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“Uso de Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana como plantas
modelo para estudo funcional de genes associados a resisténcia
a clorose variegada dos citros”

A citricultura brasileira representa um setor comercial muito rico, porém a produtividade brasileira é
baixa, sobretudo em razdo de pragas e doengas, 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 € um desafio em virtude da baixissima variabilidade
genética e do grande avango de pragas e doencas. Uma alternativa para acelerar a obtengéo de
plantas resistentes a doencas seria a obtencdo de plantas transgénicas. A selegdo de genes
candidatos em citros seria uma excelente estratégia, ndo fossem dificuldades para transformacao
genética como escapes, enraizamento, enxertia e longo ciclo da cultura. A solugéo para acelerar o
conhecimento do potencial do gene em conferir resisténcia ao patégeno seria entdo o uso de
hospedeiros alternativos como Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana, pois possuem grande
informagdo genética, protocolos simples de transformagdo e ciclo de vida curto. Devido a
identificagdo prévia por transcritoma de genes possivelmente associados a resisténcia de Citrus
reticulata a X. fastidiosa, torna-se necessario o estudo da funcdo desses genes para aplicacao por
transgenia visando resisténcia 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 € moderadamente resistente a infecgao por X. fastidiosa, uma vez que a
bactéria ndo consegue coloniza-la eficientemente. Utilizando plantas mutantes de Arabidopsis para
os genes candidatos RPS5, RAP2.2, MOAZ2.2, PseudoNBS, ERF73, RD22 e ATJ2 (homdélogos aos
diferencialmente expressos em C. reticulata sob infecgao) verificou-se que dois deles, RPS5 e
RAP2.2, estdo envolvidos na resisténcia a bactéria, pois na auséncia deles a bactéria colonizou
mais eficientemente o hospedeiro, e portanto, sdo bons candidatos para superexpressdao em C.
sinensis visando resisténcia a CVC. RPS5 codifica uma proteina do tipo CC-NBS-LRR, comumente
responsavel pelo reconhecimento de moléculas dos patdgenos e desencadeando vias de
sinalizacdo, enquanto o gene RAP2.2 codifica um fator de transcricdo relacionado & uma via de
sinalizacao mediada por etileno, de forma a desencadear respostas contra a infeccao. Em relagéao
a tabaco foi estudado a colonizacdo da bactéria visando estabelecer um bioensaio quantitativo.
Nesse sentido, foi elaborada e validada uma escala diagramatica para correta afericdo da
severidade da doenga nas folhas. Também foi estabelecida uma correlagdo entre niveis de
severidade e populacdo bacteriana, permitindo estimar a populacéo bacteriana na folha a partir da
andlise de severidade. Um bioensaio mais rapido foi estabelecido para avaliagdo do gene soyBiPD,
candidato a conferir resisténcia a X. fastidiosa. Entretanto, nossos resultados demonstram que
esse gene nao confere resisténcia a esse patdgeno na planta modelo, ndo sendo, portanto,
candidato para transformar C. sinensis visando resisténcia a CVC. Num curto periodo de tempo,
oito genes candidatos foram avaliados e dois apresentaram resultados promissores (RPS5 e
RAP2.2), sendo selecionados para transformacao em C. sinensis visando toleréncia a CVC. Isso
comprova a importéncia de plantas modelo no estudo e selecdo de genes promissores e a
consequente redugdo 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. INTRODUGCAO

Com um setor altamente organizado e competitivo, a citricultura no Brasil € uma das
mais importantes agroindustrias, respondendo por um faturamento anual da ordem de 1,5
bilhdes de ddélares, com exportagdo de suco concentrado e subprodutos da laranja
(pectina, 6leo, racao), com destaque para os estados de Sao Paulo, Sergipe, Bahia e
Parana. O Estado de Sao Paulo é a regidao produtora mais expressiva, possuindo 212
milhées de arvores de laranja doce que produzem 13,4 milhdes de toneladas para a
industria de suco, representando 63% da producado mundial de suco de laranja (Neves et
al., 2010). Estes numeros fazem do Brasil o maior exportador mundial de sucos
concentrado congelado (COJ) e suco nao concentrado (NFC). Mesmo representando um
setor comercial tao rico, a produtividade citricola brasileira é baixa (média de 2 caixas de
40,8 kg/planta/ano). Um dos atributos a esta produtividade é a expansao simultanea de
pragas e doencgas, com significativo reflexo nos custos de producédo, sendo que outros
fatores como o plantio em areas néo irrigadas e a estreita base genética da citricultura
também tém seus efeitos negativos na produtividade. Dentre as doengas que afetam os
pomares brasileiros, a Clorose Variegada do Citros (CVC) é uma das principais € mais
sérias para citricultura brasileira, sendo responsavel por prejuizos na ordem de
aproximadamente 100 milhdes de dblares devido a perda de producao e aos custos no
manejo da doencga (Bové & Ayres, 2007).

A CVC foi constatada em 1987 em pomares da regido Noroeste do Estado de Sao
Paulo. Ela apresenta como principal caracteristica uma reducdo na producdo e no
tamanho dos frutos das principais variedades de laranja doce, independentemente do
porta-enxerto utilizado (Laranjeira et al., 2005). A doenca é causada por uma bactéria
gram-negativa (Xylella fastidiosa) que coloniza o xilema das plantas e multiplica-se,
interrompendo o fluxo regular de agua e nutrientes. A disseminagao da bactéria ocorre por
cigarrinhas (familia Cicadellinae), as quais alimentam-se da seiva contida no xilema e
transmitem a bactéria.

Devido ao impacto das doengas na citricultura brasileira e principalmente no
Estado de S&o Paulo, o Centro APTA Citros Sylvio Moreira iniciou um intensivo programa
de melhoramento de citros visando principalmente resisténcia a patégenos e estresse
hidrico. Dentre os cruzamentos visando resisténcia a CVC foi obtida uma populagéo de
hibridos de laranja “Péra” com tangor “Murcott” (Oliveira et al., 2002). Esta populagéo foi

multiplicada clonalmente e uma analise preliminar revelou a existéncia de diferentes graus
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de resisténcia e suscetibilidade a X. fastidiosa (Oliveira, 2003; Coletta-Filho, 2007, De
Souza et al., 2007). Essas informacbes abriram perspectivas para o entendimento da
interacdo molecular planta-Xylella fastidiosa em uma resposta de suscetibilidade e de
resisténcia, visando a identificacdo de genes que poderiam estar associados a resposta
de resisténcia em citros. A identificacao desses genes, assim como a comprovacao do
seu papel funcional, possibilitaria a transferéncia destes para laranja doce através da
transgenia ou da selecao de hibridos contendo o (s) gene (s) de interesse associados a
resisténcia a CVC.

Sabe-se que a obtencdo de plantas de citros transgénicas € um processo que
requer muito tempo e ainda ndo possui uma alta eficiéncia de transformacéo, o que
muitas vezes pode atrasar o estudo da funcionalidade dos genes de interesse
(Domingues et al., 2000). Por essa razéo, este trabalho buscou estabelecer o uso de
Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum como plantas modelo para o estudo da fungéo
de genes candidatos a conferir resisténcia a X. fastidiosa.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

As espécies de citros estdo entre as principais frutiferas difundidas no mundo e
ocupam papel de grande importancia sécio econémica, principalmente em paises como o
Brasil onde o agronegdécio como um todo representa mais de 22 % do PIB nacional, o que
corresponde a mais de R$ 940 bilhdes ao ano (Cepea, 2012). Segundo o Ibge (2011), o
Brasil é referéncia na producao da fruta citrica de maior interesse comercial, a laranja
doce (Citrus sinensis L. Osbeck), sendo que das quase 20 milhdes de toneladas de citros
produzidos no pais anualmente, cerca de 18 milhdes sdo de laranjas. Os integrantes
desta cadeia produtiva, em conjunto com as empresas e industrias 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 bilhdes de ddlares com as exportacdes
do produto (Neves et al., 2011).

Apesar da grande organizagdo e da competitividade do setor citricola nacional, a
produtividade dos pomares é constantemente afetada por pragas e doencas agricolas
que causam enormes prejuizos aos produtores (Marques et al., 2007). Atualmente
existem inUmeras pragas e doencas que acometem a citricultura paulista e causam
prejuizos estimados em US$150 milhdes por ano com queda de producido ou perdas de
plantas, além de outros US$140 milhdes que sdo gastos com defensivos agricolas no
setor (Neves & Lopes 2005).

Dentre as principais doencas que atacam os pomares, a Clorose Variegada dos
Citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa, tem impactado negativamente a
producdo citricola em Sao Paulo desde seu surgimento nos anos 80. Segundo
levantamentos recentes cerca de 47% das arvores de laranja doce (aproximadamente
140 milhées de plantas) no Estado de Sao Paulo sdo afetadas pela CVC, onde estes
numeros eram 52% em 2011 (www.fundecitrus.com.br). Este decréscimo na incidéncia da
CVC é o resultado de esforcos de um manejo cada vez mais intenso da doenca,
principalmente ao controle quimico dos vetores (cigarrinhas) através do uso intenso de
inseticidas, com amplo espectro, que atualmente também é usado no controle do psilideo
transmissor da bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus e americanus causadora do
HLB, além do plantio de mudas sadias. Entretanto, apesar destes nimeros favoraveis, o
elevado custo de produgcdo como consequéncia deste manejo intenso, atrelado ao baixo

19



preco da caixa de laranja, tem levado muitos produtores, principalmente de pequeno e
médio porte a desistirem da citricultura no Estado de Sao Paulo.

O elevado uso de defensivos agricolas na citricultura tem um impacto direto e
negativo no ambiente, ou seja, afeta a sustentabilidade ambiental, onde pragas antes
tidas como secundarias ganham o status de primaria. Num periodo onde a
sustentabilidade ambiental é a bandeira para abertura de mercados no mundo
globalizado, a procura por alternativas mais sustentaveis no manejo de doencas como a
CVC se faz necessario para manter o Brasil na produgéo desta “commodity” agricola. A
CVC afeta todas as variedades de Citrus sinensis (laranja doce) que € principal espécie
do agronegécio citricola. Porém nem todas as espécies de citros sao afetadas pela X.
fastidiosa, algumas cultivares de tangerinas (Citrus reticulata) e alguns de seus hibridos
com laranjas doce apresentam resisténcia ou tolerancia a X. fastidiosa, e por isso séo
objetos de estudo visando a busca por fontes de resisténcia genética para transferéncia
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 sdo submetidas a inimeras injurias ambientais e, além
destas, o ataque por pragas e patdégenos. Embora os micro-organismos apresentem
distintas estratégias e mecanismos de patogenicidade para invadir as células das plantas
hospedeiras, 0 sucesso da infeccdo ndo é tao 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 fisicas dos tecidos vegetais, o que inclui a presenca de ceras, cuticulas e uma
espessa camada de parede celular, os patdégenos ficam ainda sujeitos ao reconhecimento
molecular que propicia, a partir das vias de sinalizagédo sistémica, o desencadeamento de
distintas respostas de defesa por parte da planta (Jones & Dangl, 2006). O sistema de
imunidade inata corresponde a primeira linha de defesa das plantas hospedeiras contra a
invasdo de patégenos e de fato é muito eficiente, normalmente conferindo resisténcia a
maioria dos microbios invasores. Parte do sucesso se deve, principalmente, a réapida
deteccao destes invasores em potencial, além do largo espectro de especificidades de
reconhecimento por parte de proteinas receptoras que estao presentes nas células das

plantas hospedeiras (Zipfel, 2008).
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As plantas inicialmente percebem a presenga de microrganismos invasores a partir
dos receptores de reconhecimento de padrées moleculares (PRRs, de pattern recognition
receptors). Os PRRs séo proteinas presentes na superficie das membranas das células e
que reconhecem perfis moleculares associados ao patégeno (PAMPS, de pathogen-
associated molecular patterns). Os PAMPs foram inicialmente definidos como moléculas
altamente conservadas de uma classe de micrébios (Nurnberger & Brunner, 2002). PRRs
também podem reconhecer perfis moleculares associados a danos (DAMPs), os quais
sdo produtos geralmente oriundos da degradacdo da parede celular vegetal por um
patégeno (Wirthmueller et al., 2013). Com a deteccao 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 sao Receptor-like kinases ricas em leucinas (RLK- LRR) que
constituem de uma proteina transmembrana, um dominio extracelular amino-terminal (N-
terminal) variavel e um dominio intracelular tipico de quinase na regido C-terminal. A
presenca de dominios variaveis na regidao extracelular N-terminal contribui para que estas
proteinas atuem como sinalizadores em um grande numero de vias metabdlicas e
regulem processos distintos. Alguns RLK-LRR desempenham papéis importantes na
defesa contra diversos tipos de estresses, incluindo resposta ao ataque de pragas e
patégenos. Xa21 e Xa26 sao exemplos de RLK-LRR que atuam como PRRs e
reconhecem proteinas sulfatadas tipo-1, conferindo resisténcia 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 rapido fluxo i6nico através da
membrana, fortificacdo das paredes celulares, ativagdo de MAP quinases, produgédo de
espécies reativas de oxigénio e sintese de proteinas e compostos antimicrobianos
ativados pela sinalizagdo mediada por horménios.

O sucesso da infeccao pelo patégeno vai depender da habilidade deste em suprimir
a imunidade inata da planta, o que pode ser alcangado, na maioria das vezes, a partir da
secrecao de moléculas de viruléncia conhecidas como efetoras ou indutores (Jones &
Dangl, 2006). Algumas bactérias patogénicas sdo capazes de “injetar” moléculas efetoras
diretamente no citoplasma das células das plantas hospedeiras a partir, principalmente,

do “maquinario” presente no sistema de secregdo Tipo Il (Tang et al.,, 2006).
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Evolutivamente, as plantas respondem sintetizando proteinas R de resisténcia que
reconhecem (pela presenca ou atividade) estes efetores individualmente. A maioria
destas proteinas R sdo receptores intracelulares citoplasmaticos 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 estao associadas
a especificidade da molécula efetora secretada pelo patégeno, havendo normalmente o
desencadeamento de respostas de hipersensibilidade (HR) e de resisténcia sistémica
adquirida (SAR) por parte do hospedeiro (Thomma et al., 2011).

2.3.Genoma expresso de citros e modelo de resisténcia a X. fastidiosa

O Brasil é atualmente lider no genoma expresso de citros gracas ao projeto Instituto
do Milénio, financiado pelo CNPg/MCT, coordenado pelo Centro APTA Citros Sylvio
Moreira - IAC e que resultou num grande banco de dados de ESTs — o CitEST (ver
fasciculo especial da revista GMB 2007). Nesse projeto foram sequenciados genes
expressos de varias espécies de citros visando identificar e caracterizar as respostas das
plantas a estresses bibticos e abiodticos. Esse grande volume de informagédo contida no
CitEST, 300.000 sequéncias e 30.000 unigenes, revela a necessidade de estudos
funcionais acerca de potenciais genes envolvidos na resisténcia a estresses bibticos e
abidticos. Dessa forma, importantes trabalhos utilizando informag¢des do CitEST foram
voltados para o entendimento das interag6es moleculares planta-patégeno e dentre elas a
interacao planta resistente/suscetivel — Xylella fastidiosa.

Em De Souza et al., (2007a) foram comparadas a expressao de genes em plantas
de citros suscetiveis (Citrus sinensis) e inoculadas com Xylella fastidiosa, em relacao a
plantas ndo inoculadas, obtendo-se desta forma, informacdes acerca dos genes que tém
sua expressao elevada ou diminuida. Esses resultados contribuiram para o entendimento
da resposta da planta em uma interagdo de suscetibilidade. A superexpresséo de alguns
genes sugere que a planta ativa a sua maquinaria de defesa, porém ndo consegue
bloguear a doenca. Isso poderia estar relacionado a um reconhecimento tardio ou indug¢ao
baseada em efeitos fisiologicos como estresse hidrico e nutricional.

Em De Souza et al., (2007b) foram analisadas e comparadas as respostas de
espécies de citros suscetiveis e resistentes (Citrus reticulata) a infeccao por X. fastidiosa.
Em um trabalho posterior foram avaliados a expressao genica global apenas na espécie
resistente (C. reticulata) aos 0, 30 dias (periodo em que € detectada a bactéria na planta)
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e 60 dias (periodo em que ha diminuicdo da bactéria e posterior desaparecimento dentro
da planta) visando identificar os genes possivelmente responsaveis por eliminar a bactéria
do hospedeiro (De Souza et al., 2009). A diferenca de expressao de certos genes entre
essas espécies revelou possiveis mecanismos genéticos de resisténcia a esse
fitopatégeno (Gmitter et al., 2012). Recentemente, Rodrigues et al (2013) investigou as
respostas iniciais de C. reticulata apés infeccao com X. fastidiosa (1 dia ap6s inoculagao)
através de RNAseq usando RNA de xilema infectado e néo infectado. Neste trabalho os
autores encontraram induzidos: dois genes que codificam PRRs, responsaveis pelo
reconhecimento de PAMPs, o que sugere a ativacao da imunidade inata (PTI) e um gene
do tipo CC-NBS-LRR, responsavel pelo reconhecimento de efetores do tipo avr. Como ja
se sabe, X. fastidiosa ndo possui tais efetores especificos (Simpson et al., 2000), o que
levanta a hip6tese 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 patégeno e reconhecidas por CC-NBS-LRR no
citoplasma. Essas moléculas seriam oriundas da degradacdo da parede celular pela
bactéria. Também foi visto que genes da via de sinalizagdo mediada por auxina eram
induzidos em C. reticulata, indicando um reconhecimento inicial caracteristico da planta a
organismos necrotréficos, porém numa etapa posterior, possivelmente a planta reconheca
algum efetor e altere 0 mecanismos de sinalizagdo para uma resposta a biotréficos, uma
vez que, genes associados a via de acido salicilico sdo ativados mais tardiamente
(Rodrigues et al 2013).

Através da obtencao 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 nao publicados)
elaborou um modelo hipotético para explicar a resposta de defesa de C. reticulata a
infecdo por X. fastidiosa (Figura 1).
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Figura 1. Modelo hipotético de resisténcia de C. reticulata a X. fastidiosa. A sinalizacio celular de
resposta de defesa a X. fastidiosa em C. reticulata parece ocorrer primeiramente pela percepcio de
sinais moleculares oriundos da degradagdo de parede celular vegetal pela X. fastidiosa antes de
formar um biofilme maduro, e assim ativar a via de sinaliza¢io mediada por auxina/JA/Etileno.
Depois, ap6s a X. fastidiosa formar um biofilme maduro outras moléculas PAMP sdo percebidas pelo
hospedeiro através de receptores PRR (RLK-LRR, dois deles superexpressos em nosso estudo),
sugerindo que PTI possa ser inicialmente ativado. Posteriormente a indu¢do de um gene que codifica
CC-NBS-LRR sugere que X. fastidiosa poderia ter um efetor citosélico desconhecido que pode ser
reconhecido por este gene de resisténcia. Isto poderia ativar MAPKs que levam a transdugao do sinal.
Essa ativacao mais tardia, seja por PTT ou ETI ativa genes associados a sinalizag@o de 4cido salicilico
e genes dependentes de NPR. Genes associados com stress oxidativo, proteinas PR, miraculina, P450
e os outros foram expressos 30 dias ap6s de infecc@o (DAI) e podem estar envolvidos no aumento da
resisténcia ao patégeno. Aos 60 DAI hd um aumento de P450, estresse oxidativo, proteinas PR e
compostos fendlicos, o que culmina no desaparecimento da bactéria na planta.

Nesse modelo inicialmente X. fastidiosa é percebida por receptores do hospedeiro

(Receptores de PAMPs — PRR) de forma inespecifica devido a moléculas derivadas do
patégeno (PAMPs) (foram detectados dois receptores dessa familia no por Rodrigues et
al., 2013). Ainda em estagios iniciais X. fastidiosa parece ser reconhecida pelo hospedeiro
como um organismo necrotréfico, uma vez que, na planta resistente aumenta a expressao
dos genes relacionados a sinalizagdo por auxina e jasmonato (Rodrigues et al 2013).
Essa hipdtese é reforcada pelo fato de X. fastidiosa ser inoculada pelo inseto vetor
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diretamente nos vasos do xilema, que € 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 degradagcao poderiam ser um sinal similar ao que ocorre em
microrganismos necrotréficos. Em um estagio mais avancado da infeccdo a indugéao de
auxina/jasmonato diminui significativamente e aumenta os genes associadas a acido
salicilico (SA) e os genes responsivos aos mesmos (Rodrigues et al., 2013). No mesmo
tempo aumenta a expressdo de um gene CC-NBS-LRR que esta associado ao
reconhecimento de elicitores especificos do patégeno. Esse gene esta mais associado ao
reconhecimento de proteinas Avr que € secretada pelo sistema de secrecédo do tipo llI
(T3SS) nas bactérias. Entretanto, como X. fastidiosa ndo tem T3SS a possibilidade da
presenca de um efetor especifico foi descartada. Porém sugere-se que haja alguma
molécula que mais tardiamente é reconhecida de forma especifica pela planta, o que
culmina na diminuicdo de auxina/JA, aumenta CC-NBS-LRR, SA e mais tardiamente
compostos fendlicos, ROS e consequentemente a eliminacdo da bactéria na planta.
Dados de expressdao génica apontam para uma resposta genética mediada pelo
reconhecimento da bactéria inicialmente como um organismo necrotrofico, induzindo
genes relacionados com a via de sinalizagdo de auxina (modificando a parede celular
vegetal) e posteriormente altera a resposta a um patégeno biotréfico (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 basico, o
conhecimento de genes chaves para serem utilizados nos programas de transgenia em C.
sinensis, visando resisténcia a patégenos. Neste sentido o uso de plantas modelo é
fundamental para o avango no conhecimento da funcionalidade destes genes e do seu

papel na resposta de resisténcia a X. fastidiosa.

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

Dificuldades como escapes, enraizamento, enxertia, longo ciclo da cultura e muitas
variagbes de resposta entre variedades desencorajam em muito o processo de
transformacao de citros (Pefia et al., 2001). Em vista disso e do amplo espectro de
hospedeiros para X. fastidiosa, faz-se necessério a busca de hospedeiros alternativos que

possam servir como planta modelo para estudos funcionais. Para isso, € necessério que a
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planta possua facilidade para transformacao e tenha informagdes disponiveis 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 a resisténcia a X. fastidiosa € Nicotiana tabacum, uma vez que o tabaco é
conhecidamente hospedeiro susceptivel de X. fastidiosa e gera sintomas caracteristicos
(Lopes et al., 2000). Além disso, o tabaco oferece inUmeras vantagens como planta
modelo para estudos funcionais, como o seu curto ciclo de vida, dados do seu genoma
completo ja disponiveis (Tobacco Genome Initiative of the North Carolina State University
- http://www.pngg.org/tgi/), facilidades no protocolo de transformacdo, na obtengédo de
transformantes e grande quantidade de sementes por capsula (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 transformacao simples e grande produgdo de sementes. Além disso,
em razao da sua facilidade de transformacgao existem bancos de mutantes de T-DNA, ou
seja, colegbes de plantas que apresentam algum gene especifico silenciado. Ja foi
relatado por Rogers, (2012) que € possivel a infecg@o de A. thaliana por X. fastidiosa que
causa doencga de Pierce em videiras.

Como dito anteriormente, a transformacéo de citros possui muitas dificuldades e
isso acaba por torna-la invidvel quando ndo se tem o conhecimento acerca da fungéao do
gene em estudo. Por outro lado, plantas modelo como A. thaliana e N. tabacum permitem
o estudo da fun¢ao dos genes com maior facilidade e rapidez. Sendo assim, o ideal € 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 resisténcia a
patégenos. Por mais que possam existir diferengas evolutivas e funcionais entre as
respostas genéticas de citros e das plantas modelo, essa selecao de genes contribui
fortemente para um avango rapido das pesquisas, eliminando gastos desnecessarios de

tempo e recursos financeiros na avaliagdo de genes ndao promissores em citros.

2.5.Caracterizacao da infeccao de X. fastidiosa em A. thaliana

A utilizagcdo de Arabidopsis thaliana como planta hospedeira de X. fastidiosa ja foi
recentemente abordada no trabalho de Rogers, (2012). A estirpe utilizada neste trabalho é
responsavel por colonizar e causar a doenga de Pierce em videiras. Apesar de
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pertencerem a mesma espécie, existem diversos pontos de divergéncia entre as estirpes
que causam doenga em uva e citros. Por exemplo, ha padrdes distintos de sintomatologia
e diferentes tempos de incubacao da doenca quando sao inoculadas em tabaco (Francis
et al., 2008; Lopes et al., 2000). Além disso, a estirpe que causa doengca em citros &
capaz de infectar uva, enquanto o contrario nao foi constatado (Li et al., 2002). O fato é
que A. thaliana apresentou-se como hospedeiro a estirpe que infecta uva, néao
apresentando sintomas, mas colonizando preferencialmente os ecétipos Tsu-1 e Van-0
em relagdo a Col-0 (Rogers, 2012). Essa abordagem permitiu realizar bioensaios em
periodo extremamente curto considerando o longo ciclo de culturas perenes como uva e
laranja. Dessa forma, o estabelecimento e caracterizacao da infeccao de X. fastidiosa que
infecta citros em A. thaliana é um passo primordial para o rapido avang¢o dos estudos no
patossistema citros- X. fastidiosa.

2.6.Genes selecionados para avaliagcao em A. thaliana

Com base no modelo de resisténcia proposto (figura 1), houve a necessidade de
estudar a fungdo de determinados genes para comprovar seu papel no mecanismo de
resisténcia a X. fastidiosa. Neste sentido, como mencionado acima, o uso de plantas
modelo é fundamental para o rapido avango no conhecimento da funcionalidade destes
genes e do seu papel na resposta de resisténcia a X. fastidiosa. Para o presente trabalho
foram escolhidos genes de A. thaliana homdlogos aos de C. reticulata que sdo candidatos
a resisténcia a X. fastidiosa.

A localizacdo desses genes no modelo hipotético de resisténcia em C. reticulata,
esta destacada na figura 2.
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Figura 2. Dentre os genes homologos utilizados neste trabalho, dois pertencem a familia NBS-LRR
(RPS5 e NBS) e podem estar atuando no reconhecimento do patdgeno, trés podem estar
relacionados a uma resposta de estresse oxidativo (ATJ2, MOA2.2 e RD22) e dois podem estar
relacionados a uma via de sinalizacdo mediada por etileno (ERF73 e RAP2.2).

O gene RPS5 confere resisténcia a Pseudomonas syringae que expressa o gene de
aviruléncia avrPphB. Esta envolvido na resposta de defesa a bactérias, interagdes
incompativeis e resposta de hipersensibilidade em plantas. Trata-se de um gene R do tipo
NBS-LRR, ou seja, possui uma regiao de ligacdo ao nucleotideo (NBS - nucleotide-
binding site) e uma regiao rica em leucinas (LRR — leucine-rich repeat) (Warren et al.,
1998). A proteina codificada por RPS5 interage diretamente com a proteina de aviruléncia
(Avr) do patdgeno, porém sabe-se que em X. fastidiosa nao foram identificados genes de
aviruléncia (Simpson et al., 2000). Apesar disso, ha trabalhos como o de Boller & Felix,
(2009) que relatam a possivel acao de genes NBS-LRR no reconhecimento de PAMPS.
Além disso, Qi et al., (2011) relataram a associagéo fisica de um receptor de PAMP
(FLS2) com proteinas do tipo CC-NBS-LRR, entre eles a codificada por RPS5, em A.
thaliana. 1sso sugere que um complexo protéico seja capaz da ativacao indireta de RPS5
em resposta a DAMPS decorrentes de degradacdo da parede celular vegetal pela
bactéria. Este tipo de reconhecimento possivelmente levaria a ativagao da resisténcia na
interacao planta-X. fastidiosa.

O gene pseudoNBS é um pseudogene que também pertence a classe de genes CC-
NBS-LRR e é o mais proximo filogeneticamente de RPS5 (Tan et al., 2007). Apesar de
ser descrito como pseudogene, sabe-se atualmente que eles podem atuar através da
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producdo de RNAs reguladores (Sasidharan & Gerstein, 2008). Tan et al., 2007 relataram
alta inducao deste gene em A. thaliana ap6s 4 horas de um tratamento com &cido
salicilico, horménio envolvido na resposta de defesa a patégenos.

O gene MOAZ2.2 codifica a enzima glicolato oxidase que estd envolvida em
processos metabdlicos e de oxido-reducdo. Atua oxidando o glicolato em glioxilato e
perdxido de hidrogénio nos peroxissomos (Apel & Hirt, 2004). Em Balazadeh et al., (2012)
foi descrito que a superexpressao deste gene em A. thaliana promove a inducao de genes
envolvidos na via de sinalizagao por jasmonato e que codificam compostos secundarios.

O gene RD22 esta envolvido na resposta a dissecacgao, resposta a estresse salino e
resposta a estimulos por ABA. Requer a biossintese de proteinas para a expressao
induzida por ABA, por isso possui alguns motivos conservados para ligacao de proteinas
ligantes. Por sua vez estas proteinas funcionam como fatores de transcricdo para a
expressao dependente de ABA do gene RD22 (Abe et al., 1997). A proteina RD22 age na
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio produzidas durante estresse hidrico (Abe
et al., 1997; Gillet et al., 1998). Sabe-se que X. fastidiosa induz alteragdes fisioldégicas no
hospedeiro mesmo antes do surgimento dos sintomas (Ribeiro et al., 2003). O fato de
alguns genes associados a estresse hidrico serem induzidos na espécie resistente a X.
fastidiosa sugere uma resposta eficiente e precoce do hospedeiro a presenga do
patdgeno.

Os genes ERF73 e RAP2.2 codificam fatores de transcricdo da via de etileno
(ETFs). Estao envolvidos com a via de sinalizacdo mediada por etileno, resposta celular a
hipdxia, resposta a andxia nuclear e regulacdo da expressao génica. A grande familia de
fatores de transcricdo ERF (ethylene response factor) estda envolvida na regulagdo de
diferentes mecanismos como o desenvolvimento floral ou a resposta a diferentes tipos de
estresse abibtico, incluindo estresse hidrico (Singh et al., 2002). A superexpressao de
fatores de transcricdo dessa familia em N. tabacum conferiu tolerancia a estresse hidrico
e osmotico, além de tolerancia ao patdégeno P. syringae pv tabaci (Park et al., 2001). A
atuagao do gene RAP2.2 em A. thaliana foi descrita recentemente como responsavel por
conferir resisténcia ao fungo necrotréfico 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 infecgcdo RAP2.2 atua
como regulador transcricional na via de sinalizacdo mediada por etileno (Zhao et al.,
2012).
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O gene ATJ2 codifica uma chaperona que atua no dobramento de proteinas ou na
marcacdo de proteinas incorretamente dobradas (Bohnert et al., 1995). DNAJ codifica
uma co-chaperonina citoplasmatica pertencente a familia Hsp40s que atua conjuntamente
estimulando a atividade da ATPase da chaperonina DNAK (familia Hsp70s) (Laufen et al.,
1999). A superexpressao de DNAJ em A. thaliana conferiu tolerancia a estresse salino
segundo o trabalho de Zhichang et al., (2010). Também foi relatada a atuacao deste gene
em resposta a oidio, em que plantas de A. thaliana mutantes para ATJ2 apresentaram
maior suscetibilidade que o controle (Berkey, 2013).

2.7.Caracterizacao da infeccao de X. fastidiosa em N. tabacum

Xylella fastidiosa possui colonizagdo sistémica e, como ja mencionado
anteriormente, a utilizagdo de plantas perenes como citros, uva, ameixa e café em
estudos de colonizagdo, patogenicidade, estudos funcionais visando transgenia, entre
outros sao dificultados devido ao longo periodo de incubac¢ao da doenga e longo ciclo da
cultura. Por essa razdo Nicotiana tabacum vem sendo amplamente usada como planta
modelo nos estudos de interacdo com Xylella fastidiosa por apresentar sintomas em um
periodo mais curto e ser suscetivel 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 ja 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 obstaculos como baixa informacao genética a respeito da cultura e dificuldades
para transformacao genética inviabilizam o uso como plantas modelo. Entretanto, apesar
dessa planta ja ter sido demonstrada como hospedeira para X. fastidiosa (Alves et al.,
2003; Lopes et al, 2000), ainda ha grande falta de informagcdo a respeito do
comportamento da bactéria na planta, além de ndo haver nenhuma avaliagao quantitativa
da sintomatologia, estabelecida nos trabalhos que utilizaram essa planta como hospedeira
alternativa.

A avaliagdo quantitativa de doengcas em plantas é algo bastante utilizado em
programas de melhoramento para selegcdo de gendtipos 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 necessaria
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a utilizagao de tais técnicas para avaliar o potencial do transgene frente ao patdgeno.
Uma das ferramentas mais utilizadas é o uso de escalas diagramaticas, as quais nos
permitem avaliar a severidade da doenca na planta. Isso é imprescindivel quando
tratamos de genes que nao conferem resisténcia absoluta a doenca, mas certo grau de
tolerancia, haja vista que apenas andlises da incidéncia da doenca nao nos permitem

acessar tais informacdes sobre o nivel de tolerancia conferido por um determinado gene.

2.8.Possivel papel do gene soyBiPD na tolerancia a X. fastidiosa — estudo

funcional em N. tabacum.

O gene BiPD é um gene de soja e foi selecionado para avaliagdo em N. tabacum
pois codifica uma chaperona envolvida no mecanismo de resisténcia de plantas a
estresses abidticos e bidticos (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 comparagédo de ESTs de C. sinensis e C. reticulata infectados com X.
fastidiosa, visando a identificagdo de genes Hsp70 em citros homdlogos aos de A.
thaliana e a verificagdo do padrdo de expressao destes. Neste trabalho foi observado a
inducao da expressao de um gene BiP (BiP-1), mais comumente expresso em flores, em
plantas de citros por X. fastidiosa, o que sugeria a ativacdo de uma via de resposta a
proteinas mal dobradas (UPR). Os autores confirmaram essa hipétese em razdo da
superexpressao de um ortélogo da calreticulina, um gene que é ativado pela via UPR.
Essa via de transducado de sinal é ativada quando ocorre acumulo de proteinas mal
dobradas no RE e é caracterizada por uma cascata de sinalizacdo que permite a
comunicacao entre o RE e o nucleo, promovendo um aumento coordenado da transcricao
de genes BiP e outros que sao envolvidos no dobramento de proteinas recém-
sintetizadas no RE (Lee, 1992).

A chaperona molecular BiP é uma proteina de 78KDa que pertence a familia Hsp70
e representa uma das chaperonas do RE mais bem caracterizada. A expressao de genes
BiP tem mostrado responder a uma variedade de estresses abidticos e bibticos, incluindo
estresse hidrico, ataque de patégenos, estresse nutricional, aclimatacdo ao frio e
elicitores da resposta planta-patégeno (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 estimulos causados por enzimas que degradam parede celular,
simulando um ataque de patbgenos.
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Alvim et al., (2001) mostraram que a superexpressao constitutiva de um gene BiP
de soja (soyBiPD) conferia tolerdncia a seca durante o crescimento e tolerdncia a
tunicamicina durante germinacao (indutor de estresse no RE, impede glicosilacdao de
proteinas 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
razao deste ser expresso em todas as partes da planta. Segundo Valente et al., (2008) a
superexpressao deste gene BiPD em soja e tabaco resultou em aumento da tolerancia a
seca e retardamento da senescéncia foliar. As plantas superexpressando o gene BiPD
nao apresentaram respostas tipicas de combate a seca como aumento da presenca de
osmoprotetores (prolina e acucares sollveis), aumento da parte radicular, diminuicdo da
fotossintese, transpiracdo e atividade estomatica, o que indica um mecanismo
diferenciado de resposta. Também foi visto que o gene BiPD inibiu a indugado de
diferentes classes de genes responsivos (Valente et al., 2009). Sugere-se que as
mudangas no processo de dobramento de proteinas no RE tenham servido como um
mecanismo de deteccdo precoce do estresse hidrico. Tanto a desidratacdo por PEG
simulando estresse osmotico utilizada no trabalho de Irsigler et al., (2007) como o
estresse hidrico, promoveram uma repressao de alvos especificos da via UPR como BiPs
e calreticulina/calnexina. 1sso indica que os estresses regulam inversamente a via UPR
prejudicando o dobramento de proteinas no RE.

O gene BiPD também mostrou regular vias pré-apoptéticas que emanam do RE
quando este ndao consegue regular sua homeostase. Os autores ainda sugerem que o
controle homeostatico de ions Ca?®* no RE poderia promover efeitos fisioldgicos
pleiotrépicos como a tolerancia a seca (Valente et al., 2009).

Apesar de ainda ndo se saber ao certo todos os mecanismos que ativam os genes
BiP, sabe-se que sao responsaveis pelo aumento da resisténcia ao estresse hidrico em
plantas e talvez por uma via de sinalizacdo que envolva PAMPs (Jelitto-Van Dooren et al.,
1999). Na citricultura brasileira € comum a ocorréncia de déficits hidricos em certas
regides e periodos, sobretudo devido a pratica de irrigacdo ser raramente empregada
(Ortolani et al.,, 1991), o que esté relacionado a menores taxas de fotossintese (Brakke
and Allen, 1995). Por sua vez, X. fastidiosa também induz estresse hidrico em plantas
infectadas e conforme mencionado em Fietto et al., (2007) a infeccdo de citros por X.
fastidiosa promove a indugéo de um gene BiP de citros e ativacdo de uma via de resposta
(UPR) em C. reticulata. Dessa forma, o estudo do gene BiPD para estresses bioticos

como X. fastidiosa € uma forma de avaliar o seu potencial em induzir resisténcia contra
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esse fitopatdgeno, 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
resisténcia a esse patégeno, dando assim, subsidios experimentais, se este seria ou nao

um bom candidato para transformagéao em C. sinensis.

3. HIPOTESE DO TRABALHO

Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum sao hospedeiros de Xylella fastidiosa e
poderiam ser usadas como plantas modelo para estudos funcionais de genes visando
toleréncia a esse fitopatdgeno.

A resisténcia de C. reticulata a CVC deve-se a existéncia de alguns genes
especificos ou pela ativacdo da expressao de genes de defesa em comparacao a C.
sinensis. Dessa forma, alguns genes de C. reticulata podem conferir resisténcia 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 a resposta a resisténcia a
estresses bidticos e abibticos, por sua vez a superexpressao deste gene poderia evitar ou

diminuir a colonizagdo 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 possivel papel biolégico de genes de A. thaliana homologos a C. reticulata na
resposta a X. fastidiosa.

3. Verificar o possivel papel bioldgico do gene BiPD na resisténcia a X. fastidiosa usando
a planta modelo N. tabacum.

4. Selecionar genes potencialmente envolvidos na resposta de defesa a X. fastidiosa para
transformacéo genética em Citrus sinensis.
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4.2. Objetivos Especificos
- Estabelecer e caracterizar a infecgao de X. fastidiosa em ecétipos de A. thaliana;

- Avaliar a resposta da infecgdo 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 infeccdo de X. fastidiosa em N.
tabacum;

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

CAPITULO |I. Arabidopsis thaliana como planta modelo para estudo da
interacao com X. fastidiosa

5. MATERIAIS E METODOS

5.1.Selecao do método de inoculacao

Em um experimento piloto foram testadas trés diferentes metodologias de
inoculagdo a fim de selecionar a que seria mais adequada em termos de praticidade,
rapidez e maior taxa de infecgdo. Em todas as metodologias a concentragéo inicial de
bactéria foi de aproximadamente 10° UFC/mL.

A primeira metodologia (inoculagdo por inje¢cdo) baseou-se na injecao de solugéao
bacteriana por uma seringa no peciolo das plantas. Primeiramente realizou-se o corte do
limbo foliar, deixando os vasos condutores do peciolo expostos para introdugao da
solugéo bacteriana através da seringa.

Outra metodologia utilizada baseou-se na absorcao da bactéria pelo contato com as
raizes das plantas (inoculagdo via raiz). Plantulas crescidas em meio de cultura MS/2
(Mourashige & Skoog, 1962) tiveram as extremidades das raizes cortadas para facilitar
absorcéo e expostas durante uma hora a solugdo bacteriana, sendo posteriormente
cultivadas em vasos com substrato.

Por fim, a outra metodologia baseou-se na introdugao da solugéo bacteriana com o

auxilio de uma agulha (inoculacdo por perfuracdo de agulha) (Almeida et al., 2001). A
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solugédo bacteriana era depositada sobre o peciolo préximo a jungdo com o caule da

planta e introduzida através de perfuracées com o auxilio de uma agulha entomoldgica.

5.2.Avaliacao de sintomas

Foram avaliados os possiveis sintomas decorrentes da inoculagdo das estirpes
11399-GFP e 9a5c de X. fastidiosa em A. thaliana por meio do acompanhamento diario
das plantas inoculadas e observacbes de alguma diferenca fenotipica entre os
tratamentos e o controle inoculado com tampao PBS (8g/l NaCl, 0,2g/l KCI, 1,78g/l
Na,HPO,.2H,0, 0,279/l KH,PO, e pH 7,4).

5.3.Delineamento experimental

Apés selecdo do método de inoculagdo, foi realizado um experimento com os
ecotipos Van-0, Tsu-1 e Col-0 para selecdo do ecdétipo mais suscetivel a ser utilizado
como background genético para os mutantes. Dessa forma, os mutantes de A. thaliana
selecionados poderiam ser comparados fielmente ao seu respectivo ecotipo selvagem.
Neste experimento utilizou-se a estirpe 11399-GFP com a finalidade de conhecer seu
padrao de colonizagdo nas plantas selvagens e possibilidade de observagdes da
colonizagdo por microscopia de fluorescéncia.

Outro experimento foi realizado utilizando apenas o ecétipo selvagem mais
suscetivel encontrado e a estirpe 9a5c, estirpe mais virulenta que 11399, com a finalidade
de quantificar a populagao bacteriana em diferentes periodos ap6és a infecgao (duas, trés,
quatro e cinco semanas apoés inoculacdo). Foram utilizadas dez plantas em cada periodo
e as analises estatisticas para comparacao de médias foram realizadas utilizando teste de
Tukey (P<0,05).

5.4.Cultivo das plantas, preparo do inéculo e inoculacao.

Para o inicio do cultivo das plantas, sementes de A. thaliana foram desinfestadas
com etanol 70% por 5 minutos, hipoclorito de sédio 40% por 20 minutos e quatro lavagens
em &gua MilliQ estéril. A germinacdo e o desenvolvimento inicial foram realizados in vitro
em meio de cultura MS/2 sélido acrescido de 4,4 ml/l de tampdo MES 3mM pH 5,7 e
ajustado a 0,3% de glicose e 0,55% de agar. Para a quebra de dorméncia 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
selecdo 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 plantulas originadas em meio de cultura foram transplantadas para vasos
contendo substrato para cultivo de hortalicas (Plantmax HT) e vermiculita na propor¢céao
2:1, respectivamente. As plantas foram cultivadas sob fotoperiodo de 12 horas de luz e
temperatura constante de 22°C em camara 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 28°C. A partir disso, foi
efetuada a raspagem das placas e a bactéria foi ressuspendida em tampéo PBS para
inoculagdes. Ja a estirpe 11399-GFP foi obtida através da marcagcdo com GFP da estirpe
11399 pelo nosso grupo (Niza, 2011). A estirpe 11399 havia sido cedida pelo IAPAR
(Instituto Agronémico do Parand) e utilizada para estudos de diversidade genética por
Coletta-Filho et al., (2001). Apos ser mantida a - 80°C, a estirpe 11399-GFP foi cultivada
em meio PW e ressuspendida em PBS para inoculacoes.

O processo de inoculacéo foi feito em plantas de 4 a 5 semanas pelo método de
perfuracdo por agulha (figura 3), com a aplicagdo de 5ul de uma suspensdo bacteriana
(OD= 0,2 a 600nm) sobre a parte basal de um peciolo da folha da planta e utilizando

perfuragdes com agulha entomoldgica para introducao da solugao (Almeida et al., 2001).

Figura 3. Inoculacdo de plantas de A. thaliana pelo método de perfuragéo por agulha. A.
Aplicagao da solugéo. B. Introducéo da solugéo através de perfuragdes.
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5.5.Coleta das amostras e extracao de DNA

Para detecgédo e quantificacdo de X. fastidiosa, foram separados com auxilio 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 peciolos compreendidos em torno
de 1 cm da base da planta. Esse material foi entdo macerado em nitrogénio liquido,
pesado e utilizado para extragdo de DNA segundo Doyle & Doyle (1987) com
modificacdes. O material foi incubado por 1 hora com 0,8ml de tampéao de extracao (Tris-
HCI 0,1M pH 8,0; 2% de CTAB, Sigma; EDTA 0,02M; NaCl 1,4M, Merck, e 0,2% de -
mercaptoetanol) pré aquecido a 65°C. Apds esse periodo duas extragdes com 1 volume
de fenol:cloroférmio (24:1 v/v) foram realizadas. O DNA foi precipitado por 4 horas com 1
volume de isopropanol (Merck) gelado. Apds a lavagem com etanol 70%, o precipitado foi
lavado com etanol absoluto, seco a temperatura ambiente, dissolvido em 30ul de
TE+RNAse A (Tris-HCI 10mM pH 8,0; EDTA 1mM pH8,0, Ultra Pure EDTA; 100ug/ml de
RNAse A, Sigma) e incubado por 30 minutos a 37°C. A integridade do DNA foi observada
em gel 1% de agarose e quantificado no Nanodrop™ 8000 (Thermo Scientific).

5.6. Monitoramento da populacao bacteriana nas plantas por qPCR

O monitoramento da populacdo bacteriana nos peciolos de A. thaliana foi
realizado por PCR Quantitativo em tempo real (QPCR) no periodo de maior populacao
bacteriana nas plantas (selecionado por experimento prévio, item 5.3), com um minimo de
seis repeticoes bioldgicas para cada tratamento. A reacdo de amplificacao foi realizada
num volume de 25 ul contendo 12,5 ul TagMan 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 2ug do DNA da
amostra. Em cada corrida experimental foram sempre utilizados os controles negativo
(planta inoculada com PBS) e positivo (DNA genémico da bactéria). Todas as amostras
foram testadas em triplicatas dentro de cada corrida experimental. A amplificacdo e a
captura do sinal foram realizadas no ABI PRISM 7500 Sequence Detector System
(Applied Biosystems). O numero de células de X. fastidiosa foi estimado através da
comparagdo com uma curva padrdo, construida correlacionando-se a concentragéo de

DNA (numero de cépias) com a fluorescéncia medida (C; — ciclo threshold). Quantidades
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conhecidas de DNA gendmico de X. fastidiosa foram diluidas em DNA da planta em
concentracdes entre 10 e 10% para construgcdo da curva padrdo. A equacdo da curva
gerada para A. thaliana (y= - 4,8169x + 50,647) apresentou coeficiente R? igual a 0,9944.
A andlise estatistica dos resultados foi realizada através da comparacdo de médias,
utilizando analise de variancia e teste de Tukey (p<0.05).

5.7.0btencao dos mutantes de A. thaliana

A partir da busca e selecdo de genes de A. thaliana homélogos aos genes
promissores de C. reticulata a conferir resisténcia 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 homoélogos de C. reticulata candidatos a
resisténcia 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 At5¢g22060 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 entdo adquiridas e
cultivadas, passando primeiramente por uma confirmacdo quanto a presenca e

homozigose do T-DNA nas sementes antes dos experimentos.

5.8.Testes para confirmacao 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 auséncia ou presenca do T-DNA inserido no gene. O silenciamento ocorre
pela introducéo 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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transformacéo e esse T-DNA pode ter sido inserido no local do gene causando o seu
silenciamento ou néo.

A deteccao dos mutantes é realizada através de PCR utilizando-se 3 primers, um
deve estar localizado a esquerda da insercdo do T-DNA (primer LP), outro deve estar
localizado a direita (primer RP) e o terceiro deve estar localizado dentro do T-DNA
inserido. Dessa forma, quando o amplicon apresentar um tamanho menor que a distancia
entre os primers LP e RP é sinal de que o primer LBb1.3 se ligou ao T-DNA e portanto o
T-DNA esta inserido no gene causando o silenciamento (figura 4A).

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados na deteccao dos mutantes de T-DNA.

Gene ID Primer LP Primer RP

At592560 5 — ACCGGACATTCATTTCTTTCC - & 5 — AGCATTTAAGGAGCAGAAGGC-3’
At1g12220 5 —TTTGTGGTTTCTGCTCCAAAG - 3 5 — CATCATGCATTTTCACGTTTG -3
At1g72360 5 — AATTATTCCCGCGATATACCG - % 5 — ATTGAGCTTAGCTTTGGCTCC -3’
At3g14230 5 — GAGCTAAGGACGGTAAGCTGG - & 5 — CAACGGACGATTGTATTGGAC -3
At5g22060 5 — GGATTCTGATTGATAAAAGAAAAACC -3 5 — TATGACTTCCGAATGGGTGTC - %
At3g14420 5 — GACACCCCAAGGCTAGGCCG - % 5" — TTCAAAGTTCTTCAATGTCA -3
At4g14610 5 — CAACTTACAACTCTCCTCCT -3 5 — CATGATAAATCCAATACGAC -3’

Primer LBb1.3 5— ATTTTGCCGATTTCGGAAC - 3

Apoés a aquisicao dos primers foram realizadas amplificacdes e constatou-se que a
grande maioria das plantas eram homozigotas para os genes silenciados, ou seja,
possuiam a inser¢cao de T-DNA nos dois genomas de A. thaliana (dipl6éide) sendo entao
selecionadas para a realizacao do experimento. Apesar disso, também foram constatadas
plantas selvagens contidas no pool de sementes mutantes para o gene MOAZ2.2,
ressaltando a importancia dessa verificagdo prévia (figura 4B). Essa confirmagao também
evita 0 uso de mutantes heterozigotos, ou seja, que apresentam mutagdo em apenas uma
copia do gene, o que interferiria nos resultados.

= MOA2.2 + - RPS5 + 1kb

B
HZ  HM
e
900 NENNEN M
410+N - W 1000pb

700pb

*N=0~300

Figura 4. PCR para deteccdo de mutantes em tabaco. A. Representagdo de como deve ser o
tamanho dos amplicons no gel. WT indica os gendétipos selvagens, HM indica homozigotos
mutantes e HZ indica heterozigotos. B. Gel para supostos mutantes dos genes MOA2.2 e RPS5.
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Como pode ser observado, o suposto mutante para o gene MOAZ2.2 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 gendtipo homozigoto mutante
foram utilizadas nos experimentos de inoculacéo, conforme descrito anteriormente.

Foram utilizados os sete mutantes selecionados mais o0 ecétipo selvagem para
inoculacao com a estirpe 11399-GFP, visando a quantificacdo da populacao bacteriana no
periodo de maior infeccao (selecionado no experimento descrito anteriormente, item 5.3)
e visualizagdo da bactéria por microscopia de fluorescéncia. Os mutantes que
apresentaram maior populacdo bacteriana em relagcdo ao ecétipo selvagem foram entao
selecionados para um segundo experimento biolégico e andlise da colonizagdo da
bactéria por microscopia de fluorescéncia.

Cerca de 10 plantas de cada mutante foram utilizadas em cada experimento,
totalizando 110 plantas, das quais 80 foram utilizadas em um primeiro experimento
biol6gico e mais 30 plantas em um segundo experimento para confirmagdo. A analise
estatistica foi realizada por comparagao das médias através de teste de Tukey (P>0,05).

5.9.Microscopia para observacao da fluorescéncia de X. fastidiosa
contendo GFP no interior da planta

O experimento foi avaliado no periodo de maior populacao bacteriana nas plantas.
As avaliacdes foram feitas de modo destrutivo, em que pelo menos 5 plantas de cada
tratamento foram utilizadas por época de avaliacdo. Foram coletadas amostras de caule
juntamente com os peciolos em pontos proximos ao da inoculagdo visando comparar a
populacao bacteriana presente nos tratamentos. Para tal, amostras de peciolos foram
seccionadas e preparadas para os estudos de microscopia como descrito por Newman et
al. (2004). Cortes individuais de hastes e peciolos foram realizados com bisturi, montados
em laminas e imersos em glicerol 50%. As observagdes foram realizadas em microscépio

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

6.1.Caracterizacao da colonizacao de X. fastidiosa em A. thaliana

6.1.1. Selecao do método de inoculacao em A. thaliana

O método de inoculagéao utilizado foi selecionado a partir de experimentos anteriores
em que comparamos trés metodologias de inoculagéo (inoculagéo por inje¢ao, inoculagao
via raiz e inoculagdo por perfuragdo de agulha), como descrito no material e métodos.
Para esse experimento prévio foram utilizadas plantas do ecétipo Col-0 inoculadas com a
estirpe 9a5c de X. fastidiosa. Nao houve diferencga significativa na taxa de infec¢ao entre
as técnicas de injecao e inoculagéo via raiz (dados ndo mostrados). Ambas mostraram
apenas algumas plantas positivas para a presenca da bactéria, demostrando que a
técnica de inoculacao nao foi eficiente. A técnica que apresentou melhor resultado foi a de
inoculacao por perfuracdo de agulha que permitiu uma deteccao eficaz por gPCR, na
maioria das plantas inoculadas (figura 5). Esse método também foi utilizado com sucesso
por Rogers (2012) em trabalho de inoculacdo de X. fastidiosa causadora da doenga de
Pierce em A. thaliana.

100

60 -

40 -

20_ .
0 .

2 semanas 3 semanas 5 semanas

Taxa de detecg¢ao usando
inoculagdo por agulha (%)

Figura 5. Taxa de deteccdo de X. fastidiosa estirpe 9a5¢c em plantas de A. thaliana
ecotipo Col-0 inoculadas pelo método de perfuragdo por agulha. Porcentagens
correspondem ao numero de plantas positivas em relagao ao total de plantas inoculadas.
Minimo de 30 plantas avaliadas por periodo.

As taxas de deteccao da bactéria obtidas em diferentes periodos de infeccao
comprovam que o método de inoculagdo por agulha foi eficaz em introduzir a bactéria nas
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plantas, haja vista que 93% destas foram detectadas ap6s duas semanas da inoculagao
(figura 5). Entretanto ha certa dificuldade na detecgdo da bactéria apds esse periodo,
indicando um possivel declinio na populacao bacteriana nesse hospedeiro. Em A. thaliana
inoculada com X. fastidiosa causadora da doenca de Pierce em videira, os autores
verificaram a presenca da bactéria 1 semana apéds inoculacdo e constataram aumento da
populacdo bacteriana duas semanas apds inoculagdo. Entretanto ndo realizaram a
avaliacdo em um time course mais avancado para caracterizar o comportamento da

bactéria apés duas semanas em A. thaliana.

6.1.2. Avaliacao de possiveis sintomas

Nenhuma alteracao fenotipica evidente foi observada entre as plantas inoculadas
(9a5c ou 11399-GFP) e nao inoculadas que pudessem ser atribuida a um possivel
sintoma causado pela bactéria (figura 6A e 6B). Resultado similar foi observado por Roger
(2012) que também n&o observou nenhum sintoma resultante da infecgéo de X. fastidiosa
que coloniza uva em plantas de A. thaliana. Entretanto, em nossos estudos sintomas
como arroxeamento e amarelecimento apareceram mais rapido, em torno de 3 semanas
apo6s inoculacao, 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 apos inocula¢do. Esse tipo de sintoma € comum em A. thaliana quando estao
em condi¢des de estresse nutricional (Vellanoweth, 1997). O fato das plantas inoculadas
apresentarem esses sintomas mais rapido sugere que X. fastidiosa possa estar causando
estresse na planta e, como consequéncia, induzir os sintomas de estresse nutricional

mais rapidamente.
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o SO e i \ -
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 a direita comparado ao controle inoculado com PBS a
esquerda. A e B. Plantas avaliadas duas semanas apés inoculacdo. C e D. Plantas
avaliadas trés semanas apos inoculacao.

6.1.3. Selecao do ecoétipo selvagem mais suscetivel

Visando determinar qual o melhor ecétipo de Arabidopsis para o estudo da interagcao
com X. fastidiosa, foi realizada a inoculagéo e quantificagdo da populacéo bacteriana nos
ecotipos Col-0, Tsu-1 e Van-0 e avaliada duas semanas apos inoculacao (figura 7).
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Figura 7. Quantificacao da estirpe 11399-GFP de X. fastidiosa em ec6tipos selvagens de
A. thaliana. Letras diferentes acima das barras indicam diferenca estatistica pelo teste de
tukey (p<0.05).

O ecotipo Col-0 apresentou populacédo 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 ecoétipos
Van-0 e Tsu-1 foram os menos suscetiveis a colonizacao, sugerindo que possa haver um
certo grau de especificidade ou preferéncia hospedeira entre os ecoétipos e as diferentes
estirpes de X. fastidiosa.

Apb6s duas semanas da inoculacdo a populacdo bacteriana presente em nossas
plantas Col-0 foi inferior ao encontrado em Rogers, (2012), cerca de 1 célula/ug de DNA
total em relacdo a 9,76 células/ug de DNA total. Essa diferenga provavelmente se deve as

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

6.1.4. Caracterizacao da infeccao ao longo do tempo

Apds a selecdo de Col-0 como ecétipo selvagem mais suscetivel, este mesmo
ec6tipo foi novamente inoculado, desta vez com a estirpe 9a5c de X. fastidiosa (mais
virulenta que 11399), para avaliar o comportamento da populagcdo bacteriana durante a
infeccdo. Como observado na figura 8, embora X. fastidiosa seja capaz de colonizar A.
thaliana, essa colonizagao nao é eficiente, ou seja, ndo ocorre um aumento significativo

da populacado bacteriana durante o time course da infeccdo, uma vez que apds duas
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semanas houve um declinio significativo na populagdo bacteriana na planta. Esses
resultados estdo de acordo com os observados na figura 5, entretanto, assim como
observado por trabalhos do nosso grupo de pesquisa (Niza, B. - dados ndo publicados)
que indicam a estirpe 11399 como menos virulenta que 9a5c, a populacao quantificada
para a estirpe 9a5c (figura 8) foi superior a 11399-GFP (figura 7). De forma geral,
podemos dizer que A. thaliana apresentou um comportamento de tolerancia a bactéria,
similar a espécie C. reticulata (De Souza et al., 2009) onde foi demonstrado que X.
fastidiosa coloniza o hospedeiro por um breve periodo (até 30 dias), ocorrendo um

declinio 60 dias apéds inoculagéo.
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Figura 8. Quantificacdo da estirpe 9a5c de X. fastidiosa no ecétipo selvagem Col-0
durante o periodo da infeccdo. Letras diferentes acima das barras indicam diferenca
estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05).

6.2. Avaliacao dos mutantes de A. thaliana selecionados

6.2.1. Quantificacao da populacao bacteriana por qPCR

Uma vez que A. thaliana se mostrou uma boa planta modelo com perfil de tolerancia
a X. fastidiosa, a utilizagdo de mutantes de genes ortdlogos de C. reticulata,
potencialmente associados a resisténcia a X. fastidiosa, seria uma boa estratégia para
testar a funcionalidade destes genes, assim como, uma possivel fungao conservada entre
as espécies na resposta a esse patdgeno. Desta forma, espera-se que mutantes para
genes associados a defesa apresentem maior colonizagcédo por X. fastidiosa, uma vez que,
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sua fungao esta comprometida. Para a quantificacdo bacteriana nos sete mutantes
selecionados foi utilizada a estirpe 11399-GFP, uma vez que, além do estudo da
populacao por qPCR também seria possivel visualizar a fluorescéncia da bactéria na
planta por microscopia de fluorescéncia. Como controle, o ecétipo selvagem Col-0
também foi inoculado e todas as plantas foram analisadas no periodo de duas semanas
apés inoculacao. Na figura 9 observa-se que os mutantes para os genes RPS5 e RAP2.2
apresentaram populacéo bacteriana significativamente maior que o tipo selvagem. Apesar
do aumento da populacdo nesses mutantes ser aparentemente pequeno, esse aumento
foi de aproximadamente o dobro da populacao da bactéria observada no tipo selvagem, e
tratando-se de A. thaliana que é de pequeno porte, tem curto ciclo de vida e apresenta
caracteristica de tolerancia ao patégeno, consideramos esses resultados promissores,
indicando um possivel papel do gene no processo de resisténcia da planta a colonizagao
pela bactéria, e devido a auséncia da fungdo deles, houve maior colonizagdo do
patdgeno.
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Figura 9. Quantificacao de X. fastidiosa presente nos mutantes em relacao ao tipo
selvagem duas semanas ap6s a inoculacdo. Asteriscos acima das barras indicam
diferencga estatistica em relagao ao controle selvagem (p>0.05).

Dentre os mutantes analisados também podemos observar que dois deles (MOA2.2
e ATJ2) tiveram uma colonizacao significativamente menor em relagéo ao tipo selvagem,

sugerindo uma possivel participagdo na suscetibilidade da planta a colonizagao
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bacteriana. Genes associados a suscetibilidade tem sido atualmente objeto de estudo na
interacao planta-patégeno (Eckardt, 2002; Lapin & Van der Ackerveken, 2013). Dessa
forma, esses genes sdo promissores para o estudo futuro visando esse tipo de
abordagem na interacdao com X. fastidiosa.

Uma vez que, o objetivo do presente estudo é a selecao de genes que possam estar
associados a resposta de defesa contra X. fastidiosa, foi realizado um novo experimento
biol6gico, apenas com os mutantes para os genes RAP2.2 e RPS5 para confirmar seu
potencial em conferir resisténcia a X. fastidiosa Como observado na figura 10, maior
colonizacao da bactéria foi observada nos mutantes para os genes RAP2.2 e RPS5,
confirmando seu papel em conferir tolerancia a colonizagdo de X. fastidiosa em A.
thaliana.
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Figura 10. Quantificagdo de X. fastidiosa para os mutantes mais promissores. Letras
diferentes acima das barras indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p<0.05).

6.2.2. Analise da colonizacao por microscopia de fluorescéncia

Com o objetivo de comparar a colonizagcao bacteriana através da fluorescéncia
emitida pela bactéria no interior de plantas mutantes com relagao ao tipo selvagem, foram
preparados cortes longitudinais a partir de peciolos de plantas inoculadas. Utilizou-se
como controle uma planta inoculada com PBS, a fim de verificar a possivel
autofluorescéncia emitida pelo material vegetal (figura 11A), e a planta tipo selvagem
inoculada com a bactéria para comparagdo com as plantas mutantes para os genes de
interesse. Comparando-se a colonizacdo bacteriana nos mutantes com relagdo ao tipo
selvagem pode-se observar que houve uma maior colonizacao bacteriana nos mutantes
RAP2.2 (figura 11C) e RPS5 (figura 10D) do que no tipo selvagem (figura 11B).
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Figura 11. Fluorescéncia emitida por GFP em linhagem transformada de X. fastidiosa no
interior de plantas de A. thaliana. Imagens obtidas por filtro verde a esquerda,
comparadas com filtro vermelho a direita. A. Ecétipo selvagem Col-0 inoculado com PBS.

48



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 correspondéncia entre os resultados de quantificagdo bacteriana e microscopia
(figura 12) reforca a idéia de que esses dois genes (RAP2.2 e RPS5) estao envolvidos na
resposta de resisténcia da planta a X. fastidiosa, sendo potenciais candidatos para
superexpressao em hospedeiros suscetiveis visando resisténcia ao patdégeno. Analisando
a similaridade dessas proteinas codificadas em A. thaliana e seus respectivos homélogos
em C. reticulata observamos que nao ha grande identidade entre elas (42% para RPS5 e
46% para RAP2.2), porem os dominios funcionais que caracterizam a fungéo destas
proteinas estd presente e conservado em ambas (ANEXO A). Isso leva a crer que tais
proteinas de A. thaliana possuam ortélogos funcionais em citros que atuariam de maneira
semelhante. De mesmo modo foi relatado recentemente um ort6logo funcional em citros
(CsNDR1) que complementou a suscetibilidade do mutante ndr1-1 a Pseudomonas
seryngae e conferiu resisténcia a Hyaloperonospora arabidopsidis em A. thaliana (Lu et
al., 2013). Dessa forma, estes genes foram considerados bons candidatos para

transformacao genética em C. sinensis visando conferir resisténcia a X. fastidiosa.
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Figura 12. Correspondéncia entre a colonizacdo da bactéria detectada por qPCR e
visualizada por microscopia de fluorescéncia, respectivamente. Letras diferentes acima
das barras indicam diferenca significativa por teste de Tukey (P<0,05).
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6.2.3. Possivel papel funcional dos genes RPS5 e RAP22 no

mecanismo de defesa a X. fastidiosa

Curiosamente o gene RAP2.2 esta associado a resisténcia a necrotréfico em A.
thaliana (Zhao et al., 2012) e RPS5 é um gene de resisténcia 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 degradacéao da parede celular promovida pela bactéria, e por isso, desencadeia um
reconhecimento tipico de necrotréficos pela planta. Os dados encontrados nesse trabalho
reforcam a hipbtese que possivelmente a planta resistente possa inicialmente reconhecer
X. fastidiosa como um necrotréfico ativando as vias de defesa mediada por etileno, e por
isso 0 gene RAP2.2 que é um fator transcricional induzido por etileno foi importante para
tolerancia a X. fastidiosa, assim como foi observado ser importante para tolerancia 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 patégenos
como Pseudomonas syringae (Simonich &lnnes, 1995). Mas recentemente, foi visto no
trabalho de Qi et al. (2011) que h& a possibilidade de formagao de um complexo protéico
desta proteina com proteinas que reconhecem PAMPs. Essa informagdo nos leva a
hipdtese que, apesar de X. fastidiosa ndo apresentar efetores tipicos 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 degradacao da parede celular pela bactéria, o que também
contribuiria para o reconhecimento do patégeno inicialmente como necrotréfico, podendo
desencadear vias de resposta carateristicas como as mediadas por auxina, jasmonato ou
etileno, assim como sugerido por Rodrigues et al (2013) em trabalhos de expressao
genica global. Ap6s esse reconhecimento, sugerimos que uma sinalizacado mediada por
etileno na qual o fator de transcricdo codificado por RAP2.2 atuaria promovendo a
indugao da expressao de genes de defesa. Assim, ambos 0s genes sdo importantes para
defesa do hospedeiro e poderiam atuar conjuntamente numa mesma via de resposta. A
localizagdo desses genes no modelo hipotético da tolerancia observada em C. reticulata
no qual esses dois genes selecionados estariam atuando conjuntamente estao

destacados na figura 13.
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Figura 13. Modelo hipotético de atuacado dos genes RPS5 e RAP2.2 em resposta a
infeccao por X. fastidiosa. O gene RPS5 poderia ser ativado indiretamente por moléculas
DAMP derivadas, por exemplo, da degradacdo da parede vegetal da planta. Esse
reconhecimento ocorreria através de um complexo protéico formado com proteinas PRR
(proteinas que reconhecem DAMPs). A planta ao reconhecer esses DAMPs
desencadearia respostas tipicas a necrotroficos, ocorrendo entdo uma sinalizacao
mediada por etileno na qual o fator de transcrigdo codificado por RAP2.2 € o responsavel
por induzir a expressao de proteinas de resposta que irdo combater a doenca.

CAPITULO IlI. Nicotiana tabacum como planta modelo para estudo da
interacao com X. fastidiosa

7. MATERIAIS E METODOS

7.1. Caracterizacao quantitativa da colonizacao de X. fastidiosa em N.

tabacum

7.1.1. Cultivo das plantas e preparo do inéculo

Todas as plantas de tabaco utilizadas foram da variedade Havana. As sementes

foram previamente germinadas em sementeira e posteriormente transplantadas para
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vasos com capacidade de 0,5 | contendo substrato de pinus comercial (Plantmax-
Eucatex). As plantas foram mantidas em condicobes de casa-de-vegetacdo com
temperatura em torno de 27-30°C. As plantas foram irrigadas automaticamente duas
vezes por dia e fertilizadas quando necessario. Para os ensaios de inoculagéo foi utilizada
a estirpe 9a5c de X. fastidiosa na segunda repicagem, apds isolamento de plantas
sintomaticas de laranja doce, e cultivadas durante 7 dias. Tanto o isolamento como
crescimento da bactéria foram feitos em meio PW a 28°C, ap6s isso a bactéria foi retirada
das placas com alca de platina e ressuspendida em tampao PBS para posteriores
inoculagcdes nas plantas. A concentracao do in6culo foi padronizada pela OD a 600nm e
pela contagem de UFC/ml apés diluicdo serial e plaqueamento. Ensaios preliminares
evidenciaram que uma OD=0,8 correspondia a cerca de 10’UFC/ml. E esta concentracédo

foi utilizada nos experimentos.

7.1.2. Inoculacao das plantas e avaliacao da eficiéncia de inoculacao

Todas as inoculagdes foram feitas em plantas de tabaco de 5 a 6 semanas e cerca
de 10 cm de altura. Um volume de 15ul de suspensao bacteriana (OD=0,8) foi aplicado na
haste principal da planta, proximo a regido da base do peciolo foliar, através de
perfuragdes com agulha entomolégica (Almeida et al., 2001). Para futuras amostragens o
local de inoculacgéo foi identificado com uma fita colorida. Um total de 85 plantas foram
inoculadas com X. fastidiosa e 21 com PBS como controle negativo. A eficiéncia de
inoculagao foi estimada por gPCR aos 25 e 40 dias ap6s inoculagao (dai) selecionando
apenas as plantas infectadas para futuras analises até 114 dai.

7.1.3. Extracao de DNA, curva padrao e quantificacao de X. fastidiosa
por gPCR

Peciolos de cada amostra foliar (150 mg) foram macerados em nitrogénio liquido e
usados para extragdo de DNA total usando o método desenvolvido por Murray &
Thompson (1980). O DNA foi eluido em 30ul de tampéao de eluicdo (0,1 volume de Tris-
EDTA, 20 pg/pl de RNAse) e a concentracédo estimada usando NanoDrop™ 8000 (Thermo
Scientific). Todas as amostras de DNA foram padronizadas para concentracdo de cerca
de 250 ng/ul. A amplificagdo foi realizada em um volume de 25ul contendo 12,5ul de
TagMan 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 ug da amostra de DNA. Para todas as corridas experimentais
sempre foi utilizado controles negativo (DNA de planta inoculado com PBS) e positivo
(DNA genbmico de bactéria). Todas as amostras foram processadas em duplicata. A
amplificacdo e captura do sinal foi realizada usando ABI PRISM 7500 Sequence Detector
System (Applied Biosystems). A curva padrdo para quantificacdo de X. fastidiosa foi
produzida usando como referéncia 2.94 x 10® ng para um genoma da estirpe 9a5c.
Quantidades conhecidas de DNA total bacteriano foram misturadas com DNA de plantas
saudaveis de tabaco para obter uma faixa de 10 a 10® células/mg de tecido vegetal. A
curva padrao obtida [y = -3.0153x (numero de cépias de DNA) + 36.38] mostrou uma
variagao linear correlacionando DNA (numero de cdpias) com a medida de fluorescéncia
(valores de CT), além de um coeficiente R® de 0,9901. Todas as anélises estatisticas para
comparagao de meédias foram realizadas por teste de Tukey (P<0,05).

7.1.4. Colonizacgao de X. fastidiosa e correlacao com sintomas

As plantas infectadas com X. fastidiosa previamente selecionadas foram avaliadas
quanto aos padrdes de colonizacao, expressao de sintomas e quantificacdo bacteriana ao
longo da infecgéo.

A multiplicagcdo de X. fastidiosa nas plantas foi estimada aos 25, 60, 80, 95, 104 e
114 dias apds inoculacao coletando 3 folhas de 3 plantas para cada tempo amostral.
Usando este experimento time course também foi estimado o nimero minimo de células
de X fastidiosa necessario para expressdo de sintomas (threshold). Folhas
assintomaticas foram amostradas aos 25 e 95 dai e a populacdo do patégeno
(concentracao) comparada contra folhas apresentando sintomas de nivel 1 (de acordo
com escala diagramatica estabelecida, que sera descrita posteriormente) amostradas aos
80 e 95 dai. A média das populagbes de trés folhas de cada condicao fenotipica foi
comparada estatisticamente pelo teste t de Student (P<0,05).

A colonizagdo de X. fastidiosa em plantas de tabaco com diferentes graus de
incidéncia de sintomas nas plantas (25, 50, 75 e 100% de folhas sintomaticas) também foi
estimada pela amostragem de folhas distantes cerca de 10 cm (P1), 30 cm (P2) e 50 cm
(P3) acima do ponto de inoculagédo. A incidéncia de sintomas nas plantas foi realizada
através da contagem do numero de folhas sintométicas e assintométicas em cada planta.
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A partir disso, foi estabelecida a porcentagem de folhas sintomaticas em cada planta com
relacdo ao total de folhas. Pelo menos trés plantas de cada grau de incidéncia e um
minimo de 9 folhas para cada um dos trés pontos foram usadas nas andlises. A analise
estatistica para comparacao de médias foi realizada pelo teste de Tukey (P<0,05) seguido
de analise de correlacdo de Pearson entre os dados de populacao bacteriana e incidéncia

de sintomas nas plantas.

7.1.5. Desenvolvimento e validacao da escala diagramatica

Para elaboragdo da escala diagramética, folhas sintomaticas apresentando ampla
variedade de severidades foram coletadas de plantas de tabaco infectadas e utilizadas
nos experimentos descritos acima. Para estimativa da area sintomatica foliar, cada folha
foi escaneada usando HP Photosmart, arquivadas em formato TIFF e as imagens
processadas com o software Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/). A area total foliar e a area
sintomética foram estimadas e as folhas com menores e maiores niveis de severidade
foram estabelecidas, levando em consideracdo a distribuicdo da severidade nas 187
folhas amostradas (ANEXO C), prevenindo erros como a superestimacao da severidade
por usar um nivel maximo de severidade muito alto e raro (Amorim et al., 1993; Corréa et
al, 2009). Apéds estabelecer os niveis minimo e maximo de severidade, quatro niveis
intermediarios foram estabelecidos com base na lei de acurédcia visual de Weber-Fechner
(Horsfall & Barratt, 1978). Buscou-se reproduzir na escala padrdo, formas e espalhamento
padrao da lesdo. Para validar a escala diagramatica foram usadas 137 imagens
escaneadas e coloridas de folhas sintomaticas com diferentes severidades da doenga.
Cinco avaliadores sem experiéncia em avaliar doencas de plantas estimaram a
severidade dessas amostras sem a escala. Duas semanas depois, 0s mesmos
avaliadores estimaram novamente a severidade das imagens, em ordem diferente, porém
com o auxilio da escala proposta. O conjunto de dados de cada avaliador foi utilizado para
estabelecer uma regressao linear entre a severidade real como variavel independente e a
severidade estimada como variavel dependente, antes e apds o uso da escala.

A acuracia de cada avaliador antes e apés o0 uso da escala foi determinada por teste
t de Student (P<0,05) aplicado para testar a hipétese nula Hy: a = 0 (interseccéo da reta) e
Ho: b = 1 (inclinagdo) que sao os indicadores usuais de acuracia (Kranz, 1988). A precisao
dos avaliadores foi obtida pelos coeficientes de determinacéo (R?) e pela distribuico 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 andlises foram
realizadas utilizando o software EXCEL 2010.

7.1.6. Correlacao entre severidade e colonizacao bacteriana

A correlacdo entre niveis de severidade da doenca nas folhas e concentracdo de
bactéria foi estimada usando amostras coletadas aos 104 dai. Folhas foram classificadas
em cinco niveis de severidade da doenca de acordo com escala diagramatica e a
concentracao bacteriana foi estimada por qPCR, conforme descrito acima. Pelo menos
trés folhas de cada nivel de severidade foram usadas e a analise estatistica para
comparacao de médias foi realizada pelo teste de Tukey (P<0,05) seguido de analise de
correlacdo de Pearson.

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

7.2.1. Cultivo das plantas e preparo do inéculo

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 Vigosa. 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 preparacéo

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

7.2.2. Inoculacao e expressao de sintomas

Dois experimentos biolégicos foram conduzidos em épocas distintas, em que cada
um consistiu da inoculagdo com 9ab5c de 15 plantas superexpressando BiPD, 15
silenciadas, e 10 selvagens. Outras 5 plantas de cada tratamento foram inoculadas com
tampao PBS como controles negativos. O indculo utilizado apresentou populagao
estimada em 4,6x10” células/ml para o primeiro e 1,4x10° células/ml para o segundo

experimento. O processo de inoculagdo baseou-se no método de perfuragdo por agulha e
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foi realizado assim como descrito anteriormente (item 7.1.2). Ap6s a inoculagdo houve o
acompanhamento semanal das plantas para verificagcdo da expressao dos sintomas.

7.2.3. Analise da incidéncia e severidade dos sintomas

As andlises de incidéncia foram realizadas cerca de 80 dias ap6s inoculagdo nos
dois experimentos. A andlise de incidéncia de sintomas nas folhas foi realizada através da
contagem do numero de folhas sintomaticas e assintométicas em cada planta. A partir
disso, foi estabelecida a porcentagem de folhas sintomaticas em cada planta com relagao
ao total de folhas, estabelecendo entdo uma média para cada tratamento. A analise de
severidade dos sintomas foi realizada apenas no segundo experimento aos 80 dias apds
inoculacao, e baseou-se no uso da escala diagramatica para estimar niveis de sintomas
de 1 a 6 nas folhas de cada planta. Apds esta estimativa foi calculada a nota média de
severidade para cada planta, estabelecendo entdo uma média para cada tratamento. As
andlises estatisticas para comparagdo de médias de incidéncia e severidade foram
realizadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

7.2.4. Analise da populacao bacteriana por qPCR

Peciolos de folhas sintométicas foram separados, macerados, pesados e utilizados
para extracdo de DNA usando protocolo de Murray & Thompson, 1980. O DNA extraido
foi utilizado para quantificagdo da bactéria por gPCR conforme descrito anteriormente
(item 7.1.3)

7.2.5. Isolamento de X. fastidiosa e PCR das colOnias

O isolamento foi realizado através da coleta de folhas sintométicas e posterior
lavagem em agua corrente. Em uma camara de fluxo laminar foram separados os
peciolos e deixados em contato com hipoclorito comercial e alcool 70% por 1min em cada
solucdo, sendo entdo colocados em agua destilada estéril por 2 min. Apos isso, foram
cortadas as extremidades dos peciolos e macerados com auxilio de um bastdo de metal
em microtubo contendo tampao PBS. O material foi pesado e entédo realizada a diluigao
serial para plagueamento em meio PW. As placas foram mantidas em estufa a 28°C e as

colénias crescidas foram contadas apdés 3 semanas. Algumas colénias individuais
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originadas foram utilizadas para PCR com primers especificos para X. fastidiosa de citros
CVC-1 (AGATGAAAACAATCATGCAAA) e 272-2 int (GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT)
(Pooler & Hartung, 1995) visando confirmar que as colénias obtidas eram da bactéria X.
fastidiosa.

7.2.6. Confirmacao da expressao do transgene por RT-PCR semi-

quantitativo

A expressao do gene BiPD foi avaliada através de extracdo de RNA, sintese de
cDNA e RT-PCR semi-quantitativo. A extracdo de RNA total de folhas foi realizada de
acordo com a técnica descrita por Logemann et al. (1987) com modificagdes. A
integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel 1% de agarose contendo
formaldeido 37% (Merck) como agente denaturante (Sambrook et al, 1989) e sua
concentracéo foi medida no NanoDrop™ 8000 (Thermo Scientific). Antes da sintese do
cDNA 6,4ug do RNA total foi tratado com desoxirribonuclease (DNase |, Life
Technolohies) + tampao 1X (200mM Tris-HCI pH 8,4, 20mM MgCl,, 500mM KCI) durante
15 minutos a temperatura ambiente, seguidos de 10 minutos a 65°C com solucao stop de
25mM EDTA (Life Technologies). O cDNA foi sintetizado em reagdes de 50ul, a partir de
6ug do RNA total utilizando-se 2pl da enzima transcriptase reversa (ImProm |l Reverse
Transcriptase, Dialab), oligonucleotideo oligodT18 concentragdo final 600uM (Life
Technologies), tampado 1x Reaction Buffer (Dialab), MgCl, concentragdo final 25mM
(Dialab), dNTP concentragao final 200uM (Eppendorf) e 50U de RNAguard RNAse
Inhibitor (Amersham Biosciences). Os cDNAs foram amplificados com oligonucleotideos
especificos para o gene BiPD (F-ATCTGGAGGAGCCCTAGGCGGTGG e R-
CATCGCAAGACCGGCAACAGGAT) e para o controle enddgeno NtActin (F-
TCCATGCTCAATGGGATACT e R- TTCAACCCCTTGTCTGTGAT). O RT-PCR semi-
quantitativo possibilita a amplificacdo de transcritos por PCR comum e anélise em gel de
agarose. Para analisar o nivel de expressao dos transcritos, basta retirar aliquotas da
reacdo de PCR em diferentes ciclos para andlise no gel e comparacdo com controles
endodgenos. Isso resulta em bandas mais fortes de acordo com o avango dos ciclos de
amplificagdo. Em nossas andlises, para visualizar se o gene BiPD era expresso ou nao,
foram retiradas aliquotas das reagdes ao fim de 35 ciclos da PCR e analise em gel de

agarose 1%.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1.Caracterizacao quantitativa da colonizacao e sintomatologia de X.
fastidiosa em N. tabacum

8.1.1. Sintomatologia e eficiéncia de inoculacao

Sintomas iniciais foram observados em algumas plantas aos 25 dias apés
inoculagdo (dai) enquanto a maioria das plantas comegou a apresentar sintomas bem
evidentes e caracteristicos tais como “pequenas lesdes 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 apds 8 semanas da primeira inoculacao (foram feitas duas)
e todas as plantas foram sintomaticas apés 10 semanas, enquanto no trabalho de Francis
et al (2008), que utilizou estirpe de X. fastidiosa que causa doenga em videiras, sintomas
caracteristicos de “escaldadura foliar” ocorreram por volta de 4 a 6 semanas apos
inoculagédo. Nesse trabalho os sintomas ocorreram mais rapido, provavelmente devido a
idade das plantas usadas para inoculagdo, 6 semanas ao invés dos 2 meses utilizados
em Francis et al., (2008) e Lopes et al., (2000), e algumas condi¢ées que induzem
estresse, descritas por Francis et al. (2008), para gerar sintomas em um periodo mais
curto, tais como vasos pequenos e altas temperaturas (27-30°C). 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 suscetivel a

colonizacgao pelo patdégeno e, consequentemente, induzir sintomas mais rapido.
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Figura 14. Sintomas desenvolvidos em N. tabacum cv. Havana ap6s inoculagdo com a
estirpe 9a5c de X. fastidiosa. A. Sintomas iniciais cerca de 25 dai. B. Folha mostrando
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sintomas caracteristicos por volta de 50 dai. C e D. Controle inoculado com PBS e uma
folha sintomatica 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 eficiéncia do processo de inoculagdo. Nem todas as plantas
apresentaram sintomas, ou seja, a eficiéncia nao atingiu 100%, provavelmente por falhas
da metodologia no momento da inoculacdo. A ineficiéncia de inoculacdo mecanica de X.
fastidiosa € comum em diversos hospedeiros (Coletta-Filho et al., 2007), pois no momento
da inoculacdo a bactéria deve atingir os vasos do xilema e iniciar o processo de
colonizagdo, o que muitas vezes nao ocorre devido as condigbes de inoculagéo e
condicbes experimentais como temperatura, umidade, populacdo bacteriana inicial, etc.
Neste trabalho, a inoculagao realizada possibilitou a geracdo de sintomas caracteristicos
e também contribuiu para a maior praticidade do bioensaio. A reducao do tempo entre a
inoculagéo, periodo de incubagédo da doenga e aparecimento dos sintomas em relagéao a
estudo anterior (Lopes et al., 2000) contribuiu para tornar este bioensaio ainda mais
pratico e rapido, algo importante para acelerar as pesquisas sobre a interacao planta-
patdégeno envolvendo X. fastidiosa.

8.1.2. Padrao de colonizacao da bactéria e evolucao dos sintomas

Ao visualizarmos o padrao de sintomatologia apresentado pelas plantas (figura 15A)
constatamos que os sintomas evoluiam progressivamente da base (ponto de inoculagao)
para o apice, conforme relatado anteriormente (Lopes et al., 2000). Considerando que X.
fastidiosa forma biofilme nos vasos xilematicos da planta investigamos se havia
correspondéncia entre a progressao dos sintomas e a quantidade de bactéria presente
em determinados pontos da planta. Como visualizado na figura 15B, a populacao
bacteriana encontrada nos diferentes pontos avaliados da planta foi correspondente a
evolugao dos sintomas e ao movimento da bactéria. Provavelmente a bactéria primeiro
coloniza e forma biofilme na parte mais préxima ao ponto de inoculagéo (base) e depois
se dispersa e coloniza em diregdo ao apice. Essa maior populagdo bacteriana na base
formando biofilme para colonizagdo da planta conforme evoluem os sintomas, foi
observado na quantificagcdo de folhas do ponto P1 (figura 16). Conforme demostrado na
figura 16 houve uma correlagdo positiva (0,861210) entre o aumento da incidéncia dos
sintomas na planta e o aumento da populagao bacteriana. Este resultado é similar ao que
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€ observado para citros (Alves et al., 2004) e videira (Killiny & Almeida, 2011) onde os
sintomas da doenca estao diretamente relacionados a presenca e populagao da bactéria.

Tempo —,

Sintomas

@EP1
EP2
@aP3

Células/g de tecido (Log)

Figura 15. Correspondéncia entre sintomas e quantidade de bactéria na planta. A.
Evolugao dos sintomas nas plantas. B. Quantificagcao bacteriana por gPCR em trés partes
das plantas. Barras indicam as médias e letras diferentes acimas das barras apontam
diferenca significativa por teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 16. Correlagao entre populagao bacteriana na base (ponto P1) e incidéncia de
sintomas nessas plantas. Incidéncia = porcentagem de folhas sintomaticas em relagédo ao total

da planta. Barras indicam as médias e letras diferentes acimas das barras apontam
diferenca significativa por teste de Tukey (P<0,05).
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8.1.3. Escala diagramatica e validacao

Devido as dificuldades enfrentadas para avaliagdo do grau de severidade da
doenca, seja em experimentos de transgenia ou diferentes niveis de viruléncia entre
estirpes de X. fastidiosa, uma escala diagramatica foi desenvolvida e os seus niveis de
severidade estdo apresentados na figura 17.

Figura 17. Escala diagramética para avaliar a severidade de sintomas de X. fastidiosa em
tabaco. Cada folha representa um nivel de severidade e porcentagens abaixo das folhas
representam a area afetada pelo sintoma.

Essa escala foi validada por 5 avaliadores sem experiéncia prévia, através da
avaliagdo de severidade em imagens de 137 folhas sintomaticas com e sem o auxilio da
escala diagramatica conforme descrito previamente nos materiais e métodos. As analises
de precisao das estimativas dos avaliadores para validagdo da escala foram baseadas por
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meio da andlise de regresséao linear simples e distribuicdo dos residuos ou erros (figura
18).

Sem escala Com escala Sem escala Com escala
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Figura 18. Graficos mostrando resultados da validacao da escala por 5 avaliadores. Cada
linha de graficos corresponde a um mesmo avaliador (A-D;E-H;l-L;M-P;Q-T). A primeira
coluna (A, E, I, M e P) de graficos mostra a severidade estimada sem escala por cada
avaliador enquanto a segunda coluna usando a escala (B, F, J, N e R). A terceira coluna
de graficos (C, G, K, O e S) mostra os erros (diferenga entre severidade estimada e real)
de cada avaliador sem escala, enquanto a quarta coluna usando a escala (D, H, L, P e T).
A linha cheia representa a regressao linear entre a severidade real e estimada, enquanto
a linha pontilhada ¢ a situacao ideal (y = x).

De modo geral os avaliadores tiveram bastante dificuldade na avaliacdao da
severidade sem o auxilio da escala, uma vez que, os sintomas se apresentaram de dificil
mensuracao e induziram uma forte superestimacao da area afetada. Além disso, a falta
de experiéncia em avaliacdes deste tipo pode ter contribuido para potencializar os erros,
como pode ser observado pelos pontos acima da linha pontilhada na figura 18 (sem
escala). Por outro lado, as analises realizadas com o auxilio da escala corrigiram essa

tendéncia de superestimacao (figura 18 com escala).
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Todos os valores dos coeficientes de determinacdo (R® das regressées lineares
aumentaram com o auxilio da escala, enquanto os residuos foram diminuidos
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 residuos dentro de um intervalo de 5% acima ou abaixo do real sdo considerados
excelentes e menores que 10% sao considerados bons. Dessa forma, de acordo com os
dados sumarizados na tabela 3 podemos dizer que as avaliagdes com o auxilio da escala
de modo geral tiveram alta precisdo, com um minimo de mais de 94 % de erros aceitaveis
e mais de 70% de erros menores que 5%. Essa precisdo também é constatada pelos
valores de R? variando de 0,67 a 0,81. A andlise de acuracia revelou que os valores do
coeficiente a foram muito superiores antes do uso da escala. Isso reflete a
superestimacao 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). Ja os valores do coeficiente b, embora diferentes de 1, se
aproximaram bastante deste valor com o uso da escala. Para avaliar a reprodutibilidade
das analises foi escolhido o avaliador 5 (considerado o melhor) para a comparagado com
os demais, em raz&o do seu alto valor de R® e coeficiente angular a estatisticamente igual
a 0 (p=0,05). Os resultados revelaram grande reprodutibilidade entre as avaliagdes (tabela
3), haja vista que as comparacdes entre os avaliadores tiveram altos valores de R?, no
minimo 92% de erros aceitaveis 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 aproximagao a esses valores com o uso da escala.

Tabela 3. Parametros de avaliagdo obtidos da validagao da escala.

Sem escala Com escala
Avaliadores L0 o o2 Erlrg;> ] b o2 frlr:; Er;(:/s
(1) (] (]
1 4.46*% 2.25*% 059 55% 055"  0.86* 0.74 1.4% 17%
2 21.97* 1.89* 0.35 94% -2.70*  1.19*%* 0.83 14% 19%
3 5.48* 2.02* 0.68 54% -0.33"  1.09* 0.70 5.8% 25%
4 16.03* 1.67* 0.50 80% -0.65"  1.07* 067 5.8% 28%
5 40.59* 2.81* 0.38 87% 054"  1.09* 081 14% 14%
5vs1 0.83" 0.35* 030 85% 1.72* 0.71* 073 29% 24%
5vs2 7.03* 0.41* 029 55% 2.49*% 0.83* 082 29% 17%
5vs3 -0.94" 0.37* 046 85% 0.65" 095* 078 6.6% 25%
5vs4 4.36* 0.40* 059 95% 038" 093* 073 3.6% 21%
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(i) asterisco indica que o valor da interseccdo da reta (a) foi diferente de zero pelo test t (p = 0.05),
N indica que ndo ha diferenca estatistica entre zero e a (p = 0.05);

(i) asterisco indica que o valor do coeficiente de inclinagdo da reta (b) foi diferente del pelo teste
t (p = 0.05), N indica que ndo ha diferenca estatistica entre b and 1 (p = 0.05).

Em outras validagdes de escalas (Corréa et al., 2009; Yadav et al., 2013) é comum
verificar altos valores de R? porém costuma-se trabalhar com um ndmero menor de
imagens em relagcdo a esta analise. Essa maior quantidade de imagens na validagao
propicia condi¢des mais reais e proximas as analises de severidade realizadas em casa-
de-vegetacao, 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 afericdo, em funcdo dos sintomas serem de dificil
mensuracao (pequenos pontos dispersos e as vezes nao perceptiveis). Assim, as
andlises revelaram que o uso da escala foi responsavel pelo aumento da precisao,
acuracia e reprodutibilidade das estimativas pelos avaliadores, validando seu uso para
avaliacbes de severidade da doenca causada por X. fastidiosa na planta modelo Nicotiana

tabacum.

8.1.4. Correlacao entre severidade da doenca e populacao bacteriana

Ao constatarmos a forte relagdo entre sintomatologia e presenga da bactéria que
ocorre em tabaco, resolvemos investigar se a quantidade de bactéria em peciolos de
folhas era variavel de acordo com os diferentes niveis de severidade apresentados por
elas. Por conta da distribuicdo de sintomas nas folhas (ANEXO C) nao foi possivel obter
uma média das folhas com o mais alto nivel sintomético (escassas), porém os demais
niveis sintomaticos demostraram que ha o aumento da populagéo bacteriana conforme o
nivel de severidade aumenta (figura 19). Esse resultado foi confirmado pela anélise de
correlacdo de Pearson que gerou um valor de 0,75171, demonstrado uma significativa
correlacdo entre os niveis de severidade foliar (variavel independente) e a populagéao
bacteriana (variavel dependente).
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Figura 19. Grafico mostrando a correlagdo entre niveis de severidade e populagéo
bacteriana quantificada por gqPCR. Barras indicam as médias e letras diferentes acimas
das barras apontam diferenca significativa por teste de Tukey (P<0,05).

Esses resultados nos permitem avaliar de forma quantitativa a colonizagéo da planta
através da severidade apresentada pelas folhas. A partir disso podemos estabelecer uma
estimativa padrdo da populagdo de células de acordo com o nivel de severidade
apresentado pela folha. Esse resultado reflete em uma redugéo de tempo e custos para
estimativa da populagao 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 ha muita variacdo desde o inéculo até as
condicbes ambientais utilizadas, o ideal seria uma padronizagdo prévia por gPCR em
folhnas de diferentes severidades do mesmo experimento. A partir disso, pode-se
considerar a populagéao bacteriana presente nas demais folhas do experimento com base
no respectivo nivel de severidade da padronizagdo prévia. Essa estratégia permite uma

avaliagcao quantitativa adequada com economia de tempo e de recursos financeiros.

8.1.5. Quantificacado bacteriana durante periodo de infeccao

Durante o periodo de infecgéo a bactéria aumentou sua populagdo no interior da
planta até atingir um platé de crescimento por volta de 80 dai. Esse platd se manteve até

0 inicio da senescéncia da planta (figura 20), que ocorreu por volta de 114 dai.
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Figura 20. Populagédo bacteriana durante periodo de infeccdo e minima quantidade de
bactéria para geracao de sintomas. Traco preto indica a populacao bacteriana ao longo do
periodo de infecgdo. Trago cinza claro indica a populagdo bacteriana presente em folhas
assintomaticas aos 25 e 95 dai. Trago cinza escuro indica a populagdo bacteriana
presente em folhas com nivel 1 de severidade coletadas aos 80 e 95 dai. Seta indica o
intervalo que compreende a populagdo minima necesséria para gerar sintomas em folhas.

A quantidade de bactéria em folhas assintomaticas de dois pontos distantes (25 e
95 dai), antes e apés o periodo de incubagdo da doenga, ndo variou significativamente
pelo teste t (P<0.05), sugerindo certa constancia da populacéo no periodo (cerca de 4x10*
células/g de tecido). Por sua vez, em folhas sintomaticas de severidade nivel 1 observa-
se que a populacdo bacteriana foi maior e também nao variou significativamente pelo
teste t (P<0.05) entre dois pontos ap6s o periodo de incubacdo (cerca de 4x10° células/g
de tecido). Por outro lado as médias dos pontos assintomaticos diferiram
significativamente dos pontos sintomaticos de nivel 1 (P<0,05). Podemos dizer entdo que
a quantidade minima de bactéria suficiente para gerar sintomas nas folhas de tabaco esta
compreendida entre essas duas populagdes (4,1x10* a 4x10° células/g de tecido).

66



8.1.6. Utilizacao de tabaco como planta modelo para estudos da interacao
com X. fastidiosa

Resultados de quantificagao por gPCR de X. fastidiosa que coloniza uva (Temecula-
1) em tabaco SR1 mostraram uma populac&o final de 107 a 10° 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 populacédo de citros
que é em torno de 4,9 x 10° células/g, apds 8 a 12 meses de inoculacdo (Oliveira et al.,
2002), podemos verificar que o tabaco realmente é um hospedeiro altamente suscetivel e
apropriado para estudos com X. fastidiosa.

Experimentos utilizando N. tabacum foram realizados para caracterizar parametros
quantitativos da planta em resposta a infecgdo pelo patégeno. Esse tipo de caraterizacao
€ importante em estudos de transgenia visando determinar a fun¢gdo do gene em conferir
tolerancia ao patégeno, pois na maioria das vezes a presenca do gene nao confere
resisténcia absoluta, mas sim, niveis de tolerdncia ao patdégeno, o que pode ser
influenciado também pelo local de inser¢do do gene no genoma. Dessa forma, torna-se
essencial a estipulagdo de parametros quantitativos para se estabelecer os niveis de
tolerancia que um determinado gene, ou evento de transformacdo, possa conferir ao
patégeno. Esse tipo de abordagem nunca foi levado em considera¢ao anteriormente e até
entdo, sdo baseados na simples observagado da presenca de sintomas causado pela X.
fastidiosa em plantas transgénicas (Dandekar et al., 2012). A escala diagramatica
elaborada nesse trabalho foi validada para correta afericdo da severidade dos sintomas
em folhas de N. tabacum e também correlacionada com a populagao bacteriana presente
no xilema da folha sintomatica correspondente. Outros parametros da colonizacdo que
foram avaliados nesse trabalho também servirdo de base para estudos nas diferentes
abordagens que vém 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 interagdo com X. fastidiosa, sobretudo de carater quantitativo.
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8.2. Avaliacao do potencial de soyBIPD em conferir tolerancia a X.
fastidiosa usando tabaco como planta modelo

8.2.1. Expressao dos sintomas

O aparecimento de sintomas, caracteristico por “pequenas lesdes escuro-alaranjadas”
(Lopes et al., 2000), ocorreu de forma generalizada tanto nas plantas selvagens como nas
transgénicas, nao havendo diferencas quanto ao padrao se sintomatologia apresentado
(figura 21). Também nao houve diferencas quanto ao tempo de incubacao da doencga, de
forma que os sintomas apresentaram-se no mesmo periodo (cerca de 50 dai) para todos
os tratamentos. As plantas controles inoculadas com tampao PBS nao apresentaram
sintomas, como era esperado.

Figura 21. Comparacéo entre os sintomas foliares apresentados nos tratamentos. A. Tabaco cv
Havana inoculado com PBS. B. Tabaco cv Havana inoculado com X. fastidiosa. C. Tabaco cv
Havana inoculado e superexpressando o gene BiPD. D. Tabaco cv Havana inoculado e com o
gene BiPD silenciado.

8.2.2. Analise da incidéncia e severidade dos sintomas

Para quantificar a incidéncia dos sintomas nas folhas nos diferentes tratamentos, foi
realizada a contagem do numero de folhas com sintomas em cada planta dos tratamentos

inoculados, excluindo-se plantas assintomaticas, cuja inoculagéo nao foi eficiente. A figura
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22 apresenta a incidéncia da doenca entre os tratamentos nos dois experimentos

independentes.
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Figura 22. Incidéncia da doenga apds 80 dias da inoculagdo com X. fastidiosa. A. Primeiro
experimento bioldgico. B. Segundo experimento bioldgico. Incidéncia = porcentagem de folhas
sintomaticas em relacdo ao total da planta. WT = tabaco selvagem. BipDSuper = tabaco
superexpressando BiPD. BipDAnti = tabaco silenciado para o gene BipD. Medias de no minimo 8
plantas. Analise estatistica para comparagao de médias usando teste de Tukey (P<0,05).

Os resultados de incidéncia do primeiro experimento biolégico ndo apontaram
diferencas significativas entre os tratamentos (P<0,05) (figura. 22A). Esses resultados
foram confirmados com o segundo experimento biol6gico, onde a incidéncia da doenca
mais uma vez nao diferiu entre os tratamentos (figura 22B). Esses resultados sugerem
que a superexpressdo do gene soyBiPD nao alterou a suscetibilidade da planta a
bactéria. A diferenca na incidéncia entre o primeiro e segundo experimento pode ser
explicada devido a menor quantidade de inéculo utilizada no segundo experimento,
gerando menores taxas de incidéncia. Entretanto, apesar dessas variaveis, os resultados
quanto ao comportamento da incidéncia da doenga se mantiveram nos dois tratamentos
(figura 22).

Porém, como foi descrito anteriormente, apenas analises de incidéncia da doenga
(presenca ou auséncia de sintomas) ndo conseguem acessar os diversos niveis de
severidade em que a doenga pode se manifestar. Dessa forma, no segundo experimento
utiizamos a escala diagramatica para avaliar a severidade da doenga nos tratamentos e
avaliar o possivel papel do gene BiPD em conferir algum grau de tolerdncia a doenga.
Como verificado na figura 23, assim como a incidéncia, os resultados de severidade
também nao apontaram diferengas significativas entre os tratamentos (P<0,05), indicando

que o gene BiPD nao tem um papel direto em conferir tolerancia a bactéria. Como a
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patogenicidade de X. fastidiosa esta associada ao aumento da populagédo bacteriana na
planta hospedeira, no segundo experimento biolégico, foi avaliada a populacao bacteriana
nos diferentes tratamentos com o objetivo de verificar se as plantas superexpressando o
gene BiPD poderiam apresentar uma menor populagao bacteriana no xilema.
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Figura 23. Nota média de severidade nos tratamentos ap6s 80 dias da inoculagdo. 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 diagramatica desenvolvida.
Média de no minimo 8 plantas. Analise estatistica para comparacdo de médias usando teste de
Tukey (P<0,05)

8.2.3. Analise da populacao bacteriana por qPCR

A quantificagdo da populagédo bacteriana foi realizada em folhas sintomaticas dos
trés tratamentos aos 83 dai. Como verificado na figura 24 ndo houve diferenga
significativa entre a populagéo dos tratamentos (P<0,05), demonstrando a concordancia
com as demais avaliagbes realizadas e apontando que o gene soyBiPD nao esta
diretamente associado por conferir resisténcia ou tolerdncia a X. fastidiosa.
Consequentemente, a resposta de uma planta resistente a esse patdgeno parece nao
estar diretamente relacionada ao mecanismo que confere resisténcia ao estresse hidrico,
que € o principal papel de soyBiPD, como ja demonstrado (Alvim et al., 2001; Fietto et al.,
2007; Valente et al., 2009). Entretanto antes de concluir que esse gene ndo confere
nenhum grau de tolerancia a X. fastidiosa em plantas modelo de tabaco, alguns testes
foram feitos quanto a confirmagdo da presenca da bactéria nas plantas e verificacdo da

expressao do transgene visando confirmar que os resultados obtidos eram consistentes.
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Figura 24. Quantificagdo de X. fastidiosa por gPCR nos tratamentos apds 83 dias da
inoculacdo. WT - tabaco selvagem. Antisense - tabaco silenciado para o gene BiPD. BiPD -
tabaco superexpressando gene BiPD.

8.2.4. Confirmacao da bactéria nas plantas sintomaticas

A confirmagao 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 peciolos de folhas sintomaticas e PCR de colénias utilizando primers CVC-1 e 272-int
especificos para X. fastidiosa (Pooler &Hartung, 1995). Estes primers sao sequéncias de
nucleotideos de fragmentos polimoérficos obtidos por RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) para X. fastidiosa que amplificam um fragmento de aproximadamente
500pb.

Os isolamentos foram realizados a partir de peciolos individuais de plantas
sintomaticas de cada tratamento inoculado conforme descrito anteriormente. Utilizou-se
também o peciolo de plantas inoculadas com PBS como controle negativo. As coldnias
que cresceram em meio PWG foram contadas (Figura 25), multiplicadas pelo fator de
diluicéo e resultaram em 3,3x10” UFC/g de tecido na planta selvagem, 5,7x10” UFC/g de
tecido na planta superexpressando o gene BiPD e 6,2x10” UFC/g de tecido na planta com
0 gene BiPD silenciado. Esses valores nao apresentaram diferenga significativa (P<0,05)
entre os tratamentos. Nao houve crescimento de coldénias no isolamento de plantas
inoculadas com PBS (controle negativo). Algumas colénias individuais foram utilizadas
para PCR com primers especificos para X. fastidiosa de citros visando confirmar que as
colbnias 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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consequentemente trata-se da bactéria X. fastidiosa. Corroborando com os dados de
deteccao de X. fastidiosa por gPCR, os dados de isolamento confirmam a presenca da
bactéria colonizando o xilema em peciolos de folhas sintomaticas e sendo responsavel
por gerar sintomas, principalmente devido & alta populagdo encontrada (cerca de 10’
CFU/g de tecido). Dessa forma, analisando todos os resultados obtidos quanto a
incidéncia e severidade da doencga e populacdo da bactéria dentro da planta, podemos
afirmar que nao ha influéncia do gene soyBiPD na planta hospedeira em conferir
resisténcia a patdégeno X. fastidiosa, uma vez que, esta foi capaz de infectar e causar

sintomas nas plantas de tabaco selvagem, superexpressando ou nao expressando esse

gene.

" B ////‘L\ A

Figura 25. Placas de isolamento de X. fastidiosa estirpe 9a5c¢c a partir de plantas de
tabaco inoculadas (diluicdo 10). A. planta selvagem, B. planta transgénica com o gene
BiPD silenciado e C. planta transgénica superexpressando o gene BiPD.
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Figura 26. Confirmacdo por PCR especifico de colénias de X. fastidiosa isoladas de
peciolos de tabacos inoculados. M. marcador molecular de 1 kb. 1. Branco: rea¢cdo com
agua. 2 a 7. Amostras de col6nias isoladas.
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8.2.5. Confirmacao da expressao do transgene por RT-PCR

Em razéo de resultados prévios obtidos, surgiu a hipdtese de que talvez as plantas
transgénicas nao estivessem superexpressando o gene BiPD, haja vista que o
silenciamento génico pela prépria planta é algo comum em plantas transformadas,
sobretudo as quais utilizam promotor de expressao constitutiva como o 35S (Borém,
1999) e talvez, por esse motivo, nao tivéssemos obtido diferenga entre os tratamentos.
Para verificar essa hip6tese foram realizadas rea¢des de RT-PCR semi-quantitativo. Para
confirmar a qualidade e padronizagdao da quantidade do cDNA, os mesmos foram
amplificados com primers para o gene NtActin que tem expressao constitutiva nas plantas
de tabaco (Tan et al., 2013) e utilizado como controle endégeno. Como demonstrado na
figura 27, todas as amostras apresentaram amplificacao de ~180pb correspondente ao
tamanho esperado para NfActin e com concentragdes similares, comprovando a

qualidade e quantidade do cDNA utilizado nas analises.
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Figura 27. Amplificacao do controle enddgeno NtActin comprovando a qualidade e
quantidade dos cDNAS. 1 a 6. cDNAs de plantas selvagens. 7 a 12. cDNAs de plantas
superexpressando o gene BiPD. 13 a 15. cDNAS de plantas silenciadas para o gene
BiPD. 16. Branco: reagdo com agua. 17. Controle positivo: DNA de planta
superexpressando o gene BiPD. M. Marcador molecular de 1 kb.

Ap6s a confirmagdo da qualidade e padronizacao da quantidade dos cDNAs,
realizou-se a PCR com primers especificos para o gene BiPD. Conforme visualizado na
figura 28, apenas as amostras das plantas superexpressando o gene BiPD apresentaram
amplicon de 73pb, correspondente ao tamanho esperado para um fragmento interno do
gene soyBiPD (acesso AF031241 no GenBank).
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Figura 28. Confirmagao da superexpressao do gene BiPD em plantas transformadas. M.
Marcador molecular de 1 kb. 1 a 6. cDNAs de plantas selvagens. 7 a 12. cDNAs de
plantas superexpressando BiPD. 13 a 15. cDNAS de plantas mutantes para BiPD. 16.
Branco: reagdo com agua. 17. Controle positivo: DNA de planta superexpressando BiPD.

Com os resultados apresentados neste estudo pode-se concluir que o gene BiPD
esta sendo superexpresso nas plantas transgénicas e nao foi capaz de conferir tolerancia
ao patégeno X. fastidiosa. Dessa forma, visando a selecdo de genes promissores para
programas de transgenia em laranja doce para resisténcia a CVC, este gene nao seria
escolhido para este fim. Os resultados desse trabalho comprovam a importancia do uso
de plantas modelo para obtencdo de respostas rapidas a cerca da funcionalidade do
gene, além de proporcionar economia de tempo e recursos financeiros caso o0 mesmo
fosse transformado em citros, uma vez que, seriam necessarios alguns anos de estudo
até verificar a possivel ineficacia do gene em conferir resisténcia a CVC. Essa avaliagao
também serviu como estudo para aplicagdo dos conhecimentos adquiridos em tabaco,
tais como parametros de inoculagao e o uso da escala diagramatica.

8.2.6. Possivel papel do gene soyBiPD em resposta a X. fastidiosa

Como dito anteriormente, o gene soyBiPD codifica uma chaperonina que esta
relacionada com a conformagéo correta de proteinas no reticulo endoplasmatico (RE).
Isso auxilia em casos de estresse abidtico ou bidtico quando ha aumento da produgao de
proteinas no RE, evitando o estresse do RE pela geracao de proteinas mal-formadas e
aglomerados protéicos (Valente et al., 2009). Proteinas de resposta ao estresse, por
exemplo, podem finalmente atuar com sua conformacao correta, resultando na resisténcia
da planta ao estresse. Aléem disso, ha a possibilidade do gene BiP ser induzido por
PAMPs, como resposta a ataque de patogenos (Jelitto-Van Dooren et al., 2009). No caso
de X. fastidiosa, ha a indugdo de estresse hidrico decorrente de sua colonizagdo em
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plantas de citros, o que poderia gerar estresse no RE e consequentemente ser revertido
com a superexpressao de BiPD nas plantas. De acordo com essa hipétese, outros genes
relacionados a estresse hidrico também foram induzidos por X. fastidiosa em C. reticulata
(De Souza et al.,, 2007, 2009), sugerindo uma resposta caracteristica. Entretanto,
resultados da expressao, incidéncia e severidade dos sintomas, assim como populagao
bacteriana apontaram esse gene como ineficaz em conferir resisténcia a X. fastidiosa em
tabaco. Com isso, podemos concluir que BiPD pode ndo estar associado ao
reconhecimento de algum PAMP de X. fastidiosa e, consequentemente, ter uma
participagéo direta no mecanismo de defesa contra esse patégeno. Possivelmente, BiPD
estaria relacionado com o combate ao estresse no RE, e esse efeito seria secundario
devido a presenga do patdgeno, ou seja, a ativagdo do gene BiPD na planta tolerante
seria uma resposta ao estresse causado pela bactéria e ndo uma resposta direta a
presenca do patdogeno. Dessa forma, provavelmente a expressdo do gene BiPD esta
relacionada ao estabelecimento do funcionamento normal do RE, e isso acarretaria em
melhorias secundarias para a planta infectada, mas que nao a tornariam resistente a X.

fastidiosa.

9. Conclusées
- Foi estabelecido e caracterizado o uso de A. thaliana e N. tabacum como plantas modelo
para estudos funcionais visando resisténcia a X. fastidiosa;

- A. thaliana foi caracterizada como hospedeira moderadamente resistente a X. fastidiosa
que coloniza citros, sendo o ecétipo Col-0 selecionado como menos resistente ao
patbgeno;

- Os bioensaios utilizando N. tabacum foram otimizados gerando sintomas em menor
tempo. Respostas quantitativas da doenca também foram caracterizadas, estabelecendo

uma escala diagramatica e correlacionando severidade com populagao bacteriana foliar;

- Como estratégia desenvolvida neste trabalho, o uso de plantas mutantes de A. thaliana
(hospedeiro moderadamente resistente) em conjunto com plantas transgénicas de N.
tabacum (hospedeiro suscetivel) foi capaz de avaliar, num curto periodo de tempo, oito

genes candidatos a conferir tolerancia a X. fastidiosa. Dois destes apresentaram
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resultados promissores, sendo selecionados para transformagao em C. sinensis visando

tolerancia a CVC.

- Também foi comprovada a importancia de plantas modelo para acelerar o
conhecimento a cerca da funcionalidade de genes visando tolerancia 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 proteinas RPS5 e RAP2.2 de A. thaliana e seus
homaélogos em C. reticulata

Proteina RPS5

C. reticulata

1 125 0 i ; 500 ) 625 750 i
—— S ——— N N E———
NB-ARC )

A. thaliana

i 128 50 e Sha E-2|5 750 &89
1
I S | S ————

83



e Query= C. reticulata; Subject = A. thaliana (42% de identidade)

S g |ABEOQ206.11 dizease resistance protein [Arabidopsis thaliana]
Length=88

Score = 585 bits (1533), Expect = 0.0, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 373/87% (42%), Positivez = 5137872 (58%), Gaps = 46/273 (5%)

Query 24 HKAAYTRNLQENVVALETELGELIEAKNDVMARVVNTERGPMMTRLNEVQGWLSGVDAVEL 83
+ +YI NL +N+ +L+ + L + DV+ R+ E RL++VQ WL+ V  ++
Sbjct 25  RGSYIHNLSENLASLQEAMRMLKARQYDVIRRLETEEFTGRQQRLSQVOVWLISVLIIQN 84

Query &4 EADELIRAGEQEIERLCLGGYCSFNWE SSYRFGRQVAKKLEDAGTLMAEGVFEVVAERAEF 143
+ D+L+R E+++LCL G+C5E+ K SY++GE+V L++ +L ++G F+VV+E P
Sbjct B3 QFDDLLESNEVELQRLCLCGFCSKDLELSYRYGERVIMMLEEVESLSSQGFFDVVSELATE 144

Query 144 --—-——————- ESARAVGMOSRLEPVWRCLVEEFVGIVGLYGMGGVGEITLLTHLNNEFLGOR 194
+ V& + LE W L+E+ GI+GLYGMGGVGETITLLT +NNEF +
Sbict 145 FADVDEIFFQPFTIVGREIMLEKAWNRLMEDGSGILGLYGMGGEVGEITLLTEINNKF-SKI 203

Query 155 DFHFDFLIWVVVSEDLOIEKIQEIIGEKEVGFFNDSWMERNLAERAVDIYNVLEEFKKFVLL 254
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4z

{CGEATISGYIFPTVEGRFEKLTAEYLWNPELK——————- R3SHEKYSKPIVDDDFEADFD 53
dCGGATIS +IFF B ++I E++WE+LE + 3SHE+ +DDDFEADF]
MCGEAIISDFIFFP---RSLEVINEFIWFDLENEVEASEERSHERSODFFDLODDFEADFD 57
GFEDDEEESDIDGIVOIVDADIMMADTKPFTFSAGRK -—————————- SHESTAVEHVEQL 102
GFELDD 3 D+ D+ ++KFF F+A K ++ W+ EQA

GFEDD---S3AFDCE---DODOVEVHNVEPEVETATTEFVASAFVSTGIAYAKKTVESAEQR 111

KESTERERENQYRGIRRFWGEWALETRDFTHKGVEVWLGIFNTAEERARRAYDAEARRTIRG 1462
+ES+HBERENQYRGIRQREFRGEWAAETRDP K- B WLGIF+TAEEARRLYDA ARRIRG
EKSSKERERENOYRGIRRFWGEWALETRDFRKGSRENLGIFLTAEEARRAYDARARRIRG 171

KEAKVHNFPDE---TPRARRFKISVERNS-QKSV--FERCLIFVQEPSINQNFNYLNNIDODY 216
EREVHNFE+E + + + 3 KEHN+QESVW P ++ V] ++ Y HNNS +
TEAKVHEPEEKN SV QR SAKTHNNLOKSVAKPNESVILVOQPTHLSQQYCHNIFONS 251

TNV S ILEEKPOV-—-HOYGYMGSFPDDGELGFEKPEVETADDT FVY FHNSDRGESNSFDCSDE 274
+ ++5 +EEKPQ+ NQ+G 5F G G+t YF+3DQGSNSFDCS+F
FGDMSFMEEKPOMYNNQFGLTNSFDAGGHNGY - ———-—————— YFS5DQGESNSFDCSER 280

GRGEQAPKTFEISSVLEAT FEVDE SQFVDAVANEMERLESNSENAVEVQDNNGESLIDEL 334
GW + PFETFEISS+L +E+ FV+ N EELE N3+ S0+L
GWSDHGPKTPEI SSMLVNN---NEASFVEET -NAAKKLKPNSDE---——-—————— SDOL 324

LAF-DNOVEF LEMFYFEGSWEASLDAFLNGDNT QDGGHLMNLWSFODDFESTLEEVY 389

+&+ DN + B+ Ea L2 & TQ+ H + LWS D+ LG+
MAYLONALWDTEFLEV---—- EAMLGADA-GAVIQEEENFVELWSLOEINFMLEGDE 374
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B. Alinhamento entre a proteina BiPD de soja e seu homélogo em C.
reticulata

¢ Query= Glycine max; Subject = C. reticulata (93% de identidade)

Score Expect Method Identities Positives Gaps
1219 bits(3154) 0.0 Compositional matrix adjustl 600/644(93%) 625/644(97%) 2/644(0%)
———

Query 3 ACSRRGNSLVVLAIVLLGCLSALSNAKEEATKLGIVIGIDLGITYSCVGVYENGHVEIIA 62
+ +RR  SL+VLAI+ GCL A+5 AKEEATKLGIVIGIDLGITYSCVGVYENGHVEIIA
Sbjct 4 SWARR--SLIVLAIISFGCLFAISIAKEEATKLGIVIGIDLGITYSCVGVYENGHVEIIA 61

Query 63  NDQGNRITESWVAFTDNERLIGEARKNLAAVNFERTIFLDVERLIGRKFEDKEVQRDMELV 122
H+QGNRITESWVAFTD+ERLIGEARKNLARVNFERT IFDVERLIGREFEDEEVQROMELV
Sbjct 62  NNQGNRITESWVAFTDSERLIGEARKNIAAVNFERTIFLDVERLIGRKFEDKEVQRDMELV 121

Query 123 PYKIVSKDGKEYIQVEIKDGEVEVFSPEEISAMILTEMEETAEAFLGKTIKDAVVIVEAY 182
FYKIV+EDGEPYIQVKIKDGE EVFSPEEISAMILTEMKETAEAFLGE I DAVVIVEAY
Sbjct 122 PYKIVNEDGKEYIQVEIKDGETKVFSPEEISAMILTEMEETAEAFLGKKINDAVVIVEAY 181

Query 183 FNDAQRQATKDAGVIAGLNVARIINEPTAAATAYGLDEKKGGEENILVFDLGGGTFDVSIL 242
FHDAQRQATKDAGVIAGLNVARI INEFTARATAYGLDKKGGEKNI LVFDLGGETFOVSIL
Sbjct 182 FHDAQRQATKDAGVIAGLNVARIINEPTAAATAYGLDEKGGEENILVFDLGGGTIFOVSIL 241

Query 243 TIDNGVFEVLATINGDTHLGGEDFDQRIMEYFIKLIKKKHGKDISKDNRALGKLRRERERA 302
TIDNGVFEVLATNGDTHLGGEDF QRIMEYFIKLIKKKHGEDISKDNRALGKLRRELERA
Sbjct 242 TIDNGVFEVLAINGDTHLGGEDFGQRIMEYFIKLIKKKHGKDISKDNRALGKLRREAERA 301

Query 303 KRSL3SQHQVEVEIESLFDGIDFSEFLTRARFEELNNDLFREKTMGEFVEERMDDAGLOENQ 362
KR+L55QHQVEVEIESLFDG DFSEFLTRARFEELNNDLFRETMGEVEEAM+DAGLOK+D
Sbjct 302 KRALSSQHOVEVEIESLFDGVDFSEFLTRARFEELNNDLFREKTMGFVEERMEDAGLQKSQ 36l

Query 363 IDEIVLVGGSTRIFKVQQLLEKDYFDGKEPSKGVNPDEAVAYGAAVQGGILSGEGGDETKD 422
IDEIVLVGGSTRIPKVQQLLKDYFDGKEP+KGVNFDEAVAYGARAV] GILSGEGG+ETKD
Sbjct 362 IDEIVLVGGSTRIFKVQQLLEDYFDGKEFNKGVNEDEAVAYGAAVQEGILSGEGGEETKED 421

Query 423 ILLLDVAFLILGIETVGGVMIKFIPRNIVIFTKKESQVFITYQDQQITVSIQVFEGERSLT 482
ILLLOVAPLTLGIETVGGVMIK IFRNIVIFTEESQVFITYQDQOITVSIQVFEGERSLT
Sbject 422 ILLLDVAFLILGIETVGGVMIKLIPRNIVIFTEESQVFITYQDQQITVSIQVFEGERSLT 481

Query 483 KDCRNLGKFDLIGIFFAPRGIPQIEVIFEVDANGILNVEAEDKGIGKAEKITITNDEGRL 542
KDCR LGEFDL+GIFPAFRGI QIEVIFEVDANGILNVEAEDKGIGK+EKITITN+KGRL
Sbjct 482 KDCRLLGKFDLSGIFFAPRGTAQIEVIFEVDANGILNVEAEDKGIGKSEKITITNEKGRL 541

Query 543 SQEEIERMVREAEEFAEEDKKVEEKIDARNALETYVYNMENQINDEDKLADKLESDEKEK 602
SQEEIERMVEE ++FAEE+KKVEE+IDARN+LETYVYNMENQ++DEDKLADKLESDEKEE
Sbjct 542 SQEEIERMVREEKDFAEEEKKVEERIDARNSLETYVYNMENQVSDEDKLADKLESDEKEK 4601

Query 603 IETATKEALEWLDDNQSAEKEDYDEKLKEVEAVCHNPIITAVYQR 6446

IETA KEALEWLDDNQS EKEDY+EKLKEVEAVCNPII+AVYQR
Sbjct 602 IETAVEEALEWLDDNQSMEKEDYEEKLEKEVEAVCNPIISAVYQR 645

86



C. Distribuicao da severidade nas folhas amostradas

Severidade real (%)
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D. Aprovacao da CIBio responsavel

Formulario de Proposta de Projeto a Comisséo de Biosseguranca (CIBio)

Titulo do Projeto de Pesquisa: Uso de Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana como plantaq
modelo para estudo funcional de genes associados a resisténcia a clorose variegada dos citros
Data prevista de inicio: 01/03/2012 _[_pgta prevista de conclusdo: 28/02/2014
Pesquisador Principal: Dra. Alessandra Alves de Souza

Endereco: Rod. Anhanguera km 158 cep 13490970 Cordeirépolis-SP

e-mail: alessandra@centrodecitricultura.br [ Telefone residencial: 19-35464912

Material genético incluido no OGM:

Gene de resisténcia a espectinomicina/estreptomicina, gene de resisténcia a canamicina
contendo promotor 35S e terminador 35S; gene repérter GUS contendo promotor Ubiquitina de
Helianthus annuus e terminador NOS; gene de interesse contendo promotor FMV e terminador

0Cs

Genes de interesse: genes de C. reticulata homdlogos a rps5 e rap2.2 de A. thaliana

Vetor: vetor comercial (empresa DNA Cloning Service) de nome p9i-Ubi-Gusi contendo origem
de replicagdo pVS1-ORI, gene de resisténcia a espectinomicina/estreptomicina, gene de
resisténcia a canamicina e gene repdrter GUS.

Classificacao do OGM:

Classe 1 X] Classe 2 |:|

l

Classificacdo do Nivel de Biosseguranga do Laboratoério
NB-1 NB -2 NB-3 NB—AD

Resumo do Projeto
A citricultura brasileira representa um setor comercial muito rico, responsdvel pela lideranga
mundial no mercado de suco concentrado congelado e ndo concentrado. Além destes produtos o
Brasil ainda exporta subprodutos da laranja (pectina, dleo, ragdo), o que no total corresponde a um
faturamento de 1,5 bilhdes anuais. Apesar disso a produtividade brasileira é baixa, sobretudo em
razdo da incidéncia de pragas e doengas. Dentre essas doengas, a Clorose Variegada do Citros
(CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa é uma das que mais prejudicam o setor. Os prejuizos
causados pela doencga sdo estimados em 122 milhdoes de ddlares anuais, uma vez que a doenga
afeta todas as variedades de laranja doce diminuindo a produgdo de suco concentrado, principal
produto exportado. A doenga se caracteriza pela redugdao no tamanho dos frutos em fungdao da
colonizagdao da bactéria no xilema da planta, bloqueando o transporte de dgua e nutrientes para
parte aérea. Os programas de melhoramento genético de citros ainda sdo um desafio em virtude da
baixissima variabilidade genética e do grande avango de pragas e doencgas. Dessa forma ha uma
grande necessidade de ampliagdo das bases genéticas e o uso de ferramentas de biotecnologia vém
ao encontro dessa necessidade. Uma dessas ferramentas é a transferéncia de genes de qualquer
organismo de modo a obter uma caracteristica desejada em outro organismo, estratégia comumente
chamada transgénia. Estudos realizados pela nossa equipe demostraram que variedades de
tangerina sado resistentes a X. fastidiosa, ou seja, ndo apresentaram sintomas tipicos da doenga,
além de possivel redugdo da populagdo bacteriana na planta. Também foi verificado pelo nosso
grupo que alguns genes superexpressos durante a infecgdo podem ser responsaveis pela resisténcia
a X. fastidiosa e consequentemente o controle da CVC. Em paralelo a isso, algumas chaperonas
conhecidas como Heat shock proteins (Hsps) sdo conhecidas por estarem relacionadas a resisténcia
a diferentes estresses. Recentemente, a superexpressdo de uma chaperona codificada pelo gene
BiPD de soja conferiu resisténcia a estresse hidrico em plantas de Nicotiana tabacum. Uma vez que
X. fastidiosa induz estresse hidrico na planta e sabe-se que genes BiP respondem também a
elicitores da resposta planta-patdgeno, este gene também poderia ser (til no controle da CVC. Com
isso, a transferéncia de todos esses genes para citros seria uma excelente estratégia, ndo fossem as
dificuldades encontradas na transformacdo. Tais dificuldades como escapes, enraizamento, enxertia,
longo ciclo da cultura e muitas variagdes de resposta entre variedades contribuem para a procura de
alternativas como plantas modelo. Nicotiana tabacum e Arabidopsis thaliana sdo plantas modelo
muito interessantes para transformagdo genética, pois possuem protocolos simples, ciclo de vida
curto e grande producdo de sementes. Além disso, sabe-se que N. tabacum é hospedeiro de X.
fastidiosa e Candidatus Liberibacter, bactéria causadora do Huanglongbing. Ainda foi reportado
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recentemente que A. thaliana é hospedeira para X. fastidiosa. Desta forma, este trabalho tem por |

objetivo a utilizagdo de plantas modelos como N. tabacum e A. thaliana para o estudo funcional de
genes de citros associados a resisténcia a X, fastidiosa.

Objetivo do Projeto

A utilizagdo de plantas modelos como N. tabacum e A. thaliana para o estudo funcional de genes de
citros associados a resisténcia a X, fastidiosa.

O trabalho em contengao objetiva a liberagdo posterior para o meio ambiente?
Sim D Nao g

Equipe (nome, fungdo - incluir pesquisadores e equipes de apoio)
Dra. Alessandra Alves de Souza — Pesquisadora

Willian Eduardo Lino Pereira — Mestrando

Luis Fernando Carvalho Silva — técnico de nivel superior

Assinatura do presidente da CIBio: Wi g & \1
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Termo de Responsabilidade

Projeto: Uso de Nicotiana tabacum e

. Arabidopsi 1
funcional de genes associados 3 resis psis thaliana como plantas modelo para estudo

téncia a clorose variegada dos citros

Eu, Alessandra Alves de S i
’ ouza, : ”
qub: pesquisadora responsével pelo projeto, asseguro a CIBio do IAC

1. AR o ;
Conheco a Legislacdo Brasileira (descrita no site http://www.ctnbio.gov.br) pertinente ao

trabalho i i
e com os_ (?Gl\_/ls envolvidos no presente projeto e concordo com as suas exigéncias
rante toda a vigéncia deste, inclusive eventuais prorrogagoes.

2. Toqa a equipe participante do projeto tem ciéncia da legislagdo (Instrugdes Normativas da
CTNBio), sendo competente para executar o projeto dentro dos preceitos da legislagdo.

3. Fornecerei a CIBio do IAC um relatério anual das atividades em andamento do projeto

referido acima, que subsidiard o relatério anual da CIBio. Este relatério devera ser enviado
atendendo a data determinada pela CiBio.

Declaro que todas as informagdes contidas neste documento sdo verdadeiras e estou ciente de

que o ndo cumprimento da legislagdo relativa aos trabalhos com OGM sdo de minha total
responsabilidade, estando sujeito as puni¢des previstas na lei.

Data: 01/03/2012

Assinatura do Pesquisador Principal: 4%}»*\“1\»(;‘/\;_ A‘&M OL \;,_\,,\<—-

Diretor do Centro de Pesquisa: /é . e cAr—

Observacgoes ClIBio:

Data: O‘JO}J \< A @( >{
Assinatura do membro da CIBio de sua unidade: ) .

Data: 0'] Oi/ | 2
Assinatura do Presidente da CIBio: \{\/L‘ O( : B l
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