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Resumo

A produgdo do suco de laranja concentrado ¢ uma das commodities mais importantes
para o agronegdcio brasileiro, entretanto, os constantes problemas fitossanitarios que afetam a
citricultura vem aumentando os custos de produgdo e consequentemente a rentabilidade
econdmica deste setor. E urgente a busca por alternativas para solucionar os problemas
fitossanitarios da citricultura, nesse sentido, a utilizagdo de transgenia mostra-se uma ferramenta
promissora, pois possibilita a obtengdo de plantas com genes exdgenos que conferem resisténcia
a doengas. Uma das doengas que afetam a citricultura brasileira é a clorose variegada dos citros
(CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa, onde todas as variedades de Citrus sinensis
mostram-se suscetiveis a doenca. Uma estratégia que vem sendo utilizada para resisténcia a X.
fastidiosa que afeta a cultura de uva na Califérnia-EUA envolve a chamada “confusdo do
patogeno” onde utiliza-se genes do proprio patdogeno visando a alteragdo da sinalizagdo
molecular entre as células bacterianas, interferindo em sua patogenicidade. Neste trabalho foram
abordadas as transformag¢des de Nicotiana tabacum e Citrus sinensis com o gene rpfF de X
fastidiosa causadora da CVC, envolvido na sintese de uma molécula sinalizadora que regula a

expressao de genes associados a patogenicidade dessa bactéria.

Eventos dos cultivares de laranja doce Hamlin e Pineapple transformados com rpfF foram
desafiados com X. fastidiosa e, ap6s avaliagdes nas fases inicial e avancada de sintomas, foi
observada uma redugdo na incidéncia e na severidade de sintomas de CVC. A movimentagdo
bacteriana ao longo de tais plantas também foi comprometida, sendo que a populagdo bacteriana
em pontos distantes do ponto de inoculagdo foi maior em plantas do tipo selvagem quando
comparadas as transgénicas. Esses resultados sugerem que as moléculas produzidas pelas plantas
transgénicas foram capazes de alterar o comportamento da bactéria, reduzindo sua
patogenicidade. Outro fitopatdgeno que ataca pomares brasileiros ¢ Xanthomonas citri subsp.
citri, que também apresenta o gene rpfF, e assim como em X. fastidiosa, ¢ responsavel pela
sinalizagdo molecular. Eventos transgénicos de Carrizo e Pineapple também foram desafiados
com X. citri. Nesse patogeno, a interrup¢do da sinalizagdo mediada por DSF, Diffusible Signal
Factor - uma molécula de acido graxo, reduz sua viruléncia, e interessantemente, sintomas de
cancro citrico foram reduzidos nas plantas transgénicas. Em folhas transgénicas ndo foi

observado o aparecimento de pustulas, e biofilmes formados na area da inoculagdo foram
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alterados. Genes modulados por DSF em bactérias isoladas de plantas transgénicas foram
reprimidos, sugerindo que a sinalizacdo foi comprometida. Por fim, seiva das plantas
transgénicas nao ativou a expressdo do promotor engAd::GFP em Xanthomonas campestris
biosensoras, indicando que a molécula produzida por essas plantas foi capaz de alterar a
sinalizag@o. Por outro lado, a seiva das plantas transgénicas ativou a expressdo do hxfA4::PhoA
em X fastidiosa biosensoras, indicando a funcionalidade dessa molécula para esse fitopatdgeno.
Portanto, em ensaios com X. citri, o DSF das plantas transgénicas atuou como antagonista,
diminuindo a viruléncia da bactéria através da alteracdo da sinalizagdo molecular. Esses
resultados mostram que as moléculas sinalizadoras produzidas por plantas transformadas com

rpfF de X. fastidiosa sdo promissoras na tentativa de controle de CVC e cancro citrico.
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Abstract

The production of concentrate orange juice is one of the most important commodities for
Brazilian agribusiness, however, the constant phytosanitary problems affecting the citrus
industry is increasing production costs and consequently the economic profitability of this sector.
It is urgent to search for alternatives to solve citrus phytosanitary problems, in this sense, the use
of transgenesis shows a promising tool because it enables the production of plants with
exogenous genes that confer resistance to diseases. One of the diseases that affect Brazilian
citrus industry is the citrus variegated chlorosis (CVC), caused by the bacterium Xylella
fastidiosa, where all varieties of Citrus sinensis are susceptible to this disease. One strategy that
has been used for X. fastidiosa resistance that affects grape cultures in California-USA involves
the so-called "pathogen confusion" that is related to the usage of genes of the pathogen itself
aiming to change the molecular signaling between bacterial cells by interfering in its
pathogenicity. In this work we will discuss the transformation of Nicotiana tabacum and Citrus
sinensis with the rpfF gene isolated from X fastidiosa causing the CVC, involved in the
synthesis of a signaling molecule that regulates the expression of genes associated with

pathogenicity of these bacteria.

Transgenic events of Hamlin and Pineapple transformed with 7pfF’ were inoculated with
X fastidiosa and after evaluations in early and advanced stages of symptoms, a reduction was
observed in the incidence and severity of symptoms of CVC. Bacterial movement along these
plants was also impaired, and the bacterial population analyzed far from the point of inoculation
was higher in wild type plants compared to transgenic ones. These results suggest that the
molecules produced by the transgenic plants were able to change the behavior of the bacteria,
reducing its pathogenicity. Another pathogen that attacks Brazilian orchards is Xanthomonas
citri subsp. citri, which also features rpfF’ gene, and as in X fastidiosa is responsible for
molecular signaling. Transformed plants of Carrizo and Pineapple were also challenged with X.
citri. In this pathogen, the interruption of DSF-mediated signaling reduces its virulence, and
interestingly, citrus canker symptoms were reduced in transgenic plants. In transgenic leaves
there was no pustules development and alterations in biofilms formed in the area of inoculation
were observed. Genes modulated by DSF in bacteria isolated from transgenic plants were

repressed, suggesting that signaling was compromised. Finally, sap of transgenic plants did not



activate the expression of the promoter engA::GFP in Xanthomonas campestris biosensors,
indicating that the molecule produced by these plants was able to change the signaling. On the
other hand, the sap of transgenic plants activated the expression of /xfA4::PhoA in X fastidiosa
biosensors, indicating the functionality of this molecule for this pathogen. Therefore, in assays
with X citri, the DSF of transgenic plants acted as antagonist, decreasing the virulence of the
bacteria by changing the molecular signaling. These results show that the signaling molecules
produced by plants transformed with rpfF of X. fastidiosa are promising in the attempt to control

CVC and citrus canker.
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Capitulo 1

1. Introducio Geral
1.1 A Xylella fastidiosa e a Clorose Variegada dos Citros

Seria possivel imaginar a economia brasileira sem o setor citricola? Certamente ndo. A
citricultura, principalmente a paulista, ¢ um segmento economico extrematemte forte no nosso
pais. No ano de 2012 o Brasil foi lider nas exportacdes mundiais de suco de laranja, sendo o
responsavel por 60% da producdo mundial (USDA, 2012). As exportagdes do produto
apresentaram alta no ano de 2013, sendo que em Agosto o setor ja havia embarcado 155,1 mil
toneladas de suco de laranja. Nesse mesmo més, foram embarcadas diariamente 9,1 mil
toneladas de suco, volume 40,3% maior do que o embarcado no mesmo periodo em 2012.
Entretanto o valor da tonelada do suco de laranja apresentou queda de 17,5% em relagdo aos
pregos pagos em 2012 (dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior). De acordo com estimativas da Camara Setorial de Citricultura, é possivel que a safra
de 2014 seja de 308 milhdes de caixas, valor que supera em trés vezes a colheita do maior
concorrente de mercado — a Florida (EUA). Esse montante, se confirmado, sera capaz de gerar
R$120 milhdes em negocios. Embora paregam altos, esses numeros refletem um setor
competitivo que enfrenta uma grave crise econdmica.

O estado de S@o Paulo ¢ o maior produtor nacional de citros, mas seu parque citricola
vem diminuindo nos ultimos trés anos, e a projecdo para 2015 ¢ de continua queda. A area
plantada em 2012 era aproximadamente 600 mil hectares, com 173 milhdes de arvores
produtoras. Entretanto para 2015 estima-se a area plantada seja menor que 520 mil hectares, com
redugdo para 155 milhdes arvores produtoras (USDA, 2013). Dentre os fatores que contribuem
para o encolhimento do setor estdo problemas fitossanitarios que a cultura vem sofrendo, os
quais aumentam os gastos com manejo das diferentes doengas elevando o custo da produgdo dos
frutos. Atualmente o Greening é o problema de maior destaque, entretando, a Clorose Varigada
dos Citros (CVC) ainda ¢ uma realidade nos pomares. Segundo dados do Fundecitrus
(http://www.fundecitrus.com.br/levantamentos/cvc/9), no ano de 2012, aproximadamente 60%
dos talhdes da regido norte do estado de Sado Paulo apresentavam incidéncia de CVC, e em 50%

dos talhdes das regides centro, nordeste e leste a doenga também estava presente. Atualmente o
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numero de novas plantas infectadas vem diminuindo devido ao cumprimento de uma lei que
determina a produgdo de mudas de citros em condigdes de telado, elaborada em 2003 (Carvalho,
S. A. 2003), e outras formas de manejo da doenga.

A CVC foi inicialmente detectada em plantas de laranja doce nas regides norte e noroeste
do estado de Sao Paulo em 1987 (Rossetti et al., 1990), associada a bactéria Xylella fastidiosa,
que cresce limitada a vasos do xilema das plantas, e confirmada apds a conclusdo do postulado
de Koch (Chang et al. 1993; Lee et al. 1993). Essa bactéria foi reclassificada como X. fastidiosa
subsp. pauca (Schaad et al., 2004). Sua transmissao entre plantas de citros ocorre principalmente
por insetos vetores denominados cigarrinhas que se alimentam do conteudo do xilema (Krugner
et al., 2000, Yamamoto et al., 2002). Quatro espécies de cigarrinhas sdo consideradas as mais
importantes na transmissao da bactéria por serem mais frequentemente encontradas em pomares
no estado de Sao Paulo, Acrogonia citrina, Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus
costalimai, e Oncometopia facialis (Lopes et al., 2013).

Sintomas de CVC podem ser vistos na planta como um todo. Em folhas mais velhas, os
sintomas se apresentam como manchas clordticas irregulares na face adaxial da folha
correspondidas na, face abaxial, por pontos necroticos. Sintomas similares a deficiéncia de ferro
e zinco podem ser vistos nas folhas afetadas, e murcha no caso das folhas mias jovens como um
resultado de estresse, hidrico também podem ser vistos (Machado ef al., 1994, De Souza et al.,
2009). Embora sintomas foliares sejam evidentes, perdas de producdo devido a doenga sdo
reflexo de sintomas nos frutos: ha uma diminui¢do drastica de tamanho que inviabiliza
comercialmente laranjas produzidas em arvores afetadas.

Sintomas de CVC em plantas de laranja doce sdo causados, principalmente, pelo bloqueio
de vasos do xilema como resultado do crescimento da bactéria (Hopkins et al., 2002). Entretanto,
bloqueio de vasos ndo parece ser a unica causa de sintomas, que podem ser resultado de
alteragdes na taxa fotossintética da planta, ou ainda secreg@o de toxinas pela bactéria (Ribeiro et
al., 2003). Estudos envolvendo modelos de interacdo da bactéria com o hospedeiro e possiveis
caracteristicas de patogenicidade de X. fastidiosa apresentaram um salto apds o sequenciamentro
do genoma desse fitopatdgeno por cientistas brasileiros. Nesse trabalho, diferentemente do que
era observado por fitopatdgenos classicos, o genoma da bactéria revelou auséncia de genes
pertencentes ao sistema de secre¢do do tipo III e auséncia de genes avr, indicando que a

patogenicidade de X. fastidiosa ndo obedecia o reconhecimento de uma proteina de aviruléncia.



Por outro lado, a presenca de genes envolvidos com captagdo de ferro, produgdo de
exopolissacarideos, toxinas e varios genes responsaveis por adesdo sugeriam que a
patogenicidade de X. fastidiosa era devido a um conjunto de fatores (Simpson ef al., 2000). A
associacdo entre presenca de sintomas nas plantas, presengca de vasos de xilema altamente
colonizados pela bactéria e abundante presenca de genes que codificam proteinas de adesdo fez
com que o crescimento em biofilme dessa bactéria fosse posteriormente mais estudado. Além
disso, essa caracteristica de bloquear os vasos ndo ¢ exclusiva de estirpes que infectam citros,
mas também ja foi relatada para estirpes que infectam outras culturas como uva, café, ameixa e

carvalho (Hopkins e Purcell, 2002, Hartman ef al., 1991, Alves, 2003).

1.2 Mecanismos de patogenicidade de X. fastidiosa

Até o momento nenhum estudo atribuiu a patogenicidade de X. fastidiosa a apenas um
fator. Diferentes trabalhos demostram que a patogenicidade da bactéria estd associada a
diferentes caracteristicas. Uma delas ¢ a produg@o de exopolissacarideos (EPS) pela bactéria, ¢ a
formacdo de uma matriz extracelular, que foram detectados obstruindo alguns vasos de videiras
infectadas pela estirpe Temecula de X. fastidiosa (Roper et al., 2007). Outro fator que pode estar
relacionado com a patogenicidade de X. fastidiosa ¢ a presenga de enzimas que degradam parede
celular. Em videiras, por exemplo, ja foi reportado que a atividade de poligalactuoronase e endo-
1,4-b-glucanase, duas enzimas produzidas pela estirpe Temecula de X fastidiosa, estd
intimamente relacionada com a abertura de poros maiores no xilema de videiras, o que
consequentemente facilita o movimento da bactéria pelos vasos, sendo um agravante para
sintomas de Pierce Disease (Pérez-Donoso ef al., 2010). Além disso, poligalacturonase ja foi
relatada como sendo essencial para patogenicidade e movimento de X. fastidiosa em videiras,
uma vez que a 30 cm acima do ponto de inoculagdo a recuperagdo de bactérias mutadas para o
gene pglA, responsavel por codificar uma poligalacturonase, foi em média 60% menor do que
em plantas inoculadas com bactérias do tipo selvagem. Essa movimentagao reduzida tem relagao
com a incapacidade apresentada pela bactéria mutada em degradar pit membranas, e reduzir a
degradacdo dessas membranas também teria relagdo com a nutri¢do da bactéria nos vasos do
xilema, ja que o produto da degradacdo poderia servir como fonte de carbono para a bactéria

(Roper et al., 2007).



Embora ambos os trabalhos ressaltem a importancia da atividade das enzimas na
degradag¢do da parede do xilema, e suas implicagdes na sintomatologia das plantas, ambos
também discutem movimento como caracteristica de patogenicidade. Na verdade, movimentar-se
no interior do xilema também parece ser fator chave para o desenvolvimento de sintomas
causados por X. fastidiosa. Isso foi demonstrado através da mutagdo de genes de antiviruléncia
na estirpe Temecula de X fastidiosa, sendo que um deles, o AxfA, que codifica uma
hemaglutinina que atua na adesdo intercelular, demonstrou ser responsavel por regular a
capacidade de movimentagao da bactéria pelos vasos do xilema. A mutagdo do gene /AxfA levou
a um aumento da colonizagdo dos vasos do xilema de videiras, espalhamento mais rapido da
bactéria pela planta e aumento da severidade de sintomas da doenga de Pierce (Guilhabert and
Kirkpatrick 2005).

Além de movimento na planta, outra caracteristica fundamental para o desenvolvimento
de sintomas em infec¢des causadas por X. fastidiosa ¢ a colonizag@o do xilema. Nesse sentido,
observacgdes acerca do crescimento da bactéria no interior dos vasos do xilema concordam,
independentemente do hospedeiro, que a bactéria forma agregados celulares capazes de causar a
oclusdo parcial ou completa de vasos (Hopkins 1989, Newman et al., 2003, De Souza et al.,
2003). A agregagdo celular nesse processo de colonizagdo parece ser primordial para o
desenvolvimento de sintomas causados por X fastidiosa em videiras. Bactérias que
apresentavam muta¢des em genes relacionados a adesdo célula a célula, bem como a ades@o
bacteriana em superficies demonstraram reduzida capacidade de causar sintomas da doenga de
Pierce mesmo apos 98 dias de inoculagdo (Feil ef al., 2007). Esses mutantes apresentaram menor
capacidade de adesdo celular e formagao de agregados in vitro, por esse motivo, a colonizac¢do de
vasos do xilema pode ter sido prejudicada, refletindo na reducdo de sintomas apds a inoculagao
in planta (Feil et al., 2007). A extensao de vasos colonizados bem como o tamanho das colonias
de X fastidiosa determinam a sintomatologia em videiras, onde foi demonstrado que folhas
sintomaticas apresentavam 20 vezes mais vasos bloqueados por grandes agregados celulares do
que folhas assintomaticas. Além disso, o numero de vasos colonizados em folhas sintomaticas
também era maior (Newman et al., 2003).

A formacdo de agregados celulares ndo ¢ somente especifica da doenca de Pierce em
videiras, esses agregados ja foram vistos também em citros e, assim como densidade da

populacdo bacteriana, estdo relacionados aos sintomas de CVC (De Souza ef al., 2003). Outra



caracteristica associada a doenga em citros é a formacéo de biofilme, condi¢do de crescimento na
qual a bactéria € capaz de ativar genes que codificam fatores de viruléncia, proteinas de adesao e
adaptagdo, permitindo a colonizagdo de plantas e desenvolvimento de sintomas (De Souza et al.,
2003, De Souza et al., 2004). A patogenicidade de X. fastidiosa esta intimamente associada a
formagdo de biofilme, assim como o desenvolvimento de uma populagdo apos inoculagdo em
plantas de laranja doce e vinca. Por outro lado, bactérias que perderam a capacidade de formar
biofilme apds sucessivas repicagens in vitro, ndo foram capazes de colonizar tais plantas,
havendo ainda declineo da popula¢do apds 180 dias de infecg¢do (De Souza et al., 2003).

As fases da formagdo do biofilme pela estirpe 9a5c de X fastidiosa foram bem
caracterizadas, sendo que o tempo de desenvolvimento desde a fase de adesdo inicial até a fase
de dispersdo celular é em torno de 30 dias (De Souza et al., 2004). A fase de alta densidade
populacional da formagdo do biofilme, apresenta diferencas no perfil de expressdo genética
quando comparado a células na condi¢do de crescimento livre, ou planctonico. Na fase de alta
densidade populacional foi observada a indugdo da expressdo de 202 genes, dentre eles pili e
proteinas envolvidas na adesao da bactéria aos vasos do xilema (De Souza et al., 2004).

Foi observado in vitro que desde a fase de adesdo inicial até a fase de dispersdo celular
ocorre a participagdo proteinas de adesdo fimbriais e ndo fimbriais, que de acordo com o tempo
em que foram detectadas, sugerem que a formagdo do biofilme depende de adesdo das células a
superficie, bem como adesdo célula-célula. A detec¢do dessas proteinas também em cortes de
peciolos de plantas infectadas, sugere que o processo de adesdo ndo € restrito apenas ao
desenvolvimento do biofilme in vitro (Caserta et al., 2010). Diferencas temporais na detecgdo de
proteinas durante a formagdo do biofilme corroboram resultados anteriores onde foi observado
que a expressdo de alguns genes relacionados a adesdo foram diferencialmente expressos de
acordo com o tempo de desenvolvimento do biofilme, demonstrando que esse ¢ um processo
dindmico onde a densidade populacional determina perfis de expressdo génica (De Souza et al.,
2005). A relagdo entre expressdo de genes que codificam diferentes proteinas durante o
crescimento bacteriano e sua colonizagdo no hospedeiro ja foi discutida, demonstrando que essa
regulacdo da expressdo de proteinas nas diferentes fases do biofilme bacteriano alterna fases de
colonizagdo dos vasos do xilema e fases de maior probabilidade de aquisi¢do da bactéria pelo

inseto vetor (Chatterjee et al., 2008). A Figura 1 demonstra a dindmica da expressdo de



diferentes proteinas ao longo das fases de coloniza¢do do hospedeiro e aquisi¢do da bactéria pelo

inseto vetor.

Fase de colonizagdo da planta Fase de aquisicdo pelo inseto
Colonizacdo extensiva de vasos Alguns vasos com alto nimero de células
Baixo numero de células na Sintomas da doenca podem estar presentes
maioria dos vasos & i H

= - Multiplicagdo celular em vasos altamente
Sinftomas podem ndo estar presentes colonizados diminui

Abundancia de DSF

Expressdo de adesinas
Adesividade a superficies

Pili tipo IV
Movimento por twitching

Expressdo de Pgl e Eng
Degradacdo de pit membranas

Produgdo de goma

Figura 1: Modelo conceitual ilustrando que a colonizagdo da planta pela bactéria e sua
transmissao por vetores sao processos mutualmente controlados em grande parte pela extensao

de vasos colonizados. (Adaptado de Chaterjee et al., 2008).

1.3 Resisténcia de Citrus reticulata a CVC

Embora a CVC seja um problema fitossanitario preocupante em pomares brasileiros, nem
todas as plantas do género sao afetadas pela doenga. Tangerinas e hibridos com laranja doce sdo
tolerantes ou resistentes a X. fastidiosa e o mapeamento genético desses hibridos mostrou que a
heranga genética relacionada a resisténcia é bastante complexa (Oliveira et al., 2005). Ja foi
demonstrado que até oito semanas apds inoculagdo de X. fastidiosa foi possivel detectar a

bactéria por PCR em plantas de “Ponkan™ (C. reticulata), entretanto, nao foi possivel o seu



isolamento. Por outro lado, em plantas de “Péra” (C. sinensis) foi possivel detectar e isolar a
bactéria nesse mesmo periodo de tempo. Os autores sugerem que a bactéria possa ter um breve
periodo de sobrevivéncia dentro de plantas de “Ponkan” planta mas ndo ¢ capaz de se
desenvolver (De Souza ef al., 2007).

Em plantas de “Ponkan” infectadas por X fastidiosa foram identificados 81 genes
superexpressos relacionados a diferentes categorias. Dentre aqueles relacionados ao metabolismo
celular foram identificados principalmente genes envolvidos com a fotossintese. O recrutamento
de genes associados ao aparato fotossintético em Ponkans pode estar relacionado a auséncia de
clorose observada nessa espécie mesmo apds infec¢do, tornando a planta capaz de manter a
funcdo fotossintética em niveis adequados (De Souza et al., 2007), tal fato ndo ocorreu na
espécie suscetivel, C. sinensis, onde alteragdes na fotossintese ocorreram mesmo antes do
aparecimento dos sintomas (Ribeiro ef al., 2003). Essas altera¢cdes podem estar relacionadas a
repressdo de genes envolvidos na fotossintese em plantas de Péra infectadas com X. fastidiosa,
apresentando ou ndo sintomas da doenga apos 6 meses de inoculagdo (De Souza ef al., 2007a).

A categoria de genes superexpressos mais significativa foi a de resgate celular, defesa e
viruléncia. O fato de genes relacionados a defesa estarem superexpressos na condi¢do de
infecgdo sugere que a sua ativacio esteja relacionada a resisténcia contra X. fastidiosa (De Souza
et al., 2007). Genes envolvidos com percepcgdo de padrdes moleculares de microrganismos
(PAMPs), sintese de acido jasmonico, sinalizagdo mediada por acido salicilico, prote¢do contra
stress oxidativo e chaperonas foram alguns dos genes envolvidos nessa categoria (De Souza et
al., 2007). A identificacdo da suprexepressdo de um CC-NBS-LRR (De Souza et al., 2007), um
receptor citoplasmatico envolvido no reconhecimento de uma AvrRpt2 na interag@o incompativel
entre Pseudomonas syringae ¢ Arabidopsis thaliana (Coaker et al., 2005), sugere que tangerina
pode estar reconhecendo algum padrdo molecular da bactéria (De Souza et al., 2007), j& que no
genoma da X. fastidiosa ndo foram identificados genes relacionados a proteinas Avr (Simpson et
al., 2000). Esse conjunto de genes sugere que a defesa de C. reficulata contra X. fastidiosa
envolve tragos de resposta ndo — hospedeira, através de reconhecimento de elicitores nao
especificos (Ingle et al., 2006), e diferentes vias de defesa foram ativadas, agindo de maneira
sinergistica (De Souza et al., 2007).

Estudos demonstraram que o reconhecimento do patdégeno pela planta ocorreu logo apds

1 dia de infecgdo por X. fastidiosa em C. reticulata, uma vez que através de analises de RNA-seq



foi visto a superexpressdo de um gene similar a uma proteina kinase do tipo LRR-RLK de
Arabidopsis thaliana envolvida no reconhecimento de EF-Tu e flagelina (Rodrigues et al.,
2013). Esse resultado sugere que a planta foi capaz de reconhecer algum padrdo molecular da
bactéria e pode estar ativando respostas de defesa logo nas primeiras horas apo6s a infecgdo
(Rodrigues et al., 2013). Outro gene encontrado superexpresso nessa condi¢do avaliada foi o
RLP12, receptor like protein 12, que também codifica uma proteina de reconhecimento e reforca
a hipdtese de reconhecimento de algum padrdo molecular pela planta (Rodrigues ef al., 2013). O
gene CC-NBS-LRR anteriormente encontrado por De Souza et al, 2007 também foi
superexpresso apos 1 dia de inoculagdo, sugerindo que a proteina codificada por ele pode estar
envolvida na percep¢do de algum padrdo molecular associado a degradacdo de parede
(Rodrigues et al., 2013). Padrdoes moleculares associados a degradagdo de parede celular sdo
reconhecidos por receptores citosolicos (Boller ¢ Georg 2009) e a colonizagdo por X. fastidiosa
envolve a producdo enzimas como endoglucanases e celulases, envolvidas na degradacdo da
parede do xilema (Simpson et al., 2000).

Além dos genes de defesa superexpressos demonstrados acima, e o possivel
envolvimento das vias do acido salicilico e do acido jasmonico atuando de maneira sinergistica,
foi demonstrado que em tangerinas pode haver ainda a participagdo de hormdnios, incluindo

acido indol acético, na defesa contra X. fastidiosa (Rodrigues et al., 2013).

1.4 Obtencao de plantas transgénicas visando o combate a patégenos

Talvez uma das maiores dificuldades encontradas na agricultura seja o combate a
patogenos. O ataque de bactérias e virus a pomares ¢ lavouras diminui a qualidade da produgdo e
gera perdas econdmicas. Os diferentes estudos da interagdo de diversos microrganismos com
plantas hospedeiras possibilitou o aumento dos conhecimentos sobre mecanismos utilizados
durante a infeccdo e como as plantas se defendem. Esses conhecimentos, juntamente com
técnicas de engenharia genética permitiram a manipulagdo genética para a geragdo de plantas
com tragos de tolerdncia ou resisténcia a determinados microrganismos. A descoberta da relagéo
entre as diferentes vias de sinalizacdo de defesa e os patogenos que as ativam permitiu a
elaboragdo de alteragdes genéticas em plantas hospedeiras através da introdugdo de um ou ou

alguns genes e elementos regulatorios, ou através do silenciameto de genes enddgenos. Em



alguns casos, genes candidatos a resisténcia de plantas alvo contra determinados patdogenos sdo
transferidos para plantas modelo para verificagdo de sua fungao.

Em tomate, diferentes estudos possibilitaram a identificagdo de uma série de MAP
kinases, proteinas regulatdrias envolvidas com a percepcdo e ativacdo de defesa, envolvidas na
defesa contra bactérias como Ralstonia solanacearum e Pseudomonas syringae pv. tomato,
contra insetos e fungos (Ekengren et al., 2003; Oh et al., 2013; Stulemeijer et al., 2007; Virk et
al., 2013). A identifica¢do da ativacdo de 4 MAP kinases SIMKK1-4 (Solanun lycopersicum
Mitogen-activated protein kinase) em tomates durante a infec¢do por Botrytis cinerea levou a
elaboragdo de um trabalho visando determinar o papel de tais proteinas na resisténcia de tomates
contra esse fungo. O silenciamento de alguns desses genes em tomates levou ao aumento da
sucetibilidade contra esse fungo e a expressdo transiente de SIMKK?2 e SIMKK4 em plantas de
tabaco resultou na diminui¢do de lesdes causadas por B. cinerea, demonstrando seu
envolvimento na defesa (Li et al., 2014). Em um outro estudo, autores demonstraram dupla
fun¢do de uma proteina do tipo DNAJ de tomate através da sua superexpressdo em tabaco. O
gene Lycopersicon esculentum chloroplast DnalJ protein 2 (LeCDJ2) isolado de tomates foi
clonado sob o dominio do promotor 35S, um promotor forte oriundo do virus do mosaico da
couve flor, e transformado em plantas de tabaco. Resultados desse estudo demonstraram
envolvimento desse gene na resisténcia a seca e também contra a bactéria Pseudomonas
solanacearum, possivelmente através do aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio e
de proteinas do tipo PR 1 e 2 (Guodong ef al., 2014). Além desses, a superexpressdo de ro/B, um
gene de Agrobacterium rhizogenes cuja fungdo exata ¢ desconhecida, quando transformado em
plantas apresenta envolvimento com dominancia apical, indugdo de florescimento e alteragdes no
tamanho de folhas e frutos. A transformacéo de tomates com rolB a gerou linhagens transgénicas
mais baixas e que produziram frutos menores, entretanto os frutos apresentaram maior valor
nutricional e as plantas foram mais resistentes a dois fungos diferentes Fusarium oxysporum e
Alternaria solani (Arshad et al., 2014). O silenciamento do gene SAMT (salicilic acid methyl
transferase) em tomates levou a um aumento na resisténcia contra infec¢do por acaros. Plantas
com SAMT silenciado apresentaram redugdo no acimulo de MeSA (metil salicilato) e também
reducdo na emissdo de compostos volateis, tais compostos sdo atrativos para acaros € estes
apresentaram preferéncia para se alimentar em plantas do tipo selvagem e ndo naquelas com

SAMT silenciado. Além disso, essas plantas foram mais resistentes do que plantas do tipo



selvagem apos infec¢do por F. oxysporum, indicando que o bloqueio da atividade de SAMT
nessas plantas foi benéfica para o aumento da resisténcia contra esse fungo (Ament et al., 2010).
Genes de arroz também ja foram reportados como envolvidos na defesa de bactérias e
fungos. A infecg¢do por bactérias induz a expressdo de receptores do tipo LRR em diferentes
plantas, e em arroz, a interagdo entre Xanthomonas oryzae pv. oryzae ativa a expressdo em uma
proteina com dominio eLRR codificada pelo gene OsLRP (Oryza sativa leucine-rich repeat
protein) sugerindo seu envolvimento no processo de defesa contra esse microrganismo. O gene
isolado de arroz foi clonado sob o dominio de um promotor 35S e transformado em repolho
chinés, a fim de obter linhagens mais resistentes a Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum. Essa bactéria ¢ a causadora de podriddo — mole em repolhos e linhagens
transgénicas obtidas foram mais resistentes a infecgdo causada por essa bactéria ap6ds inoculagao.
Repolhos super expressando o gene de arroz demonstraram redu¢@o nos sintomas provocados
apos inoculacdo das folhas com uma suspensdo bacteriana de P. carotovorum, além disso,
isolamento apds infiltragdo da bactéria em folhas demonstrou que a populagdo bacteriana ap6s 3
dias de inoculag@o diminuiu 20 vezes quando comparadas ao controle demonstrando aumento de

resisténcia nas plantas transgénicas (Park et al., 2012).

Em alguns casos, genes de plantas do mesmo género foram transferidos entre espécies
diferentes e resultaram no aumento da resisténcia contra patogenos. Em batatas de espécies nao
domesticadas existem relatos de resisténcia a Phytophthora infestans, o fungo causador da praga
das batatas, doenga que ocasiona o apodrecimento dos tubérculos (Jansky, 2000). Em 2001,
estimativa de danos causados por esse fungo em produtores de batatas excedeu 280 milhdes de
dolares (Guenthner et al., 2001). A variedade Potae9, originaria da Coréia, apresenta alguns
genes R envolvidos na resisténcia a P. infestans. Foram isolados 2 desses genes, Rpi-vntl.1 ¢
Rpi-stol, genes de resisténcia de amplo espectro contra requeima da batata, para clonagem e
constru¢do de um cassete de expressdo que apds transformado nas variedades Atlantic e Bintje,
ambas sucetiveis ao fungo, originou linhagens resistentes (Ryong Jo ef al., 2014). Em magas, a
transferéncia do gene Riv6, originario da varieda de Florina, para plantas da variedade Gala
conferiu resisténcia contra, Venturia inaequalis, o fungo causador da sarna da macieira. Todas as
linhagens obtidas apresentaram baixos niveis de expressdo de Riv6 e ainda assim apresentaram
maiores niveis de tolerancia ao fungo, entretanto, a total resisténcia ndo foi observada (Vanblaere

et al., 2014). Ambos os trabalhos utilizam a estratégia de transformacdo denominada cisgenia,
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que envolve a clonagem do gene alvo contendo seus proprios elementos regulatorios entre
espécies sexualmente compativeis (Schouten et al., 2006). Essa técnica ¢ melhor aceita pela
opinido publica, ja que € vista como uma maneira de acelerar o melhoramento genético classico e
ndo envolve a utilizagdo de genes marcadores (Schouten et al., 2006).

Alguns genes responsaveis por sinalizagdo em microrganismos também ja foram
transformados em plantas a fim de obter aumento da resisténcia. Essa sinalizagdo, conhecida por
quorum sensing (QS), ocorre quando a populagdo bacteriana se encontra em alta densidade
celular em biofilmes e ¢ responsavel por respostas a alteragdes ambientais através da
comunicag¢do célula a célula, controlando a modulagdo de genes frente a estimulos (Whitehead et
al., 2001). A comunicacdo entre as células em bactérias é baseada em pequenas moléculas
secretadas, cuja percepcdo inicia uma resposta coordenada na populagdo que contribui
diretamente na patogenicidade através da produgdo de determinantes de viruléncia como toxinas,
proteases e exoenzimas. A sinalizacdo através de QS pode ainda contribuir para o aumento da
resisténcia contra antibidticos pelo aumento do biofilme ou expressdo de genes que codificam
bombas efluxo. Em algumas bactérias, o trabalho coordenado em grupo fornece uma maneira de
criar defesas para sobrepor barreiras que células individualizadas ndo conseguiriam (LaSarre e
Federle, 2013). Diferentes moléculas associadas a QS ja foram caracterizadas e se agrupam em:
Acil Homoserina Lactonas (AHL) ou autoindutores 1 (Al-1), geralmente produzidas por
bactérias gram-negativas; peptideos sinal, geralmente produzidos por bactérias gram-positivas;
autoindutores do tipo 2 (AI-2), produzidos por bactérias gram positivas e negativas; pequenas
moléculas difusiveis (DSF) e autoindutores do tipo 3 (LaSarre e Federle, 2013). Dessa maneira,
bloquear a comunica¢do entre bactéria seria uma maneira efetiva de alterar sua viruléncia e
capacidade de adaptagdo a um hospedeiro. Essa estratégia foi bem sucedida em tabaco e batatas
superexpressando o gene aiiA oriundo de Bacillus sp. 240B1, que codifica uma AHL-lactonase
capaz de inativar AHLs. Plantas transgénicas contendo aiiA foram desafiadas com diferentes
concetragdes de populagdo de Erwinia carotovora, uma bactéria que causa doengas em diversas
culturas e utiliza como sinal de QS uma molécula da familia das AHLs denominada OHHL.
Plantas transgénicas expressando AHL-lactonase demonstraram redugdo na severidade de
sintomas quando comparadas as plantas do tipo selvagem. Tanto tabacos quanto batatas
apresentaram um retardo no aparecimento dos sintomas e também menor area de lesdo causada

pela bactéria (Dong et al., 2001). Em um trabalho recente, altera¢cdes no comportamento de X.
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fastidiosa foram reportadas em videiras superexpressando uma DSF sintase isolada da propria
bactéria. Essa enzima € codificada pelo gene rpfF em X fastidiosa e foi demonstrado que
mutantes para esse gene foram capazes de colonizar videiras mais facilmente, sendo mais
virulentos (Newman et al., 2004). Por outro lado, videiras superexpressando rpfF apods
inoculagdo com X fastidiosa apresentaram reducdo nos sintomas de doenca de Pierce e a
bactéria ndo foi capaz de se movimentar a longas distancias do ponto de inoculag@o, como em
plantas do tipo selvagem, sugerindo que o aumento de DSF na planta resultou em alteragdes na
viruléncia da bactéria (Lindow ef al., 2014).

Em citros, diferentes abordagens foram publicadas demonstrando a obtengdo de plantas
mais tolerantes ao Citrus tristeza virus, causador da tristeza do citros, e Xanthomonas citri subsp.
citri, a bactéria causadora do cancro citrico. A tristeza do citros é uma doenga que foi capaz de
mudar o curso da industria de citros. Devido aos grandes prejuizos econdomicos causados pela
doenga, foram necessarias alteragdes na utilizacdo de porta enxertos, adogdo de programas de
controle fitossanitario de borbulhas e protecdo cruzada de plantas com isolados atenuados do
virus na tentativa de combate a esse patdgeno (Moreno et al., 2008). Outra tentativa de combater
esse patogeno contou com a producdo de plantas transgénicas, € nesse caso, a técnica de
silenciamento por RNA de interferéncia foi utilizada na obtencdo de citros mais tolerantes ao
virus. As plantas foram transformadas com uma constru¢do desenhada para a formagdo de um
hairpin contendo sequencias de trés genes do virus, p20, p23 e p25, responsaveis pela
movimentacdo e formagao do envelope. Em plantas transformadas foram detectados RNAs de
interferéncia e apds a garfagem dessas plantas em porta enxertos infectados ndo foi possivel
observar o desenvolvimento de sintomas nem a presenga do virus (Soler ef al., 2012).

Ja o cancro citrico é uma doenga que esta presente nas maiores regides produtoras de
citros no mundo, como por exemplo a Florida nos Estados Unidos, e vem crescendo no estado de
Sdo Paulo desde 2009. Alguns dos principais sintomas dessa doenca sdo a desfolha de plantas e a
queda prematura de frutos, a desfolha leva a queda da taxa fotossintética ¢ a queda de frutos
antes da colheita causa danos economomicos aos produtores. Além disso, frutos com lesdes de
cancro citrico ndo podem ser comercializados em areas do pais onde a doenga ndo esta presente,
e também ndo podem ser comercializados no mercado internacional (Behlau e Belasque Jr,
2014). Estudos envolvendo a obtengdo de plantas transgénicas com algum nivel de tolerancia ao

cancro ja foram reportados. Em um deles, os autores isolaram o gene AtNPR-1 de Arabidopsis

12



thaliana e clonaram sb o dominio do promotor 35S para transformagdo da variedade de toranja
Duncan e laranja doce Hamlin. Esse gene codifica a proteina de defesa PR-1, associada a
resposta de resisténcia sist€émica adquirida (SAR), e por estar envoldido em uma resposta de
amplo espectro foi escolhido no trabalho. Plantas transformadas apresentaram niveis diferentes
de expressdo do transgene, e tanto em Duncan quanto em Hamlin com niveis altos e médios de
expressao, houve redugdo no numero de lesdes de cancro e redugdo do crescimento da populagao
de X citri, avaliado por isolamento. Em plantas com altos niveis de expressdo do AtNPR-1 a
severidade das lesdes foi menor. Os niveis de 4cido salicilico e a expressdo do gene que codifica
a proteina PR-2 ndo foram diferentes em plantas do tipo selvagem e transgénicas, sugerindo que
AtNPR-1 nao ativou constitutivamente a defesa nas plantas transformadas, mas sua

superexpressdo foi capaz de reduzir sintomas de cancro (Zhang et al., 2010).

Além da clonagem de proteinas de defesa como estratégia de aumento da tolerancia
contra X. citri, outro alvo interessante poderia estar relacionado a atividade da proteina PthA.
Essa proteina de aviruléncia € codificada pelo gene prhA, e sua presenca é fundamental para o
desenvolvimento dos sintomas classicos de cancro citrico, ja que bactérias com esse gene mutado
ndo apresentam viruléncia (Swarup ef al. 1991). Essa proteina é reconhecida como o principal
determinante de patogenicidade de X. axonopodis pv. citri (Brunings and Gabriel, 2003) e faz
parte da familia AvrBs3/PthA, cujos membros sdo reconhecidos como efetores do tipo ativadores
transcricionais (TAL), e sdo translocados para a célula hospedeira pelo Sistema de Secrecdo Tipo
III, onde atuam como ativadores transcricionais (Kay et al., 2007; Yang et al., 2006). Uma
caracteristica de proteinas da familia of AvrBs3/PthA € a presenca de regides contendo unidades
repetitivas de 34 aminodacidos, varidveis e praticamente idénticas, que determinam
patogenicidade e aviruléncia (Kay and Bonas, 2009). Varias bactérias do género Xanthomonas
apresentam multiplos variantes das proteinas AvrBs3/PthA. A presenca de de diferentes copias
do gene avrBs3/ pthA em uma mesma estirpe bacteriana sugere facilidade para a adaptacdo em
diferentes hospedeiros, além disso, multiplas variacdes de efetores do tipo TAL afetam
diretamente a transcri¢do de genes alvo nos hospedeiros, € consequentemente, o inicio do
processo da doenga e o desenvolvimento de sintomas (Yang e Gabriel, 1995; Boch et al., 2009;
Yang e White, 2004).

Na estirpe 306 de X. axonopodis pv. citri foram identificados 4 tipos de proteinas PthAs

PthA 1-4, diferentes entre si acerca de suas unidades repetitivas de 34 aminoacidos e dos
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residuos polimorficos nas unidades repetitiva (da Silva et al., 2002). Foi demonstrado que
proteinas PthAs 1 e 4 formam homodimeros, e que PthAs 2 e 3 formam heterodimeros entre si
ou com aquelas do tipo 1 e 4 antes de seu transporte para o nucleo da célula hospedeira. Além
disso foram identificadas interagdes entre as diferentes PthAs e proteinas de citros, sendo que
PthAs do tipo 2, 3 e 4 interagiram com proteinas relacionadas a dobramento protéico, transporte
nuclear, controle transcricional e reparo de DNA (Domingues et al., 2010). PthAs do tipo 2 ¢ 3
mostraram interagdo com uma o-Importina, que apresentou 87% de indentidade com aquela
descrita para Capsicum annuum onde foi demonstrada sua capacidade de interagdo e importagao
nuclear de uma AvrBs3 (Szurek ef al., 2001; Domingues et al., 2010).

Etapas do transporte de PthA no interior da célula do hospedeiro foram descritas
anteriormente e sabe-se que ela é levada ao nucleo da célula pela importina o, uma proteina do
hospedeiro que reconhece um sinal de localizagdo nuclear (NLS) presente em PthA (Lahaye e
Bonas 2001). Em um trabalho recente, os autores elaboraram uma maneira de impedir a correta
atuagdo da proteina de aviruléncia PthA de X citri a fim de obter plantas mais tolerantes. Os
autores clonaram a sequencia de NLS sob o dominio de um promotor 35S para transformagao
das variedades de laranja doce “Succari’ e ‘Bingtang’, e desafiaram as plantas através de
inoculagdo por agulha em folhas destacadas e ndo destacadas, além de inoculagdo por spray no
caso dessas ultimas. As lesdes de cancro desenvolvidas nas plantas transgénicas foram menores e
morfologicamente distintas daquelas observadas nas plantas do tipo selvagem. Em casa de
vegetagdo, experimentos com inoculagdo por spray demonstraram um atraso no desenvolvimento
dos sintomas e uma redugdo significativa na incidéncia de sintomas em plantas transgénicas. Os
autores discutem que a expressdo constitutiva de uma regido NLS pelas plantas acabou por
ocupar esse sitio de ligagdo na proteina importina o, impedindo assim a ligagdo de PthA quando
injetado por X. citri no interior da célula hospedeira e, por consequencia, reduzindo a viruléncia
da bactéria (Yang et al., 2011).

O aumento da tolerancia de C. sinensis contra X. axonopodis pv. citri ja foi reportada com
sucesso em plantas transformadas com um gene de resisténcia isolado de arroz. O gene Xa2l,
presente em variedades selvagens de arroz, codifica um receptor kinase contendo repetigdes de
leucina (LRR), envolvido na resisténcia de diferentes variedades de arroz contra a requeima
causada por bactérias (Ronald ef al., 1992). A transformacao de diferentes variedades de laranja

doce com o gene Xa21 mostrou redugdo da area foliar de lesdo apos inoculagdo bacteriana por
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spray nos sete eventos de Hamlin obtidos. No caso dos eventos transgénicos das variedades Péra
e Natal, apenas um evento de cada variedade apresentou aumento da tolerancia contra a bactéria.
Os autores demonstraram que a transformagao com um gene de resisténcia levou a um aumento
da tolerancia das plantas e que esse aumento foi dependente da variedade utilizada para
transformacdo. Entretanto, apesar de varios eventos apresentarem redugdo na area foliar de lesao,
ndo houve um evento completamente resistente (Mendes et al., 2010). Além de genes de
resisténcia reportados na gera¢do do aumento da toleréncia de C. sinensis contra X. axonopodis
pv. citri, a utilizagdo de um peptideo antimicrobiano para transformagao de plantas alvo também
apresentou bons resultados. Atacina A, um peptideo animicrobiano isolado de Trichoplusia ni
(Kang et al., 1996) é codificado pelo gene attA e ao ser inserido no genoma de variedades de
laranja doce como Hamlin (Boscariol ef al., 2006), Natal, Péra e Valéncia demonstrou ser eficaz
no aumento da tolerancia dos sintomas causados pela bactéria X. axonopodis pv. citri (Cardoso et
al., 2010). Nos casos de linhagens obtidas dos cultivares Hamlin, Valéncia e Natal foi possivel
observar uma reducdo da area de sintomas foliares de cancro que variou, aproximadamente, entre
45% a 70% dependendo do cultivar analisado (Boscariol ef al., 2006; Cardoso et al., 2010).
Ainda visando resisténcia a cancro citrico, foi realizado um trabalho envolvendo a
ativacdo da sinalizagdo por uma MAP kinase no combate a X citri. Essa MAP kinase,
CsMAPKI, ¢ expressa em laranjas — doce apds a inoculagdo com X. aurantifolii, uma bactéria
que ndo ¢ capaz de infectar variedades comerciais brasileiras de laranja, e a interagdo dessa
bactéria com laranja doce ativa a expressdo de genes envolvidos com resposta de
hipersensibilidade. Por outro lado, a via de defesa relacionada ao acido salicilico foi suprimida
em laranjas doce apds algumas horas da infec¢do por X. citri (Cernadas et al., 2008). A infecgao
de laranjas doce por X. citri ativa a expressdo da proteina PR-5, podendo ser esta utilizada como
marcadora da interagdo (Cernadas ef al., 2008). Visando tolerancia a X. cifri os autores clonaram
CsMAPKI1 sob o dominio do promotor da proteina PR-5 e apods inoculagdo com a bactéria
plantas transgénicas apresentaram altos niveis de expressdo de CsMAPKI, indicando que o
promotor da PR-5 foi induzido nessa interagdo, e a severidade dos sintomas de cancro nessas
plantas também apresentou redugdo, com auséncia de ruptura de tecido foliar nas pustulas
formadas em uma das linhagens transgéncicas obtidas. A populag@o bacteriana recuperada apds
isolamento de plantas transgéncicas foi cerca de 50 vezes menor do que em plantas do tipo

selvagem. Além disso, essas plantas apresentaram um aumento na produ¢do de espécies reativas
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de oxigénio, o que possivelmente contribuiu para o aumento da resisténcia (de Oliveira et al.,
2013).

Diante do exposto acima fica evidente que esfor¢os vem sendo feitos a fim de encontrar
alternativas no combate a alguns patdégenos que causam sérios danos a citricultura, e todos eles
apresentaram resultados interessantes, aumentando a tolerancia das plantas transformadas.
Plantas transgénicas mais resistentes ao cancro citrico ja foram desenvolvidas utilizando
diferentes estratégias de abordagem genética, demonstrando aumento de tolerancia das plantas
através do uso de diferentes genes alvo. Entretanto, embora a clorose variegada dos citros seja
também uma doenga extremamente preocupante pelos danos econdomicos que causa, € haja o
conhecimento de alguns mecanismos de patogenicidade de X. fastidiosa em plantas hospedeiras,
nenhum trabalho apresentando plantas de C. sinensis tolerantes a X. fastidiosa foi reportado até o
momento. Portanto, é necessario o desenvolvimento de plantas de citros mais tolerantes a X
fastidiosa e a utilizagdo de genes que sintetizam sinais que controlam o comportamento de
viruléncia da bactéria in planta seriam bons alvos. Nesse caso, plantas super produzindo sinais
moleculares capazes de alterar a comunicag@o intercelular também poderiam ser mais tolerantes

a Xanthomonas citri, e essa abordagem também sera reportada neste trabalho.
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Capitulo 2: Utilizagao do gene rpfF de Xylella fastidiosa para transformagao de Nicotiana

tabacum e Citrus sinensis visando resisténcia a Clorose Variegada dos Citros

Resumo

Xylella fastidiosa é uma bactéria presente nos pomares brasileiros hd mais de 20 anos.
Muitos estudos foram realizados a fim de se elucidar seus mecanismos de colonizagdo tanto em
plantas de citros como em outras culturas que essa bactéria também afeta, como por exemplo
videiras. Estudos demonstraram que essa bactéria cresce formando biofilmes, condigdo de
crescimento na qual X. fastidiosa é capaz de colonizar os vasos do xilema mais eficientemente.
Essa condig¢do de crescimento agregado permite que a bactéria se comporte como um organismo
multicelular, através da sincronia entre percep¢do de sinais moleculares e ativagdo de genes para
as mais diferentes respostas, em um mecanismo de comunicagdo intercelular chamado Quorum
Sensing. Em X. fastidiosa esse mecanismo ¢ dependente de uma molécula de acido graxo
denominada “Diffusible Signal Factor” (DSF), responsavel por regular a expressido de genes
associados tanto na sua capacidade em colonizar os hospedeiros como na sua aquisi¢do pelo
inseto vetor, demosntrando que a sinaliza¢do mediada por DSF é importantissima para o ciclo de
vida dessa bactéria. A propria viruléncia da bactéria € controlada pela producao de DSF, uma vez
que mutantes ndo expressando rpfF, o gene que codifica uma DSF sintase, sdo mais virulentos
quando inoculados em videiras, pois a bactéria se movimenta pelo xilema mais rapidamente, e
consequentemente causa mais sintomas. Dessa forma, a utilizagdo desse gene para transformagao
de videiras visando resisténcia contra X. fastidiosa se mostrou eficiente, uma vez que sintomas
da doenga de Pierce foram reduzidos em plantas transgénicas apos a inoculagdo com o patdgeno,

pois o movimento da bactéria foi significativamente reduzido nas plantas.

A estirpe 9a5c de X fastidiosa que coloniza citros também apresenta o gene rpfF,
entretanto nao ha estudos envolvendo mutagdes nessa estirpe e por isso ndo se tem relatos diretos
sobre as funcdes de alguns genes. Por outro lado, similaridades entre os mecanismos de
patogenicidade e colonizacdo das estirpes Temecula, causadora da doenga de Pierce em uva, e
9a5c auxiliam no desenvolvimento de hipoteses acerca da fungdo de genes na estirpe 9a5c. Nesse

sentido, a inser¢do do gene rpfF da estirpe 9aSc em laranja doce, a fim de se produzir uma planta
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que sintetize DSF, pode ser uma alternativa na tentativa de obtencdo de plantas com algum grau
de tolerancia a X. fastidiosa, e possivel redug@o de sintomas de CVC, uma vez que as bactérias
no interior de tais plantas também poderiam apresentar regulacdo genética determinada pelo

DSF.

No capitulo 2 serdo demonstrados os resultados obtidos da transformacdo de plantas de
tabaco, utilizadas como modelo, e de plantas de citros, transformadas com o gene rpfF, assim
como resultados do desafio dessas plantas com X. fastidiosa. Assim como demonstrado em
videiras, houve reducdo da incidéncia e severidade da doenga relacionada a infeccdo por X
fastidiosa tanto em tabaco quanto em citros, além de menor movimento da bactéria no
hospedeiro, indicando que o rpfF ¢ um gene promissor para transformacdo de citros visando

resisténcia contra esse patdgeno.
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1. Introducio

1.1 Regulacio e quorum sensing em biofilmes

Na condigdo de biofilme, bactérias sdo capazes de se comunicar quando estdo em baixa
ou em alta popula¢do, favorecendo tracos de comportamento individual ou de comportamento
social. Essa comunicag@o ¢ chamada de Quorum Sensing (QS) (Leung e Bassler, 2009). Tal
sinalizagdo pode ter origem ambiental ou da propria bactéria, € permite a modulagdo da
transcrigdo de acordo com alteragdes percebidas (Newton et al., 2004, Kaplan and Greenberg
1985). Os genes relacionados tanto com a sintese como com a percep¢do de sinais extracelulares
sdo codificados por clusters de genes especificos (Novick et al., 1995; Seed et al., 1995). Varias
bactérias sintetizam diferentes moléculas sinalizadoras, como acil homoserina lactonas (AHL),
dipeptideos ciclicos e acidos graxos insaturados conhecidos como pequenos sinais difusiveis
(DSF) (Gonzales e Keshavan 2006). De acordo com o aumento da densidade populacional do
biofilme, os sinais moleculares se acumulam permitindo que sejam detectados na superficie
bacteriana através de sua ligagdo a proteinas da membrana celular, essas proteinas receptoras
formam um sistema de dois componentes que ativa uma cascata de transducdo de sinais de
forforilagdo e defosforilagcdo, e como resultado ocorre a modulagdo da expressdo de uma
variedade de de genes (Taga et al., 2003). Portanto, QS permite que uma populag@o bacteriana se
comporte de maneira coletiva (Leung e Bassler, 2009).

O genoma de X fastidiosa apresenta um cluster de genes que regula a sintese de fatores
de patogenicidade, denominado rpf (regulator of pathogenicity factors). Dentre os genes que
compde esse cluster estdo rpfF, rpfC e rpfG, que atuam como um sistema de trés componentes
(Simpson et al., 2000). Nesse sistema, o sinal molecular é um acido graxo conhecido como DSF
produzido por uma enzima da familia das crotonases denominada DSF sintase resultatante da
transcricdo de rpfF. Ao ser produzido, o DSF ¢ exportado para fora da célula onde se acumula
em condigdes de alta densidade populacional, sendo detectado por uma proteina sensora
codificada por rpfC. Essa proteina apresenta um dominio extracelular responsavel por detectar o
DFS, um dominio transmembrana e um dominio intracelular que, a partir de fosforilagdes ativa a
proteina RpfG, uma proteina de fungao regulatoria codificada por rpfG. As proteinas codificadas

por rpfC e rpfG atuam como um sensor kinase e um regulador intracelular, respectivamente (He
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et al., 2006; Cheng et al., 2010; Chaterjee et al., 2008a; Chaterjee et al., 2008b; Ryan et al.,
2006). De acordo com analises de similaridade, a enzima codificada por rpfF de X. fastidiosa
pertence a familia das crotonases, responsavel por hidratar cadeias de acidos graxos. Em
Burkholdelia cenocepacia, ensaios utilizando uma crotonase similar a RpfF, a enzima
Bcam0581, revelaram outras fungdes além de hidratase para tal enzima. Foram demonstradas
atividades tioesterasica e desidratase para Bcam0581, sobre o substrato 3-hidroxidodecanoil-
ACP, com a produgao de cis-2-dodecenoil-ACP (Bi ef al., 2012). . RptF de X. fastidiosa tem os
dois residuos conservados de acido glutamico responsaveis pela funcdo tioesterasica e de
desidratagdo de Bcam0581 de B. cenocepacia, entretanto além de sintese de DSF, a RpfF
apresenta ainda a fun¢do de percep¢do de DSF, juntamente com RpfC (Ionescu et al., 2013). Na
estirpe Temecula de X. fastidiosa a atuacdo de alguns genes desse cluster ja foi demonstrada
como sendo importante para intera¢des da bactéria tanto em plantas hospedeiras como no inseto
vetor (Newman et al., 2004). Foi demonstrado que a sintese de DSF, a molécula sinalizadora de
X fastidiosa, ¢ realizada por uma proteina codificada pelo gene rpfF e a mutagdo impedindo sua
atividade, implica em dificuldades de aquisi¢do e transmissdo da bactéria pelo inseto vetor. Além
disso, foi verificado que esses mutantes de rpfF ndo formaram biofilme no pré-cibario de insetos
vetores, ndo sendo capazes de colonizar a regido de maneira eficiente, e quando inoculados em
videira de maneira mecanica, os mutantes apresentaram maior viruléncia (Newman et al., 2004).
A sinalizac¢do celular mediada por DSF ¢ fundamental para o movimento de X. fastidiosa
em videiras e alteracdes nessa sinalizagdo determinam graus de viruléncia (Chatterjee et al.,
2008). Mutantes de rpfC, incapazes de codificar corretamente a proteina sensora de DSF,
apresentaram reduzida capacidade de movimento e viruléncia em videiras, quando comparados a
bactérias do tipo selvagem ou mutantes de rpfF, indicando que a viruléncia de X. fastidiosa é
controlada pelo sinal molecular. As bactérias mutadas para rpfC apresentaram super expressao
de rpfF, e superprodugdo de DSF, indicando que esses genes funcionam de maneira coordenada.
Nos mutantes rpfC foi observado um comportamento super adesivo e também ocorreram
diferencas no padrdo de expressdo de proteinas de adesdo quando comparados mutantes de rpfC,
rpfF e bactérias do tipo selvagem. Esses resultados sugerem que a produgdo de um sinal
molecular e sua percep¢do modulam o comportamento de X. fastidiosa tanto com relagdo a

aquisicdo pelo inseto vetor, quanto sua colonizagdo em videiras (Chatterjee ef al., 2008b).
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A relag@o de rpfF na formagdo do biofilme de X. fastidiosa também ja foi reportada, uma
vez que mutantes para esse gene exibiram menor formagdo de biofilme in vitro (Wang et al.,
2012). Mutantes de rpfF também apresentaram redugdo da producdo de EPS e aumento da
sucetibilidade ao antibidtico tobramicina em fases avangadas da formagédo do biofilme, sugerindo
que a presenca de DSF no bioflme controla também tragos relacionados com resisténcia a esse
compostos (De Souza et al. 2013). Interessantemente a produgao de pili tipo IV, envolvido na
movimentacao celular do tipo twitching, foi maior em mutantes rpfF, assim como a expressdo de
pilY1 o que permitiria a movimentagdo ao longo da planta com mais facilidade quando
comparados ao tipo selvagem. Além disso, a mutagdo de rpfF também reprimiu genes
relacionados a adesdo, como Axf/B e fimA. Esses resultados demonstram que a presenca de DSF
em biofilmes de X. fastidiosa regula a propria formacdo de bioflme, adesividade celular e
movimento de X. fastidiosa (De Souza et al., 2013).

Na verdade, a expressdo de uma gama bastante grande de genes ¢ dependente de DSF em
X. fastidiosa, demonstrando claramente seu papel no comportamento da bactéria. Genes
envolvidos com viruléncia, adesdo, movimento, formagdo de goma além de 3 genes relacionados
a hemolisinas foram reprimidos na auséncia de DSF (Wang et al., 2012). DSF nao ¢ produzido
apenas por X. fastidiosa, outro fitopatdogeno como Xanthomonas citri também produz tal
molécula (Wang et al., 2004). O sinal molecular produzido por Xanthomonas sp. também ¢
resultado da atividade de genes pertencentes a um cluster denominado rpf, entretanto em
Xanthomonas existem mais genes configurando tal cluster do que em X. fastidiosa (Da Silva et
al., 2002, Simpson et al., 2000). Embora exista a sintenia entre genes desses clusteres em ambos
os microrganismos, a variedade de genes regulados pela sintese de DSF em Xylella e
Xanthomonas ¢ bastante diferente. Dos 164 genes cuja regulagdo ¢ dependente de RpfF em
Xanthomonas campestris pv. campestris (He et al., 2006), 91 tem homologia com genes de X.
fastidiosa, 7 apresentam similaridades na tendéncia da expressdo, 26 apresentam tendéncia
oposta e 58 ndo sdo regulados por RpfF em X fastidiosa (Wang et al., 2012). RpfF regula
positivamente genes relacionados a quimiotaxia (cheY), captacdo de ferro (fonB), resisténcia a
drogas (fisL and acrD), e metabolismo de acidos graxos (phaF) em ambas espécies. Entretanto,
RpfF regula negativamente genes gum e pil em X. fastidiosa equanto que o contrario ocorre para
Xanthomonas campestris pv. campestris ou X. citri (He et al., 2006, Guo et al., 2012, Wang et

al., 2012). Certamente, a maior diferenca entre a regulagdo mediada por DSF entre X. fastidiosa
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e Xanthomonas seja relacionada ao comportamento de viruléncia da bactéria, uma vez que a
mutacdo em rpfF leva a estirpes hipervirulentas em X. fastidiosa e atenua ou extingue viruléncia
em Xanthomonas campestris ou X. citri (Newman et al., 2004, He et al., 2006, Guo et al., 2012).

Em X citri, a mutacdo de rpfF, rpfC e rpfG levou a elucidagdo de um conjunto de genes
estritamente regulados por DSF, uma vez que bactérias que ndo produziam, percebiam ou
traduziam o sinal molecular apresentaram a mesma tendéncia na expressdo de alguns genes.
Dentre esses genes foram reprimidos alguns relacionados a movimento, viruléncia e degradagao
de celulose, e a falta de um dos genes relacionados ao sistema de sinalizagdo de DSF gerou
estirpes menos virulentas. Esses resultados sugerem que a regulagdo via DSF ¢€ responsavel pela
viruléncia de X. citri (Guo et al., 2012).

A estrutura das moléculas sinalizadoras de QS ja foi resolvida para algumas espécies de
Xanthomonas e para as estirpes 9a5c e Temecula de X. fastidiosa (Wang et al., 2004, Simionato
et al., 2006, He at al., 2010, Beaulieu ef al., 2013). No caso de Xanthomonas, mais de uma
molécula foi identificada e todas sdo atribuidas a sinalizagdo (Wang ef al., 2004), sendo que em
Xanthomonas campestris foi isolada acido cis-11-methyl-2-dodecendico, conhecido como DSF
(Wang et al., 2004), e em X. oryzae foram isolados, acido 2(Z)-dodecenodico (BDSF), e acido
(27, 57)-11-methyldodecadiendico (CDSF) (He et al., 2010). Ensaios in vivo demonstraram que
depois de isoladas essas moléculas eram capazes de ativar resposta nas espécies de Xanthomonas
testadas, comprovando sua funcgéo biologica (Wang et al., 2004, He et al., 2010). No caso de X.
fastidiosa, a estrutura das moléculas resolvidas indicou que a estirpe 9aSc produz o acido 12-
methyl-tetradecanoico (Simionato et al., 2007), enquanto a estirpe Temecula produz o acido
2(Z)-tetradecenoico, denominado XfDSF (Beaulieu ef al., 2013). Embora a estrutura de ambas as
moléculas tenha sido resolvida, apenas o XfDSF apresentou fungdes biologicas em ensaios in
vivo, a atua¢do da molécula de DSF descrita para a estirpe 9a5c ndo foi comprovada (Simionato

et al., 2007). A Figura 2 mostra a estrutura das moléculas de DSF citadas anteriormente.
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Figura 2: Estrutura das moléculas de DSF de Xanthomonas e X. fastidiosa determinadas. A.
Molécula de DSF isolada de Xanthomonas campestris. B. Molécula de BDSF isolada de X
oryzae. C. Molécula de CDSF isolada de X. oryzae. D. Molécula de DSF determinada para a
estirpe 9a5c de X. fastidiosa. E. Molécula de XfDSF determinada para a estirpe Temecula de X.
fastidiosa em plantas de tabaco.

1.2 Obtencio de plantas transgénicas visando resisténcia a X. fastidiosa

Embora X. fastidiosa cause sérios danos econdmicos a citricultura brasileira (Bové e
Ayres, 2007), até o momento ndo ha relato de plantas de citros transformadas com o objetivo de
resisténcia contra esse patégeno. Como essa bactéria também causa danos a industria vinicola
nos Estados Unidos, ja foram reportados alguns estudos de transgenia visando resisténcia X.
fastidiosa, como serdo abordados a seguir.

Em um deles, foi desenvolvida uma proteina quimérica capaz de reconhecer a bactéria
através de uma proteina de reconhecimento de neutréfilos humana, denominada HNE, e
desencadear o processo de lise da bactéria através de um peptideo denominado cecropina.
Plantas de tabaco foram utilizadas como modelo para verificar se a constru¢do que codificava a
proteina quimérica seria capaz de conferir algum nivel de resisténcia contra o patdgeno. Os
resultados demonstraram que o uso de tabaco como planta modelo para testes com genes
candidatos foi uma ferramenta interessante, uma vez que foi possivel observar redugdo de
sintomas foliares nas plantas transgénicas quando comparadas a plantas do tipo selvagem. No

caso de videiras transformadas esse resultado se manteve, e foi possivel observar reducdo da
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severidade de sintomas da doenga de Pierce, segundo notas atribuidas aos niveis de escaldadura
nas folhas de plantas infectadas com X. fastidiosa (Dandekar et al., 2012).

Em outro trabalho envolvendo a obtengdo de videiras transgénicas, uma nova abordagem
contra X. fastidiosa foi apresentada — foi utilizada uma estratégia para “confundir o patogeno”.
Nesse caso, todo do conhecimento prévio acerca das fungdes do rpfF elucidadas para a estirpe
Temecula de X. fastidiosa contribuiu para a possibilidade do uso desse gene como candidato para
a transformacdo, visando obter plantas que produzissem moléculas de X/DSF de X. fastidiosa.
Além do rpfF isolado de X. fastidiosa foi utilizado também na transformagdo aquele obtido de X.
campestris, uma vez que foi demonstrado previamente que o DSF de Xanthomonas era capaz de
ativar genes responsivos de X. fastidiosa (Beulieu et al., 2013). Os resultados do trabalho
mostraram que plantas de videiras transformadas com rpfF de X. fastidiosa produziram mais de
uma espécie do acido graxo, incluindo a molécula de DSF similar a produzida por X. campestris,
indicando que a transformac¢do de um unico gene em videiras pode resultar na producdo de mais
de um composto (Lindow et al, 2014). Plantas transformadas com o gene oriundo de X
fastidiosa ou de X. campestris apresentaram redug¢@o no nimero de folhas com sintomas da
doenca de Pierce ap6s 12 semanas de inoculagdo. Esse resultado foi obtido em diferentes
experimentos onde foi possivel observar que o nimero de folhas sintomaticas era sempre maior
em planta do tipo selvagem. Além disso, de acordo com resultados que demonstraram a
diferenca entre o numero de de células isoladas de segmentos do caule e células liberadas por
agitacdo entre plantas transgénicas e do tipo selvagem, foi possivel verificar que a adesividade da
bactéria inoculada em plantas transgénicas foi mais alta. A adesividade da bactéria ao vaso do
xilema tem relacdo com sua capacidade de movimento, e em plantas transgénicas foi possivel
observar que o movimento de X. fastidiosa era menor, quando comparado a bactérias inoculadas
em plantas do tipo selvagem. De acordo com os resultados obtidos, o comportamento de X.
fastidiosa foi alterado em plantas transgénicas que produziam XfDSF ou nas que produziam DSF
de X. campestris, sugerindo que ambas moléculas foram capazes de confundir a sinalizagao do
patégeno (Lindow et al., 2014). Uma vez que a similaridade das sequencias de nucleotideos
entre rpfF das estirpes Temecula e 9a5c é de 92% e as proteinas que codificam apresentam 88%
de aminoacidos equivalente ¢ possivel que esse modelo de “confusdo do patégeno” também
funcione para o patossistema envolvendo citros. Além disso, testes da atuagdo do DSF de X

fastidiosa em Xanthomonas ainda ndo foram estudados nesse patossistema.
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2. Hipotese

O gene rpfF, envolvido na sintese de DSF, uma molécula envolvida na comunicagéo
entre as células de X. fastidiosa em biofilme, quando superexpresso em N. tabacum ¢ C. sinensis
pode interferir na patogenicidade de X. fastidiosa visto que a produgdo constitutiva de DSF

causaria altera¢des na comunicagao celular.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Obter plantas de N. tabacum e C. sinensis superexpressando o gene rpfF de X. fastidiosa
causadora da CVC e verificar o possivel aumento da tolerancia a doenga causada por essa

bactéria nos diferentes hospedeiros.

3.2. Objetivos especificos

- Montar um cassete de expressdo através da clonagem do gene rpfF de X. fastidiosa sob

o promotor constitutivo 35S e cauda poliA
- Obter o vetor binario pCambia2301 contendo o cassete de expressao

- Transformar plantas N. tabacum e C. sinensis com a construgdo através de infecgdo por
Agrobacterium tumefaciens e validar as plantas positivas por ensaios de GUS, testes de PCR e

RT-gPCR

- Desafiar as plantas positivas com X. fastidiosa e avaliar o grau de tolerancia através da

colonizagdo da bactéria in planta por sintomatologia e qPCR.
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4. Materiais e métodos

4.1.Clonagem do gene alvo

Para a amplificag¢@o do gene rpfF de X fastidiosa, utilizou-se o DNA total da estirpe 9a5c
da bactéria como molde. Primers foram desenhados para a amplificagdo dos genes, utilizando o
programa Primer Select da suite Lasergene 99 (DNASTAR, Inc.) e sitios de Kpnl e BamHI
foram adicionados aos primers direto e reverso, respectivamente, para a clonagem direcional no
vetor pRT101. O tamanho esperado da banda apds a amplificagdo do gene utilizando o primer
direto: 5° AGAGGTACCAATGTCCGCTGTACAT 3° e o primer reverso: 5’
AGCGGATCCTGCTCAGTTTTTTAGTG 3 era 900pb.

Apos certificagdo da especificidade dos primers desenhados, o rpfF foi amplificado com
a enzima Taq Platinun High Fidelity (Invitrogen). O amplicon obtido foi clonado em pGEM-T
(Promega) e inserido na linhagem DHS5a de Escherichia coli por choque térmico, as colonias
foram selecionadas em meio LB contendo 100ug/mL de ampicilina e apds PCR de colonia, para
avaliar aquelas que continham o gene de interesse, foi realizada uma mini preparagdo plasmidial
(mini prep) seguindo as instru¢des do kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System
(Promega). Os plasmideos obtidos foram seqiienciados de acordo com as instru¢des da ABI para
o “DNA Sequencing Kit Big Dye Trminator Cycle Sequencing Ready Reaction”, v 3.0
utilizando o ABI 3730 — Applied Biosystems. As seqiiéncias obtidas foram analisadas por Phred
Phrap e Consed e os clones que apresentaram seqiiencia totalmente similar a do banco de dados
apos realizacdo de BlastN foram digeridos segundo especificagdes com Kpnl e BamHI (New
England Biolabs), separados em gel de agarose 1% e purificados com o kit ‘GFX PCR and Gel
Band Purification’ (Ge Healthcare).

O vetor de constru¢do pRT101 também foi digerido com Kpnl e BamHlI, purificado e
ligado ao gene de interesse seguindo especificagdes para a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen).
O vetor foi inserido na linhagem DHS5a de E. coli por choque térmico e a selegdo dos
transformantes foi feita em meio de cultura LB contendo 100pug/mL de ampicilina. PCR de
colonia foi realizada para avaliar a presen¢a do gene nas colonias e aquelas que foram positivas
foram submetidas a mini prep, de acordo com o descrito anteriormente, para posterior digestao

do cassete de interesse, que foi realizada de acordo com especificagdes para a enzima HindllI
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(New England Biolabs). O cassete obtido foi separado em gel de agarose 1%, e purificado como

descrito anteriormente.

O vetor binario pCambia 2301 foi previamente digerido com Hindlll e, a fim de
minimizar a autoliga¢do do vetor, este foi defosforilado segundo especificagdes para a enzima
CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase - Invitrogen) e purificado como descrito
anteriormente. A ligacdo com o cassete contendo o gene alvo foi procedida imediatamente apos a
purifica¢do do vetor defosforilado, e para a ligagdo, a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen) foi
novamente utilizada. O vetor obtido foi inserido por choque térmico na linhagem DH5a de F.
coli e as colonias foram selecionadas em meio LB contendo 50ug/mL de canamicina. PCR de
colonia foi realizada para a avaliagdo da preseng¢a do gene de interesse e as colonias positivas
foram submetidas a mini prep, utilizando o mesmo kit descrito anteriormente. Os plasmideos
obtidos foram analisados por PCR utilizando o conjunto de primers que amplificavam o gene
alvo e a combinacdo do primer direto desenhado para o promotor 35S (F-
ACACTCTCGTCTACTCCAAG) e o reverso do gene alvo, e também foram analisados por
digestdo teste, realizada com a mesma enzima utilizada na clonagem do cassete de interesse para
avaliar sua presenca. Apos a digestdo teste, os fragmentos foram separados em gel de agarose
1% para verificagdo da correspondéncia entre o tamanho do fragmento liberado apos a digestao,
e seu tamanho predito através da soma dos tamanhos dos fragmentos no vetor de construgdo. A
Figura 3 ilustra a estratégia de obtengdo do vetor pCambia 2301 contendo o cassete de

expressdo com rpfF para transformagdo em planta.
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Figura 3: Estratégia de obten¢@o do vetor bindrio contendo o gene rpfF de X fastidiosa. A.
Vetor pRT101, onde o gene alvo foi inserido entre um promotor 35S e uma cauda poliA. O
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cassete apds digerido foi inserido no vetor binério. B. Vetor binario pCambia2301, utilizado para
a trasnformagdo das plantas neste trabalho.

4.2. Introducio da construcio em Agrobacterium tumefaciens

O vetor pCambia2301 contendo os cassetes com os genes alvo foi introduzido na estirpe
EHAT105 de A. tumefaciens, por choque térmico da seguinte maneira: cerca de 1ug de plasmideo
foi adicionado as células competentes de A. tumefaciens e os eppendorfs contendo essa mistura
foram deixados no gelo por 30 minutos. Depois disso, os eppendorfs foram mergulhados por 2
minutos em nitrogénio liquido e transferidos imediatamente para banho seco a 37°C por 5
minutos. As células foram recuperadas em 800uL de meio YEP (5g/L de NaCl, 5g/LL de Peptona,
10g/L de Extrato de Levedura) e deixadas sob agitagdo de 140rpm a 28°C por 2 horas. As
culturas foram centrifugadas por 1 minuto a 6.000rpm ¢ 600ul. me meio foi descartado. As
células foram ressuspendidas nos 200uL restantes de meio de cultura e selecionadas em meio
YEP solido (YEP contendo 15g/LL de Agar) contendo 300ug/ul. de rifampicina e 100pg/ul de
canamicina. A verificagdo das colOnias transformadas foi feita por PCR utilizando primers

especificos para os genes alvo.

4.3. Transformacio das plantas alvo e seleciao de transformantes
4.3.1 Transformacio e selecao de Nicotiana tabacum

Optamos pela variedade RP-1 de N. tabacum para transformagdo por ser esta
conhecidamente um hospedeiro alternativo de X. fastidiosa (Lopes et al. 2000). A estirpe EHA
105 de A. tumefaciens transformada com o vetor pCambia2301 rpfF’ foi utilizada para

transformacao.

Inicialmente, sementes tabaco foram desinfestadas com hipoclorito 10% por 3 minutos,
sob agitagdo, e posteriormente com etanol 70% por 5 minutos. Quatro lavagens com agua
autoclavada foram feitas para que residuos dos produtos fossem retirados das sementes, que
foram semeadas em meio MS/2 até que se obtivessem plantas com limbos foliares bem

desenvolvidos. Estas foram utilizadas para a transformacao genética. Para isso, pequenos discos
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foliares foram retirados das plantas crescidas no meio de cultura e colocados em meio de co-
cultivo MS (MS contendo 1mg/LL de BAP). Os discos foram infectados individualmente com
20ul. de uma cultura da linhagem EHA105 de A. tumefaciens carregando o vetor
pCambia2301 rpfF, crescida como descrito anteriormente. As placas contendo os discos
infectados ficaram no co-cultivo por 2 dias a 24°C na auséncia de luz e ap6s esse periodo, os
discos foram transferidos para placas de meio de selecio MS (contendo 1ug/mL de BAP,
100pg/mL de canamicina e 100pg/mL de cefotaxima) para selecionar os transformantes. As
placas foram transferidas para luz e os discos foliares transferidos para novo meio de cutlura a
cada dez dias. Brotos regenerados foram individualizados em meio de cultura MS sem
reguladores de crescimento. Para a obtencdo dos controles negativos a etapa de infec¢do com a
cultura de agrobactéria ndo foi realizada, as demais etapas de cultivo seguiram o mesmo

protocolo de discos foliares infectados.

Foi preciso selecionar os brotos positivos apos sua individualizagdo, ¢ para isso foram
coletados pequenos pedagos de folhas para realizagdo do teste GUS, como descrito
anteriormente. Brotos cujas folhas apresentaram coloracdo azul no teste foram transferidos para
magentas contendo meio de enraizamento (MS/2 contendo 100ug/mL de canamicina e
100pg/mL de cefotaxima) e mantidos até o desenvolvimento de raizes. Apos esse periodo, as
plantulas foram transferidas para vasos contendo substrato onde foram aclimatados através de

camara umida por trés semanas.

Ap6s atingirem tamanho ideal, foi realizado um screening inicial das plantas utilizando o
kit REDExtract-N-Amp " Tissue PCR (Sigma — Aldrich), que consiste em uma rapida extracdo
de DNA e posterior PCR de pequenos pedacos de folhas dos tabacos analisados. Folhas de
plantas positivas para esse primeiro teste foram coletadas para extragdo de RNA, segundo
especificacdes do kit Rneasy Plant Mini (Qiagen), para posterior sintese de ¢cDNA utilizando
SuperScript II (Invitrogen). Esse ¢cDNA foi utilizado para realizagao de nova PCR utilizando os
primers para o gene alvo e também a combinag@o do primer direto desenhado para o promotor
35S e reverso do gene alvo. A representacdo das etapas de transformacdo e selegdo das plantas

esta esquematizada na Figura 4.
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Figura 4: Etapas do processo de transformagéo de tabaco. 1. Crescimento das plantas a partir de
sementes cultivadas em meio MS/2; 2. Obten¢do dos discos foliares referentes aos explantes para
transformacéo; 3. Acomodag¢do dos explantes em meio de co-cultivo MS; 4. Obten¢do da cultura
de agrobactéria a partir de uma pré-cultura crescida por 16 horas; 5. Infec¢do dos explantes com
a cultura de agrobactéria; 6. Brotag@o dos explantes infectados em meio de seleg@o apos periodo
de luz; 7. Teste GUS de alguns segmentos de folhas; 8. Enraizamento de brotos cujas folhas
foram positivas no teste GUS; 9. Aclimata¢do das plantas enraizadas para posterior teste por
PCR da presenga do gene alvo; 10. Esquema dos pares de primers utilizados para amplificagao
do gene alvo através de PCR usando como molde cDNA. As setas roxas, esquematizam o par de
primers utilizado para amplificar o gene apenas, as setas amarelas e roxas esquematizam o par
referente a amplificagdo do fragmento contendo o promotor 35S e o gene alvo; 11. Plantas
positivas para todos os testes foram destinadas a casa de vegetacao.

A expressdo do transgene inserido nas plantas matrizes (F0) foi avaliada por qPCR
utilizando o sistema SyberGreen em reacdes contendo 10pl de Fast SYBR® Green Master Mix
(Applied Biosystems), 50ng de cada um dos primers especificos rpfF F (5°- 3°) —
TCGGCAGCAAATCACTCCGAACTA e rpfF R (5- 3%) -
CAGCACAGCTTTGAGTGCTCAGTT, (Tabela 1) e 500ng da amostra de cDNA obtida apds
extragdo de RNA de cada planta testada. O volume final da reagéo foi de 20 pl. A amplificagdo e
captura do sinal foi realizada em triplicata, usando ABI PRISM 7500 Sequence Detector System
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(Applied Biosystems), de acordo com especifica¢cdes do fabricante. Como controles endoégenos

foram utilizados genes os Ntactina e ARPC 3 de tabaco (Tabela 1).

Tabela 1: Relagdo de primers utilizados para andlises da expressdo do transgene por qPCR e

tamanho da sequencia que amplificam

Nome do gene Sequencia do primer 5°- 3’ Tamanho do amplicon

NtActin F- TCCATGCTCAATGGGATACT 100pb
R - TTCAACCCCTTGTCTGTGAT

ARPC3 F - CTGCAGAGGGTGATTTTGCT 100pb
R - ATTGTGCATCACCAGCCATT

Ciclofilina F — AGAGTATGCAGAGGAATGG 100pb
R - GTCCTTAACAGAAGTCCGT

Ubiquitina F - TTCGTCAGTTGACTAATCCT 100pb

R - GTTGCTGTGTTGACTGTG
rpfF F - TCGGCAGCAAATCACTCCGAACTA 100pb
R - CAGCACAGCTTTGAGTGCTCAGTT

F — primer direto (foward)

R - primer reverso

4.3.2 Transformacio e selecio de Citrus sinensis

A transformacgdo de citros foi realizada utilizando como explantes segmentos de
epicotilos das variedades Hamlin, Péra e Pineapple para transformagdo com o vetor
pCambia2301 rpfF. Foram realizados 5 eventos de transformagdo para obtengdo das plantas
utilizando epicdtilos de citros.

Para a transformacéo utilizando epicotilos de citros, as sementes foram obtidas de frutos
maduros e tratadas por 25 minutos com solu¢do comercial de hipoclorito de soédio, sob agitagao.
Os tegumentos foram retirados e as sementes foram novamente tratadas por Smin com uma
solug¢do de hipoclorito a 10%, lavadas com agua autoclavada, tratadas por 15 min com uma
solug¢do de etanol 70%, lavadas por trés vezes em agua autoclavada, secas em fluxo laminar e
colocadas para germinacdo em tubos contendo meio de cultura Murashige Skoog (Sigma —

Aldrich) (MS)/2 (para 1L - 2,15g de meio MS, 50g de Sacarose e 8g Agar). Apds a inoculagdo
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em meio, as sementes foram mantidas a 27°C no escuro para estiolamento. Apds um periodo de 4
a 6 semanas, as sementes estioladas ficaram sob fotoperiodo de 16 horas até que o tecido ficasse
verde. Segmentos de epicdtilo, de 0,8 — 1 cm, foram utilizados para transformagdo genética.
Apds cortados, os segmentos de epicdtilos ficaram imersos por 3 horas em uma solugdo de MS

(4.3g/LL de MS) contendo 100ug/mL de acido indol acético (AIA).

Colonias de A. tumefaciens transformadas com os genes alvo foram crescidas
separadamente em 15mL de meio YEP contendo os antibidticos mencionados durante a noite.
Dessa aliquota foram retirados SmL e adicionados a S0mL de meio YEP contendo antibioticos
para que o crescimento da bactéria fosse acompanhado durante o dia, até¢ que a densidade dtica
(ODgoo) desejada fosse atingida, entre 0,3 e 0,6. Apos o crescimento, a cultura foi centrifugada e
ressuspendida em meio MS, corrigindo-se a populagdo para 10® bactérias. A solucdo contendo
AIA onde os explantes estavam imersos foi retirada e a solugdo contendo bactérias foi
adicionada aos explantes, onde permaneceram por 5 minutos e depois de secos em papel toalha
em fluxo laminar foram transferidos para placas contendo meio MT de co-cultivo (4,3g de MS ,
10™g/L de Tiamina-HCL, 5x10™ g/L de Piridoxina-HCI, 5x10™ g/L de Acido nicotinico, 2x107
g/L de Glicina, 10%g/L de 6-Benzylaminopurine (BAP) e 8g/L de Agar). As placas
permaneceram por um periodo de 2 dias no escuro a 24°C. Depois do co-cultivo os explantes
foram transferidos para placas de meio de cultura MT contendo 100mg/L. de canamicina e
300mg/L de cefotaxima, e deixados no escuro a 28°C até que os brotos comecem a se
desenvolver. Quando a brotacdo iniciou, as placas foram transferidas para um fotoperiodo de 16
horas de luz. Os explantes foram transferidos para novas placas de meio de cultura seletivo a
cada 10 dias, até que as brotagdes estivessem desenvolvidas para serem testadas. A Figura 5

mostra os passos da transformagao por epicotilos.
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Figura 5: Etapas do processo de transformacdo de citros. A. Desinfestacdo e preparo das
sementes. B. Germinacdo das sementes em meio MS/2; C. Plantulas estiolodas apds o periodo de
luz, quando atingem coloragdo verde escura. D. Obtengdo dos explantes a partir de segmentos
das plantulas. Esses explantes ficam por aproximadamente 3 horas em solu¢do de MS contendo
AIA. E. Infeccdo dos explantes com uma cultura de agrobactéria a partir de uma pré-cultura
crescida por 16 horas. F. Acomodacdo dos explantes em meio de co-cultivo, onde permanecem
por 2 dias, a 24°C na auséncia de luz. G. Brotagdo dos explantes infectados em meio de selegdo
apos periodo de luz.

As brotagdes que se desenvolveram de epicétilos transformados foram testadas para a

presenca da atividade do gene gusA, reporter do vetor pCambia2301, utilizado para as

39



transformacds nesse trabalho. Esse teste sera referido como teste GUS, e consite na imersdo de
pequenos pedacos de folhas ou segmentos transversais dos brotos em uma solugdo que testa a
atividade do gene repodrter (b-glucuronidase) sobre o substrato 5-bromo-cloro-3-indolil-B-D-
glucuronideo (X-Gluc). Apds incubagdo nessa solucdo os tecidos foram transferidos para uma
solugdo 1:1 (v/v) de acido acético e etanol para que a coloragdo verde fosse retirada. Brotos
transformados apresentaram coloragdo azul na regido onde houve o corte ou em todo o tecido

apos o teste.

Os brotos cujas folhas apresentaram alguma coloragdo azul foram separados até que suas
hastes se desenvolvessem a ponto de possibilitar a microenxertia. Os brotos foram
microenxertados sobre cavalos de Carrizo citrange (Citrus sinensis (L.) Osb. x Poncirus
trifoliata (L.) Raf.) previamente preparados. Apos a cicatrizagdo da regido da enxertia, as
plantulas foram transferidas para vasos contendo substrato e foram aclimatadas para que suas
folhas se desenvolvessem ¢ fossem testadas por PCR, para avaliar a presenca do transgene.
Pedagos das folhas dos brotos foram cortados e a avaliacdo foi realizada de acordo com
instrugdes do kit REDExtract-N-Amp = Tissue PCR (Sigma — Aldrich), que consiste em uma
rapida extragdo de DNA e posterior PCR. Essa PCR foi realizada utilizando os primers que
amplificaram o gene alvo e e a combinagdo do primer direto desenhado para o promotor 35S (F-
ACACTCTCGTCTACTCCAAG) e o reverso do gene alvo.

A validagdo das plantas de citros transformadas com rpfF ainda contou com os testes de
PCR utilizando ¢cDNA como molde. Para esse teste, pedagos de folhas coletadas foram
masserados e processados de acordo com as instrugdes do kit RNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen).
A taxa de eficiéncia de transformagao foi calculada como a porcentagem de brotos positivos apos
PCR utilizando cDNA como molde, em comparagdo com o nimero de brotos testados pelo teste
histoquimico do GUS. As plantas positivas para esses trés testes foram transportadas para a casa
de vegetacdo para posterior teste da atividade do transgene. Para isso RNA das plantas foi
novamente extraido para sintese de cDNA, e foi realizado um qPCR utilizando o sistema
SyberGreen, como descrito anteriormente, e o par de primers desenhado especificamente para
esse teste, descrito na Tabela 1. Como controles enddgenos de citros foram utilizados os genes
ciclofilina (CAS-PT-301486) e ubiquitina (CAS-PT-300961), amplificados com o auxilio das

seguintes sequencias de primers diretos (F) e reversos (R): Ciclof (F) — 5°
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AGAGTATGCAGAGGAATGG 3’ e Ciclof (R) = 5 GTCCTTAACAGAAGTCCGT 3’; e Ubiq
(F)-5" TTCGTCAGTTGACTAATCCT 3’e Ubiq (R) -5 GTTGCTGTGTTGACTGTG 3’ .

4.4. Cultivo de X. fastidiosa para inoculacio nas plantas transgénicas

Para o desafio de plantas transgénicas, X. fastidiosa foi crescida em meio de cultura PW
por 7 dias, a 28°C. As bactérias foram raspadas das placas com auxilio de uma al¢a e
ressuspendidas em tampao PBS. A cultura foi ajustada para uma DOgy = 0,7 ¢ a inoculagdo foi

realizada com auxilio de uma agulha, segundo descrito anteriormente (Almeida et al. 2001).

4.4.1. Desafio de tabacos transgénicos e analise da infec¢io pela bactéria

Nem todos os eventos transgénicos obtidos foram desafiados, alguns deles apresentaram
fenotipo alterado e por isso ndo foram utilizados nesse teste. Apenas as plantas fenotipicamente
iguais ao tipo selvagem foram desafiadas com X. fastidiosa. Nesse primeiro screening, 14
eventos da geracdo FO foram inoculados, para que pudéssemos fazer uma avaliagdo daqueles
com maior tolerdncia a bactéria. Eventos que apresentaram menos sintomas em comparagao ao
tipo selvagem tiveram suas sementes coletadas para o experimento posterior de desafio.

Sementes de 5 eventos foram selecionadas por apresentarem menos sintomas apds
inoculagdo de X fastidiosa. Essas sementes foram desinfestadas, como descrito anteriormente, ¢
semeadas em magentas contendo meio MS/2 com 100ug/mL de canamicina. As plantulas, apds
desenvolvidas, foram transplantadas para vasos contendo substrato. A aclimatagdo das plantas
foi feita por cAmara umida e apds trés semanas foi realizado um teste GUS para verificar se todas
elas apresentavam o transgene. Ao todo 19 plantas, de 5 eventos diferentes, foram utilizadas
nesse primeiro experimento. Elas permaneceram por aproximadamente 2 meses em casa de
vegetacdo para que fossem bem aclimatadas, e entdo foram inoculadas com a bactéria. A
inoculagdo foi realizada na base do peciolo da folha mais velha da planta, através de uma gota de

15ul. pingada na face abaxial do peciolo, sobre a qual foram feitos 5 furos com agulha
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entomoldgica. As plantas foram mantidas na posi¢do horizontal até que a gota fosse absorvida

pela planta. A Figura 6 demonstra a inoculacdo de X. fastidiosa em tabacos.

-

Figura 6: Inoculagdo de X fastidiosa em plantas de tabaco. A. Uma gota contendo a suspensao
da bactéria foi pingada na face abaxial do peciolo da folha mais velha da planta. B. Sobre a gota,
sdo feitos 5 furos com agulha entomolodgica para que a bactéria possa penetrar no tecido.

O aparecimento de sintomas foi acompanhado semanalmente e comparado com sintomas
de plantas do tipo selvagem. Esse acompanhamento consistiu em contabilizar o nimero total de
folhas de cada planta ¢ o nimero de folhas com sintoma, que em tabaco sdo representados por
pontos necrdticos inicialmente observados nas margens das folhas e posteriormente ocupam o
limbo. Dessa maneira, pudemos fazer o célculo da incidéncia de sintomas em cada planta
avaliada, como sendo o nimero de folhas com sintomas dividido pelo nimero total de folhas da
planta.

Apds 14 semanas de infecgdo, foi realizada a extragdo de DNA de folhas de diferentes
partes das plantas infectadas. A fim de analisar a movimentagdo bacteriana ao longo das plantas,
folhas foram coletadas em diferentes pontos para extragdo de DNA total dos peciolos e avaliagdo
da populacdo bacteriana por qPCR da seguinte maneira: as plantas foram medidas
individualmente, o ponto de inoculagdo de cada uma foi determinado e a partir dele, a cada
15cm, foram coletadas duas folhas em posi¢des opostas, denominadas P1, P2, P3 e assim por
diante, sendo o P1 o ponto mais préximo ao ponto de inoculagdo. A Figura 7 demonstra os

pontos de coleta das plantas de tabaco.
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Figura 7: Esquema representativo das coletas de folhas realizadas nas plantas infectadas de
tabaco do tipo selvagem e da geragdo F1 de plantas transgénicas para analise de movimentacao e
quantidade da populacdo de X. fastidiosa.

De acordo com resultados obtidos de cada planta, demonstrados no item seguinte, foram
selecionadas 5 plantas de 2 eventos diferentes para o experimento 2, que foi realizado definindo-
se novos critérios de avaliacdo. As plantas selecionadas para o segundo experimento foram
1AB2, 1AB3, 1AB4 e 1AB10, do evento 1AB e a planta 2AB3, do evento 2AB. Sementes dessas
plantas foram novamente semeadas, seguindo as conci¢des anteriormente descritas. Para esse
segundo experimento foram avaliados 15 individuos obtidos de sementes de cada uma das 5
plantas dos 2 diferentes eventos transgénicos escolhidos, totalizando 75 plantas transgénicas da
geracdo F2 a serem inoculadas e 10 plantas do tipo selvagem, que foram utilizadas como
controles. Etapas de aclimatagdo das plantas e inoculagdo de X. fastidiosa também seguiram os
parametros descritos para o experimento 1. Entretanto, para a avaliagdo da sintomatologia
apresentada pelas plantas nesse segundo experimento, nova metodologia foi realizada. Foi
definida, em um estudo paralelo do nosso grupo de pesquisa, uma escala diagramatica de
severidade de sintomas em folhas de tabaco (Figura 8). Essa escala foi feita com base na relagéo
entre a porcentagem da area da folha de tabaco que apresentava lesdes e a area total da folha.
Esses valores foram comparados a quantidades de bactéria determinadas por qPCR e a eficacia
da escala foi testada por 5 avaliadores diferentes (Pereira et al, 2014 submetido). A severidade
dos sintomas foi definida como a razdo entre a nota de sintomas conferida a cada planta e o
numero de folhas com sintomas. Incidéncia e severidade foram analisados por 3 avaliadores

diferentes uma Unica vez, no momento em que todas as plantas do experimento apresentaram
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pelo menos 1 folha com sintoma. Todas as andlises estatisticas para comparagcdo de médias

foram realizadas por teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 8: Escala diagramatica utilizadas para avaliagdo de notas de severidade de sintomas
causados por X. fastidiosa em plantas de tabaco. Sintomas sdo representados por pontos
necrdticos que se iniciam nas margens da folha — notas 1 e 2 — e a medida que evoluem ocupam
todo o limbo —notas 3 a 6.

Os peciolos referentes a cada ponto de coleta, dos experimentos 1 e 2, foram cortados e
masserados em nitrogénio liquido, as amostras foram pesadas e foi realizada a extragdo de DNA
total seguindo o método CTAB, como descrito anteriormente no Capitulo 1. Para determinar a
quantidade de bactéria em cada ponto de coleta foi construida inicialmente uma curva padrao
com concetragdes conhecidas de DNA da estirpe 9a5c de X. fastidiosa misturado ao DNA de
uma planta saudéavel de tabaco. A estimativa do nimero de células de tecido vegetal (tabaco) por
microlitro de DNA total obtido apds extragao foi obtida através da relagdo entre o genoma de N.
tabacum e seu peso em Daltons. Esse mesmo calculo foi realizado para estimar o nimero de
células de X fastidiosa e foi realizada a diluig@o seriada e a mistura de ambos os DNAs para se
obter uma faixa de 10% a 10® células/mg de tecido vegetal. A Figura 9 exemplifica a construgdo

da curva padrio.
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4.500.000.000 (tamanho do genoma de tabaco) X 660 (conversdo para Daltons) =

2.970 x 10° Da = 0.004930497ng

Q DNA de tabaco = Numero de células de tabaco / pLL
nanograma

2.679.305 (tamanho do genoma da bactéria) X 660 (conversdo para Daltons) = 1.768.341.300
Da = 0.000002936ng

[ ) DNA da bactéria = Ntmero de células de X. fastidiosa | nL.

nanograma
I
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Figura 9: Esquema representativo da construcdo da curva padrdo para determinag@o da quantida
de X fastidiosa em pontos de coleta de plantas de N. tabacum inoculadas. A. Calculos para
determinacdo da quantidade de células da planta e da bactéria foram obtidas apos extracdo de

DNA. B. Montagem da curva através de dilui¢des seriadas.

A amplificagdo do DNA das amostras da curva foi realizada em um volume de 13ul
contendo 6,5ul de TagMan PCR Master Mix (Applied Biosystems), 525 nM dos primers CVC-1
(AGA TGA AAA CAA TCA TGC AAA) e CCSM-1 (GCGCATGCCAAGTCCATATTT)
(Oliveira et al.,, 2002), 1,5 ul da Sonda TAQCVC 5'- (6FAM)AACCGCAGCAGAAGCCGC

TCATC(TAMRA)-3' (Applied Biosystems) e 150ng da amostra de DNA da curva. A
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amplifica¢@o e captura do sinal foi realizada em triplicata, usando ABI PRISM 7500 Sequence
Detector System (Applied Biosystems). Foi realizada uma regressao linear para correlacionar os

valores dos CTs obtidos com as concetragdes de DNA utilizadas em cada ponto da curva.

A avaliagdo do movimento da bactéria no interior de plantas de tabaco foi realizada
utilizando como molde o DNA extraido dos peciolos das folhas dos pontos de coleta, e as
mesmas condi¢des de qPCR citadas acima para a realizagdo da curva padrdo foram mantidas. O
valor de CT obtido nas andlises de populagdo de X. fastidiosa em cada ponto de coleta nas
plantas transgénicas e do tipo selvagem foi utilizado para estimar a quantidade de bactéria

encontrada, de acordo com a curva padréo previamente estabelecida.

4.4.2. Desafio de citros transgénicos e analise da infecc¢iio pela bactéria

Para o desafio das plantas de citros transgénicas foi realizada a propaga¢do das matrizes
que apresentaram expressao do transgene apds qPCR. De cada planta matriz foram retiradas 10
borbulhas que foram enxertadas sobre limdo — cravo. Apds periodo de pegamento e
desenvolvimento dessas plantas propagadas foi realizado um teste GUS, utilizando pedagos de
folhas de todas as plantas propagadas para que se evitasse a inoculacdo de X fastidiosa em

plantas que nao fossem transformadas.

Foram inoculadas apenas as plantas de citros que apresentaram coloragdo azul apos o
teste GUS. A inoculacdo foi realizada seguindo as condigdes descritas no inicio deste item e feita
na face abaxial do peciolo das folhas mais velhas da planta. No caso de citros, como a taxa de
infecgdo € baixa, foram feitos dois pontos de inoculacdo. A presenca de X. fastidiosa nas plantas
foi verificada apds 5 e 8 meses apos a infecgdo por PCR convencional utilizando primers de
dete¢do RST31 F — 5’GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC3” e RST33 R -
5’CACCATTCGTATCCCGGTG3".

As avaliagdes de incidéncia e severidade de CVC foram feitas duas vezes para citros,
uma apos 9 meses de inoculagdo e a outra ap6s 18 meses. Isso foi adotado para citros porque os
sintomas demoram mais a se desenvolver e dessa maneira foi possivel avaliar diferencas no
inicio de aparecimento de sintomase e também em sintomas avangados. A incidéncia foi

calculada como a razdo entre o numero de folhas com sintomas na planta € o nimero total de
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folhas. A severidade de CVC foi calculada como a razdo entre a nota dada aos sintomas de CVC
e o numero de folhas com sintomas. A nota foi dada de acordo com duas escalas diagramaticas
dependendo do tempo em que a severidade foi avaliada. Aos nove meses, utilizamos a escala
publicada por Amorin ef al., 1993, e aos 18 meses desenvolvemos uma escala de severidade
baseada nos sintomas apresentados pelas plantas. As escalas utilizadas aos 9 e aos 18 meses de

avaliacdo estdo demonstradas na Figura 10.

1 2
| |
1 2
Figura 10: Escalas diagramaticas utilizadas para avaliagdo de notas de severidade de CVC nas
plantas inoculadas. A. Escala utilizada na avaliagdo apos 9 meses de inoculagdo, publicada por

Amorin ef al., 1993 e Muranaka et al., 2012. B. Escala desenvolvida para este trabalho contendo
folhas com niveis avangados de CVC, utilizada na avaliagdo apos 18 meses de inoculagao.
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Para a analise de movimento da bactéria na planta, foi realizado o mesmo procedimento

descrito para tabaco, no item anterior, com coleta de duas folhas a cada 15 cm. A curva padrio



confeccionada para detec¢@o da bactéria em citros também foi construida como demosntrado
para tabaco, entretanto, utilizou-se DNA de Hamlin sadia para a dilui¢do da bactéria e obtengao

de uma faixa equivalente a populacdes entre 10% e 10® células de X. fastidiosa.
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5. Resultados

5.1. Construgio do vetor pCambia2301_rpfF e transformacio de A. fumefaciens

O gene alvo para a constru¢do do vetor binario foi obtido a partir de amplificagdo do
genoma de 9a5c, gerando um fragmento de 900pb condizente com o tamanho do gene predito em
analises in silico. Foi feita a clonagem do rpfF em pGEMT (Promega) para certificagdo da
qualidade de sua sequencia, e analises revelaram que a totalidade dos clones obtidos teve 100%
de similaridade com a sequencia predita pelo site http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/. Apds a
certificacdo da sequencia, foi realizada a subclonagem para montagem do cassete de expressao
submetendo o gene ao dominio do promotor 35S em vetor pRT101. O cassete foi digerido do
vetor de construcdo e ligado ao pCambia 2301. Os resultados das etapas de amplificagdo e

clonagem e a obtencdo do vetor bindrio estdo demosntrados na Figura 11.

Figura 11: Etapas da obten¢do do vetor pCambia2301 rpfF. A. Amplificacdo do gene alvo a
partir do genoma da estirpe 9a5c¢ de X. fastidiosa. O tamanho esperado do rpfF é 900pb. A seta
indica banda de 1Kb. M indica Marcador Molecular 1Kb plus (Invitrogen). B. PCR de colonias
de E. coli transformadas com vetores pRT101 ligados a rpfF. A seta indica banda de 1,5Kb. M
indica Marcador Molecular O Gene Ruler 1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 1 a § indicam as
colonias testadas. C. Digestdo do cassete de expressdo construido em pRT101. M indica
Marcador Molecular O Gene Ruler 1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas).1. Vetor pRT101, de
tamanho 3.340pb, digerido com a enzima HindIll. 2. Vetor pRT101 obtido de E. coli
transformada e igualmente digerido com a enzima HindlIll, o tamanho esperado do cassete era
1,6Kb. A seta indica banda de 1,5Kb. D. PCR de coldnias de E. coli transformadas com o vetor
pCambia2301 rpfF. M indica Marcador Molecular O Gene Ruler 1Kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 a 5 indicam colonias amplificadas com o par de primers utilizados para obter o

49



gene alvo, 6 e 7 indicam amplificacdo do cassete utilizando primers para o promotor 35S e o
gene rpfF.

Depois de obtido, o vetor pCambia2301_rpfF foi inserido em A. tumefaciens por choque
térmico. Foi realizada uma PCR de colonia para certificacdo da presenca do gene nas colonias
obtidas. Todas as colOnias que cresceram nas placas de meio de cultura foram testadas,
entretanto, nem todas apresentaram a banda referente a 900pb. A Figura 12 mostra o resultado o
btido.
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Figura 12: PCR de colonias de 4. tumefaciens transformadas com o vetor pCambia2301_rpfF.
M indicam Marcador Molecular O Gene Ruler 1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas). P indica o
controle positivo da reagdo e 1 a 9 indicam as coldnias testadas.

Colonias que apresentaram a banda de interesse apos PCR foram crescidas para

transformacao das plantas alvo.

5.2. Transformacao das plantas alvo e selecio de transformantes
5.2.1 Transformacio e selecio de Nicotiana tabacum

Foram transformados discos foliares da variedade RP-1 de N. tabacum crescidos em meio
de cultura. A transformacdo de tabaco com pCambia2301 rpfF apresentou resultados bastante

satisfatorios, sendo possivel obter 24 eventos transgénicos. O processo de transformagdo de
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tabaco apresentou uma taxa de eficiéncia de 16,21%, uma vez que dos 148 brotos regenerados e
avaliados pelo teste histoquimico GUS, 24 foram positivos apés PCR utilizando cDNA como
molde, a fim de avaliar a presenga do transgene. A tabela 2 resume os eventos realizados e os

resultados obtidos.

Tabela 2: Eventos de transformagdo com o gene rpfF realizados em tabaco e resultados obtidos

Data do Variedade  Numero de Brotos Brotos Brotos Brotos
evento de tabaco explantes  regenerados GUS positivos - positivos —
positivos PCR de PCR de
DNA cDNA
26/11/2010 RP-1 67 40 12 7 5
18/1/2011 RP-1 93 44 11 8 7
21/3/2011 RP-1 95 64 19 15 12

As plantas obtidas foram testadas primeiramente para avaliagdo da presenga do gene
reporter, que quando presente confere coloragdo azul ao tecido testado. Folhas das plantas
positivas foram coletadas para extracdo de DNA e PCR para detec¢do da presenga do transgene.
Folhas das plantas positivas para esta PCR foram novamente coletadas para extracdo de RNA e
sintese de cDNA, que foi utilizado como molde para nova PCR, a fim de avaliar se o transgene

estava sendo expresso. A Figura 13 A e B demostram algumas das etapas de testes descritas.

Figura 13: PCRs testes para avaliar a presenca do gene rpfF nas plantas de tabaco
transformadas. O gene alvo apresenta 900pb apds amplificagdo. A. PCR utilizando DNA de
plantas de tabaco positivas para o teste GUS. B. PCR utilizando cDNA das plantas positivas para
a primeira PCR. M em ambas as figuras indicam Marcador Molecular O Gene Ruler 1Kb Plus
DNA Ladder (Fermentas) e N indicam controles negativos. P indica o controle positivo da
reagdo e 1 a 9 indicam plantas testadas. As setas vermelhas indicam bandas de 1Kb.
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Alguns dos eventos obtidos foram selecionados para analise da expressdo do transgene,
como demosntrado na Figura 14. Para a comparagdo da expressdo do transgene nas matrizes por
PCR quantitativo foram utilizados os controle enddégenos NtActin e ARPC3. Inicialmente,
utilizamos dois controles endoégenos para analise da expressao de rpfF, e uma vez que ambos néo
demonstraram altera¢do na expressdo em plantas transgénicas quando comparadas as plantas do
tipo selvagem, apenas NtActin foi utilizado para analises seguintes. O valor da expressdo do
transgene foi calculado em comparagdo com plantas do tipo selvagem, para as quais o valor da

expressdo foi definido como 1, ap6s os caculos.

Expressao de rpff em plantas de tabaco
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Figura 14: PCR quantitativo em tempo real para avaliagdo da expressdo do transgene em
plantas matrizes de tabaco. Para essa andlise foram utilizados os controles endogenos ARPC3 e
NtActin. 1AB, 2A, 2AB, 2B, 12AB, F, H, L e N correspondem aos eventos testados. WT
corresponde a uma planta do tipo selvagem, utilizada como controle negativo. O valor da
expressao do transgene foi obtido em comparagdo com uma planta do tipo selvagem, para a qual
o valor da expressdo do transgene foi definido como 1.

De acordo com respostas contra X. fastidiosa (discutidas no item seguinte), 5 eventos
foram selecionados para testes posteriores de desafio contra o patogeno e a geracdo F1 desses
eventos também foi avaliada quanto a expressdo do transgene. A Figura 15 mostra os resultados

de expressdo do gene rpfF na geracdo F1 dos eventos 1A, 1AB, 2B, 2AB e F.
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Expressao de rpfF em plantas da geragdo F1 de tabaco Expressdo de rpfF em plantas da geragdo F1 de tabaco
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Figura 15: PCR quantitativo em tempo real para avaliagdo da expressdo do transgene na
geracdo F1 dos eventos selecionados para testes posteriores de desafio contra X. fastidiosa.
Nessa segunda analise de expressao, apenas NtActin foi utilizado como controle endogeno. 1A,
1AB, 2B, 2AB ¢ F correspondem aos eventos testados. WT corresponde a uma planta do tipo
selvagem, utilizada como controle negativo.

De acordo com os resultados de PCR quantitativo em tempo real foi possivel observar
que uma das matrizes transgénicas ndo apresentou superexpressdo do rpfF (Figura 14),
indicando que além dos testes utilizando PCR convencional é necessaria a avaliagdo da
expressdo do transgene por PCR quantitativo em tempo real. No caso da geragdo F1 (Figura 15),
diferencas na expressao do transgene podem ser resultado de segregacdo, uma vez que essas

plantas foram geradas a partir de autofecundag@o das plantas matrizes.

5.2.2. Transformacio de Citrus sinensis

A utilizagdo de epicotilos como explantes para transformagdo de citros possibilitou a
obtencdo de 8 eventos transgénicos. A eficiéncia de transformacdo de citros foi diferente de
acordo com o cultivar. O célculo da taxa de eficiéncia foi realizado como a porcentagem de
brotos positivos apds PCR utilizando cDNA como molde, com relagdo ao numero total de brotos
positivos no teste histoquimico GUS. Para Pineapple a eficiéncia foi de 0,24%, para Hamlin a

eficiéncia foi de 0,88% e para Carrizo foi de 1,06%. A Tabela 3 resume os eventos realizados e

os resultados obtidos.
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Tabela 3: Eventos de transformagdo com o gene rpfF realizados em citros e resultados obtidos

Datado  Variedade Numero de Brotos Brotos Brotos Brotos
evento de citros explantes  regenerados GUS positivos - positivos —

positivos PCR de PCR de

DNA cDNA
30/8/2010  Pineapple 466 33 17 3 0
12/1/2011 Hamlin 216 22 11 6 2
15/3/2011  Pineapple 227 19 12 5 1
22/3/2011  Pineapple 131 64 21 7 1
6/4/2011 Hamlin 235 55 18 10 2
6/4/2011 Carrizo 187 23 4 2 2

A sequencia de testes dos brotos regenerados foi seguida como descrito para tabaco,
realizando inicialmente a avaliacdo da presenga do gene repodrter através do teste GUS. Brotos
positivos para esse teste foram separados para que se desenvolvessem e pedagos de folhas foram
coletados para realizagdo de PCRs utilizando DNA e cDNA como moldes. A Figura 16 mostra

os resultados das etapas de sele¢ao dos brotos obtidos.
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Figura 16: Etapas da avaliacdo dos brotos de citros. PCRs testes para avaliar a presenca do gene
rpfF nas plantas de tabaco transformadas. O gene alvo apresenta 900pb apds amplificacdo. A.
PCR utilizando DNA de plantas de tabaco positivas para o teste GUS. B. PCR utilizando cDNA
das plantas positivas para a primeira PCR. M em ambas as figuras indicam Marcador Molecular
O Gene Ruler 1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas) e N indicam controles negativos. P indica o
controle positivo da reacdo e 1 a 9 indicam plantas testadas. As setas vermelhas indicam bandas

de 1Kb.

Apds validagdo por PCR convencional, as plantas foram transferidas para casa de
vegetacdo para que se desenvolvessem. A andlise seguinte foi realizada a fim de avaliar os niveis
de transcri¢do do transgene. Para isso, utilizamos qPCR e os primers citados anteriormente. A

Figura 17 mostra os resultados da expressdo do 7pfF nas plantas dse citros obtidas.

Izl Expressao de rpfF nos eventos de Carrizo Expressao de rpfF nos eventos de Pineapple
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Figura 17: PCR quantitativo em tempo real para avaliagdo da expressdo do rpfF nos eventos de
citros obtidos. A. Expressdo do transgene nos eventos de Carrizo obtidos. B. Expressdo do
transgene nos eventos de Pineapple obtidos. C. Expressdo do transgene nos eventos de Hamlin
obtidos. Carrizo, Pineapple e Hamlin se referem a plantas do tipo selvagem, utilizadas como
controles negativos nos testes. A expressdo do transgene nos eventos de Carrizo, Pineapple e
Hamlin foi obtida em comparagdo com as respectivas variedades do tipo tipo selvagem, para as
quais o valor da expressdo foi definido como 1, apds os calculos.

A expressdo do transgene, embora alta em todos os eventos obtidos, apresentou
diferencas entre as plantas testadas. Apos a validagdo das plantas foram realizados os
experimentos de desafio contra os patogenos X. fastidiosa e X. citri. Resultados do desafio dessas
plantas contra X. fastidiosa serdo demonstrados no item seguinte, e resultados do desafio contra

X citri serdo demonstrados e discutidos no capitulo 3.

5.3. Desafio de plantas transgénicas com X. fastidiosa e analise da colonizagio
5.3.1. Desafio e analises de N. fabacum transformados

As plantas de tabaco da geracdo FO que expressaram o gene rpfF foram transferidas
para casa de vegetagdo e aquelas fenotipicamente iguais as do tipo selvagem foram inoculadas
com a bactéria para um screening inicial de plantas mais tolerantes ao patogeno. Ao todo, 14, dos

24 eventos transgénicos foram inoculados com a bactéria. Destes, apenas 5 eventos apresentaram
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resultados de maior tolerancia ao patdégeno, ja que sintomas de pontos de necrose foliar foram
menores nesses eventos, e por isso foram selecionados para o experimento 1.

Para este experimento, sementes dos 5 eventos selecionados foram semeadas e
crescidas como descrito anteriormente. Depois de brotadas e transplantadas para vasos, foi feito
um teste GUS em pedagos de folhas para que brotos negativos ndo fossem utilizados para o
desafio. Nem todas as folhas testadas apresentaram coloragdo azul apds o teste GUS (dados nao
mostrados), indicando que escapes de sementes podem ocorrer mesmo em meio contendo
antibidtico e que o gene rpfF estava segregando na populacdo F1. Os brotos cujas folhas néo
apresentaram colorag@o azul foram descartados, e os positivos foram desafiados com a bactéria.
Apo6s 50 dias da inoculagdo, foi possivel observar o aparecimento de pontos necroticos ao redor
do limbo de algumas folhas, caracteristicos da infec¢@o por X. fastidiosa (Lopes et al. 2000).

De maneira geral, as plantas transgénicas de tabaco da geragao F1 apresentaram um
aspecto mais vigoroso do que as plantas do tipo selvagem, mesmo ap6s o aparecimento de alguns
sintomas provocados pela bactéria. Algumas plantas transgénicas demonstraram aparente
reducdo de deficiéncia hidrica (Figura 18C), observado por folhas com maior turgecéncia
quando comparadas as do tipo selvagem. Além disso, as folhas com sintomas em algumas
plantas transgénicas se localizavam preferencialmente na parte inferior, mais préximo ao solo
(Figura 18B), sendo que poucas folhas distais apresentavam sintomas. Outra caracteristica
observada foi a redug¢do do nimero de folhas mortas quando comparadas as plantas do tipo
selvagem (Figura 18 B e C). A Figura 18 demonstra os sintomas causados por X. fastidiosa

observados em tabaco e aspectos comparativos entre as plantas do tipo selvagem e transgénicas.
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Figura 18: Aspectos das diferengas de sintomatologia observados no experimento 1 entre
plantas do tipo selvagem e plantas transgénicas da geragao F1. A. Pontos necroticos ao redor do
limbo foliar, caracteristicos da infec¢do por X. fastidiosa. B. Comparagdo entre a planta 2 do
evento 1AB, a esquerda, e uma planta do tipo selvagem, ambas apresentando sintomas. C.
Aspecto geral de uma planta do tipo selvagem em compara¢do com a planta 3 do evento 1AB, a
esquerda, demonstrando diferengas no aspecto geral da planta. As folhas mortas eram mais
numerosas em plantas ndo transgé€nicas e estas apresentavam maior aparéncia de deficiéncia
hidrica.

A partir do inicio do aparecimento de sintomas, aos 50 dias apds a inoculacdo,
avaliacdes semanais da incidéncia foram realizadas até o final do experimento. A incidéncia
foi calculada como a razdo entre o nimero de folhas com sintomas em relagdo ao numero
total de folhas vivas da planta. Eventos como o 1A e o F apresentaram apenas uma planta. A

incidéncia foi analisada por trés avaliadores diferentes.
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Foram realizadas coletas de folhas ao longo de diferentes pontos de algumas plantas que
apresentaram menores resultados de incidéncia de sintomas, a fim de avaliar a movimentagéo
bacteriana. Foi extraido o DNA total dessas folhas, e a quantidade de bactéria foi determinada
por qPCR segundo a comparagdo com uma curva padrao construida com quantidades referentes
a uma faixa de 10% a 10® células de X. fustidiosa/mg de tecido vegetal. A curva padrio obtida [y
= -3.3483x (numero de copias de DNA) + 38.196] mostrou uma variagdo linear correlacionando
DNA (numero de copias) com a medida de fluorescéncia (valores de CT), além de um
coeficiente R? de 0,9955. Todas as andlises estatisticas para comparacdo de médias foram
realizadas por teste de Tukey (P<0,05). A curva padrdo utilizada para célculos das quantidades

de X fastidiosa por ponto de coleta esta demonstrada na Figura 19.
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Figura 19: Curva de populacdo de X fastidiosa construida para analises das plantas
transgénicas de tabaco inoculadas com a bactéria. A curva apresentou um valor de R* = 0.9955.

Foram eleitas as plantas 2, 3, 4 e 10 do evento 1AB e a planta 4 do evento 2AB para a
analise de movimentagdo da bactéria, segundo resultados de incidéncia de sintomas e aparéncia
geral. A partir da comparagdo de valores de CTs obtidos apdés qPCR das amostras de DNA
extraido de peciolos das folhas dos diferentes pontos das plantas inoculadas, foi possivel
determinar a quantidade de bactérias. Os resultados demonstraram que foi possivel detectar X.
fastidiosa até o ponto 4 de coleta de plantas do tipo selvagem, revelando grande capacidade de

movimento dessa bactéria em tabaco, uma vez que o ponto 4 esta a, aproximadamente, 1 metro
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acima do ponto de inoculagdo. Por outro lado, a detec¢do de X fastidiosa em plantas
transgénicas ndo ultrapassou o ponto 2 de coleta, indicando que apresentaram menor
movimentag¢do, uma vez que foram detectadas preferencialmente mais proéximas ao ponto de
inoculacdo. Esse resultado corrobora o que foi observado e descrito acima, uma vez que sintomas
foram observados preferencialmente na parte inferior dessas plantas transgénicas ¢ em alguns
casos ndo foi possivel detectar sintomas em folhas distais. A Figura 20 demonstra os resultados

de deteccdo de X. fastidiosa nos pontos de coleta de tabacos.

Quantificagao de X. fastidiosa nos
diferentes pontos de coleta em tabacos
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Figura 20: Deteccdo de X fastidiosa nos diferentes pontos de coleta analisados de plantas
transgénicas da geragdo F1 e plantas do tipo selvagem. P1, P2, P3 e P4 referem-se aos pontos de
onde as folhas foram retiradas, sendo P1 o ponto mais proximo ao ponto de inoculagdo e P4 o
mais distante.

A fim de avaliar se os resultados obtidos para os eventos testados eram consistentes, foi
realizado um novo experimento de inoculagdo, que sera referido como experimento 2. Sementes
das plantas 2, 3, 4 e 10 do evento 1AB e da planta 3, do evento 2AB, que apresentaram menor

movimento bacteriano foram coletadas e novamente semeadas, seguindo parametros
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anteriormente descritos. Nesse segundo experimento, 15 plantas obtidas das sementes, portanto a
geragdo F2 das plantas transgénicas, foram inoculadas e 15 plantas do tipo selvagem. A
Incidéncia no experimento 2 também foi calculada com base na média da observacdo de 3
avaliadores diferentes, entretanto ndo foram feitas avaliagbes semanais ¢ sim uma Unica
avaliagdo, aos 110 dias apds inoculag@o. Todas as andlises estatisticas para comparagdo de
médias foram realizadas por teste de Tukey (P<0,05).

A incidéncia de sintomas foi menor nos 2 eventos transgénicos avaliados, sendo que no
evento 1AB a média de incidéncia de sintomas da populacdo obtida das sementes das plantas 3, 4
e 10 apresentaram diferenca estatistica significativa, assim como a média da incidéncia de
sintomas da populacdo originada das sementes da planta 3, do evento 2AB quando comparados
ao tipo selvagem. Plantas desses dois eventos ja haviam demonstrado tal comportamento no
experimento 1, indicando que essas plantas mantiveram a caracteristica de maior tolerancia ao

patdégeno. A Figura 21 mostra os resultados da média de incidéncia de sintomas nas plantas
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Figura 21: M¢dia da incidéncia de sintomas de X. fastidiosa nas plantas transgénicas de tabaco
da geracdo F2 selecionadas a partir do experimento 1. 1AB 2, 1AB 3, 1AB 4, 1AB 10 e 2AB 3
sdo referentes as plantas transgénicas que apresentaram maior tolerdncia ao patdogeno no
experimento 1. WT refere-se ao tipo selvagem. Asteriscos demonstram diferenca estatistica
significativa.

Foi possivel observar novamente que mesmo apds o aparecimento de sintomas, plantas

transgénicas apresentavam reducdo de sintomas e maior vigora quando comparadas a plantas do
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tipo selvagem. Sintomas de infecgdo por X. fastidiosa em tabaco referem-se a pontos necrdticos
nas folhas. Esses sintomas se iniciam nas margens das folhas e conforme se agravam ocupam
toda a area do limbo. Em algumas plantas transgénicas, os sintomas que apareceram nas margens
das folhas ndo evoluiram para o limbo todo e era evidente a diminui¢do de sintomas observados
por folhas, mesmo em casos onde o numero de folhas sintomaticas era alto. Alguns exemplos

comparativos entre plantas do tipo selvagem e transgénicas estdo demonstrados na Figura 22.

Figura 22: Aspectos de algumas plantas transgénicas da geracdo F2 dos eventos 1AB ¢ 2AB em
compara¢do a planta do tipo selvagem, apds aparecimento de sintomas causados por X
fastidiosa. A. Planta do tipo selvagem. B. Planta 2 da gerac¢do F2 do evento 2AB, selecionado no
experimento 1. C. Planta 5 da geragdo F2 do evento 1AB, selecionado no experimento 1. D.
Planta 11 da geragdo F2 do evento 1AB, selecionado no experimento 1. Sintomas de infecgdo
por X fastidiosa se referem a pontos necroticos, evidentes na figura A.

Outro parametro avaliado no segundo experimento foi a severidade dos sintomas
causados por X. fastidiosa nas plantas. Para essa analise, 3 diferentes avaliadores conferiram

notas aos sintomas foliares, de acordo com uma escala que definia notas entre 1 a 6, dependendo
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da area da folha ocupada pelos sintomas. A partir dos valores obtidos foi possivel calcular a
média da severidade entre as plantas do tipo selvagem e transgénicas avaliadas. A Figura 23

mostra os resultados da média de severidade obtidos para o experimento 2.
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Figura 23: M¢dia da severidade de sintomas de X. fastidiosa nas plantas de tabaco da geragao
F2 de transgénicas selecionadas a partir do experimento 1. 1AB2, 1AB3, 1AB4, 1AB10 ¢ 2AB3
sdo referentes as populagdes da geracdo F2 das plantas transgéncicas dos eventos 1AB ¢ 2AB,
que apresentaram maior tolerancia ao patdogeno no experimento 1. WT refere-se ao tipo
selvagem. Asteriscos demonstram diferenga estatistica significativa (P<0,05).

A utilizagdo da escala de sintomas de tabaco permitiu que a severidade dos sintomas
pudesse ser classificada e comparada entre os eventos transgénicos e as plantas do tipo selvagem.
Dessa maneira foi possivel avaliar quantitativamente o que era observado com relagdo aos
sintomas em plantas transgénicas. Embora apenas 2 populagdes, ambas do evento 1AB,
apresentaram valor significativamente diferente (P<0,05) entre as médias das notas de severidade
dadas a plantas do tipo selvagem, as médias de notas de todas as outras populagdes apresentaram
valor de P préximo a 0,05, sugerindo uma menor severidade para todas (Figura 23).

Sintomas causados por X fastidiosa em plantas hospedeiras sdo resultado de
movimentacao da bactéria ao longo da planta e a colonizacdo dos vasos do xilema. Para avaliar a
movimentacao da bactéria nas plantas de tabaco do tipo selvagem e transgénicas foram coletadas
folhas ao longo das plantas, iniciando a 15 ¢cm do ponto de inocula¢do até o apice da planta,

aproximadamente entre 65 ¢ 70 cm. DNA foi extraido do peciolo dessas folhas e utilizado em
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analises da populacdo da bactéria através de qPCR. O resultado de Ct foi utilizado para estimar a
quantidade de bactérias, através da comparagdo com uma curva padrio previamente estabelecida.
Resultados da movimentacdo de X. fastidiosa esta demonstrado na Figura 24.
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Figura 24: Média da populagdo de X. fastidiosa detectada por qPCR nas plantas de tabaco do
tipo selvagem e nas plantas da geracdo F2 dos dois eventos transgénicos avaliados. O numero de
células foi estimado em comparagdo com uma curva padrdo previamente estabelecida. 15, 30, 45
e 65 cm foram as distancias em que as folhas foram coletadas. Valor da média da populagdo de
X fastidiosa encontrada nos pontos avaliados foi estatisticamente significativo (P<0,05).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 15 foi possivel observar uma
reducdo na quantidade de bactérias detectadas em todos os pontos de coleta das plantas
transgénicas quando comparadas as plantas do tipo selvagem. Essa redugdo pode ser observada
ja no primeiro ponto acima do ponto de inoculag@o, mas foi mais discrepante aos 45cm, referente
ao terceiro ponto. Esse resultado reflete a dificuldade da bactéria em se movimentar em plantas

transgénicas, visto que uma populagdo menor de bactéria foi detectada em pontos mais distais.

5.3.2. Desafio e analises de C. sinensis transformados

As plantas de citros validadas para a expressdo do gene rpfF foram transferidas para

casa de vegetagdo. Dez borbulhas de cada evento transgénico, tanto Hamlin como Pineapple, e

64



dez borbulhas ndo transgénicas foram enxertadas sobre limao cravo para posterior desafio com
X fastidiosa. A fim de evitarmos quimeras, pequenos pedacos de folhas foram coletados das
plantas propagadas para a realizacdo de novo teste GUS (dados ndo mostrados). Apenas as
plantas que apresentaram coloracdo azul apds o teste foram inoculadas.

Apds cinco meses de inoculag@o, foi realizada a primeira PCR teste para diagnostico de
X fastidiosa nas plantas inoculadas. A folha imediatamente acima do ponto de inoculacdo foi
coletada e foi realizada extragdo de DNA de seu peciolo, que foi usado como molde para uma
PCR, utilizando os primers RST31 (GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC) e RST33
(CACCATTCGTATCCCGGTG). A Figura 25 exemplifica o resultado da PCR de diagnéstico
de algumas plantas. Interessantemente, algumas plantas apresentavam a bactéria, mas ainda nao

haviam sintomas de CVC.

NP1 2 3 456 7 89 1011 1213 14151617 18 1920 2122r724g§ 26
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Figura 25: PCR de diagnostico de X. fastidiosa nas plantas de citros do tipo selvagem e
transgénicas apds 5 meses da inoculagdo da bactéria. M. Marcador Molecular O Gene Ruler 1Kb
Plus DNA Ladder (Fermentas). N. DNA de planta sadia, utilizado como controle negativo. P.
DNA da bactéria, utilizado como controle positivo da reacdo. Os demais pogos representam as
plantas testadas. As setas indicam bandas de S00pb.

Apds 8 meses de inoculacdo, a maioria das plantas apresentavam sintomas de CVC,

entretanto, algumas plantas transgénicas de eventos de Hamlin continuavam sem sintomas. A fim
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de analisar se a bactéria ainda estava presente nessas plantas foi realizada nova PCR de

diagnostico. A Figura 26 mostra os resultados obtidos.

9 10 11 12 13 14 15 M

Figura 26: PCR de diagndstico de X fastidiosa apds 8 meses de inoculagdo nas plantas de citros
sem sintomas ed CVC. M. Marcador Molecular O Gene Ruler 1Kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). N. DNA de planta sadia, utilizado como controle negativo. P. DNA da bactéria,
utilizado como controle positivo da reagdo. 1 e 2. DNA de plantas sintomaticas do tipo selvagem,
também utilizados como controles. Os demais pogos representam as plantas testadas. A seta
indica banda de 500pb.

De acordo com a Figura 26 ¢ possivel observar que algumas plantas ndo apresentaram
banda de 733pb referente a presenga de X fastidiosa e por isso foram descartadas do
experimento. Por outro lado, varias plantas foram positivas para o diagnostico da bactéria, e
como mencionado anteriormente, ndo apresentavam sintomas de CVC. Das 13 plantas que nao
apresentavam sintomas, 8 foram positivas para o diagnostico de X. fastidiosa, dentre as positivas,
4 faziam parte de um mesmo evento transgénico denominado HaRpAB. Apos andlises da

presenca da bactéria, foram avaliadas incidéncia e severidade de sintomas de CVC.

Sintomas de CVC comegaram a aparecer 7 meses apds a inoculagdo tanto em plantas do
tipo selvagem como nas transgénicas. A fim de avaliar diferengas na incidéncia e severidade de
sintomas de CVC entre plantas transgénicas e do tipo selvagem, foram realizadas duas avalia¢des
nas plantas — uma aos 9 meses apds a inoculagdo de X. fastidiosa e outra aos 18 meses. Esses

dois tempos foram escolhidos porque representam fase inicial e avangada de sintomas.

Aos nove meses, a quase totalidade de plantas apresentava pelo menos uma folha com
sintomas e todas as plantas ja haviam sido testadas acerca da presenga da bactéria. Aos 18 meses,

todas as plantas ja apresentavam sintomas. A incidéncia foi calculada como a razdo entre o
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numero de folhas com sintoma e o total de folhas das plantas. A Figura 27 mostra os resultados

das avaliagdes de incidéncia de CVC aos 9 ¢ aos 18 meses.

Incidéncia de sintomas de CVC
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Figura 27: Médias das avaliag¢des de trés observadores com relagdo a incidéncia de sintomas de
CVC nas plantas transgénicas aos 9 e aos 18 meses apds a inoculacdo da bactéria. A. Média da
incidéncia de CVC nas plantas de Hamlin transgénicas e do tipo selvagem. Hamlin WT, se refere
a plantas do tipo selvagem e HaRp3, HaRp4, HaRp5P, HaRpl1 ¢ HaRpAB sdo os eventos
transgénicos avaliados. B. Média da incidéncia de CVC nas plantas de Pineapple transgénicas e
do tipo selvagem. Pineapple WT, se refere a plantas do tipo selvagem e PiRpS e PiRp2AB sédo os
eventos transgénicos avaliados. As barras demonstram erro padrdo entre as amostras avaliadas e
asteriscos representam diferenca estatistica significativa (P<0,05).
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 27 foi possivel observar que de
maneira geral, aos nove meses de avaliacdo (barras claras dos graficos em A e B), tanto as
plantas transgénicas de Hamlin quanto as de Pineapple apresentaram redugdo na incidéncia de
sintomas de CVC. Essa reducdo apresentou diferenca estatistica apenas nos eventos HaRpl1 e
HaRpAB nesse periodo analisado (Figura 27 A). No entanto, aos 18 meses apds a inoculago
por X. fastidiosa, essa redugdo da incidéncia de sintomas de CVC nio foi mantida em trés dos
eventos transgénicos de Hamlin (HaRp3, HaRp4 e HaRpl1) quando comparados a plantas de
Hamlin do tipo selvagem, apresentando sintomas em aproximadamente todas as folhas (Figura
27 A). O evento HaRpAB foi o tnico que apresentou diferencas estatisticamente significativas
entre incidéncia de CVC aos 9 e aos 18 meses, sendo que aos 18 meses, enquanto a média da
incidéncia de sintomas era de aproximadamente 80% nas plantas do tipo selvagem o evento
HaRpAB apresentou média de aproximadamente 40% (Figura 27 A). Foi possivel observar
também que as plantas dos dois eventos transgénicos de Pineapple apresentaram redu¢do na
incidéncia de sintomas de CVC tanto aos 9 quanto aos 18 meses apds a inoculagdo de X
fastidiosa (Figura 27 B). Entretanto, diferenga estatistica significativa foi apresentada apenas

apds 18 meses pelo evento PiRp2AB (Figura 27 B).

Além de analises da incidéncia de sintomas de CVC nas plantas inoculadas, foram
realizadas também avalia¢des da severidade dos sintomas. A severidade foi calculada como a
razdo entre as notas dadas aos sintomas e o numero de folhas sintomadticas. Essas notas foram
atribuidas de acordo com duas escalas diagramaticas, a primeira representa sintomas iniciais de
CVC (Amorin et al., 1993; Muranaka et al., 2013) e por isso foi utilizada na avaliagcdo apds 9
meses de inoculagdo. A segunda escala foi estabelecida no atual trabalho e representa sintomas
mais avangados de CVC, por isso foi utilizada em analises apos 18 meses de inoculagdo. A
Figura 28 demonstra os resultados de severidade de sintomas ed CVC nas duas analises

realizadas.
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Figura 28: Médias das notas de severidade dadas por trés avaliadores aos sintomas de CVC nas
plantas transgénicas e do tipo selvagem aos 9 e aos 18 meses apds a inoculagdo da bactéria. A.
Escalas diagramaticas utilizadas pelos avaliadores em analises de severidade aos 9 meses, escala
a esquerda, e aos 18 meses, escala a direita. B. Médias das notas de severidade conferidas aos
sintomas de CVC de plantas de Hamlin do tipo selvagem e dos eventos transgénicos obtidos.
Hamlin WT, se refere a plantas do tipo selvagem e HaRp3, HaRp4, HaRp5P, HaRpll ¢
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HaRpAB sdo os eventos transgénicos avaliados. C. Médias das notas de severidade conferidas
aos sintomas de CVC de plantas de Pineapple do tipo selvagem e dos eventos transgénicos
obtidos. Pineapple WT, se refere a plantas do tipo selvagem e PiRp5 e PiRp2AB s@o os eventos
transgénicos avaliados. As barras demonstram erro padrdo entre as amostras avaliadas e
asteriscos representam diferenca estatistica significativa (P<0,05).

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 28, foi possivel observar que a
severidade dos sintomas de CVC nos eventos transgénicos, de maneira geral, se manteve menor
do que nas plantas do tipo selvagem aos 9 e aos 18 meses apds a inoculagdo com X. fastidiosa.
Notas mais baixas de severidade foram estatisticamente significativa nas duas analises realizadas
para pelo menos um evento transgénico obtido de cada cultivar, os eventos HaRpAB e PiRp2AB,
apresentaram severidade reduzida tanto aos 9 quanto aos 18 meses apos inoculagdo de X
fastidiosa (Figura 28 B e C). O evento HaRpAB apresentou média de nota de severidade igual a
1 (Figura 28 B), o que pode ser reflexo da presenga de plantas que, mesmo positivas para
diagnostico da bactéria, ndo apresentaram sintomas até os 6 meses apos inoculacdo de X
fastidiosa. No caso das analises de severidade de Pineapple, foi possivel observar que mesmo aos
18 meses, quando os sintomas de CVC estavam em fase avangada, a média da nota do evento
PiRp2AB foi proxima a 2.5, enquanto a média da nota de Pineapple do tipo selvagem foi
aproximadamente 4. Diferentemente do que ocorreu para incidéncia de CVC, a severidade dos
sintomas nas plantas transgénicas se manteve mais baixa mesmo apos 18 meses de inoculagao.
Esse resultado demonstra que mesmo apresentando muitas folhas com sintomas nas plantas
transgénicas (incidéncia) a severidade desses sintomas ndo foi tdo grande como observado nas

plantas do tipo selvagem.

Quando se comparam as médias das notas de severidade das plantas do tipo selvagem e
das plantas transgénicas, essa redug@o apresentada pelas plantas contendo o gene rpfF fica ainda
mais evidente. A Figura 29 mostra as médias das notas de severidade de CVC nas plantas
transgénicas e do tipo selvagem nas duas avaliagdes realizadas, e folhas com notas

representativas das médias alcangadas.
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Figura 29: Médias das notas de severidade dos sintomas de CVC nas plantas transgénicas e do
tipo selvagem aos 9 e aos 18 meses apds a inoculagcdo da bactéria. A. Comparagdo entre as
médias das notas de plantas do tipo selvagem dos cultivares Hamlin e Pineapple, e dos eventos
transgénicos obtidos desses cultivares. B. Folhas representativas de notas 1 a 4 para sintomas de
CVC.

A média das notas das plantas de Hamlin transgénicas aos 9 meses de analise ficou
proxima a 1,4 enquanto a média de severidade de plantas do tipo selvagem ultrapassou a nota 2.
No caso das plantas transgénicas de Pineapple, a média das notas de severidade aos 9 meses de

avaliacdo ficou em torno de 1,45 e a média das notas das plantas do tipo selvagem foi
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aproximadamente 3. J4 aos 18 meses de avaliag@o, as plantas do tipo selvagem alcangaram
médias de sintoma ao redor de 4, por outro lado, plantas transgénicas apresentaram médias de
nota de severidade ao redor de 3 (Figura 29 A). Quando se comparam as médias de severidade
obtidas e as folhas representativas das notas de sintomas (Figura 29 B) ¢ possivel observar como
essa reducdo ¢é significativa. Médias de severidade ao redor de 4 refletem folhas com grau de
amarelecimento mais generalizado, além de necrose evidente nos pontos clordticos. Quando
observamos os resultados de incidéncia e severidade dos sintomas de CVC na planta (Figura 30)
¢ possivel notar claramente o que dados quantitativos demonstraram. A Figura 30 mostra
comparagdes entre plantas dos cultivares Hamlin e Pineapple do tipo selvagem e plantas

transgénicas apos 18 meses de inoculagdo de X. fastidiosa.

Figura 30: Aspecto de incidéncia e severidade de sintomas de CVC em plantas dos cultivares
Hamlin e Pineapple do tipo selvagem e transgénicas aos 18 meses apos a inoculagdo por X
fastidiosa. A. Planta de Hamlin do tipo selvagem. B. Planta de Hamlin do evento transgénico
HaRpl1. C. Planta de Pineapple do tipo selvagem. D. Planta de Pineapple evento transgénico
PiRp2AB.
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A Figura 30 representa as diferencas demosnstradas pelos dados de incidéncia e
severidade dos sintomas de CVC. Aos 18 meses apds inoculacdo da bactéria, a incidéncia de
sintomas nao foi drasticamente diferente entre plantas do tipo selvagem e plantas transgénicas,
indicando que sintomas estavam presentem em muitas folhas das plantas. Entretanto, a
severidade desses sintomas foi bastante diferente entre plantas do tipo selvagem e transgénicas,
nos dois cultivares testados. E possivel observar na Figura 30 A, representativa de plantas de
Hamlin do tipo selvagem, que sintomas de CVC etdo presentes em todas as folhas da planta,
apresentando clorose bastante avangada, caracteristica de alto grau de severidade. Ja na Figura
30 B, representativa de um evento transgénico de Hamlin, também ¢ possivel observar que todas
as folhas da planta apresentam sintomas de CVC, entratanto, a severidade desses sintomas ¢ bem
menor do que na planta do tipo selvagem. Essas observacdes também sdo evidentes nas Figura
30 C e D, onde diferencas na severidade de sintomas entre Pineapple do tipo selvagem (C) e uma
planta representativa de um evento transgénico de Pineapple (D) sd@o comparadas. Essas imagens
ilustram claramente diferencas na incidéncia, calculada como a razéo entre o nimero de folhas
com sintomas e o total de folhas da planta, e a severidade dos sintomas, avaliada de acordo com

graus de danos causados a folha.

Sintomas de CVC sdo o resultado da colonizagdo dos vasos do xilema e da
movimentacdo bacteriana ao longo da planta. Resultados prévios obtidos das plantas modelo
transgénicas demonstraram reduzida capacidade de movimento de X. fastidiosa, sugerindo que
tal comportamento também poderia ocorrer nas plantas de citros. Para avaliar a movimentagdo de
X fastidiosa em citros, folhas foram coletadas ao longo de diferentes pontos da planta,
respeitando distancias de aproximadamente 15 centimetros entre eles. A quantidade de tecido
foliar utilizada para extragdo de DNA foi pesada. Foi realizada a extragdo de DNA do peciolo
das folhas e a quantidade de bactérias foi determinada por qPCR segundo comparagdo com uma
curva padrio construida com quantidades referentes a uma faixa de 10% a 10 células de X.
fastidiosa/mg de tecido vegetal. A curva padrdo obtida [y = -3.6023x (numero de copias de
DNA) + 39.252] mostrou uma variagao linear correlacionando DNA (nimero de copias) com a
medida de fluorescéncia (valores de CT), além de um coeficiente R? de 0,9988. Todas as anélises
estatisticas para comparagao de médias foram realizadas por teste de Tukey (P<0,05). A curva
padrdo utilizada para calculos das quantidades de X fastidiosa por ponto de coleta esta

demonstrada na Figura 31.
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Curva de populagdo de X. fastidiosa

Populagéo bacteriana

Figura 31: Curva de populacdo de X fastidiosa construida para analises das plantas
transgénicas de citros inoculadas com a bactéria. A curva apresentou um valor de R* = 0.9988.

Para avaliacdo do movimento bacteriano nas plantas de citros obtidas foi escolhida uma planta de
cada cultivar transgénico. Foram escolhidas plantas dos eventos transgénicos HaRpAB, de
Hamlin e e PiRp2AB, de Pineapple, pois apresentaram reducédo de incidéncia de sintomas apds 9
e 18 meses de inoculagdo, e também apresentaram redugdo na severidade dos sintomas de CVC
nas duas analises realizadas. Amostras de DNA obtidas de folhas coletadas em diferentes pontos
das plantas transgénicas foram comparadas a amostras de pontos equivalentes nas plantas do tipo
selvagem utilizando PCR quantitativo em tempo real e primers especificos para dete¢do de X.
fastidiosa. Andlises foram feitas para ambos os cultivares obtidos. Os resultados estdo

demonstrados na Figura 32.
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Figura 32: Movimentagao de X. fastidiosa em plantas de citros do tipo selvagem e transgénicas.
A. Resultados da média da quantificacdo de X. fastidiosa nos pontos de coleta de plantas de
Hamlin do tipo selvagem e do evento HaRpAB. B. Resultados da média da quantifica¢do de X
fastidiosa nos pontos de coleta de plantas de Pineapple do tipo selvagem e do evento PiRp2AB.
As barras refere-se ao erro padrdo entre as amostras.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 32, foi possivel observar que
células de X fastidiosa foram detectadas em maiores quantidades nos pontos de coleta das
plantas do tipo selvagem. Em Hamlin, Figura 32 A, os resultados demosntraram que a partir do
segundo ponto de coleta foram detectadas 10 vezes menos células da bactéria no evento
transgénico HaRpAB do que em plantas do tipo selvagem, e essa diferenga foi de
aproximadamente 100 vezes maior aos 120 cm do ponto de inoculag@o. No caso de Pineapple,
também foi possivel observar uma redugdo na quantidade de células da bactéria detectada nos
pontos acima do ponto de inoculagdo e, nas plantas avaliadas do evento transgénico, essa
reducdo foi de 10 vezes a partir do segundo ponto de coleta e se manteve até o apice da planta.
Os resultados de qPCR para deteccdo de X fastidiosa nas plantas de citros sugerem que a
movimentacdo da bactéria ao longo das plantas transgénicas foi dificultada. Esse fato
possivelmente contribuiu para a reducdo da severidade dos sintomas de CVC observado nas

plantas.
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6. Discussio

No Capitulo 2 foram analisados aspectos de desenvolvimento de X. fastidiosa quando
inoculadas em plantas transgénicas de tabaco de de citros, em compara¢do com plantas do tipo
selvagem. Tabaco foi escolhido como modelo por ser um hospedeiro alternativo da bactéria e por
ter se mostrado um bom modelo para estudos com genes candidatos a transformagéo de plantas

alvo (Dandekar et al., 2012; Pereira et al., 2014 submetido).

Para a obten¢ao das plantas transgénicas foi escolhido o gene rpfF de X. fastidiosa por ser
este o responsavel pela sintese de DSF, um sinal molecular que modula o comportamento do
patogeno através da ativagdo ou repressao de genes responsivos (Wang et al., 2012). O gene alvo
para este trabalho foi isolado do genoma da estirpe 9a5c e utilizado na montagem de um cassete
de expressdo utilizando o promotor 35S, que possibilita a expressdo do transgene de maneira
constitutiva na planta. O vetor bindrio pCambia 2301 foi o vetor final utilizado para
transformacdo em A. tumefaciens. Metodologias envolvendo essa bactéria foram utilizadas na
transformacao do cultivar RP-1 tabaco e dos cultivares Hamlin e Pineapple, de laranja doce, e do
porta enxerto Carrizo. Diferentes metodologias de transformacdo foram utilizadas durante o
processo, e a transformagao de tabaco foi mais facil do que a de citros, sendo possivel obter mais
plantas transformadas com menos explantes infectados. As avaliagdes das plantas obtidas foram
idénticas tanto para tabaco como para citros e contaram com etapas de teste do gene reporter
(GUS), a fim de avaliar brotagdes positivas, PCR utilizando DNA como molde para avaliar a
presenga do transgene, PCR utilizando cDNA como molde, para verificar se o transgene estava
sendo expresso ¢ PCR quantitativo em tempo real para avaliar a taxa de expressdo do transgene.
Essas etapas de teste se mostraram bastante importantes, uma vez que mesmo apresentando
coloracdo azul apos ensaios para verificacdo de GUS, algumas plantas ndo apresentaram banda
positiva apds PCR de detec¢do do transgene indicando que o cassete de expressdo pode ter

sofrido quebra durante a inser¢do no genoma das plantas.

Foi possivel observar que houve diferenca no nivel de expressdo do transgene tanto em
plantas de tabaco quanto em plantas citros, o que sugere que o local de inser¢do do transgene no
genoma das plantas transformadas pode ter inferferéncia na expressio do transgene.
Inicialmente, nas analises de transcri¢do em tabacos e em citros, utilizamos dois controles

endogenos para verificar os niveis da expressdo de rpfF, e uma vez que ambos ndo demonstraram

76



alterag@o na expressdo em funcdo da presenca de um transgene, apenas um deles, o ARPC3, foi
escolhido para as analises seguintes. No caso de tabaco, o PCR quantitativo em tempo real foi
repetido para plantas da geragdo F1 para certificagdo que as sementes regeneradas ainda estavam
expressando rpfF, e novamente foram observadas diferengas nos niveis de expressdo do
transgene o que pode ser resultado de segregagdo, uma vez que essas plantas foram geradas a
partir de autofecundacdo das plantas matrizes. Em citros os niveis de expressdo do transgene
foram avaliados apenas para as plantas matrizes. As plantas propagadas de citros foram avaliadas
por teste GUS (dados ndo mostrados) para que fosse evitada a utilizagdo de borbulhas nao
transformadas devido a possiveis quimeras que podem ocorrer durante o processo de regeneragao

(Dominguez et al., 2004)

Resultados das andlises de incidéncia demonstraram que, de maneira geral, houve
reducdo no numero de folhas sintomaticas nas plantas transgénicas, tanto em tabacos quanto em
citros. No caso de citros, embora algumas plantas ndo apresentaram uma reducdo drastica na
incidéncia apds 18 meses de inoculacdo da bactéria um evento de cada cultivar manteve
porcentagens baixas de incidéncia de CVC. Resultados de redu¢do da incidéncia de sintomas
causados por X. fastidiosa também foram reportados no caso de videiras superexpressando rpfF
(Lindow et al., 2014). Nesse trabalho, os autores obtiveram redug¢do no numero de folhas de
videiras transgéncicas apresentando sintomas de doenga de Pierce em trés experimentos
independentes, ¢ demonstraram que o desenvolvimento de sintomas nas plantas transgénicas foi
mais lento. De acordo com os autores, a superexpressao do 7pfF ndo previniu o aparecimento de

sintomas, mas foi importante para diminuir a disper¢do ao longo da planta (Lindow et al., 2014).

A severidade de sintomas no presente trabalho foi calculada de acordo com as médias das
notas dadas aos sintomas em tabacos e em citros. Para atribui¢do das notas, escalas de severidade
de sintomas foram utilizadas por trés avaliadores diferentes. Interessantemente, a diferenga entre
as notas de severidade de plantas do tipo selvagem e plantas transgénicas foi mais drastica do
que a diferenga observada na incidéncia de sintomas. Esse resultado foi visto tanto em tabaco
quanto em citros. A redugdo da severidade de sintomas pode estar relacionada com a menor
incidéncia de folhas sintomaticas nas plantas transgénicas e sugere que a colonizagdo da bactéria
nessas plantas ndo estd ocorrendo de maneira eficiente. Embora escala de notas para doenga de

Pierce ja foi demonstrada como sendo um bom parametro para avaliacdo de severidade em
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videiras transformadas (Dandekare et al., 2012), a severidade de sintomas tal qual como foi
calculada no presente trabalho ndo foi utilizada para videiras superexpressando rpfF. Nesse caso
os autores discutem severidade como numero de folhas com sintomas na planta, ndo atribuindo
notas aos niveis de escaldadura nas folhas (Lindow et al., 2014). Escala de notas para avaliag@o
de sintomas de CVC ja foi demonstrada em outros trabalhos onde apresentou-se como uma boa
ferramenta para avaliagdo da severidade dessa doenga em laranjeiras infectadas (Amorin et
al.,1993 ; Muranaka et al., 2013). A alteracdo da eficiéncia de colonizag@o pela bactéria pode ter
sido influenciada por diferentes espécies de acidos graxos que a enzima codificada pelo
transgene possa estar produzindo em tabacos e nos diferentes cultivares de citros. Em amostras
de seiva de videiras superexpressando rpfF de Temecula foram identificadas mais de uma
molécula de acido graxo, que ndo estavam presentes em plantas do tipo selvagem. Essas
moléculas, segundo os autores, poderiam estar alterando a sinalizacdo mediada por QS em X.
fastidiosa resultando na redugdo de sintomas da doenca de Pierce observados em plantas

transgénicas (Lindow et al., 2014).

Sintomas da infec¢do por X. fastidiosa resultam da combinagdo entre a capacidade de
colonizac¢do da bactéria e seu movimento no interior da planta. A reducdo da severidade de CVC
em plantas transgénicas sugere que a capacidade de colonizacdo da bactéria pode estar
comprometida, ¢ analises da movimentagdo de X fastidiosa demonstraram que esse fator
também pode ter contribuido para a reducdo da severidade. Tanto em tabaco quanto em citros foi
possivel observar que a movimentacdo da bactéria ao longo das plantas transgénicas foi
dificultado, sugerindo que a expressdo do transgene foi capaz de alterar o comportamento da
bactéria. Interessantemente em citros, houve diferenga também na movimentagdo entre os
cultivares testados. O evento transgénico PiRp 2AB, referente a plantas transgénicas de
Pineapple, apresentou uma populagdo de X. fastidiosa maior, segundo analises de qPCR, do que
o evento HaRp AB, de plantas transgénicas de Hamlin, nos pontos de detec¢do. Esse resultado
sugere que a colonizagdo em Pineapple foi mais eficiente do que em Hamlin, demonstrando que
o cultivar de citros pode determinar maior ou menor desenvolvimento da bactéria. Resultados na
diminui¢do do movimento de X. fastidiosa em plantas superexpressando rpfF foram similares
para o que foi observado em videiras. Nas plantas transgénicas de videira foi possivel observar
uma drastica redug¢do na quantidade de bactérias isoladas a 120 cm acima do ponto de

inoculagdo, sendo que a populacdo de X. fastidiosa recuperada desse ponto em plantas do tipo
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selvagem foi dez vezes maior. Isso demonstra a reduzida capacidade de movimentacdo das
bactérias nas plantas transgénicas (Lindow ef al., 2014). Nossos resultados também apresentaram
padrdo similar no deslocamento da bactéria ao longo das plantas transgénicas dos eventos
HaRpAB e PiRp2AB, escolhidos para essa andlise por se apresentarem com reduzida incidéncia
e severidade de sintomas de CVC nas duas analises realizadas. A populagdo de X. fastidiosa
detectada por qPCR se mostrou diferente entre as plantas transgénicas e do tipo selvagem ja no
segundo ponto de avaliagdo, 60 cm acima do ponto de inoculagdo, onde a quantidade de
bactérias nas plantas transgénicas foi menor. Essa diferenca foi ainda maior no evento HaRpAB,
aos 120 cm acima do ponto de inoculag@o, onde a populagdo bacteriana detectada foi 1000 vezes

menor do que a detectada em plantas do tipo selvagem.

Os resultados apresentados nesse capitulo demonstraram que a abordagem de “confundir
o patdégeno” através da utilizagcdo de um gene que codifica a enzima que atua na sintese de uma
molécula envolvida na regulagdo do QS da bactéria se apresentou bastante promissora. A
superexpressiao do gene, resultando na geracdo de uma enzima envolvida com o metabolimso de
DSF tanto em plantas modelo quanto em plantas de citros, resultou em diferencas no padrao de
colonizagdo de X fastidiosa que levaram a redugdo da severidade de sintomas causados pela
bactéria. A movimentagdo da bactéria também foi menor nas plantas transgénicas indicando que
o DSF produzido estava atuando de maneira a potencializar a modula¢do dos genes naturalmente
responsivos a esse sinal molecular em X. fastidiosa (Wang et al., 2012), sugerindo que o rpfF ¢é
um bom gene candidato a abordagens futuras visando resisténcia contra esse patdgeno. Vale
ressaltar que os resultados obtidos em citros no presente trabalho envolveram a utilizagdo de
plantas podadas para permanecerem em haste Unica, o que pode ter favorecido a movimentagao
bacteriana e a colonizacdo dos vasos do xilema, esses resultados podem ser ainda mais
promissores em plantas onde o crescimento cambial com a natural brotagdo dos ramos possa ser

permitido, como o que ocorre em condigdes de campo.
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Conclusdes gerais do patossistema Xylella fastidiosa

O gene rpfF foi facilmente clonado e sua deteccdo por técnicas moleculares nao
apresentou dificuldades.

Foi possivel transformar tabaco e citros com o gene rpfF.

Tanto em tabaco quanto em citros a resposta de reducdo de movimento, reducdo de
incidéncia e severidade de sintomas causados pela bactéria foi semelhante, sugerindo que
tabaco pode ser um bom modelo indicativo de resposta a X. fastidiosa.

O gene rpfF conferiu diminui¢do de movimento de X. fastidiosa no interior da planta e
reducdo da severidade de sintomas, demonstrando que ele pode ser utilizado como um
possivel candidato para controle da bactéria.
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Capitulo 3: Expression of Xylella fastidiosa RpfF in citrus disrupts signalling in Xanthomonas

citri subsp citri and thereby its virulence

1. Hipotese

O gene rpfF, envolvido na sintese de DSF, uma molécula capaz de realizar a
comunicagdo entre as células de X. fastidiosa em biofilme, quando superexpresso em Citrus
sinensis pode interferir na patogenicidade de Xanthomonas citri, visto que essa molécula de

sinalizagdo também regula diferentes caracteristicas da patogenicidade dessa bactéria.

2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Desafiar as plantas de Citrus sinensis (variedade Pineapple) e Carrizo citrange
superexpressando o gene rpfF de X fastidiosa com Xanthomonas citri e avaliar o

desenvolvimento dos sintomas.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a sintomatologia desenvolvida por X. cifri em plantas superexpressando rpfF de

X fastidiosa.

- Analisar a area da lesdo causada pelo desenvolvimento de X. citri através de microscopia

de varredura e microscopia confocal.

- Avaliar a expressdo de genes modulados por DSF de X. citri em bactérias isoladas da area

da lesdo nas plantas transgénicas e tipo selvagem.
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- Avaliar o crescimento da populagdo em diferentes tempos apos a inoculagdo através do

isolamento da bactéria na area e fora da area de lesdo.

- Avaliar o efeito da seiva de plantas transgénicas na ativagdo do promotor engA::GFP

responsivo a DSF em Xanthomonas campestris biosensora.

- Avaliar o efeito da seiva de plantas transgénicas na ativagdo do promotor do /xf4::PhoA

responsivo a DSF em X. fastidiosa biosensoras.

Esse trabalho foi aceito para publicagdo na revista Molecular Plant-Microbe Interactions

—ID: MPMI-03-14-0090-R.R1.
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ABSTRACT

Xylella fastidiosa and Xanthomonas citri subsp. citri, that cause citrus variegated chlorosis
(CVC) and citrus canker diseases, respectively, utilize Diffusible Signal Factor (DSF) for
quorum sensing. DSFs, produced by RpfF, are similar fatty acids in both organisms although a
different set of genes is regulated by DSF in each species. Because of this similarity, X
fastidiosa DSF might be recognized and affect the biology of X citri. Therefore transgenic
Citrus sinensis and Carrizo citrange plants over-expressing the X fastidiosa rpfF’ were
inoculated with X. cifri and changes in symptoms of citrus canker were observed. X. citri
biofilms formed only at wound sites on transgenic leaves and were thicker but bacteria were
unable to break through the tissue and form pustules elsewhere. While abundant growth of X.
citri occurred at wound sites on inoculated transgenic leaves, little growth was observed on
unwounded tissue. Genes in the DFS-responsive core in X. citri were down-regulated in bacteria
isolated from transgenic leaves. DSF-dependent expression of engd was suppressed in cells
exposed to xylem sap from transgenic plants. Altered symptom development thus appears to be
due to reduced expression of virulence genes because of the presence of antagonists of DSF

signaling in X citri in rpfF-expressing plants.
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INTRODUCTION

Intercellular communication mediated by diffusible signals is a well-known feature among
bacteria and its use to control cell density-dependent gene expression is often called quorum
sensing (QS). Such signaling enables modulation of transcription in an environmental-context
manner (Kaplan and Greenberg 1985). Both synthases and sensors of such signals are encoded
by specific clusters of genes (Novick ef al. 1995; Seed et al. 1995). Various bacteria synthesize
different signal molecules, including acyl homoserine lactones (AHL), cyclic dipeptides,
bradyoxetin, and unsaturated fatty acids known as diffusible signal factors (DSF) (Gonzales and
Keshavan 2006). Irrespective of the organism, signaling depends on perception of molecular
signals, which increase in local concentration along with cell numbers, by a sensory protein.
Upon binding, a cascade of phosphorylation is triggered and expression of a variety of
downstream genes is differentially modulated. While cognate signal molecules that bind to
sensory proteins lead to appropriate changes in gene expression, heterologous molecules similar
in structure can also interact with such receptors leading to suppression of downstream signaling.
Examples of such antagonistic molecules produced either by bacteria or eukaryotes capable of
blocking QS systems have been described (Gonzalez, J. E. and Keshavan, N. D. 2006). For
example the furanone produced by the red alga Delisea pulchra mimics the acyl AHL produced
by the bacterium Serratia liquefaciens and thus interferes with its QS behavior due to its unstable
binding to LuxR homologs and rapid disruption of QS-mediated gene regulation (Manefiled et
al. 2002). The interference in QS regulation by furanones was also shown for other bacteria
resulting in a reduction in biofilm formation and swarming motility in Escherichia coli and
luminescence in Vibrio Harvey (Ren et al. 2001). In Xanthomonas species as well as in Xylella
fastidiosa, the cluster involved in production and perception of QS signals is called rpf, for
regulation of pathogenicity factors. While this system differs somewhat between these species
there are many similarities in the structure of the signal molecules and the means by which they
are perceived. Three of the genes that comprise this system, rpfF, rpfC and rpfG, are present in
both taxa. In both bacteria rpfF’ encodes a DSF synthase, rpfC encodes a sensor protein that,
when activated by DSF binding, activates the regulatory protein RpfG which in turn, modulates
intracellular levels of cyclic di-GMP due to its phosphodiesterase activity (de Souza et al. 2013).
While RpfF is involved in both production and sensing DSF in X fastidiosa (Ionescu et al.
2013), sensing of DSF does not depend on RpfF in Xanthomonas. The accumulation of DSF
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modulates the expression of different sets of genes in X fastidiosa and Xanthomonas. DSF
increases the production of cell surface adhesins and suppresses the expression of extracellular
enzymes, and thus tends to reduce the virulence of X. fastidiosa because these more adherent
cells exhibit less movement along and between grapevine xylem vessels. Interestingly, these
cells were easily acquired by insect vectors (Chatterjee et al. 2008a). In contrast, a variety of
virulence genes and motility are up-regulated in the presence of DSF in Xanthomonas
(Chatterjee et al. 2008b; Dow et al. 2003; Guo et al. 2012). Disruption of DSF signaling in
Xanthomonas citri pv. citri revealed a core of virulence genes associated with movement,
endoglucanases, and type III secretion system that are up-regulated by DSF. Blockage of DSF
production also reduced attachment to leaves as well as disease symptoms (Guo et al. 2012). The
DSF molecules produced by X. fastidiosa and Xanthomonas species are similar, but apparently
different. X. fastidiosa Temecula strain, causal agent of Pierce disease, produces 2(Z)-
tetradecenoic acid, while 12-methyltetradecenoic acid was isolated from a X. fastidiosa strain
that causes citrus variegated chlorosis (CVC). In contrast, various Xanthomonas strains produce
2(Z)-11-methyldodecenoic acid, (2Z,57)-11-methyldodecadienoic acid and 2(Z)-dodecenoic acid
(Wang et al. 2004; He et al. 2010; Beaulieu et al. 2013; Simionato et al. 2007). Perhaps not
surprising, a given taxa appears to be maximally responsive to the dominant DSF that they
produce. For example, X. fastidiosa was responsive to much lower concentrations of 2(Z)-
tetradecenoic acid than was X. campestris pv. campestris (Beaulieu ef al. 2013). Circumstantial
evidence also suggests that the DSF synthase RpfF may be rather promiscuous, with the DSF
species produced dependent on the host cell into which it is introduced. For example, when
introduced into grape the RpfF conferred the production not only of 2(Z)- tetradecenoic acid, but
also 2(Z)-11-methyldodecenoic acid, and 2-Z hexadecenoic acid, two compounds that were not
previously found in cultures of X fastidiosa (Lindow et al. 2014). Apparently sufficient
quantities of DSF species to which X. fastidiosa was responsive were produced in these
transgenic grapes to alter the behavior of this pathogen, since its movement through the plant and
hence its virulence was greatly reduced in the rpfF-transformed plants compared to wild type
(Lindow et al. 2014). Given that CVC strains of X. fastidiosa produce DSF species, although
perhaps different from those produced by other X fastidiosa and Xanthomonas species, we
introduced the rpfF from a CVC strain of X. fastidiosa into citrus genotypes to address whether a

process of pathogen confusion might lead to reduced susceptibility to other bacterial diseases of
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citrus. However, given that X citri modulates its expression expressing X. fastidiosa rpfF might
also exhibit altered susceptibility to citrus canker disease, depending on which DSF species
would be made in this heterologous host. If the DSF species produced in citrus activated the
RpfC-mediated quorum sensing system in X. citri it might be expected that the trees would
exhibit higher susceptibility to this pathogen. In contrast, heterologous DSF species produced in
such transgenic trees might antagonize the native DSF-mediated gene expression system in X.
citri, resulting in reduced disease susceptibility. In this study we show that these transgenic lines
exhibited greatly reduced susceptibility to citrus canker disease, apparently by the suppression of
virulence traits in X. citri, presumably by interfering with its intrinsic cell-cell communication

process.

RESULTS
Transformed citrus plants highly express rpfF

The rpfF gene from X. fastidiosa was successfully introduced into different citrus genotypes by
A. tumefaciens using the vector pCambia2301. Five Carrizo citrange (Citrus sinensis L. Osb x
Poncirus trifoliata (L.) Raf.) and seven Pineapple sweet orange (Citrus sinensis L. Osb)
transformants were obtained and confirmed by PCR (data not shown). The expression of rpfF
was determined by quantitative RT-PCR and high levels were observed for two Carrizo citrange
and two Pineapple sweet orange plants (Fig. 1). Ten buds from each of these plants were used for
grafting onto Rangpur lime plants to enable subsequent studies. GUS assays were performed on
the leaves of propagated plants to identify the presence of chimeras; while no chimeric Carrizo
citrange plants were obtained, some Pineapple sweet orange plants were chimeric (data not
shown) and therefore only GUS positive leaves from non-chimeric plants were used. Plants were
also screened for their susceptibility to symptom development conferred by X. citri after leaf
infiltration. Surprisingly, many such plants exhibited greatly reduced disease susceptibility, and
those budded plants with a lower susceptibility were the source of material for subsequent
studies; those derived from Carrizo citrange will hereafter be referred to as Ca rpfF-1 and

Ca_rpfF-2 while those from Pineapple sweet orange will be referred to as Pi_rpfF.
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Pattern of symptom development differs in rpfF-expressing citrus leaves

As the severity of citrus canker in leaves of the rpfF-expressing citrus cultivars was noticeably
different than that in wild type plants, more detailed measurements of pathogen growth and
symptom development in these plants were made to better understand the apparent differences in
susceptibility of these lines. Canker symptoms were evaluated in leaves seven and fourteen days
after a GFP-marked strain of X citri was infiltrated into leaves. Large differences in the
appearance of lesions on rpfF expressing plants were observed compared to that on wild type
plants. The appearance of lesions formed in leaves of rpfF-expressing plants after infiltration
differed from the typical symptoms of citrus canker (Brunings and Gabriel 2003). While lesions
with erumpant pustules, some of which having water soaked fringes, were apparent on WT
leaves by seven days after inoculation, the lesions on the leaves of transgenic plants were smaller
and none had any associated water soaking. Those few lesions that had developed on transgenic
leaves appeared “dry” and were smaller (Fig. 2A and 2B) and no hyperplasia of leaf tissue
was seen within 7 days. Given that relatively low concentrations of cells were infiltrated into the
leaves (ca. 500 cells/site) it was noteworthy that discreet sites of GFP fluorescence, apparently
associated with localized multiplication of cells of the X cifri strain within tissues was apparent
seven days after inoculation in both wild type and transgenic leaves. Importantly, while large
numbers of punctate sites of GFP fluorescence were observed in wild type plants throughout the
region which had been infiltrated with bacterial inoculum, a single large site of GFP
fluorescence, coincident with the injured point of inoculation into a given leaf was observed on
rpfF-expressing plants ( Fig. 3). Since the number of discrete sites of GFP fluorescence in wild
type leaves was similar to the number of cells that had been infiltrated into the tissue, we
presume that these represent microcolony development within the tissue of wild type leaves. The
absence of corresponding sites of GFP fluorescence in the transgenic leaves suggested that X.
citri exhibited much less multiplication in these plants. The differences in the number and
appearance of lesions in wild type and transgenic plants were even more striking by 14 days after
infiltration. Lesions in WT leaves exhibited dramatic tissue hypertrophy with large pustules and
abundant associated water soaking with occasional abscission of the petiole; such characteristics
were not observed in transgenic leaves (Fig. 2A and 2B). Intact, non-detached leaves on
greenhouse-grown RpfF expressing plants exhibited the same difference in disease symptoms

observed in detached leaves (data not shown). Given that no punctate florescent microcolonies
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were observed away from the point of inoculation in transgenic leaves, suggesting a lack of
growth of the marked strains of X. citri, we directly assessed the population size of this strain at
various times in such undamaged tissues. While modest increases (<8- fold) in population size of
X citri were observed in wild type Pineapple sweet orange plants as well as in transgenic
Pineapple sweet orange and Carrizo citrange plants by seven days after inoculation, large
increases in population size (> 50-fold) were observed in wild type Carrizo citrange plants (Fig.
4). Importantly, by 14 days after inoculation the population sizes of X. citri in WT Carrizo
citrange and Pineapple sweet orange plants were from 200- to 2000-fold higher than in the
transgenic rpfF-expressing plants; the population size of X. citri in the transgenic plants were
similar to or lower than that at the time of inoculation in these damaged tissues. Likewise, when
infiltrated into intact leaves on RpfF-expressing plants in the greenhouse the population
dynamics of X. citri was similar to that observed in detached leaves; at 14 days the population
sizes of X. citri in WT Carrizo citrange in undamaged, infiltrated tissues were approximately
100-fold higher than in the transgenic plant. In fact, no bacterial growth was observed at 14 days

after inoculation of transgenic Pineapple sweet orange (data not shown).

Microscopy analyses reveal altered X. citri biofilm behavior and absence of leaf tissue
damage on transgenic leaves

As the lesions formed on transgenic leaves differed from WT plants, confocal scanning
microscopy were used to better analyze the differences in multiplication of X. citri in these
lesions. As noted above, in WT plants lesions formed at the damaged site of inoculation were
somewhat larger than more peripheral lesions. In contrast, lesions were formed only at the
damaged site of inoculation in the transgenic plants. The differences in the size and appearance
of the lesions were quite apparent when visualized by scanning electron microscopy (Fig. 5).
Cells of X citri inoculated into leaves of transgenic plants were not able to break through leaf
tissues to emerge onto leaf surfaces, apparently because they exhibited relatively little growth
except at sites of wounding of the leaf. To further explore the process of growth within tissues
we examined the spatial pattern of GFP fluorescent cells in erumpant lesions at this point of

inoculation (Fig. 6A and 6B). Whereas cells of X. citri formed layers with a relatively uniform

92



thickness in lesions on wild type plants, the layer of cells in lesions on the transgenic leaves was
much thicker, but more spatially restricted to the discrete lesions formed on these plants (Fig. 6).
Thus, while a much larger area of leaves of wild type plants harbored biofilms of the pathogen, it
was restricted to only the point of inoculation on transgenic leaves, but formed a much thicker
biofilm at that site. These differences in biofilm formation on WT and transgenic leaves
observed at 7 days were even more accentuated when visualized at 14 days after inoculation. By
this later time most lesions on transgenic leaves could not be visualized because the thick
biofilms that had formed interfered with the microscopy process. It remained apparent however
that few cells were present adjacent to these sites of lesion formation in unwounded sites on the
leaf (Fig. 5). The results of the fluorescence microscopy of the leaf regions into which a GFP-
marked strain of X citri was injected, suggested that growth of this pathogen occurred
throughout the inoculated region in wild type plants but was restricted to damaged sites in rpfF-
expressing plants. Such visualization was unable to document differences in growth of the
pathogen at those sites in which it apparently could multiply in these plants. We therefore
quantified X. citri population sizes in excised disks of leaf tissue, including the region damaged
during the infiltration process at which the most prominent lesions subsequently occurred in all
plants. Curiously, despite the obvious differences in the types of lesions which had formed,
similar numbers of X. citri cells were recovered at a given sampling time after inoculation from
the wild type and rpfF-expressing plants (Fig. 7), what was similarly observed for whole plant
leaves (data not shown). It thus appears that while limited to sites of mechanical injury, X. citri
could exhibit similar rates of growth in transgenic plants as in wild type plants at such wound
sites. The larger number of sites where lesions that formed in the wild type plants might have
reduced the growth of X. cifri within a given lesion, but in aggregate, similar overall amounts of
bacterial multiplication occurred within a given tissue sample. These results suggest that factors
present in the damaged tissues overcame the limitations of X. citri to grow in rpfF-expressing
leaves. Such factors apparently do not occur in regions away of the inoculation site where the

bacterial populations in transgenic plants were significantly lower than in wild type plants (Fig.

4).
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Down-regulation of genes positively modulated by DSF in X. citri

As we expected that the rpfF-expressing citrus plants would produce a variety of DSF species
similar to that observed in rpfF-expressing grape (Lindow ef al. 2014), and since X. citri was
observed to have altered behavior in the transgenic citrus, we speculated that the DSF species
produced by these plants were affecting cell-cell signaling in the pathogen. We thus assessed
transcript abundance of a variety of genes whose transcription was previously shown to be
dependent on DSF in X. citri (Guo et al. 2012) by quantitative RT-PCR. In addition, transcripts
of other genes contributing to symptoms of canker disease such as the type III secretion system
(T3SS) that are also regulated by rpfG (Swarup et al. 1992; Gabriel 1999; Guo ef al. 2012) were
assessed. Surprisingly, most of the genes that were known to be up regulated in the presence of
DSF exhibited lower levels of expression in the rpfF-expressing citrus lines compared to the wild
type plant (Fig. 8). For example, genes involved in cell motility such as those conferring flagellar
production and function (f7iC and fliK) and type IV pili (pilM) were down regulated in bacteria
isolated from leaves of the transgenic plants compared to the wild type plant (Fig. 8). Likewise,
the transcripts of eng, encoding an endoglucanase were also lower in abundance in cells of X
citri recovered from leaves of transgenic plants compared to that of the wild type plant (Fig. 8).
These results were more evident on both Carrizo citrange transgenic plants sampled 14 days after
inoculation (Fig. 8A and 8B) but it was apparent in the transgenic Pineapple sweet orange
cultivar when assessed both at 7 and 14 days after inoculation (Fig. 8C). At most sample times,
the abundance of transcripts of gumB were lower in abundance in transgenic Carrizo citrange and
Pineapple sweet orange plants than in the corresponding wild type plants. Given that
watersoaking lesions were not observed during infection of the transgenic plants by X. citri, it is
noteworthy that most of the genes involved in T3SS that contribute to such symptoms and which
are regulated by rpfG (Guo et al. 2012) were down regulated in the transgenic plants compared
to the wild type plant. In our work we investigated the modulation of hrpbXCt, hrpB2 and pthA.
While hrpbXCt, a regulator of T3SS, was not modulated in Ca_rpfF-1 at 7 and 14 days after
inoculation (Fig. 8A), in Ca_ rpfF-2 it was significantly repressed at both time points (Fig. 8B).
hrpB2 did not show significant change in expression in either Carrizo citrange transformant at 7
days after inoculation but it was repressed in Ca_rpfF-2 at 14 days after inoculation (Fig. 8A and
8B). However pthA, a virulence determinant, was negatively modulated in both transgenic

Carrizo citrange plants at 14 days after inoculation (Fig. 8A and 8B). In Pineapple sweet orange

94



transgenic plants, on the other hand, down-regulation of all genes related to T3SS was observed
both at 7 and 14 days after inoculation (Fig. 8C). It seems likely that the repression of this suite
of virulence genes in X. citri in the rpfF-expressing citrus cultivars is linked to their apparent
reduced susceptibility to infection by this pathogen. While the expression of only a subset of the
genes in X. citri was assessed in these transgenic plants, it is noteworthy that all those genes
examined, whose expression is lower in X. citri when rpfF, rpfC, and rpfG are disrupted, also
exhibited lower apparent expression in rpfF-expressing transgenic plants (Table 1), suggesting
that one or more factors present in these plants interfered with DSF-mediated QS and hence with
the virulence of this pathogen. Given that the process of DSF signaling, and the fatty acids
serving as DSF species appear to differ between X. campestris and X. fastidiosa (Beaulieu et al.
2013) and hence by association with X. citri, it appeared unlikely that the DSF species produced
in the transgenic plants harboring the rpfF tfrom X. fastidiosa would prove to be inducers of gene
expression in X. citri. Instead, the suppression of DSF dependent genes in X. citri suggested that
an antagonist of DSF signaling might be present in the transgenic plants. To test this conjecture
the X. campestris pv. campestris-based DSF biosensor (Beaulieu et al. 2013) was used to assess
the biological activity of xylem sap extracts from the transgenic citrus. Indeed, no evidence for
inducers of gene expression was observed in such extracts. However, strong evidence was
obtained that the signaling that would otherwise have been conferred by 2(Z£)-11-
methyldodecenoic acid was suppressed in the presence of molecules present in the sap of the
transgenic citrus, but not in the sap of wild type plants (Fig. 9). In contrast, there was a
significant induction of PhoA activity in a X. fastidiosa-based DSF biosensor (Beaulieu et al.
2013) exposed to the sap from the transgenic plants (Fig. 10), indicating that the DSF from
transgenic plants is antagonistic to quorum sensing in X. citri but stimulates quorum sensing in

X fastidiosa.

DISCUSSION

The ectopic expression of rpfF from X. fastidiosa in citrus genotypes in an effort to reduce their
susceptibility to citrus variegated chlorosis inadvertently and unexpectedly decreased their
susceptibility to citrus canker disease caused by X. citri. As the main effect of the expression of

rpfF in the plant would be to alter the pattern of unsaturated fatty acid production, we presume
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that the altered pathogen behavior in the transgenic plants was due to a disruption of their DSF-
mediated patterns of gene expression. While the various DSF-like molecules present in these
transgenic plants are not yet fully elucidated, evidence was obtained that at least one may
antagonize the normal DSF-dependent signaling process in X. cifri. Although the process of
DSF-dependent quorum sensing in X. cifri has not been as thoroughly investigated as in other
Xanthomonas species such as X. campestris, we presume that it shares considerable similarity to
that of X campestris, and likely differs substantially from that of X. fastidiosa. Thus, we might
expect that gene expression in X. citri is most responsive to signal molecules such as 2(Z2)-11-
methyldodecenoic acid (DSF) and 2(Z)-dodecenoic acid (BDSF) as are X. campestris strains
(Ryan and Dow 2011; He et al. 2010), while being relatively unresponsive to molecules such as
2(Z)- tetradecenoic acid (XfDSF) to which X. fastidiosa is preferentially responsive (Beaulieu et
al. 2013). Indeed, we found no evidence of induction of the DSF-dependent eng gene in X
campestris by extracts of xylem sap from transgenic plants but did find evidence of the
suppression of the induction of eng by such extracts in the presence of DSF itself (Fig. 9). The
nature of the compound(s) responsible for such antagonism remains unknown, but it seems most
likely that they are also fatty acids. Some evidence for such a phenomenon has also been
observed in the DSF signaling system of grape strains of X. fastidiosa, where certain trans-
unsaturated fatty acids were found to block induction otherwise conferred by XfDSF (Ionescu et
al. submitted). The reduced susceptibility of the rpfF-expressing citrus plants may in part be due
to reduced motility of X. citri in and on plants. Among the genes whose expression was reduced
the most in cells of the pathogen recovered from the transgenic plants compared to the wild type
plants were those involved in motility, including genes encoding the flagella itself and others
involved in flagellar function (Table 1). While it was not possible to directly assess cell motility
within the plant, such strong repression of these genes would imply that the cells would have
exhibited greatly reduced motility. The role of motility in the pathogenesis of plants by bacteria
is not well understood. Studies of Pseudomonas syringae reveal that non-motile mutants are still
virulent to plants and symptom development remains similar to that of the wild type strain in
various hosts when they are infiltrated into tissues (Panopoulos and Schroth 1974). In contrast,
the incidence of infection of plants when such non-motile mutants are topically applied to leaves
is greatly reduced (Panopoulos and Schroth 1974). Additionally, gumB is also down regulated

and since this gene is important for the sliding movement (Malamud ez a/., 2011; Malamud et al.,
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2013), the thicker biofilm observed on transgenic plants could be in part due to the absence of
this sliding ability. The apparent virulence of X. citri cells within the apoplast of 7pfF-expressing
plants also seemed to be much lower than that of wild type plants. Apparently relatively little
spreading of X. citri cells occur after infiltration into leaves, as the multiplication of GFP-marked
strains of this pathogen after infiltration of leaves, resulted in apparently discrete microcolonies
after introduction of relatively low numbers of cells in wild type plants (Fig. 3). We presume that
such microcolonies originated from individual cells originally deposited within the intercellular
spaces. As equal numbers of cells were also introduced into the transgenic plants, the lack of
apparent microcolonies development was taken as evidence of their lack of substantial
multiplication in these hosts. This was confirmed by the finding of reduced population of X. citri
in areas of infiltrated leaves of RpfF-expressing plants away from the damage point of
inoculation where lesions invariably formed in WT plants (Fig. 4). Apparently, the suppression
of a variety of virulence traits such as those in the T3SS were sufficiently suppressed in these
transgenic plants that little growth of the pathogen was possible. This is further substantiated by
the lack of apparent watersoaking in areas infiltrated with cells of X. citri in the rpfF-expressing
plants. Other studies have suggested that watersoaking contributes to the growth of plant
pathogenic bacteria in plant tissues, presumably by aiding the liberation and mobility of nutrients
from plant cells (Popham et al. 1993; Brunings and Gabriel 2003). It was very curious that the
apparent suppression of virulence of X. citri in the rpfF-expressing citrus plants was abolished in
the area around the point of inoculation. The infiltration of leaf tissues with a needle invariably
leads to a small region of damage where the needle contacts the leaf, although apparently no
damage is conferred elsewhere to the leaf by the introduction of fluids containing bacterial cells
which then spread in the intercellular spaces away from this site of introduction. It was
noteworthy that while erumpant pustules formed throughout the region infiltrated with cells of X.
citri in the wild type plants, such pustules formed only at sites of damage in the rpfF-expressing
plants (Fig. 2 and 3). In fact, such lesions were apparently coincident with that damage tissue in
such plants. We speculate that this damage in some way abrogated the need for expression of
various virulence factors by X. cifri. Thus, those cells in which such virulence factors were
suppressed in the transgenic plants presumably would have been able to incite disease symptoms
at such sites, but only at such sites. Apparently the likelihood of disease initiation in the absence

of such a localized damage would have been greatly reduced elsewhere on the plant, as

97



evidenced by the reduced number of lesions away from the damaged point of inoculation. It is
possible that damage locally triggered an induction of Jasmonic acid (JA), a well-known
regulator of plant responses to such stresses (Dennes ef al. 2011). Given that antagonistic
relationships between JA-mediated signaling and salicylic acid-mediated signaling are known to
be common in plants (Niki et al.1998), it is possible that the mechanical damage of inoculation
reduced host defenses that normally require the function of virulence genes such as Arp to
suppress such defense reactions. In such a setting, X. cifri might have been able to elicit disease
symptoms despite the suppression of the T3SS which occurred in the rpfF-expressing plants. It
was clear however that X. citri was capable of robust growth at such localized sites of damage
since it's population size at such sites in the transgenic plants were usually as large as that
occurring over larger areas of infiltrated tissues of wild type plants, despite the fact that little
growth appeared to occur away from such sites of damage (Fig. 7 and 4). The reduced
susceptibility of rpfF-expressing citrus to X. citri observed here appears to be due to altered
pathogen behavior that could have influenced the disease process in two different ways. Disease

control by so-called “pathogen confusion” has been conferred by either amplification or

suppression of cell density-dependent signaling in plant pathogenic bacteria (Beaulieu ef al.
2013). The production of AHL signal molecules in transgenic tobacco plants increase their
resistance to soft rot disease symptoms incited by Erwinia carotovora (Mae et al. 2001). In such
plants this pathogen expressed virulence traits such as extracellular enzymes soon after
inoculation, before large population sizes would have developed. As the production of
extracellular enzymes needed for the disease symptoms are normally produced only upon the
accumulation of the AHL signal as pathogen population increase, it was proposed that the
enhanced resistance of these AHL-producing plants was due to an earlier recognition of the
virulence factors by the plant, triggering successful defense reactions (Mae ef al. 2001). Thus, it

«

has been proposed that plants might be made more resistant to pathogens by overcoming their
stealthy” patterns of expression of virulence factors by triggering their production by the
omnipresence of signal molecules needed for their production (Mae ef al. 2001). No evidence for
premature induction of such virulence factors in X. citri in the rpfF-expressing citrus was seen in
this study. In fact, such virulence factors appear to be suppressed in the transgenic plants
compared to the wild type plant. As such, the process by which the susceptibility of the rpfF-

expressing citrus was reduced is more likely similar to that conferred by the production of an
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AHL acylase in transgenic plants in studies described previously (Dong et al. 2001). The
destruction of the AHL signal molecule needed for induction of extracellular enzymes of E.
caratorvora by this enzyme in the transgenic plants apparently prevented the accumulation of
sufficient signal molecule to induce virulence factors needed for symptoms development. Given
that the virulence of X. citri is strongly dependent on DSF-mediated quorum sensing, future
strategies of enhanced production of compounds that can antagonize this process appear

attractive as a strategy for disease control.

MATERIALS AND METHODS
Construction of rpfF vector and Agrobacterium tumefaciens transformation

The entire rpfF' gene was amplified from the X fastidiosa 9a5c strain genome using Taq
Platinum (Invitrogen) with the primer pairs F: 5> AGAGGTACCAATGTCCGCTGTACAT 3’

containing a Kpnl restriction site, and R: 5° AGCGGATCCTGCTCAGTTTTTTAGTG 3’
containing a BamHI restriction site. The expected size of the amplicon was 900bp. After
isolation of the fragment from a 1% agarose gel it was purified using a GFX PCR DNA and gel
band purification kit (Amersham Biosciences) and cloned into pGEM-T Easy (Promega). This
plasmid was transformed into E. coli DH5a competent cells and transformants were selected in
LB medium containing 100 pg/mL of ampicillin. Plasmids were isolated from E. coli cells using
an InvisorbR Spin Plasmid Mini Two kit (Invitek), sequenced following manufacturer
instructions using a BigDye Terminator cycle sequencing Ready Reaction DNA sequencing kit
(v 3.0) and the resulting products were separated on an ABI 3730 automatic sequencer (Applied
Biosystems). The quality of the cloned DNA fragment was confirmed by comparison with the X.
fastidiosa ~ database  using  BlastN  and  BlastX  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov
/sutils/genom_table.cgi). Plasmid containing sequences that exhibited 100% identity with the
expected nucleotide sequences were cleaved with Kpnl and BamHI (Invitrogen) for directional
cloning into pRT101 harboring a CamMYV 35S promoter and a 3’ poly A region. The presence
of the target gene was confirmed by PCR using specific primers for rpfF as well as the entire

cassete; the 35S forward primer was 35S F: 5° ACACTCTCGTCTACTCCAAG 3’ and the

reverse primer was R. Plasmids were then sequenced to confirm the correct orientation of the
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target gene. The resultant cassete was digested with HindlIII and cloned into pCambia 2301 at the
polylinker, maintaining the GUS reporter gene to yield rpfFpCambia2301. 4. tumefaciens strain
EAH105 was transformed with rpfFpCambia2301by a heat shock method and cells were selected
on YEP medium (An, et al. 1988) containing kanamycin and rifampicin (50 z g/ml each).

Transformants were tested by PCR using primers designed for rpfF. A positive colony was
grown in 10 ml of YEP containing kanamycin and rifampicin for 16 hours. A 3 ml aliquot was
then added to 50 ml of liquid YEP and grown until an OD600 = 0.4. This culture was centrifuged

and OD600 corrected to 1.0 with MS basal medium for inoculation of epicotyl segments.

Citrus transformation

Seeds of Pineapple sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck) and Carrizo citrange (Citrus
sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliate (L.) Raf.) were germinated in half strength MS basal
medium (Murashige and Skoog 1962), supplemented with 100 mg/L. myo-inositol, 30 g/L
sucrose and solidified with 7g/L. agar (PhytoTechnology Laboratories, USA) and used as an
explant source. Dark green epicotyls were harvested and cut into 1cm long segments to expose
the cambial ring. These segments were incubated in liquid MS basal medium supplemented with
100 mg/LL of IAA (indole acetic acid) before emersion in suspensions of A. tumefaciens
(rpfFpCambia2301) for 5 min, and dried on sterile paper towels. Dried explants were then placed
on solid MT co-cultivation medium (MS salts, 1 g/L. Tiamine, 5 g/L Piridoxine, 5 g/L. Nicotinic
acid, 20 g/L Glycine, 100 mg/L myo-inositol, 30 g/L sucrose, 1 mg/L. benzylaminopurine (BAP)
and 6.0 g/L agar) in the dark at 24°C for 3 days before being transferred to MT selection medium
(MT co-cultivation with 100mg/L. kanamycin and 500 mg/L. cefotaxim). Explants in MT
selection medium were cultured in the dark at 28°C until development of shoots. MT plates were
then incubated in the light [16 h light/8 h dark cycle using cool white fluorescent light (75 Imol
s-1 m-2)] until shoots were well developed. A small piece of each shoot was excised and
incubated in 500uL of phosphate buffer containing 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide
(X-gluc) for 16 hours at 37°C to test B- Glucuronidase (GUS) activity. Samples were then
suspended in 500uL of a solution of 1:1 acetic acid:ethanol until they turned white. Shoots that
became blue, indicative of GUS activity, were considered positive. Transformed Pineapple sweet

orange shoots were micrografted onto Carrizo citrange rootstocks and Carrizo citrange shoots
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were grafted onto Sunki roostocks and maintained in 4mL of solid MT medium until
development of roots and leaves. Plants carrying the transgene will be referred to as Ca-rpfF, for
Carrizo citrange, and Pi-rpfF’ for Pineapple sweet orange. Controls were done by the same

method but without the 4. tumefaciens dipping step.

Analysis of transformed plants

Before transfer to the greenhouse, plants were analyzed by PCR using total DNA as template and
using specific primers for 7pfF to confirm the presence of the target gene. Plants that contained
the fragment of the size expected for the rpfF’ gene were subjected to a second PCR analysis
using cDNA as template. RNA was extracted from 4 leaves from the top of each elite plant using
TRIzol Isolation Reagents (Life Technologies), and treated with RNAse-Free DNAse (Quiagen).
cDNAs from control and transgenic leaves were then reverse transcribed using oligo-dT as
described in the RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Positive plants
after this step were again evaluated for the presence of cDNA corresponding to the target gene
by qPCR assay using specific primers for rpfF' designed using the Primer Express 3.0 software
(Applied Biosystems). Ubiquitin was used as an internal control and two qRT-PCR were
performed on each mRNA sample using SYBR-green mix and the universal conditions of
amplification provided by the 7500 System (Applied Biosystems). Dissociation curves were
analyzed in every amplification mixture; when more than one amplicon was observed, the qRT-
PCR conditions were changed to obtain a single dissociation product. The results were analyzed
by the 7500 System software (Applied Biosystems) using the relative quantification method.
Buds of all plants positive in all three tests were grafted onto lemon rootstocks. GUS assays were
performed as described above to detect chimeras; only positive buds were used for further

screening for suspectibility to X. citri.

X. citri_GFP infiltration assays

Infiltration assays were performed in Carrizo citrange and Pineapple sweet orange wild type

(WT) and transgenic leaves using X. citri strain 306 harboring a constitutively-expressed GFP
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marker gene (referred as X. citri_GFP) (kindly provided by Dr. Vojnov - CONICET/Argentina,
Rigano et al. 2007). X. citri_GFP was grown overnight in liquid NBY nutrient medium (0.5%
peptone, 0.3% meat extract, 0.2% yeast extract, 0.2% K2HPO4, 0.05% KH2PO4), containing
100 pg/ml ampicillin. This inoculum was diluted to an OD600= 0.01 in PBS buffer. The culture
used to infiltrate detached and whole plant leaves was also plated to determine bacteria
population. Three independent experiments were performed in which 100uL of a suspension of
10* CFU/ml was injected at five different points in a given Carrizo citrange leaf and at three
different points for a Pineapple sweet orange leaf. Three leaves of similar age were chosen for a
given experiment. Symptoms were evaluated 7 and 14 days after infiltration. Microscopic
analysis of the lesion was done using an Olympus MVX10 (U-MGFPHQ filter) at a
magnification of 16X. Plants were also spray inoculated with a suspension of 10° cells per ml of
X citri until leaves were wetted. Symptoms were evaluated 7 and 14 days after inoculation.

Lesions were imaged to compare symptomatology at both time points

Confocal scanning laser and scanning electron microscope analysis

Leaves of plants were infected by infiltration with a 10° CFU/mL suspension of GFP-
labelledwild type X. citri. Lesion development was monitored with a Confocal Laser Scanning
Microscope (TCS-SP5 II Leica), using the 488nm Laser and emission filters TD (triple-dichroic
488-543-633) 7 and 14 days after inoculation. Leaf segments of approximately lem?® that
contained the lesion formed at the point of inoculation were cut from the leaves and mounted on
the adaxial leaf surface under glass coverslips. The 3D images were obtained by overlaying and
aligning several horizontal confocal sections of 1.2 u m. The assay was performed in triplicate.
Images were prepared as multichannel and 3D projections using the program LAS-AF, version
2.6.0.7266 to describe the spatial distribution of bacteria within the biofilms as well as
differences in biofilm thickness and architecture. All images were done using scaling factor of
1.4. Scanning electron microscopy analyses were done with leaves infiltrated with X. 448 citri at
14 days after inoculation. Lesions were excised from WT and transgenic leaves and incubated at
room temperature for 2 hours in Karnovsky buffer (2.5% glutaraldehyde, 2.5%
paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer pH 7.2), samples were double washed for 5

minutes in the same buffer. For dehydration, samples were incubated 10 minutes in ascending
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series of acetone solution (50%, 70%, 90%, 95% and 100%). Dehydration was concluded in
Critical Point Dryer Balzers CPD030, fixed on aluminum supports with double-sided carbon tape
and coated with gold in "Sputter Coater" Balzers SCDO050. The material was examined and

photographed in a Scanning Electron Microscope Hitachi TM3000.

Bacterial growth in leaves

To analyze bacterial grow in leaves was assessed by plating serial dilutions of bacteria recovered
from leaf discs containing lesions formed at the point of inoculation of leaves , 4, 7, 14 and 21
days after inoculation. A punch was used to excise lesion areas. Discs were homogenized in
small tubes containing 1mL of PBS buffer and two glass beads. The suspensions were serially
diluted and plated on NBY agar medium containing the appropriate antibiotic. At each time
point, samples were determined from three replicate samples and each experiment was done
three times. Similar sampling was performed on leaf discs taken at least 6 mm away from the

point of inoculation.

X. citri gene expression in plants

Gene expression in X. citri was assessed in leaves infiltrated with this pathogen in three
independent experiments. All lesions of a given leaf each leaf were collected using a round
punch (6 mm of diameter) 7 and 14 days after inoculation. A set of primer pairs targeting genes
that had previously been found to positively respond to DSF in X. citri (Guo et al. 2012) was
designed using Primer Express 3.0 software (Applied Biosystems) (Table 2). Leaf disks taken
from a given leaf were put in a mortar and macerated while frozen with liquid nitrogen, and
RNA extracted using the specifications for RNeasy Mini Kit (Qiagen). cDNA synthesis was then
performed using RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). The gene
encoding 16S ribosomal RNA was used as an internal control, and two qRT-PCR reactions were
performed on each cDNA sample using the SYBR-green mix, using the universal conditions of
amplification provided by the 7500 System (Applied Biosystems). Dissociation curves were

assessed in every amplification to verify the presence of a single amplicon. The results were
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analyzed by the 7500 System software (Applied Biosystems) using the relative quantification

mode.

XccDSF reporter assay

The methodology was done according to Beaulieu et al. (2013). Briefly, cells were recovered
from colonies grown in solid medium with 2(Z)-dodecenoic acid (XccDSF) or sap from WT and
Carrizo citrange transgenic plants with or without the XccDSF. Negative control was biosensor
cells grown without sap or DSF. Positive control was biosensor cells incubated with 3uM of
XccDSF. The relative DSF abundance was estimated from the cells exhibiting GFP fluorescence
from three replicate samples. GFP fluorescence was normalized as relative fluorescence units
(RFU)/OD600. RFU was measured using a Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader (BioTek,
Inc.).

X. fastidiosa DSF reporter assay

Aiming to verify if the sap collected from transgenic plants could trigger the expression of genes
regulated by DSF we used a X. fastidiosa bioreporter (Beaulieu ef al., 2013) in which the phoA
reporter gene is under control of the DSF-responsive hxf4 promoter as described by Lindow et
al. (2014). Inoculum of the X. fastidiosa bioreporter strain was grown for 5 to 6 days at 28°C on
PWG plates containing gentamicin at 10 pg/ml. The cells were washed and ressuspended in PBS
buffer and 15uL of the cells were mixed with sap from Ca rpfF-1, Ca rpfF-2, and WT plants
and incubated in PWG medium at 28°C for 4 days. The cells were collected with a swab and
suspended in 400ul of water in wells of a Falcon 48-well tissue culture plate (Becton
Dickenson, Franklin Lakes, NJ, U.S.A.) and centrifuged for 10 min at 2,254 x g in an Eppendorf
model 5804 centrifuge (Eppendorf, Hamburg, Germany) and water was removed by aspiration.
Alkaline phosphatase activity was accessed after 72 h of incubation as described by Lindow et
al. (2014). Enzyme activity was calculated as the rate of increase of fluorescence with time

divided by the cell density.
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Fig. 1. Transgene expression in transformed plants. Quantitative expression of 7pfF in transgenic
plants in comparison to WT. Ca_rpfF-1 and Ca_rpfF-2 refer to Carrizo citrange transgenic plants

and Pi_rpfF-1 and Pi_rpfF-2 refer to Pineapple sweet orange transgenic plants.

Fig. 2. Citrus canker symptoms. X. citri GFP was infiltrated in leaves of WT and transgenic
plants and evaluated at 7 and 14 days after inoculation (D.A.L.). A. Carrizo citrange. B. Pineapple

sweet orange.

Fig. 3. Microscopy analysis of citrus canker lesions. X. citri GFP was infiltrated in leaves of
WT and transgenic plants and evaluated at 7 (a,b,c,d,e and f) and 14 days (g,h.i,j.k, and 1) after
inoculation (D.A.L.) under light (a,b,c,g,h and i) and fluorescence microscopy (d.e.f,j,k and I).
Panels A and B represent Carrizo citrange and Pineapple sweet orange plants respectively. Green

labeling refers to X. citri_ GFP.

Fig. 4. Bacterial population analysis from X. citri isolated from leaf disks away of lesion area.
Serial dilution of isolated bacteria was performed at 7 and 14 days after inoculation for Carrizo
citrange and Pineapple sweet orange WT and transgenic plants. Results are means of three
repetitions. The bars indicate the standard deviation of the means. The X. citri growth observed
at 14 days after inoculation in transgenic plants were significantly (P < 0.05) less compared with

the WT.

Fig. 5. Scanning electron micrographs of canker lesions. X. citri GFP was infiltrated in leaves
of WT and transgenic plants and evaluated at 14 days after inoculation. Panels A and B represent
Carrizo citrange and Pineapple sweet orange plants respectively. WT plants are represented in a,
b (Carrizo citrange), g and h (Pineapple sweet orange). Black arrows indicate the pustules
formed on WT leaves. The biggest injury corresponds to the inoculation point on the leaves.
Transgenic Ca rpfF-1 is represented in ¢ and d, Ca_rpfF-2 in e and f, and Pi_rpfF in g and h.
The magnitudes used were 40x (a, ¢, e, g and i) and 80x (b, d, f, h and j).
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Fig. 6. 3D reconstruction of biofilms topography from confocal scanning laser microscopy. X.
citri _GFP was infiltrated in leaves of WT and transgenic plants and evaluated at 7 and 14 days
after inoculation (D.A.l.). Bacterial biofilm layers are represented by different colors and total
biofilm is expressed by the color scales where blue and red tones represent the thinnest and
thickest respectively. A. Biofilms topography on Carrizo citrange WT and transgenic leaves. B.

Biofilms topography on Pineapple sweet orange WT and transgenic leaves.

Fig. 7. X citri GFP growth curves in detached leaves. Leaves were infiltrated with 104 718
cells and growth was evaluated at 2, 4, 7, 14 and 21 days after inoculation. A. Growth curve of
X citri_GFP in Carrizo citrange WT and transgenic plants. B. Growth curve of X citri_ GFP in
Pineapple sweet orange WT and transgenic plant. The standard deviation bar represents the mean

of three repetitions. No statistically significant difference was observed.

Fig. 8. Relative quantification of genes responsive to DSF in X. citri. Gene expression was
evaluated for Ca_rpfF-1 (A), Ca_rpfF-2 (B) and Pi_rpfF (C) in relation to WT at 7 and 14 days
after inoculation (D.A.L). Results are means of three independent experiments. The bars indicate
the standard deviation of the means. (*) indicates significant difference (P < 0.05) between the

mean values obtained for each gene compared with the WT.

Fig. 9. GFP fluorescence trigged by Xanthomonas campestris biosensor cells. Negative control
represents untreated cells. Positive control represents cells treated only with XccDSF. Treatments
only with sap without DSF shows no GFP emission from the sensor while treatments with sap
plus DSF from transgenic plants significantly decreased the emission of GFP. Results are means
of three repetitions. The bars indicate the standard deviation of the means. (*) indicates
significant difference (P < 0.05) between the mean values obtained for each gene compared with

the WT.

Fig. 10. Alkaline phosphatase (AP) activity exhibited by cells of a X. fastidiosa DSF 735
biosensor. The sap from WT and transgenic plants were tested for induction of expression of the
phoA gene under the control of the DSF-induced /xf4 promoter, by measuring the AP activity.
Sap alone (grey bars) or sap to which 3 uM XfDSF had been added (dark bars) were tested.
Negative control (NC) corresponds to AP activity from cells cultured on PWG. The vertical bars
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indicate the standard deviation of the means. (*) indicates a significant difference (P < 0.05)

between the mean values obtained for the transgenic plants compared with the WT.

Table 1. Relative expression of X. citri genes responsive to DSF measured

Locus tag | Gene | rpfC | rpfFF | rpfG | Ca_rpf | Ca_rpf | Ca_rpfF- | Ca_rpfF- | Pi_rpfF | Pi_rpfF
name F-1 F-1 2 2 14 DAI
7 DAI 14 DAI
7 DAI 14 DAI | 7 DAI
XACO0612 | eng down | down | down | nr down nr down down down
XAC1975 | fliC down | down | down | down down down down down down
XAC1949 | fliK down | down | down | down down down down down down
XAC2585 | gumB | down | down | - down nr down nr down down
XAC0408 | hirpB | down | nr down | nr nr nr nr down down
2
XAC1266 | hrpXc | down | down | nr nr nr down down down down
t
XACa022 | pthA | - - - nr down nr down down down
XAC3385 | pilM | down |down | nr down down nr down down down
Reference 14, 14, 14 This This This This This This
20, 20, work work work work work work
21 21
Down = down regulated; Nr = non responsive; - = no information 744 available

745 DAI = Days after inoculation
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Table 2. Gene names and primer sequences used in this work

Gene Gene name Primer sequence 5°- 3’ Size of

number amplicon

UBIQ ubiquitin F - TTCGTCAGTTGACTAATCCT 100 bp

CAS-PT-

300961 R - GTTGCTGTGTTGACTGTG

358 F— ACACTCTCGTCTACTCCAAG

XF1115 rpfF F.- AGAGGTACCAATGTCCGCTGTACAT 900 bp
R. - AGCGGATCCTGCTCAGTTTTTTAGTG

XF1115 rpfF Fepcr - TCGGCAGCAAATCACTCCGAACTA 100 bp
Rgypcr - CAGCACAGCTTTGAGTGCTCAGTT

XAC1975 | fliC F - TCAAGCAGCTGACCTCTGAAATC 100 bp
R - GCGCCGACCTGGAACAG

XAC1949 | fliK F - GGCTGCGCGAAATGCT 100 bp
R - TGCCCGCCGAATTCTG

XCC2454 | gumB F - CATGGTCAACGGGCAAAAG 100 bp
R - AGATCTCAGGATCCGGATTGG

XAC0408 | hrpB2 F - CCATCGCCGAGCATATCG 100 bp
R - ATGGTCAGCTCGTGCATCAA

XACI1266 | hrpXct F - GACGTCGACGGTGTGCAA 100 bp
R - CTCTGAAAGCCATCGAAAAAATC

XAC0612 | engXCA F - CGTATTCCGAAGCGCAATG 100 bp
R - TGCGGCTCGTTCTTCAGAT

XAC3385 | pilM F - GCGTGAAGGGCTTGTCAACT 100 bp
R- GGTAAAAGCCCCACGGTAACT

XAC0022 | pthA-1 F - CACCTCAGCGTCGAATTCG 100 bp

R - TCCTATGATCGGCGAGTACGT
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16S

F - CCGGATTGGAGTCTGCAACT

R - ACGTATTCACCGCAGCAAT

100 bp

Fc = forward primer designed to amplify rpfF for cloning

Rc = forward primer designed to amplify rpfF for cloning

FqPCR = forward primer designed for rpfF’ detection by qPCR

RgPCR = reverse primer designed for rpfF detection by gPCR
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Fig. 1. Transgene expression in transformed plants. Quantitative expression of rpfF’ in transgenic
plants in comparison to WT. Ca_rpfF-1 and Ca_rpfF-2 refer to Carrizo citrange transgenic plants

and Pi_rpfF-1 and Pi_rpfF-2 refer to Pineapple sweet orange transgenic plants.

115



Pineapple

Carrizo citrange WT Ca_rpfF-2 sweet orange WT Pi_rpfF
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Fig. 2. Citrus canker symptoms. X. cifri GFP was infiltrated in leaves of WT and transgenic
plants and evaluated at 7 and 14 days after inoculation (D.A.L.). A. Carrizo citrange. B. Pineapple

sweet orange.
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Fig. 3. Microscopy analysis of citrus canker lesions. X. citri GFP was infiltrated in leaves of

14 D.A.L
14 D.A.L

WT and transgenic plants and evaluated at 7 (a,b,c,d,e and f) and 14 days (g,h.i.j.k, and 1) after
inoculation (D.A.I.) under light (a,b,c,g,h and i) and fluorescence microscopy (d,e.f.j.k and I).
Panels A and B represent Carrizo citrange and Pineapple sweet orange plants respectively. Green

labeling refers to X. citri_ GFP.
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Fig. 4. Bacterial population analysis from X. citri isolated from leaf disks away of lesion area.
Serial dilution of isolated bacteria was performed at 7 and 14 days after inoculation for Carrizo
citrange and Pineapple sweet orange WT and transgenic plants. Results are means of three
repetitions. The bars indicate the standard deviation of the means. The X. citri growth observed
at 14 days after inoculation in transgenic plants were significantly (P < 0.05) less compared with

the WT.
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2013/1029 1414 AL D62 x40 2mm TM3000_7390 2013/1029 1416 AL D62 x80 _ 1mm

20131029 1510 AL D76 x40  2mm TM3000_7403 20131029 1511 AL D76 x80 _ 1mm

TM3000_7395 20131029 1446 AL D7.1 x40  2mm TM3000_7394 20131029 1444 AL D7.1 x80

20131029 1525AL D70 x40  2mm TM3000_7408 20131029 1530 AL D64 x80  1mm

TM3000_7399 20131029 1457 AL D68 x40  2mm TM3000_7400 20131029 1500 AL D69 x80  1mm

Fig. 5. Scanning electron micrographs of canker lesions. X. citri GFP was infiltrated in leaves
of WT and transgenic plants and evaluated at 14 days after inoculation. Panels A and B represent
Carrizo citrange and Pineapple sweet orange plants respectively. WT plants are represented in a,
b (Carrizo citrange), g and h (Pineapple sweet orange). Black arrows indicate the pustules
formed on WT leaves. The biggest injury corresponds to the inoculation point on the leaves.
Transgenic Ca_rpfF-1 is represented in ¢ and d, Ca_rpfF-2 in e and f, and Pi_rpfF' in g and h.
The magnitudes used were 40x (a, ¢, e, g and i) and 80x (b, d, f, h and j).
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14 D.A.l

Fig. 6. 3D reconstruction of biofilms topography from confocal scanning laser microscopy. X.
citri _GFP was infiltrated in leaves of WT and transgenic plants and evaluated at 7 and 14 days
after inoculation (D.A.l.). Bacterial biofilm layers are represented by different colors and total
biofilm is expressed by the color scales where blue and red tones represent the thinnest and
thickest respectively. A. Biofilms topography on Carrizo citrange WT and transgenic leaves. B.
Biofilms topography on Pineapple sweet orange WT and transgenic leaves.

120



>

1 === Ca_rpfF -1

N of cells per leaf disk (log10)

&~ Ca_rpfF -2

9

8

7 P ———
[

e F

4 V =¢= Carrizo citrange
3

2

1

o

T T T T 1

0 2 4 7 14 21
Days after infection (D.A.l.)

Y/
/

-%‘L . Pineapple
sweet orange

== Pi-rpff

N W D &y ® 0

N of cells per leaf disk (log10) H

—

o

0 2 4 7 14 21
Days after infection (D.A.l.)

Fig. 7. X. citri GFP growth curves in detached leaves. Leaves were infiltrated with 10* cells and
growth was evaluated at 2, 4, 7, 14 and 21 days after inoculation. A. Growth curve of X
citri_GFP in Carrizo citrange WT and transgenic plants. B. Growth curve of X. citri GFP in
Pineapple sweet orange WT and transgenic plant. The standard deviation bar represents the mean

of three repetitions. No statistically significant difference was observed.
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Fig. 8. Relative quantification of genes responsive to DSF in X citri. Gene expression was

evaluated for Ca_rpfF-1 (A), Ca_rpfF-2 (B) and Pi_rpfF (C) in relation to WT at 7 and 14 days
after inoculation (D.A.L). Results are means of three independent experiments. The bars indicate
the standard deviation of the means. (*) indicates significant difference (P < 0.05) between the

mean values obtained for each gene compared with the WT.
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Fig. 9. GFP fluorescence trigged by Xanthomonas campestris biosensor cells. Negative
control represents untreated cells. Positive control represents cells treated only with XccDSF.
Treatments only with sap without DSF shows no GFP emission from the sensor while treatments
with sap plus DSF from transgenic plants significantly decreased the emission of GFP. Results
are means of three repetitions. The bars indicate the standard deviation of the means. (*)
indicates significant difference (P < 0.05) between the mean values obtained for each gene

compared with the WT.
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Fig. 10. Alkaline phosphatase (AP) activity exhibited by cells of a X. fastidiosa DSF biosensor.
The sap from WT and transgenic plants were tested for induction of expression of the phoA4 gene
under the control of the DSF-induced /xf4 promoter, by measuring the AP activity. Sap alone
(grey bars) or sap to which 3 uM Xf/DSF had been added (dark bars) were tested. Negative
control (NC) corresponds to AP activity from cells cultured on PWG. The vertical bars indicate
the standard deviation of the means. (*) indicates a significant difference (P < 0.05) between the

mean values obtained for the transgenic plants compared with the WT.
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Table 1: Relative expression of X. citri genes responsive to DSF measured

Locus tag | Gene pfC rpfF pfG Ca_rpf Ca_rpfF - | Ca_rpfF-2 | Ca_rpfF-2 Pi_rpfF Pi_rpfF
name F-1 1 7D.A.L 14D.A.L 7D.A.L 14D.A.L
7D.A.L 14D.A.1.
XACO0612 | eng down down down nr down nr down down down
XAC1975 | fliC down down down down down down down down down
XAC1949 | fliK down down | down | down down down down down down
XAC2585 | gumB | down down - down nr down nr down down
XACO0408 | ArpB2 | down nr down nr nr nr nr down down
XACI1266 | hrpXct | down down | nr nr nr down down down down
XACa022 | pthA - - - nr down nr down down down
XAC3385 | pilM down down nr down down nr down down down
Reference 14, 20, | 14, 20, | 14 This This work | This work | This work This work | This work
21 21 work

Down: down regulated; Nr: non responsive; - : no information available
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Table 2: Gene names and primer sequences used in this work

Gene Gene name Primer sequence 5°- 3’ Size of
number amplicon
UBIQ ubiquitin F - TTCGTCAGTTGACTAATCCT 100 bp
CAS-PT- R - GTTGCTGTGTTGACTGTG
300961
358 F— ACACTCTCGTCTACTCCAAG
XF1115 rpfF F.- AGAGGTACCAATGTCCGCTGTACAT 900 bp
R. - AGCGGATCCTGCTCAGTTTTTTAGTG
XF1115 rpfF Fopcr - TCGGCAGCAAATCACTCCGAACTA 100 bp
Rgpcr - CAGCACAGCTTTGAGTGCTCAGTT
XAC1975 fliC F - TCAAGCAGCTGACCTCTGAAATC 100 bp
R - GCGCCGACCTGGAACAG
XAC1949 SliK F - GGCTGCGCGAAATGCT 100 bp
R - TGCCCGCCGAATTCTG
XCC2454 gumB F - CATGGTCAACGGGCAAAAG 100 bp
R - AGATCTCAGGATCCGGATTGG
XAC0408 hrpB2 F - CCATCGCCGAGCATATCG 100 bp
R - ATGGTCAGCTCGTGCATCAA
XAC1266 hrpXCt F - GACGTCGACGGTGTGCAA 100 bp
R - CTCTGAAAGCCATCGAAAAAATC
XAC0612 engXCA F - CGTATTCCGAAGCGCAATG 100 bp
R - TGCGGCTCGTTCTTCAGAT
XAC3385 pilM F - GCGTGAAGGGCTTGTCAACT 100 bp
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R- GGTAAAAGCCCCACGGTAACT

XAC0022 pthA-1 F - CACCTCAGCGTCGAATTCG 100 bp
R - TCCTATGATCGGCGAGTACGT
16S F - CCGGATTGGAGTCTGCAACT 100 bp

R - ACGTATTCACCGCAGCAAT

F. — forward primer designed to amplify rpfF for cloning

R¢ - forward primer designed to amplify pfF for cloning

Fypcr — forward primer designed for rpfF detection by qPCR

Rgpcr - reverse primer designed for rpfF detection by qPCR
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Conclusdes gerais do patossistema Xanthomonas citri

DSF produzido pela planta estd atuando como antagonista com relagdo a X. citri.

Reducdo de sintomas pode ser resultado da repressdo de genes associados a movimento e
viruléncia.

Diminui¢do do crescimento do patdégeno fora da area de lesdo pode ser devido ao
reconhecimento da bactéria pela planta uma vez que genes de viruléncia da bactéria
foram reprimidos.
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Apéndice I. Utilizagdo de genes de Citrus reticulata para transformago genética visando

resisténcia a Xylella fastidiosa

1. Introducio

C. reticulata é considerada uma espécie resistente a Clorose Variegada dos Citros (CVC),
uma vez que, mesmo inoculada na planta a bactéria ndo é capaz de colonizar o hospedeiro, e
apos determinado tempo da inoculagdo ndo € possivel detectar a bactéria. Além disso, existem
graus de resisténcia contra X. fastidiosa entre hibridos com C. reticulata, ¢ até mesmo em
condigdes de campo onde hd uma alta fonte de indculo, tangerinas e alguns hibridos n&o
apresentaram a doenga (Laranjeira et al., 1998). A resisténcia de C. reticulata a X. fastidiosa
envolve fatores genéticos, uma vez que genes associados a diferentes vias de defesa sdo
superexpressos apos a infec¢do com a bactéria (De Souza ef al., 2007a; De Souza et al., 2007b).
Alguns genes relacionados ao estresse oxidativo e fotorrespiracdo foram encontrados ativados
em C. reticulata apos infec¢do por X. fastidiosa, sendo um deles foi o Serine-Glyoxilato
Aminotransferase (De Souza et al., 2007b).

Glyoxilato Aminotransferases presentes no peroxissomo t€ém um papel central na via
fotorrespiratoria, algumas reagdes dessa via s@o catalizadas por Serine-Glyoxilato
Aminotransferase (SGAT), e sua atividade esta relacionada também a modulagdo da quantidade
de aminoacidos durante esse processo (Igarashi et al., 2003; Liepman and Olsen, 2003; Igarashi
et al., 2006). Em Arabidopsis thaliana, a superexpressdo de uma glyoxilato aminotransferase
induziu um aumento nos acumulo de amonoécidos totais, inclusive aqueles ligados a
fotorrespirag@o, além de um aumento na eficiéncia da assimilagdo de amonia (Igarashi et al.,
2006). Além disso A. thaliana mutante para o gene que codifica glioxilato aminotransferase
apresentou coloragdo verde clara e sensibilidade a luz, além de ndo ser responsivo ao acido
abscisico nem ao estresse abiotico. Os autores desse trabalho atribuem tais fendtipos a um
possivel acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS), ja que a atividade de glioxilato
aminotransferases também interfere na sintese de tais moléculas (Versules er al, 2007).
Glioxilato aminotransferases também estdo envolvidas na sintese de oxalato. As fungdes do
oxalato em plantas sdo bastante diversas, sendo envolvido na diminui¢do do estresse oxidativo
durante o ataque de patdégenos em plantas (Cessna et al., 2000), na eliminagdo de fitotoxinas

excretados de ervas daninhas (Weir ef al., 2006), e esta envolvido também em morte celular
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programada (Errakhi ef al., 2008). Em alfafas foi demonstrado que cristais de oxalato de célcio
sdo efetivos na defesa contra o ataque de insetos mastigadores (Korth ef al., 2006). Estudos
utilizando Oryza sativa mutantes para SGAT (serine-glyoxylate aminotransferase) e GGAT
(glutamate-glyoxylate aminotransferase) demonstraram que glioxilato é um importante precursor
de oxalato, que sua producdo ndo esta totalmente dependende de fotorrespiragdo e sua atividade
pode estar envolvida na defesa de plantas contra patdégenos, por reduzir efeitos de estresse
oxidativo nas plantas durante o ataque a patogenos (Yu et al, 2010). O envolvimento de
glioxilato aminotransferases no aumento de resisiténcia de plantas ja foi reportado em um
trabalho envolvendo a superexpressdo de dois genes At/ e At2 em meldes. Atl apresentou alta
similaridade com uma serina — glioxilato aminotransferase de Fritilaria agrestis e At2 com uma
Alanina glioxilato aminotransferase de A. thaliana. Resultados demonstraram que a atividade de
ambas as enzimas foi fortemente associada a resisténcia de meldes contra a doenga causada pelo
oomiceto Pseudoperonospora cubensis (Taler et al., 2004).

Outro gene superexpresso em C. reticulata apo6s infecgdo por X. fastidiosa, e apresentou
inibicdo em C. sinensis sob a mesma condi¢do foi o que codifica para Miraculina (De Souza et
al., 2007b). Essa proteina foi isolada da fruta do milagre, originaria da Africa, que tem esse
nome porque quando se mastiga tais frutas juntamente com limao tem-se a impressdo de um
sabor doce como o da laranja (Kurihara, 1992; Masuda et al., 1995). O ingrediente ativo das
frutas do milagre € a proteina Miraculina, pertencente a familia de inibidores de tripsina do tipo
Kunitz, que pode chegar a mais de 10% do total de proteinas soluveis nessas frutas (Sun ef al.,
2006). Aparentemente modificar o sabor de frutos ndo € a unica funcdo de proteinas da familia
das miraculinas, sendo que a funcdo de defesa contra Alternaria alternata também foi atribuida a
uma miraculina isolada de Citrus jambhiri. Nesse trabalho, os autores observaram a super
expressao de duas proteinas similares a miraculinas RlemMLP1 e RlemMLP2, moduladas apos
infeccdo de C. jambhiri com A. alternata ndo patogénica. Essas proteinas foram expressas em
folhas apds inoculagdo com o patéogeno e também foram responsivas ao tratameto com metil
jasmonato (MeJA). Apds a expressdo dessas proteinas em sistema heterdlogo, foi demonstrada a
atividade inibitéria de ambas sobre tripsina ¢ RlemMLP2 apresentou atividade inibitoria do
crescimento das hifas da A. alternata (Tsukuda et al., 2006). A supresexpressdo de duas outras
proteinas do tipo miraculinas também foi observada em condi¢des de ataque de patdgenos e

tratamento com elicitores em Clementina (Citrus clementina Hort. ex Tan.). Nesse caso, Mirl e
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Mir3 apresentaram um aumento na expressdo apos infestagdo de folhas de Clementina por
acaros, entretanto apenas Mirl foi responsiva ao tratamento por MeJA. Ja Mir3, que ndo
respondeu ao tratamento por MeJA, apresentou aumento na expressdo apds tratamento com
acido salicilico, indicando que proteinas do tipo miraculinas podem estar envolvidas em
diferentes respostas das plantas (Podda ef al., 2014). Recentemente, um estudo demonstrou que
diferentes proteinas da familia das miraculinas podem ser agrupadas em 3 classes, de acordo com
suas sequencias de aminodcidos. Miraculinas do tipo I e II (MLP 1 e MLP2) apresentam trés
pontes dissulfeto no dominio Kunitz de inibi¢do de tripsina, caracteristico para proteinas dessa
familia. Entretanto, em todas elas o dominio se diferencia ligeiramente do dominio Kunitz
classico, oriundo de soja (STI). Possivelmente a funcdo inibitéria de tripsina tenha sido
substituida em algumas dessas proteinas uma vez que alteragdes de aminoacidos ndo permitem
uma alta especificidade para a ligacdo com tripsina. Além disso, a predi¢do do dobramento de
MLP2 demosntrou que sua funcdo antifingica ndo esta ligada ao dominio thaumatina, como
atribuido anteriormente. Proteinas que apresentam tal dominio tem ponto isoelétrico maior que 8
e, de acordo com a sequencia de MLP2 o ponto isoelétrico dessas proteinas ¢ menor que 5,5. Os
aminodcidos distribuidos em sua superficie ndo formam as fendas caracteristicas para a ligagado
com componentes da parede celular do fungo, como ocorre com proteinas que apresentam o
dominio thaumatina, sugerindo que a ag@o antifingica de MLP2 envolve mecanismos ainda néo
descritos. Interessantemente, MLP2 apresentam a inser¢do de 4 aminoacidos que vém sendo
positivamente selecionados pela evolugdo, ainda que sua fun¢do ndo tenha sido elucidada
(Selvakumar et al., 2011).

A sequencia de aminoacidos da Miraculina selecionada para o presente trabalho foi
alinhada com as sequencias de algumas outras proteinas descritas no trabalho citado
anteriormente e o resultado demonstrou similaridade com miraculinas do tipo II, apresentando
caracterisiticas similares no dominio Kunitz, a presenca dos 4 aminoacidos em posi¢ao
conservada e similaridades nos sitios cataliticos. A Figura 1 mostra o alinhamento de algumas

miraculinas.
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Mirac -MKISLATILPFLILALASNSLLVLGISSVPEJLLDVHGNKVESTIKYYRVSAINGAG-G 58
Rlem2 -MKISLATTLSFLILALASNSLLVLGISSVPEHLLDVNGNKVESTLQYYIVSAIWGAG-G 58
Bz W e PEJLLDVNGNKVESTLKYYJVSAINGAG-G 29
Rleml -MKTSLVITLSFLILALTTKPQLG---ASESEJILDVYGNQVDSSHRYYIIVSALWGVKIG 56
MRl @3 e DHLLDINGNVVEASRDYYIVSVIGGAG-G 28
Kunitz_Nicotiana MNTLLLLLSLSVIPIALCVPNPSRFLAGSSPSHVLDINGDKVKVGLNYFULFVIRGRG-G 59
STI LSDITAFG—- 52
Mirac PLOVIQLPSDMONGIELTLSE —IVRESIDI.NI.RFSVI.LS_C?_RD 117
Rlem2 LDVIQLPSDIQNGIKLTLSP -IVRESADLNLRFSVLLSGRD 117
MLP2 PLOVIQLPSDMONGIELTLS? -IVRESTDLNLRFSVLLSGRD 88
Rleml TOVIQLSPKDKRGHKNLVLLPNONSI-IVRESTNIKLKFSRVSS-LQ 114
MLP1 PLOVIQLSSDLHKGIRLREAX S-ITHEAVDLNVKFSTEIS—- 84
Kunitz_Nicotiana PRDIIQNSDEVQEGLFVVEAPFNIKKGVVRLSIDLNVREFIPTI-~~ 116
STI LIVVQSRNELDXGIGTIISSPYRIR-FIAEGHPLSLKFDSFAVIML 110
.k - . . - -
Mirac EQPLWKVDNYDAASGKWFITTG-G--LDGHPGAETLLN-WFKLEKIGNFPGI-YKIV 172
Rlem2 QP LWKVDNYDARSGKWF ITTG-G--LDGHPGRETLLN-WFKLEKIGNFPGI-YKIV 172
MLP2 EQPLWKVDNYDAASGHWFITTG-G--LDGHENYDAASGKWFKLEKIGNFPGI-YKIV 144
Rleml KDSLWKVDNDNASLGKQFITIGEGKTCONLFKLEXVSASI FDMKIALDIPCL-YKIV 173
MLP1 PIVARVDNYDPSRGKWFITIG-G--VEGNPGAQTLKN-NFKLERVGIDQGI-YEIV 138

Kunitz Nicotiana TIWKLGIYDDXLKQYFIVIG-G--VEGNPGPQILSS-WFKIEKLGID---~-YKFV 167

STI CVGIPIEWSVVEDLPEGP--AVKIG--———--— ENKDAMDG-WFRLERVSDDEFNNYKLV 159
* - P - * e FTEL
Mirac E F--EDGVRRLVLVRDDEF---AFFVVLIPATERSISV--- 223
Rlem2 $CY /GRSF--EDGVRRLVLVRDDEP---AFPVVLIPATERSISV--- 223
MLP2 ;C‘ L /GRSF--EDGVRRLLVV —— 174
Rleml SC VGVSN--VDGVQRLVVVDDNDQPNLPLFVVLFPADSGRSMLEPS 231
MLP1 S-VCKS S---YDYRRRLALTAGNER-=======r=mememen————— 172
Kunitz_Nicotiana S-VCKICKY VGIYI--KDGVRFLALSDIPLR: VMFKKIF 209
STI ---QAEDDFCEDIGISIDHDDGIRRLVVSKNKPLVVQFQKLDKESLAKIENHGLSRS 216
-k * - - -

Mirac -

Rlem2 -

MLP2 -

Rleml L 232

MLP1 -

Kunitz_Nicotiana -

STI E 217

Figura 1: Alinhamento das sequencias de aminoacidos de algumas miraculinas. Dominio Kunitz
esta destacado na caixa sombreada, o sitio de glicosilagdo (N) esta destacado na caixa verde com
asterisco, os 4 residuos conservados de aminoacidos SGRD estdo grifados e destacados sob um
asterisco vermelho. Os demais residuos grifados sdo conservados entre nas proteinas e os demais
sitios cataliticos estdo destacados em caixas. Mirac — refere-se a proteina superexpressa de C.
reticulata apos infecgdo com X. fastidiosa, Rlem2 e MLP2 sao miraculinas do tipo II, Rlem1 e
MLP1 sao miraculinas do tipo I, Kunitz Nicotiana é uma proteina de tabaco que apresenta o
dominio Kunitz e STI ¢ o dominio classico de inibidores de tripsina de soja.

Devido a evidéncias do envolvimento de Serina-glioxilato aminotransferase e Miraculina
na defesa de plantas contra patogenos, e a superexpressao desses genes em C. reticulata ap6s
infeccdo por X. fastidiosa, esses genes foram escolhidos para trabalhos com transformagao de C.

sinensis, objetivando obter algum nivel de resisténcia contra a bactéria causadora de CVC.
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2. Hipotese

Genes associados a defesa de Citrus reticulata contra X. fastidiosa quando superexpressos

em hospedeiro suscetivel podem conferir resisténcia/tolerancia ao patdégeno.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral
Obter plantas de Nicotiana tabacum e C. sinensis e superexpressando genes de C. reticulada
associados a resisténcia a X. fastidiosa e possivelmente envolvidos nas diferentes vias associadas

a resposta de defesa do hospedeiro

3.2. Objetivos especificos

- Montar cassetes de expressdo através da clonagem dos genes Serine-Glyoxylate
Aminotransferase, S-Adenosil-L-Metionine: Salicilic Acid Methyl Transferase e Miraculian de
Citrus reticulata sob o promotor constitutivo 35S e cauda poliA

- Obter vetores binarios pCambia2301 contendo os cassetes de expressao

- Transformar plantas de N. tabacum e C. sinensis com as construcdes através de infecgao
por Agrobacterium tumefaciens e validar as plantas positivas através PCR e RT-qPCR

- Desafiar as plantas positivas com X. fastidiosa e avaliar o grau de tolerancia através da

colonizagdo da bactéria in planta por sintomatologia e qPCR.
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4. Materiais e métodos
4.1. Clonagem dos genes alvo

Para a amplificagdo dos genes alvo foram utilizados clones contendo as sequencias dos
genes de interesse, gerados em trabalhos anteriores de ESTs no Centro de Citricultura Sylvio
Moreira (CitEst - Expressed Citrus Genome, De Souza ef al, 2007b) . Para cada gene de
interesse foram escolhidos pelo menos dois clones: S-Adenosil-L-Metionine: Salicilic Acid
Methyl Transferase (SAMT) - CR05C1102042F12 e CRO05C1102034E06, Serine-Glyoxylate
Aminotransferase (Aminotransferase) - CRO5C1103008D03 e CR0O5C1103066D10, e Miraculina
CR05C3700063A01 ¢ CR05C3700073G10. Primers foram desenhados para a amplifica¢do dos
genes, utilizando o programa PrimerSelect da suite Lasergene99 (DNASTAR, Inc.). Em todos os
primers diretos inseriu-se o sitio da enzima Kpnl anteriormente ao ATG de inicio da transcrico,
e apos seus codons de terminagdo foi inserido o sitio de restricdo da enzima BamHI. Dessa
maneira a clonagem foi direcional, posicionando os genes alvo sob o dominio de um promotor

35S e uma cauda poliA. A Tabela 1 demonstra as sequiiéncias dos primers desenhados.

Tabela 1: Sequéncias dos primers desenhados para os genes alvo e o tamanho esperado dos

fragmentos por eles gerados.

Tamanho do

Nome do primer Seqiiencia (5’ - 3°) amplicon (pb)
Miraculina_Kpnl F - TTTGAAAACGGTACCATGAAGATT 750
Miraculina_BamHI R - ATTACACGGATCCTGATCTTTC 750
SAMT Kpnl F - TGGTACCGATGGAGGTGGTTCAAGT 1100
SAMT BamHI R - TATCGGATCCATCATCCAATTTTCGTC 1100
Aminotransferase Kpnl F - CAAACTTTAAGGTACCCGTGACATTCC 800
Aminotransferase  BamHI R - GACCGTGCCTTTGGATCCCATTTCA 800

F- primer direto R — primer reverso

A amplificacdo dos genes alvo foi realizada utilizando a enzima Taq Platinun High
Fidelity (Invitrogen). Os amplicons obtidos foram clonados em pGEM-T (Promega) e
transformados em Escherichia coli por choque térmico, como descrito no Capitulo 2. Apds

selecdo em meio contendo 100ug/mL de ampicilina e PCR para a certificagdo de colonias
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positivas, foi realizado o sequenciamento dos plasmideos obtidos, de acordo com as instrugdes
da ABI para o “DNA Sequencing Kit Big Dye Trminator Cycle Sequencing Ready Reaction™, v
3.0 utilizando o ABI 3730 — Applied Biosystems. As seqii€éncias geradas foram analisadas por
Phred Phrap e Consed e os clones que apresentaram seqiiencia totalmente similar a do banco de
dados apo6s realizagdo de BlastN foram digeridos com Kpnl e BamHI (New England Biolabs),
separados em gel de agarose 1% e purificados com o kit ‘GFX PCR and Gel Band Purification’
(Ge Healthcare).

O vetor de constru¢cdo pRT101 (Figura 2) foi digerido com Kpnl e BamHI, purificado e
ligado ao gene rpfF utilizando T4 DNA Ligase (Invitrogen). O vetor foi inserido em E. coli, e
apos selecdo em meio de cultura e PCR de colonia, foi realizada mini prep para posterior

digestdo do cassete de interesse com HindlIIl (New England Biolabs).

O vetor binario pCambia 2301 foi previamente digerido com HindlIIl ou PstI, dependendo
do cassete de expressdo que ia receber. A fim de minimizar a autoligagdo do vetor, este foi
defosforilado segundo especificagdes para a enzima CIAP (Invitrogen) e purificado como
descrito anteriormente. A ligacdo com os cassetes contendo os genes alvo foi procedida
imediatamente apds a purificacdo do vetor defosforilado, e para a ligagdo a enzima T4 DNA
Ligase (Invitrogen) foi novamente utilizada. Os vetores obtidos foram inseridos po choque
térmico na linhagem DH5a de E. coli e as colonias foram selecionadas em meio LB contendo
50pg/mL de canamicina. PCR de coldnia foi realizada para a avaliagdo da presenca dos genes de
interesse e as colonias positivas foram submetidas a mini prep, utilizando o mesmo kit descrito
anteriormente. Os plasmideos obtidos foram analisados por PCR utilizando o conjunto de
primers que amplificavam o gene alvo (Tabela 1) e a combinag@o do primer direto desenhado
para o promotor 35S (F- ACACTCTCGTCTACTCCAAQG) e o reverso do gene alvo, e também
foram analisados por digestdo teste, realizada com a mesma enzima utilizada na clonagem do
cassete de interesse para avaliar sua presenca. Apos a digestdo teste, os fragmentos foram
separados em gel de agarose 1% para verificagdo da correspondéncia entre o tamanho do
fragmento liberado apds a digestdo, e seu tamanho predito através da soma dos tamanhos dos
fragmentos no vetor de construgdo. A Figura 2 ilustra a estratégia de obteng@o dos vetores de

transformacdo em planta, similar aquela explicada no item 4.1 do Capitulo 2.
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Figura 2: Estratégia de obtenc¢do do vetor bindrio contendo os genes alvo. A. Vetor pRT101,
onde os genes alvo foram inseridos entre um promotor 35S e uma cauda poliA. Os cassetes apos
digeridos foram inseridos no vetor bindrio. B. Vetor binario pCambia2301, utilizado para a
trasnformacdo das plantas neste trabalho.

4.2. Introduciao da construcdo em Agrobacterium tumefaciens

O vetor pCambia2301 contendo os cassetes com os genes alvo foi introduzido na estirpe
EHA105 de 4. tumefaciens, por choque térmico como descrito mai detalhadamente no item 4.2
do Capitulo 2. Os transformantes foram selecionados em meio YEP solido contendo 300pg/pL
de rifampicina e 100pg/ulL de canamicina. A verificagdo das colonias transformadas foi feita por

PCR utilizando primers especificos para os genes alvo.

4.3. Transformacao das plantas alvo e selecdo de transformantes
Para transformacdo de tabaco, seguiram-se as etapas descritas no item 4.3.1 do Capitulo
Para a transformagdo de C. sinensis foram utilizados 2 tipos de explantes e por isso os

protocolos de transformagdo utilizados foram adequados para cada um deles. As variedades

utilizadas para a transformagao foram Péra, Hamlin e Pineapple.

Para a transformagao utilizando epicotilos de citros, o procedimento foi realizado como

descrito no item 4.3.2 do Capitulo 2.
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Além da transformagdo de epicotilos, a tentativa de obtencdo de brotos foi feita também
através da transformag@o de hipocotilos de citros. Essa técnica foi realizada como uma
alternativa a baixa eficiéncia de obtencdo de brotos transgénicos que ocorria nos experimentos

com epicdtilos.

Para a transformagdo de hipocdtilos, 20 sementes de Pineaple e Hamlin foram
germinadas em magentas contendo meio de cultura MS/2, como descrito acima. A germinagao
foi monitorada até o aparecimento das radiculas, que ocorreu em aproximadamente 10 dias. O
cotilédone das sementes foi cortado transversalmente pela metade e descartado, e o restante foi
cortado longitudinalmente, de maneira a separa-lo em duas por¢des. O embrido da semente e a
radicula foram retirados (Figura 3). A por¢do contendo o metade do cotilédone junto ao
hipocétilo foi utilizada como explante, sendo processada como descrito anteriormente a partir da
imersdo em solucdo contendo agrobactéria. O periodo de co-cultivo e a manutencdo dos
explantes até o aparecimento dos brotos foram realizados seguindo a metodologia descrita acima.

A Figura 3 mostra a obtengdo dos explantes contendo hipocotilos.

A B
‘ [ 1 1 1
14 iietade de um dos
cotilédones
cotilédones O embrido foi retirado
hipocdtilo dessa regido

embrido Hipocdtilo

Figura 3 : Obtencdo do explante referente ao hipocotilo da semente. A. Esquema do corte
longitudinal da semente para a exposi¢cdo do embrido, hipocétilo e radicula. B. Explante pronto
para imersao com a cultura de agrobactéria.

As brotag¢des que se desenvolveram de epicétilos e de hipocotilos transformados foram
testadas para a presenga da atividade do gene gusA, reporter do vetor pCambia2301, utilizado
para as transformagds nesse trabalho. As andlises iniciais dos brotos regenerados foi feita por

teste GUS, e os tecidos utilizados foram transferidos para uma solugdo 1:1 (v/v) de acido acético
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e etanol para que descorassem apos o teste, tornando mais evidente alguma coloragdo azul que

possivelmente aparecesse.

Os brotos cujas folhas apresentaram alguma coloragdo azul foram microenxertados e
aclimatados até que suas folhas se desenvolvessem para que fossem testadas por PCR a fim de
avaliar a persenga do transgene. A PCR teste foi realizada de acordo com instru¢des do kit
REDExtract-N-Amp ' Tissue PCR (Sigma — Aldrich), que consiste em uma rapida extragdo de
DNA e posterior PCR. Essa PCR foi realizada utilizando os primers descritos na Tabela 1 e e a
combinagdo do  primer  direto  desenhado para o  promotor 35S  (F-

ACACTCTCGTCTACTCCAAG) e o reverso do gene alvo.
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5. Resultados e discussio
5.1. Clonagem dos genes de interesse e transformacao de A. tumefaciens

Os genes alvo para a construgdo dos vetores binarios foram obtidos a partir da
amplificagdo das sequencias contidas no banco de ESTs do Centro de Citricultura Sylvio
Moreira. Os tamanhos preditos dos fragmentos gerados apos a amplificagdo foram condizentes
com o com o tamanho do gene predito em andlises in silico (Figura 4). A amplificagdo do gene
Miraculina gerou um fragmento de 750pb, a amplificagdo do SAMT gerou um fragmento de
1100pb e a amplificagdo da Aminotransferase gerou um fragmento de 800pb. Esses fragmentos
foram purificados e clonados em pGEMT (Promega) para certificacdo da qualidade de sua
sequencia. Apos o sequenciamento, analises revelaram que a totalidade dos clones obtidos teve
100% de similaridade com a sequencia do banco de dados do Centro de Citricultura. Os
resultados das etapas de amplificagdo e purificagdo dos genes alvo estdo demonstrados na

Figura 4.

B M12 3 45

1,6kb 1,6Kb

1Kb 1Kb

Figura 4: Amplificagdo e obten¢do dos genes alvo. A. Gel de agarose 1% demonstrando o
resultado da amplificagdo dos genes alvo com a enzima Taq Platinum (Invitrogen). M. Marcador
Molecular 1Kb Plus (Invitrogen), 1 e 2. Amplificacdo de aminotransferase a partir de dois clones
do banco de ESTs, com tamanho esperado de 800pb; 3 e 4. Amplificagdo do SAMT a partir de
dois clones do banco de ESTs, com tamanho esperado de 1100pb; 5 e 6. Amplificacdo de
miraculina a partir de dois clones do banco de ESTs, com tamanho esperado de 750pb; B. Gel de
agarose 1% demonstrando os genes alvo purificados. M. Marcador Molecular 1Kb Plus
(Invitrogen), 1 e 2. Purificagdo de aminotransferase (800pb); 3 e 4. Purificagdo de SAMT

139



(1100pb); 5. Purificacdo de miraculina (750pb). As setas indicam bandas de 1,6Kb e 1Kb,
respectivamente.

Apos a certificagdo da sequencia, foi realizada a subclonagem para montagem do cassete
de expressdo submetendo o gene ao dominio do promotor 35S em vetor pRT101. Para isso genes
alvo e vetor foram digeridos com Kpnl e BamHI e a ligagdo dos genes no vetor foi feita
utilizando T4 Ligase. Embora a amplificagdo e purificagdo de SAMT foi possivel, sua clonagem
no vetor de construgdo nao foi obtida. Problemas com a digestdo impediram as clonagens. Para
resolver tais problemas outras metodologias foram feitas para clonagem e transformagdo com
esse gene, como serdo demonstradas no apéndice II. O vetor pRT101 contendo os genes alvo foi
inserido em E. coli e PCR de coldnia foi realizada para avaliar a presenca dos genes alvo. Os

resultados da PCR de coldnia estdo apresentados na Figura 5.

M1 2 3456 78 910111213 141516M

700pb
750pb

Figura 5: PCR de colonias contendo o vetor pRT101 ligado com os genes alvo A. PCR para
aminotranferase, verificado com os primers teste que geram bandas de 800pb. M. Marcador
O’Gene Ruler 1Kb Plus (Fermentas); 1 a 16. Colonias transformadas; B. PCR para miraculina,
que apresenta tamanho esperado de 750pb. M. Marcador 1Kb Plus (Invitroge); 1 a 8. Colonias
transformadas.

Depois de verificadas, as colonias positivas contendo os vetores de construgdo, foram
submetidas a mini prep e os plasmideos obtidos foram digeridos para que os cassetes construidos

pudessem ser recuperados. Essas digestdes foram realizadas com a enzima Pstl, de acordo com
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analise de restrigdo para os genes alvo. O tamanho esperado das bandas corresponde ao gene
alvo somado as regides 35S e poliA. A Figura 6 mostra a digestdo dos cassetes contendo
miraculina (tamanho da construgdo igual a 1460pb) e aminotransferase (tamanho da construgéo

igual a 2000pDb).

B
2Kb
1,5Kb
700pb 2Kkb
1,5Kb

Figura 6: Géis de agarose 1% demonstrando os cassetes obtidos ap6s digestdo. A. Digestdo do
cassete contendo o gene miraculina. M. Marcador Gene Ruler 1Kb plus (Fermentas); 1. Vetor
pRT101 digerido com Hindlll; 2. Vetor pRT101 fechado; 3 e 4. Clones contendo miraculina
ligado a pRT101 e digeridos com Pstl, o tamanho do fragmento esperado apos a digestdo era de
1460pb . B. Digestdo do cassete contendo o gene aminotransferase. M. Marcador Gene Ruler
1Kb plus (Fermentas); 1. Vetor pRT101 digerido com PstI; 2. Clone contendo aminotransferase
ligado a pRT101 e digerido com Pstl, o tamanho do fragmento esperado apds a digestdo era de
2000pb.

Apds obtidos, os cassetes foram purificados e ligados a pCambia 2301, previamente
digerido com as mesmas enzimas usadas na digestdo dos cassetes e defosforilado. Para a
confirmagdo da presenga dos genes de interesse nos vetores pCambia 2301 foram realizados
quatro testes: PCR das colonias transformadas, PCR dos plasmideos obtidos dessas colonias,
utilizando como primer direto um que acora em uma regido do promotor 35S e como primer
reverso aquele desenhado para o gene e digestdo do plasmideos com a enzima Pstl. No caso das

construgdes obtidas, todos os testes realizados confirmaram a presenga do gene alvo. A Figura 7

mostra os resultados de alguns testes.
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Figura 7: Testes realizados com pCambia 2301 contendo os genes alvo. A. Vetor pCambia 2301
contendo o gene aminotransferase. M. Marcador Gene Ruler 1Kb Plus (Fermentas); 1 e 2.
Clones 7 e 9 amplificados com primer direto para o 35S e reverso para o gene; 3 ¢ 4. Os mesmos
clones amplificados com os primers teste desenhados para aminotransferase (tamanho esperado
da banda 800pb); S e 6. Digestdo dos clones com Pstl para avaliar a presenca do cassete
(tamanho esperado 2000pb). B. Vetor pCambia 2301 contendo o gene miraculina. M. Marcador
Gene Ruler 1Kb Plus (Fermentas); 1. Vetor pCambia 2301 digerido com PstI; 2 a 5. Clones 3,
4, 5 e 6 contendo miraculina digeridos com HindIIl (tamanho esperado da banda 1460pb).

Os vetores pCambia 2301 contendo miraculina e aminotransferase foram introduzidos em
A. tumefaciens e ap6s crescimento em meio de cultura, realizou-se PCR utilizando os primers

para os genes alvo. Os resultados de PCR de colonia estdo demosntrados na Figura 8.
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Figura 8: PCR de colonia para transformantes de A. tumefaciens com os vetores pCambia 2301
contendo os genes alvo. A. Transformantes contendo aminotransferase. M. Marcador Molecular
Gene Ruler 1Kb Plus (Fermantas); 1 a 10. Colonias testadas com os primers teste para
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aminotransferase (800pb). B. Transformantes contendo miraculina. M. Marcador Molecular
Gene Ruler 1Kb Plus (Fermantas); 1 a 12. Colonias testadas com os primers para miraculina
(750pb).

5.2. Transformacao das plantas alvo

Para transformagao de tabaco, discos foliares foram utilizados como explantes, de acordo
com a metodologia descrita no capitulo 2. Para transformagdo de citros, segmentos de epicétilo e
hipocétilo de diferentes variedades de citros foram utilizados como explantes. As Tabelas 2 e 3

demonstram os resultados das transformagdes de tabaco e citros, respectivamente.

Tabela 2: Eventos de transformagdo com os vetores pCambia2301 contendo os genes

alvo realizados em tabaco e resultados obtidos

Construcio utilizada N de explantes Brotos GUS Brotos PCR
infectados regenerados positivos positivos
pCambia2301 Miraculina 179 48 1 0
pCambia2301 Aminotransferase 202 45 0 0

De acordo com os resultados apresentados nas Tabela 2 foi possivel observar que nas
transformagdes de tabaco apenas 1 broto transformado com o vetor contendo miraculina foi
positivo para o teste GUS, entretanto esse broto foi negativo para a PCR de deteccdo do gene
alvo. Embora 26,81% dos brotos infectados com a bactéria contendo pCambia2301 miraculina
foram regenerados, ndo obtivemos plantas transformadas. O mesmo ocorreu para os explantes
infectados com pCambia2301 aminotransferase, que apresentou regeneragdo de 22,27%, mas
nenhuma planta transformada. De acordo com os resultados apresentados para as transformagdes
de tabaco foi possivel observar que no caso dos genes vindo de C. reficulata a transformacao foi
mais dificil quando comparada aquela realizada com o vetor contendo o gene da bactéria,

demonstrada no Capitulo 2.
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Tabela 3: Eventos de transformagdo com os vetores pCambia2301 contendo os genes

alvo realizados em citros e resultados obtidos

Construcio Variedade Tipo de Nde Brotos Brotos Brotos
utilizada de citros explante explantes testados GUS positivos -
positivos PCR de
DNA
Hamlin Hipocoétilo 23
Epicotilo 1314 214 15 0
pCambia2301_ | pineapple | Hipocstilo 22
Miraculina Epicétilo 1008 187 10 0
Péra Epicotilo 433 60 0 0
Hamlin Epicoétilo 175 0 0 0
pCambia2301 Pineapple | Hipocdtilo 26 0 0 0
Aminotransferase Epicotilo 900
Péra Epicoétilo 96 0 0 0

Resultados similares aos de tabaco também foram observados para transformagdo de
citros, uma vez que nenhuma planta transgénica foi obtida apds os eventos de transformacdo. De
acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, a regeneracdo dos trés cultivares de citros foi
possivel apos a transformag@o com pCambia2301 miraculina, sendo que 16% dos explantes de
Hamlin, 18,55% dos explantes de Pineapple ¢ 13,85% dos explantes de Péra infectados foram
regenerados. Nenhum tecido dos explantes regenerados apds transformagdo com miracuilina
apresentou coloracdo azul forte apods testes GUS. A colorag@o presente era sempre azul muito
fraca (dados ndo mostrados), bastante diferente daquela vista em transformantes infectados com
pCambia2301 rpfF, demonstradas no Capitulo 2. No caso das transformagdes da variedade
Hamlin, 7% dos brotos regenerados apresentaram tal colorag¢do azul, sendo que para Pineapple
essa porcentagem foi mais baixa, 5,34%. Apesar de satisfatoria, as brotagdes dos explantes de
Péra foram todas negativas. O vetor pCambia contendo miraculina apresentou, na sua construgao
final 3 promotores 35S, sendo: um que regula a atividade do gene mprll, responsavel pela
resisténcia a antibiotico, outro que regula a atividade do gene reporter gusA, e um terceiro, que
foi inserido apos a constru¢do com o gene miraculina. Esse excesso de promotores iguais pode

ter interferido na atividade regulatéria do gene reporter, impedindo sua correta transcricdo e
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resultando em uma coloragdo mais fraca apds o teste. A alta similaridade (97%) entre os genes
miraculina da planta alvo e o gene obtido de C. reticulata também pode ter dificultado a

transformacao.

No caso dos eventos de transformagdo com o vetor pCambia2301 aminotransferase, ndo
foi observada a regeneracdo dos explantes infectados de nenhum cultivar. Esse resultado pode ter
sido reflexo de um desbalango regulatério da célula transformada, uma vez que o gene alvo foi
clonado sob o dominio de um promotor 35S e ¢ envolvido em diferentes mecanismos de
regulagdo da célula, envolvendo a sintese de espécies reativas de oxigénio. Entretanto, como esse
gene foi transformado com sucesso em meldo, onde foi associado ao aumento de resisténcia
contra um fungo (Taler ef al., 2004), ndo se pode descartar a hipotese que os problemas obtidos
no presente trabalho sejam devido a dificuldade de transformagao usando gene de planta com

alto nivel de similaridade (Hamilton e Baulcombe 1999).

Todos os genes alvo foram clonados sob o dominio do promotor forte 35S, o que pode ter
atrapalhado a transformacdo, ja que a expressdo de muitas copias do transgene pode ocasionar
silenciamento pos transcricional (Hamilton e Baulcombe 1999). Outro fator que pode interferir
na expressao de transgenes é a similaridade entre o transgene ¢ genes da planta alvo (Hamilton e
Baulcombe 1999). Andlises da sequencia de nucleotideos, através da ferramenta de
bioinformatica BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), entre os transgenes e genes da

planta alvo demonstraram que nos trés casos a similaridade foi maior que 95% (Figura 9).
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Figura 9: Analises comparativas entre a sequencia de nucleotideos dos transgenes, obtidos de C.
reticulata, e dos genes endogenos da planta alvo, C. sinensis. A. Comparagdo entre as sequencias
de nucleotideos de serine- glyoxilato — aminotransferase. B. Comparagdo entre as sequencias de
nucleotideos de miraculina. C. Comparagdo entre as sequencias de nucleotideos de SAMT. A
porcentagem de similaridade entre as sequencias esta destacada por circulos vermelhos nas trés
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6. Consideracoes finais

Embora diversos trabalhos reportem resultados de sucesso na transformagdo de plantas
com genes de outras espécies vegetais, alguns alertam para problemas encontrados em alguns
casos. Hamilton e Baulcombe (1999) discutem a possibilidade de silenciamento pods
transcricional de transgenes em casos onde a similaridade entre o transgene e genes enddgenos
da planta alvo ¢ alta, ou ainda em casos onde o transgene ¢ altamente expresso. Em ambos os
casos, RNAs dupla fita poderiam ser formados e ser reconhecido pela planta como um RNA viral
(Hamilton e Baulcombe, 1999).

Embora diferentes tentativas tenham sido feitas utilizando os vetores contendo genes
isolados de C. reticulata ndo foi possivel obter nenhuma planta transformada, sendo que no caso

de uma das construgdes ndo foi possivel obter regeneragdo de brotos.
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Apéndice II. Utitlizacdo de genes de C. reticulata para obtengdo de plantas de C. sinensis e N.
tabacum resistentes a X. fastidiosa — doutorado sanduiche desenvolvido na Universidade da

Florida

1. Introducio

Um dos genes identificado como envolvido na resposta de defesa de C. reticulata
contra X. fastidiosa esta relacionado a sinalizagdo mediada por acido salicilico. O “S — adenosil —
L — metionine: salicilic acid methyl transferase foi superexpresso 30 dias ap6és inoculagdo do
patogeno em C. reticulata, sugerindo que a resisténcia dessa espécie envolve sinalizagdo
mediada por acido salicilico (SA) (de Souza et al., 2007b). O &cido salicilico esta envolvido em
diferentes mecanismos de sinalizacdo em plantas, ndo somente aqueles relacionados a defesa,
mas participa de processos como germinagdo, crescimento celular, regulacdo da expressdo
génica no processo de senescéncia, resposta a estresse abidtico, entre outros processos (Rate et
al., 1999, Rajou et al., 2006, Clarke et al., 2004, Morris et al., 2000). O efeito do SA nesses
processos ndo € necessariamente de maneira direta, uma vez que esse hormonio vegetal pode
alterar a sintese de outros hormodnios, como 4acido jasmonico (JA) e etileno (ET). SA € um
hormonio tdo importante para a sinalizagdo em plantas que pode ser produzido por duas vias
diferentes a partir de um composto denominado corismato. Corismato pode ser convertido em
SA via intermedidrios de benzoato ou via atividade de enzimas denominadas isocorismato
sintases (Strawn et al., 2007). Entretanto, mutantes de Arabidopsis thaliana para genes que
codificam corismato sintases ainda apresentaram SA residual, indicando que a sintesede SA nao
¢ exclusivamente dependente da atividade dessas enzimas (Garcion et al., 2008).

SA esta diretamente ligado a um mecanismo de resisténcia de plantas denominado
Resisténcia Sistémica Adquirida, ou SAR, que ¢ desencadeado por um ataque local de patogenos
e resulta em uma imunizagdo da planta como um todo, inclusive em partes distantes do local do
ataque (Ross, 1966). Em tabacos resistentes ao virus do mosaico do tabaco os niveis de SA
aumentaram em mais de 20 vezes no local da infecgio e mais de 5 vezes em folhas distais. Tanto
em folhas inoculadas quanto nas distais, esse aumento ocorreu paralelamente ou precedeu a

expressdo de proteinas de defesa, conhecidas como PR (Malamy et al., 1990). Essa imunizagao
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ocorre porque o SA ¢ transportado via floema na forma de um metil éster, MeSA, do tecido
infectado até tecidos mais distais, onde ¢ metabolizado e convertido para o sinal bioldgico ativo,
o SA (Mirjana et al., 1998). MeSA ¢ produzido nas plantas através da atividade de uma enzima
codificada pelo gene SAMT - “S-adenosyl-L-methionine:salicylic acid methyltransferase”
(Dudareva et al., 1998). Estudos em tabaco demosntraram que plantas que ndo eram capazes de
metabolizar MeSA tiveram SAR reduzida, apresentando lesdes maiores apos infecgdo com o
virus do mosaico do tabaco (TMV). Os autores também encontraram altos niveis de MeSA em
exudatos de tabaco apds a infecgdo com o virus, e demonstraram que niveis reduzidos de MeSA
conferiram maior sucetibilidade ao TMV. Experimentos de enxertia onde NtSAMT1 foi
silenciado demonstraram que esse gene € requerido para a ativagao local de SAR, mas ndo para a
ativagdo sistémica. Nesse caso, foi necessaria a atividade da enzima MeSA-esterase, que
converte MeSA em SA (Park er al., 2007). O envolvimento de MeSA em resposta de SAR
também ja foi demonstrado para batata onde foi relatado um aumento de niveis de MeSA em
folhas de batatas tratadas com acido aracndideo e folhas distais ndo tratadas. Além disso, o
bloqueio do acumulo de MeSA em plantas com o o gene methylesterasel (StMES1) silenciado
comprometeu a indugdo de SAR nesses mutantes (Manosalva et al., 2010).

Além de bactérias e fungos, defesa da planta via acido salicilico também ja foi reportada
no caso de nematoides. O nematoide do cisto, Heterodera glycines Ichinohe, ataca variedades de soja e
dentre elas algumas sdo resistentes. Ja foram identificados alguns loci relacionados a resisténcia
nessas variedades, e em estudos envolvendo expressdo diferencial de genes entre variedades
resistentes e suscetiveis foi demonstrada a ativacdo de genes relacionados a via do &cido
salicilico nas variedades resistentes. Um desse genes foi o GmSAMTI, isolado pelos autores
para estudos em variedades de soja suscetiveis. Esse gene foi utilizado para superexpressiao em
duas variedades suscetiveis de soja ‘Williams 82 e TN02-275. Depois de obtidas, as raizes
dessas plantas transgénicas foram desafiadas com ovos do nematdide do cisto e o
desenvolvimento das larvas foi acompanhado. O estdgio de desenvolvimento das larvas foi
utilizado para avaliacdo do nivel de resisténcia das raizes e os resultados demosntraram que em
ambos os eventos transgénicos foram mais resistentes ao nematoide (Lin et al., 2013).

Portanto, ndo estad claro se o aumento nos niveis de MeSA aumenta SAR, pois essa
relagcdo ndo parece ser tdo direta nos diferentes hospedeitos. Alguns estudos demonstraram que

nem sempre o acumulo de MeSA leva ao aumento de SAR, como ocorreu em A. thaliana
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superexpressando o gene OsBSMT1- “salicylic acid/benzoic acid carboxyl methyltransferase de
Oryza sativa (Koo et al., 2007). As plantas superexpressando OsBSMT1 quando inoculadas com
a bactéria Pseudomonas syringae ou com o fungo Golovinomyces orontii foram mais sucetiveis
que plantas do tipo selvagem, mesmo sendo capazes de acumular altos niveis de MeSA. Quando
mutantes superexpressando OsBSMT1 foram colocadas préoximas a plantas do tipo selvagem,
estas foram capazes de ativar proteinas PR-1. Ja nos mutantes superexpressando OsBSMT1 foi
relatado um aumento dos niveis de acido jasmonico, paralelamente a redu¢do dos niveis de SA
(Koo et al., 2007). Esses resultados indicam que MeSA além de ser um sinal volatil capaz de
ativar SAR em plantas vizinhas, pode ser uma molécula intermediadora do cross-talk entre as
vias de SA e JA (Koo et al., 2007). O acimulo de MeSA e sua posterior perda para a atmosfera
também ja foi relatado por Attaran ef al,, 2009. Nesse trabalho os autores demosntraram que
MeSA aumenta em folhas inoculadas com a bactéria P. syringae, entretanto grande quantidade
de MeSA ¢ emitido para a atmosfera e pouco ¢ retido pela folha. Foi demosntrado ainda que em
diversos mutantes para genes de defesa, a produg@o de MeSA e o desenvolvimento de SAR ndo ¢
coincidente. Em algumas linhagens onde o T-DNA interrompeu a producdo de MeSA foi
possivel avaliar o acimulo de SA e o desenvolvimento de SAR. Os autores demonstraram que a
produ¢do de MeSA induzida por P. syringae dependeu da via do acido jasmonico, e em
interagdes compativeis a produgdo de MeSA depende de um fator de viruléncia de P. syringae
denominado coronatina, e que o patdogeno utiliza a volatilizacdo de MeSA mediada por tal fator
para atenuar a via de defesa mediada por SA (Attaran ef al., 2009).

Durante a infec¢do por X fastidiosa, genes relacionados tanto com a via de acido
salicilico como jasmonato foram superexpressos em C. reticulata sugerindo que o processo de
defesa parece ndo recrutar apenas uma via. A superexpressdo de SAMT nesse conjunto pode ter
relacdo com o cross-talk entre as vias responsaveis pela defesa de C. reticulata e por isso foi um

gene escolhido para transformacdo da variedade sucetivel, C. sinensis.
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2. Objetivos especificos

Como demonstrado no Apéndice I, encontramos diversas dificuldades com com as
transformagdes utilizando os vetores pCambia construidos no Brasil. Como uma alternativa
encontrada para sobrepor tais dificuldades foi feito um treinamento na Universidade da Florida
para o aprendizado de novas estratégias de transformagdo de citros. O laboratoério da Profa. Dra.
Gloria Moore, na Universidade da Florida, tem tradicdo com metodologias de transformagdo de
citros e por isso foi escolhido para a realizacdo desse treinamento. Durante o periodo de
permanéncia nesse laboratorio os objetivos foram:

- encontrar uma opc¢ao diferente de promotor para construgdo do cassete contendo o gene
alvo, como uma alternativa ao uso do 35S

- 0 aprendizado de uma nova técnica de transformagdo de citros, que utilizava cotilédones
como explantes

- obter plantas de tabaco transformadas com os genes de interesse
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3. Materiais e métodos

3.1 Construcao dos vetores para transformacio

Os genes selecionados para a clonagem sob o dominio de um novo promotor foram S-
adenosyl-L-methionine:salicylic acid methyltransferase (SAMT) e miraculina. A proposta de
trabalho com miraculina novamente foi devido a problemas encontrados em ensaios de GUS de

brotos regenerados, como demonstrado no Apéndice I.

Para obteng¢do das novas construgdes foi utilizado o vetor pUC118FMV/ Poly 2,
desenvolvido pelo Dr. Vicente J. Febres, que apresenta o promotor do virus Mosaico do Figo
(FMV) e um terminador do gene 35S. Esse vetor foi interessante na medida em que a clonagem
do gene foi feita sob o dominio do promotor FMV, uma alternativa ao uso do promotor 35S que,
em alguns casos, pode atrapalhar a superexpressdo do gene alvo depois de clonado em vetores da
série pCambia. Esse vetor também apresenta enzimas diferentes daquelas presentes no vetor de
construgdo pRT101, sendo outra alternativa para auxiliar na clonagem do gene SAMT, que

apresentou problemas na digestdo. O mapa do vetor utilizado estd demonstrado na Figura 1.

pUC118/FMV Poly 2
3712 bp

Figura 1: Mapa do vetor pUC118/FMV Poly 2 utilizado para as novas construgdes dos genes
alvo

Os genes de interesse foram amplificados seguindo instrugdes do kit da enzima de alta

fidelidade Advantage2 Polymerase Mix (Clontech). Depois de amplificados os genes foram
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separados em gel de agarose 1% e, apds excisados do gel, purificados seguindo-se as instru¢des
do kit QIAquick Gel Extaction (Qiagen). A fim de se obter uma clonagem direcional, primers
foram sintetizados contendo sitios de Apal na posi¢ao 5’e Notl na posi¢ao 3°. A sequéncia dos

primers utilizados e os tamanhos esperados dos fragmentos estdo na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados para amplificagdo dos genes alvo e o tamanho

esperado dos fragmentos.

Primer Seqiiéncia (5’- 3°) Tamanho esperado
SAMT-F TTT TTT GGG CCC ATG GAG GTG GTT CAA
GTG CTT CAC L1Kb
SAMT-R TTT TTT GCG GCC GCT CAT CCA ATT TTC K
GTC AAG GAA
Tang_ Miraculin_F AAA AAA GGG CCC ATG AAG ATTTCA TTA
GCA ACA ACACT
Tang Miraculin R AAA AAA GCG GCC GCG ATT ACA CAG 750pb
ACGTTG ATC TTT CT
F — primer direto R — primer reverso

Apos a purificacdo das sequencias obtidas, foram realizadas as digestdes e nova
purificagdo dos fragmentos. Os fragmentos digeridos e purificados foram ligados, utilizando a
enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs) no vetor pUC118/FMV Poly 2 igualmente
digerido com Apal e Notl e purificado. As novas construgdes foram transformadas em E. coli
pelo método de choque térmico (ESPECIFICACOES AQUI). As células foram recuperadas em
ImL 2XYT (16g/LL de Bacto Triptone, 10 g/L. de Bacto Yeast extract, 5g/I. de NaCl, pH7) e
crescidas a 37°C sob agitagio de 250rpm por 1 hora. Os transformantes foram selecionados em
placas de meio 2XYT (2XYT com 15g/L de Agar) contendo 100ug/pul. de ampicilina e a
presenca do gene de interesse foi verificada por PCR de colonia utilizando os primers especificos
desenhados para a amplificacdo dos genes alvo (Tabela 1). As colonias obtidas foram submetidas
a mini prep e os vetores recuperados foram sequenciados para analises de orientacdo e qualidade
das sequéncias, que foram realizadas utilizando o programa Vector NTI® (Life Technologies),
para o sequenciamento foram utilizados primers universais (F-20 e R-24) e tambéms os primers

especificos.
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Apds andlise de sequencia dos plasmideos obtidos, os cassetes de expressdo foram
digeridos utilizando as enzimas Xbal e Kpnl. Os fragmentos digeridos foram separados em gel
de agarose 1% e excisados para purificacdo, que foi realizada como descrito acima. O vetor
pCambia 2201 também foi digerido com as enzimas Xbal e Kpnl, defosforilado segundo
instrugdes do kit da enzima Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (Promega) e purificado. A
ligacdo dos cassetes de expressdo e do vetor pCambia também foi realizada com T4 DNA ligase
e os vetores foram novamente transformados em FE. coli, segundo descrito anteriormente. Os
transformantes foram selecionados em placas de meio 2XYT contendo 50pg/pL de cloranfenicol
e PCR de colonia foi realizada para verificar a presenca dos genes alvo. As coldnias obtidas
foram submetidas a mini prep e os plasmideos recuperados foram sequenciados utilizando os
primers que geraram os genes alvo (Tabela 1) e, no caso de SAMT, o primer interno SAMT Int
S’CTT ATA GTC TCC AAT GGCTAT CTC 3°, para que a qualidade do sequenciamento fosse
maior. Os plasmideos que apresentaram alta qualidade de sequencia foram transformados na

linhagem Agl-1 de A. tumefaciens, por choque térmico como descrito anteriormente.

As colonias de A. tumefaciens transformadas foram selecionadas em placas de meio YEP
contendo 300ug/ul de rifampicina, 50pg/ul de cloranfecnicol e S0ug/puLl de carbenicilina. PCR
de colonia foi realizada para avaliar a presenga do gene alvo e as colonias positivas foram

utilizadas para transformag@o de N. tabacum e C. sinensis.

3.2 Transformacio de N. tabacum e C. sinensis

Para a transformagao de N. tabacum, foi seguido o procedimento descrito no Capitulo 2.
A avaliag@o dos brotos regenerados também foi feita através do teste GUS, uma vez que o vetor
pCambia2201 apresenta como repérter o gene gusA, que indica a presenca de tecido
transformado pela coloracdo azul, e a avaliacio da presenga do transgene nas plantas
transformadas foi feita por PCR utilizando DNA e ¢cDNA como molde, de acordo com a

metodologia descrita no Capitulo 2.

Ja a transformacdo de C. sinensis foi realizada utilizando cotilédones como explantes.

Essa metodologia comega com o preparo das sementes, que devem ser coletadas diretamente dos
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frutos e apos tratadas estocadas a 4°C. O tratamento das sementes foi realizado com pectinase
(STHA® Pectinase W Liquid) por 1 hora sob agitagado, seguido por lavagem com agua destilada,
lavagem com hipoclorito de sédio 10% por 3 minutos, nova lavagem com agua destilada
autoclavada, lavagem com etanol 70% por 5 minutos, e apos 3 lavagens com agua destilada
autoclavada, as sementes foram secas em fluxo laminar. Para a transformag@o, os tegumentos das
sementes e os embrides foram retirados com auxilio de pinga e bisturi no fluxo laminar. Os
cotilédones, ja seprarados, foram imersos em meo MS liquido para manutencdo de sua
viablilidade. A cultura de A. tumefaciens transformada foi preparada como descrito
anteriormente no Capitulo 2, com uma etapa de pré- cultivo durante 16 horas e o cultivo em novo
meio de cultura até que a densidade oOptica (ODgg) estivesse entre 0,3 e 06. As c€lulas foram
recuperadas por centrifugacéo e a populagdo corrigida para 10°® células. Essa cultura foi utilizada
para a infeccdo dos cotilédones, que ocorreu com o auxilio de vacuo durante 15 minutos. Apos a
infeccdo, os cotilédones foram secos em papel filtro e colocados no meio de co — cultivo para
cotilédones (4,13g/L. MS, 100mg/LL de Mio-inositol, 0,4mg/L. de glicina, 1mg/L. de acido
nicotinico, 2mg/L de piridoxina, 2mg/L de tiamina, Img/L. de naftalenacético (ANA), 1mg/L de
cinetina, 2mg/L. 6-benzilaminopurina (BAP), 30g/L. de sacarose e 8g/L. de Agar, pH 5,7). O
periodo de co-cultivo foi realizado por trés dias no escuro a 24°C, e apds isso, os cotilédones
foram transferidos para meio de sele¢do (Meio de co-cultivo contendo 300ug/ul. de canamicina
e 50ug/ul de claforan). As placas contendo os cotilédones transformados € os controles (aqueles
que nao foram infectados pela bactéria, mas passaram igualmente pelo procedimento de vacuo)
foram transferidas para camaras de crescimento sob foto periodo de 18 horas de luz. Algumas

etapas do procedimento de tarnsformagdo por cotilédones estio representadas na Figura 2.
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Figura 2: Representacdo das etapas do protocolo de transformacdo de citros utilizando
cotilédones. A. Apos esteriliza¢do, o embrido e o tegumento das sementes foram retirados e os
cotilédones separados. B. Infec¢@o dos cotilédones com a cultura de agrobactéria. C. Utilizagdo
de vacuo por 15 minutos durante o processo de infec¢do dos cotilédones. D. Cotilédones depois
de secos organizados meio de co cultivo.

A medida em que os brotos foram se regenerando, eles foram excisados dos cotilédones e
um corte transversal da base foi utilizado para o teste GUS. Utilizar esse corte transversal ao
invés de pedagos foliares foi interessante porque fornecia informagdes sobre possiveis brotos

quiméricos.

Os brotos que apresentavam alguma colorac¢do azul apo6s o teste foram transferidos para
meio de cultura de enraizamento (4,13g/LL MS, 100mg/L. de Mio-inositol, 0,4mg/LL de glicina,
Img/L de 4acido nicotinico, 2mg/L de piridoxina, 2mg/L de tiamina, 0,5mg/L. de naftalenacético
(ANA), 30g/LL de sacarose e 8g/L. de Agar, pH 5,7), e apds o desenvolvimento das raizes foram
transferidos para potes contendo substrato. Para os brotos maiores, cujas folhas estavam mais
desenvolvidas, foi feita extragdo de DNA de alguns pedagos de folhas utilizando-se o kit
DNAeasy Plant mini (Qiagen), e pequenos pedagos de folhas dos brotos menores foram testados
utilizando utilizando REDExtract — N — Amp Tissue PCR (Sigma), que consiste em uma rapida

extragdo de DNA e posterior PCR. Para a deteccdo do transgene foi desenhado um novo
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conjunto de primers a fim de excluir possiveis amplificagdes do gene SAMT endogeno presente
em Pineaple. As seqiiéncias dos primers sintetizados foram: FMV _SAMT F-
GTGGGGACCAGACAAAAAAGGAATG e SAMT Ter R-
CGAAACCCTATAAGAACCCTAATTCCC, que apresenta como resultado a amplificagdo da
montagem completa do gene, contendo o promotor FMV e o terminador, gerando um fragmento
de aproximadamente 1800pb. Plantulas positivas foram deixadas no laboratdério da professora

Gloria Moore, mas porteriormente serdo trazidas para o Brasil.
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4. Resultados e discussiao

4.1 Obtencio dos vetores pCambia contendo os genes alvo

Os genes alvo foram amplificados utilizando-se enzima de alta fidelidade, purificados para
posterior digestdo com as enzimas Apal e Notl. Essas enzimas foram escolhidas para clonagem
direcional no vetor pUC118FMV/ Poly 2, que apds obtido de E. coli por mini prep, também foi
digerido com as mesmas enzimas e purificado. Apds a amplificacdo e purificag@o, os genes alvo

apresentaram tamanho de acordo com o predito, como demonstrado na Figura 3.

Figura 3: Amplificacdo e purifica¢do dos genes alvo. A. Amplificacdo de SAMT com a enzima
Advantage 2 (Clontech), 1 e 2. Bandas referentes ao gene SAMT, de tamanho esperado 1,1Kb.
B. Bandas referentes ao gene SAMT apds a purificagdo da digestdo com Apal e Notl. C.
Amplificacdo de Miraculina com a enzima Advantage 2 (Clontech), 1 e 2. Bandas referentes a
miraculina, de tamanho esperado 750bp. D. Bandas referentes ao gene miraculina apos a
purificagdo da digestdo com Apal e Notl. Em todas as figuras, M refere-se ao marcador 2 Log
Ladder (New England Biolabs). As setas indicam bandas de 1Kb.

Ap6s a purificagdo, os fragmentos correspondentes aos genes alvo foram ligados ao vetor
pUCI118FMV/ Poly 2 e transformados em E. coli. As colonias foram testadas por PCR para
avalia¢do da presenga dos genes alvo. A Figura 4 demonstra os resultados das PCRs de colonia

transformadas com SAMT e miraculina.
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Figura 4: PCR de coldnias transformadas com pUC118FMV/ Poly 2 ligado aos genes alvo. A.
PCR teste para colonias contendo o vetor ligado a SAMT, M — Marcador 2 Log Ladder (New
England Biolabs), C - Controle positivo, 1 a 10 — Colonias transformadas com
pUC118FMV_SAMT. B. PCR teste para colonias contendo vetor ligado a miraculina, M —
Marcador 2 Log Ladder (New England Biolabs), 1 a 17 — Coldnias transformadas com
pUC118FMV _miraculina, C — Controle positivo. As setas indicam bandas de 1Kb em ambas as
figuras.

Depois da obtengdo das colonias transformadas, o vetor contruido foi recuperado por
mini prep e sequenciado. As analises da qualidade da sequencia foram realizadas utilizando o
programa Vector NTI (Life Technologies) e apds certificacdo das sequencias, o cassetes foram
digeridos com Xbal e Kpnl. Os fragmentos digeridos foram separados do vetor por gel de
agarose 1% e apds a excisdo, foram purificados. A Figura 5 demonstra os resultados obtidos,

bem como o mapa da regido do vetor construida utilizando os genes alvo.
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Figura 5: Digestdo dos genes contruidos em pUC118/ Poly 2. A. Digestdo da construgao
contendo gene SAMT, onde o tamanho esperado da banda era de 1,8Kb; M — Marcador
molecular 2 log Ladder (New England Biolabs); 1- pUC118/ Poly 2 vazio digerido com Xbal e
Kpnl; 2 — digestdo de pUC118/ Poly 2 contendo SAMT; 3 — vetor pPCAMBIA2201 digerido com
Xbal e Kpnl e purificado. B. Digestdo da construgdo contendo o gene miraculina, onde o
tamanhao esperado da banda era 1,4Kb; M — Marcador Ladder 1Kb Plus (Invitrogen); 1 —
digestdo de pUC118/ Poly 2 contendo miraculina. C. Representagdo da orientagdo e montagem
do gene SAMT no vetor pUC118FMV/ Poly2. D. Representacdo da orientagdo ¢ montagem do
gene miraculina no vetor pUCI18FMV/ Poly2. As bandas indicadas pelas setas pretas
apresentam tamanho de 1Kb, e as bandas indicadas pelas setas brancas s@o correspondentes as
constru¢des contendo os genes alvo.

A liga¢do dos genes construidos e do vetor pCAMBIA2201 foi novamente realizada
utilizando T4 Ligase e o vetor foi transformado em FE. coli. Para avaliagdo da presenca dos genes
alvo nas colonias foi realizada PCR utilizando os primers especificos que deram origem aos
fragmentos SAMT e miraculina. Foi realizada novamente uma mini prep para rescuperagdo dos
plasmideos de E. coli, e uma segunda PCR para verificagdo da presenca dos genes alvo no vetor
pCAMBIA2201 foi realizada. A Figura 6 demonstra o resultado de PCR de mini prep das
construgdes clonadas em pCAMBIA2201 recuperadas de E. coli.

163



M1 2 345617 8C

STSTSTSTE]

Figura 6: PCR de vetores pCAMBIA2201 transformados com SAMT e miraculina recuperados
de E. coli. A. PCR teste de vetores recuperados de colonias transformadas com
pCAMBIA_ SAMT; M — Marcador 2 Log Ladder (New England Biolabs); C — Controle positivo;
1 a 3 — vetores pPCAMBIA2201 ligados a SAMT. B. PCR teste de vetores recuperados de
colonias transformadas com pCAMBIA miraculina; M — Marcador Ladder 1Kb Plus
(Invitrogen); 1 a 8 — vetores pCAMBIA ligado a miraculina; C — Controle positivo. As setas
indicam bandas de 1Kb em ambeas as figuras.

Depois de confirmadas as sequéncias corretas das constru¢cdes clonadas em
pCAMBIA2201 os vetores foram transformados na linhagem Agl-1 de A. tumefaciens. Os
transformantes foram selecionados em meio YEP e PCR de colonia para verifica¢do da presenca

dos genes alvo foi realizada utilizando primers especificos. A Figura 7 mostra os resultados.

[a] B

LC123456 78 91011121314151617

L123456 7891011121314151617181920 C L

Figura 7: PCR de colonias de agrobactérias transformadas com as constru¢des em
pCAMBIA2201. A. PCR teste para colonias contendo pCAMBIA MeSA; L — Ladder 2 log
(New England Biolabs); C — Controle positivo; 1 a 20 — colonias Aglltransformadas com
pCAMBIA_ MeSA. B. PCR teste para colonias contendo pCAMBIA_ Miraculina; L — Ladder
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1Kb Plus (Invitrogen); 1 a 10 — pCAMBIA Miraculina; C — Controle positivo. As setas indicam
bandas de 1Kb em ambas as figuras.

4.2 Transformacao das plantas

4.2.1 Plantas de tabaco obtidas

Durante o periodo na Universidade da Florida foi realizada a transformacdo de tabaco,
para ensaios futuros. A linhagem RP-1 de Nicotiana tabaccum foi selecionada para
transformacdo e para essa etapa as duas constru¢des obtidas foram utilizadas. A transformacgao
de tabaco foi feita segundo o protocolo citado no Capitulo 2. A Tabela 2 abaixo mostra os

eventos de transformacdo em tabaco.

Tabela 2 - Eventos de transformagdo em tabaco utilizando as duas construgdes obtidas

Evento Data N de Brotos GUS GUS GUS DNA positivos
explantes testados  positivos positivos positives no
infectados enraizados solo
SAMT 11/10/2011 98 90 27 27 8 2
SAMT 17/10/2011 66 93 17 17 6 1
SAMT 18/01/2012 101 101 23 23 12 1
miraculina  05/06/2012 187 - - - - -

De acordo com os resultados da Tabela 2 foi possivel observar que ao final do periodo na
Universidade da Flérida foram obtidos 4 eventos de tabaco transformados com o gene SAMT,
embora a construcdo contendo miraculina também tenha sido utilizada. A eficiéncia de
transformacdo de tabacos com o vetor contendo SAMT foi de 1,4%, ja que dos 284 brotos
regenerados 4 foram PCR positivos. Algumas etapas da obten¢do das plantas de tabaco estdo

demonstradas na Figura 8.
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Figura 8: Representagdo das etapas de obtencdo das plantas de tabaco na Universidade da
Florida. A. Brotacdo separada dos explantes para o teste GUS. B. Brotos GUS positivos
enraizados em meio de cultura até atingirem um tamanho ideal de raiz e parte aérea. C. Brotos
GUS positivos em vasos para um maior desenvolvimento foliar para os testes de validagdo da
presenca do gene alvo. D. Plantas que apresentaram a banda referente ao gene alvo em casa de
vegetacdo.

Para a validacdo da presen¢a do gene alvo nas plantas GUS positivas foi realizada a
extragcdo de DNA e posterior PCR para detec¢do do gene alvo. Aquelas que apresentaram banda
referente ao gene alvo foram submetidas a extragdo de RNA e sintese de cDNA. Para as PCRs de
tabaco, foram utilizados os primers especificos para o gene SAMT, como controle negativo
DNA e ¢cDNA de uma planta negativa apds o teste GUS e como controles positivos, diluigdes

dos vetores usados para a transformagdo. A Figura 9 mostra os resultados obtidos.
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Figura 9: Resultado da PCR utilizando DNA e cDNA de plantas de tabaco enraizadas e
transformados com a construgdo contendo o gene SAMT. A. PCR utilizando DNA de tabacos
transformados; N, C1 e C2 — controles negativos, positivo 1 e positivo 2, respectivamente; 19,
36, 38 ¢ 40 — plantas testadas. B. PCR de ¢cDNA das plantas positivas para o teste anterior. M —
Marcador 2-Log Ladder (New England Biolabs); N e P — controles negativo e positivo,
respectivamente; 36, 38 e 40 - plantas positivas do primeiro teste. A seta indica banda de 1Kb.

As sementes das quatro plantas positivas de tabaco foram coletadas e trazidas ao Brasil
para a continuidade dos experimentos, que envolverdo o desafio dessas plantas contra X
fastidiosa e analises da expressdo de genes da via de SA e JA possivelmente ativados devido a

superexpressao do SAMT.

4.2.2 Plantas de citros obtidas

O novo protocolo aprendido baseava-se na utilizacdo de cotilédones de citros como
explantes para transformagdo. O processo de transformacdo por cotilédones € mais rapido, uma
vez que as etapas de germinacdo de sementes e periodo de luz ndo sdo realizadas. Isso acelera o
procedimento de transformagdo em aproximadamente 30 dias. Os eventos de transformag@o e os

resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Eventos de transformagéo de citros e resultados obtidos.

Evento Data N? de Brotos GUS GUS GUS DNA positivos
explantes testados  positivos positivos positivos no
infectados enraizados solo
SAMT  28/09/2011 36 27 3 3 0 0
SAMT  05/10/2011 55 53 7 7 1 0
SAMT  18/10/2011 108 15 3 7 0 0
SAMT  29/11/2011 86 19 4 4 4 0
SAMT  30/11/2011 80 31 3 3 1 0
SAMT  02/12/2011 61 34 5 5 4 0
SAMT  15/03/2012 91 16 9 9 8 0
SAMT  23/03/2012 63 4 0 0 0 0
SAMT  28/03/2012 64 5 2 2 2 1

De acordo com os dados da tabela, a eficiéncia da transformac¢do de citros utilizando
cotilédones foi de 0,49%, sendo que de 204 brotos regenerados apenas 1 foi positivo.

A brotacdo regenerada a partir de cotilédones € bastante vigorosa, apresentando na
maioria das vezes mais de um broto por cotilédone. Outra diferenga com relagdo ao protocolo de
transformacao por epicdtilos diz respeito ao enraizamento dos brotos oriundos dos cotilédones.
Esse brotos ndo foram microenxertados, mas sim enraizados em meio de cultura e
posteriormente transferidos para o solo. A Figura 10 representa algumas das etapas de obtecdo

dos brotos de citros.
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Figura 10: Representacdo das etapas de obtengdo dos brotos de citros. A e B. Brotagao
regenerada apds infec¢do com agrobactéria. C. Os brotos foram separados dos cotilédones para
teste da presenca do gene GUS e colocados em meio de enraizamento. D e E. Brotos GUS
positivos em meio de enraizamento até o desevolvimento de raiz. F e G. Brotos com raizes
desenvolvidas foram passados para substrato e apds desenvolvimento foliar foram testados para
validagdo da presenca do gene alvo.

Os brotos enraizados e transferidos para o solo foram testados para presenca do gene
alvo. Extragdes de DNA foram realizadas de diferentes métodos de acordo com o tamanho das
folhas a serem testadas. Para a detec¢do do transgene foi utilizado o novo conjunto de primers
que amplificava a montagem completa do gene, contendo o promotor FMV e o terminador,

gerando um fragmento de 1800pb. A Figura 11 mostra o resultado da PCR dos brotos pequenos.
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Como controle positivos foi utilizado DNA validado de tabaco transformado com a mesma

construcao.

Figura 11: Resultado da PCR de brotos transformados com o gene SAMT. L — Ladder 1Kb plus
(Invitrogen), 1 e 2 — controles negativos. 3 a 13 - brotos GUS positivos testados para a presenca
do gene alvo. C — controle positivo. A seta indica banda de 2Kb.

De acordo com a Figura 11 foi possivel obter banda referente ao cassete de expressdo no
pogo 3, correspondente a um dos brotos transformados e positivos para o teste GUS.

Atualmente, essa planta estd mais desenvolvida e apds esses testes, a equipe do
laboratorio da Prof. Gloria certificou, pelo método de southern blot, mais uma planta transgénica.

A figura 12 demonstra o aspecto atual das plantas.

Figura 12: Aspecto atual das plantas transformadas com o gene SAMT.
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5. Consideracoes finais

- A alteragdo utilizagdo do promotor FMV para clonagem dos genes alvo permitiu a
transformacao de tabaco e de citros

- Mesmo sob o dominio desse novo promotor, ndo foi possivel obter transformantes com o
gene miraculina

- O protocolo de transformagao por cotilédones é mais rapido, uma vez que as etapas de
brotagdo e fotoperiodo, anteriores a transformagao nao so realizados

- A brotacdo regenerada de cotilédones é mais vigorosa sendo mais facil para etapas de
microenxertia

- O processo de enraizamento dos brotos ¢ muito lento, ndo favorecendo a obtencdo de
plantas mais desenvolvidas em menor tempo

- As sementes de tabacos transgénicos trazidas para o Brasil serdo germinadas e desafiadas
contra X. fastidiosa.

- Para transformagdes futuras utilizando genes da prdpria planta seria melhor a utilizago
de promotores alternativos ao 35S, principalmente se o vetor binario utilizado for algum
daqueles pertencentes a série Cambia, que ja apresentam genes sob o dominio desse promomtor.

- Foi mais facil transformar as plantas alvo com o gene isolado da bactéria, uma vez que a

transformacdo com genes isolados de C. reticulata apresentaram menor eficiéncia.
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Anexo I: Curva de crescimento de X. citri isoladas de folhas ndo destacadas de plantas
transgénicas e do tipo selvagem inoculadas.
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Figure 1: X citri GFP growth curves after isolation from infiltrated bacteria in
undetached leaves. Leaves were infiltrated in planta with 10* cells and evaluated at
4,7, 14 and 21 days after inoculation. A. Growth curve of X. citri_ GFP in Carrizo
citrange WT and transgenic plants. B. Growth curve of X. citri_GFP in Pineapple
sweet orange WT and transgenic plant. The standard deviation bar represents the
mean of three repetitions.
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Figure 2: Bacterial population analysis of X citri GFP isolated from
infiltration in undetached leaves. Sample disks for isolation were collected at
14 days after infiltration away of lesion area. Serial dilution of isolations was
made from Carrizo citrange and Pineapple sweet orange WT and transgenic
plants. Results are means of three repetitions. The bars indicate the standard
deviation of the means.
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Anexo II: Sintomatologia de cancro citrico desenvolvida em folhas ndo destacadas de plantas
transgénicas e do tipo selvagem inoculadas com X. citri.

4di D)
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4di\d

Carrizo

Pineapple

Figure 1: Citrus canker symptoms in plant leaves. X. citri GFP was infiltrated in WT
and transgenic leaves from whole plants. Leaves were collected for photography
records at 21 days after inoculation (D.A.IL). Carrizo citrange and Pineapple sweet
orange WT and transgenic leaves are indicated in the picture.
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Figure 2: Microscopy analysis of citrus canker lesions after infiltration of X
citri_GFP into undetached leaves. X. citri GFP was infiltrated in leaves of WT and
transgenic plants and evaluated at 21 days after inoculation (D.A.l.) under
fluorescence microscopy. Panel A represents Carrizo citrange wild type, B and C
represents Ca rpfF-1 and Ca rpfF -2, respectively. Panel D represents Pineapple

sweet orange wild type and panel E represents Pi_rpfF. Green labeling refers to X.
citri GFP.
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Conclusdes gerais

Transgenia utilizando genes candidatos isolados de C. reticulata foi mais dificil,
resultando em duas plantas do cultivar Pineapple de laranja doce transformadas, e de 4
plantas do acesso RP-1 de N. tabacum. Por outro lado, o gene rpfF isolado de X
fastidiosa foi inserido com sucesso em diferentes cultivares de citros e no acesso RP-1 de
N. tabacum, resultando na obtencdo de varias matrizes transgénicas.

N. tabacum foi um bom modelo para avaliagdo de respostas conferidas por genes
candidatos contra X. fastidiosa, ¢ no caso de plantas transformadas com rpfF, os
resultados obtidos em tabaco foram corroborados em citros.

DSF produzido pelas plantas transgénicas se demonstrou uma molécula plastica, atuando
como antagonista ou agonista dependendo do patogeno.
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