metodologia descrita pelo fabricante.
Posteriormente, foram utilizados 1000 ng do RNA para sintese de cDNA utilizando a
enzima Superscript (Life). O cDNA foi utilizado para avaliar a expresséo do transcrito
por PCR quantitativo em tempo real utilizando a metodologia do AACT, comparando
a expressao do transgene (pirmers forward CTGGCAAGGTCAGGGCTACA e reverse
GACGTGAGCGCCAAGACAA) com gene enddégeno ARPC3 (primers forward
ATTGTGCATCACCAGCCATT e reverse CTGCAGAGGGTGATTTG) em tabaco por

nao apresentar variacdo de expressao na condicao de estudo.
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As amostras foram quantificadas em duplicata, sendo que cada reacao foi
feita utilizando 8,5 pL de agua milli-Q autoclavada, 12,5 uL do Master Mix 2x GoTaq
(Promega), 5 pmol de cada primer especifico para o gene de interesse totalizando 25

UL de reagéao.

4.1.5. Desafio de plantas transgénicas com X. fastidiosa

As plantas TO de tabaco que apresentaram PCR positivo e
comprovadamente superexpressam por qPCR o gene mqgsR foram submetidas a um
experimento piloto de desafio com X. fastidiosa, no qual foram selecionados cinco
eventos transgénicos para o proximo experimento, sendo estes denominados: 8; 12;
15; 26 e 32.

Foram obtidas as sementes T1 desses eventos, cultivadas em meio de
cultura Murashige & Skoog (MS) meia forca com canamicina (100mg/L). As plantas
que cresceram no meio de cultura foram transferidas para vasos, aclimatadas em sala
com condigdes controladas, posteriormente foi realizada a PCR para confirmacao de
que essas plantas eram transgénicas.

Selecionadas as plantas PCR positivas, dez de cada progénie foram
utilizadas para a inoculagdo com X. fastidiosa. A estirpe 9a5c, isolada de espécies de
citros com CVC, mantidas em casa de vegetacao, foi cultivada em meio PWG (DAVIS
et al., 1981) e uma populagao de aproximadamente 108 células/mL foi ressuspendida
em tampao fosfato-salino (PBS). Uma aliquota de 10 uL dessa solugéo foi utilizada
para inocular a base dos peciolos das folhas basais de N. tabacum utilizando o método
de perfuracao por agulhas segundo Almeida et al, (2001), 0 mesmo processo, porém
utilizando PBS, foi realizado com trés plantas de cada progénie como controle
negativo do experimento.

Trinta dias ap6s a inoculacéao foi realizada a extragdo de DNA e PCR das
amostras para o diagnostico da bactéria na planta utilizando primers RST 31 e RST
33 (MINSAVAGE et al., 1994). As plantas que foram positivas para a presenca da
bactéria seguiram para as analises de sintomatologia, com pelo menos quatro plantas
de cada progénie.

4.1.6. Avaliacao de incidéncia e severidade de sintomas
Apoés o aparecimento dos primeiros sintomas, as plantas foram avaliadas

semanalmente quanto a incidéncia de sintomas, que € calculado como numero de
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folhas sintomaticas dividido pelo numero de folhas totais, e multiplica-se esse valor
por cem para visualizagdo dos dados em porcentagem. A incidéncia de sintomas foi
avaliada para todas as réplicas biologicas dos cinco eventos, além da planta nao
transformada.

Esses dados foram utilizados para o célculo da Area Abaixo da Curva de
Progresso da Doenca (AACPD). Quando desenhada a curva de incidéncia, a area
abaixo da curva € dividida em subareas de trapézios, sendo que cada subarea € uma
representacdo de quanto a incidéncia avangou naquele espaco de tempo. Com a
soma dessas subareas € dada a AACPD que representa o progresso da doenga em
funcédo do tempo (SHANER et al., 1977). Para esses dados foi aplicado o teste t de
Student com a finalidade de verificar se houve diferencas significativas entre os
eventos transgénicos e a planta néo transformada.

Para a anadlise de severidade da doenca, todas as folhas de todas as
plantas foram numeradas e avaliadas 80 dias ap6s a inoculacao por trés avaliadores
diferentes, segundo a escala diagramatica proposta por Pereira (2014) (Figura 5). A
partir das notas das folhas foi calculada a média por planta e a média das réplicas
biolégicas, que foram comparadas pelo teste t de Student.
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Figura 5. Escala diagramatica de notas para tabaco infectado com X. fastidiosa, representado
pela porcentagem ao lado esquerdo da respectiva folha (Adaptado de Pereira, 2014).

4.1.7. Andlise do coeficiente de correlacao entre expressao

génica e a severidade de sintomas
Foi utilizado o coeficiente de Pearson para analise do coeficiente de
correlacdo entre os dados de expressao génica das plantas transformadas e a
severidade dos sintomas, com a finalidade de verificar se ha uma relagéo entre eles.

A correlagdo pode variar de -1 a 1. Sendo -1 uma correlagdo inversamente
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proporcional perfeita e 1 uma correlacao direta perfeita. Segundo Callegari-Jacques
(2003) o valor do coeficiente pode ser classificado em algumas categorias que sao:
De 0,00 a 0,29 — fraca correlacéao linear;

De 0,30 a 0,59 — moderada correlacao linear;

De 0,60 a 0,89 — forte correlacéo linear;

De 0,90 a 1,00 — muito forte correlagéo linear.

Sendo essa classificagao utilizada para este trabalho.

4.1.8. Quantificacao da populacao de X. fastidiosa nas
plantas transgénicas por gPCR

Foram coletadas duas folhas préximas ao ponto de inoculagdo de cada
planta dos dois eventos que apresentaram maior resisténcia a X. fastidiosa para a
extracdo de DNA do peciolo, regiao onde ha maior concentracdo de X. fastidiosa
devido a sua colonizacao ser exclusivamente no xilema.

O material vegetal foi macerado e pesado, e posteriormente seguiu-se com
a extracdo, quantificacdo e padronizagcdo do DNA. A quantificacdo foi realizada
através de PCR quantitativo em tempo real.

A amplificagéo foi realizada em um volume de 25 pL contendo 12,5uL de
TagMan PCR Master Mix (Applied Biosystems), 500nM da sonda TAQ CVC (5'-
(6FAM) AAC CGC AGC AGA AGC CGC TCA TC(TAMRA)-3'), 525 nM dos primers
CVC-1 e CCSM-1 (Oliveira et al., 2002) e 200 ng da amostra de DNA.

Para todas as corridas experimentais foram utilizados controles negativos
(DNA de planta inoculado com PBS) e positivo (DNA gendmico de bactéria). Todas as
amostras foram processadas em duplicata. A amplificacdo e captura do sinal foi
realizada utilizando ABI PRISM 7500 Sequence Detector System (Applied
Biosystems). A curva padrdo para quantificacdo de X. fastidiosa foi produzida
utilizando como referéncia2.94 x 10%ng para um genoma da estirpe 9a5c.
Quantidades conhecidas de DNA total bacteriano foram misturadas com DNA de
plantas saudaveis de tabaco para obter uma faixa de 102 a 108 células/mg de tecido
vegetal. A curva padréao obtida [y = -38.0153x (numero de cépias de DNA) + 36.38]
mostrou variacao linear correlacionando DNA (numero de copias) com a medida de
fluorescéncia (valores de CT - Cycle Threshold — interseccao entre a curva de
amplificacdo da sequéncia alvo com um limiar), além de um coeficiente R? de 0,9901.
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Utilizando dessa curva para plotar os dados gerados pelo aparelho foi
possivel estimar a populacéo bacteriana em cada amostra. E desta forma, padronizar
os resultados para células de X. fastidiosa divididas por mg de tecido vegetal.

Foi estimada a média dos dois eventos transgénicos e comparados a média
das néo plantas transformadas, seguido da analise comparagcao de médias pelo teste
t de Student para verificar se houve diferencgas significativas entre os tratamentos.

4.2. Citros

4.2.1. Construcao e transformacao genética
A construgédo foi a mesma utilizada para tabaco como descrito no item
3.1.1. Para transformagéo genética foi utilizado o cultivar “Pineapple” de laranja doce.
Contudo, foi utilizada a estirpe EHA 105 de Agrobacterium tumefaciens, para
transformacao de epicétilo de citros. Essas plantas foram obtidas em um trabalho de
pds doutorado anteriormente ao inicio do mestrado.

4.2.2. Ensaio Histoquimico de GUS
Como uma primeira triagem para as plantas transgénicas foi realizado o
ensaio histoquimico de GUS, que procedeu da mesma forma descrita no item 3.1.2.
utilizando o controle negativo apropriado: pedacos de folhas de laranja doce

‘Pineapple” nao transformada.

4.2.3. PCR para confirmacao de transgenia

A fim de verificar se o0 gene inseriu no genoma de laranja doce foi realizado
o PCR das amostras utilizando os mesmos parametros que em tabaco como descrito
no item 3.1.3., contudo utilizando como controle negativo DNA de laranja doce nao
transformado.

Os eventos PCR positivos de Pineapple foram submetidas a um
experimento piloto de infeccdo com X. fastidiosa, sendo eventos mais resistentes: 7A;
14; 39A e 46A selecionados para outros experimentos.
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4.2.4. Expressao relativa do gene mqgsR nas plantas
transgénicas
Com a finalidade de verificar se os eventos selecionados estavam
superexpressando o transgene foi avaliada a expressao génica desses eventos,
conforme descrito para tabaco no item 3.1.4, utilizando como controle enddgeno a
ciclofilina (primers foward AGAGTATGCAGAGGAATGG e reverse
GTCCTTAACAGAAGTCCGT).

4.2.5. Immunoblot para confirmacao da producao da MqgsR
pela planta

A fim de verificar se as plantas transgénicas estavam traduzindo a toxina,
foram coletadas amostras dos eventos transgénicos macerados e realizada extracédo
de proteinas segundo método de King et al. (1994). Apds a extracdo, as amostras
foram quantificadas utilizando a metodologia de Bradford e foram padronizadas para
a mesma quantidade de proteinas.

Essas amostras foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE
15%, sendo posteriormente transferida para uma membrana de nitrocelulose Hybond-
C (Amersham) utilizando o aparelho Multiphor Il Novablot (LKB), por uma hora a 0,8
mA/cm? da drea da membrama.

O bloqueio da membrana e tratamento com os anticorpos primario e
secundario foi realizado utilizando o aparelho SNAP i.d. 2.0. (Millipore), que usa um
sistema a vacuo para acelerar o processo. As diluicées 1:500 e 1:5000 do anticorpo
primario Anti-MgsR (MERFA et al., 2016) e secundario Anti-rabbit conjugado com HRP
(Promega), respectivamente, foram utilizados nos ensaios.

A revelacao foi realizada utilizando o blot em contato com o substrato ECL
Reagent (GE Healthcare) o qual foi acoplado a um filme fotografico por 15 minutos na
auséncia de luz. ApoOs essa etapa, na auséncia de luz, o blot foi incubado por 15
segundos em solucéo reveladora (Sigma-Aldrich), lavado por 15 segundos em agua
destilada e fixado em solucédo fixadora por 3 minutos (Sigma-Aldrich). Os protocolos
utilizados foram ajustados para melhorar as condigdes da revelagao.
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4.2.6. Desafio de plantas transgénicas com X. fastidiosa

Ap6s confirmacdo de transgenia e expressao génica das plantas
selecionadas, foram propagadas vegetativamente dez plantas de cada matriz
transgénica de laranja doce além do controle ndo transformado.

Foi realizado o PCR das plantas propagadas para verificar se elas
realmente eram transgénicas, e as inoculagdes seguiram as mesmas condi¢cées que
em tabaco, descrito no item 3.2.6.

Foram coletadas amostras para diagnostico da bactéria por PCR 45 dias
apods a inoculacdo. Apenas as plantas PCR positivas para a presenca do patégeno
foram utilizadas para as avalicoes de sintomatologia e isolamento, com pelo menos

quatro plantas por evento.

4.2.7. Avaliacao de incidéncia e severidade de sintomas

Para verificar se as plantas transgénicas apresentavam resisténcia a X.
fastidiosa, foi realizada a avaliacdo de incidéncia e severidade de sintomas. A
incidéncia é a presenga ou auséncia de sintomas nas plantas, sendo o calculo descrito
no item 3.1.6. A severidade de sintomas é o0 quao agressivo o patégeno esta sendo
para a planta, sendo calculada da mesma forma que no item 3.1.6., contudo, utilizou-
se a escala diagramatica adequada para laranja doce (Figura 6) (AMORIM et al., 1993;
MURANAKA et al., 2013) e as avalia¢des foram realizadas mensalmente para ambas

incidéncia e severidade de sintomas.



Figura 6. Escala diagramatica de CVC para avaliacao de severidade de doen¢a. Os numeros
no canto esquerdo superior representam as notas de severidade respectivas de cada folha (Muranaka et
al., 2013; adaptado de Amorim et al., 1993). As folhas na parte superior da imagem demonstram os sintomas
na regiao adaxial, enquanto que na parte inferior sao referentes as mesmas folhas apresentando sintomas

na regiao abaxial.

Tanto para incidéncia quanto para a severidade de sintomas foram
aplicados os calculos da AACPD para verificar o quanto a incidéncia e severidade
progrediram em funcado do tempo. Além disso, utilizando da AACPD foi calculada a
porcentagem de reducao de severidade dos eventos transgénicos comparados ao tipo
selvagem. Para todas as andlises o teste t de Student foi aplicado para verificar se

houve diferengas significativas entre os tratamentos.

4.2.8. Analise de correlacao

A andlise foi realizada como descrito no item 3.1.7.

4.2.9. Quantificacao da populacao de X. fastidiosa por

isolamento
Para verificar se a toxina poderia estar controlando o avanco de X.
fastidiosa nas plantas de laranja doce transformadas, foi realizado o isolamento
quantitativo da bactéria 7 meses apds a inoculagédo (COLETTA-FILHO et al., 2007).
Foram coletados peciolos das plantas infectadas, lavados com detergente em agua
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corrente, pesados, e triturados em tampao PBS. A partir dessa amostra triturada foi
realizada a diluicio seriada até 10 e plagueadas em meio PWG.

As placas foram incubadas por 3 semanas a 28 °C e as unidades
formadoras de col6nia (UFC) foram contadas e padronizadas de acordo com a massa
de tecido vegetal utilizada para o isolamento. Foi realizado o teste t de Student para
verificar se houve diferencas significativas entre a quantidade de UFC isoladas das
plantas transgénicas e do tipo selvagem.
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5. RESULTADOS

5.1. Tabaco

5.1.1. Ensaio Histoquimico de GUS
O gene repérter B-glucuronidase, presente no vetor pCambia2301, foi
utilizado para pré-selegdo para confirmacdo dos eventos transgénicos. Os dez
eventos transgénicos inicialmente obtidos foram submetidos ao ensaio histoquimico
de GUS, dos quais sete apresentaram coloracdo azul, demonstrando que o gene
reporter foi inserido e possivelmente o transgene de interesse também. A Figura 7
representa uma planta GUS positiva.

Figura 7. Ensaio histoquimico de GUS em folhas de tabaco transformadas com MqsR. A -
planta nao transformada descorada sem coloragao azul. B - planta transgénica descorada com coloracao
azul.

5.1.2. PCR para confirmacao de transgenia
Com a finalidade de confirmar a transgenia, foi realizada a PCR de todos
0s eventos para garantir que o cassete de interesse foi inserido (Figura 8). Foi
demonstrado que das dez plantas iniciais, sete foram positivas para a insercdo do
gene mqsR.
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Figura 8. Perfil da eletroforese do PCR de plantas de tabaco regeneradas apods transformacao
com o gene mqsR utilizando os primers 35S F e mgsR R. Cada evento transgénico é representado pelo
respectivo numero acima do gel. M: marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). WT - tipo
selvagem. + - vetor pCambia2301 contendo a construgao.

5.1.3. Expressao relativa do gene mgsR nas plantas
transgénicas

Para verificar se as plantas transgénicas confirmadas por PCR e GUS

estavam superexpressando o transgene foi realizado o PCR quantitativo em tempo
real das amostras e calculado o nivel de expressao (Figura 9). Foi verificado que todos
0s eventos estavam superexpressando o transgene. Esses eventos foram utilizados
em um experimento piloto em desafio com X. fastidiosa e com base nos resultados
foram escolhidos os eventos que apresentaram maior resisténcia contra a bactéria
(dados nao apresentados). Os eventos selecionados foram: 8; 12; 15; 26 e 32, que

foram utilizados nos experimentos seguintes.
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Figura 9. Expressao relativa do gene mqsR dos eventos transgénicos comparados ao tipo
selvagem (WT).
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5.1.4. Avaliacao de incidéncia e severidade de sintomas

Com a finalidade de verificar se as plantas transgénicas possuem
resisténcia a X. fastidiosa foi realizado um experimento para avaliar a sintomatologia
causada pela bactéria nos eventos transgénicos comparados ao tipo selvagem. Para
isso foram avaliadas a incidéncia e a severidade de sintomas das folhas. A incidéncia
é a avaliacao de presenca ou auséncia de sintomas nas folhas, independentemente
da quantidade de sintomas. Os dados foram coletados durante 5 avaliagdes apds o
aparecimento de sintomas e foram utilizados para o calculo da AACPD (Figura 10).
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Figura 10. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca da incidéncia de sintomas dos
eventos transgénicos e do tipo selvagem (WT). * - p < 0,05; ** - p < 0,01; *** - p < 0,001.

Foi verificado que os eventos transgénicos de forma geral apresentaram
menor progressao de incidéncia de sintomas quando comparados ao tipo selvagem,
com excecao do evento 12 que ndo apresentou diferenga significativa em relagdo ao
WT. Dentre os eventos transgénicos, os eventos 15 e 26 apresentaram redu¢cao maior
da progressdo da incidéncia (p<0,001), demonstrando ser mais resistentes a X.
fastidiosa.

Também foi avaliada a severidade dos sintomas, que € a quantidade de
area foliar com sintomas ocasionados pela bactéria. Para tal, foi utilizada uma escala
diagramatica para avaliagao dos sintomas e com base nela foi calculada a severidade
dos sintomas nas plantas transgénicas e no tipo selvagem (Figura 11). Foi verificado

que, assim como para incidéncia de sintomas, os eventos transgénicos de forma geral
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apresentaram-se mais resistentes a X. fastidiosa quando comparados ao tipo
selvagem, com excecédo do evento 12, que nao apresentou diferenca significativa em
relagéo a planta ndo transformada. Assim como também observado nos resultados de
incidéncia de sintomas, os eventos que apresentaram menor severidade foram os
eventos 15 e 26, demonstrando que tanto para incidéncia, quanto para a severidade
de sintomas esses eventos foram mais resistentes a X. fastidiosa. Esses resultados
sugerem que a toxina pode interferir na populacdo de X. fastidiosa, e

consequentemente reduzindo os sintomas.
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Figura 11. Severidade dos sintomas nos eventos transgénicos e tipo selvagem (WT). * - p <
0,05; ** - p < 0,01.

5.1.5. Analise de correlacao
A fim de verificar se ha relagdo entre os dados de expresséo génica e de
severidade foi realizada andlise de correlacdo entre os dados, que revelou forte
correlacado inversamente proporcional de 0,6647 (CALLEGARI-JACQUES, 2003)
entre 0s mesmos, ou seja, quanto maior expressao do gene mgsR, menor severidade

dos sintomas da doenca € observada nas folhas.

5.1.6. Quantificacao da populacao de X. fastidiosa nas
plantas transgénicas por gPCR
Como foi verificado que a sintomatologia nas plantas transgénicas reduziu

quando comparadas as plantas nao transformadas, sugere que a toxina possa estar
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interferindo com a populagéo de X. fastidiosa na planta. Para confirmar essa hipdtese
foi realizada qPCR para detecgao de X. fastidiosa e titulacdo bacteriana na planta,
sendo essas amostras padronizadas pela quantidade de material vegetal utilizado
(Figura 12). Foi verificado que a populagcdo de X. fastidiosa nas plantas nao
transformadas foi mais que o dobro da populacao nas plantas transgénicas. Com base
nesses dados sugere-se que a toxina superexpressa pelas plantas esta, de alguma
forma, interferindo com o aumento da populacdo de X fastidiosa e,

consequentemente, reduzindo os sintomas nas plantas.
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Figura 12. Populacgéo de X. fastidiosa em planta transgénica e tipo selvagem (WT) quantificada

por qPCR e padronizada por mg de tecido vegetal. * - p < 0,05.

Os resultados obtidos demonstram que esse gene tem potencial para
conferir algum nivel de resisténcia a X. fastidiosa e que a aplicacao dessa estratégia

em laranja doce pode ser promissora para reduzir os sintomas de CVC.

5.2. Citros

5.2.1. Ensaio Histoquimico de GUS
Para pré-selegcdo dos eventos transgénicos foi realizado o ensaio
histoquimico de GUS, uma vez que se o gene repbrter B-glucuronidase esta presente
no vetor pCambia 2301, ele também foi inserido durante a transformacdo. Foram

obtidas 17 plantas iniciais do cultivar Pineapple, das quais 11 eventos apresentaram
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coloragao azul, ou seja, foram GUS positivas. A Figura 13-B apresenta um evento
GUS positivo.

A B

Figura 13. Ensaio histoquimico de GUS em pedacos de folhas de laranja doce cultivar
Pineapple. A - Planta ndo transformada descorada sem coloracao azul. B - planta transformada descorada
apresentando coloracao azul.

5.2.2. PCR para confirmacao de transgenia
Para confirmar se as plantas expressando GUS apresentavam o gene de
interesse, foi realizada a PCR de todos os eventos transgénicos com os primers
especificos para o promotor 35S (forward) e o gene mqgsR (reverse), conforme
descritos no item 3.1.3. Foi verificado que de 17 plantas iniciais de Pineapple, 11 foram

positivas para a insergéo do promotor e do transgene (Figura 14).

12 B U B Y

700 pb

Figura 14. PCR para confirmacao das plantas transgénicas de laranja doce (Pineapple). Cada
numero representa um evento, que sao: M: marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas); 1 -
agua;2-WT;3-1D;4-7A;5-7B;6—-14;7-17;8—-21;9—-39A; 10 —42D; 11 — 46A; 12 - SN; 13- 37C; 14
- 31B; 15 -28B; 16 — 15A; 17 — 02; 18 — 29; 19 — 19; e 20 — vetor pCambia2301 contendo o gene (controle

positivo).

Os eventos de laranja doce foram utilizados em um experimento piloto, os
quais foram inoculadas com X. fastidiosa. Os eventos mais resistentes foram
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selecionados para os préximos experimentos, em Pineapple foram 7A, 14, 39A e 46A

(dados nao apresentados).

5.2.3. Expressao relativa do gene mgsR nas plantas
transgénicas
Uma vez que as plantas selecionadas foram PCR positivas para a presenca
do transgene, foi avaliada a expresséo de MgsR nesses eventos. Todos os eventos
transgénicos estavam superexpressando a toxina (Figura 15).
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Figura 15. Expressao génica (log) das plantas transformadas com o gene mgsR e comparadas
com o tipo selvagem (WT).

5.2.4. Immunoblot para confirmacao da producao da MqgsR
pela planta
Foi realizada a andlise de immunoblot para averiguar se as plantas
transgénicas estavam traduzindo a toxina, e foi confirmado que todas estavam
expressando MqgsR. A Figura 16 demonstra a expressao da toxina, sendo possivel
observar a banda de 14 KDa apenas na planta transgénica.
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WT Transgénica -

WT Transgénica +
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Figura 16. Inmunoblot da toxina MqgsR em laranja doce cultivar Pineapple. A — Deteccéao da
toxina comparando tipo selvagem (WT) e planta transgénica. B - controle de padroniza¢édo da concentracao
das amostras. WT — Controle negativo. Transgénica - planta PCR positivo superexpressando o transgene.
+ - MqgsR purificada.

5.2.5. Avaliacao de incidéncia e severidade de sintomas

Visto que os eventos de laranja doce foram PCR positivos, confirmados por
expressdo génica e proteica, entdo foram avaliados quanto a resisténcia a X.
fastidiosa. Para isso, as plantas foram inoculadas com a estirpe 9a5c¢ e avaliadas a
incidéncia e a severidade de sintomas.

Tanto para a incidéncia, quanto para a severidade, avaliagbes mensais
foram realizadas ap6s o aparecimento dos primeiros sintomas. Para a incidéncia foi
utilizado o calculo AACPD para demonstrar o quanto a incidéncia progrediu em funcao
do tempo (Figura 17). A média de incidéncia dos eventos transgénicos n&o apresentou

diferencas significativas comparados ao tipo selvagem.



52

4000

3500

2500

g
3 2000
1500
1000
500
0

WT 7A 39A 46A

Eventos transgénicos

Figura 17. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca da incidéncia de sintomas nas
plantas transgénicas comparadas a planta selvagem (WT).

Entretanto, quando observa-se a severidade (Figura 18) e o seu progresso
em funcao do tempo (Figura 19) é observado que todos os eventos transgénicos
apresentaram severidade de sintomas menor que da planta nao transformada,
demonstrando que possivelmente a toxina produzida pela planta possa estar
interferindo na multiplicagéo da bactéria, e consequentemente, reduzindo os sintomas.
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Figura 18. Severidade de sintomas das plantas transgénicas comparadas ao tipo selvagem
WT ao longo de 4 meses de avaliagao. *** - p < 0,001.
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Figura 19. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca da severidade dos eventos
transgénicos e comparados ao tipo selvagem (WT). *** - p < 0,001.

Com base nesses dados, foi realizada em plantas superexpressando MgsR
analise que mostra a porcentagem de reducdo de severidade de sintomas quando
comparado ao tipo selvagem (Figura 20), na qual foi observada reducao de 40 a quase
60% da severidade dos sintomas nos eventos transgénicos. Dentre os eventos, 7A e
39A apresentaram maior resisténcia a X. fastidiosa. Uma planta representativa das

plantas com sintomas pode ser observada na figura 21.
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Figura 20. Porcentagem de reducao da severidade de sintomas dos eventos transgénicos em
relacao ao tipo selvagem. *** - p < 0,001.

Figura 21. Sintomatologia de CVC. A - Planta do tipo selvagem com sintomas severos de CVC.

B - Planta transgénica com sintomas menos severos de CVC. As setas indicam os sintomas.

by

Como a severidade de sintomas estd associada a populagdo de X.
fastidiosa nas plantas, os resultados de severidade dos eventos transgénicas sugerem
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que a toxina superexpressa pelas plantas possa estar interferindo com a multiplicacao
da bactéria, levando a reducao de sintomas.

5.2.6. Analise de correlacao
A andlise de correlagdo entre os dados foi realizada utilizando as
observacbes de severidade e de expressao génica. Houve uma correlacédo
inversamente proporcional de 0,70571, correlagao forte entre os dados (CALLEGARI-

JACQUES, 2003), ou seja, com alta expressao do transgene ha menor severidade.

5.2.7. Quantificacao da populacao de X. fastidiosa por
isolamento
Para verificar se a toxina esta interferindo na populagao de X. fastidiosa, foi
realizado o isolamento da bactéria das plantas avaliadas no experimento de
sintomatologia (Figura 22).
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Figura 22. Populagdao de X. fastidiosa isolada das plantas avaliadas no experimento de
sintomatologia, padronizada pela quantidade de tecido vegetal utilizada para o isolamento (log). * - p<0,05;
** - p<0,01; *** - p<0,001.

Foi verificado que a populacdo de X. fastidiosa, de forma geral, foi menor
nas plantas transgénicas variando de 2 a 5 vezes menos bactérias comparadas ao
tipo selvagem. A Unica excegéo foi o evento 7A, que apesar de ter apresentado menor
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severidade de sintomas quando comparado ao tipo selvagem, apresentou uma maior

populacao da bactéria.
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6. DISCUSSAO

A CVC é uma das principais doencas que afetam a producao de laranja
doce no Brasil. O manejo da doenga é dado pelo controle do inseto vetor, podas das
plantas com sintomas iniciais da doenga, e erradicacdo da planta com sintomas
severos (COLETTA-FILHO, DE SOUZA, 2014). Assim, a busca por tecnologias que
proporcionem maior resisténcia das plantas € objeto de vérios estudos (COLETTA-
FILHO et al., 2007; GMITTER et al., 2012; MARANAKA et al., 2013; RODRIGUES et
al., 2013). Como demonstrado por Merfa et al. (2016), a bactéria superexpressando
constitutivamente a toxina MgsR nao foi capaz de colonizar eficientemente a planta e
nao induziu sintomas, enquanto que a tipo selvagem foi capaz de gerar sintomas em
laranja doce. Isso demonstra que a superexpressao desse gene pela planta suscetivel
poderia também interferir com a colonizagdo da bactéria, e consequentemente,
atenuar os sintomas.

Estudos de genes com potencial para conferir resisténcia a X. fastidiosa
utilizando plantas de citros para transformacédo genética podem demandar varios
anos, visto o tempo para obtencao das plantas transgénicas, propagacéao das mesmas
e desafio com a bactéria. Portanto, a utilizacdo de plantas modelo em estudos de
interacdo com X. fastidiosa pode fornecer respostas mais rapidas que em citros.

Lopes et al. (2000) reportaram que tabaco € hospedeiro para X. fastidiosa,
possibilitando esses estudos em um menor intervalo de tempo. Desta forma,
diferentes estudos de interacdo com a bactéria foram conduzidos, como comparacao
de cultivares de tabaco quanto a susceptibilidade a X. fastidiosa (ALVES, KITAJIMA,
LEITE, 2003), estudos de ionoma em diferentes condi¢cdes (DE LA FUENTE et al.,
2013; OLIVER et al., 2014) e transgenia visando resisténcia a bactéria (DANDEKAR
et al., 2012; CASERTA, 2014; PEREIRA; 2014; GOMEZ-KRAPP, 2016).

Para verificar a funcionalidade do gene mgsR em conferir resisténcia a X.
fastidiosa, foram obtidos 7 eventos de tabaco superexpressando o transgene. Um
experimento piloto de desafio com X. fastidiosa foi realizado e cinco eventos foram
selecionados como mais resistentes a bactéria, sendo estes submetidos aos préximos
experimentos. Com excecao do evento 12, todos os eventos apresentaram menor
incidéncia e severidade de sintomas, demonstrando correlagdo inversamente
proporcional de 0,66 entre a severidade de sintomas e a expressao do transgene.
Verificada a reducdo de sintomas nas plantas, foi realizada a quantificagdo de X.
fastidiosa por gPCR na qual foi demonstrada menor populagcéo da bactéria nas plantas
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transgénicas comparadas ao tipo selvagem. Esses resultados sugerem que a toxina
poderia induzir persisténcia nas células de X. fastidiosa e, por conta disso, reduzindo
a sua multiplicagéo e capacidade de colonizar a planta, uma vez que ja foi reportado
que o gene mqgsR é altamente induzido em células persistentes de X. fastidiosa
(MURANAKA et al., 2012; MERFA et al., 2016). Uma outra possibilidade seria a toxina
estar modulando a expressdo de genes da bactéria, visto sua atividade de
endoribonuclease (LEE et al., 2014; MERFA et al., 2016), e através dessa atividade
reprimir genes que sao associados ao movimento da bactéria e por consequéncia
interfer na colonizagdo da bactéria na planta, desta forma atenuando os sintomas,
assim como verificado por Merfa et al. (2016).

Devido aos resultados promissores obtidos utilizado as plantas de tabaco,
foi realizada a transformacdo genética de laranja doce para a superexpressdo de
MgsR. Foram obtidos 11 eventos transgénicos e selecionados 4 que apresentaram
maior resisténcia a bactéria. Embora diferencas significativas na incidéncia da doenca
nas plantas transgénicas nédo tenham sido detectadas, os eventos transgénicos
mostraram menor severidade de sintomas quando comparados ao tipo selvagem,
demonstrando correlacao inversamente proporcional de 0,70 entre os resultados de
severidade e niveis de expressao do transgene.

Para verificar se a toxina produzida pelas plantas estava interferindo com a
multiplicacdo da bactéria foi realizado o isolamento de X. fastidiosa, com o qual foi
observado que, com excegao do evento 7A, todos os eventos apresentaram menor
populacdo de bactéria quando comparados com as plantas selvagens, o que
demonstra que a toxina esta inibindo o crescimento de X. fastidiosa. Foi reportado por
Merfa et al. (2016) que a bactéria superexpressando a toxina nédo foi capaz de induzir
sintomas em laranja doce. Assim, embora o evento 7A tenha apresentado populacéo
bacteriana superior a do tipo selvagem, e também ter apresentado menor severidade
de sintomas, sugere-se que a toxina possa estar modulando ndo apenas genes
relacionados a movimento celular, mas também genes associados a patogenicidade
dessa bactéria.

Resultados similares foram reportados por Caserta (2014), que relata que
tabaco e laranja doce transformados com o gene rpfF de X. fastidiosa apresentaram
menor incidéncia e severidade de sintomas nas plantas inoculadas com X. fastidiosa.
O gene rpfF é responsavel por sintetizar uma “diffusible signal fator’ (DSF) sintase, ou

seja, uma enzima responsavel por produzir moléculas de DSF. O DSF é uma molécula



59

utilizada para comunicagao intercelular, chamada de Quorum Sensing (QS), que
permite a modulagéo de genes de X. fastidiosa para melhor adaptacdo ao ambiente,
podendo induzir a formacgéo de biofilme. Desta forma, o autor concluiu que o gene
conferiu redugcdo do movimento da bactéria e, consequentemente, diminuicdo dos
sintomas. Embora os genes mqgsR e rpfF possuam fun¢dées muito distintas, ja foi
reportado que a toxina MgsR em E. coli esta associada a regulacao do QS podendo
alternar o estilo de vida da bactéria entre movimentagdo ou formagédo de biofilme
(BARRIOS et al., 2006). Em X. fastidiosa, ja foi reportado o gene mqgsR também
associado a inducgao de biofilme (LEE et al., 2014; MERFA et al., 2016). Desta forma,
os resultados encontrados, similares ao de Caserta (2014), poderiam ser explicados
devido ao fato de ambos os genes mqsR e rpfF estarem associados a inducao de
biofilme, o que poderia interferir com a colonizag&o da bactéria na planta, entretanto,
essa hipotese deve ser futuramente investigada.

Independentemente do modo de agao da toxina na bactéria, foi observado
que os eventos transgénicos apresentaram sintomas menos severos comparados ao
tipo selvagem, desta forma demonstrando que essas plantas possuem potencial para
experimentacdo em campo visando resisténcia a CVC. Vale ressaltar que as plantas
utilizadas nesses experimentos foram podadas para que permanecessem com uma
Unica haste, favorecendo o aparecimento de sintomas. Em plantas no campo, onde
h& muitos ramos e sempre ha o surgimento de novas brotagdes, a bactéria nao ficaria
concentrada em um Unico ramo, e possivelmente essas plantas transgénicas
poderiam apresentar redugdo ainda maior dos sintomas, devido a colonizagao
ineficiente da bactéria.
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7. CONCLUSAO GERAL

A superexpressao da toxina MgsR em plantas de tabaco conferiu, na
maioria dos eventos, reducao da incidéncia e severidade dos sintomas, assim como
da populacao de X. fastidiosa.

Similar ao observado nas plantas de tabaco, plantas de laranja doce
superexpressando a toxina MgsR apresentaram reducéo de severidade de sintomas
e da populacdo bacteriana, conferindo, na maioria dos eventos, maior resisténcia a
CVC.
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CAPITULO 2. Avaliacio da superexpressdao da toxina MqsR em plantas

transgénicas de citros quanto a resisténcia a Xanthomonas citri subsp. citri

RESUMO

O cancro citrico, causado pela bactéria X. citri € uma doenga que causa
grandes perdas econémicas para a citricultura brasileira e mundial. Todas espécies
de citros sao suscetiveis ao cancro citrico, por esse motivo, a utilizacdo de plantas
transgénicas resistentes ou tolerantes a doenca é uma estratégia que vem sendo
amplamente utilizada. Nesse trabalho foi utilizada a toxina MqgsR do sistema TA
MgsR/A de X. fastidiosa para transformagéo genética de citros visando resisténcia a
X. citri, visto que a mesma nao possui a antitoxina cognata para inibir a funcao de
ribonuclease da toxina. Foi verificado que MgsR penetra no interior das células de X.
citri e inibe o crescimento celular. Com base nisso, plantas transgénicas
superexpressando a toxina foram desafiadas com X. citri em ensaio utilizando folhas
destacadas, nas quais foram observadas diminuicao significativa de sintomas e da
colonizagao bacteriana 14 dias ap6s a inoculacdo. Em ensaios in vivo foi comprovado
que a toxina produzida pelas plantas transgénicas entra nas células de X. citri,
sugerindo que os resultados de menor colonizacdo e sintomatologia foram
decorrentes da acéo da toxina nas células de X. citri. Essa hipotese foi confirmada
através da expressao de genes regulados por MgsR, com o qual foi verificado que o
gene rpoD (fator sigma associado ao crescimento bacteriano) e fliC (associado a
sintese de flagelo) foram significativamente reprimidos em X. citri que colonizando
plantas transgénicas quando comparados as bactérias que colonizaram plantas
selvagens. Posteriormente, as plantas transgénicas foram inoculadas por
pulverizacdo com a bactéria e mantidas em casa de vegetacdo. Similar aos resultados
obtidos em folhas destacadas, foi observadab reducéo significativa na severidade dos
sintomas na maioria dos eventos transgénicos, sugerindo que essas plantas possuem
potencial para testes em campo visando resisténcia a X. citri.
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1. INTRODUCAO

Cancro citrico é uma das principais doencas de citros, sendo encontrada
em todo mundo, e infecta ndo apenas laranja doce, mas todas as espécies de citros
com importancia comercial (DE CARVALHO et al., 2015). O agente causal do cancro
citrico, X. citri, pode ser disseminado naturalmente através do vento e da chuva, sendo
capaz de infectar as plantas penetrando os tecidos por aberturas naturais como os
estdmatos ou ferimentos (GOTTWALD, GRAHAM, SCHUBERT, 2002).

Na folha, os sintomas de cancro citrico surgem inicialmente na regiao
abaxial, entre 7 a 10 dias ap6s infeccao, formando pequenas pustulas de coloracao
amarronzada clara (hiperplasia), normalmente circundada com halo amarelo, devido
a multiplicacao da bactéria (Figura 23A e B), o que resulta no encharcamento do tecido
vegetal (<www.fundecitrus.com.br>; GOTTWALD, 2000). Nos ramos, as lesdes
podem continuar viaveis por um longo periodo (Figura 23C), e nos frutos, embora os
sintomas nao afetem a qualidade do mesmo, pode ocorrer a ruptura da casca e queda
prematura (Figura 23D) (GOTTWALD, GRAHAM, SCHUBERT, 2002).

Figura 23. Sintomatologia de cancro citrico. A - sintomas nas folhas com a formacao de
pustulas na regiao abaxial. B — sintoma de encharcamento ao redor da lesao. C — sintomas de formacao de
pustulas no ramo. D — Sintomas de ruptura da casca do fruto (Adaptado de GOTTWALD, 2000).

O controle do cancro citrico no estado de S&o Paulo era realizado a partir
da erradicacdo da planta sintomatica e das plantas em torno desta em um raio de 30
metros, segundo a Resolucdo SAA 43 de 25/06/2009. Contudo, essa resolucao foi
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revogada com a publicacdo da Resolugdo SAA — 147 em 1° de novembro de 2013,
que determina a erradicagao apenas da planta contaminada e aplicacao de cobre em
um raio de 30 metros ao redor da planta erradicada, e também a aplicacdo a cada
nova brotagao, o que tem levado ao aumento da incidéncia da doenga nos pomares.

Por conta das perdas econémicas geradas por essa doenca, ha busca por
variedades resistentes/tolerantes a X. citri, sendo a transgenia uma alternativa para
esse proposito. Dentro desta abordagem, a utilizag&o de genes derivados de patégeno
ja foi demonstrada como promissora para conferir resisténcia a X. citri (YANG et al.,
2011; CASERTA et al., 2014).

Desta forma, o uso de toxinas de sistemas TA para transformagao genética
de plantas poderia inibir o crescimento de X. citri. A toxina MqgsR, j& descrita como
altamente induzida em células persistentes de X. fastidiosa e E. coli (MERFA et al.,
2016; MURANAKA et al., 2012; SHAH et al., 2006) e que, quando superexpressa em
X. fastidiosa nao foi capaz de induzir sintomas em laranja doce (MERFA et al., 2016)
nao foi encontrada no genoma de X. citri, assim como sua antitoxina cognata
(MARTINS et al., 2016). Por esta razao, foi utilizada a toxina MqsR de X. fastidiosa

para transformacao genética de citros visando resisténcia a X. citri.
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2. HIPOTESE
X. citri ndo possui o sistema TA MgsR/A em seu genoma, logo, ndo ha a
antitoxina cognata para inibir a fungdo da toxina MqgsR produzida pela planta
transgénica, desta forma podendo inibir o crescimento bacteriano, e

consequentemente os sintomas da doenca.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral
Avaliar as plantas superexpressando o transgene quanto a resisténcia a X.

citri.

3.2. Objetivos Especificos

- Verificar por immunoblot se a toxina produzida pela planta transgénica
consegue penetrar na célula de X. citri.

- Avaliar através da curva de crescimento se a toxina interfere na
multiplicacao de X. citri.

- Avaliar a colonizagdo e a populagao de X. citri por infiliragdo em folha
destacada.

- Detecgéo por immunoblot da toxina presente em X. citri ap0és infiltracdo
em folha destacada.

- Avaliagdo da sintomatologia nas plantas transgénicas em casa de
vegetacao através da inoculacao por pulverizacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Immunoblot para a deteccao da toxina dentro da X. citri

Com a finalidade de verificar se a toxina era capaz de penetrar na célula de
X. citri, um experimento foi conduzido, na qual a bactéria foi cultivada em 5mL de meio
NBY com OD inicial de 0,5 e 1 na presenc¢a de 100ug/mL toxina purificada previamente
obtida (MERFA et al., 2016). O controle foi a X. citri com a mesma OD, mas sem a
presenca da toxina, para cada tratamento foram utilizadas 5 réplicas bioldgicas. A
células foram cultivadas durante 72 horas a 28 °C com agitacdo de 120 rpm. Passado
este periodo, cada amostra foi dividida em dois volumes, sendo que ambos foram
centrifugados e obtidos pellets bacterianos, descartando-se o sobrenadante de todos
as amostras. Todos as amostras foram ressuspendidas em agua milli-Q autoclavada,
contudo, o primeiro volume das amostras foi armazenado, ndo passando por lavagem
(pellet nao lavado), enquanto que o segundo volume das amostras passou por mais
uma centrifugagcédo, descartando o sobrenadante e ressuspendendo o pallet, logo,
passando por uma lavagem (pellet lavado), deixando este pellet livre de excessos de
goma e material extracelular, no qual a toxina poderia estar aderida, seguido da
armazenagem da amostra.

Posteriormente as amostras foram lisadas e aplicadas em gel SDS-PAGE
15%. O immunoblot foi realizado conforme descrito no item 3.2.5 do capitulo 1.

4.2. Curva de crescimento da X. citri na presenca da toxina
MqgsR

Para verificar se a toxina inibe o crescimento de X. citri, a bactéria foi
cultivada em placa (96 Well Cell Culture Cluster- Costar 3595) cuja populagéo inicial
foi de 107 células/mL. A toxina foi adicionada nas concentragdes de 100 e 200 pg/mL
ao meio com a bactéria no tempo Oh. Foram utilizadas 4 réplicas para cada tratamento,
sendo o controle cultivado na auséncia de toxina. A curva de crescimento foi realizada
por 72h no equipamento Varioskan (Thermo Fisher Scientific), com incubagéo a
28°C, agitacao a 120 rpm com didmetro de 5 mm, durante 10 segundos intercalados
com 10 segundos sem agitacdo, com leituras de densidade 6tica (600nm) a cada

1h.



67

4.3. Obtencao e confirmacao de plantas transgénicas visando
resisténcia a X. citri

Uma vez que as plantas transgénicas de laranja doce foram obtidas
anteriormente (Capitulo 1), foram transformadas plantas do porta-enxerto citrange
“Carrizo” com a construgao previamente obtida visando resisténcia a X. citri. Para a
transformacao genética foi utilizada a metodologia descrita no item 3.2.1. do Capitulo
1 e confirmada a transgenia por GUS e PCR seguindo metodologia descrita,
respectivamente, nos itens 3.2.2. e 3.2.3 do Capitulo 1. As plantas obtidas foram
utiizadas em um experimento piloto de desafio com X. citri, sendo o evento 9 de
Carrizo, e os eventos 7A, 14, 39A e 46A, anteriormente selecionados da cultivar
Pineapple como resistentes a X. fastidiosa, selecionados para 0s proximos
experimentos. Estas plantas foram obtidas anteriormente ao inicio do mestrado em

um projeto de p6s-doutorado pelo Juarez Pires Tomaz.

4.4. Expressao relativa do gene mgsR em planta transgénica
de Carrizo
Para verificar o nivel de expressao do transgene nas plantas de Carrizo, foi
realizada a expressao relativa do gene mqsR conforme descrito no item 3.2.4. do

Capitulo 1.

4.5. Avaliacao da sintomatologia e a populacao de X. citriem
folha destacada

Com a finalidade de verificar se as plantas transgénicas de laranja doce e
citrange poderiam conferir resisténcia a X. citri, 3 folhas destacadas de cada evento
transgénico e plantas ndo transformadas foram infiltradas com uma populagéo de 10°
células/mL de X. citriexpressando constitutivamente GFP, gentilmente cedida pelo Dr.
Adrian Vojnov (Fundacién Pablo Cassara - Argentina). Essas folhas foram incubadas
em tubos Falcon de 50 mL, contendo 7,5 mL de agua de torneia autoclavada por um
periodo de 14 dias.

Os sintomas gerados pela bactéria foram avaliados por registros
fotograficos aos 7 e 14 dias apés a inoculagdo. Também foi avaliada a colonizagao da
X. citrina folha utilizando lupa com filtro para GFP nos mesmos periodos.

Aos 14 dias ap6s a inoculagéo foi realizado o isolamento de discos foliares
do ponto de inoculagdo com didmetro de 1 cm, sendo esses discos macerados em
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PBS e realizada a diluicdo seriada de 10! até a 10 e plagueadas as amostras em
meio NBY para contagem de UFC. Foi estimada a média do UFC dos eventos
transgénicos e comparada ao tipo selvagem, utilizando do teste t de Student para

comparacao de meédias.

4.6. Deteccao da toxina em X. citri infiltrada em folha
destacada
Para confirmar se a toxina produzida pela planta foi capaz de penetrar em
X. citri, foi realizado o mesmo processo de infiltracdo descrito no item 4.3 desse
capitulo para as plantas transgénicas e plantas nao transformadas, e como controle
as mesmas plantas foram inoculadas com PBS. Quatorze dias apos a inoculagéo, a
area do ponto de inoculacao foi retirada da folha e incubada em PBS por 30 minutos
para exsudagdo da bactéria. Essa solucdo de PBS e bactéria foi recolhida,
centrifugada e lisada.
As amostras lisadas foram aplicadas a eletroforese em gel SDS-PAGE 15%
e seguido o processo de immunoblot conforme descrito no item 3.2.5 do capitulo 1,
com os anticorpos anti-MgsR 1:1000 para deteccado da toxina, e anti-GFP 1:2000
como um controle de que a bactéria estava presente na folha.

4.7. Expressao relativa de genes de X. citri infiltrada em folha
destacada

Para verificar se a toxina poderia estar modulando a expressao génica de
X. citri, uma vez que ela possui atividade de endoribonuclease, folhas destacadas de
plantas ndo transformadas e plantas transgénicas foram infiltradas com X. citri
conforme descrito no item 3.3.

Quatorze dias apés a inoculagao foi realizada a coleta do disco foliar da
regido onde X. citri foi infiltrada, e foi realizada a extracdo de RNA das amostras
seguindo a metodologia do Tri Reagent (Qiagen), segundo descrito pelo fabricante. O
cDNA das amostras como foi sintetizado como descrito no item 3.1.4. Foi avaliada a
expressao dos genes fliC de X. citri (primers forward
TCAAGCAGTTGACCTCTGAAATC e reverse GCGCCGACCTGGAACAG), que
sintetiza a flagelina, componente essencial do flagelo, e também do gene rpoD
(primers forward GGATCCGTCAGGCCATCAC e reverse
GCGCCGACCTGGAACAQG), fator sigma associado expressdao de genes na fase
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exponencial de crescimento. A escolha desses genes foi baseada no fendtipo
observado, uma vez que X. citri ndo colonizava eficientemente a folha inoculada da
planta transgénica.

Para a normalizacdo dos resultados foi utilizado o gene 16S de X. citri
forward (CCGGATTGGAGTCTGCAACT) e reverse (ACGTATTCACCGCAGCAAT),
sendo a metodologia descrita conforme item 3.1.4, e a expresséao relativa desses
genes foi feita comparando o nivel de expressdao nas plantas transgénicas e tipo

selvagem.

4.8. Avaliacao dos sintomas através de inoculacao por
pulverizacao nas plantas transgénicas em casa de
vegetacao

A fim de verificar como seria o comportamento dos eventos transgénicos
quando inoculados por pulverizacao, cinco réplicas de cada evento e do tipo selvagem
foram propagadas e levadas para casa de vegetacdo, onde foram inoculadas com
uma concentracdo de 108 células/mL. Apds o aparecimento de sintomas as plantas
foram avaliadas semanalmente durante 7 semanas.

Foram avaliadas a incidéncia e a severidade de sintomas. A incidéncia é a
presenga ou auséncia de sintomas, independente da area lesionada. Para a
severidade é levado em conta a area de lesdo baseada na escala diagramatica
proposta por Belasque-Junior et al. (2005). A avaliagdo foi realizada por trés
avaliadores independentes. Foi calculada a AACPD, como descrito no item 3.1.6. do

Capitulo 1, para a severidade e porcentagem de reducao da mesma.

4.9. Analise de correlacao dos dados
A analise foi realizada como descrito no item 3.1.7. do Capitulo 1.
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5. RESULTADOS

5.1. Immunoblot para a deteccao da toxina dentro de X. citri

Com o propdsito de verificar se a toxina MgsR penetra na célula de X. citri,
um experimento in vitro foi realizado, no qual foram analisados 4 tratamentos nas ODs
iniciais de 0,5 e 1, sendo essas amostras utilizadas para immunoblot (Figura 24). Foi
verificado que a toxina penetra nas células de X. citri, uma vez que tanto no tratamento
lavado como nao lavado foi possivel detectar a toxina. Também foi verificado que nao
houve diferenca na penetragdo da toxina nas células bacterianas com densidades
Gticas diferentes. Desta forma, foi demonstrado que a toxina € capaz de penetrar na
célula de X. citri. Esta parte do trabalho foi desenvolvida em colaboragdo com aluna

de mestrado Isis Gabriela Barbosa Carvalho e a pds doutoranda Paula Martins.
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Figura 24. Immunoblot para deteccao da toxina MgsR. CL - controle lavado. C - controle ndao
lavado. TL - tratamento com toxina lavado. T — tratamento com toxina nao lavado. TP - toxina purificada.

14KDa

0,5 e 1,0 sdo as diferentes ODs que foram utilizadas.

5.2. Curva de crescimento de X. citri na presenca da toxina
MqsR

Uma vez que a toxina penetra na célula de X. citri, foi realizada a curva de
crescimento de X. citrina presenca da toxina para verificar se essa inibe o crescimento
da bactéria. Para isso, foram testadas as concentragdes de 100 e 200 pg/mL de toxina
e como controle a bactéria foi cultivada sem a toxina. Foi observado que a toxina foi
capaz de inibir o crescimento de X. citri apdés aproximadamente 10 horas de
crescimento em ambas concentragdes da toxina, embora maior inibicdo de
crescimento foi observada na concentracédo de 200 pg/mL (Figura 25). Esta parte do
trabalho foi desenvolvida em colaboragdo com a aluna de mestrado Isis Gabriela

Barbosa Carvalho e a p6s doutoranda Paula Martins.
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Figura 25. Curva de crescimento de X. citri. Em azul apenas a X. citri, em vermelho a X. citri
na presenca de 100 ug/mL de toxina e em verde X. citri na presenca de 200 ug/mL da toxina.

Visto que a toxina foi capaz de penetrar na célula de X. citri e inibir seu
crescimento in vitro, sugere-se que quando superexpressa na planta poderia também
penetrar e inibir o crescimento dessa bactéria, desta forma reduzindo os sintomas.

5.3. Obtencao e confirmacao de plantas transgénicas de

Carrizo
Foram obtidos inicialmente 4 eventos de Carrizo, que foram confirmados
por GUS (dados nao mostrados) e PCR (Figura 26). Essas plantas foram submetidas
a um experimento piloto de infeccdo com X. citri, assim como as plantas de laranja
doce anteriormente selecionadas como resistentes a X. fastidiosa. O evento 9 de
Carrizo, assim como os eventos 7A, 14, 39A e 46A de Pineapple foram selecionados

como mais resistentes a X. citri e foram utilizados para os préximos experimentos.

M Agua wr 9 10 12 14 +

700 pb wmp

Figura 26. PCR para confirmacao das plantas transgénicas (Carrizo). M: marcador GeneRuler
1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). WT - tipo selvagem. + - controle positivo
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5.4. Expressao relativa do gene mgsR em Carrizo transgénica

Com a finalidade de quantificar a expressdao do transgene na planta foi
realizada a expressao relativa e verificado que o evento 9 estava superexpressando
MqgsR (Figura 27), sendo utilizado para os experimentos junto com plantas de laranja

selecionadas anteriormente.
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Figura 27. Expressao relativa no gene mgsR em planta transgénica de Carrizo (9) comparada
ao tipo selvagem (WT).

5.5. Avaliacao da sintomatologia e a populacao de X. citriem
folha destacada

Para verificar se essas plantas previamente selecionadas apresentavam
alguma resisténcia a X. citri, foi realizado um experimento de infiltragdo de X. citri
expressando constitutivamente GFP em folhas destacadas dos eventos transgénicos
com as quais foram avaliadas a sintomatologia aos 7 e 14 dias (Figuras 28 e 30), a
colonizagao da X. citri na folha utilizando lupa em 7 e 14 dias (Figuras 29 e 30) e o

isolamento de X. citri aos 14 dias (Figura 31).
Na Figura 28 pode ser observado que ndo houve diferenca entre os
sintomas em 7 dias apdés a inoculacdo, contudo, com 14 dias de infiltracdo é
visualizado claramente que os eventos transgénicos de forma geral apresentaram-se
mais resistentes, visto que os sintomas estdo mais desenvolvidos na planta ndo

transformada.
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O mesmo perfil pode ser observado na Figura 29, na qual com 7 dias
evidencia-se que nao houve diferengas na colonizagao de X. citri, mas com 14 dias é
observado que, de forma geral, a colonizagao da bactéria foi reduzida nos eventos

transgénicos.

Figura 28. Sintomas em folha destacada de laranja doce infiltrada com X. citri. A - 7 dias apds
ainoculacao. B - 14 dias apos a inoculacao. Cada evento é representado pelo seu nome do canto esquerdo
superior. WT - tipo selvagem.

wWT

A

Figura 29. Colonizacao da X. citri infiltrada em folha destacada de laranja doce. A -7 dias ap6s
a inoculacao. B - 14 dias apds a inoculacdao. Cada evento esta representado pelo seu nhome do canto
esquerdo superior, aimagem superior foi capturada sob a luz branca e a inferior é com filtro GFP. WT - tipo

selvagem.

Assim como em Pineapple, o evento 9 de Carrizo foi mais resistente a X.
citri que a planta nao transformada, o que pode ser verificado nas Figura 28B e 28D
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nas quais observa-se que aos 14 dias as diferencas nos sintomas e colonizagao foram

mais expressivas.

Figura 30. Avaliacao de citrange infiltrada com X. citri. A — sintomas com 7 dias ap6s
inoculacao; B — sintomas com 14 dias ap6s a inoculacao. C — colonizagao da bactéria com 7 dias apds a
inoculacao. D — Colonizacao da bactéria com 14 dias apos a inoculacado. Cada evento esta representado
pelo seu nome do canto esquerdo superior nas figuras C e D a imagem superior é na luz branca e a inferior
é com filtro GFP. WT - tipo selvagem.

Visto que a toxina conseguiu reduzir o crescimento da X. citri in vitro, e que
0s eventos transgénicos foram mais resistentes a bactéria, foi realizado o isolamento
dessa bactéria infiltrada na folha para verificar se a toxina produzida pela planta
também poderia inibir o crescimento de X. citri. A populagdo de X. citri foi
aproximadamente 100 vezes menor na planta transgénica comparada a planta néo
transformada, sugerindo que MqgsR possa interferir na multiplicacao de X. citri (Figura
31).
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Figura 31. Populacdo de X. citri isolada da area infiltrada em folha destacada de planta
transgénica e tipo selvagem (WT) 14 dias apos a inoculagao (log). * - p < 0,05.

5.6. Deteccao da toxina em X. citri infiltrada em folha
destacada

A fim de confirmar que a toxina produzida pela planta estava penetrando
nas células de X. citri, foi realizada a infiltragdo em folha destacada e 14 dias apos a
inoculag&o procedeu-se a exsudagdo da bactéria da folha. O resultado do immunoblot
das amostras demonstrou que a toxina MqgsR entrou nas células de X. citri, uma vez
que a mesma foi detectada apenas nas bactérias que cresceram nas plantas

transgénicas (Figura 32).
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Figura 32. Immunoblot das plantas transgénicas e WT. A - Deteccao da toxina MqgsR. B -

Deteccao do GFP. WT —tipo selvagem. Controle — folha inoculada com PBS. Xcc - folha inoculada com X.

citri. Xcc pura — proteinas totais de X. citri.

5.7. Expressao relativa de genes de X. citri infiltrada em folha
destacada
Como foi visto um fendétipo com o qual a bactéria aos 14 dias apds
inoculacao nao colonizava eficientemente o mesofilo apds infiltracao, foi realizada a
analise de expressao génica para verificar se a toxina produzida pela planta poderia
modular genes associados a esse fendétipo. Para isso os genes rpoD, fator sigma
associado a transcricdo de genes na fase de crescimento exponencial, e fliC, gene
responsavel pela sintese da flagelina, foram selecionados para a analise. Ambos os
genes foram reprimidos tanto em Pineapple como em Carrizo transgénicas, sugerindo
que a toxina esta modulando a expressdo desses genes e, consequentemente,
afetando a movimentacdo e a multiplicacdo, levando a reducdo dos sintomas
causados pela bactéria (Figura 33).
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Figura 33. Expressao relativa (log) dos genes rpoD e fliC de X. citri nas plantas transgénicas
(comparadas as plantas do tipo selvagem. P-mgsR - Pineapple transformada com o gene mqgsR. C-mqsR
— Carrizo transformada com o gene mqgsR.

5.8. Avaliacao da sintomatologia através de inoculacao por
pulverizacao nas plantas transgénicas em casa de
vegetacao

Com a finalidade de verificar se realmente plantas transgénicas
superexpressando a toxina MgsR de X. fastidiosa poderiam apresentar resisténcia a
X. citri; foi conduzido um experimento de pulverizacdo de X. citri em casa de
vegetacao, no qual foram avaliadas a incidéncia e severidade de sintomas.

. A incidéncia foi avaliada com 14 dias apds a inoculacao, pois foi quando
apareceram 0s primeiros sintomas da doenca. Foi verificado que néo houve
diferengas significativas entre a incidéncia dos eventos transgénicos quando
comparados ao tipo selvagem (Figura 34). No entanto, quando foi avaliada a
severidade dos sintomas (Figura 35) e a progressao da severidade em funcao do
tempo (Figura 36), foi verificado que de forma geral os eventos transgénicos
apresentaram significativa reducao da severidade da doenca.
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Figura 34. Incidéncia de sintomas dos eventos transgénicos comparadas ao tipo selvagem
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Figura 35. Severidade dos sintomas de X. citri. Escala ao lado direito do grafico representa
os dias apos a inoculacao. P - Pineapple. C - Carrizo. WT- tipo selvagem. * - p < 0,05. **- p < 0,01. *** - p <

0.001.
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Figura 36. AACPD da severidade de sintomas de X. citri. P - Pineapple. C - Carrizo. WT- tipo
selvagem. * - p < 0,05. ** - p < 0,01. *** - p < 0,001.

A severidade mostra 0 quanto os sintomas foram agressivos nas folhas da
planta, e como foi demonstrado, apenas o evento 46A ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado ao tipo selvagem, sendo que todos os outros eventos
demonstraram ser mais resistentes ao cancro citrico, assim como quando avaliada a
AACPD (Figura 36). Além disso, outra andlise foi realizada utilizando os dados de
AACPD, na qual foi calculada a porcentagem de reducao de progresso da severidade.
Com isso, foi demonstrado que houve reducéo do progresso dos sintomas, variando
de 25 a mais de 40%, sendo os eventos 7A e 39A os que mais apresentaram reducao
de sintomas (Figura 37). Os sintomas de cancro em plantas transgénicas em
comparagéo a plantas néo transformadas podem ser observadas na Figura 38.
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Figura 37. Porcentagem de reducéo do progresso dos sintomas. P - Pineapple. C - Carrizo.
WT- tipo selvagem. * - p < 0,05. ** - p < 0,01. *** - p < 0,001.

Figura 38. Sintomas causados por X. citri. A - planta nao transformada. B - planta transgénica.

5.9. Analise de correlacao de dados
Com a finalidade de verificar se houve alguma relacao entre os niveis de
expressao génica e a severidade dos eventos transgénicos, foi realizada analise de
correlacdo entre esses dados. Foi verificado que houve correlagdo inversamente
proporcional forte de 0,87 entre elas (CALLEGARI-JACQUES, 2003). Ou seja, as
plantas que apresentaram maiores niveis de expressao foram as que tiveram menor
severidade.
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6. DISCUSSAO

O cancro citrico, atualmente, é uma das principais doengas que acometem
a citricultura mundial, uma vez que nao existe fonte de resisténcia natural a X. citri,
pois todas as espécies de citros sdo suscetiveis a doenca. A transgenia surge como
uma ferramenta biotecnolégica para a insercao de genes de resisténcia/tolerancia a
este patdgeno. Nesse sentido, ha varios trabalhos demostrando o potencial dessa
tecnologia, como por exemplo, utilizando peptideos antimicrobianos (BOSCARIOL et
al., 2006; CARDOSO et al., 2010; FURMAN et al., 2013), genes associados a resposta
de imunidade inata da planta, (OLIVEIRA et al., 2013; HAO et al., 2016;) e genes
provenientes de patégenos (YANG et al., 2011; CASERTA et al., 2014).

Merfa et al. (2016), reportaram que a toxina MgsR de X. fastidiosa interferiu
com a capacidade de multiplicagédo de X. fastidiosa, demonstrando que também havia
reprimido genes associados ao movimento celular. Curiosamente, X. citri ndo possui
o sistema MgsR/A homélogo em seu genoma (MARTINS et al., 2016). Desta forma,
levantamos a hipétese que a superexpressao desse gene em plantas de citros poderia
conferir resisténcia a X. citri, uma vez que esta ndo possui antitoxina para bloquear a
toxina. Neste trabalho, primeiramente foi verificado que em ensaios in vitro a toxina
purificada penetrou nas células de X. citri possivelmente devido ao tamanho reduzido
da proteina, que apresenta 100 aminoacidos em sua composi¢do e 11 kDa de peso
molecular. Somando a cauda de histidina fusionada a toxina purificada, totaliza
aproximadamente 14 kDa.

Além de a toxina ter penetrado nas células de X. citri, foi verificado que
duas concentracdes diferentes da mesma inibiram o crescimento da bactéria, sendo
percebida a inibicdo de crescimento a partir das 10 horas de cultivo, durante fase de
crescimento exponencial, o que sugere que devido a sua atividade de
endorribonuclease (LEE et al., 2014; MERFA et al., 2016) a toxina MgsR poderia
interferir na expressao de genes relacionados a multiplicagdo bacteriana.

Baseado nos dados in vitro, folhas destacadas de plantas transgénicas de
laranja doce previamente obtidas e de porta-enxerto citrange variedade Carrizo
superexpressando a toxina MgsR foram infiltradas com X. citri. Aos 14 dias apos a
inoculacao, foi observado nas plantas de Pineapple do tipo selvagem o inicio de
necrose e encharcamento, enquanto que nas plantas transgénicas houve menor

desenvolvimento dos sintomas. Em Carrizo, 14 dias ap6s a inoculacao, foi observado
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no tipo selvagem a formacao de pustulas e encharcamento na regido inoculada,
enquanto que na planta transgénica apenas pequenas pontuacdes puderam ser
observadas. Essa diminuicdo no desenvolvimento dos sintomas demonstra que a
toxina esta interferindo com a capacidade da bactéria em colonizar a planta, uma vez
que, foi verificada populacdo bacteriana 100 vezes menor nas plantas transgénicas
comparadas ao tipo selvagem. Esses resultados demonstram que, assim como visto
nos dados in vitro, a toxina esta interferindo no crescimento e colonizagéo de X. citri,
possivelmente pela represséo de genes associados a multiplicacao da bactéria, e isso
esta levando a atenuacgéo dos sintomas.

Para averiguar essa hipétese, foi avaliada a expressao relativa dos genes
rooD e fliC de X. citri infectadas em plantas transgénica e tipo selvagem, e foi
verificado que ambos estavam reprimidos nas plantas transgénicas. O gene rpoD,
também conhecido como fator sigma 70, € pertinente a classe dos fatores sigma, os
quais codificam subunidades necessarias para a ativacao da transcricao ligando-se
ao complexo de proteinas da RNA polimerase para formar a holoenzima RNA
polimerase e iniciar a transcricdo (PAGET, HELMANN, 2003). Cada fator sigma €&
associado a transcricao de genes especificos, sendo o rpoD associado a transcricao
de genes relacionados ao crescimento celular na fase exponencial (PAGET,
HELMANN, 2003; MACIAG et al, 2011). Como foi verificado que esse gene estava
reprimido nas bactérias infiltradas nas plantas transgénicas em relagéo as infiltradas
no tipo selvagem, sugere-se que a toxina esteja modulando a expressao desse gene
e em consequéncia disso reduzindo a multiplicacdo bacteriana, como foi visto in vitro
e in planta.

O outro gene avaliado foi o fliC, caracterizado em X. citricomo responsavel
pela sintese da flagelina (MALAMUD et al., 2011). Quando esse gene foi deletado do
genoma de X. citri, diferentemente da bactéria tipo selvagem, ndo houve a formacao
do flagelo, afetando a sua motilidade “swimming”, que é dependente de flagelo
(MALAMUD et al, 2011). Também foi reportado que o flagelo estd associado a
formacao de biofilme maduro de X. citri (MALAMUD et al., 2011), sendo o biofilme de
grande importancia para a sobrevivéncia da bactéria na fase epifitica, antes do
desenvolvimento da doenga (RIGANO et al., 2007). Baseado no fenétipo observado
nas plantas infiltradas com X. citrie na repressao do gene fliC nas bactérias presentes
nas plantas transgénicas, sugere-se que a toxina esta reprimindo a expressao desse



83

gene e consequentemente reduzindo sua movimentagao e capacidade de colonizar o
hospedeiro.

Em casa de vegetagéo foi verificada menor severidade da doenga ao longo
do tempo em todos os eventos transgénicos, com excecdo do evento 46A,
possivelmente por ter menor expressao do transgene quando comparado aos outros
eventos, visto que, a severidade apresentou correlacdo inversamente proporcional
forte de 0,87 com nivel de expressdo do transgene nos eventos. Independente do
mecanismo que a toxina atua para interferir na populagédo bacteriana, as plantas
transgénicas possuem potencial para experimentagdo em campo, visto que como
apresentaram menor severidade de sintomas em casa de vegetacdo, também
poderiam apresentar maior eficiéncia de controle sob condi¢ées de campo. Enquanto
que na casa de vegetacdo as condigdes sado controladas, favorecendo o
desenvolvimento da doenca, somado a maior pressdao do inéculo, no campo ha
diversas variaveis, como temperatura, umidade, entre outros que podem interferir com
a sobrevivéncia bacteriana. Além disso, como a menor severidade de sintomas
observada nas plantas transgénicas parece ser devido a menor populagéo bacteriana,
sugere que havera uma menor dispersdo da bactéria por chuva e vento, e
consequentemente menor disseminacao da doencga. Porém essas hipbteses precisam

ser futuramente investigadas em experimentos de campo.
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7. CONCLUSAO GERAL
A toxina MgsR quando superexpressa na planta transgénica modula a
expressao de genes da X. citri interferindo com a capacidade de multiplicacdo da
bactéria, e consequentemente reduz a severidade de sintomas no hospedeiro,
sugerindo que essas plantas possuem potencial para gerar resisténcia a bactéria em

experimentos de campo.

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos em tabaco demonstraram que a superexpressao do gene
mqsR foi capaz de conferir resisténcia a X. fastidiosa, e dessa forma validando a
importancia do uso de planta modelo para acelerar o conhecimento da fungéo de
genes candidatos em conferir resisténcia ao patdgeno.

Em citros, as plantas superexpressando a toxina apresentaram resisténcia
a X. fastidiosa e X. citri. Além disso, estas plantas ndo apresentaram alteracdes
fenotipicas, sugerindo que a atividade de endoribonuclease da toxina possa ser
especifica para genes alvos em procariotos. Dessa forma, a utilizacao dessas plantas
abre perspectivas para estudos de resisténcia a outras doencas bacterianas em citros
como o HLB, numa abordagem broad-spectrum.
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