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RESUMO

Huanglongbing (HLB), também conhecido como greening ¢ uma das mais importantes doengas
dos citros no mundo e ¢ causada pela bactéria Candidatus Liberibacter spp. Esta doenga ¢
originaria da China e da Africa, onde estio presentes as variantes Ca. L. asiaticus e Ca. L.
africanus, respectivamente. Em 2004, a doenga foi encontrada no Brasil onde foi identificada a
forma asiatica e também uma nova variante denominada Ca. L. americanus. A bactéria Ca.
Liberibacter vive e se desenvolve no floema da planta hospedeira, causando amarelecimento do
ramo infectado, deformacdo e queda do fruto. Até o momento ndo foi possivel o cultivo em meio
de cultura de Ca. Liberibacter e muito pouco ¢ conhecido sobre sua biologia. Outra doenga
importante para a cultura, o cancro citrico, também ¢ originaria do continente asidtico, e causa
grandes perdas de producdo devido a desfolha da planta e a queda precoce de frutos. Seu agente
causal, a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri provoca lesdes necroticas em folhas, ramos e
frutos. Nao existem variedades resistentes ao HLB ou ao cancro citrico, 0 que torna necessarios
estudos buscando fontes alternativas de resisténcia as doengas. Uma das possibilidades para se
obter resisténcia € o uso de plantas geneticamente modificadas com genes que expressam
peptideos antimicrobianos ou que atuem no mecanismo de ativagdo da resposta das plantas as
doengas. Os genes atacinad e Xa2l ja foram empregados em construcdes genéticas para
variedades de laranjas doces, sendo que ambos apresentaram resisténcia a patogenos bacterianos
em outras culturas, e diminui¢do no nimero de lesdes causadas pelo patdégeno X. axonopodis em
plantas transgénicas de laranja doce. Outro gene interessante, o Npr/, é um regulador que atua na
indugdo de respostas de defesa da planta contra patégenos. Em outras culturas, a superexpressdo
de Nprl culturas promoveu aumento da resisténcia a fungos e bactérias. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a resposta de plantas de laranjas geneticamente modificadas com estes trés
genes, quando infectadas com Ca. Liberibacter, e a resposta das plantas contendo o gene AtNprl
quando inoculadas com X. axonopodis. O monitoramento da resposta a inoculagdo com Ca.
Liberibacter foi realizado através da avaliagdo da presenca de sintomas de HLB, e pela
quantificacdo da bactéria nos tecidos do floema por meio de qPCR, utilizando-se a regido
ribossomal 16S bacteriana, previamente caracterizada. Ja as plantas inoculadas com a bactéria

causadora do cancro citrico foram analisadas através da expressdo de PR-proteinas, da
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quantificacdo do desenvolvimento da populagdo bacteriana por meio de curva de crescimento, e
pela anadlise visual de sintomas. A bactéria Ca. Liberibacter foi capaz de se multiplicar em todos
os eventos de transformacdo analisados, porém quatro deles (transformados com o gene AtNprl)
ndo manifestaram sintoma da doenga. Duas plantas desta constru¢do também apresentaram
reducdo no niumero e tamanho das lesdes causadas por X. axonopodis, indicando uma possivel

tolerancia desta planta a bactéria.



ABSTRACT

Huanglongbing (HLB), also known as greening, is the world most important citrus disease and it
is caused by the bacterium Candidatus Liberibacter spp. This disease was originated from China
and Africa, where were discovered the variants Ca. L. asiaticus and Ca. L. africanus,
respectively. In 2004, the disease was detected in Brazil, where the variants asiaticus and a new
one called americanus were identified. The Ca. Liberibacter bacteria inhabit phloem vessels of
host plants, causing yellowing of infected branches, and fruits abscission. At the moment, it was
not possible to cultivate Ca. Liberibacter, and very little is known about its biology. Another
important disease of citrus, the citrus canker, is also originated from Asian continent and causes
huge damages to citrus production because of leaf drop and prematurely fall of fruits. Its causal
agent, the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. citri, causes necrotic lesions in leaves,
branches and fruits. There is no varietal resistance to HLB or citrus canker, and it is necessary to
develop studies in order to achieve alternative resistance sources to these diseases. One
possibility to obtain resistance is the use of genetically modified plants expressing antimicrobial
peptides genes, or expressing genes that act in the plant defense response machinery. The genes
attacind and Xa2l were used in genetic constructions for sweet orange varieties, and both
showed resistance to bacterial pathogens in other crops, with small number of lesions caused by
X. axonopodis in transgenic sweet orange plants. Another interesting gene, the Nprl, is a
regulator that acts in the induction of plant defense response against pathogens. In other crops,
the Nprl super-expression caused high level of resistance to bacterial and fungal pathogens. The
goal of the present study was to evaluate the response of genetically modified sweet orange plants
with these three genes, after infection of Ca. Liberibacter, and the response of plants containing
the AtNprl gene, after X. axonopodis inoculation. The response to Ca. Liberibacter infection was
analyzed by the evaluation of HLB symptoms and by the quantification of phloem-associated
bacteria by qPCR based on a previously characterized Ca. Liberibacter 16S ribosomal region.
Plants inoculated with the causal agent of citrus canker were analyzed by RT-PCR to detect the
expression of PR-proteins. The quantification of bacterial population was developed using a
growth curve and by visual analysis of symptoms. The bacterium Ca. Liberibacter grown in all

the transformation events analyzed, however four of them (transformed with the AtNprl gene)
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did not develop disease symptoms. Also, two plants of this construction showed reduction in the
number and size of lesions caused by X. axonopodis, indicating a possible induction of plant

tolerance to citrus canker.



1. INTRODUCAO

O Brasil é 0 maior produtor mundial de citros, com uma area de plantio de mais de 800
mil hectares, sendo o Estado de Sdo Paulo o maior produtor nacional. Esta cultura se estabeleceu
como uma importante fonte de divisas para o pais, movimentando mais de US$ 3 bilhdes (FAO,
2008).

Apesar da grande producdo e da importancia econdmica dos citros, a cultura ¢ afetada por
diversas doengas, causando grandes perdas. Na década de 40 a tristeza dos citros dizimou a
maioria dos pomares. O cancro citrico também esta presente no pais ha muitos anos, mas sua
disseminacdo tornou-se muito preocupante a partir da introdugdo do minador dos citros no parque
citricola. Nas ultimas décadas, importantes doengas foram encontradas no pais, como a Clorose
Variegada dos Citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa, a morte subita dos citros
(MSC), e mais recentemente o Huanglongbing (ex-greening).

O cancro citrico ¢ causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri e recebe
atencdo especial dos produtores por causar grandes perdas no mundo inteiro (Brunings e Gabriel,
2003). A doencga causa lesdes necrdticas em folhas, frutos e ramos, causando a desfolha de ramos
e a queda prematura de frutos. A transmissdo ocorre por chuvas com ventos ou por ferramentas e
implementos agricolas contaminados. A partir da introdu¢do do minador dos citros no pais em
1996, o numero de casos da doenga aumentou pronunciadamente (Graham et al., 2004). Apesar
de ndo existirem evidéncias de que o inseto seja um vetor, ele facilita a entrada da bactéria
através de injurias e galerias que causa em folhas. Atualmente o controle se da por meio da
erradicagdo de plantas doentes e das demais adjacentes a esta.

O Huanglongbing (HLB) é uma das doengas mais severas de citros causando inumeras
perdas nas regides onde esta presente. A doenga ¢ causada pela bactéria Candidatus Liberibacter
spp. que ndo foi isolada até o momento (Bové, 2006). Relatos recentes sugerem que a doenga
também pode ser causada por um fitoplasma (Teixeira et al., 2008). Os sintomas de HLB sdo a
presenca de ramos amarelos, mosqueamento irregular das folhas, ma formagdo de frutos e
sementes, evoluindo para a desfolha, seca e morte de ramos. O vetor da bactéria ¢ o psilideo
Diaphorina citri que esta presente nos pomares paulistas (Fundecitrus, 2007). No combate a

doenga, os produtores efetuam diversas pulverizagdes de inseticidas para controlar a populagdo



do vetor, e realizam inspe¢des nos pomares para identificacdo de plantas doentes, que sdo
erradicadas para diminuir a fonte de inoculo existente nos pomares.

Todas as variedades de citros sdo suscetiveis ao cancro citrico e ao Huanglongbing, por
este motivo o uso de transformagdo genética de cultivares de citros se torna uma estratégia
interessante na tentativa de combate a estas doencas. Dentro dos programas de melhoramento
genético existem diferentes abordagens para obtengdo de resisténcia a patogenos. Uma delas ¢ a
introdu¢do de genes R de resisténcia, como o gene Xa2l que confere resisténcia contra
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Song et al., 1995). Outra possibilidade ¢ o uso de genes que
codificam peptideos antimicrobianos, como o gene atacina A. Uma abordagem que tem
apresentado resultados interessantes ¢ a superexpressdo do gene Nprl de Arabidopsis thaliana,
que esta envolvido na sinaliza¢do de mecanismos de defesa vegetal (Cao et al., 1994).

Considerando estes exemplos e a necessidade de obter variedades resistentes a estas duas
doencas de citros, o presente trabalho teve como objetivos analisar plantas geneticamente
modificadas com o gene Nprl, para a confirmacdo da integracdo e transcri¢do do transgene,
verificagdo da influéncia do transgene na expressdo de PR-proteinas, assim como avaliar a
resposta destas a X. axonopodis pv. citri, além de quantificar a presenca de Ca. Liberibacter

asliaticus em plantas transgénicas contendo os genes atacina A, Xa21l ou Nprl.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Citros

Os citros s um dos principais produtos agricolas cultivados no mundo. Eles sdo
produzidos em mais de 120 paises, sendo o Brasil responsavel por 19% da produgdo total
mundial e 29% da produgdo de laranja, movimentando anualmente mais de US$ 3 bilhdes (FAO,
2008) constituindo-se ¢ um dos principais agronegocios brasileiros. O Estado de Sdo Paulo ¢ o
maior produtor nacional, responsavel por cerca de 80% da produgdo, possuindo mais de 200
milhdes de plantas em produgéo.

O género Citrus ¢ originario do sudeste asiatico e pertencem a familia Rutaceae. As
laranjas doces tiveram origem no sul da China e Indochina, e foram introduzidas no Brasil pela
colonizagdo portuguesa por volta de 1530 (Donadio et al., 2005).

As principais variedades de laranja doce cultivadas sdo a Péra (37,8%), Natal, Valéncia
(23,9% cada) e Hamlin (6%). A predominancia da variedade Péra se deve a excelente qualidade
dos frutos produzidos, com grande aceitacdo nos mercados interno e externo, e pela industria de
suco. Os frutos da laranja ‘Natal” possuem boa qualidade e sdo destinados ao consumo de frutas
frescas e a industrializagdo. A variedade ‘Valéncia’ apresenta boa produtividade, sendo cultivada
em diversas areas produtoras de citros no mundo como nos Estados Unidos da América. Os
frutos de ‘Hamlin’ sdo destinados principalmente ao mercado externo ¢ ao processamento para
obtengdo de suco, sendo que esta variedade tem como vantagens uma grande produtividade e
maturagdo precoce, diferentemente das variedades citadas acima (Boteon e Neves, 2005).

Na citricultura o uso de porta-enxerto ¢ amplamente difundido, pois diversas vantagens
sdo obtidas por este sistema. A enxertia possibilita a produgdo de plantas uniformes e idénticas a
planta mae, indugdo de precocidade no inicio da produgdo, aumento de produtividade e qualidade
dos frutos, resisténcia a estresses bidticos e abidticos (Pompeu Junior, 1991). Entretanto, pode
ocorrer incompatibilidade entre a variedade copa e o porta-enxerto, resultando em uma depresséo
na regido da enxertia e formagdo de goma internamente, este quadro pode evoluir até a morte da

planta (Pompeu Junior, 1991).



Apesar da qualidade dos frutos e predominancia no mercado, as variedades plantadas no
Estado apresentam baixa variabilidade genética entre elas e t€ém como principal porta-enxerto o
limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia L. Osb.), ampliando a suscetibilidade a outras pragas e/ou
doengas. Na década de 40 a citricultura brasileira foi significativamente reduzida em fungéo da
ocorréncia da tristeza, revelando a baixa variabilidade genética do material em uso. Naquela
época a citricultura baseava-se no uso da laranjeira azeda como porta-enxerto, € com o
aparecimento da tristeza dos citros mais de 10 milhdes de plantas foram eliminadas (Moreira e
Moreira, 1991). Somente as plantas enxertadas em laranjeira ‘Caipira’ (C. sinensis L. Osb.),
limoeiro ‘Cravo’ e ou de pé franco sobreviveram. Apos este periodo o limoeiro ‘Cravo’ obteve a
preferéncia dos produtores no replantio dos pomares. Mais recentemente, a morte subita dos
citros (MSC) foi relatada na citricultura e com grande potencial de destrui¢do, porém dessa vez
afetando o limoeiro Cravo que responde por mais de 80% do parque citricola do pais (CATI,
2008; Gimenes-Fernandes e Bassanezi, 2001). Assim, a diversificagdo do plantio tanto de copa,
como porta-enxertos, com a oferta de novos materiais mais resistentes a doencas ¢é de

fundamental importancia.

2.2. Desafios ao melhoramento genético de citros

Os citros apresentam apomixia e poliembrionia, caracteristicas que dificultam o processo
de melhoramento genético classico, ja que € necessario identificar o embrido zigotico (que sera
utilizado no programa de melhoramento) entre os diversos embrides nucelares (Machado et al.,
2005). Além disso, também pode ocorrer a transferéncia de caracteristicas indesejaveis dos
parentais para os embrides. Por estes motivos, a transformagdo genética é muito interessante para
a cultura ja que uma dada caracteristica pode ser incorporada, sem a alteracdo dos caracteres

importantes ja existentes no genotipo.

2.3 Doencas

A cultura dos citros ¢ afetada por diversas doengas, tanto do porta-enxerto quanto da

copa. No Estado de S&do Paulo sdo encontradas a leprose, o cancro citrico, o declinio, a clorose



variegada dos citros (CVC), a morte subita, a mancha marrom de alternaria, a tristeza, pinta preta
(Rossetti, 1991), e mais recentemente o huanglongbing (Coletta Filho et al, 2004;2005; Teixeira
et al., 2005), entre outras. Laranjeira et al. (2005) destacam a importdncia de problemas
fitossanitarios na produtividade e competitividade da citricultura brasileira. A producdo de
variedades resistentes a estas doencas ¢ um dos grandes desafios dos programas de melhoramento
de citros (Moreira e Pio, 1991). Indubitavelmente, o desenvolvimento de variedades resistentes ¢
o método mais eficiente e viavel para o combate de doengas (Coleta-Filho e Machado, 2002).
Atualmente, o huanglongbing e o cancro citrico sdo duas das mais preocupantes doencas
dos pomares paulistas, necessitando de controle intenso na inspecdo e erradicacdo de plantas

doentes.

2.3.1 Cancro Citrico

O cancro citrico é uma doenca originaria da Asia, e foi descrito pela primeira vez nos
Estados Unidos da América em 1915. A doenca estd presente no Brasil desde 1957, quando foi
verificada sua presenga no municipio de Presidente Prudente (Laranjeira et al., 2005). Ela ¢
considerada como uma das mais importantes da citricultura mundial, causando grandes perdas na
producdo devido a queda precoce de frutos, e prejuizos no comércio de frutos lesionados.

O agente causal do cancro citrico é a bactéria Gram-negativa Xanthomonas axonopodis
pv. citri, que penetra no tecido vegetal através da abertura dos estomatos ou de ferimentos
existentes (Laranjeira et al., 2005). O sintoma inicial é a formagao de pequenas lesdes circulares,
salientes e oleosas principalmente na face abaxial da folha (Brunings e Gabriel, 2003;
Fundecitrus, 2006), onde existe um maior numero de estomatos. Com o desenvolvimento da
doenga, as pustulas tornam-se pardas, cincundadas por um halo amarelo e ocorre a necrose do
tecido no centro da lesdo. Os sintomas da doen¢a podem ocorrer em toda a parte aérea da planta,
mas ocorrem principalmente em folhas e frutos (Figura 1), causando a desfolha e queda dos
frutos contaminados (Graham et al., 2004).

A bactéria esta fortemente associada ao hospedeiro, ndo conseguindo sobreviver além de
alguns dias no solo ou em ferramentas contaminadas, porém quando associadas com tecido

vegetal dessecado, podem sobreviver por varios anos. As lesdes sdo a principal fonte de indculo



para a disseminagdo do patogeno pelo pomar durante as chuvas, além do manejo sem cuidados
com a desinfestagdo das ferramentas utilizadas. O Estado de Sao Paulo adotou como forma de
controle da doencga a erradicacdo das plantas doentes e adjacentes em um raio de 30 metros, ou
todo o talhdo quando mais que 0,5% das plantas estiverem contaminadas (Fundecitrus, 2006).

A dispersdo da doenca no Estado de Sdo Paulo teve um aumento importante a partir de
1996, devido a introdu¢do do minador-dos-citros (Phyllocnistis citrella), passando de 25 focos
nesse ano para 4180 em 1999 (Graham et al., 2004). A larva deste lepiddptero abre galerias nas
folhas de citros, favorecendo desta forma a penetracdo da bactéria. Entretanto, ndo existem
evidéncias que este inseto atue como vetor do patdégeno (Amaral, 2003). A erradicagdo continua
das arvores contaminadas e o controle do minador-dos-citros se mostraram eficientes, pois o

indice de contaminagdo do parque citricola é de apenas 0,1% (Fundecitrus, 2006).

Figura 1 — Sintomas do cancro citrico. A, lesdes cloroticas em folhas; B, detalhe de lesdes em

folhas; C, Frutos contaminados; D, ramo afetado pela doenca (Fotos: Fundecitrus).



Todas as espécies e cultivares de citros sdo suscetiveis ao cancro citrico, existindo
variagdo no nivel de resisténcia entre elas (Namekata, 1991). A variagdo pode estar relacionada
ao numero de aberturas estomaticas existentes nos diferentes genotipos de citros (Brunings e
Gabriel, 2003), ou a cuticula e ceras que alteram a infiltragdo da agua no tecido foliar (Graham et
al., 2004). As variedades ‘Péra’ e ‘Valéncia’ sdo consideradas mais resistentes que ‘Natal’, e
‘Hamlin’ como a mais suscetivel entre as quatro. A diferenca entre elas ndo impede a infecgdo e a
formagdo de lesdes caracteristicas da doenga, por este motivo a busca por variedades com
resisténcia total ¢ de extrema importancia, sendo que a utilizagdo da metodologia de
transformagdo genética pode auxiliar neste processo, ja que permite alteracdes pontuais no
genoma. Portanto, o uso do método de transformag@o genética para obtenc¢do de cultivares com

maior nivel de resisténcia a doenga € muito importante.

2.3.2 Huanglongbing (HLB)

Huanglongbing é uma das doencas mais destrutivas que ocorre em citros atualmente.
Apesar de ndo existirem estudos detalhados sobre as perdas decorrentes desta doenca, dados
indicam que em algumas regides as perdas foram de 30 a 100% (Da Graca, 1991). Os ramos
afetados apresentam coloragdo amarela e ma formagéo de frutos com sementes abortadas, e com
o avango da doenga ocorre a desfolha dos ramos, a seca e morte de ponteiros (Figura 2). O HLB ¢
causado pela bactéria Gram—negativa Candidatus Liberibacter spp. que habita exclusivamente o
floema da planta infectada. Duas variantes desta bactéria foram originalmente identificadas na
Asia e na Africa, Candidatus Liberibacter asiaticus e Candidatus Liberibacter africanus,
respectivamente. Estas bactérias ainda ndo foram isoladas e totalmente caracterizadas e por este
motivo recebem a designagdo Candidatus. A linhagem asiatica foi recentemente cultivada em
meio de cultura, porém ela cresceu associada a outra bactéria, e ndo foi possivel isola-la (Davis,
et al., 2008). A forma asidtica ¢ transmitida pelo vetor Diaphorina citri, que também ¢
encontrado no Brasil (Figura 2 D). A forma africana ¢ transmitida pelo psilideo 7rioza erytreae, e
¢ sensivel a altas temperaturas (Halbert e Manjunath, 2004).

Em 2004 foram relatados casos de HLB na regido de Araraquara, no Estado de Sdo Paulo.

Teixeira et al. (2005) determinaram a existéncia de uma terceira variante da bactéria que foi



chamada de Ca. L. americanus e estabeleceram uma metodologia para identificagdo. Coletta-
Filho et al. (2005) analisaram sequiéncias de DNA ribossomal 16S de bactérias associadas aos
casos de HLB do Estado de Sdo Paulo, encontrando divergéncia entre a variante americana € a
asiatica. Houve também a confirmagdo da ocorréncia da forma asiatica, embora em menor
quantidade em relagdo a americana naquela época (Coletta Filho et al., 2005; Teixeira et al.,
2005). A partir do ano de 2006, esse panorama foi alterado, e o variante asiatico foi associado a
80% dos casos de huanglongbing no inicio de 2008 (Fundecitrus, 2008a). O niumero de talhdes
afetados pelo HLB esta aumentando desde a primeira confirma¢do da doenga em 2004 (3,41%
dos talhdes infectados), e hoje esta presente em mais de 18% dos talhdes do parque citricola

paulista (Fundecitrus, 2008b).

Figura 2 — Sintomas de HLB. A, mosqueamento irregular do tecido foliar; B, planta infectada
apresentando ramos de cor amarela;, C, fruto deformado e assimétrico; D, psilideo Diaphorina
citri (Fotos A, A. K. Nakatani; B e C, E. F. Carlos e D, Fundecitrus).



A confirma¢do de HLB em plantas sintomaticas ¢ feita por PCR com primers
especificos para a regido 16S onde ¢ possivel distinguir os variantes da bactéria (Teixeira et al.,
2005; Das, 2004). No entanto, a detec¢do da bactéria em tecidos ndo sintomaticos € prejudicada
em funcgdo da limita¢do na sensibilidade da PCR convencional, muito provavelmente associado a
baixa titulacdo da bactéria e sua distribuigdo irregular nos tecidos vegetais infectados (Tatineni et
al., 2008; Teixeira et al., 2008). Por isso a utilizagdo de técnicas de deteccdo mais sensiveis,
como o PCR quantitativo (qQPCR), é fundamental. Carlos et al. (2006) desenvolveram uma
metodologia eficiente para a deteccdo de Ca. Liberibater utilizando PCR quantitativo em tempo
real, que estd em uso em diversos estudos do Centro APTA Citros ‘Sylvio Moreira’. A detecgo ¢
feita por sonda especifica para a regido do DNA ribossomal 16S da bactéria. O trabalho de Li et
al. (2006), também relata o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para a deteccdo de
Ca. Liberibacter spp. através de qPCR. Esta técnica vem sendo utilizada com frequéncia nos
trabalhos relacionados a deteccdo de Ca. Liberibacter nos tecidos da planta.

A transmissd@o de HLB pode ocorrer através de borbulhas contaminadas ou pelo inseto
vetor (Bové, 2006, Lopes e Frare, 2008). O psilideo D. citri esta presente no Brasil ha pelo menos
50 anos e € capaz de transmitir Ca. L. asiaticus e Ca. L. americanus (Teixeira et al., 2005;
Fundecitrus, 2007). Este inseto apds adquirir a bactéria, mesmo durante a fase de ninfa, é capaz
de transmitir o patogeno por todo o seu periodo de vida. Por este motivo o controle do inseto
vetor ¢ uma pratica muito importante e foi adotada no combate ao HLB.

Em 2007, foi constatada no Estado de Sdo Paulo a existéncia de outro microrganismo
associado ao HLB, ele foi descoberto apds testes de detec¢do de Candidatus Liberibacter
apresentarem resultados negativos para plantas com sintomas da doenga. Sequéncia de rDNA 16S
mostraram que se trata de um fitoplasma (Teixeira et al., 2008).

Existem relatos de plantas de outras espécies, e de géneros proximos ao Citrus, que ndo
desenvolveram sintomas da doenca quando inoculadas (Halbert e Manjunath, 2004). Entretanto,
as pesquisas envolvendo resisténcia genética ao HLB sdo de extrema importancia, pois ndo

existem variedades comerciais de copa e porta-enxerto imunes a doenga.
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2.4 Transformacao genética de citros

Os trabalhos com transformagdo genética de citros comecaram no final da década de 80, e
até o momento dezenas de trabalhos foram realizados com diversas variedades e espécies. O
primeiro estudo envolvendo transformacdo genética de citros foi realizado por Kobayashi e
Uchimiya (1989) por meio do uso de polietileno glicol (PEG).

A metodologia mais utilizada para a obtengdo de citros transgénicos ¢ a que utiliza
Agrobacterium tumefaciens (Azevedo, 2005; Boscariol, 2004; Ballester et al., 2007; Paoli et al.,
2007, Pena et al., 1997; Zanek et al., 2008). Estas bactérias sdo capazes de transferir naturalmente
fragmentos de seu genoma para células vegetais, a fim de que estas produzam opinas que servem
de fonte nutritiva (Andrade et al., 2003; Brasileiro e Lacorte, 1998). Apods a identificagdo e
esclarecimento deste processo, alteragdes genéticas destes organismos permitiram seu uso como
vetores na transferéncia de fragmentos de DNA exdgenos para diversas espécies vegetals
(Andrade et al., 2003).

Os estudos envolvendo transformagdo genética de citros utilizam em sua maioria a
metodologia baseada no uso de segmentos de epicotilos (Azevedo et al., 2006, Mendes et al.,
2002; Molinari et al., 2004a; Paoli et al., 2007) ou segmentos nodais (Peni et al., 1995; Peni et
al., 1997; Zanek et al., 2008). A eficiéncia de transformagdo de citros varia entre os gendtipos
utilizados. Experimentos com citrange ‘Carrizo’ (C. sinensis L. Osb. x Poncirus trifoliata Raf.)
apresentaram as maiores taxas de transformacdo genética, alcangando 41% de brotos transgénicos
pelo niamero total de explantes utilizados (Ballester et al., 2007), resultado superior ao encontrado
anteriormente por Pend et al. (1997) que foi de 20,6%. Entre as variedades de laranja doce os
indices variam de 0,5% a 18,6% (Azevedo, 2005; Boscariol, 2004).

Normalmente, a sele¢do de transformantes ¢ realizada através de genes de resisténcia a
antibioticos, principalmente o npt/l. Este gene promove a resisténcia a canamicina em brotacdes
provenientes de células transformadas geneticamente, permitindo que estas se desenvolvam em
meio contendo o antibidtico. Porém, esta estratégia tem sofrido resisténcia por parte de governos
e consumidores, e diversos grupos de pesquisas t€ém buscado alternativas para a selecdo de
brotagdes transformantes (Ballester et al., 2007; Boscariol, 2004; Pereira, 2004). A utilizagdo de

acucares ndo metabolizados normalmente pela planta, como manose e xilose, tem possibilitado a
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recuperagdo de transformantes, sem utilizagdo de antibidticos. (Ballester et al., 2008; Boscariol et
al., 2003; Pereira, 2004).

Grande parte dos estudos realizados com citros transgénicos tem como finalidade a
introdu¢do de caracteristicas de interesse agrondmico como resisténcia a doengas, tolerancia a
fatores abioticos, redug¢do do periodo de juvenilidade, entre outros. Molinari et al. (2004b) e
Carneiro et al. (2006) modificaram geneticamente plantas de citrange ‘Carrizo’ e citrumelo
‘Swingle’ (C. paradisi Mact. X P. trifoliata Raf.), respectivamente, com o gene pScs isolado de
Vigna aconitifolia. A enzima P5CS esta envolvida na sintese do aminoacido prolina, que
promove ajuste osmotico nas células e conseqliente aumento na tolerdncia a seca. A introdugéo
do gene flowering locus T isolado de Citrus em Poncirus trifoliata induziu florescimento e
frutificagdo precoces, sendo que algumas linhagens apresentaram florescimento doze semanas
apos a transferéncia para casa de vegetacdo (Endo et al., 2005). Plantas de citrange ‘Carrizo’
transformadas geneticamente com os genes leafy e apetalal de Arabidopsis thaliana
apresentaram redugdo no periodo de juvenilidade (Pefia et al., 2001).

Diversos trabalhos foram realizados visando obter resisténcia a doencas em citros.
Recentemente, foram relatados estudos envolvendo resisténcia transgénica contra diferentes
patdgenos, entre eles os de Febres et al. (2008) e Zanek et al. (2008), que desenvolveram plantas
geneticamente modificadas de grapefruit e laranja doce com intuito de obter novas linhagens
resistentes aos virus da sorose e tristeza dos Citrus, respectivamente. Boscariol (2004)
transformou geneticamente plantas de laranja doce com os genes atacina A e Xa2l, e constatou a
reducdo no tamanho das lesdes causadas por X. axonopodis pv. citri em suas folhas. Azevedo
(2005) introduziu o gene cecropina em laranja doce, encontrando um evento de transformagéo
com diferen¢a na formagéo da lesdo do cancro citrico quando comparado com um controle ndo
transgénico. Neste mesmo trabalho o autor relatou a obtengdo de um transformante de limao
‘Cravo’ com o gene bacteriopsina que apresentou redugdo na area de lesdes causadas por

Phytophthora nicotianae.
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2.5 Genes de resisténcia

Dentro dos programas de melhoramento genético existem diferentes abordagens para
obtengdo de resisténcia a patogenos. Uma delas ¢ a introducdo de genes de resisténcia, também
conhecidos como genes R, como o gene XaZ2l, originario de arroz, que confere resisténcia contra
Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Plantas de tabaco transformadas geneticamente com os genes de
tomate Pto (Ronald et al., 1992) e CfY tornaram-se resistentes a Pseudomonas syringae pv.
tabaci. Zhao et al. (2005) transferiu o gene Rxol de milho para plantas de arroz e estas se
tornaram resistentes a bactéria X. oryzae, comprovando que ¢ possivel a transferéncia de genes
entre espécies ndo relacionadas.

Outra possibilidade € o uso de genes que codificam peptideos antimicrobianos (Bespalhok
et al.,, 2001; Oard e Enright, 2006, Reynoird et al., 1999), como o gene atacina A. Uma
abordagem que tem apresentado resultados interessantes ¢ a superexpressdo do gene Nprl de
Arabidopsis thaliana, que esta envolvido na sinalizagdo de mecanismos de defesa vegetal (Chern
et al, 2001; Lin et al., 2004, Malnoy et al., 2007). Além destas alternativas, o silenciamento

geénico vem sendo utilizado contra doengas virdticas (Febres et al., 2008; Zanek et al., 2008).

2.5.1 Nprl

O gene Nprl ¢ um regulador importante na via de sinaliza¢do do acido salicilico (SA),
cuja fungdo ¢ a indugdo de respostas de defesa da planta contra patogenos, incluindo a resisténcia
sistémica adquirida (Delaney et al., 1995; Glazebrook et al., 1996; Shah et al.,, 1997). A resposta
mediada pelo NPR1 ativa diversos mecanismos de defesa vegetal entre eles a ativagdo da
expressdo de PR-proteinas (Cao et al., 1998) e também de genes envolvidos na sintese de calose
(Dong et al., 2008).

A proteina NPR1 torna-se ativa na presenga de indutores da SAR, como o SA (Cao et
al, 1998). A ativagdo ocorre através da reducdo de um complexo formado por moléculas de
NPR1, para mondmeros ativos, que sdo translocados para o nucleo celular (Johnson et al., 2003;
Kinkema et al., 2000; Pieterse e Loon, 2004; Tada et al., 2008). No nucleo a proteina interage

com fatores de transcri¢do da familia TGA, que por sua vez se ligam aos promotores de genes de
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PR-proteinas e ativam sua expressdo (Johnson et al., 2003; Kinkema et al., 2000; Pieterse e Loon,

2004). A Figura 3 ilustra a hipdtese de acdo do NPR1 desenvolvida por Pieterse e Looan (2004).

SA

v
Reducdo

v

Citoplasma

Nlcleo

- —
Figura 3- Hipotese do mecanismo de agdo de NPR1 na ativagdo da expressdo de PR-proteinas.

(Baseado em Pieterse e Loon, 2004).

A super expressdo do gene Nprl em plantas transgénicas promoveu aumento da
resisténcia a diversos patogenos, tanto bacterianos quanto fungicos (Cao et al., 1998; Chern et al .,
2001; Lin et al., 2004, Malnoy et al., 2007). Cao et al. (1998) demostraram que plantas de
Arabidopsis com niveis altos de expressdo de Nprl aumentaram a resisténcia a Pseudomonas
syringae € a Peronospora parasitica, enquanto plantas com niveis baixos de expressdo tiveram
comportamento proximo ao de plantas selvagens, indicando uma relagdo entre o nivel de
expressdo do transgene e a ativagdo de mecanismos de defesa. Linhagens de arroz transformadas
geneticamente com o gene Nprl de Arabidopsis (AtNprl) apresentaram reducdo no tamanho das
lesdes causadas por X. oryzae (Chern et al., 2001). Plantas transgénicas de tomate foram
resistentes ao Fusarium oxysporum € a Ralstonia solanacearum, e moderadamente resistentes a
Stemphylium solani e a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Lin et al., 2004). Os resultados

obtidos em arroz e tomate mostram que o gene AtNprl é funcional em outras espécies, sendo seu
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produto capaz de ativar os mecanismos de defesa de grupos taxonomicos distantes. A super
expressdo de MpNprl em magd aumentou a resisténcia aos patdgenos Erwinia amylovora,
Venturia inaequalis e Gymnosporangium juniperi-virginianae (Malnoy et al., 2007). Estes
autores também verificaram aumento na expressdo de genes de proteinas PR como PR-2, PR-5 ¢
PR-8.

As proteinas PR sdo produzidas planta hospedeira em resposta a intera¢des patogé€nicas
ou outras situag¢des de estresse. Estas proteinas sdo divididas em 17 familias, de acordo com suas
caracteristicas serologicas, estruturais e atividade bioldgica (Van Loon e Van Strien, 1999; Van
Loon et al,, 2006). As familias PR-2 e PR-5 possuem a¢do hidroliticas sobre a parede celular em
fungos (Van Loon et al., 2006), porém Cavalcanti et al. (2006) relataram aumento na protecdo de
tomateiros contra a infeccdo de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. A fun¢do da familia
PR-1 ainda permanece desconhecida.

Estes resultados sugerem que a inser¢do do gene Nprl pode ser uma estratégia

Interessante para os programas de melhoramento genético visando resisténcia a doengas.

2.5.2 Atacina A

Outra abordagem para o melhoramento genético ¢ a introducdo de genes que codificam
peptideos antibacterianos. Existem diversos trabalhos de transformacdo genética de vegetais
visando a produgdo desses peptideos. Em plantas de fumo a expressdo de cecropinas aumenta a
resisténcia a Ralstonia solanacearum (Jaynes et al., 1993). Bespalhok et al. (2001) transformaram
laranja ‘Péra’ com o gene do peptideo sarcotoxina, e observaram maior tolerancia a Xanthomonas
axonopodis pv citri, bactéria causadora do cancro citrico. Oard ¢ Enright (2006) mostraram que
plantas de Arabidopsis transformadas geneticamente com genes de peptideos antimicrobianos
foram mais resistentes a bactérias e fungos patogé€nicos.

O peptideo atacina também vem sendo utilizado visando resisténcia a diferentes bactérias.
Plantas geneticamente modificadas de maga (Ko et al., 2000; 2002), péra (Reynoird et al., 1999)
e batata (Arce et al., 1999) apresentaram resisténcia a Erwinia amylovora e E. carotovora

atroseptica, respectivamente. Plantas de laranja doce contendo o gene atacina A apresentaram
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reducdo no tamanho das lesdes causadas por Xanthomonas axonopodis pv. citri (Boscariol et al.,
2006).

As atacinas foram isoladas a partir de insetos como Hyalophora cecropia, Drosophila
melanogaster ¢ Trichoplusia ni. Este peptideo desestabiliza a membrana externa de bactérias
Gram-negativas, ligando-se a lipopolissacarideos da membrana a qual tem sua permeabilidade
alterada (Carlsson et al., 1998). A produgdo de proteinas de membrana também ¢ inibida apds a

associagdo do peptideo aos lipopolissacarideos.

2.5.3 Xa21

Outra abordagem para aquisi¢do de resisténcia pode ser a utilizagdo de genes “R” de
resisténcia, como sugerido por Ronald et al. (1992). O gene Xa21, isolado da espécie selvagem de
arroz Oryiza longistaminata, ¢ um exemplo desta classe. A proteina formada possui trés
dominios: uma regido extracelular contendo repeticdes ricas em leucina (LRR), outra regido
transmembrana e um dominio intracelular serina-treonina quinase (Song et al., 1995). As regides
LRR e dominio quinase apresentam similaridade com os genes de resisténcia de tomate Cf9 e
Pto, respectivamente, e atuam provavelmente no reconhecimento do patogeno e na ativagdo de
mecanismos de defesa (Ronald et al., 1996).

Linhagens de arroz transformadas geneticamente com o gene Xa2/ apresentaram aumento
de resisténcia a X. oryzae pv. oryzae (Tu et al., 1998; Zhai et al., 2004). O nivel de resisténcia
adquirido com o transgene ndo foi influenciado pelo local de inser¢do, nem pelo numero de
copias integradas, porém houve alteragdo entre as diversas variedades transformadas com o gene
Xa2l (Zhai et al., 2004). Boscariol (2004) construiu um vetor de expressdo derivado do
plasmideo pCambia 2300 com marcador seletivo nptll e promotor contitutivo CaMV35S, onde
foi inserido um fragmento de 3,1 kb, correspondente ao cDNA do gene Xa2!. Esta construgédo
génica foi utilizada na transformagdo genética de laranja doce das variedades ‘Péra’, “Valéncia’,
‘Natal” e ‘Hamlin’. Posteriormente, as linhagens de laranja transgénicas foram submetidas a
inoculagdo de X. axonopodis pv. citri, apresentando redugdo de até 70% na severidade do cancro
citrico, fato que evidencia a funcionalidade deste gene em citros (Mendes et al., submetido a

publicagdo).
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3. METODOLOGIA

3.1. Material vegetal

Plantas geneticamente modificadas contendo os genes atacinad, Xa2l ou AtNprl foram
utilizadas nos experimentos de desafio com Candidatus Liberibacter spp. As trés construcdes
genéticas estdo esquematizadas na Figura 1. A primeira construgdo envolve o gene atacina A, que
codifica um peptideo antibacteriano (Boscariol, 2004) e a segunda possui o gene Xa2l, um gene
R isolado de arroz (Boscariol, 2004). Plantas contendo as construgdes foram gentilmente cedidas
pela Prof®. Dra. Beatriz M. J. Mendes, do CENA/USP e pelo Prof. Dr. Francisco A. A. Mouréo
Filho, da ESALQ/USP.

Foram utilizados vinte e cinco eventos de transformacgédo distintos de plantas contendo o
gene atacinaA, sendo cinco das variedades de laranja ‘Natal’, cinco de ‘Valéncia’, onze de
‘Hamlin’ e quatro de ‘Péra’. Com o gene Xa2l foram utilizados dez eventos distintos de plantas
de laranja ‘Valéncia’.

A terceira construgdo utilizada, contendo o gene AtNprl, foi desenvolvida no
laboratdrio de Biotecnologia do Centro APTA Citros ‘Sylvio Moreira’. Este gene esta envolvido
na ativagdo da resisténcia sistémica adquirida (SAR) em plantas. As plantas obtidas apds a
transformagdo genética foram avaliadas por PCR, Southern e Northern blots, procedimentos que
serdo descritos a seguir. Quatro plantas transgénicas da variedade ‘Hamlin” ¢ uma de ‘Natal’
foram selecionadas para testes com os patogenos Ca. Liberibacter asiaticus e Xanthomonas
axonopodis pv. citri.

As trés construgdes génicas utilizam como marcador seletivo o gene nptll que confere
resisténcia ao antibidtico canamicina. QOutra caracteristica em comum é o uso do promotor
constituvo CaM V35S, proveniente do virus do mosaico da couve-flor. O gene atacinaA utilizado
possui um peptideo sinal de 54 pares de bases, que direciona a proteina formada para o apoplasto.

Os transformantes das trés constru¢des geénicas foram obtidos pela técnica de
transformacdo de células vegetais de citros, mediada co-cultura com A. tumefaciens, seguindo o
protocolo de Mendes et al. (2002). Epicotilos com cerca de 10 a 15 cm de comprimento,

provenientes de plantulas germinadas in vitro, foram utilizados como explantes apos
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segmentagdo (segmentos internodais de cerca de lcm). Apos co-cultivo com Agrobacterium
tumefaciens por 3 dias a 28°C, os explantes foram cultivados em meio seletivo contendo o
antibiotico canamicina.

Cada evento de transformacgdo genética com os genes Atacina A e Xa2l foi propagado
até a obtencdo de seis plantas, e para os eventos de AtNprl foram produzidas nove mudas de cada
evento de transformacdo, sendo seis destinadas ao experimento de inoculagdo de Ca. Liberibacter
asiaticus, e trés para inoculacdo de X. axomnopodis pv. citri. As borbulhas de cada planta
transgénica foram enxertadas em limoeiros ‘Cravo’ plantados em sacos plasticos com substrato a
base de casca de Pinus. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo com temperatura entre
16 e 30°C.

atacina A

Figura 4 — Construcdes dos vetores para obteng¢do das plantas transgénicas utilizadas. De cima
para baixo atacina A, Xa2l e AtNprl, respectivamente. NPTII. neomicina fosfotransferase 11,
gene de resisténcia ao antibidtico canamicina, 35S-P: promotor CaMV35S, 35S-T: terminador

CaMV358S, nos-T: terminador nopalina sintase, LB: borda esquerda, RB: borda direita.

3.2 Analises das plantas de laranja com o gene AtNprl

Cinquenta e dois brotos formados durante o processo de transformacgdo genética via

Agrobacterium tumefaciens, das variedades ‘Hamlin’, ‘Natal’, ‘Péra’ e ‘Valéncia’ foram

confirmados por PCR e propagados através da enxertia sobre plantulas de porta-enxerto
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germinadas in vitro. Tdo logo o material apresentou suficiente nimero de folhas, as plantas foram

avaliadas por Southern e Northern blots.

3.2.1 Southern Blot

O DNA das plantas transgénicas foi extraido a partir de folhas de acordo com o método
de Doyle e Doyle (1990). Cerca de 10 pg do DNA foram digeridos com a enzima de restrigdo
Pstl e transferidos para uma membrana de nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences). A
hibridizagdo ocorreu a 60°C com sonda complementar ao gene Nprl, marcada com digoxigenina
(DIG DNA Labeling and Detction Kit, Roche), seguindo o protocolo do fabricante. A detecgéo

foi realizada com Anti-DIG AP e CSPD, para posterior revelagdo em filme radiografico.

3.2.2 Extracao de RNA

Para isolamento do RNA total foi utilizado com 1 mL do reagente Trizol (Invitrogen)
para cada 200 mg de limbo foliar, macerados em nitrogénio liquido. A seguir, as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante transferido para novo tubo contendo cloroféormio. Apds nova
centrifuga¢do, o RNA foi precipitado na presenca de isopropanol e lavado com etanol 75%. As
amostras foram tratadas com ‘DNAsel RNAse free’ (Invitrogen) para eliminar contaminagdo por
DNA. O RNA total foi quantificado em gel de agarose 1% e em espectrofotometro a 260 nm ¢

armazenado a uma temperatura de -80 °C.

3.2.3 Northern blot

A transcricdo do gene foi avaliada através de Northern blot utilizando-se a mesma sonda
e condi¢gdes de marcacgio descritas para a técnica de Southern blot. Para o preparo da membrana,
cerca de 10 ug de RNA foram submetidos a eletroforese em gel de agarose desnaturante (1,2% de
agarose, 0,925% de formaldeido, 20 mM de acido morpholineopro panesulfonio, 5 mM de
acetato de sodio e 2 mM de EDTA). Apds a eletroforese, a transferéncia do RNA para a

membrana de nylon foi feita usando-se SSC 20%. Apos a transferéncia do RNA total para a
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membrana de nylon, este foi hibridizado com sonda complementar marcada com digoxigenina e

realizada a detec¢fo sob as mesmas condi¢des do Southern blot.

3.2.4. Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se 120 ng do RNA total extraido e tratado
com a enzima DNAse [ (Amplification Grade, Invitrogen), 1 ul. de dANTP 2.5mM , 1 uL de
random primer (Invitrogen) e 7 ulL de H,O DEPC por amostra. Apds a adi¢do destes reagentes, a
amostra foi incubada a 70°C por 5 minutos, sendo entdo imediatamente colocadas no gelo. Em
seguida foram acrescentados 4 pl. de tampdo 5X; 2 pul de dTT 2mM (Invitrogen); 1 plL da
transcriptase reversa (M-MLV) e 0,5 ul do inibidor ‘RNase OUT’ (Invitrogen). A reagdo foi

incubada a 37°C por 1 hora e 30 minutos, sendo posteriormente armazenada em fieezer -20 °C.

3.2.5. Avaliacdo da expressio dos genes A¢Nprl, PR-1, PR-2 ¢ PR-5

Os genes de PR-proteinas, PR-1, PR-2 e PR-5 sdo induzidos na presenga de patdgenos e
por NPR1 (Cao et al, 1998; Malnoy et al., 2007). Estes genes estdo envolvidos nos mecanismos
de defesa da planta contra patogenos. Para avaliarmos se o transgene AtNprl é funcional em
plantas de citros, a expressdo destes trés genes de PR-proteinas foi analisada em comparagdo a
plantas ndo transgénicas. A quantificagao relativa da transcrigdo dos genes AtNpri, PR-1, PR-2 ¢
PR-5 foi realizada através do sistema SYBR Green no aparelho ABI 7500 Sequence Detection
System (Applied Biosystem). Como controle enddgeno da reagdo de PCR quantitativo em tempo
real (RT-qPCR) foi utilizado o gene f-tubulina, que possui expressdo constitutiva, visando
normalizar possiveis diferengas de concentracdo das amostras de cDNA. As reagdes foram
realizadas com um volume final de 25ul., e em cada rea¢do foram utilizados 12,5ul. de SYBR
Green Master Mix 2X, 0,5 uL da solugdo de 10uM de cada primer e 250ng de cDNA. Apos a
reagdo de amplificacdo em tempo real foi realizada a curva de dissociagdo para a verifica¢do da
presenca de fragmentos inespecificos formados a partir de contaminantes. Na Tabela 1 estdo as
sequéncias dos iniciadores utilizados. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de

comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p<0,05%).
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Tabela 1. Iniciadores utilizados nas avaliacdes de RT-qPCR.

Gene Seqiiéncia (5' - 3') Referéncia
AtNprl F ACCGGGTGTAAAGATAGCA Este estudo
R CGAGTTCCACGGTTTTAGA
atacina A F GCT GTT CAG CTA GCC GTCC Boscariol, 2004
R TTT GGG AAG TCA GGC ATGTT
Xa2l F ATT GCC AGC TCT TAC GGT Boscariol, 2004
R CAA GTC TAA GCA GCC AAA CA
PRI F GCAAGGTGTGTGGGCACTATAC Cernadas et al., 2008
R ACCCAATGCGAACCGAATT
PR2 F GAC GTC GTC GTA TCT CAT GG Teixeira, 2005
R GAG TTG GGC GTC AAA AAG G
PRS F GTC CGT TGC ATT CCA AGC Teixeira, 2005
R GCG GCT TCT ATC TCC ATA GC
f-tubulina F TTTGTGACATCCCTCCGACT Malosso et al., 2007
R TCACCCTCCTGAACATTTCC

3.3. Avaliacdo de resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. citri em plantas

transformadas com AtNprl

A avaliacdo de resisténcia a X. axonopodis foi realizada em plantas de cinco eventos de
transformagdo genética distintos (quatro da variedade ‘Hamlin’ e um de ‘Natal’) e em plantas ndo
transgénicas das variedades ‘Hamlin’ e ‘Natal’, utilizadas como controle dos experimentos de
inoculagdo. Para cada transformante foram utilizadas trés repeti¢des bioldgicas, totalizando 15
mudas transgénicas e seis ndo transgénicas. Estes experimentos foram realizados em casa de
vegetacdo, sob condi¢des de contengdo no Laboratorio de Bacteriologia Vegetal do Instituto
Biologico, Campinas-SP. O indculo utilizado foi obtido de uma suspensdo bacteriana da
linhagem Xac 306. A bactéria foi plaqueada em meio nutritivo NBY (5g de peptona, 3g de
extrato de carne, 2g de extrato de levedura, 2g de K;HPO,, 0,5g de KH,PO4 e 1,5g de Agar,
quantidades referentes a um litro de meio nutritivo) com ampicilina (100pug/ml), e incubada a
28°C por 48 horas. As bactérias presentes nas placas foram raspadas com al¢a de platina e
transferidas para tubo plastico estéril contendo 25 mL de agua autoclavada. A suspensdo obtida

foi quantificada em espectrofotdmetro e a concentragdo foi ajustada para 10* UFC/mL (~OD=
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0,3). A inoculagéo foi realizada em folhas através de dois métodos. O primeiro foi através da
aplicagdo de solucdo contendo a bactéria X. axonopodis pv. citri na face abaxial das folhas jovens
(20 a 30 dias) utilizando-se de hastes de algoddo para espalhar a solucdo, sem causar ferimentos
na epiderme. O segundo consistiu na perfura¢do das folhas (com 40-50 dias) utilizando agulhas
previamente imersas em solugdo bacteriana. Os experimentos de inoculacdo de X. axonopodis,
através dos dois métodos descritos acima, foram realizados duas vezes para a confirmacgdo dos
resultados obtidos. O primeiro experimento ocorreu em novembro de 2007 e o segundo durante o
meés de junho de 2008.

Durante os experimentos foram analisadas a formacdo de lesdes nas folhas inoculadas e
a populacdo bacteriana através de curva de crescimento. A determinagdo da populacio bacteriana
foi realizada em amostras de folhas nos periodos de 0, 6, 15 e 24 dias apds a inoculagdo. Para
cada evento de transformagfo analisado, trés amostras de discos foliares de 1cm?” contendo uma
regido inoculada foram transferidas para cadinho contendo 1mL de 4gua estéril e maceradas. O
extrato resultante foi transferido para microtubo, diluido com agua destilada e esterilizada (1:10),
e entdo plaqueado em meio nutritivo NBY com ampicilina (100png/ml). As placas foram
incubadas a 28°C por 2 a 3 dias. A contagem de colonias formadas foi considerada para 1 cm” de

tecido vegetal e apresentada em grafico.

3.4. Avaliacio de resisténcia a Candidatus Liberibacter em plantas transgénicas de

laranja doce
3.4.1. Inoculacio de Ca. Liberibacter spp.

Para a inoculagdo de Ca. Liberibacter foram realizadas trés coletas de borbulhas
infectadas para uso como fonte de inoculo. As borbulhas foram retiradas de plantas que
apresentavam sintomas da doenga, ¢ que foram positivas no PCR de diagndstico para HLB. A
primeira coleta foi efetuada em julho de 2006, quando foram retiradas cerca de 400 borbulhas, e a
segunda no més de outubro, quando foram coletadas cerca de 350 borbulhas. Ambas as coletas
ocorreram em pomar comercial na regido de Araraquara — SP, onde estavam presentes os

variantes Ca. Liberibacter americanus e Ca. L. asiaticus. As borbulhas da primeira e da segunda
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coleta foram utilizadas para desafiar as plantas transformadas com as construcdes Atacina A e
XA21. A terceira coleta foi realizada no Centro de Citricultura ‘Sylvio Moreira’ no més de maio
de 2007, onde foram obtidas borbulhas contendo o variante asiatico da bactéria. A inoculagdo das
plantas contendo o gene NPRI foi realizada com borbulhas da tltima coleta. Para cada evento de
transformagdo genética foram inoculadas cinco repeticdes biologicas, através da enxertia de trés
borbulhas infectadas em cada réplica. A sexta réplica foi utilizada como controle ndo inoculado.
Plantas ndo transformadas das mesmas variedades foram inoculadas com borbulhas infectadas da

mesma forma que as plantas transgénicas e utilizadas como testemunhas.

3.4.2. Avaliacao visual dos sintomas

O monitoramento das plantas infectadas ocorreu através do acompanhamento de um dos
sintomas tipicos em laranja doce, a clorose assimétrica presente entre as nervuras secundarias das
folhas maduras. As avalia¢des dos sintomas foram feitas aos trés, seis, nove e doze meses apos a

enxertia com borbulhas infectadas com Ca. Liberibacter asiaticus.

3.4.3. Detecciio da bactéria por PCR quantitative (qPCR)

A quantificagdo de bactéria foi realizada a partir de amostras de DNA total das plantas
infectadas com o patogeno. O método de extragdo de DNA utilizado foi baseado no trabalho de
Murray e Thompson (1980). O material vegetal utilizado foi cerca de 250 mg de nervura central e
o peciolo de folhas, de preferéncia de ramos com sintomas, ¢ macerados na presenca de
nitrogeénio liquido. O DNA das amostras foi preparado utilizando o tampao de lise (100 mM Tris
HCl pH 8,0; 10 mM de EDTA; 0,7 M de NaCl; 1% de CTAB; 2% de PVP e 1% de
Mercaptoetanol) a 65°C por 30 minutos. Apds este periodo, proteinas, paredes celulares e outros
polissacarideos foram removidos com a adi¢do de cloroféormio/alcool isoamilico (24:1). A fase
aquosa resultante recebeu igual volume de tampéo [50 mM de Tris (pH 8,0), 10 mM de EDTA e
1% de CTAB] para precipitagio do complexo DNA-CTAB, e tal solugdo foi incubada a
temperatura ambiente, por 2 horas. O precipitado foi recuperado apos centrifugagdo e entdo

dissolvido em 10 mM de Tris, 1 mM de EDTA e 1 M de NaCl. O DNA foi precipitado na
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presenca de etanol absoluto e lavado com etanol 70%. O DNA extraido foi dissolvido em TE e
congelado a -20°C.

As analises de qPCR foram realizadas no ABI PRISM 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystem) através do sistema TagMan. As sondas desenvolvidas sdo referentes a uma
regido conservada do DNA ribossomal 16S, capaz de diferenciar as formas americana e asiatica
de Ca. Liberibacter (Carlos et al., 2006). As sequéncias das sondas utilizadas foram: 6-NED
ACATCTAGGTAAAAACCMGBNEFQ (var. asiaticus) e 6-FAM CCTATAAAGTTCCCA
ACTTAMGBNFQ (var. americanus). A Figura 2 mostra a posi¢ao das sondas na regido de rDNA
16S da bactéria.

Os iniciadores para Ca. Liberibacter asiaticus (Lsgl-AS-84F 5' TCACCGGCAGTC
CCTATAAAGT 3'e Lsgl-AS-180R 5' GGGTTAAGTCCCGCAACGA), e para Ca. Liberibacter
americanus (Lsg2-AM-67F 5' CACCTTCCTCCGGCTTATCA 3' e Lsg2-AM-144R 5' GCG
CAACCCCTGCCTAT 3') foram usados separadamente nas rea¢des de qPCR (Carlos et al.,
2006).

As reagdes de amplificagdo seguiram o protocolo convencional da Applied Biosystems,
que consiste em uma pré-ativagdo a 50°C 2 min e 95°C 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C 15
s, 60°C 1 min, com um volume final de rea¢do de 20ul. Todas as amostras foram analisadas em
duplicatas e em cada placa também foram realizadas reagdes com o controle negativo (planta
sadia), com o controle positivo (planta doente), com agua estéril e com amostras contendo
concentracdes conhecidas do fragmento de rDNA 16S clonado (plasmideo pGEM contendo um
inserto de 1200 pb).

A quantificagdo das amostras foi realizada com base em uma curva-padrdo obtida
através de diluicdes em série na base 10 do plasmideo contendo a regido de rDNA 16S de Ca
Liberibacter. A amostra inicial do plasmideo foi quantificada em espectrofotémetro e entdo
utilizada para a formagdo de diluigdes seriais, sendo que 10ul foram transferidos para outro
microtubo contendo 90u1 de dgua, e assim sucessivamente até a obtengdo da dilui¢do 10”. Foram
obtidas dilui¢des a partir de 10® moléculas até 10*. A formula utilizada para calcular o numero de
copias (CN), foi baseada no trabalho de Wang et al. (2006): CN=(MxN)/(LxD), onde M=
concentracdo minima de acido nucléico detectada (gml-1); N= numero de Avogrado

(6,022x10e23 moléculas/mol); L= tamanho do acido nucléico em kpb; e D= fator de conversdo
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de 1kpb de acido nucléico para Daltons (dsSDNA= 6,6x10-5 g /mol kbp).

Tagman probes: Ca. L. asiaticus

101 150

‘a L. asiaticus - ABO08366 ARLGTACCCAACATCTAGSTAAALACCTARACT TGAT GGCARC T AGAGEC
;a L. asiaticus — Sao Paulc AARAGTACCCAACATCTAGETAAAAACCTARACT TGAT GGCAACTAGAGGC
ja L. variante LSg2 AR T ARG s s TTAA--—-TGATGGCAAATATAGGC
khkkk kEkEEE e khkkkREEE kE AEEE

Ca. L. americanus

Figura 5 — Esquema indicando o fragmento alvo das sondas desenvolvidas para a detec¢do da
regido de rDNA 16S de Ca. Liberibacter SP, em relacdo as seqiiéncias de DNA dos variantes

asiatico e americano.

3.5. Verificacdo da transcri¢io e estabilidade dos transgenes (AtNprl, Atacina A e
Xa2l)

Ap6s a realizagdo dos experimentos de inoculacdo de Ca. Liberibacter, a transcri¢do dos
transgenes estudados foi novamente avaliada através da técnica de RT-PCR, para verificar se a
expressdo do gene inserido ndo se alterou ao longo do tempo. O RNA total das plantas avaliadas
for 1solado e utilizado como molde para a sintese de uma fita de cDNA, como descrito
anteriormente. As fitas de cDNA geradas foram utilizadas na PCR com primers especificos para
cada um dos transgenes testados, e submetidas a amplificagdes em termociclador. As condi¢des
das PCR das plantas das constru¢des génicas atacina A e Xa2l foram baseadas no trabalho de
Boscariol (2004). Apos a reacdo de amplificagdo, os produtos gerados foram visualizados em gel

de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analises da integracio e transcricio do gene AfNprl em plantas de laranja

doce geneticamente transformadas

Através da analise de Southern blot foi confirmada a presenga de 1 a 2 inser¢des do gene
nas plantas avaliadas (Figura 5a). Este numero de inser¢des ¢ normalmente relatado para
transformagdo genética de citros via Agrobacterium (Azevedo et al., 2006; Boscariol et al., 2006;
Febres et al., 2008; Paoli et al., 2007; Pefia et al., 1997).

A integracdo do gene foi confirmada em 11 brotos de um total de 52 regenerados em meio
seletivo. A transcri¢do do gene AtNprl foi verificada por Northern blot (Figura 5b), utilizando a
mesma sonda preparada para o Southern blot, de forma que apenas 5 foram positivos nesta
avaliacdo, sendo 4 da variedade ‘Hamlin’ e 1 de ‘Natal’. Uma provavel explicagdo para o
silenciamento génico observado ¢ a ocorréncia de metilagio do DNA , ou a inser¢do de
repeticdes invertidas do DNA, resultando na formagfo de fitas duplas de RNA, que atua no

silenciamento pos-transcricional (Dominguez et al., 2002).

kb C- H1 H4 H6 H10 N2 C- Hl H4 H5 H10 N2

2.3 - IIIIII

Figura 5 - Southern e Northern blots de AtNpr! (sonda marcada com digoxigenina). A, Southern
blot; B, Northern blot. H1, H4, H6 e H10: plantas transformadas da variedade ‘Hamlin’, N2 da

-
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variedade ‘Natal’, C- : planta ndo transformada.
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A eficiéncia dos experimentos de transformagdo genética com o gene A¢tNprl variaram
de 5% a 12%, dependendo da variedade utilizada. Estes indices estdo de acordo com os valores
encontrados em outros trabalhos de transformagéo genética de laranja doce (Ballester et al., 2007,
Boscariol, 2004; Paoli et al., 2007; Zanek et al., 2008). O uso de sondas especificas para o gene

marcadas com digoxigenina foi satisfatorio, dispensando o uso de marcagdes radioativas.

4.2. Analises da expressiao do transgene AtNprl e ativacao de proteinas PR

A andlise de qPCR do transgene AtNprl mostrou que a planta H1 (Hamlin) teve a
menor expressdo entre os cinco transformantes avaliados. Por este motivo, esta amostra foi
utilizada como calibradora das demais amostras. A planta N2, da variedade ‘Natal’ foi a que
apresentou a maior expressdo do transgene, sendo 29 vezes maior que o calibrador, e cerca de

sels vezes maior que as outras trés plantas transgénicas (Figura 6).

Expresséao do gene AtNpr1
35
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o 25 -
g
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s 151
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5 _
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H1 H4 H6 H10 N2 C
Eventos de transformacéao genética

Figura 6 — Analise da transcricdo do transgene A¢tNprl através de PCR quantitativo. H1, H4, H6,

H10, N2: plantas transgénicas, C: planta de laranja doce ndo transgénica.
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A proteina NPR1 atua na via de sinalizagdo da SAR, induzindo a expressdo de PRs
proteinas (Kinkema et al., 2000; Johnson et al., 2003; Pieterse e Loon, 2004). A ativagdo da
expressdo de PRs proteinas em plantas super expressando o gene Nprl/ ja tinha sido comprovada
por Malnoy et al. (2007) em macieira.

As analises de PCR quantitativo também indicaram que houve aumento na transcri¢do
dos genes PR-1, PR-2 ¢ PR-5 nas demais plantas transgénicas com o gene AtNprl (Figura 7).
Contudo, as plantas H1 e H4 niveis inferiores de transcritos de PR-1. Isto pode ter ocorrido,
devido a baixa expressdo do transgene (AtNprl) detectada nestas plantas, que pode ter
influenciado a ativagdo das PRs nestas plantas. Os maiores niveis de transcri¢do dos trés genes
foram observados na planta N2, que possui o maior indice de expressdo do transgene, indicando
uma possivel associagdo entre o nivel de expressdo de Npri e o nivel de transcricdo dos genes de
PR-proteinas, conforme evidéncias também obtidas por Cao et al. (1998) em A. thaliana.
Entretanto, os resultados obtidos em magi e tomate ndo indicaram correlacdo entre os niveis de
expressdo do transgene e de proteinas PR, exceto da PR-2 em macieiras (Lin et al., 2004; Malnoy

et al., 2007).

4.3. Resposta a Xanthomonas axonopodis pv. citri em plantas transformadas com o

gene AtNprl

A resposta das plantas transgénicas a X. axonopodis pv. citri foi avaliada através da
analise visual de sintomas nas folhas inoculadas pelos dois métodos descritos, e pela
quantificacdo da populacdo do patogeno na regido da inoculagdo por meio de curva de
crescimento. Os experimentos de inoculacdo da bactéria foram realizados por duas metodologias
que se assemelham as condi¢des encontradas nos pomares (Rigano et al., 2007), a primeira
condi¢do ¢ a de folhas intactas que entram em contato com o patdgeno, e a segunda situagdo se
caracteriza pela presenca de ferimentos causados pelo minador dos citros.

Os experimentos de inoculagdo foram realizados duas vezes, para a confirmagdo dos
resultados obtidos. No primeiro experimento, nas inocula¢des realizadas com perfuragdes do
tecido ndo foi possivel observar diferencas quanto ao numero de lesdes ou tempo de

aparecimento dos sintomas nas plantas transgénicas e as ndo transgénicas (Figura 8). Ja na
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inoculagdo sem perfuragdo, duas plantas apresentaram redugdo dos sintomas do cancro citrico. As
folhas da planta nimero 4 de ‘Hamlin’ apresentaram reducdo no nimero e tamanho das lesdes
formadas em comparagdo a planta controle, e no tecido foliar da planta Natal 2 ndo houve a

formagdo de lesdes (Figura 9).
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Figura 7 — Transcri¢do dos genes PR-I, PR-2 e PR-5 em plantas super expressando o gene

AtNprl. A, analise da expressdo de PR-1, as amostras de cada evento de transformacdo genética
foram utilizadas na forma de bulked, B, analise da expressdo dos genes PR-2 e PR-3, letras iguais
ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5%. HI1, H4, H6, H10, N2: plantas

transgénicas; C: planta de laranja doce néo transgénica.
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No segundo experimento, a avaliacdo visual dos sintomas ocorreu concomitantemente a
elaboragdo da curva de crescimento. Os resultados encontrados neste experimento estdo de
acordo com os do primeiro.

A diferenga encontrada entre os métodos de inoculacdo da bactéria pode estar
relacionada com uma maior suscetibilidade das folhas feridas em relagdo as intactas, como foi
constatado por Christiano (2006) em laranjas doce. Este autor concluiu que a concentra¢do da
solugdo bacteriana necessaria para causar a doenga em folhas com injurias ¢ 100 vezes menor que

para folhas sem ferimentos.

Figura 8 — Sintomas de cancro citrico em folhas inoculadas com perfurag¢do do tecido vegetal.
HC= Hamlin controle, HI a H10= plantas transgénicas da variedade Hamlin com o gene A¢tNprl,

NC= Natal controle, N2= planta transgénica da variedade Natal com o gene AtNprl.

A capacidade do patdégeno se desenvolver nos tecidos das plantas geneticamente
modificadas foi avaliada por meio da constru¢do de uma curva de crescimento da populagdo
bacteriana. A amostragem da populagdo de X. axonopodis foi realizada nos dias 0, 6, 15, 24 ¢ 35
apos sua inoculagdo. A taxa de crescimento da bactéria nas plantas da variedade ‘Hamlin’ foi

similar, quando comparada & da planta ndo transgénica (Figura 10a). O transformante Natal 2
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apresentou redu¢do do desenvolvimento da populagdo bacteriana até o 24° dia em comparagdo ao

controle da mesma variedade (Figura 10b).

HC H4 NC N2

Figura 9 — Sintomas de cancro citrico em folhas inoculadas sem perfurag@o do tecido vegetal. a,
imagem de trés repeti¢des bioldgicas dos dois eventos de transformagdo com o gene AtNprl, que
obtiveram as melhores respostas ao patogeno (H4 e N2), e dos controles ndo transgénicos (HC e

NC); b, detalhe das lesdes causadas pela bactéria nestas plantas.

A redugdo no nimero e tamanho das lesdes causadas por X. axonopodis pv. citri em

laranjeiras transgénicas ja foi relatada em estudos anteriores a este (Azevedo, 2005; Bespalhok et
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al., 2001; Boscariol et al., 2006, Mendes et al., submetido & publicagdo). Das trés construcdes
génicas utilizadas, duas possuem genes codificadores de peptideos antimicrobianos (atacina 4 e
sarcotoxina) € uma o gene R (Xa2l). Os resultados deste trabalho evidenciam que o uso do gene
Nprl também ¢ uma alternativa no combate a doengas da cultura de citros, entre elas o cancro

citrico, pois reduziu o numero de lesdes causadas pelo patdogeno.
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Figura 10 — Curva de crescimento de X. axonopodis pv. citri em tecido foliar de plantas
geneticamente modificadas com o gene AtNprl. a, plantas da variedade ‘Hamlin’; b, plantas da

variedade ‘Natal’. HC e NC: plantas ndo transgénicas.

4.4. Analises de ativacao de PRs apos inoculacio de Xac

Considerando que as plantas H4 e N2 mostraram redugdo no nimero de lesdes na

infeccdo de X. axomopodis pv. citri, elas foram utilizadas em um novo experimento para
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avaliacdo da expressdo dos genes de PR-proteinas apos a inoculagdo do patdégeno. 48 horas apds
inoculacdo de X. axonopodis sem perfuracdo do tecido, a transcricdo de PR-/ foi menor nas
plantas transgénicas do que nos controles também inoculados (Figura 11). Ja a transcri¢do dos
genes PR-2 e PR-5 ndo sofreram aumento significativo em relagdo ao controle ndo transgénico,
exceto para o gene PR-5 da planta N2. Malnoy et al., 2007 relataram um aumento na expressdo
destes dois genes, além do PR-8, mas ndo no gene PR-10. Os resultados indicam que a
superexpressdo de AtNprl somente influenciou a expressdo de PR-5 no transformante N2, que
possui o maior nivel de transcrigdo do transgene, sugerindo mais uma vez a correlagdo entre a

expressdo deste gene e o nivel de transcritos do transgene.
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Figura 11 — Expressdo dos genes PR-1, PR-2 e PR-5 em plantas geneticamente modificadas com
o gene AtNprl (H4 e N2), inoculadas com X. axonopodis. C, amostra de planta ndo transgénica
utilizada como calibradora. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a

5%.
4.5. Inoculacio da bactéria Ca. Liberibacter

Foram realizadas trés coletas de borbulhas infectadas para uso como fonte de indculo.

Na primeira coleta foram retiradas cerca de 400 borbulhas, e na segunda realizada trés meses
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depois, foram coletadas cerca de 350 borbulhas. Ambas as coletas ocorreram em pomar
comercial na regido de Araraquara — SP, infectado com os variantes Ca. L. americanus e Ca. L.
asiaticus, estas borbulhas foram utilizadas para desafiar as plantas transformadas com as
construgdes Atacina A e Xa2l. A terceira coleta foi realizada no Centro de Citricultura ‘Sylvio
Moreira’, onde foram obtidas borbulhas contendo o variante asidtico da bactéria, as quais, foram
enxertadas nas plantas contendo o gene AtNprl. Em cada planta foram enxertadas trés borbulhas
contaminadas como podemos ver na Figura 12. A sobrevivéncia das borbulhas foi monitorada
nas quatro semanas subsequientes ao processo de enxertia, ¢ quando constatada a morte do tecido,
foi realizada uma nova enxertia de material infectado.

O procedimento de inoculacdo de Ca. Liberibacter via enxertia de tecido contaminado
se mostrou eficiente para a forma asidtica da bactéria, sendo possivel detecta-la em todas as
plantas testadas. O variante americano foi detectado em apenas uma planta, que também possuia
a forma asiatica, apesar do uso de borbulhas provenientes de pomar contendo as duas espécies da
bactéria. A baixa taxa de transmissdo de Ca. L. americanus em relagdo aos outros variantes foi
citada por Lopes e Frare (2008), em trabalho sobre a transmissdo do patogeno por enxertia que

apresentou taxas de transmissdo inferiores ao indice encontrado no presente estudo.

4.6. Avaliacao de sintomas de HLB

O inicio da manifestagdo de sintomas foliares ocorreu apds seis meses da data de
inoculagdo (Figura 13), quando cerca de 55% dos eventos de transformacdo genética avaliados ja
apresentavam sintomas. O numero de plantas e a severidade dos sintomas aumentaram nas
inspecdes realizadas aos 9 e 12 meses (Tabela 2). O trabalho de Hung et al. (2000) e estudos
preliminares realizados no Centro APTA Citros ‘Sylvio Moreira’ indicaram que o sintoma foliar
tipico do HLB se manifesta entre 6 € 12 meses depois da inoculagdo, sendo que os resultados do
presente estudo estdo de acordo com ambos. O aparecimento de sintomas entre as réplicas de
uma mesma planta transgénica ndo foi uniforme, por este motivo um determinado evento de
transformacdo genética foi considerado como positivo, quando pelo menos uma réplica

apresentou em suas folhas o mosqueamento caracteristico da doenga.
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Muitas plantas também apresentaram sintomas de deficiéncia mineral, o que dificultou o
diagnostico de HLB em algumas repeti¢des bioldgicas. Para certificarmos que estes sintomas nédo
estavam relacionados ao desenvolvimento da doenga, todas as plantas foram submetidas a
fertirrigacdo com NPK e correcdo de Mn, Mg e Zn, porém, algumas plantas continuaram com
sintomas de deficiéncia mineral em suas folhas mais jovens. Lopes et al. (2008) também
encontraram sintomas de deficiéncia mineral nas plantas infectadas com Ca. Liberibacter. Estes
resultados podem indicar que o patogeno influencia no desenvolvimento destes sintomas nas
plantas hospedeiras.

Um resultado interessante encontrado apos 12 meses do inicio dos experimentos, foi
que quatro plantas da variedade ‘Hamlin’ com o gene AtNprl ndo apresentaram sintomas da
doenga, sendo que todos os demais eventos de transformacdo genética foram considerados
positivos. Estas plantas devem ser mais investigadas quanto ao tipo de reacdo que possa estar
ocorrendo para a auséncia de sintomas. A auséncia de sintomas de HLB também foi verificada na
espécie C. limetta, apds inoculagdo do patogeno, e nas espécies C. indica e C. macroptera, em
locais de alto indice de incidéncia do patogeno. Porém, os autores ndo possuem uma hipotese que

explique a auséncia de sintomas (Halbert ¢ Manjunath, 2004).

4.7. PCR quantitativo (qQPCR)

As amplifica¢des de diluigdes de plasmideos contendo o fragmento 16S da bactéria Ca.
Liberibacter asiaticus (plasmideo pGEM com inserto de 1200pb) foram utilizadas na construgéo
de uma curva padrio para a quantifica¢do da bactéria Ca L. asiaticus (Figura 14).

Apds seis meses da inoculacdo, as repeticdes de cada planta foram testadas para a
presenca dos variantes americano e asiatico da bactéria. Apenas uma amostra possuia o variante
americano, além de também apresentar a forma asiatica. Por este motivo, as analises seguintes se
concentraram na detec¢do de Ca. Liberibacter asiaticus. A bactéria Ca. L. asiaticus foi capaz de
se desenvolver em todos os eventos de transformagido testados. O menor titulo detectado de
moléculas do fragmento 16S foi de 2,16x10* ¢ 0 maior de 1,95x107 copias de fragmento 16S/uL
de DNA.
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Figura 12 — Enxertia de borbulhas provenientes de planta infectada com Ca. Liberibacter sp. As

setas indicam duas das trés borbulhas enxertadas.

Figura 13 — Sintomas de HLB. a, Mosqueamento irregular nas regides entre nervuras

secundarias; b, espessamento e clareamento das nervuras; ¢, amarelecimento de ramo.



Tabela 2 - Desenvolvimento de sintomas de HLB em folhas de plantas inoculadas com
Ca. Liberibacter sp.

Planta Construgéo Sintomas
3 meses 6 meses 9 meses 12 meses

Natal 1 Atacina A - + + +
Natal 2 Atacina A - + + +
Natal 3 Atacina A - + + +
Natal 4 Atacina A - + + +
Natal 5 Atacina A - + + +
Péra 6 Atacina A - + + +
Péra 7 Atacina A - + + +
Péra 8 Atacina A - + + +
Valéncia 2 Atacina A - + + +
Valéncia 5 Atacina A - - + +
Valéncia 11 Atacina A - + + +
Valéncia 12 Atacina A - + - +
Valéncia 13 Atacina A - + + +
Valéncia 16 Atacina A - + + +
Valéncia 17 Atacina A - + - +
Valéncia 20 Atacina A - + + +
Hamlin 1 Atacina A - - - +
Hamlin 2 Atacina A - + + +
Hamlin 3 Atacina A - - + +
Hamlin 4 Atacina A - + + +
Hamlin 5 Atacina A - + + +
Hamlin 6 Atacina A - - - +
Hamlin 7 Atacina A - - + +
Hamlin 8 Atacina A - + + +
Hamlin 9 Atacina A - + + +
Hamlin 10 Atacina A - + + +
Hamlin 11 Atacina A - - - +
Hamlin 12 Atacina A - - - +
Valéncia 1 Xa2l - + + +
Valéncia 2 Xa2l - - + +
Valéncia 3 Xa2l - - + +
Valéncia 4 Xa2l - - - +
Valéncia 5 Xa2l - - - +
Valéncia 6 Xa2l - - + +
Valéncia 8 Xa2l - - + +
Valéncia 13 Xa2l - + + +
Valéncia 14 Xa2l - + + +
Hamlin 1 Nprl - - - -
Hamlin 4 Nprl - - - -
Hamlin 6 Nprl - - - -
Hamlin 10 Nprl - - - -
Natal 2 Nprl - - + +

+ , planta sintomatica; - , planta assintomatica.
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Figura 14 — Curva de amplificagdo das dilui¢cdes em série do plasmideo contendo o fragmento de
DNA 168 da bactéria Ca. Liberibacter asiaticus (a); curva padrdo obtida a partir destas diluigdes

seriais (b), os quadrados em azul representam os padrdes utilizados na formagéo da curva padréo.

A quantificacdo da populagdo bacteriana em plantas transgénicas com o gene atacina A
mostrou variagdes no titulo ao longo do tempo, quinze plantas possuiram uma maior
concentracdo do patdgeno apos nove meses da inoculagdo, quatro apresentaram declinio no nivel
de bactéria detectada, seis tiveram uma diminui¢do aos nove meses, seguida de um novo aumento
aos doze meses, e ainda trés plantas mostraram um incremento ao longo do periodo avaliado. A
divergéncia do nivel populacional entre as plantas transgénicas pode ser visto também entre as
plantas controle de cada variedade. Porém, a variagdo encontrada nfo apresentou um padrio geral
entre as plantas. As Figuras 15, 16, 17 e 18 apresentam os resultados obtidos para as plantas das
variedades ‘Hamlin’, ‘Natal’, ‘Péra’ e “Valéncia’ transformadas com o gene atacina A.

O peptideo atacina A foi eficaz contra patogenos bacterianos em outras espécies

(Reynoird et al.,1999; Ko et al., 2002), e também em plantas transgénicas de laranja doce, que
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apresentaram redug¢do no numero de lesdes causadas por X. axonopodis pv. citri em estudo
anterior (Boscariol et al., 2006). Porém, os dados obtidos neste trabalho indicam que o
desenvolvimento e a multiplicagdo da bactéria Ca. Liberibacter ndo foram afetados pela a¢do do
peptideo. Provavelmente, esta estratégia ndo foi eficiente porque a proteina gerada possui um
peptideo sinal que as direciona para a regido do apoplasto (Boscariol, 2004) e o patogeno se
desenvolve dentro de células do floema (Bové, 2006).

Os eventos de transformacdo da construgdo génica Xa2l apresentaram um aumento
populacional até o nono més do experimento, ¢ um decréscimo no décimo segundo més, exceto a
planta V14, onde o padrdo foi o oposto das demais. Todos os transformantes diferiram do
controle ndo transformado no padrdo da populagdo do patogeno, porém a quantidade de bactérias
foi superior como mostra a Figura 19. Anteriormente, as plantas de laranja doce transformadas
com este gene apresentaram redu¢do no numero de lesdes causadas por X. axonopodis pv. citri
(Mendes et al., submetido a publicagdo), porém elas ndo foram capazes de inibir ou impedir a
multiplicacdo de Ca. Liberibacter em seus tecidos, e nem mesmo influenciar na manifesta¢do do
sintoma foliar de HLB. O gene XaZ2l codifica para uma proteina de membrana, que atua no
reconhecimento do patégeno e ativa mecanismos de defesa da planta (Song et al., 1995). A falta
de eficiéncia deste gene contra Ca. Liberibacter asiaticus pode ser causada pelo habito
endocelular destas bactérias (Bové, 2006), que ndo fica exposta diretamente a proteina de
membrana Xa21, diferentemente de X. axonopodis que coloniza o espago intercelular (Graham et
al., 2004). Provavelmente Ca. Liberibacter ndo possui um sitio de reconhecimento de membrana,
como Xanthomonas e este gene ndo tenha capacidade de desencadear resposta de defesa na
planta.

As plantas de laranja transgénica contendo o gene AtNprl tiveram um padrdo
semelhante entre si (Figura 20). Nestas a populagdo de Ca. Liberibacter aumentou ao longo do
tempo, diferindo dos controles ndo transformados que apresentaram um aumento da populagdo
bacteriana aos nove meses apds a inoculagdo, seguido de uma redugdo no décimo segundo més.
Porém, no final das avaliagdes a populagdo bacteriana alcangou o mesmo nivel da planta
controle, mas apenas o transformante Natal 2 expressou sintomas da doenga. De todos os
transformantes avaliados, apenas os quatro da variedade ‘Hamlin’ transformados com o gene

AtNprl mantiveram-se assintomaticos um ano apos a inocula¢do, sendo assim, este resultado
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pode indicar uma possivel tolerancia a doenga, porém eles devem ser avaliados por um periodo
maior para a confirmagéo desta hipotese.

A introducdo do gene AtNprl em plantas de interesse agrondmico se mostrou uma
estratégia interessante no combate a doengas bacterianas, como relataram Lin et al. (2004) em
tomate e Chern et al. (2001) em arroz. Em ambos os casos, os autores evidenciaram que suas
linhagens transgénicas apresentaram um aumento da resisténcia aos patdgenos bacterianos
Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ¢ X. oryzae pv. oryzae. Estes
resultados em conjunto com o trabalho de Malnoy et al. (2007) mostram que o gene Nprl de
Arabidopsis thaliana é funcional em outras espécies, ndo apresentando diferenga significativa na
inducdo de mecanismos de defesa em plantas de ma¢d quando comparado ao gene da propria
espécie. As plantas de laranja doce transformadas com este gene também indicaram que esta
construgdo génica ¢ interessante, tendo em vista que quatro transformantes foram assintomaticos
quando inoculados com Ca. Liberibacter, e que dois eventos apresentaram reducdo das lesdes
causadas por Xanthomonas axonopodis pv. citri.

As plantas obtidas neste trabalho também devem ser desafiadas contra outros patdgenos
que afetam a citricultura brasileira, considerando que plantas superexpressando este gene
elevaram sua resisténcia a agentes bacterianos e fungicos (Lin et al., 2004; Malnoy et al., 2007,
Quilis et al., 2008), as laranjeiras transgénicas poderdo mostrar resultados positivos no combate a
outras doengas. Porém, também serdo necessarios estudos referentes a infecgdes virdticas, pois
Quilis et al. (2008) evidenciaram que plantas de arroz tiveram respostas negativas em infec¢des
do Rice Yellow Mottle Virus, e Lin et al. (2004) que tomateiros nio apresentaram diferengas nas

respostas aos TomatoYellow Leaf Curl Virus € Cucumber Mosaic Virus.
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Figura 15 — Numero de moléculas do fragmento 16S de Ca. L. asiaticus em plantas transgénicas
de laranja doce ‘Valéncia’ da constru¢do Afacina A, detectada por meio de qPCR. O eixo x

representa a época de avaliagdo, e o eixo y representa a quantidade de moléculas alvo detectada.
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Figura 16 — Numero de moléculas do fragmento 16S de Ca. L. asiaticus em plantas transgénicas
de laranja doce ‘Hamlin’ da constru¢do Atacina A, detectada por meio de qPCR. O eixo x

representa a época de avaliagdo, e o eixo y representa a quantidade de moléculas alvo detectada.
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Figura 17 — Numero de moléculas do fragmento 16S de Ca. L. asiaticus em plantas transgénicas
de laranja doce ‘Natal’ da constru¢do Atacina A, detectada por meio de qPCR. O eixo x

representa a época de avaliagdo, e o eixo y representa a quantidade de moléculas alvo detectada.

P& F7
1,G0E+-06 3 D0EDG
1,40E+06 250E+0B a
1,20E+06
P = 200E+06
8,00E+05 1,50E+06 ./ &
B,00E+09 1,00E+0B
4,00E+05
2 00E+05 5,00E+05
0,00E-00 0,00E+00
Ereses arreses 12 reses 6 meses 9reses 12 meses
P8 FC
1,60E+08 3,50E+08
1 40E+06 \ 3,00E+06 [
1,206+06 /r(
" 2,50E+08

1,00E+08

T 3,00E+06
8,00E+05 P
6,00E-05 ' «
4 00E05 1.00E+06
2,00E+08 5,00E+05
0,00E+00 0,00E+00

Gireses 9 neses 12 rreses B reses aneses 12 rreses

Figura 18 — Numero de moléculas do fragmento 16S de Ca. L. asiaticus em plantas transgénicas
de laranja doce ‘Péra’ da construgéo Atacina A, detectada por meio de qPCR. O eixo x representa

a época de avaliagdo, e o eixo y representa a quantidade de moléculas alvo detectada.
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Figura 19 — Numero de moléculas do fragmento 16S de Ca. L. asiaticus em plantas transgénicas
de laranja doce ‘Valéncia’ da construcdo XaZ2l, detectada por meio de qPCR. O eixo x representa

a época de avaliagdo, e o eixo y representa a quantidade de moléculas alvo detectada.
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Figura 20 — Numero de moléculas do fragmento 16S de Ca. L. asiaticus em plantas transgénicas
de laranja doce da construg¢do AtNprli, detectada por meio de qPCR. O eixo x representa a época
de avaliagdo, e o eixo y representa a quantidade de moléculas alvo detectada. a, plantas da

variedade ‘Hamlin’; b, plantas da variedade ‘Natal’

4.8. RT-PCR dos transgenes

Ao final das avaliagdes de sintomas e da populagdo de Ca. Liberibacter, o RNA total
dos transformantes estudados foi isolado e utilizado como molde para a sintese de cDNA. As
reagdes de amplificagdo foram realizadas com os iniciadores especificos para cada um dos

transgenes e seus produtos submetidos a eletroforese em gel de agarose. Por meio desta técnica
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comprovamos que quatro plantas transformadas com o gene Atacina A (H7, N1, N3 e V5), duas
com o gene Xa2l (V2 e V6) e uma com o gene AtNprl (H1) foram negativas (Figura 21).
Analises de transcrigdo do gene AtNprl realizadas por meio de qPCR mostram que existe
transcrigdo do transgene nesta planta, porém o nivel de expressdo foi baixo, dificultando sua
detec¢do por RT-PCR devido a menor sensibilidade da técnica em relagdo a primeira.
Considerando que todos os eventos avaliados produziam transcritos dos transgenes no inicio dos
experimentos (Boscariol et al., 2006; Mendes et al., submetido a publicagdo), fato comprovado
pela técnica Northern blot, os resultados negativos encontrados para sete plantas pela técnica de
RT-PCR podem indicar instabilidade dos eventos de transformagdo genética em citros ou

expressdo a um nivel abaixo da detec¢do possivel por esta técnica.

L HI H2 H3 Hé4 H5S He H7 H8 H9 Hlo HIl H12 A

Nl N2 N3 N4 N5 V2 V5 VIIVI2 V13 V16 VITV20 © H,0 L B
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Figura 21- RT- PCR dos transgenes. A ¢ B, amplificagdo do gene atacina A, C, amplificagdo do
gene Xa2l; D, Amplificacdo do gene Nprl. L: ladder lkb plus; C-, planta ndo transgénica.
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5. CONCLUSOES

O evento de transformagdo genética N2 apresentou os maiores niveis de expressio
do transgene AtNprl e também dos genes de PR-proteinas, indicando que a

resposta destes ultimos pode ser dependente do nivel de expressdo do transgene;

A bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus foi capaz de se desenvolver nas
plantas de laranja doce geneticamente modificadas com os genes Atacina A, Xa21l

e AtNprl;

Todos os eventos de transformagdo da variedade ‘Hamlin’ contendo o gene
AtNprl se mostraram interessantes porque ndo apresentaram sintomas da doenga,
mesmo apds um ano do processo de inoculagdo e do desenvolvimento da bactéria
em seus tecidos vasculares, sendo consideradas uma possivel fonte de resisténcia a

doenga;

A falta de transcrigdo dos transgenes em alguns transformantes indica a
instabilidade dos eventos de transformacgdo genética em citros ou seu possivel

silenciamento.
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