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“Uso de Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana como plantas 
modelo para estudo funcional de genes associados à resistência 

a clorose variegada dos citros” 

 

A citricultura brasileira representa um setor comercial muito rico, porém a produtividade brasileira é 
baixa, sobretudo em razão de pragas e doenças, como a Clorose Variegada do Citros (CVC), 
causada pela bactéria Xylella fastidiosa que afeta todas as variedades de laranja doce (Citrus 

sinensis). O melhoramento genético de citros é um desafio em virtude da baixíssima variabilidade 
genética e do grande avanço de pragas e doenças. Uma alternativa para acelerar a obtenção de 
plantas resistentes a doenças seria a obtenção de plantas transgênicas. A seleção de genes 
candidatos em citros seria uma excelente estratégia, não fossem dificuldades para transformação 
genética como escapes, enraizamento, enxertia e longo ciclo da cultura. A solução para acelerar o 
conhecimento do potencial do gene em conferir resistência ao patógeno seria então o uso de 
hospedeiros alternativos como Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana, pois possuem grande 
informação genética, protocolos simples de transformação e ciclo de vida curto. Devido à 
identificação prévia por transcritoma de genes possivelmente associados à resistência de Citrus 

reticulata a X. fastidiosa, torna-se necessário o estudo da função desses genes para aplicação por 
transgenia visando resistência em C. sinensis. Assim, o objetivo do trabalho foi utilizar plantas 
modelo (tabaco e Arabidopsis) para estudo funcional desses genes potenciais. Nossos resultados 
indicaram que Arabidopsis é moderadamente resistente à infecção por X. fastidiosa, uma vez que a 
bactéria não consegue colonizá-la eficientemente. Utilizando plantas mutantes de Arabidopsis para 
os genes candidatos RPS5, RAP2.2, MOA2.2, PseudoNBS, ERF73, RD22 e ATJ2  (homólogos aos 
diferencialmente expressos em C. reticulata sob infecção) verificou-se que dois deles, RPS5 e 

RAP2.2, estão envolvidos na resistência à bactéria, pois na ausência deles a bactéria colonizou 
mais eficientemente o hospedeiro, e portanto, são bons candidatos para superexpressão em C. 

sinensis visando resistência à CVC. RPS5 codifica uma proteína do tipo CC-NBS-LRR, comumente 
responsável pelo reconhecimento de moléculas dos patógenos e desencadeando vias de 
sinalização, enquanto o gene RAP2.2 codifica um fator de transcrição relacionado à uma via de 
sinalização mediada por etileno, de forma a desencadear respostas contra a infecção. Em relação 
a tabaco foi estudado a colonização da bactéria visando estabelecer um bioensaio quantitativo. 
Nesse sentido, foi elaborada e validada uma escala diagramática para correta aferição da 
severidade da doença nas folhas. Também foi estabelecida uma correlação entre níveis de 
severidade e população bacteriana, permitindo estimar a população bacteriana na folha a partir da 
análise de severidade. Um bioensaio mais rápido foi estabelecido para avaliação do gene soyBiPD, 

candidato à conferir resistência a X. fastidiosa. Entretanto, nossos resultados demonstram que 
esse gene não confere resistência à esse patógeno na planta modelo, não sendo, portanto, 
candidato para transformar C. sinensis visando resistência a CVC. Num curto período de tempo, 
oito genes candidatos foram avaliados e dois apresentaram resultados promissores (RPS5 e 
RAP2.2), sendo selecionados para transformação em C. sinensis visando tolerância a CVC. Isso 
comprova a importância de plantas modelo no estudo e seleção de genes promissores e a 
consequente redução de custos, trabalho e tempo para obter respostas acerca da potencialidade 
dos genes. 
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“Nicotiana tabacum and Arabidopsis thaliana as model plants for 
functional study of genes associated with resistance to citrus 

variegated chlorosis” 
 

The Brazilian citrus agribusiness is a very important commodity; nevertheless Brazilian citrus 
productivity is low, mainly due to pests and diseases that affect the culture. The Citrus Variegated 
Chlorosis (CVC), caused by the bacterium Xylella fastidiosa is one of the most important diseases, 
since it affects all varieties of sweet oranges. Citrus breeding programs could be used to solve this 
problem however the breeding is a challenging due to the very low genetic variability and the 
breakthrough of pests and diseases. An alternative to accelerate the obtaining of resistant plants to 
diseases could be through of transgenic plants. The selection of candidate genes in citrus would be 
an excellent strategy, if there were not difficulties in genetic transformation. The solution to 
accelerate the knowledge of gene to confer pathogen resistance is the use of alternative hosts such 
as the Nicotiana tabacum and Arabidopsis thaliana. Both hosts have great genetic information, 
simple protocol of transformation and short life cycle. Due to the prior identification by transcriptome 
of genes possibly associated with resistance of C. reticulata to X. fastidiosa become necessary to 
study the function of these genes. Thus, the goal of this study was to use model plants (Arabidopsis 
and tobacco) for functional study of potential genes to confer X. fastidiosa resistance and use them 
in C. sinensis in a transgenic approach. Our results indicated that Arabidopsis is moderately 
resistant to infection by X. fastidiosa, since bacteria cannot colonize it efficiently. Using mutant 
plants to the candidate genes RPS5, RAP2.2, MOA2.2, PseudoNBS, ERF73, RD22 and ATJ2 

(homologous to the differentially expressed in C. reticulata under infection) it was found that RPS5 

and RAP2.2 are probably involved in resistance to this bacterium, since the mutants were more 
susceptible to X. fastidiosa, therefore they are good candidates for overexpression in C. sinensis 

aiming CVC resistance. The RPS5 gene encodes a protein of the CC-NBS-LRR type commonly 
responsible for the recognition of molecules of pathogens and triggering signaling pathways, while 
RAP2.2 gene encodes a transcription factor related to the signaling pathway mediated by ethylene, 
triggering responses against infection. Regarding tobacco we study the colonization of bacteria to 
establish a quantitative bioassay. In this sense, was developed and validated a diagrammatic scale 
for accurate measurement of disease severity in the leaves. A correlation between levels of severity 
and bacterial population, allowing estimation of the bacterial population in plant from the analysis of 
severity, was also established. A faster bioassay was established for evaluation of soyBiPD gene, 
candidate to confer resistance to X. fastidiosa. However, our results demonstrate that this gene 
does not confer resistance in the plant model, and therefore would not be used to transform C. 

sinensis. In a short time, eight candidate genes were evaluated and two of them showed promising 
results (RPS5 and RAP2.2). These results demonstrate the importance of model plants in 
accelerate the knowledge of candidate genes and consequent the reduction of costs, labor and time 
to obtain responses about the potentiality of genes to confer pathogen resistance.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

Com um setor altamente organizado e competitivo, a citricultura no Brasil é uma das 

mais importantes agroindústrias, respondendo por um faturamento anual da ordem de 1,5 

bilhões de dólares, com exportação de suco concentrado e subprodutos da laranja 

(pectina, óleo, ração), com destaque para os estados de São Paulo, Sergipe, Bahia e 

Paraná. O Estado de São Paulo é a região produtora mais expressiva, possuindo 212 

milhões de árvores de laranja doce que produzem 13,4 milhões de toneladas para a 

indústria de suco, representando 63% da produção mundial de suco de laranja (Neves et 

al., 2010). Estes números fazem do Brasil o maior exportador mundial de sucos 

concentrado congelado (COJ) e suco não concentrado (NFC). Mesmo representando um 

setor comercial tão rico, a produtividade citrícola brasileira é baixa (média de 2 caixas de 

40,8 kg/planta/ano). Um dos atributos a esta produtividade é a expansão simultânea de 

pragas e doenças, com significativo reflexo nos custos de produção, sendo que outros 

fatores como o plantio em áreas não irrigadas e a estreita base genética da citricultura 

também têm seus efeitos negativos na produtividade. Dentre as doenças que afetam os 

pomares brasileiros, a Clorose Variegada do Citros (CVC) é uma das principais e mais 

sérias para citricultura brasileira, sendo responsável por prejuízos na ordem de 

aproximadamente 100 milhões de dólares devido à perda de produção e aos custos no 

manejo da doença (Bové & Ayres, 2007). 

A CVC foi constatada em 1987 em pomares da região Noroeste do Estado de São 

Paulo. Ela apresenta como principal característica uma redução na produção e no 

tamanho dos frutos das principais variedades de laranja doce, independentemente do 

porta-enxerto utilizado (Laranjeira et al., 2005). A doença é causada por uma bactéria 

gram-negativa (Xylella fastidiosa) que coloniza o xilema das plantas e multiplica-se, 

interrompendo o fluxo regular de água e nutrientes. A disseminação da bactéria ocorre por 

cigarrinhas (família Cicadellinae), as quais alimentam-se da seiva contida no xilema e 

transmitem a bactéria.  

Devido ao impacto das doenças na citricultura brasileira e principalmente no 

Estado de São Paulo, o Centro APTA Citros Sylvio Moreira iniciou um intensivo programa 

de melhoramento de citros visando principalmente resistência à patógenos e estresse 

hídrico. Dentre os cruzamentos visando resistência a CVC foi obtida uma população de 

híbridos de laranja “Pêra” com tangor “Murcott” (Oliveira et al., 2002). Esta população foi 

multiplicada clonalmente e uma análise preliminar revelou a existência de diferentes graus 



18 

 

de resistência e suscetibilidade à X. fastidiosa (Oliveira, 2003; Coletta-Filho, 2007, De 

Souza et al., 2007). Essas informações abriram perspectivas para o entendimento da 

interação molecular planta-Xylella fastidiosa em uma resposta de suscetibilidade e de 

resistência, visando a identificação de genes que poderiam estar associados à resposta 

de resistência em citros. A identificação desses genes, assim como a comprovação do 

seu papel funcional, possibilitaria a transferência destes para laranja doce através da 

transgenia ou da seleção de híbridos contendo o (s) gene (s) de interesse associados à 

resistência a CVC.  

Sabe-se que a obtenção de plantas de citros transgênicas é um processo que 

requer muito tempo e ainda não possui uma alta eficiência de transformação, o que 

muitas vezes pode atrasar o estudo da funcionalidade dos genes de interesse 

(Domingues et al., 2000). Por essa razão, este trabalho buscou estabelecer o uso de 

Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum como plantas modelo para o estudo da função 

de genes candidatos à conferir resistência a X. fastidiosa. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. A citricultura e a Clorose variegada dos citros (CVC) 
 

As espécies de citros estão entre as principais frutíferas difundidas no mundo e 

ocupam papel de grande importância sócio econômica, principalmente em países como o 

Brasil onde o agronegócio como um todo representa mais de 22 % do PIB nacional, o que 

corresponde a mais de R$ 940 bilhões ao ano (Cepea, 2012). Segundo o Ibge (2011), o 

Brasil é referência na produção da fruta cítrica de maior interesse comercial, a laranja 

doce (Citrus sinensis L. Osbeck), sendo que das quase 20 milhões de toneladas de citros 

produzidos no país anualmente, cerca de 18 milhões são de laranjas. Os integrantes 

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

suco, contribuem para que o Brasil produza mais da metade do suco de laranja do mundo 

e alcance um faturamento anual entre 1,5 e 2,5 bilhões de dólares com as exportações 

do produto (Neves et al., 2011). 

Apesar da grande organização e da competitividade do setor citrícola nacional, a 

produtividade dos pomares é constantemente afetada por pragas e doenças agrícolas 

que causam enormes prejuízos aos produtores (Marques et al., 2007). Atualmente 

existem inúmeras pragas e doenças que acometem a citricultura paulista e causam 

prejuízos estimados em US$150 milhões por ano com queda de produção ou perdas de 

plantas, além de outros US$140 milhões que são gastos com defensivos agrícolas no 

setor (Neves & Lopes 2005).  

Dentre as principais doenças que atacam os pomares, a Clorose Variegada dos 

Citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa, tem impactado negativamente a 

produção citrícola em São Paulo desde seu surgimento nos anos 80. Segundo 

levantamentos recentes cerca de 47% das árvores de laranja doce (aproximadamente 

140 milhões de plantas) no Estado de São Paulo são afetadas pela CVC, onde estes 

números eram 52% em 2011 (www.fundecitrus.com.br). Este decréscimo na incidência da 

CVC é o resultado de esforços de um manejo cada vez mais intenso da doença, 

principalmente ao controle químico dos vetores (cigarrinhas) através do uso intenso de 

inseticidas, com amplo espectro, que atualmente também é usado no controle do psilídeo 

transmissor da bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus e americanus causadora do 

HLB, além do plantio de mudas sadias. Entretanto, apesar destes números favoráveis, o 

elevado custo de produção como consequência deste manejo intenso, atrelado ao baixo 
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preço da caixa de laranja, tem levado muitos produtores, principalmente de pequeno e 

médio porte a desistirem da citricultura no Estado de São Paulo.  

O elevado uso de defensivos agrícolas na citricultura tem um impacto direto e 

negativo no ambiente, ou seja, afeta a sustentabilidade ambiental, onde pragas antes 

tidas como secundárias ganham o status de primária. Num período onde a 

sustentabilidade ambiental é a bandeira para abertura de mercados no mundo 

globalizado, a procura por alternativas mais sustentáveis no manejo de doenças como a 

CVC se faz necessário para manter o Brasil na produção desta “commodity” agrícola. A 

CVC afeta todas as variedades de Citrus sinensis (laranja doce) que é principal espécie 

do agronegócio citrícola. Porém nem todas as espécies de citros são afetadas pela X. 

fastidiosa, algumas cultivares de tangerinas (Citrus reticulata) e alguns de seus híbridos 

com laranjas doce apresentam resistência ou tolerância a X. fastidiosa, e por isso são 

objetos de estudo visando a busca por fontes de resistência genética para transferência 

em laranja doce (Coletta-Filho et al. 2007; De Souza et al., 2007, De Souza et al., 2009; 

Gmitter et al., 2012; Rodrigues et al., 2013).  

 

2.2. Mecanismos de defesa das plantas  

 As plantas naturalmente são submetidas a inúmeras injúrias ambientais e, além 

destas, o ataque por pragas e patógenos. Embora os micro-organismos apresentem 

distintas estratégias e mecanismos de patogenicidade para invadir as células das plantas 

hospedeiras, o sucesso da infecção não é tão frequente devido a uma variedade de 

mecanismos adaptativos e de defesa desenvolvidos pelas plantas ao longo do processo 

evolutivo (Lucas, 1998; Solomon & Sessa, 2012). Mesmo que consigam superar as 

barreiras físicas dos tecidos vegetais, o que inclui a presença de ceras, cutículas e uma 

espessa camada de parede celular, os patógenos ficam ainda sujeitos ao reconhecimento 

molecular que propicia, a partir das vias de sinalização sistêmica, o desencadeamento de 

distintas respostas de defesa por parte da planta (Jones & Dangl, 2006). O sistema de 

imunidade inata corresponde à primeira linha de defesa das plantas hospedeiras contra a 

invasão de patógenos e de fato é muito eficiente, normalmente conferindo resistência à 

maioria dos micróbios invasores. Parte do sucesso se deve, principalmente, à rápida 

detecção destes invasores em potencial, além do largo espectro de especificidades de 

reconhecimento por parte de proteínas receptoras que estão presentes nas células das 

plantas hospedeiras (Zipfel, 2008). 
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As plantas inicialmente percebem a presença de microrganismos invasores a partir 

dos receptores de reconhecimento de padrões moleculares (PRRs, de pattern recognition 

receptors). Os PRRs são proteínas presentes na superfície das membranas das células e 

que reconhecem perfis moleculares associados ao patógeno (PAMPS, de pathogen-

associated molecular patterns). Os PAMPs foram inicialmente definidos como moléculas 

altamente conservadas de uma classe de micróbios (Nurnberger & Brunner, 2002). PRRs 

também podem reconhecer perfis moleculares associados a danos (DAMPs), os quais 

são produtos geralmente oriundos da degradação da parede celular vegetal por um 

patógeno (Wirthmueller et al., 2013). Com a detecção dos PAMPs/DAMPs, os PRRs 

desencadeiam na planta a resposta de imunidade inata conhecida como resposta PTI (de 

PAMP-Triggered Immunity). A classe de receptores PRRs mais conhecida por 

perceberem PAMPs são Receptor-like kinases ricas em leucinas (RLK- LRR) que 

constituem de uma proteína transmembrana, um domínio extracelular amino-terminal (N-

terminal) variável e um domínio intracelular típico de quinase na região C-terminal. A 

presença de domínios variáveis na região extracelular N-terminal contribui para que estas 

proteínas atuem como sinalizadores em um grande número de vias metabólicas e 

regulem processos distintos. Alguns RLK-LRR desempenham papéis importantes na 

defesa contra diversos tipos de estresses, incluindo resposta ao ataque de pragas e 

patógenos. Xa21 e Xa26 são exemplos de RLK-LRR que atuam como PRRs e 

reconhecem proteínas sulfatadas tipo-1, conferindo resistência a Xanthomonas em 

cultivares de arroz (Oryza sativa). FLS2 e EFR, por sua vez, representam receptores 

RLK-LRR capazes de reconhecer as estruturas bacterianas flagelinas e EF-Tu, 

respectivamente, e desencadear respostas de defesa do tipo PTI (Song et al., 1995; Sun 

et al. 2004; Gomez-Gomez & Boller, 2000; Zipfel et al., 2006). De forma geral, as 

respostas PTI normalmente observadas incluem um rápido fluxo iônico através da 

membrana, fortificação das paredes celulares, ativação de MAP quinases, produção de 

espécies reativas de oxigênio e síntese de proteínas e compostos antimicrobianos 

ativados pela sinalização mediada por hormônios.  

O sucesso da infecção pelo patógeno vai depender da habilidade deste em suprimir 

a imunidade inata da planta, o que pode ser alcançado, na maioria das vezes, a partir da 

secreção de moléculas de virulência conhecidas como efetoras ou indutores (Jones & 

Dangl, 2006). Algumas bactérias patogênicas são capazes de “injetar” moléculas efetoras 

diretamente no citoplasma das células das plantas hospedeiras a partir, principalmente, 

do “maquinário” presente no sistema de secreção Tipo III (Tang et al., 2006). 
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Evolutivamente, as plantas respondem sintetizando proteínas R de resistência que 

reconhecem (pela presença ou atividade) estes efetores individualmente. A maioria 

destas proteínas R são receptores intracelulares citoplasmáticos do tipo NB-LRR 

(Nucleotide Binding-Leucine-Rich Repeat) que desencadeiam respostas de defesa do tipo 

ETI (Effector-Triggered Immunity) por parte da planta. As respostas ETI estão associadas 

à especificidade da molécula efetora secretada pelo patógeno, havendo normalmente o 

desencadeamento de respostas de hipersensibilidade (HR) e de resistência sistêmica 

adquirida (SAR) por parte do hospedeiro (Thomma et al., 2011).  

2.3. Genoma expresso de citros e modelo de resistência à X. fastidiosa 

O Brasil é atualmente líder no genoma expresso de citros graças ao projeto Instituto 

do Milênio, financiado pelo CNPq/MCT, coordenado pelo Centro APTA Citros Sylvio 

Moreira - IAC e que resultou num grande banco de dados de ESTs – o CitEST (ver 

fascículo especial da revista GMB 2007). Nesse projeto foram sequenciados genes 

expressos de várias espécies de citros visando identificar e caracterizar as respostas das 

plantas a estresses bióticos e abióticos. Esse grande volume de informação contida no 

CitEST, 300.000 sequências e 30.000 unigenes, revela a necessidade de estudos 

funcionais acerca de potenciais genes envolvidos na resistência a estresses bióticos e 

abióticos. Dessa forma, importantes trabalhos utilizando informações do CitEST foram 

voltados para o entendimento das interações moleculares planta-patógeno e dentre elas a 

interação planta resistente/suscetível – Xylella fastidiosa. 

Em De Souza et al., (2007a) foram comparadas a expressão de genes em plantas 

de citros suscetíveis (Citrus sinensis) e inoculadas com Xylella fastidiosa, em relação a 

plantas não inoculadas, obtendo-se desta forma, informações acerca dos genes que têm 

sua expressão elevada ou diminuída. Esses resultados contribuíram para o entendimento 

da resposta da planta em uma interação de suscetibilidade. A superexpressão de alguns 

genes sugere que a planta ativa a sua maquinaria de defesa, porém não consegue 

bloquear a doença. Isso poderia estar relacionado a um reconhecimento tardio ou indução 

baseada em efeitos fisiológicos como estresse hídrico e nutricional. 

Em De Souza et al., (2007b) foram analisadas e comparadas as respostas de 

espécies de citros suscetíveis e resistentes (Citrus reticulata) à infecção por X. fastidiosa. 

Em um trabalho posterior foram avaliados a expressão genica global apenas na espécie 

resistente (C. reticulata) aos 0, 30 dias (período em que é detectada a bactéria na planta) 
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e 60 dias (período em que há diminuição da bactéria e posterior desaparecimento dentro 

da planta) visando identificar os genes possivelmente responsáveis por eliminar a bactéria 

do hospedeiro (De Souza et al., 2009). A diferença de expressão de certos genes entre 

essas espécies revelou possíveis mecanismos genéticos de resistência a esse 

fitopatógeno (Gmitter et al., 2012). Recentemente, Rodrigues et al (2013) investigou as 

respostas iniciais de C. reticulata após infecção com X. fastidiosa (1 dia após inoculação) 

através de RNAseq usando RNA de xilema infectado e não infectado. Neste trabalho os 

autores encontraram induzidos: dois genes que codificam PRRs, responsáveis pelo 

reconhecimento de PAMPs, o que sugere a ativação da imunidade inata (PTI) e um gene 

do tipo CC-NBS-LRR, responsável pelo reconhecimento de efetores do tipo avr. Como já 

se sabe, X. fastidiosa não possui tais efetores específicos (Simpson et al., 2000), o que 

levanta a hipótese de algum efetor ainda desconhecido pode estar sendo reconhecido em 

C. reticulata. Além disso, também acredita-se que moléculas sinalizadoras (DAMPs) 

poderiam estar sendo emitidas pelo patógeno e reconhecidas por CC-NBS-LRR no 

citoplasma. Essas moléculas seriam oriundas da degradação da parede celular pela 

bactéria. Também foi visto que genes da via de sinalização mediada por auxina eram 

induzidos em C. reticulata, indicando um reconhecimento inicial característico da planta a 

organismos necrotróficos, porém numa etapa posterior, possivelmente a planta reconheça 

algum efetor e altere o mecanismos de sinalização para uma resposta a biotróficos, uma 

vez que, genes associados a via de ácido salicílico são ativados mais tardiamente 

(Rodrigues et al 2013). 

Através da obtenção dos resultados de ESTs (De Souza et al 2007a, 2007b, 2009, 

Gmitter et al., 2012) e RNA seq (Rodrigues et al 2013), De Souza (dados não publicados) 

elaborou um modelo hipotético para explicar a resposta de defesa de C. reticulata a 

infeção por X. fastidiosa (Figura 1). 
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diretamente nos vasos do xilema, que é composto principalmente de células mortas, e ao 

fato da bactéria ser capaz de degradar a parede de células vegetais, e dessa forma, as 

moléculas oriundas dessa degradação poderiam ser um sinal similar ao que ocorre em 

microrganismos necrotróficos. Em um estágio mais avançado da infecção a indução de 

auxina/jasmonato diminui significativamente e aumenta os genes associadas a ácido 

salicílico (SA) e os genes responsivos aos mesmos (Rodrigues et al., 2013). No mesmo 

tempo aumenta a expressão de um gene CC-NBS-LRR que está associado ao 

reconhecimento de elicitores específicos do patógeno. Esse gene está mais associado ao 

reconhecimento de proteínas Avr que é secretada pelo sistema de secreção do tipo III 

(T3SS) nas bactérias. Entretanto, como X. fastidiosa não tem T3SS a possibilidade da 

presença de um efetor especifico foi descartada. Porém sugere-se que haja alguma 

molécula que mais tardiamente é reconhecida de forma específica pela planta, o que 

culmina na diminuição de auxina/JA, aumenta CC-NBS-LRR, SA e mais tardiamente 

compostos fenólicos, ROS e consequentemente a eliminação da bactéria na planta. 

Dados de expressão gênica apontam para uma resposta genética mediada pelo 

reconhecimento da bactéria inicialmente como um organismo necrotrófico, induzindo 

genes relacionados com a via de sinalização de auxina (modificando a parede celular 

vegetal) e posteriormente altera a resposta a um patógeno biotrófico (possivelmente pelo 

reconhecimento de outras moléculas da bactéria quando em biofilme maduro) ativando 

genes de defesa mediados por SA que culminam na morte da bactéria no hospedeiro 

resistente (Gmitter et al., 2012; Rodrigues et al., 2013). 

O entendimento desse mecanismo visa além do conhecimento cientifico básico, o 

conhecimento de genes chaves para serem utilizados nos programas de transgenia em C. 

sinensis, visando resistência a patógenos. Neste sentido o uso de plantas modelo é 

fundamental para o avanço no conhecimento da funcionalidade destes genes e do seu 

papel na resposta de resistência a X. fastidiosa. 

2.4. Dificuldades na transformação de citros e o uso de plantas modelo 

Dificuldades como escapes, enraizamento, enxertia, longo ciclo da cultura e muitas 

variações de resposta entre variedades desencorajam em muito o processo de 

transformação de citros (Peña et al., 2001). Em vista disso e do amplo espectro de 

hospedeiros para X. fastidiosa, faz-se necessário a busca de hospedeiros alternativos que 

possam servir como planta modelo para estudos funcionais. Para isso, é necessário que a 
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planta possua facilidade para transformação e tenha informações disponíveis acerca do 

seu genoma, requisitos que inviabilizam o uso da maioria dos hospedeiros alternativos. 

Uma planta modelo bastante interessante para o estudo funcional de genes 

candidatos à resistência a X. fastidiosa é Nicotiana tabacum, uma vez que o tabaco é 

conhecidamente hospedeiro susceptível de X. fastidiosa e gera sintomas característicos 

(Lopes et al., 2000). Além disso, o tabaco oferece inúmeras vantagens como planta 

modelo para estudos funcionais, como o seu curto ciclo de vida, dados do seu genoma 

completo já disponíveis (Tobacco Genome Initiative of the North Carolina State University 

- http://www.pngg.org/tgi/), facilidades no protocolo de transformação, na obtenção de 

transformantes e grande quantidade de sementes por cápsula (Brasileiro, 1998). 

Outra planta modelo muito interessante para estudos funcionais é Arabidopsis 

thaliana, planta que possui genoma pequeno e totalmente sequenciado (The Arabidopsis 

Information Resource - TAIR – http://www.arabidopsis.org), ciclo de vida curto, pequeno 

porte, protocolo de transformação simples e grande produção de sementes. Além disso, 

em razão da sua facilidade de transformação existem bancos de mutantes de T-DNA, ou 

seja, coleções de plantas que apresentam algum gene específico silenciado. Já foi 

relatado por Rogers, (2012) que é possível a infecção de A. thaliana por X. fastidiosa que 

causa doença de Pierce em videiras.  

Como dito anteriormente, a transformação de citros possui muitas dificuldades e 

isso acaba por torná-la inviável quando não se tem o conhecimento acerca da função do 

gene em estudo. Por outro lado, plantas modelo como A. thaliana e N. tabacum permitem 

o estudo da função dos genes com maior facilidade e rapidez. Sendo assim, o ideal é que 

se tenha um estudo dos genes em plantas modelo e depois sejam avaliados em citros 

apenas aqueles genes que apresentaram resultados promissores para a resistência a 

patógenos. Por mais que possam existir diferenças evolutivas e funcionais entre as 

respostas genéticas de citros e das plantas modelo, essa seleção de genes contribui 

fortemente para um avanço rápido das pesquisas, eliminando gastos desnecessários de 

tempo e recursos financeiros na avaliação de genes não promissores em citros.  

2.5. Caracterização da infecção de X. fastidiosa em A. thaliana 

A utilização de Arabidopsis thaliana como planta hospedeira de X. fastidiosa já foi 

recentemente abordada no trabalho de Rogers, (2012). A estirpe utilizada neste trabalho é 

responsável por colonizar e causar a doença de Pierce em videiras. Apesar de 
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pertencerem à mesma espécie, existem diversos pontos de divergência entre as estirpes 

que causam doença em uva e citros. Por exemplo, há padrões distintos de sintomatologia 

e diferentes tempos de incubação da doença quando são inoculadas em tabaco (Francis 

et al., 2008; Lopes et al., 2000). Além disso, a estirpe que causa doença em citros é 

capaz de infectar uva, enquanto o contrário não foi constatado (Li et al., 2002). O fato é 

que A. thaliana apresentou-se como hospedeiro à estirpe que infecta uva, não 

apresentando sintomas, mas colonizando preferencialmente os ecótipos Tsu-1 e Van-0 

em relação à Col-0 (Rogers, 2012). Essa abordagem permitiu realizar bioensaios em 

período extremamente curto considerando o longo ciclo de culturas perenes como uva e 

laranja. Dessa forma, o estabelecimento e caracterização da infecção de X. fastidiosa que 

infecta citros em A. thaliana é um passo primordial para o rápido avanço dos estudos no 

patossistema citros-X. fastidiosa. 

2.6. Genes selecionados para avaliação em A. thaliana 

Com base no modelo de resistência proposto (figura 1), houve a necessidade de 

estudar a função de determinados genes para comprovar seu papel no mecanismo de 

resistência a X. fastidiosa. Neste sentido, como mencionado acima, o uso de plantas 

modelo é fundamental para o rápido avanço no conhecimento da funcionalidade destes 

genes e do seu papel na resposta de resistência a X. fastidiosa. Para o presente trabalho 

foram escolhidos genes de A. thaliana homólogos aos de C. reticulata que são candidatos 

à resistência a X. fastidiosa. 

A localização desses genes no modelo hipotético de resistência em C. reticulata, 

está destacada na figura 2. 
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produção de RNAs reguladores (Sasidharan & Gerstein, 2008). Tan et al., 2007 relataram 

alta indução deste gene em A. thaliana após 4 horas de um tratamento com ácido 

salicílico, hormônio envolvido na resposta de defesa a patógenos.  

O gene MOA2.2 codifica a enzima glicolato oxidase que está envolvida em 

processos metabólicos e de oxido-redução. Atua oxidando o glicolato em glioxilato e 

peróxido de hidrogênio nos peroxissomos (Apel & Hirt, 2004). Em Balazadeh et al., (2012) 

foi descrito que a superexpressão deste gene em A. thaliana promove a indução de genes 

envolvidos na via de sinalização por jasmonato e que codificam compostos secundários.  

O gene RD22 está envolvido na resposta a dissecação, resposta a estresse salino e 

resposta a estímulos por ABA. Requer a biossíntese de proteínas para a expressão 

induzida por ABA, por isso possui alguns motivos conservados para ligação de proteínas 

ligantes. Por sua vez estas proteínas funcionam como fatores de transcrição para a 

expressão dependente de ABA do gene RD22 (Abe et al., 1997). A proteína RD22 age na 

detoxificação de espécies reativas de oxigênio produzidas durante estresse hídrico (Abe 

et al., 1997; Gillet et al., 1998). Sabe-se que X. fastidiosa induz alterações fisiológicas no 

hospedeiro mesmo antes do surgimento dos sintomas (Ribeiro et al., 2003). O fato de 

alguns genes associados a estresse hídrico serem induzidos na espécie resistente a X. 

fastidiosa sugere uma resposta eficiente e precoce do hospedeiro à presença do 

patógeno. 

Os genes ERF73 e RAP2.2 codificam fatores de transcrição da via de etileno  

(ETFs). Estão envolvidos com a via de sinalização mediada por etileno, resposta celular a 

hipóxia, resposta a anóxia nuclear e regulação da expressão gênica. A grande família de 

fatores de transcrição ERF (ethylene response factor) está envolvida na regulação de 

diferentes mecanismos como o desenvolvimento floral ou a resposta a diferentes tipos de 

estresse abiótico, incluindo estresse hídrico (Singh et al., 2002). A superexpressão de 

fatores de transcrição dessa família em N. tabacum conferiu tolerância a estresse hídrico 

e osmótico, além de tolerância ao patógeno P. syringae pv tabaci (Park et al., 2001). A 

atuação do gene RAP2.2 em A. thaliana foi descrita recentemente como responsável por 

conferir resistência ao fungo necrotrófico Botrytis cinerea, inclusive utilizando mutantes 

para RAP2.2 foi constatado maior suscetibilidade ao fungo. Neste mesmo trabalho, foi 

visto que esse gene é regulado por etileno, indicando que durante a infecção RAP2.2 atua 

como regulador transcricional na via de sinalização mediada por etileno (Zhao et al., 

2012). 
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O gene ATJ2 codifica uma chaperona que atua no dobramento de proteínas ou na 

marcação de proteínas incorretamente dobradas (Bohnert et al., 1995). DNAJ codifica 

uma co-chaperonina citoplasmática pertencente à família Hsp40s que atua conjuntamente 

estimulando a atividade da ATPase da chaperonina DNAK (família Hsp70s) (Laufen et al., 

1999). A superexpressão de DNAJ em A. thaliana conferiu tolerância a estresse salino 

segundo o trabalho de Zhichang et al., (2010). Também foi relatada a atuação deste gene 

em resposta a oídio, em que plantas de A. thaliana mutantes para ATJ2 apresentaram 

maior suscetibilidade que o controle (Berkey, 2013). 

2.7. Caracterização da infecção de X. fastidiosa em N. tabacum 

Xylella fastidiosa possui colonização sistêmica e, como já mencionado 

anteriormente, a utilização de plantas perenes como citros, uva, ameixa e café em 

estudos de colonização, patogenicidade, estudos funcionais visando transgenia, entre 

outros são dificultados devido ao longo período de incubação da doença e longo ciclo da 

cultura. Por essa razão Nicotiana tabacum vem sendo amplamente usada como planta 

modelo nos estudos de interação com Xylella fastidiosa por apresentar sintomas em um 

período mais curto e ser suscetível a diferentes estirpes (Andreote et al., 2006; Chatelet et 

al., 2011; Dandekar et al., 2012; De La Fuente et al., 2013; Francis et al., 2008) 

Outros hospedeiros alternativos e de ciclo anual também já foram reportados para 

X. fastidiosa, tais como Parthenocissus quinquefolia, Catharantus roseus, Helianthus 

annuus, Ipomoea purpurea, Vinca major, Datura meteloides, Artemisia douglasiana e 

Chenopodium quinoa (Chatelet et al., 2011; McElrone et al., 2001; Monteiro et al., 2001), 

porém obstáculos como baixa informação genética a respeito da cultura e dificuldades 

para transformação genética inviabilizam o uso como plantas modelo. Entretanto, apesar 

dessa planta já ter sido demonstrada como hospedeira para X. fastidiosa (Alves et al., 

2003; Lopes et al., 2000), ainda há grande falta de informação a respeito do 

comportamento da bactéria na planta, além de não haver nenhuma avaliação quantitativa 

da sintomatologia, estabelecida nos trabalhos que utilizaram essa planta como hospedeira 

alternativa.   

A avaliação quantitativa de doenças em plantas é algo bastante utilizado em 

programas de melhoramento para seleção de genótipos resistentes ou tolerantes, 

também conhecida como fitopatometria (Campbell & Madden, 1990; Main, 1977; Zadoks 

& Schein, 1979). Além disso, em estudos de genoma funcional também se faz necessária 
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a utilização de tais técnicas para avaliar o potencial do transgene frente ao patógeno. 

Uma das ferramentas mais utilizadas é o uso de escalas diagramáticas, as quais nos 

permitem avaliar a severidade da doença na planta. Isso é imprescindível quando 

tratamos de genes que não conferem resistência absoluta à doença, mas certo grau de 

tolerância, haja vista que apenas análises da incidência da doença não nos permitem 

acessar tais informações sobre o nível de tolerância conferido por um determinado gene. 

2.8. Possível papel do gene soyBiPD na tolerância a X. fastidiosa – estudo 

funcional em N. tabacum. 

O gene BiPD é um gene de soja e foi selecionado para avaliação em N. tabacum 

pois codifica uma chaperona envolvida no mecanismo de resistência de plantas a 

estresses abióticos e bióticos (Anderson et al., 1994; Fontes et al., 1999; Jelito-Van 

Dooren et al., 1999; Alvim et al., 2001). Fietto et al., (2007) realizaram uma abordagem in 

silico através da comparação de ESTs de C. sinensis e C. reticulata infectados com X. 

fastidiosa,  visando a identificação de genes Hsp70 em citros homólogos aos de A. 

thaliana e a verificação do padrão de expressão destes. Neste trabalho foi observado a 

indução da expressão de um gene BiP (BiP-1), mais comumente expresso em flores, em 

plantas de citros por X. fastidiosa, o que sugeria a ativação de uma via de resposta a 

proteínas mal dobradas (UPR). Os autores confirmaram essa hipótese em razão da 

superexpressão de um ortólogo da calreticulina, um gene que é ativado pela via UPR. 

Essa via de transdução de sinal é ativada quando ocorre acúmulo de proteínas mal 

dobradas no RE e é caracterizada por uma cascata de sinalização que permite a 

comunicação entre o RE e o núcleo, promovendo um aumento coordenado da transcrição 

de genes BiP e outros que são envolvidos no dobramento de proteínas recém-

sintetizadas no RE (Lee, 1992).  

A chaperona molecular BiP é uma proteína de 78KDa que pertence à família Hsp70 

e representa uma das chaperonas do RE mais bem caracterizada. A expressão de genes 

BiP tem mostrado responder a uma variedade de estresses abióticos e bióticos, incluindo 

estresse hídrico, ataque de patógenos, estresse nutricional, aclimatação ao frio e 

elicitores da resposta planta-patógeno (Anderson et al., 1994; Fontes et al., 1999; Jelitto-

Van Dooren et al., 1999; Alvim et al., 2001). Segundo Jelitto-Van Dooren et al., (1999) os 

genes BiP respondem a estímulos causados por enzimas que degradam parede celular, 

simulando um ataque de patógenos.  
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Alvim et al., (2001) mostraram que a superexpressão constitutiva de um  gene BiP 

de soja (soyBiPD) conferia tolerância à seca durante o crescimento e tolerância à 

tunicamicina durante germinação (indutor de estresse no RE, impede glicosilação de 

proteínas e induz a via UPR) em Nicotiana tabacum. Em soja existem quatro genes BiP: 

soyBiPA, soyBiPB, soyBiPC e soyBiPD e os autores escolheram estudar o soyBiPD em 

razão deste ser expresso em todas as partes da planta. Segundo Valente et al., (2008) a 

superexpressão deste gene BiPD em soja e tabaco resultou em aumento da tolerância à 

seca e retardamento da senescência foliar. As plantas superexpressando o gene BiPD 

não apresentaram respostas típicas de combate à seca como aumento da presença de 

osmoprotetores (prolina e açúcares solúveis), aumento da parte radicular, diminuição da 

fotossíntese, transpiração e atividade estomática, o que indica um mecanismo 

diferenciado de resposta. Também foi visto que o gene BiPD inibiu a indução de 

diferentes classes de genes responsivos  (Valente et al., 2009). Sugere-se que as 

mudanças no processo de dobramento de proteínas no RE tenham servido como um 

mecanismo de detecção precoce do estresse hídrico. Tanto a desidratação por PEG 

simulando estresse osmótico utilizada no trabalho de Irsigler et al., (2007) como o 

estresse hídrico, promoveram uma repressão de alvos específicos da via UPR como BiPs 

e calreticulina/calnexina. Isso indica que os estresses regulam inversamente a via UPR 

prejudicando o dobramento de proteínas no RE.  

O gene BiPD também mostrou regular vias pró-apoptóticas que emanam do RE 

quando este não consegue regular sua homeostase. Os autores ainda sugerem que o 

controle homeostático de íons Ca2+ no RE poderia promover efeitos fisiológicos 

pleiotrópicos como a tolerância à seca (Valente et al., 2009). 

Apesar de ainda não se saber ao certo todos os mecanismos que ativam os genes 

BiP, sabe-se que são responsáveis pelo aumento da resistência ao estresse hídrico em 

plantas e talvez por uma via de sinalização que envolva PAMPs (Jelitto-Van Dooren et al., 

1999). Na citricultura brasileira é comum a ocorrência de déficits hídricos em certas 

regiões e períodos, sobretudo devido à prática de irrigação ser raramente empregada 

(Ortolani et al., 1991), o que está relacionado a menores taxas de fotossíntese (Brakke 

and Allen, 1995). Por sua vez, X. fastidiosa também induz estresse hídrico em plantas 

infectadas e conforme mencionado em Fietto et al., (2007) a infecção de citros por X. 

fastidiosa promove a indução de um gene BiP de citros e ativação de uma via de resposta 

(UPR) em C. reticulata. Dessa forma, o estudo do gene BiPD para estresses bióticos 

como X. fastidiosa é uma forma de avaliar o seu potencial em induzir resistência contra 
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esse fitopatógeno, seja em plantas modelo ou propriamente em citros. Assim, plantas de 

tabaco supexpressando o gene soyBiPD e desafiadas com X. fastidiosa poderiam 

acelerar o conhecimento a cerca desse gene quanto a potencialidade em conferir 

resistência a esse patógeno, dando assim, subsídios experimentais, se este seria ou não 

um bom candidato para transformação em C. sinensis. 

3. HIPÓTESE DO TRABALHO  

Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum são hospedeiros de Xylella fastidiosa e 

poderiam ser usadas como plantas modelo para estudos funcionais de genes visando 

tolerância a esse fitopatógeno.  

A resistência de C. reticulata à CVC deve-se à existência de alguns genes 

específicos ou pela ativação da expressão de genes de defesa em comparação à C. 

sinensis. Dessa forma, alguns genes de C. reticulata podem conferir resistência a X. 

fastidiosa e isso pode ser testado usando plantas modelo como Arabidopsis thaliana e 

Nicotiana tabacum.  

O gene BiPD de soja é relatado como associado à resposta a resistência a 

estresses bióticos e abióticos, por sua vez a superexpressão deste gene poderia evitar ou 

diminuir a colonização de X. fastidiosa e o aparecimento de sintomas. 

4. OBJETIVOS  

4.1. Objetivos Gerais  

1. Estabelecer e caracterizar o uso das plantas modelo N. tabacum e A. thaliana para o 
estudo funcional de genes de citros.  

2. Avaliar o possível papel biológico de genes de A. thaliana homólogos a C. reticulata na 
resposta a X. fastidiosa.  

3. Verificar o possível papel biológico do gene BiPD na resistência a X. fastidiosa usando 
a planta modelo N. tabacum.  

4. Selecionar genes potencialmente envolvidos na resposta de defesa à X. fastidiosa para 
transformação genética em Citrus sinensis.  
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4.2. Objetivos Específicos  

- Estabelecer e caracterizar a infecção de X. fastidiosa em ecótipos de A. thaliana; 

- Avaliar a resposta da infecção por X. fastidiosa em mutantes de A. thaliana para os 
genes RD22, PseudoNBS, RPS5, ERF73, RAP2.2, MOA2.2, e ATJ2;  

- Otimizar e caracterizar respostas quantitativas da infecção de X. fastidiosa em N. 

tabacum; 

- Avaliar a resposta da infecção por X. fastidiosa em tabaco superexpressando o gene 
soyBiPD;  

 

CAPÍTULO I. Arabidopsis thaliana como planta modelo para estudo da 

interação com X. fastidiosa 

5. MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1. Seleção do método de inoculação 

Em um experimento piloto foram testadas três diferentes metodologias de 

inoculação a fim de selecionar a que seria mais adequada em termos de praticidade, 

rapidez e maior taxa de infecção. Em todas as metodologias a concentração inicial de 

bactéria foi de aproximadamente 106 UFC/mL. 

 A primeira metodologia (inoculação por injeção) baseou-se na injeção de solução 

bacteriana por uma seringa no pecíolo das plantas. Primeiramente realizou-se o corte do 

limbo foliar, deixando os vasos condutores do pecíolo expostos para introdução da 

solução bacteriana através da seringa. 

Outra metodologia utilizada baseou-se na absorção da bactéria pelo contato com as 

raízes das plantas (inoculação via raíz). Plântulas crescidas em meio de cultura MS/2 

(Mourashige & Skoog, 1962) tiveram as extremidades das raízes cortadas para facilitar 

absorção e expostas durante uma hora à solução bacteriana, sendo posteriormente 

cultivadas em vasos com substrato. 

Por fim, a outra metodologia baseou-se na introdução da solução bacteriana com o 

auxílio de uma agulha (inoculação por perfuração de agulha) (Almeida et al., 2001). A 
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solução bacteriana era depositada sobre o pecíolo próximo à junção com o caule da 

planta e introduzida através de perfurações com o auxílio de uma agulha entomológica.  

5.2. Avaliação de sintomas 

Foram avaliados os possíveis sintomas decorrentes da inoculação das estirpes 

11399-GFP e 9a5c de X. fastidiosa em A. thaliana por meio do acompanhamento diário 

das plantas inoculadas e observações de alguma diferença fenotípica entre os 

tratamentos e o controle inoculado com tampão PBS (8g/l NaCl, 0,2g/l KCl, 1,78g/l 

Na2HPO4.2H2O, 0,27g/l KH2PO4 e pH 7,4).  

5.3. Delineamento experimental 

Após seleção do método de inoculação, foi realizado um experimento com os 

ecótipos Van-0, Tsu-1 e Col-0 para seleção do ecótipo mais suscetível a ser utilizado 

como background genético para os mutantes. Dessa forma, os mutantes de A. thaliana 

selecionados poderiam ser comparados fielmente ao seu respectivo ecótipo selvagem. 

Neste experimento utilizou-se a estirpe 11399-GFP com a finalidade de conhecer seu 

padrão de colonização nas plantas selvagens e possibilidade de observações da 

colonização por microscopia de fluorescência. 

Outro experimento foi realizado utilizando apenas o ecótipo selvagem mais 

suscetível encontrado e a estirpe 9a5c, estirpe mais virulenta que 11399, com a finalidade 

de quantificar a população bacteriana em diferentes períodos após a infecção (duas, três, 

quatro e cinco semanas após inoculação). Foram utilizadas dez plantas em cada período 

e as análises estatísticas para comparação de médias foram realizadas utilizando teste de 

Tukey (P<0,05). 

 

5.4. Cultivo das plantas, preparo do inóculo e inoculação. 

Para o início do cultivo das plantas, sementes de A. thaliana foram desinfestadas 

com etanol 70% por 5 minutos, hipoclorito de sódio 40% por 20 minutos e quatro lavagens 

em água MilliQ estéril. A germinação e o desenvolvimento inicial foram realizados in vitro 

em meio de cultura MS/2 sólido acrescido de 4,4 ml/l de tampão MES 3mM pH 5,7 e 

ajustado a 0,3% de glicose e 0,55% de ágar. Para a quebra de dormência as sementes 

foram mantidas durante 72 horas no escuro a 4°C. Para as sementes de A. thaliana 
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mutantes para o gene de interesse, foi adicionado 100mg/l de canamicina ao meio para 

seleção das sementes, uma vez que o gene da canamicina havia sido inserido 

previamente em um cassete junto ao T-DNA de Agrobacterium tumefaciens para nocaute 

das plantas. 

As plântulas originadas em meio de cultura foram transplantadas para vasos 

contendo substrato para cultivo de hortaliças (Plantmax HT) e vermiculita na proporção 

2:1, respectivamente. As plantas foram cultivadas sob fotoperíodo de 12 horas de luz e 

temperatura constante de 22°C em câmara de crescimento Conviron Adaptis 1000. 

A estirpe 9a5c de X. fastidiosa foi isolada de plantas de laranja doce com sintomas 

de CVC e cultivada em meio PW (Davis, 1981) por 7 dias a 28ºC. A partir disso, foi 

efetuada a raspagem das placas e a bactéria foi ressuspendida em tampão PBS para 

inoculações. Já a estirpe 11399-GFP foi obtida através da marcação com GFP da estirpe 

11399 pelo nosso grupo (Niza, 2011). A estirpe 11399 havia sido cedida pelo IAPAR 

(Instituto Agronômico do Paraná) e utilizada para estudos de diversidade genética por 

Coletta-Filho et al., (2001).  Após ser mantida a - 80ºC, a estirpe 11399-GFP foi cultivada 

em meio PW e ressuspendida em PBS para inoculações.  

O processo de inoculação foi feito em plantas de 4 a 5 semanas pelo método de 

perfuração por agulha (figura 3), com a aplicação de 5µl de uma suspensão bacteriana 

(OD= 0,2 a 600nm) sobre a parte basal de um pecíolo da folha da planta e utilizando 

perfurações com agulha entomológica para introdução da solução (Almeida et al., 2001). 

 

Figura 3. Inoculação de plantas de A. thaliana pelo método de perfuração por agulha. A. 
Aplicação da solução. B. Introdução da solução através de perfurações. 

 

A B 
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5.5. Coleta das amostras e extração de DNA 

Para detecção e quantificação de X. fastidiosa, foram separados com auxílio de 

uma tesoura a raiz na parte basal da planta e os limbos foliares juntamente com hastes 

florais na parte superior, de forma a deixar apenas os pecíolos compreendidos em torno 

de 1 cm da base da planta. Esse material foi então macerado em nitrogênio líquido, 

pesado e utilizado para extração de DNA segundo Doyle & Doyle (1987) com 

modificações. O material foi incubado por 1 hora com 0,8ml de tampão de extração (Tris-

HCl 0,1M pH 8,0; 2% de CTAB, Sigma; EDTA 0,02M; NaCl 1,4M, Merck, e 0,2% de β-

mercaptoetanol) pré aquecido a 65ºC. Após esse período duas extrações com 1 volume 

de fenol:clorofórmio (24:1 v/v) foram realizadas. O DNA foi precipitado por 4 horas com 1 

volume de isopropanol (Merck) gelado. Após a lavagem com etanol 70%, o precipitado foi 

lavado com etanol absoluto, seco à temperatura ambiente, dissolvido em 30l de 

TE+RNAse A (Tris-HCl 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH8,0, Ultra Pure EDTA; 100μg/ml de 

RNAse A, Sigma) e incubado por 30 minutos a 37ºC. A integridade do DNA foi observada 

em gel 1% de agarose e quantificado no NanodropTM 8000 (Thermo Scientific). 

5.6. Monitoramento da população bacteriana nas plantas por qPCR 

O monitoramento da população bacteriana nos pecíolos de A. thaliana foi 

realizado por PCR Quantitativo em tempo real (qPCR) no período de maior população 

bacteriana nas plantas (selecionado por experimento prévio, item 5.3), com um mínimo de 

seis repetições biológicas para cada tratamento. A reação de amplificação foi realizada 

num volume de 25 l contendo 12,5 l TaqMan PCR Master Mix (Applied Biosystems), 

500nM da sonda TAQCVC (5'-(6FAM)AAC CGC AGC AGA AGC CGC TCA TC(TAMRA)-

3'), 525 nM dos primers CVC-1 (AGA TGA AAA CAA TCA TGC AAA) e CCSM-1 (GCG 

CAT GCC AAG TCC ATA TTT) descritos por Oliveira et al., (2002), e 2µg do DNA da 

amostra. Em cada corrida experimental foram sempre utilizados os controles negativo 

(planta inoculada com PBS) e positivo (DNA genômico da bactéria). Todas as amostras 

foram testadas em triplicatas dentro de cada corrida experimental. A amplificação e a 

captura do sinal foram realizadas no ABI PRISM 7500 Sequence Detector System 

(Applied Biosystems). O número de células de X. fastidiosa foi estimado através da 

comparação com uma curva padrão, construída correlacionando-se a concentração de 

DNA (número de cópias) com a fluorescência medida (Ct – ciclo threshold). Quantidades 
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conhecidas de DNA genômico de X. fastidiosa foram diluídas em DNA da planta em 

concentrações entre 102 e 108 para construção da curva padrão. A equação da curva 

gerada para A. thaliana (y= - 4,8169x + 50,647) apresentou coeficiente R2 igual a 0,9944. 

A análise estatística dos resultados foi realizada através da comparação de médias, 

utilizando análise de variância e teste de Tukey (p<0.05). 

5.7. Obtenção dos mutantes de A. thaliana  

A partir da busca e seleção de genes de A. thaliana homólogos aos genes 

promissores de C. reticulata à conferir resistência a X. fastidiosa, buscou-se no banco de 

mutantes do instituto SALK (http://signal.salk.edu/) os respectivos mutantes de A. thaliana 

para tais genes (tabela 1).  

Tabela 1 – Mutantes Salk de A. thaliana para os genes homólogos de C. reticulata candidatos à 
resistência a X. fastidiosa. 

Mutante ID Gene ID Gene T-DNA 

SALK_146066C At5g25610 RD22  90pb 

SALK_127201C At1g12220 RPS5  73pb 

SALK_039484C At1g72360 ERF73  84pb 

SALK_010265C At3g14230 RAP2.2  84pb 
SALK_071563C At5g22060 ATJ2  88pb 
SALK_051930C At3g14420 MOA2.2 84pb 
SALK_080562C At4g14610 PseudoNBS 94pb 

Fonte: The Arabidopsis Information Resource (TAIR, 2013). 

As sementes dos mutantes de A. thaliana selecionados foram então adquiridas e 

cultivadas, passando primeiramente por uma confirmação quanto a presença e 

homozigose do T-DNA nas sementes antes dos experimentos. 

5.8. Testes para confirmação dos mutantes de A. thaliana 

Para comprovar que as sementes adquiridas eram realmente mutantes para os 

genes de interesse foram desenhados e sintetizados primers (tabela 2) com o objetivo de 

constatar a ausência ou presença do T-DNA inserido no gene. O silenciamento ocorre 

pela introdução do T-DNA dentro do gene de interesse, deixando o locus interrompido. No 

caso, a planta mutante tem um T-DNA inserido por Agrobacterium spp. no momento da 
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Como pode ser observado, o suposto mutante para o gene MOA2.2 é na verdade selvagem, 
enquanto o suposto mutante para o gene RPS5 é realmente mutante e em homozigose. 

Apenas plantas de A. thaliana selecionadas para o genótipo homozigoto mutante 

foram utilizadas nos experimentos de inoculação, conforme descrito anteriormente. 

Foram utilizados os sete mutantes selecionados mais o ecótipo selvagem para 

inoculação com a estirpe 11399-GFP, visando a quantificação da população bacteriana no 

período de maior infecção (selecionado no experimento descrito anteriormente, item 5.3) 

e visualização da bactéria por microscopia de fluorescência. Os mutantes que 

apresentaram maior população bacteriana em relação ao ecótipo selvagem foram então 

selecionados para um segundo experimento biológico e análise da colonização da 

bactéria por microscopia de fluorescência.  

Cerca de 10 plantas de cada mutante foram utilizadas em cada experimento, 

totalizando 110 plantas, das quais 80 foram utilizadas em um primeiro experimento 

biológico e mais 30 plantas em um segundo experimento para confirmação. A análise 

estatística foi realizada por comparação das médias através de teste de Tukey (P>0,05). 

5.9. Microscopia para observação da fluorescência de X. fastidiosa 

contendo GFP no interior da planta  

O experimento foi avaliado no período de maior população bacteriana nas plantas. 

As avaliações foram feitas de modo destrutivo, em que pelo menos 5 plantas de cada 

tratamento foram utilizadas por época de avaliação. Foram coletadas amostras de caule 

juntamente com os pecíolos em pontos próximos ao da inoculação visando comparar a 

população bacteriana presente nos tratamentos. Para tal, amostras de pecíolos foram 

seccionadas e preparadas para os estudos de microscopia como descrito por Newman et 

al. (2004). Cortes individuais de hastes e pecíolos foram realizados com bisturi, montados 

em lâminas e imersos em glicerol 50%. As observações foram realizadas em microscópio 

de fluorescência Olympus BX6, com filtro para GFP, nos aumentos de 4X, 10X e 40X.  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1. Caracterização da colonização de X. fastidiosa em A. thaliana 

6.1.1. Seleção do método de inoculação em A. thaliana 

O método de inoculação utilizado foi selecionado a partir de experimentos anteriores 

em que comparamos três metodologias de inoculação (inoculação por injeção, inoculação 

via raiz e inoculação por perfuração de agulha), como descrito no material e métodos. 

Para esse experimento prévio foram utilizadas plantas do ecótipo Col-0 inoculadas com a 

estirpe 9a5c de X. fastidiosa. Não houve diferença significativa na taxa de infecção entre 

as técnicas de injeção e inoculação via raiz (dados não mostrados). Ambas mostraram 

apenas algumas plantas positivas para a presença da bactéria, demostrando que a 

técnica de inoculação não foi eficiente. A técnica que apresentou melhor resultado foi a de 

inoculação por perfuração de agulha que permitiu uma detecção eficaz por qPCR, na 

maioria das plantas inoculadas (figura 5). Esse método também foi utilizado com sucesso 

por Rogers (2012) em trabalho de inoculação de X. fastidiosa causadora da doença de 

Pierce em A. thaliana.  

 

 
Figura 5. Taxa de detecção de X. fastidiosa estirpe 9a5c em plantas de A. thaliana 
ecotipo Col-0 inoculadas pelo método de perfuração por agulha. Porcentagens 
correspondem ao número de plantas positivas em relação ao total de plantas inoculadas. 
Mínimo de 30 plantas avaliadas por período.  

As taxas de detecção da bactéria obtidas em diferentes períodos de infecção 

comprovam que o método de inoculação por agulha foi eficaz em introduzir a bactéria nas 
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plantas, haja vista que 93% destas foram detectadas após duas semanas da inoculação 

(figura 5). Entretanto há certa dificuldade na detecção da bactéria após esse período, 

indicando um possível declínio na população bacteriana nesse hospedeiro. Em A. thaliana 

inoculada com X. fastidiosa causadora da doença de Pierce em videira, os autores 

verificaram a presença da bactéria 1 semana após inoculação e constataram aumento da 

população bacteriana duas semanas após inoculação. Entretanto não realizaram a 

avaliação em um time course mais avançado para caracterizar o comportamento da 

bactéria após duas semanas em A. thaliana. 

6.1.2. Avaliação de possíveis sintomas 

Nenhuma alteração fenotípica evidente foi observada entre as plantas inoculadas 

(9a5c ou 11399-GFP) e não inoculadas que pudessem ser atribuída a um possível 

sintoma causado pela bactéria (figura 6A e 6B). Resultado similar foi observado por Roger 

(2012) que também não observou nenhum sintoma resultante da infecção de X. fastidiosa 

que coloniza uva em plantas de A. thaliana. Entretanto, em nossos estudos sintomas 

como arroxeamento e amarelecimento apareceram mais rápido, em torno de 3 semanas 

após inoculação, em plantas inoculadas com X. fastidiosa do que nas plantas controle 

(figura 6C e 6D) que apresentaram esse sintoma mais tardiamente, cerca de 4 a 5 

semanas após inoculação. Esse tipo de sintoma é comum em A. thaliana quando estão 

em condições de estresse nutricional (Vellanoweth, 1997). O fato das plantas inoculadas 

apresentarem esses sintomas mais rápido sugere que X. fastidiosa possa estar causando 

estresse na planta e, como consequência, induzir os sintomas de estresse nutricional 

mais rapidamente. 
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Figura 6. Plantas de A. thaliana inoculadas com X. fastidiosa. A. Planta inoculada com 
PBS. B. Planta inoculada com X. fastidiosa. C. Folhas acima apresentando arroxeamento 
comparadas a folhas de planta inoculada com PBS abaixo. D. Planta apresentando 
amarelecimento das folhas à direita comparado ao controle inoculado com PBS à 
esquerda. A e B. Plantas avaliadas duas semanas após inoculação. C e D. Plantas 
avaliadas três semanas após inoculação. 

6.1.3. Seleção do ecótipo selvagem mais suscetível 

Visando determinar qual o melhor ecótipo de Arabidopsis para o estudo da interação 

com X. fastidiosa, foi realizada a inoculação e quantificação da população bacteriana nos 

ecótipos Col-0, Tsu-1 e Van-0 e avaliada duas semanas após inoculação (figura 7). 

C D 
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Figura 7. Quantificação da estirpe 11399-GFP de X. fastidiosa em ecótipos selvagens de 
A. thaliana. Letras diferentes acima das barras indicam diferença estatística pelo teste de 
tukey (p<0.05). 

O ecótipo Col-0 apresentou população bacteriana significativamente maior que os 

demais e por isso os mutantes de A. thaliana foram selecionados com este background 

genético. Curiosamente, em X. fastidiosa que infecta uva (Rogers, 2012), os ecótipos 

Van-0 e Tsu-1 foram os menos suscetíveis à colonização, sugerindo que possa haver um 

certo grau de especificidade ou preferência hospedeira entre os ecótipos e as diferentes 

estirpes de X. fastidiosa.  

Após duas semanas da inoculação a população bacteriana presente em nossas 

plantas Col-0 foi inferior ao encontrado em Rogers, (2012), cerca de 1 célula/µg de DNA 

total em relação à 9,76 células/µg de DNA total. Essa diferença provavelmente se deve às 

diferenças entre as estirpes que colonizam citros e uva, respectivamente. 

6.1.4. Caracterização da infecção ao longo do tempo 

Após a seleção de Col-0 como ecótipo selvagem mais suscetível, este mesmo 

ecótipo foi novamente inoculado, desta vez com a estirpe 9a5c de X. fastidiosa (mais 

virulenta que 11399), para avaliar o comportamento da população bacteriana durante a  

infecção. Como observado na figura 8, embora X. fastidiosa seja capaz de colonizar A. 

thaliana, essa colonização não é eficiente, ou seja, não ocorre um aumento significativo 

da população bacteriana durante o time course da infecção, uma vez que após duas 
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semanas houve um declínio significativo na população bacteriana na planta. Esses 

resultados estão de acordo com os observados na figura 5, entretanto, assim como 

observado por trabalhos do nosso grupo de pesquisa (Niza, B. - dados não publicados) 

que indicam a estirpe 11399 como menos virulenta que 9a5c, a população quantificada 

para a estirpe 9a5c (figura 8) foi superior à 11399-GFP (figura 7). De forma geral, 

podemos dizer que A. thaliana apresentou um comportamento de tolerância à bactéria, 

similar à espécie C. reticulata (De Souza et al., 2009) onde foi demonstrado que X. 

fastidiosa coloniza o hospedeiro por um breve período (até 30 dias), ocorrendo um 

declínio  60 dias após inoculação. 

 
Figura 8. Quantificação da estirpe 9a5c de X. fastidiosa no ecótipo selvagem Col-0 
durante o período da infecção. Letras diferentes acima das barras indicam diferença 
estatística pelo teste de Tukey (p<0.05). 

6.2. Avaliação dos mutantes de A. thaliana selecionados  

6.2.1. Quantificação da população bacteriana por qPCR 

Uma vez que A. thaliana se mostrou uma boa planta modelo com perfil de tolerância 

à X. fastidiosa, a utilização de mutantes de genes ortólogos de C. reticulata, 

potencialmente associados à resistência a X. fastidiosa, seria uma boa estratégia para 

testar a funcionalidade destes genes, assim como, uma possível função conservada entre 

as espécies na resposta a esse patógeno. Desta forma, espera-se que mutantes para 

genes associados a defesa apresentem maior colonização por X. fastidiosa, uma vez que, 
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B. Col-0 inoculado com 11399-GFP. C. Mutante para RAP2.2 inoculado com 11399-GFP. 
D. Mutante para RPS5 inoculado com 11399-GFP. 

A correspondência entre os resultados de quantificação bacteriana e microscopia 

(figura 12) reforça a idéia de que esses dois genes (RAP2.2 e RPS5) estão envolvidos na 

resposta de resistência da planta à X. fastidiosa, sendo potenciais candidatos para 

superexpressão em hospedeiros suscetíveis visando resistência ao patógeno. Analisando 

a similaridade dessas proteínas codificadas em A. thaliana e seus respectivos homólogos 

em C. reticulata observamos que não há grande identidade entre elas (42% para RPS5 e 

46% para RAP2.2), porém os domínios funcionais que caracterizam a função destas 

proteínas está presente e conservado em ambas (ANEXO A). Isso leva a crer que tais 

proteínas de A. thaliana possuam ortólogos funcionais em citros que atuariam de maneira 

semelhante. De mesmo modo foi relatado recentemente um ortólogo funcional em citros 

(CsNDR1) que complementou a suscetibilidade do mutante ndr1-1 a Pseudomonas 

seryngae e conferiu resistência a Hyaloperonospora arabidopsidis em A. thaliana (Lu et 

al., 2013). Dessa forma, estes genes foram considerados bons candidatos para 

transformação genética em C. sinensis visando conferir resistência a X. fastidiosa. 

 

Figura 12. Correspondência entre a colonização da bactéria detectada por qPCR e 
visualizada por microscopia de fluorescência, respectivamente. Letras diferentes acima 
das barras indicam diferença significativa por teste de Tukey (P<0,05). 
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6.2.3. Possível papel funcional dos genes RPS5 e RAP2.2 no 

mecanismo de defesa à X. fastidiosa 

Curiosamente o gene RAP2.2 está associado à resistência a necrotrófico em A. 

thaliana (Zhao et al., 2012) e RPS5 é um gene de resistência associado ao 

reconhecimento de Pseudomonas syringae (Simonich &Innes, 1995). Segundo Rodrigues 

et al (2003) X. fastidiosa parece ser reconhecida por DAMPs, ou seja, moléculas oriundas 

da degradação da parede celular promovida pela bactéria, e por isso, desencadeia um 

reconhecimento típico de necrotróficos pela planta. Os dados encontrados nesse trabalho 

reforçam a hipótese que possivelmente a planta resistente possa inicialmente reconhecer 

X. fastidiosa como um necrotrófico ativando as vias de defesa mediada por etileno, e por 

isso o gene RAP2.2 que é um fator transcricional induzido por etileno foi importante para 

tolerância a X. fastidiosa, assim como foi observado ser importante para tolerância ao 

fungo Botrytis cinerea em A. thaliana (Zhao et al., 2012). Assim como foi dito 

anteriormente o gene RPS5 atua no reconhecimento de moléculas efetoras de patógenos 

como Pseudomonas syringae (Simonich &Innes, 1995). Mas recentemente, foi visto no 

trabalho de Qi et al. (2011) que há a possibilidade de formação de um complexo protéico 

desta proteína com proteínas que reconhecem PAMPs. Essa informação nos leva a 

hipótese que, apesar de X. fastidiosa não apresentar efetores típicos do tipo avr, DAMPs 

da bactéria poderiam ser reconhecidos por meio desse complexo protéico formado ou 

outro efetor ainda desconhecido poderia ser reconhecido por RPS5. Esses DAMPs seriam 

sinais moleculares obtidos da degradação da parede celular pela bactéria, o que também 

contribuiria para o reconhecimento do patógeno inicialmente como necrotrófico, podendo 

desencadear vias de resposta caraterísticas como as mediadas por auxina, jasmonato ou 

etileno, assim como sugerido por Rodrigues et al (2013) em trabalhos de expressão 

genica global. Após esse reconhecimento, sugerimos que uma sinalização mediada por 

etileno na qual o fator de transcrição codificado por RAP2.2 atuaria promovendo a 

indução da expressão de genes de defesa. Assim, ambos os genes são importantes para 

defesa do hospedeiro e poderiam atuar conjuntamente numa mesma via de resposta. A 

localização desses genes no modelo hipotético da tolerância observada em C. reticulata 

no qual esses dois genes selecionados estariam atuando conjuntamente estão 

destacados na figura 13. 
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vasos com capacidade de 0,5 l contendo substrato de pinus comercial (Plantmax-

Eucatex). As plantas foram mantidas em condições de casa-de-vegetação com 

temperatura em torno de 27-30ºC. As plantas foram irrigadas automaticamente duas 

vezes por dia e fertilizadas quando necessário. Para os ensaios de inoculação foi utilizada 

a estirpe 9a5c de X. fastidiosa na segunda repicagem, após isolamento de plantas 

sintomáticas de laranja doce, e cultivadas durante 7 dias. Tanto o isolamento como 

crescimento da bactéria foram feitos em meio PW a 28°C, após isso a bactéria foi retirada 

das placas com alça de platina e ressuspendida em tampão PBS para posteriores 

inoculações nas plantas. A concentração do inóculo foi padronizada pela OD à 600nm e 

pela contagem de UFC/ml após diluição serial e plaqueamento. Ensaios preliminares 

evidenciaram que uma OD=0,8 correspondia a cerca de 107UFC/ml. E esta concentração 

foi utilizada nos experimentos. 

7.1.2. Inoculação das plantas e avaliação da eficiência de inoculação 

Todas as inoculações foram feitas em plantas de tabaco de 5 a 6 semanas e cerca 

de 10 cm de altura. Um volume de 15µl de suspensão bacteriana (OD=0,8) foi aplicado na 

haste principal da planta, próximo a região da base do pecíolo foliar, através de 

perfurações com agulha entomológica (Almeida et al., 2001). Para futuras amostragens o 

local de inoculação foi identificado com uma fita colorida. Um total de 85 plantas foram 

inoculadas com X. fastidiosa e 21 com PBS como controle negativo. A eficiência de 

inoculação foi estimada por qPCR aos 25 e 40 dias após inoculação (dai) selecionando 

apenas as plantas infectadas para futuras análises até 114 dai. 

7.1.3. Extração de DNA, curva padrão e quantificação de X. fastidiosa 

por qPCR 

Pecíolos de cada amostra foliar (150 mg) foram macerados em nitrogênio líquido e 

usados para extração de DNA total usando o método desenvolvido por Murray & 

Thompson (1980). O DNA foi eluído em 30µl de tampão de eluição (0,1 volume de Tris-

EDTA, 20 µg/µl de RNAse) e a concentração estimada usando NanoDropTM 8000 (Thermo 

Scientific). Todas as amostras de DNA foram padronizadas para concentração de cerca 

de 250 ng/µl. A amplificação foi realizada em um volume de 25µl contendo 12,5µl de 

TaqMan PCR Master Mix (Applied Biosystems), 500nM da sonda TAQCVC (5'-
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(6FAM)AAC CGC AGC AGA AGC CGC TCA TC(TAMRA)-3'), 525 nM dos primers CVC-1 

(AGA TGA AAA CAA TCA TGC AAA) e CCSM-1 (GCG CAT GCC AAG TCC ATA TTT) 

(Oliveira et al., 2002) e 0,5 µg da amostra de DNA. Para todas as corridas experimentais 

sempre foi utilizado controles negativo (DNA de planta inoculado com PBS) e positivo 

(DNA genômico de bactéria). Todas as amostras foram processadas em duplicata. A 

amplificação e captura do sinal foi realizada usando ABI PRISM 7500 Sequence Detector 

System (Applied Biosystems). A curva padrão para quantificação de X. fastidiosa foi 

produzida usando como referência 2.94 x 10-6 ng para um genoma da estirpe 9a5c. 

Quantidades conhecidas de DNA total bacteriano foram misturadas com DNA de plantas 

saudáveis de tabaco para obter uma faixa de 102 a 108
 células/mg de tecido vegetal. A 

curva padrão obtida [y = -3.0153x (número de cópias de DNA) + 36.38] mostrou uma 

variação linear correlacionando DNA (número de cópias) com a medida de fluorescência 

(valores de CT), além de um coeficiente R2 de 0,9901. Todas as análises estatísticas para 

comparação de médias foram realizadas por teste de Tukey (P<0,05). 

7.1.4. Colonização de X. fastidiosa e correlação com sintomas  

As plantas infectadas com X. fastidiosa previamente selecionadas foram avaliadas 

quanto aos padrões de colonização, expressão de sintomas e quantificação bacteriana ao 

longo da infecção.  

A multiplicação de X. fastidiosa nas plantas foi estimada aos 25, 60, 80, 95, 104 e 

114 dias após inoculação coletando 3 folhas de 3 plantas para cada tempo amostral. 

Usando este experimento time course também foi estimado o número mínimo de células 

de X. fastidiosa necessário para expressão de sintomas (threshold). Folhas 

assintomáticas foram amostradas aos 25 e 95 dai e a população do patógeno 

(concentração) comparada contra folhas apresentando sintomas de nível 1 (de acordo 

com escala diagramática estabelecida, que será descrita posteriormente) amostradas aos 

80 e 95 dai. A média das populações de três folhas de cada condição fenotípica foi 

comparada estatisticamente pelo teste t de Student (P<0,05). 

A colonização de X. fastidiosa em plantas de tabaco com diferentes graus de 

incidência de sintomas nas plantas (25, 50, 75 e 100% de folhas sintomáticas) também foi 

estimada pela amostragem de folhas distantes cerca de 10 cm (P1), 30 cm (P2) e 50 cm 

(P3) acima do ponto de inoculação. A incidência de sintomas nas plantas foi realizada 

através da contagem do número de folhas sintomáticas e assintomáticas em cada planta. 
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A partir disso, foi estabelecida a porcentagem de folhas sintomáticas em cada planta com 

relação ao total de folhas. Pelo menos três plantas de cada grau de incidência e um 

mínimo de 9 folhas para cada um dos três pontos foram usadas nas análises. A análise 

estatística para comparação de médias foi realizada pelo teste de Tukey (P<0,05) seguido 

de análise de correlação de Pearson entre os dados de população bacteriana e incidência 

de sintomas nas plantas.  

7.1.5. Desenvolvimento e validação da escala diagramática 

Para elaboração da escala diagramática, folhas sintomáticas apresentando ampla 

variedade de severidades foram coletadas de plantas de tabaco infectadas e utilizadas 

nos experimentos descritos acima. Para estimativa da área sintomática foliar, cada folha 

foi escaneada usando HP Photosmart, arquivadas em formato TIFF e as imagens 

processadas com o software ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). A área total foliar e a área 

sintomática foram estimadas e as folhas com menores e maiores níveis de severidade 

foram estabelecidas, levando em consideração a distribuição da severidade nas 187 

folhas amostradas (ANEXO C), prevenindo erros como a superestimação da severidade 

por usar um nível máximo de severidade muito alto e raro (Amorim et al., 1993; Corrêa et 

al, 2009). Após estabelecer os níveis mínimo e máximo de severidade, quatro níveis 

intermediários foram estabelecidos com base na lei de acurácia visual de Weber-Fechner 

(Horsfall & Barratt, 1978). Buscou-se reproduzir na escala padrão, formas e espalhamento 

padrão da lesão. Para validar a escala diagramática foram usadas 137 imagens 

escaneadas e coloridas de folhas sintomáticas com diferentes severidades da doença. 

Cinco avaliadores sem experiência em avaliar doenças de plantas estimaram a 

severidade dessas amostras sem a escala. Duas semanas depois, os mesmos 

avaliadores estimaram novamente a severidade das imagens, em ordem diferente, porém 

com o auxílio da escala proposta. O conjunto de dados de cada avaliador foi utilizado para 

estabelecer uma regressão linear entre a severidade real como variável independente e a 

severidade estimada como variável dependente, antes e após o uso da escala. 

A acurácia de cada avaliador antes e após o uso da escala foi determinada por teste 

t de Student (P<0,05) aplicado para testar a hipótese nula H0: a = 0 (intersecção da reta) e 

H0: b = 1 (inclinação) que são os indicadores usuais de acurácia (Kranz, 1988). A precisão 

dos avaliadores foi obtida pelos coeficientes de determinação (R2) e pela distribuição de 

erros (Nutter et al., 2006). O melhor avaliador foi comparado aos outros avaliadores para 
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medir a reprodutibilidade da escala (Belasque Jr et al., 2005). Todas as análises foram 

realizadas utilizando o software EXCEL 2010.  

7.1.6. Correlação entre severidade e colonização bacteriana 

A correlação entre níveis de severidade da doença nas folhas e concentração de 

bactéria foi estimada usando amostras coletadas aos 104 dai. Folhas foram classificadas 

em cinco níveis de severidade da doença de acordo com escala diagramática e a 

concentração bacteriana foi estimada por qPCR, conforme descrito acima. Pelo menos 

três folhas de cada nível de severidade foram usadas e a análise estatística para 

comparação de médias foi realizada pelo teste de Tukey (P<0,05) seguido de análise de 

correlação de Pearson. 

 

7.2. Avaliação do potencial de soyBIPD em conferir tolerância a X. fastidiosa usando 
tabaco como planta modelo 

7.2.1. Cultivo das plantas e preparo do inóculo 

Os mutantes de tabaco para o gene soyBiPD (superexpressando e silenciado) 

foram obtidos através de parceria com a Profa. Dra. Elizabeth Fontes da Universidade 

Federal de Viçosa. Essas plantas foram originadas a partir de trabalhos do seu grupo de 

pesquisa (Alvim et al., 2001). Tanto o processo de cultivo das plantas como a preparação 

do inóculo foram realizados assim como descrito anteriormente (item 7.1.1) 

7.2.2. Inoculação e expressão de sintomas 

Dois experimentos biológicos foram conduzidos em épocas distintas, em que cada 

um consistiu da inoculação com 9a5c de 15 plantas superexpressando BiPD, 15 

silenciadas, e 10 selvagens. Outras 5 plantas de cada tratamento foram inoculadas com 

tampão PBS como controles negativos. O inóculo utilizado apresentou população 

estimada em 4,6x107 células/ml para o primeiro e 1,4x106 células/ml para o segundo 

experimento. O processo de inoculação baseou-se no método de perfuração por agulha e 
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foi realizado assim como descrito anteriormente (item 7.1.2). Após a inoculação houve o 

acompanhamento semanal das plantas para verificação da expressão dos sintomas. 

7.2.3. Análise da incidência e severidade dos sintomas 

As análises de incidência foram realizadas cerca de 80 dias após inoculação nos 

dois experimentos. A análise de incidência de sintomas nas folhas foi realizada através da 

contagem do número de folhas sintomáticas e assintomáticas em cada planta. A partir 

disso, foi estabelecida a porcentagem de folhas sintomáticas em cada planta com relação 

ao total de folhas, estabelecendo então uma média para cada tratamento. A análise de 

severidade dos sintomas foi realizada apenas no segundo experimento aos 80 dias após 

inoculação, e baseou-se no uso da escala diagramática para estimar níveis de sintomas 

de 1 a 6 nas folhas de cada planta. Após esta estimativa foi calculada a nota média de 

severidade para cada planta, estabelecendo então uma média para cada tratamento. As 

análises estatísticas para comparação de médias de incidência e severidade foram 

realizadas pelo teste de Tukey (P<0,05). 

7.2.4. Análise da população bacteriana por qPCR 

Pecíolos de folhas sintomáticas foram separados, macerados, pesados e utilizados 

para extração de DNA usando protocolo de Murray & Thompson, 1980. O DNA extraído 

foi utilizado para quantificação da bactéria por qPCR conforme descrito anteriormente 

(item 7.1.3) 

7.2.5. Isolamento de X. fastidiosa e PCR das colônias 

O isolamento foi realizado através da coleta de folhas sintomáticas e posterior 

lavagem em água corrente. Em uma câmara de fluxo laminar foram separados os 

pecíolos e deixados em contato com hipoclorito comercial e álcool 70% por 1min em cada 

solução, sendo então colocados em água destilada estéril por 2 min. Após isso, foram 

cortadas as extremidades dos pecíolos e macerados com auxílio de um bastão de metal 

em microtubo contendo tampão PBS. O material foi pesado e então realizada a diluição 

serial para plaqueamento em meio PW. As placas foram mantidas em estufa a 28ºC e as 

colônias crescidas foram contadas após 3 semanas. Algumas colônias individuais 
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originadas foram utilizadas para PCR com primers específicos para X. fastidiosa de citros 

CVC-1 (AGATGAAAACAATCATGCAAA) e 272-2 int (GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT) 

(Pooler & Hartung, 1995) visando confirmar que as colônias obtidas eram da bactéria X. 

fastidiosa. 

7.2.6. Confirmação da expressão do transgene por RT-PCR semi-

quantitativo 

A expressão do gene BiPD foi avaliada através de extração de RNA, síntese de 

cDNA e RT-PCR semi-quantitativo. A extração de RNA total de folhas foi realizada de 

acordo com a técnica descrita por Logemann et al. (1987) com modificações. A 

integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel 1% de agarose contendo 

formaldeído 37% (Merck) como agente denaturante (Sambrook et al., 1989) e sua 

concentração foi medida no NanoDropTM 8000 (Thermo Scientific). Antes da síntese do 

cDNA 6,4g do RNA total foi tratado com desoxirribonuclease (DNase I, Life 

Technolohies) + tampão 1X (200mM Tris-HCl pH 8,4, 20mM MgCl2, 500mM KCl) durante 

15 minutos a temperatura ambiente, seguidos de 10 minutos a 65ºC com solução stop de 

25mM EDTA (Life Technologies). O cDNA foi sintetizado em reações de 50μl, a partir de 

6g do RNA total utilizando-se 2μl da enzima transcriptase reversa (ImProm II Reverse 

Transcriptase, Dialab), oligonucleotídeo oligodT18 concentração final 600μM (Life 

Technologies), tampão 1x Reaction Buffer (Dialab), MgCl2 concentração final 25mM 

(Dialab), dNTP concentração final 200μM (Eppendorf) e 50U de RNAguard RNAse 

Inhibitor (Amersham Biosciences). Os cDNAs foram amplificados com oligonucleotídeos 

específicos para o gene BiPD (F-ATCTGGAGGAGCCCTAGGCGGTGG  e R-

CATCGCAAGACCGGCAACAGGAT) e para o controle endógeno NtActin (F-

TCCATGCTCAATGGGATACT e R- TTCAACCCCTTGTCTGTGAT). O RT-PCR semi-

quantitativo possibilita a amplificação de transcritos por PCR comum e análise em gel de 

agarose. Para analisar o nível de expressão dos transcritos, basta retirar alíquotas da 

reação de PCR em diferentes ciclos para análise no gel e comparação com controles 

endógenos. Isso resulta em bandas mais fortes de acordo com o avanço dos ciclos de 

amplificação. Em nossas análises, para visualizar se o gene BiPD era expresso ou não, 

foram retiradas alíquotas das reações ao fim de 35 ciclos da PCR e análise em gel de 

agarose 1%. 
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8. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

8.1. Caracterização quantitativa da colonização e sintomatologia de X. 

fastidiosa em N. tabacum 

8.1.1. Sintomatologia e eficiência de inoculação 

Sintomas iniciais foram observados em algumas plantas aos 25 dias após 

inoculação (dai) enquanto a maioria das plantas começou a apresentar sintomas bem 

evidentes e característicos tais como “pequenas lesões escuro-alaranjadas” (Lopes et al., 

2000) por volta de 50 dai (figura 14). Segundo Lopes et al (2000), que avaliou os sintomas 

de tabaco inoculado com X. fasditiosa estirpe 9a5c, que causa CVC,  o aparecimento de 

sintomas ocorreu inicialmente após 8 semanas da primeira inoculação (foram feitas duas) 

e todas as plantas foram sintomáticas após 10 semanas, enquanto no trabalho de Francis 

et al (2008), que utilizou estirpe de X. fastidiosa que causa doença em videiras, sintomas 

característicos de “escaldadura foliar” ocorreram por volta de 4 a 6 semanas após 

inoculação. Nesse trabalho os sintomas ocorreram mais rápido, provavelmente devido a 

idade das plantas usadas para inoculação, 6 semanas ao invés dos 2 meses utilizados 

em Francis et al., (2008) e Lopes et al., (2000), e algumas condições que induzem 

estresse, descritas por Francis et al. (2008), para gerar sintomas em um período mais 

curto, tais como vasos pequenos e altas temperaturas (27-30ºC). Ainda, vale ressaltar que 

nesse trabalho foi usada a variedade Havana, enquanto que em Lopes et al (2000) foi 

usada a variedade RP1, e possivelmente a variedade Havana possa ser mais suscetível a 

colonização pelo patógeno e, consequentemente, induzir sintomas mais rápido.  

 
Figura 14. Sintomas desenvolvidos em N. tabacum cv. Havana após inoculação com a 
estirpe 9a5c de X. fastidiosa. A. Sintomas iniciais cerca de 25 dai. B. Folha mostrando 
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sintomas característicos por volta de 50 dai. C e D. Controle inoculado com PBS e uma 
folha sintomática aos 95 dai, respectivamente. Setas indicam os locais de sintomas. 

Foram constatados sintomas em 69% das plantas inoculadas (59 de 85 plantas), o 

que demonstra a eficiência do processo de inoculação. Nem todas as plantas 

apresentaram sintomas, ou seja, a eficiência não atingiu 100%, provavelmente por falhas 

da metodologia no momento da inoculação. A ineficiência de inoculação mecânica de X. 

fastidiosa é comum em diversos hospedeiros (Coletta-Filho et al., 2007), pois no momento 

da inoculação a bactéria deve atingir os vasos do xilema e iniciar o processo de 

colonização, o que muitas vezes não ocorre devido as condições de inoculação e 

condições experimentais como temperatura, umidade, população bacteriana inicial, etc. 

Neste trabalho, a inoculação realizada possibilitou a geração de sintomas característicos 

e também contribuiu para a maior praticidade do bioensaio. A redução do tempo entre a 

inoculação, período de incubação da doença e aparecimento dos sintomas em relação a 

estudo anterior (Lopes et al., 2000) contribuiu para tornar este bioensaio ainda mais 

prático e rápido, algo importante para acelerar as pesquisas sobre a interação planta-

patógeno envolvendo X. fastidiosa. 

8.1.2. Padrão de colonização da bactéria e evolução dos sintomas 

Ao visualizarmos o padrão de sintomatologia apresentado pelas plantas (figura 15A) 

constatamos que os sintomas evoluíam progressivamente da base (ponto de inoculação) 

para o ápice, conforme relatado anteriormente (Lopes et al., 2000). Considerando que X. 

fastidiosa forma biofilme nos vasos xilemáticos da planta investigamos se havia 

correspondência entre a progressão dos sintomas e a quantidade de bactéria presente 

em determinados pontos da planta. Como visualizado na figura 15B, a população 

bacteriana encontrada nos diferentes pontos avaliados da planta foi correspondente à 

evolução dos sintomas e ao movimento da bactéria. Provavelmente a bactéria primeiro 

coloniza e forma biofilme na parte mais próxima ao ponto de inoculação (base) e depois 

se dispersa e coloniza em direção ao ápice. Essa maior população bacteriana na base 

formando biofilme para colonização da planta conforme evoluem os sintomas, foi 

observado na quantificação de folhas do ponto P1 (figura 16). Conforme demostrado na 

figura 16 houve uma correlação positiva (0,861210) entre o aumento da incidência dos 

sintomas na planta e o aumento da população bacteriana. Este resultado é similar ao que 
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é observado para citros (Alves et al., 2004)  e videira (Killiny & Almeida, 2011) onde os 

sintomas da doença estão diretamente relacionados à presença e população da bactéria. 

 

Figura 15. Correspondência entre sintomas e quantidade de bactéria na planta. A. 
Evolução dos sintomas nas plantas. B. Quantificação bacteriana por qPCR em três partes 
das plantas. Barras indicam as médias e letras diferentes acimas das barras apontam 
diferença significativa por teste de Tukey (P<0,05).   
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Todos os valores dos coeficientes de determinação (R2) das regressões lineares 

aumentaram com o auxílio da escala, enquanto os resíduos foram diminuídos 

consideravelmente (figura 18 e tabela 3). Segundo o critério utilizado nos programas 

Distrain (Tormelin & Howell, 1988) e Disease.Pro (Nutter Jr & WORAWITLIKIT, 1989) 

erros ou resíduos dentro de um intervalo de 5% acima ou abaixo do real são considerados 

excelentes e menores que 10% são considerados bons. Dessa forma, de acordo com os 

dados sumarizados na tabela 3 podemos dizer que as avaliações com o auxílio da escala 

de modo geral tiveram alta precisão, com um mínimo de mais de 94 % de erros aceitáveis 

e mais de 70% de erros menores que 5%. Essa precisão também é constatada pelos 

valores de R2 variando de 0,67 a 0,81. A análise de acurácia revelou que os valores do 

coeficiente a foram muito superiores antes do uso da escala. Isso reflete a 

superestimação das estimativas visualizadas anteriormente (figura 18), porém o uso da 

escala diminuiu esses valores, tornando-os significativamente iguais a 0 em 4 dos 5 

avaliadores (p=0,05). Já os valores do coeficiente b, embora diferentes de 1, se 

aproximaram bastante deste valor com o uso da escala. Para avaliar a reprodutibilidade 

das análises foi escolhido o avaliador 5 (considerado o melhor) para a comparação com 

os demais, em razão do seu alto valor de R2 e coeficiente angular a estatisticamente igual 

a 0 (p=0,05). Os resultados revelaram grande reprodutibilidade entre as avaliações (tabela 

3), haja vista que as comparações entre os avaliadores tiveram altos valores de R2, no 

mínimo 92% de erros aceitáveis e mais de 80% de erros menores que 5%. Apesar dos 

coeficientes angulares a e b diferirem de 0 e 1 (p=0,05), respectivamente, temos uma 

grande aproximação a esses valores com o uso da escala. 

Tabela 3. Parâmetros de avaliação obtidos da validação da escala. 

Avaliadores 

Sem escala  Com escala 

a
(i)

 b
(ii)

 R
2
 

Erros > 

10% 
 a b R

2
 

Erros 

> 10% 

Erros 

> 5% 

1 4.46* 2.25*
 
 0.59 55%  0.55

N
 0.86*

 
 0.74 1.4% 17% 

2 21.97*
 
 1.89* 0.35 94%  -2.70*

 
 1.19*

 
 0.83 1.4% 19% 

3 5.48*
 
 2.02*

 
 0.68 54%  -0.33

N
 1.09*

 
 0.70 5.8% 25% 

4 16.03*
 
 1.67*

 
 0.50 80%  -0.65

N
 1.07*

 
 0.67 5.8% 28% 

5 40.59*
 
 2.81*

 
 0.38 87%  -0.54

N
 1.09* 0.81 1.4% 14% 

5 vs 1 0.83
N
 0.35*

 
 0.30 85%  1.72*

 
 0.71*

 
 0.73 2.9% 24% 

5 vs 2 7.03*
 
 0.41*

 
 0.29 55%  2.49*

 
 0.83*

 
 0.82 2.9% 17% 

5 vs 3 - 0.94
N 

 0.37*
 
 0.46 85%  0.65

 N
 0.95*

 
 0.78 6.6% 25% 

5 vs 4 4.36*
 
 0.40*

 
 0.59 95%  0.38

N
  0.93*

 
 0.73 3.6% 21% 
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(i) asterisco indica que o valor da intersecção da reta (a) foi diferente de zero pelo test t (p = 0.05), 

N indica que não há diferença estatística entre zero e a (p = 0.05);  

(ii) asterisco indica que o valor do coeficiente de inclinação da reta (b) foi diferente de1 pelo teste 

t (p = 0.05), N indica que não há diferença estatística entre b and 1 (p = 0.05). 

Em outras validações de escalas (Corrêa et al., 2009; Yadav et al., 2013) é comum 

verificar altos valores de R2, porém costuma-se trabalhar com um número menor de 

imagens em relação a esta análise. Essa maior quantidade de imagens na validação 

propicia condições mais reais e próximas às análises de severidade realizadas em casa-

de-vegetação, porém pode gerar mais erros pela fadiga visual dos avaliadores. Além 

disso, ao analisarmos as severidades estimadas sem escala temos constatado uma 

imensa dificuldade para correta aferição, em função dos sintomas serem de difícil 

mensuração (pequenos pontos dispersos e às vezes não perceptíveis). Assim, as 

análises revelaram que o uso da escala foi responsável pelo aumento da precisão, 

acurácia e reprodutibilidade das estimativas pelos avaliadores, validando seu uso para 

avaliações de severidade da doença causada por X. fastidiosa na planta modelo Nicotiana 

tabacum. 

8.1.4. Correlação entre severidade da doença e população bacteriana 

Ao constatarmos a forte relação entre sintomatologia e presença da bactéria que 

ocorre em tabaco, resolvemos investigar se a quantidade de bactéria em pecíolos de 

folhas era variável de acordo com os diferentes níveis de severidade apresentados por 

elas. Por conta da distribuição de sintomas nas folhas (ANEXO C) não foi possível obter 

uma média das folhas com o mais alto nível sintomático (escassas), porém os demais 

níveis sintomáticos demostraram que há o aumento da população bacteriana conforme o 

nível de severidade aumenta (figura 19). Esse resultado foi confirmado pela análise de 

correlação de Pearson que gerou um valor de 0,75171, demonstrado uma significativa 

correlação entre os níveis de severidade foliar (variável independente) e a população 

bacteriana (variável dependente). 
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Figura 19. Gráfico mostrando a correlação entre níveis de severidade e população 
bacteriana quantificada por qPCR. Barras indicam as médias e letras diferentes acimas 
das barras apontam diferença significativa por teste de Tukey (P<0,05).   

Esses resultados nos permitem avaliar de forma quantitativa a colonização da planta 

através da severidade apresentada pelas folhas. A partir disso podemos estabelecer uma 

estimativa padrão da população de células de acordo com o nível de severidade 

apresentado pela folha. Esse resultado reflete em uma redução de tempo e custos para 

estimativa da população bacteriana na planta, algo que atualmente se baseia em qPCR e 

isolamento bacteriano de partes da planta (Andreote et al., 2006; Dandekar et al., 2012; 

De La Fuente et al., 2013). Considerando que há muita variação desde o inóculo até as 

condições ambientais utilizadas, o ideal seria uma padronização prévia por qPCR em 

folhas de diferentes severidades do mesmo experimento. A partir disso, pode-se 

considerar a população bacteriana presente nas demais folhas do experimento com base 

no respectivo nível de severidade da padronização prévia. Essa estratégia permite uma 

avaliação quantitativa adequada com economia de tempo e de recursos financeiros.  

8.1.5. Quantificação bacteriana durante período de infecção 

Durante o período de infecção a bactéria aumentou sua população no interior da 

planta até atingir um platô de crescimento por volta de 80 dai. Esse platô se manteve até 

o início da senescência da planta (figura 20), que ocorreu por volta de 114 dai. 
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Figura 20. População bacteriana durante período de infecção e mínima quantidade de 
bactéria para geração de sintomas. Traço preto indica a população bacteriana ao longo do 
período de infecção. Traço cinza claro indica a população bacteriana presente em folhas 
assintomáticas aos 25 e 95 dai. Traço cinza escuro indica a população bacteriana 
presente em folhas com nível 1 de severidade coletadas aos 80 e 95 dai. Seta indica o 
intervalo que compreende a população mínima necessária para gerar sintomas em folhas.  

A quantidade de bactéria em folhas assintomáticas de dois pontos distantes (25 e 

95 dai), antes e após o período de incubação da doença, não variou significativamente 

pelo teste t (P<0.05), sugerindo certa constância da população no período (cerca de 4x104 

células/g de tecido). Por sua vez, em folhas sintomáticas de severidade nível 1 observa-

se que a população bacteriana foi maior e também não variou significativamente pelo 

teste t (P<0.05) entre dois pontos após o período de incubação (cerca de 4x106 células/g 

de tecido). Por outro lado as médias dos pontos assintomáticos diferiram 

significativamente dos pontos sintomáticos de nível 1 (P<0,05). Podemos dizer então que 

a quantidade mínima de bactéria suficiente para gerar sintomas nas folhas de tabaco está 

compreendida entre essas duas populações (4,1x104 a 4x106 células/g de tecido).  
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8.1.6. Utilização de tabaco como planta modelo para estudos da interação 
com X. fastidiosa 

Resultados de quantificação por qPCR de X. fastidiosa que coloniza uva (Temecula-

1) em tabaco SR1 mostraram uma população final de 107 a 108 células/g de tecido vegetal 

(Francis et al., 2008). Esses resultados foram bem similares ao encontrado nos nossos 

estudos (figura 20), indicando que diferentes estirpes de X. fastidiosa colonizam 

eficientemente a planta de tabaco. Porém, se compararmos com a população de citros 

que é em torno de 4,9 x 105 células/g, após 8 a 12 meses de inoculação (Oliveira et al., 

2002), podemos verificar que o tabaco realmente é um hospedeiro altamente suscetível e 

apropriado para estudos com X. fastidiosa.  

Experimentos utilizando N. tabacum foram realizados para caracterizar parâmetros 

quantitativos da planta em resposta à infecção pelo patógeno. Esse tipo de caraterização 

é importante em estudos de transgenia visando determinar a função do gene em conferir 

tolerância ao patógeno, pois na maioria das vezes a presença do gene não confere 

resistência absoluta, mas sim, níveis de tolerância ao patógeno, o que pode ser 

influenciado também pelo local de inserção do gene no genoma. Dessa forma, torna-se 

essencial a estipulação de parâmetros quantitativos para se estabelecer os níveis de 

tolerância que um determinado gene, ou evento de transformação, possa conferir ao 

patógeno. Esse tipo de abordagem nunca foi levado em consideração anteriormente e até 

então, são baseados na simples observação da presença de sintomas causado pela X. 

fastidiosa em plantas transgênicas (Dandekar et al., 2012). A escala diagramática 

elaborada nesse trabalho foi validada para correta aferição da severidade dos sintomas 

em folhas de N. tabacum e também correlacionada com a população bacteriana presente 

no xilema da folha sintomática correspondente. Outros parâmetros da colonização que 

foram avaliados nesse trabalho também servirão de base para estudos nas diferentes 

abordagens que vêm sendo utilizadas com essa planta modelo para X. fastidiosa 

(Andreote et al., 2006; Chatelet et al., 2011; Dandekar et al., 2012; De La Fuente et al., 

2013; Francis et al., 2008). Esses resultados também tornam a cultivar Havana ideal para 

estudos da interação com X. fastidiosa, sobretudo de caráter quantitativo. 
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22 apresenta a incidência da doença entre os tratamentos nos dois experimentos 

independentes.  

 

Figura 22. Incidência da doença após 80 dias da inoculação com X. fastidiosa. A. Primeiro 
experimento biológico. B. Segundo experimento biológico. Incidência = porcentagem de folhas 
sintomáticas em relação ao total da planta. WT = tabaco selvagem. BipDSuper = tabaco 
superexpressando BiPD. BipDAnti = tabaco silenciado para o gene BipD. Medias de no mínimo 8 
plantas. Análise estatística para comparação de médias usando teste de Tukey (P<0,05). 
 

Os resultados de incidência do primeiro experimento biológico não apontaram 

diferenças significativas entre os tratamentos (P<0,05) (figura. 22A). Esses resultados 

foram confirmados com o segundo experimento biológico, onde a incidência da doença 

mais uma vez não diferiu entre os tratamentos (figura 22B). Esses resultados sugerem 

que a superexpressão do gene soyBiPD não alterou a suscetibilidade da planta à 

bactéria. A diferença na incidência entre o primeiro e segundo experimento pode ser 

explicada devido à menor quantidade de inóculo utilizada no segundo experimento, 

gerando menores taxas de incidência. Entretanto, apesar dessas variáveis, os resultados 

quanto ao comportamento da incidência da doença se mantiveram nos dois tratamentos 

(figura 22). 

Porém, como foi descrito anteriormente, apenas análises de incidência da doença 

(presença ou ausência de sintomas) não conseguem acessar os diversos níveis de 

severidade em que a doença pode se manifestar. Dessa forma, no segundo experimento 

utilizamos a escala diagramática para avaliar a severidade da doença nos tratamentos e 

avaliar o possível papel do gene BiPD em  conferir algum grau de tolerância à doença. 

Como verificado na figura 23, assim como a incidência, os resultados de severidade 

também não apontaram diferenças significativas entre os tratamentos (P<0,05), indicando 

que o gene BiPD não tem um papel direto em conferir  tolerância à bactéria. Como a 
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patogenicidade de X. fastidiosa está associada ao aumento da população bacteriana na 

planta hospedeira, no segundo experimento biológico, foi avaliada a população bacteriana 

nos diferentes tratamentos com o objetivo de verificar se as plantas superexpressando o 

gene BiPD poderiam apresentar uma menor população bacteriana no xilema. 

 
Figura 23. Nota média de severidade nos tratamentos após 80 dias da inoculação. WT= 
tabaco selvagem. BipD= tabaco superexpressando o gene BiPD. Antisense= tabaco silenciado 
para o gene BipD. Notas de severidade de 1 a 6 baseadas na escala diagramática desenvolvida. 
Média de no mínimo 8 plantas. Análise estatística para comparação de médias usando teste de 
Tukey (P<0,05) 

8.2.3. Análise da população bacteriana por qPCR 

A quantificação da população bacteriana foi realizada em folhas sintomáticas dos 

três tratamentos aos 83 dai. Como verificado na figura 24 não houve diferença 

significativa entre a população dos tratamentos (P<0,05), demonstrando a concordância 

com as demais avaliações realizadas e apontando que o gene soyBiPD não está 

diretamente associado por conferir resistência ou tolerância à X. fastidiosa. 

Consequentemente, a resposta de uma planta resistente a esse patógeno parece não 

estar diretamente relacionada ao mecanismo que confere resistência ao estresse hídrico, 

que é o principal papel de soyBiPD, como já demonstrado (Alvim et al., 2001; Fietto et al., 

2007; Valente et al., 2009). Entretanto antes de concluir que esse gene não confere 

nenhum grau de tolerância a X. fastidiosa em plantas modelo de tabaco, alguns testes 

foram feitos quanto a confirmação da presença da bactéria nas plantas e verificação da 

expressão do transgene visando confirmar que os resultados obtidos eram consistentes. 
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Figura 24. Quantificação de X. fastidiosa por qPCR nos tratamentos após 83 dias da 
inoculação. WT - tabaco selvagem. Antisense - tabaco silenciado para o gene BiPD. BiPD - 
tabaco superexpressando gene BiPD.  

8.2.4. Confirmação da bactéria nas plantas sintomáticas  

A confirmação da bactéria nas plantas visou ter certeza que os sintomas gerados 

eram realmente conferidos por X. fastidiosa, para isso foi feito isolamento das bactérias 

de pecíolos de folhas sintomáticas e PCR de colônias  utilizando primers CVC-1 e 272-int 

específicos para X. fastidiosa (Pooler &Hartung, 1995). Estes primers são sequências de 

nucleotídeos de fragmentos polimórficos obtidos por RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) para X. fastidiosa que amplificam um fragmento de aproximadamente 

500pb.  

Os isolamentos foram realizados a partir de pecíolos individuais de plantas 

sintomáticas de cada tratamento inoculado conforme descrito anteriormente. Utilizou-se 

também o pecíolo de plantas inoculadas com PBS como controle negativo. As colônias 

que cresceram em meio PWG foram contadas (Figura 25), multiplicadas pelo fator de 

diluição e resultaram em 3,3x107 UFC/g de tecido na planta selvagem, 5,7x107 UFC/g de 

tecido na planta superexpressando o gene BiPD e 6,2x107 UFC/g de tecido na planta com 

o gene BiPD silenciado. Esses valores não apresentaram diferença significativa (P<0,05) 

entre os tratamentos. Não houve crescimento de colônias no isolamento de plantas 

inoculadas com PBS (controle negativo). Algumas colônias individuais foram utilizadas 

para PCR com primers específicos para X. fastidiosa de citros visando confirmar que as 

colônias obtidas eram de fato da bactéria X. fastidiosa. Pode-se visualizar na figura 26 

que os fragmentos amplificados correspondem ao tamanho de 500pb, e 
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plantas de citros, o que poderia gerar estresse no RE e consequentemente ser revertido 

com a superexpressão de BiPD nas plantas. De acordo com essa hipótese, outros genes 

relacionados à estresse hídrico também foram induzidos por X. fastidiosa em C. reticulata 

(De Souza et al., 2007, 2009), sugerindo uma resposta característica. Entretanto, 

resultados da expressão, incidência e severidade dos sintomas, assim como população 

bacteriana apontaram esse gene como ineficaz em conferir resistência à X. fastidiosa em 

tabaco. Com isso, podemos concluir que BiPD pode não estar associado ao  

reconhecimento de algum PAMP de X. fastidiosa e, consequentemente, ter uma 

participação direta no mecanismo de defesa contra esse patógeno. Possivelmente, BiPD 

estaria relacionado com o combate ao estresse no RE, e esse efeito seria secundário 

devido a presença do patógeno, ou seja, a ativação do gene BiPD na planta tolerante 

seria uma resposta ao estresse causado pela bactéria e não uma resposta direta a 

presença do patógeno. Dessa forma, provavelmente a expressão do gene BiPD esta 

relacionada ao estabelecimento do funcionamento normal do RE, e isso acarretaria em 

melhorias secundárias para a planta infectada, mas que não a tornariam resistente à X. 

fastidiosa.   

 

9. Conclusões 

- Foi estabelecido e caracterizado o uso de A. thaliana e N. tabacum como plantas modelo 

para estudos funcionais visando resistência à X. fastidiosa; 

- A. thaliana foi caracterizada como hospedeira moderadamente resistente à X. fastidiosa 

que coloniza citros, sendo o ecótipo Col-0 selecionado como menos resistente ao 

patógeno;  

- Os bioensaios utilizando N. tabacum foram otimizados gerando sintomas em menor 

tempo. Respostas quantitativas da doença também foram caracterizadas, estabelecendo 

uma escala diagramática e correlacionando severidade com população bacteriana foliar; 

- Como estratégia desenvolvida neste trabalho, o uso de plantas mutantes de A. thaliana 

(hospedeiro moderadamente resistente) em conjunto com plantas transgênicas de N. 

tabacum (hospedeiro suscetível) foi capaz de avaliar, num curto período de tempo, oito 

genes candidatos a conferir tolerância a X. fastidiosa. Dois destes apresentaram 
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resultados promissores, sendo selecionados para transformação em C. sinensis visando 

tolerância a CVC. 

- Também foi comprovada a importância de plantas modelo para acelerar o 

conhecimento a cerca da funcionalidade de genes visando tolerância a X. fastidiosa e 

evitar gastos de tempo e recursos financeiros caso tais genes fossem estudados 

diretamente na planta de C. sinensis. 
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11. ANEXOS 

 

A. Alinhamento entre proteínas RPS5 e RAP2.2 de A. thaliana e seus 
homólogos em C. reticulata 
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 Query= C. reticulata; Subject = A. thaliana (42% de identidade) 
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Proteína RAP2.2 

 

C. reticulata 

 

 

 

A. thaliana  

 

 

 

 Query= C. reticulata; Subject = A. thaliana (46% de identidade) 
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C. Distribuição da severidade nas folhas amostradas 
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