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RESUMO

Expressao do gene uidA dirigido por promotores preferencialmente ativados no floema
de plantas transgénicas de laranja doce inoculadas com Candidatus Liberibacter
asiaticus

O Brasil € o maior produtor de laranja doce do mundo, mas a historia da citricultura
brasileira € marcada por sucessivas perdas devido a pragas e doencgas que atacam 0s pomares.
Entre as doengas que afetam os pomares de citros, o huanglongbing (HLB) tem merecido
destagque nos ultimos anos. O HLB ja é conhecido desde 1900 na China, mas no Brasil essa
doenca estd presente desde 2004 e tem causado perdas significativas a citricultura. Essa
doenca € associada a trés espécies de "Candidatus Liberibacter”, mas no Brasil a espécie
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) é a mais comum. Devido a auséncia de plantas de
laranja doce resistentes a essa doenca, a busca por plantas transgénicas que apresentem
resisténcia a essa doenca tém se intensificado nos Gltimos anos. Uma estratégia para projetar
uma construcao génica visando a CLas ¢ a utilizacdo de promotores floema-especifico, pois a
CLas coloniza o floema das plantas de citros infectadas. Entretanto, para provar que uma
sequéncia promotora funciona é preciso desafiar a construcdo génica na presnca da CLas.
Portanto, conduziu-se este trabalho com o objetivo de multiplicar plantas de Citrus sinensis
Osbeck (L.) cv. ‘Hamlin’ transgénicas contendo o gene UidA sob controle dos promotores
floema-especificos Arabidopsis thaliana phloem protein 2 (AtPP2), Citrus phloem protein 2
(CsPP2) e Arabidopsis thaliana sucrose transporter 2 (AtSUC2), inocular com CLas por
Diaphorina citri, avaliar a interdependéncia entre a expressdo do transgene (gene uidA) e a
concentracdo de CLas, para poder inferir sobre o controle da expressdo dos promotores
quando as plantas s&o inculadas com CLas. Para isso, cinco eventos de transformacao de cada
construcdo g@énica, contendo apenas uma cépia do transgene foram selecionados,
multiplicados e inoculados com CLas por Diaphorina citri, dezoito meses apés a inoculacao,
0 DNA e o RNA das plantas foram coletados. Foi realizada analise para verificar a
concentracdo de CLas em todas as plantas inoculadas e a expressao do gene uidA foi realizada
em uma linhagem transgénica de cada constru¢do génica. Com o auxilio da analise de
coeficiente de correlagdio de Person, foi possivel classificar qualitativamente a
interdependéncia entre a concentracdo bacteriana e a expressao génica. A frequéncia média de
inoculacdo de CLas por Diaphorina citri foi de 30 %, demostrando que é possivel incular
ClLas via Diaphorina citri. A analise de coeficiente de correlacdo de Person mostrou que nas
construgbes com promotores AtPP2 e CsPP2 ha baixa interdependéncia entre o controle da
expressao génica e a concentracdo de CLas. A construcdo sob controle do promotor AtSUC2
apresentou correlacdo forte e positiva, mostrando que quanto maior a concentracdo de CLas
maior a expressdo do transgene.

Palavras-chave: Citros; Promotores tecido especifico; Gene uidA (GUS); Hunglongbing
(HLB); PCR em tempo real
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ABSTRACT

Expression of the uidA gene driven by promoters preferentially activated in the phloem
of transgenic sweet orange inoculated with Candidatus Liberibacter asiaticus

Brazil is the largest producer of sweet oranges in the world, however the Brazilian
citrus history is marked by successive losses due to pests and diseases attacking orchards.
Among the diseases affecting citrus groves, the huanglongbing (HLB) has been highlighted in
recent years. The HLB is known in China since 1900, although in Brazil this disease has been
present since 2004 and has caused significant losses to citrus industry. This disease is
associated with three species of "Candidatus Liberibacter”, however, in Brazil Candidatus
Liberibacter asiaticus species (CLas) is the most common. Due to the absence of sweet orange
plants resistant to this disease, the search for transgenic plants with resistance to this disease
have intensified in recent years. One strategy to design a genetic construct targeting the CLas
includes the use of phloem-specific promoters, because the CLas colonizes the phloem of
infected citrus plants. On the other hand, to prove that a promoter sequence works it is
necessary to challenge the genetic construct in the presence of CLas. Therefore, we conducted
this study with the objectives of multiplying transgenic Citrus sinensis Osbeck (L.) cv.
‘Hamlin’ bearing the uidA gene under the control of the phloem-specific promoters
Arabidopsis thaliana phloem protein 2 (AtPP2), Citrus phloem protein 2 (CsPP2) and
Arabidopsis thaliana sucrose transporter 2 (AtSUC2), inoculate CLas with Diaphorina citri,
and evaluate the interdependence between the expression of the transgene (uidA gene) and the
concentration of CLas, to infer the promoter expression when the plants are inoculated with
ClLas. Five events processing of each gene construct, containing only one copy of the
transgene, and inoculated with CLas by Diaphorina citri. The DNA and RNA of plants were
collected after eighteen months of inoculation. The concentration of CLas in the inoculated
plants and the expression of the uidA gene were performed in each transgenic line of each
gene construct, with the aid of the analysis of Person correlation coefficient. Thus it was
possible to classify qualitatively the interdependence between bacterial concentration and
gene expression. The average frequency of CLas inoculation by Diaphorina citri was 30%,
demonstrating that it was possible to inoculate CLas via Diaphorina citri. Person correlation
coefficient values suggested low interdependence between the control of gene expression and
the concentration of CLas in constructions with promoters AtPP2 and CsPP2. The
construction under AtSUC2 promoter control showed strong positive correlation, indicating
that the higher the concentration of CLas the greater is the transgene expression.

Keywords: Citrus; Specific tissue promoter; uidA (GUS) gene; Hunglongbing (HLB); Real
time PCR
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1 INTRODUCAO

A cultura do citros se destaca no Brasil, que é o segundo maior produtor de frutas
citricas no mundo, o maior produtor e exportador de suco de laranja concentrado congelado
do mundo (FAO, 2014). O Estado de S&o Paulo é responsavel pela maior parte da producéo
nacional. Entretanto, problemas fitossanitarios sao muito comuns no Brasil e isso € favorecido
pela baixa variabilidade genética das variedades copas e porta-enxertos utilizadas
(MACHADO; CRISTOFANI-YALY; BASTIANEL, 2011).

A cultura do citros é marcada por perdas com problemas fitossanitarios. Entre eles, os
causados por bactérias merecem destaque, pois, as cultivares comerciais sdo sucetiveis a trés
principais doencas causadas por bactérias, ou seja, a clorose variegada dos citros (CVC)
causada por Xylella fastidiosa, ao cancro citrico causado por Xanthomonas citri subsp. citri e
ao huanglongbing (HLB) associado a trés espécies de Candidatus Liberibacter sp. As medidas
de controle para essas doencas tém sido associadas ao uso de mudas sadias obtidas de viveiros
certificados, a eliminacdo de plantas doentes e a eliminacdo de insetos vetores (no caso de
CVC e HLB) (BOTEON; NEVES, 2005; KOIZUMI, 1993).

Uma alternativa para o melhoramento genético do citros para a obtencdo de plantas
resistentes a fitopatdgenos € a transformacdo genética, pois, permite inserir caracteristicas
desejaveis as cultivares, que ndo podem ser obtidas por meio do melhoramento convencional
(PENA et al., 2008).

Um dos maiores desafios dos programas de engenharia genética é projetar um cassete
de expressdo que, ao ser transferido para a planta de interesse, permita o controle preciso da
atividade do transgene. A escolha do promotor para conferir expressao constitutiva, espacial
e/ou temporal do transgene é uma das aplicagdes da biotecnologia vegetal. Nos Gltimos anos,
alguns promotores de origem vegetal, viral ou bacteriana tém sido descritos, e utilizados na
regulacdo da expressdo dos transgenes em células vegetais (ZHAO; LIU; DAVIS, 2004,
WANG et al., 2005; DUTT et al., 2012; MIYATA et al., 2012).

Vaérias estratégias de engenharia genética em plantas utilizam promotores constitutivos
fortes para o estudo de fatores de transcrigdo, bem como para a funcdo conferida ao transgene
(RANCE et al., 2002). O mais bem estudado e utilizado promotor na transformacéo genética
de vegetais, o promotor CaMV 35S (Cauliflower mosaic virus) confere atividade constitutiva
e indiscriminada em todos os tipos celulares em alto nivel, e tem sido amplamente utilizado

para estudos de transformacdo genética em citros. Entretanto, a forte expressdo de forma
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indiscriminada nos tecidos pode levar a planta um gasto desnecessario de energia (WANG et
al., 2005). Uma forma de aumentar o controle da transcricdo do transgene é a utilizacdo de
promotores tecido especifico ou induzidos pelo patdégeno e/ou estresse abiotico (BARBOSA-
MENDES et al., 2009; DUTT et al., 2012; MIYATA et al., 2012).

Trés sequéncias de promotores que controlam a expresséo do transgene nos tecidos do
floema de plantas foram utilizadas para transformar Citrus sinensis Osbeck (L.) cultivares
‘Hamlin’, ‘Valéncia’ e ‘Pera’, sendo possivel verificar a expressdo do gene uidA no floema

por meio da observacédo da coloracéo formada, apds ensaio histoquimico (MIYATA, 2009).

Em trabalho utilizando a tecnologia de microarranjo Kim et al. (2009) demonstraram a
expressdo diferenciada de alguns genes quando plantas de laranja doce (Citrus sinensis
Osbeck L.) foram inoculadas com Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas). Muitos desses
genes estdo relacionados com resisténcia da planta ao patégeno e a alta regulacdo desses
genes pode ser uma indicacdo da ativacdo dos mecanismos de defesa da planta que levam a
processos como a deposicdo de calose no tecido do floema quando plantas de laranja doce sdo
inoculadas com CLas. Um dos genes que teve sua expressdo alterada na presenca de
Candidatus Liberibacter asiaticus foi o gene de citros da familia phloem protein (PP2) que
codifica para a sequéncia de EST (CB292710), cuja sequéncia do promotor foi utilizado no
trabalho de Miyata et al. (2012).

O trabalho de Kim et al. (2009) e o trabalho de Mafra et al. (2013) j& demonstaram
que os disturbios causados pela CLas promovem alteracdes na regulacdo da expressao de
muitos genes, entre eles, genes relacionado ao transporte via floema e genes da familia PP2.
As PP2 sdo proteinas presentes na maioria das plantas (DINANT et al., 2003) e estdo
intimamente ligadas ao sistema vascular das plantas superiores. Alguns promotores dessas
sequéncias ja foram isolados e caracterizados (JIANG et al., 1999, THOMPSON; LARKINS,
1996; GUO et al., 2004). Miyata (2009) utilizou duas sequéncias de promotor de proteinas
PP2 para transformar plantas de Citrus sinensis Osbeck L. cv. ‘Hamlin’. Uma sequéncia
derivada de Citrus (Citrus phloem protein 2 (CsPP2)), clonada a partir da sequéncia ortologa
de Cucurbita melo (gene L 31550) e outra de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana phloem
protein 2 (AtPP2) clonada diretamente do gene At 4919849. Uma terceira sequéncia utilizada
no trabalho de Miyata (2009) foi clonada a partir de um gene de transportador de carboidratos
em Arabidopisis thaliana, o gene AT1G22710 com sequéncia disponivel no banco de dados
Tair (NCBI). Miyata et al. (2012) demonstraram a eficacia no controle da expressao génica

dessas sequéncias como sendo de promotor que controlam a expressao génica no floema de
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plantas de Citrus sinensis Osbeck (L.) cultivares ‘Hamlin’, ‘Valéncia’ e ‘Pera’ transformadas

com esses promotores.

O trabalho de Miyata et al. (2012) mostrou que os promotores Citrus phloem protein 2
(CsPP2), Arabidopsis thaliana phloem protein 2 (AtPP2) e Arabidopsis thaliana sucrose
transporter 2 (AtSUC2) controlaram a expressdo do gene uidA no floema das plantas
transgénicas e no trabalho de Kim et al. (2009) foi verificado que genes referentes ao floema
de plantas inoculadas com CLas tém sua expressao alterada. Portanto, conduziu-se este
trabalho com o objetivo de multiplicar plantas de Citrus sinensis Osbeck (L.) cv. ‘Hamlin’
transgénicas contendo o gene uidA sob controle dos promotores floema-especificos
Arabidopsis thaliana phloem protein 2 (AtPP2), Citrus phloem protein 2 (CsPP2) e
Arabidopsis thaliana sucrose transporter 2 (AtSUC2), inocular com CLas por Diaphorina
citri, avaliar a interdependéncia entre a expressdo do transgene (gene uidA) e a concentracédo
de CLas, para poder inferir sobre o controle da expressédo dos promotores quando as plantas
séo inculadas com CLas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos gerais da citricultura

As espécies de citros pertencem a familia Rutaceae, tribo Citreae e subtribo Citrinae
(SWINGLE; REECE, 1967). Alem do género Citrus também apresentam interesse comercial
0S géneros Poncirus e Fortunella. Ao género Citrus relacionam-se as laranjas doces (C.
sinensis (L.) Osbeck), tangerina comum (C. reticulata Blanco), limas acidas (C. aurantifolia
Swing.), limas doces (C. limettioides Tan.), limdes (C. limon Burm F.), cidras (C. medica L.),
tangerina ‘Sunki’ (C. sunki hort. ex Tanaka), tangerina ‘Cleopatra’ (C. reshini hort. ex
Tanaka), laranjas azedas (C. aurantium L.), pomelos (C. paradisi Macf.), toranjas (C. grandis
Osbeck), e outras espécies, incluindo hibridos naturais (CHAPOT, 1975).

O sistema de classificacdo botanica das espécies citricas é controverso, existindo dois
sistemas aceitos, sendo o mais utilizado o proposto por Swingle e Reece (1967). Nesse
sistema de classificacdo, o género Citrus é composto por 16 espécies. No entanto, no sistema
de classificacdo proposto por Tanaka (1977), o género Citrus é composto por 162 espécies.
Analises filogenéticas, baseadas em estudos bioquimicos e utilizando marcadores
moleculares, sugerem que o género Citrus seja composto por apenas trés espécies verdadeiras:
cidra (Citrus medica L.), tangerina (Citrus reticulata Blanco) e toranja (Citrus grandis L.). O
restante dos gendétipos seria derivado da hibridacdo entre essas espécies verdadeiras
(BARRETT; RHODES, 1976; SCORA, 1975).

A origem do género Citrus esta atribuida ao sudeste do continente asiatico, com ramos
filogenéticos que se estendem do centro da China ao Japdo e leste da india a Nova Guiné,
Australia e Africa Tropical (SWINGLE; REECE, 1967; DONADIO; MOURAO FILHO;
MOREIRA, 2005). Outros centros de origem sdo apontados, como o norte da regido Indo-
Burma, assim como a regido de Yunnam, no centro sul da China (DONADIO; MOURAO
FILHO; MOREIRA, 2005).

A introducdo da cultura do citros no Brasil foi feita pelos portugueses, no inicio do
século XVI, por meio das expedicdes colonizadoras. A partir dessa época, sua expansdo pelo
litoral foi répida, e o cultivo das plantas citricas se expandiu por todo o pais, em razdo das
condigOes ideais para crescer e produzir aqui encontradas (MOREIRA; MOREIRA, 1991).
Porém, hoje, ao observamos um mapa da distribuicdo da citricultura em nosso pais, € possivel

Ver que existe uma concentracdo bastante acentuada na regido sudeste e que o cultivo de citros
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ocupa longas extensdes de terra no estado de S&o Paulo, apesar de ser possivel cultivar citros
em todo pais.

As frutas citricas de uso comercial podem ser agrupadas em laranjas doces (C. sinensis
(L.) Osbeck), tangerinas (C. reticulata Blanco), limdes (C. limonia (L.) Brum. F.), limas
acidas [C. aurantifolia (Christm) Swing e Poncirus trifoliata (Yu. Tanaka)], pomelos (C.
paradisi Macf.), entre outras (PIO et al., 2005). Algumas espécies sdo utilizadas
principalmente como porta-enxerto, como limdo ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), liméo
‘Volkameriano’(C. volkameriana), tangerina ‘Sunki’ (C. sunki hort. ex Tanaka), tangerina
‘Cledpatra’ (C. reshni hort. ex Tanaka), laranja azeda (C. aurantium L.), trifoliata (Poncirus
trifoliata (L.) Raf.), os hibridos citrange ‘Carrizo’, citrange ‘Troyer’ [Poncirus trifoliata (L.)
Raf. x C. sinensis (L.) Osbeck], e citrumelo ‘Swingle’ [C. paradisi Macf. cv. Duncan X
Poncirus trifoliata (L.) Raf.] (POMPEU JUNIOR, 2005).

Entre as frutas comercializadas, as citricas apresentam a de maior peso na econémia
mundial, tendo sido produzidas, no mundo, em 2010, mais de 123 milhdes de toneladas de
frutas citricas (FAO, 2014). O Brasil € o maior produtor e exportador de suco de laranja,
desde 1980 e, atualmente, é o segundo maior produtor mundial de frutas citricas, tendo em
2010 contribuido com 27,5% da producdo total de laranjas. Em 2010, o pais produziu
21.327.480 toneladas de frutas citricas (FAO, 2014) e exportou cerca de 60% do suco de
laranja consumido no mundo (IBGE, 2013).

O Brasil, os Estados Unidos e a China séo responsaveis por 45,5% da producdo mundial
de laranja e 44,6% da producdo mundial de frutas citricas (FAO, 2014). A citricultura
brasileira gera mais de 400 mil empregos diretos e indiretos, e o sistema agroindustrial
citricola movimenta, anualmente, US$ 9 bilhdes (BELASQUE JUNIOR et al., 2009).
Aproximadamente 98% do suco produzido € exportado, principalmente, para os Estados
Unidos e Uni&o Europeia, além do Jap3o e outros 45 paises (DONADIO; MOURAO FILHO;
MOREIRA, 2005).

No Brasil, a regido responsavel pela maior parte da producdo & o sudeste, tendo o
Estado de S&o Paulo mais de 79% da producdo nacional, seguido pela Bahia (IBGE, 2012). A
citricultura brasileira € composta em 90% pelas cultivares de laranjas ‘Hamlin’, ‘Pera’,
‘Valéncia’ e ‘Natal’ (CONAB, 2011). Portanto, a citricultura brasileira esta apoiada em um
pequeno numero de cultivares, o que tem contribuido para a vulnerabilidade, principalmente,

quanto a ocorréncia de doencas, causando reducdo da produtividade.
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Por volta de 1910, os pomares brasileiros foram afetados pela gomose, doenca causada
pelo patdégeno Phytophthora spp., que impossibilitou o uso da laranja ‘Caipira’ como porta-
enxerto, sendo substituida pela laranja azeda (Citrus aurantium L). Na década de 30,
constatou-se a presenca do virus da tristeza dos citros (CTV) em grande parte dos pomares
brasileiros, essa doenga foi controlada com a utilizagdo do limao ‘Cravo’ como porta-enxerto
em substituicdo a laranja azeda. A partir de 1957, os pomares foram atingidos pelo cancro
citrico, doenca, causada por Xanthomonas citri subsp. citri. Em seguida, na década de 80, foi
constatada a presenca da CVC, causada pela bactéria Xylella fastidiosa. No ano de 2001, a
morte sUbita do citros, doenca de causa desconhecida foi detectada nos pomares da regido sul
do Tridngulo Mineiro, Norte e Noroeste do Estado de S&o Paulo (MATTOS et al., 2005).

Em maio de 2004, o Huanglongbing, conhecido desde 1919 no sul da China, foi
encontrado no Estado de Sao Paulo (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2004)
e nos ultimos anos tem sido noticiado como outra doenga bacteriana de grande importancia

para os pomares de citros do mundo.

A obtencdo de variedades resistentes consiste no melhor método de controle de doencas
sendo este o principal objetivo dos programas de melhoramento genético em citros, sendo
desenvolvidos desde o seculo XIX (DAVIES; ALBRIGO 1994). Porém, programas
tradicionais de melhoramento de citros enfrentam limitagdes quanto a biologia reprodutiva,
como alta heterozigose, esterilidade de pélen e Ovulo, incompatibilidade sexual,
poliembrionia nuclear e juvenilidade (VARDI; SIEGEL-ROY; GALIUN, 1974; LING et al.,
1989; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990). Sendo assim, a biotecnologia pode contribuir
de forma eficiente no ganho ou potencializacdo de caracteristicas desejaveis (MACHADO et
al., 2005).

2.2 Huanglongbing (HLB)

O HLB, também conhecido como greening, € considerado uma das mais devastadoras
doengas dos citros em todo o mundo (HALBERT; MANJUNATH, 2004). As bacterias
Candidatus Liberibacter spp. sdo 0s supostos agentes causais do HLB. Trés Candidatus
Liberibacter spp. estdo associados com HLB: Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas),
Candidatus Liberibacter africanus (CLaf) (JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1994) e
Candidatus Liberibacter americanus (CLam) (TEIXEIRA et al., 2005), as quais podem ser

transmitidas de uma planta para outra pelo psilideo Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
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Liviidae) (CAPOOR et a., 1967; YAMAMOTO et al., 2006) e também por enxertia (LOPES
et al., 2009). Essas bactérias foram classificadas como Candidatus, pois, ndo foi possivel
agrupa-las em outro grupo, decorréncia da dificuldade de se obter o0 patdgeno em cultura pura
e finalizar os postulados de Koch (DAVIS et al., 2008; SECHLER et al., 2009). Na Florida,
no Brasil e na maioria dos outros paises produtores de citros, 0 HLB é associado com CLas
transmitida para o citros pelo psilideo Diaphorina citri Kuwayama (HALBERT;
MANJUNATH, 2004; HALBERT, 2005).

O HLB provavelmente se originou na india em 1700, antes de se espalhar pela China e
agora é encontrado na maioria das areas produtoras de citros em todo o mundo, incluindo
Asia, Arabia Saudita, Africa e as Américas (BOVE, 2006; GOTTWALD, 2010). A doenca foi
encontrada na Florida, em 2005 (HALBERT, 2005), um ano depois de sua descoberta no
estado de Sdo Paulo (TEIXEIRA et al., 2005). O nome Chinés HLB refere-se ao aparecimento
de brotos amarelos na copa das arvores afetadas, que sdo o resultado de manchas assimétricas
nas folhas ou clorose severa, semelhante da deficiéncia de zinco ou outros micronutrientes
(MCCLEAN; SCHWARZ, 1970).

Frutos de arvores afetadas tornam-se disformes, desenvolvem sabor indesejavel e ocorre
a queda prematura dos frutos, gerando substanciais prejuizos aos citricultores nas areas
afetadas. O desenvolvimento de sintomas de HLB parece estar relacionado com colapso do
floema e a obstrucdo do fluxo e translocacéo de carboidratos, como resultado de infecgéo pela
bactéria (SCHNEIDER, 1968; ACHOR et al, 2010). Além disso, a infeccdo das plantas de
citros por CLas induz grandes alteracdes no metabolismo de carboidrato, no metabolismo de
moléculas envolvidas na regulacdo do crescimento e outras vias metabdlicas (ALBRECHT;
BOWMAN, 2008, 2012; KIM et al., 2009; FAN et al., 2010; ROSALES; BURNS, 2011).

Os sintomas foliares comecam em poucos ramos e espalham-se lentamente para as
outras partes da arvore, muitas vezes, ao longo de varios anos. Esse lento desenvolvimento de
sintomas visuais ndo explica a queda rapida no rendimento que ocorre em arvores com
sintomas iniciais. Estratégias de manejo do HLB consistem em plantio de arvores livres de
doenca, controle do inseto vetor, em combinagdo com manejo nutricional e remocdo de
plantas infectadas (BASSANEZI et al., 2010).

A maioria dos estudos sobre HLB tém se concentrado nos sintomas foliares, porque eles
séo claramente visiveis nos citros onde a transmisséo da bactéria se deu via Diaphorina citri
(HALBERT; MANJUNATH, 2004). No entanto, estudos sobre a distribuicdo de CLas em

plantas inoculadas por borbulhas mostram que as bactérias invadem todos os tecidos do
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sistema vascular e predominantemente o floema (TATINENI;SAGARAM; GOWDA, 2008,
LI; LEVY; HARTUNG, 2009). O movimento inicial de CLas apds a inoculacdo se da via
floema para diferentes tecidos na planta e os efeitos do HLB no tecido da raiz sdo pouco
compreendidos (ETXEBERRIA et al., 2009; FOLIMONOVA; ACHOR, 2010).

As razbes para a reputacdo onerosa do controle do HLB sdo basicamente a falta de
fontes conhecidas de resisténcia e a utilizagdo de estratégias curativas aplicadas as arvores
doentes (BOVE, 2006). Além disso, 0 manejo é baseado na redugfo continua e frequente de
indculo bacteriano por remocéo das arvores infectadas e controle quimico de vetor para evitar
que a doenga se espalhe no pomar (GOTTWALD; DA GRACA; BASSANEZI, 2007).

Nas areas endémicas ou sem controle efetivo do in6culo da bactéria ou do inseto vetor
h& uma répida progressdo da doenca no pomar (AUBERT et al., 1984; BASSANEZI et al.,
2006; CATLING; ATKINSON, 1974; GATINEAU et al., 2006; GOTTWALD; AUBERT;
HUANG, 1991; GOTTWALD; AUBERT; XUE-YAUN, 1989) e aumento da evolucdo da
gravidade dos sintomas ao longo da copa (AUBERT, 1990; AUBERT et al., 1984; REGMI,
LAMA, 1987; ROISTACHER, 1996) o que reduz drasticamente a vida econémica do pomar.
Esses fatores levaram a destruicdo de dezenas de milhGes de arvores, e colapso das industrias
citricas em muitos paises do sul e sudeste da Asia, Indonésia, Filipinas, india e da Peninsula
Arédbica (HALBERT; MANJUNATH, 2004; TOORAWA, 1998).

No Brasil, entre as técnicas empregadas na tentativa de controlar a disseminacdo da
doenca, podem ser citadas a producédo de borbulhas livres de doencas por termoterapia, 0 uso
de antibidticos, a producdo de mudas em viveiros certificados, a eliminacdo de arvores
infectadas, o controle do vetor por inseticidas e a liberagdo de inimigos naturais
(BASSANEZI et al., 2011). No entanto, os métodos ndo sdo téo eficazes, possuem alto custo
e a producdo de citros ainda é limitada pela doenca (KOIZUMI, 1993). Atualmente, as
medidas mais efetivas adotadas para evitar a disseminacdo da doenca tém sido a utilizacéo de
inseticidas para controle do inseto vetor e a eliminagéo de plantas sintomaticas (BELASQUE
JUNIOR et al., 2009).

Em decorréncia de todos os problemas enfrentados com o HLB, as pesquisas para o
desenvolvimento de plantas que sejam resistentes ou tolerantes ao HLB por transformacao
genética veém sendo intensificadas (DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).
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2.3 Transformacao genética de citros

No melhoramento genético de citros, os métodos tradicionais tém desempenhado um
papel importante na melhoria das cultivares de citros, durante os ultimos anos, especialmente
a exploracdo de mutacdes. No entanto, os métodos de melhoramento convencional sdo
demorados para a obtencdo de mutantes desejaveis principalmente os relacionados a estresse
abidtico como, por exemplo, toleréncia a seca (GONG; LI1U, 2013).

A selecdo de mutantes naturais desejaveis tem sido mais frequentemente utilizada para
selecionar caracteristicas relacionadas com a qualidade das frutas, tais como tempo de
maturacdo, cor da polpa e nimero de sementes, enquanto poucos trabalhos tém sido
relacionados a descoberta de mutantes naturais para tolerancia a estresse. Por outro lado, por
meio da hibridacdo dos citros, método que permite a obtencéo de maior heterozigosidade, tem
assistido a poucos progressos, em decorréncia de vérias barreiras reprodutivas apresentadas
pelo citros, tais como poliembrionia, incompatibilidade, esterilidade masculina e/ou feminina
e longo periodo de juvenilidade apresentado pela cultura (GROSSER; GMITTER JUNIOR,
1990).

Desde a década de 70, a biotecnologia vegetal tem demonstrado seu potencial para
modificar o crescimento e desenvolvimento das plantas, e promover o melhoramento da
resisténcia ao estresse bidtico e/ou abidtico nas plantas e promover a producdo de produtos
especiais em muitas espécies de plantas, tais como tomate (LYU et al., 2012), soja (LIU et al.,
2012; ROSALES-MENDOZA et al., 2012), milho (YANG et al., 2013; WANG et al., 2013),
maca (PARIS et al., 2009), populus (YE et al., 2011;L1 et al., 2012).

A engenharia genética € de fundamental importancia para o melhoramento genético de
citros na tolerancia ao estresse, por meio da introducdo de genes relacionados a estresses
especificos. Além disso, a clonagem de genes e transformacdo genética pode evitar a
segregacdo genética e manter as caracteristicas agrondmicas desejaveis em variedades
comercial de citros (GONG; LIU, 2013).

O primeiro relato de transformacéo genética de citros foi feito por meio da transferéncia
direta de DNA em protoplastos isolados de cultura em suspensdo de calos de laranja doce
(Citrus sinensis Osbeck) (KOBAYASHI; UCHIMIYA, 1989). Porém, a transformacéo
genetica mediada por Agrobacterium tumefaciens tem sido utilizada com maior frequéncia

nas transformagdes genéticas de citros, desde que foi relatado pela primeira vez (HIDAKA et
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al., 1990). Atualmente, mais de 90% das plantas de citros transgénicas foram produzidas
utilizando-se Agrobacterium tumefaciens (GONG; LIU, 2013).

Diferentes explantes tém sido utilizados na transformacao genética de citros, tais como
protoplastos, calos, cotilédones, hipocotilo e epicétilo que tem dado origem a uma alta
frequéncia de transformacdo. Outro material empregado sdo os tecidos ditos maduros
(adultos). A vantagem das plantas obtidas a partir de material maduro é o fato das plantas
transgénicas obtidas ndo apresentarem periodo juvenil. Por exemplo, Cervera et al. (1998)
obtiveram laranjeiras transgénicas, usando explantes maduros e as plantas regeneradas
apresentaram morfologia e habitos de crescimento de plantas adultas, que comecaram a
florescer apds 14 meses da transformagao.

Para facilitar a selecdo de plantas transgénicas, genes reporter sdo frequentemente
utilizados na construcdo génica, bem como genes de selecdo. Entre os genes de selecdo, o
gene de resisténcia a neomicina fosfatase I (nptll) é o mais utilizado (PENA et al., 2004;
BALLESTER; CERVERA; PENA, 2008). Outros genes de selecdo tém sido aplicados na
selecdo in vitro como ipt (isopentenyl transferase), HPT (hygromycin phosphotransferase) e
BAR (gene de resisténcia ao herbicida Biolaphos) (HIDAKA et al., 1990; BALLESTER,;
CERVERA; PENA, 2007; LI; SHI; DENG, 2002). O gene reporter predominantemente
utilizado € o gene reporte uidA (GUS) (GUTIEERREZ-E; LUTH; MOORE, 1997; MOORE
et al.,1992; PENA et al., 1995; PENA et al., 1997). Como alternativa ao uso do reporter
GUS, que é um método destrutivo, utiliza-se, também frequentemente o gene GFP (Green
fluorescence protein), derivado de Aequorea victoria (GHORBEL et al.,1999; FLEMING et
al., 2000; GUO; GROSSER, 2005). A utilizacdo de GFP é um método ndo destrutivo e

permite a selecdo das plantas transgénicas em estagios iniciais do cultivo in vitro.

Em citros, a maioria dos trabalhos de transformacdo genética sdo realizados visando
inserir ou aumentar a resisténcia a patdgenos tais como Phythophthora citrophthora
(FAGOAGA et al., 2001), Xylella fastidiosa (AZEVEDO, 2005), o virus da tristeza dos
citros (DOMINGUEZ et al., 2002; FAGOAGA et al., 2005), Xanthomonas citri subsp. citri
(BARBOSA-MENDES et al., 2009; BOSCARIOL et al., 2006; MENDES et al., 2009).

Na transformacgdo genética visando & resisténcia a patdgenos, podem ser utilizados
genes que codificam proteinas relacionadas a patogenecidade do patdgeno; genes que
estimulam o sistema de defesa das plantas; genes de aviruléncia derivados do proprio

patdgeno; genes que codificam peptideos antimicrobianos e genes do préprio genoma do
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patdgeno, baseando-se na resisténcia derivada do patégeno (MOURAO FILHO; STIPP;
MENDES, 2010).

Entretanto, sabe-se que somente a caracterizacdo e introducdo de um gene na planta ndo
garante sua viabilidade na obtencao de transgénicos eficientes. A producéo eficiente de uma
proteina heter6loga em determinado organismo depende da obtencdo de niveis adequados de
transcricdo do gene introduzido e, para isso, promotores altamente ativos sdo necessarios
(RANCE et al., 2002).

2.4 Promotores

Os cassetes de expressdo empregados atualmente para a producdo de plantas
geneticamente modificadas de citros sdo baseados, na sua maioria, em promotores
constitutivos fortes que determinam a expressdo generalizada do transgene na planta
(BOSCARIOL et al., 2006; FLEMING et al., 2000; MOLINARI et al., 2004; DOMINGUEZ
et al., 2004; DUTT et al., 2012), o que muitas vezes ndo é necessario. A alternativa mais
viavel para substituicdo de tais promotores € investir na identificacdo e caracterizacdo de
promotores Orgao/tecido-especificos ou estimulo-dependentes nas espécies de interesse
(PAOLI et al., 2007; HARAKAVA, 2000; DUTT et al., 2012; MIYATA et al., 2012).

O promotor é o processador central da regulacdo de um gene uma vez que contém o0s
sitios de ligacdo para os complexos protéicos das RNA polimerases responsaveis pela
transcrigdo génica (GRIFFITHS et al., 2000). A produgdo eficiente de uma proteina heter6loga
em determinado organismo depende da obtencdo de altos niveis de transcrigdo do gene
introduzido e, para isso, promotores altamente ativos sdo necessarios (RANCE et al., 2002). A
caracterizacdo de promotores 6rgdo/tecido especificos representa, portanto, um tema relevante de
pesquisa visando disponibilizar novas ferramentas para a manipulagéo genética em citros.

Os promotores utilizados para expressar 0 gene alvo em uma construcdo sao obtidos
de vérias fontes, entre eles existem os derivados de virus, como as variacbes do promotor
CaMV 35S (do Virus do Mosaico da Couve Flor) (ODELL; NAGY; CHUA, 1985), os
promotores derivados de bactéria como os derivados do plasmideo Ti de Agrobacterium
tumefaciens (DIRITA; GELVIN, 1987) ou o promotor NOS (BEVAN; FLAVELL,
CHILTON, 1983). Os promotores utilizados na transformacdo genética também podem ser
originarios de plantas como, por exemplo, os promotores originarios de sequéncias de
Arabidopsis thaliana (AN et al., 1996; DUTT et al., 2012; MIYATA et al., 2012) ou de
Medicago truncatula (XIAO et al., 2005).
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Varias sequéncias de promotor floema especifico tém sido descritas na literatura nos
ultimos anos. Essas sequéncias estdo geralmente relacionadas com genes de expressdo
especifica no floema ou células ou organismos limitados a esse tecido. A proteina de sintese
de sacarose é um exemplo de proteina cuja expressdo tem sido observada ligada aos feixes
vasculares (NOLTE; KOCH, 1993; HAWKER; HATCH1, 1965). Sequéncias promotoras
derivadas da proteina de sintese de sacarose tém sido descritas para a cultura do milho e do
arroz (YANG; RUSSELL, 1980; WANG; BOULTER; GATEHOUSE, 1992) e sua atividade
tem sido demonstrada em sistemas heter6logos (YANG; RUSSELL, 1980; SHI et al., 1994).
Além disso, a Arabidopsis Sucrose H* (AtSUC2) tem sido descrita como um transportador de
longa distancia dentro dos tecidos vasculares (SAUER; STOLZ, 1994) e a utilizacdo da
sequéncia do promotor desta proteina ligada ao gene repdrter uidA mostrou que esse promotor
promove expressdo especifica em tabaco, morango e citrus (TRUERNIT; SAUER, 1995;
IMLAU; TRUERNIT; SAUER, 1999; ZHAO; LIU; DAVIS, 2004; DUTT et al., 2012;
MIYATA et al., 2012).

Outro exemplo de proteinas ligadas ao sistema vascular descrito na literatura sdo as
Proteinas 2 de Floema (Phloem Protein 2 (PP2)). As PP2 séo proteinas presentes na maioria
das plantas (DINANT et al., 2003). Alguns promotores dessas sequéncias ja foram isolados e
caracterizados (JIANG et al., 1999; THOMPSON; LARKINS, 1996; GUO et al., 2004). Em
citros, a transformacdo genética com promotores dessas sequéncias, tanto do préprio citros
como de Arabidopsis, demonstraram que esses promotores sdo capazes de controlar a

expressao no floema das plantas transformadas (MIYATA et al., 2012).

Estudos demonstraram a eficiéncia da transformacéo genética de citros com promotores
tecido-especificos e que controlam a expressdo do gene no tempo (patégeno estimulados).
Linhagens transgénicas de laranja ‘Valéncia’ que contém o gene que codifica para cecropin
MB39, um peptideo antimicrobiano, foram produzidas sob o controle de um promotor do
gene da fenilalanina aménia-liase de citros em uma tentativa de atingir a bactéria Xylella
fastidiosa, que é agente causal da CVC e que coloniza os vasos do xilema (PAOLI et al.,
2007). Em outro estudo, plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’ expressando o gene hrpN,
qgue é um harpina derivado Erwinia amylovora (BARBOSA-MENDES et al., 2009) foram
produzidas. Para evitar a producdo anormal de elicitores de planta, a construcdo inclui o
promotor a partir do gene gstlde defesa de batata que codifica a glutationa S transferase, que

¢ ativado por varios patégenos em batata. Algumas das linhagens transgénicas de laranja
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doce, obtidas no trabalho de Barbosa-Mendes et al. (2009) ap6s expostas a Xanthomonas citri

subsp. citri demonstraram um aumento da resisténcia a esse patdgeno.

Uma estratégia a ser utilizada para o controle do HLB é a expressdao de um peptideo
antimicrobiano no floema das plantas de citros, principalmente nas folhas jovens, porque essa
doenca é associada a bactérias restritas as células do floema, que sdo disseminadas
basicamente por psilideos, que se alimentam principalmente de ramos jovens das folhas de
citros (DUTT et al., 2012). Outra vantagem da expressao tecido especifico é que registra-se a
diminuicdo da expressdo do transgene em outros tecidos da planta (ZHAO; LIU; DAVIS,
2004). Plantas transgénicas de Citrus sinensis contendo o peptideo antimicrobiano sintético
DA4E1 dirigido pelo promotor floema especifico AtPP2 foram produzidos e a expressdo do
transgene foi confirmada por gPCR (ATTILIO et al., 2013).

Em organismos eucarioticos, somente alguns genes sdo transcritos constitutivamente, e
mesmo esses em condicOes de estresse podem ser modulados negativamente. Os genes
transcritos por um organismo oscilam consideravelmente durante o ciclo de vida, entre 0s
tipos celulares e em resposta as condi¢cGes ambientais diversas, como demonstrado no trabalho
de White et al. (1999) trabalhando com Drosophila melanogaster; no trabalhode lyer et al.
(2001), quando trabalhou com levedura; no trabalho de Kayo (2001), trabalhando com
macaco; e Ahn; Shin e Schachtman (2004) trabalhando com Arabidopsis.

E importante 0 conhecimento sobre promotores, ja que se espera que, a0 Menos em
parte, semelhancas nas regies envolvidas na regulacdo da transcricdo determinem padrbes
similares de expressdo em diferentes espécies (OHLER; NIEMANN, 2001). Lauvergeat et al.
(2002) demonstraram que a expressao nos tecidos vasculares determinada pelo promotor do
gene EgCAD2, que codifica a cinamil &lcool desidrogenase em Eucalyptus gunnii, se
conserva em tabaco e populus. Ja o trabalho de Ayre; Blair e Turgeon (2003), empregando o
promotor do gene que codifica a galactinol sintetase de Cucumis melo, mostrou que o padrao
de expressao tecido-especifico € conservado em Arabidopsis e tabaco, apesar de nenhuma das
duas espécies empregarem galactinol no processo de transporte via floema. Tais resultados

representam exemplos de conservacgdo de processos regulatérios em diferentes espécies.

A identificacdo e analise de promotores Orgao/tecidos-especificos efou estresse
estimulados auxiliam um aprofundamento dos estudos sobre os mecanismos moleculares
envolvidos no processo de expressdo génica. A disponibilidade de tais promotores facilita a

obtencdo de cassetes de expressdo que permitam a expressdo dos genes de interesse nos
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tecidos alvos e no momento do estresse, possibilitando assim um aprimoramento dos

processos biotecnologicos de transformagédo genética.

2.5 Diaphorina citri e a transmissdo de Candidatus Liberibacter asiaticus

Dentre grande nimero de pragas apresentado pelos citros o pslideo-asiatico-dos-citros,
Diaphorina citri Kuwayana (Hemiptera: Liviidae) tem merecido destaque, em razdo da sua
importancia como vetor das bactérias associadas como sendo o agente causal do HLB. Os
danos diretos causados pela suc¢do de seiva ndo sao ameaca ao pomar de citros, mas, desde
2004, quando foi detectada a presenca das bactérias Candidatus Liberibacter sp. nos pomares
do estado de S&o Paulo (COLETA-FILHO et al., 2004; TEIXERA et al., 2005) esses insetos
ganharam destaque, em decorréncia da sua importancia no patossistema, ja que transmitem
tanto a espécie CLas como a espécie CLam (YAMAMOTO et al., 2006). Essas duas espécies

de Candidatus Liberibacter sp. estdo presentes nos pomares do estado de Sao Paulo.

Os insetos vetores ndo participam da patogénese da doencga, mas atuam como agentes de
transmissdo, disseminacdo e inoculacdo do patégeno (COSTA, 1998). Portanto, para
compreender o processo de transmissdo de fitopatogenos é de fundamental importancia
conhecer o comportamento alimentar do inseto vetor, pois a aquisi¢ao e a inoculacdo ocorrem
durante a alimentacdo do vetor no tecido vegetal. O habito alimentar dos hemipteros ndo pode
ser diretamente observado como ocorre com os insetos mastigadores, pois 0s hemipteros
alimentam-se diretamente da seiva foliar, por meio da insercdo de seus estiletes no tecido
vascular da planta. Uma forma mais detalhada de se observar o habito alimentar dos insetos
sugadores € por meio da técnica de "Eletrical Penetration Graph" (EPG). Estudos com essa
técnica realizados por Bonani (2009) revelaram uma alta atividade dos estiletes dos insetos de
Diaphorina citri em folhas jovens, no tecido do floema, na parte superior das plantas, na

nervura principal e na face abaxial das folhas de citros.

O pslideo-asiatico-dos-citros, como também é conhecido a Diaphorina citri & um
pequeno inseto com cerca de 2 mm de comprimento que, quando jovem, apresenta cor
marrom clara e na forma adulta apresenta manchas escuras. As ninfas (forma jovem do inseto)
sd0 achatadas, pouco convexas, possuem pernas curtas e tém movimentacdo restrita. As
formas adultas s&o mais ativas que as formas jovens, possuindo o terceiro par de pernas do
tipo saltatoria o que auxilia no voo de um ramo para outro na planta, na busca de novos locais

de alimentacéo e oviposicdo (GALLO et al., 2002).
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Adultos recém emergidos atingem a maturidade sexual ap6s um periodo de 10 dias e as
fémeas ovipositam em média 350 ovos em plantas de Murraya paniculata (L.) Jack, com o
pico da oviposicdo, ocorrendo 8 dias apos a maturidade sexual (NAVA et al., 2007). Mais de
50 espécies sdo conhecidas como hospedeiras de Diaphorina citri (BOVE; GARNIER, 2002),
mas a Murraya paniculata (L.) Jack oferece um ambiente ideal para o desenvolvimento da
Diaphorina citri (NAVA et al., 2007).

O periodo ninfal foi didaticamente dividido em 5 instares, baseando-se na frequéncia de
distribuicdo e largura da cépsula cefalica independentemente do hospedeiro. Na temperatura
de 25°C em plantas de Murraya paniculata (L.) Jack Nava et al. (2007) observaram que 0
periodo de desenvolvimento médio das ninfas é de 14,93 dias e o ciclo biolégico completo é
de 44,4 dias. Os mesmos autores também observaram ndo haver influéncia significativa no
ciclo de vida do inseto (ovo a adulto) em temperaturas entre 18 a 30°C. Entretanto,
temperaturas acima de 32°C diminuiram a viabilidade do inseto em até 7%. A umidade
relativa também influencia no ciclo de vida de Diaphorina citri. Estudos realizados por
McFarland e Hoy (2001) mostram que Diaphorina citri pode sobreviver em umidades
relativas entre 7 e 33%. Porém seu 0timo desenvolvimento se d& em umidade relativa entre 33
a 97%.

Os insetos vetores sdo 0 meio primario e natural de transmissdo de doencgas causadas
por fitopatdgenos ao qual compreende um processo bioldgico que necessita de compreensdo
em todos 0s seus aspectos. Tais aspectos sdo compreendidos pela importancia de suas
caracteristicas epidemiolégicas, como periodo de tempo necessario para inoculagdo, laténcia,

persisténcia e eficiéncia de transmissdo (PARRA et al., 2010).

S0 conhecidos quatro tipos de transmissdo de fitovirus por Hemipteros e essa
classificacdo pode ser dentro de certos limites adaptada para fitopatdgenos bacterianos
(NAULT, 1997). Os tipos de transmissdo tém sua definicdo baseada no tempo de aquisicdo e
inoculacdo do patdgeno pelo inseto, se existe ou ndo periodo de laténcia (tempo necessario
entre a aquisicéo e inoculacdo do patdgeno pelo inseto) e se o patdgeno se multiplica dentro
do inseto vetor. Os tipos de transmissdao podem ser do tipo ndo persistente, semipersistente,

persistente circulativa e persistente propagativa (NAULT, 1997).

As caracteristicas de transmissédo de Candidatus Liberibacter sp. por Diaphorina citri
ainda precisam ser melhor elucidadas, pois, existem dados contrastantes na literatura. No
entanto, os trabalhos mostram que tanto adultos como ninfas podem adquirir e transmitir

CLas (XU et al., 1988), mas as ninfas mostram-se mais eficientes que os adultos (VITCH
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NETO et al., 2008). Para Xu et al. (1988) o periodo de aquisi¢do dura de cinco a sete horas e
0 periodo de laténcia 24 horas, mas em outro estudo realizado por Capoor, Rao e Viswanath

(1974) o tempo de aquisicéo foi de 15 a 30 minutos e o tempo de laténcia de 21 dias.

Hung et al. (2004) demonstraram que a bactéria permanece no inseto por até 12
semanas apos Periodo de Acesso a Inoculacdo (PAI) de duas semanas em 75% dos insetos
testados, demonstrado que a bactéria é do tipo persistente no inseto. Além disso, também foi
demonstrado com o uso da técnica de gPCR que a bactéria se multiplica dentro do inseto ao
longo do tempo (VICHIN-NETO et al., 2008; INOUE et al., 2009). Essas informacdes
endossam suspeitas anteriores de que a transmissdo de CLas por Diaphorina citri ocorre de
forma persistente e propagativa (PARRA et al., 2010).

A taxa transmissdo de bactéria por Diaphorina citri variou de 1 a 100% segundo Xu et
al. (1988). Inoue et al. (2009) conseguiram uma taxa de transmissdo de 67%, mas somente
quando as ninfas se alimentaram por um periodo de 24 horas em plantas infectadas pela
bactéria e transmitiram a bactéria quando adultos. As ninfas sdo mais eficientes em adquirem
e transmitirem a bactéria CLas que os adultos (INOUE et al., 2009). A transmisséo vertical da
bactéria dos insetos adultos a progénie, por meio dos ovos (transmissao transovariana) nao foi
constatada para Diaphorina citri (HUG et al., 2004), mas parece ocorrer para a forma africana
do inseto Trioza erytreae (VANDENBERG; VANVUUREN; DEACON,1992).

Assim como foi demonstrado que a forma africana da bactéria (CLaf) pode ser
transmitida por enxertia (BOVE, 2006), as formas asiaticas e americanas da bactéria também
sdo transmitidas por Diaphorina citri e podem ser transmitidas por enxertia de partes
contaminadas em plantas sadias (COLETTA-FILHO et al., 2009; LOPES et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do Laboratério de Biotecnologia de

Plantas Horticolas do Departamento de Producdo Vegetal da ESALQ/USP e no Laboratorio

de Insetos Vetores de Fitopatdgenos do Departamento de Entomologia e Acarologia da

ESALQ/USP.

3.1 Material vegetal

As plantas de Citrus sinensis Osbeck (L.) cv. ‘Hamlin’ utilizadas no experimento foram

previamente transformadas por Miyata (2009) via Agrobacterium tumefaciens com trés

vetores binarios contendo o gene uidA sob controle de trés diferentes promotores (Figura 1) o
AtPP2 (Arabidopsis thaliana Phloem Protein 2), o AtSUC2 (Arabidopsis thaliana sucrose

transporter 2) e o promotor CsPP2 (Citrus phloem protein 2). Na Figura 1, € possivel

verificar a representacdo esquematica dos trés vetores binarios utilizados nas transformacdes

genéticas [esses mesmos vetores sdo descritos no trabalho de Miyata et al. (2012)].
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Figura 1 - Representacdo esquematica dos vetores binarios pCAMBIA 2201 utilizados nas transformagoes
genéticas. A) Vetor binario pPCAMBIA 2201 AtPP2/uidA, contendo o gene uidA, sob controle do
promotor floema-especifico AtPP2, e o gene de selecdo nptll, sob controle do promotor CaMV35S. B)
Vetor binario pPCAMBIA 2201 AtSUC2/uidA, contendo o gene uidA, sob controle do promotor floema-
especifico AtSUC2, e o gene de selecdo nptll, sob controle do promotor CaMV35S. C) Vetor binario
pCAMBIA 2201 CsPP2/uidA, contendo o gene uidA, sob controle do promotor floema-especifico
CsPP2, e 0 gene de selecdo nptll, sob controle do promotor CaMV35S
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Cinco eventos de transformacdo de cada construcdo contendo apenas uma insercdo do
transgene (selecédo previa feita por Miyata (2009) com base em resultados de PCR e Southern
blot) foram selecionados para multiplicagéo e avaliagdo. Essas plantas foram multiplicadas
por enxertia e cada matriz forneceu 20 borbulhas que foram enxertadas em um porta-enxerto

ndo transgénico de limao ‘Cravo’ (Citrus limonia).

Uma planta ndo transgénica obtida a partir dos experimentos de transformacdo também
foi multiplicada para servir como testemunha ndo transgénica. Essa planta tambem forneceu

20 borbulhas que foram enxertadas em porta enxerto de limao ‘Cravo’ ndo transgénico.

Ao final das enxertias, foram obtidas 320 plantas, sendo 20 plantas de cada evento de
transformacéo e 100 plantas por construgdo génica. Para confirmar que todos os clones eram
transgénicos e ndo havia quimeras entre as borbulhas, nessa fase realizou-se a coleta de cinco
amostras de folha de cada planta matriz escolhida e essa foi submetida a analise histoquimica
pelo teste de GUS descrita por Brasileiro e Carneiro (1998), segundo esquema mostrado na
Figura 2. A coleta do material, utilizado no ensaio histoquimico, foi feita de forma aleatéria
nos ramos escolhidos para fornecimento de borbulha antes do procedimento de enxertia.
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Figura 2 — Ensaio histoquimico de GUS realizado nas plantas transgénicas matrizes. A) Esquema de amostragem
dentro da planta matriz. B) Resultado do ensaio histoquimico de GUS. 1,2,3,4 e 5) NUmero de
amostras retiradas na planta

As linhagens de plantas de Citrus sinensis cv. ‘Hamlin’utilizadas foram: H3, H4, H6,
H9 e H12, contendo a construcdo génica AtPP2/uidA, H43, H 44, H45, H46 e H 55 contendo
a construcdo génica CsPP2/uidA, H71, H72, H73, H75 e H76 contendo a constru¢do genica

AtSUC2/uidA e uma linhagem néo transgénica.
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3.2 Inoculagéo de Candidatus Liberibacter asiaticus por Diaphorina citri

Todos os insetos utilizados foram criados e mantidos no Laboratdrio de Insetos VVetores
de Fitopatogenos, do Departamento de Entomologia e Acarologia, da ESALQ/USP. A colbnia
de Diaphorina citri foi mantida em plantas de murta, Murraya paniculata (L.) Jack
(Rutaceae), planta que se apresenta como hospedeiro adequado para a criagdo do inseto
(NAVA et al.,, 2007). A criagcdo foi acondicionada em caixas com revestimento de tela
antiafidica e porta de acrilico transparente (35 x 35 x 53 cm) contendo mudas de murtas com
brotacdes novas, mantidas em sala aclimatizadas (25 + 2 °C, 70 = 10 % UR e fotoperiodo de
14 h).

Insetos das col6nias de terceiro e quarto instar foram mantidos no laboratorio para fazer
a aquisicdo da bactéria CLas junto as plantas de laranja doce previamente testadas para a
presenca da bactéria. Gaiolas feitas de copo plastico (500 ml) e tela antiafidica foram fixados
nos ramos das plantas de Citrus sinensis, contendo bactéria CLas e as ninfas (de terceiro e
quarto instares) foram transferidas das colonias de murta para essas gaiolas onde ficaram por
um periodo de 10 dias. Apos esse Periodo de Acesso de Aquisicdo (PAA), os insetos foram
transferidos para as plantas transgénicas e ndo transgénicas a serem inoculadas.

A inoculagdo foi realizada em 10 plantas de cada linhagem transgénica e em uma
linhagem testemunha ndo transgénica. Para uniformizar a inoculagcdo apds o pegamento e
crescimento das borbulhas, as plantas foram podadas e apenas um broto novo foi utilizado
para a inoculacdo com os insetos. Esses brotos continham apenas um par de folha totalmente
expandida.

Gaiolas feitas de copo plastico (500 ml) e tela antiafidica foram fixadas nas plantas de
forma que toda a brotacéo ficasse dentro do recipiente e 10 insetos que passaram pelo PAA
foram transferidos para essa gaiola onde ficaram por 10 dias em um Periodo de Acesso a
Inoculacdo (PAI). Nesse periodo, as plantas inoculadas e os insetos foram mantidos em casa
de vegetacdo do Laboratorio de Insetos Vetores de Fitopatdgenos, do Departamento de
Entomologia e Acarologia, da ESALQ/USP, com, certificado de qualidade em biosseguranca
(CQB).

Por se tratar de um numero considerdvel de insetos e de plantas, dividiu-se o
experimento em trés, ou seja, o0 processo foi realizado trés vezes com intervalo del0 dias para
cada experimento de PAA e PAI. Dessa forma, trés experimentos de PAA e trés de PAI foram

realizados. No primeiro experimento, foram inoculadas duas plantas de cada linhagem, no
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segundo foram inoculadas seis plantas e no terceiro experimento foram inoculadas duas
plantas com 10 insetos por planta.

Ap0s os 10 dias de PAI, os insetos foram retirados das gaiolas, colocados em solucédo de
alcool 70 % e armazenados em tubo de 1,5 ml a -20 °C. As gaiolas feitas de copos plasticos e
tela antiafidica foram desmontadas e as plantas foram transferidas para outra casa de
vegetacdo no laboratorio de Biotecnologia de Plantas Horticolas do Departamento de
Producdo Vegetal da ESALQ/USP, onde foram pulverizadas com inseticida (Tiametoxam)

para a eliminacdo de todos 0s insetos remanescentes.

Foram utilizadas cinco linhagens transgénicas (eventos de transformacao diferentes) de
cada construcdo génica e uma linhagem ndo transgénica (testemunha) para a realizacdo dos
experimentos de inoculacdo. Cada linhagem foi multiplicada por enxertia, fornecendo dez
borbulhas cada linhagem. Essas dez plantas foram divididas em trés diferentes experimentos

de PAI como informado acima.

3.3 Avaliacéo da presenca e concentracdo de Candidatus Liberibacter asiaticus

As plantas foram conduzidas em haste Unica, todos os brotos foram eliminados a
medida que apareceram e somente o ramo principal foi mantido. A cada seis meses, foi
realizada a coleta de duas folhas do material inoculado, tendo o cuidado de n&o retirar as

folhas onde os insetos se alimentaram.

A cada seis meses foram coletados peciolos de folhas maduras para a realizacdo da
extracdo de DNA e RNA total das plantas inoculadas com CLas (data das coletas: Jun. de
2012, Dez. de 2012 e Jun. de 2013) em um total de 3 coletas. Para obter um nivel de infeccéo
maior e também maior nimero de plantas, as analises moleculares foram realizadas com o

material de 18 meses ap0s a inoculacdo (coleta de Jun. de 2013).

Em todas as coletas, foi coletado material para a extragcdo de DNA e RNA. Sendo assim,
o mesmo material utilizado para a extracdo de DNA para verificagdo da concentracdo

bacteriana foi utilizado para a as analises de expressao génica.

O DNA das plantas foi extraido pelo método descrito por Murray e Thompson (1980).
Foram utilizados 250 mg de peciolos coletados das plantas inoculadas e das ndo inoculadas.
Esse material foi cortado em pequenos pedacos e colocados em 800ul Tampéo de Extracdo 1
(composto por 10 ml de Tris HCL pH 7,5 1M; 2 ml EDTA 0,5M; 14 ml de NaCL 5M; 33 ml
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de MiliQ) sendo macerados em almofariz de cerdmica com o auxilio de pistilos do mesmo

material.

Todo o material macerado foi transferido para tubos de 2 ml e em camara de exaustédo
adicionou-se ao material 500ul de Tampdo de Extracdo 2 (composto por 8 ml de PVP 5%; 8
ml de CTAB 10%; 32 ul de Betamercaptoetanol 140 mM). Apés adicionar Tampdo de
Extracdo 2, os tubos foram agitados suavemente na camara de exaustdo por 1 minuto para a
mistura e homogeneizacdo das solucdes. Em seguida, os tubos foram levados para banho-
maria por 30 minutos a 65 °C e, ap0s esse processo, o material foi centrifugado 10000 rpm

por 5 minutos.

Apo6s a centrifugacdo, 700 pl do sobrenadante foram transferidos para tubos 1,5 ml
estéreis, adicionou-se igual volume de CIA (Cloroférmio/Alcool Isso-amilico 24:1) e foi
realizada a mistura do material e homogeneizacdo por inversao dos tubos em movimento
suaves por 2 minutos. Depois disso, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 5
minutos e 500 pl do sobrenadante foram transferidos para novos tubos e adicionaram-se 300
ul de alcool isopropilico gelado. Foi realizada a homegeinizacdo das solucBes e 0s tubos

foram transferidos para freezer -20 °C por 30 minutos.

ApOs essa etapa, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm a 10 °C, o sobrenadante
foi descartado e adicionou-se 500 pl de alcool etilico 70%. Uma nova centrifugacdo foi
realizada nas mesmas condicdes e 0 sobrenadante foi descartado e os tubos foram abertos e
colocados em estufa ventilada por 15 minutos a 55 °C. Ap0s a secagem do precipitado,
acrescentaram-se 50 pl de MiliQ e o material foi mantido em temperatura ambiente por 2
horas para ressuspender o DNA extraido. Em seguida, o material foi analisado em
espectrofotdbmetro Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific) para verificar a concentragdo
do DNA extraido e fazer a uniformizacdo da concentracdo de todas as amostras. Todas as

amostras foram uniformizadas para a concentracéo de 10 ng.pL™.

3.4 Extracdo de RNA total das plantas e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total foi realizada com o auxilio do produto TRIzol® (Invitrogen),
utilizando-se o protocolo de extracdo recomendado pelo fabricante. Apos as extracOes, foi
realizada a purificacdo do RNA, utilizando-se o kit de purificagdo RNeasy Plant Mini Kit®
(Qiagen), acrescido do tratamento com DNase, utilizando-se 0o RNase-FreeDNase Set®

(Qiagen).
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A purificagdo e concentragdo do RNA foram verificadas por espectrofotdmetro
Nanodrop modelo 2000c (Thermo Scientific), sendo mensurada a razdo entre o valor da
absorbancia a A= 260 nm e o valor da absorbancia a A= 280 nm, obtendo valores 6timos entre
1,8 a 2,2. Para determinar a integridade do RNA, este foi analisado em gel de agarose (1,5%),

a 60 V, por 40 minutos.

Para proceder a sintese do cDNA, utilizou-se a enzima M-MLV (Invitrogen), de acordo
com as orientacdes do fabricante, sendo utilizados 1ug de RNA, 1uL de primeroligodT, 1 puL
de dNTPmix a 10 mM e agua destilada livre de RNAse para completar o volume de 12 pL,
sendo essa mistura incubada a 65°C por 5 minutos, ¢ depois colocada em gelo. Para inibir a
acdo de RNAses, foi utilizado o RNase OUT (Invitrogen), sendo adicionado 4 pL de 5X Fisrt-
Strand Buffer, 2 pL de DTT a 0,1M e 1 pL de RNaseOUT (40U pL™).

Essa solugdo foi incubada a 37 °C por 2 minutos, e acrescida de 1 pL da enzima M-
MLV RT (Invitrogen), totalizando um volume de 20 uL, e essa solugéo foi mantida a 37 °C,
por 50 minutos, e, posteriormente, foi realizada a inativacdo da enzima a 70 °C, por 15
minutos. A concentracdo de cDNA de cada amostra foi considerada como se todo RNA fosse
convertido em cDNA (1 pug de RNA em 20 uL de reacdo). Apds o término da reacdo, as
amostras de cDNA foram padronizadas para 6,6 ng.uL™ e estocadas a -20 °C. Ao final da
sintese de cDNA, realizou-se a quantificacdo da expressdo relativa, por meio da analise de
PCR quantitativo em tempo real.

3.5 Andlise da concentracdo bacteriana pela técnica de PCR quantitativo em tempo
real (QPCR)

A concentracdo bacteriana foi mensurada segundo a metodologia desenvolvida por
Coletta-Filho et al. (2010) e a otimizacdo da gPCR foi feita utilizando 0.8 uM de primers
(Forward e Reverse) e 0,2 uM de sonda para a identificacdo de sequéncia especifica do 16S
rDNA da bactéria CLas (CARLOS et al., 2006) segundo sequéncias disponiveis na Tabela 1.
Para a realizagdo da qPCR foi utilizado o Master Mix 1X Taq fast universal® (Applied
Biosystems) e utilizou-se 4 ul de DNA total extraido em uma concentracéo de 10 ng.uL™. A
PCR foi realizada no equipamento ABI PRISM 7500 Fast Sequence Detection System®
(Applied Biosystems). O protocolo de amplificagdo da curva foi 2 min. a 50 °C e 10 min. a 95
°C seguidos por 40 ciclos de amplificacdo de 15 seg. a 95 °C e 1 min. a 60 °C.
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Tabela 1- Sequéncias dos primers utilizados para amplificacdo do gene 16S rDNA de Candidatus Liberibacter
asiaticus utilizado para a identificacdo da concentracdo bacteriana das amostras

Gene Sequéncia 5°-3’F Sequéncia 5°-3’R
16S rDNA TCACCGGCAGTCCCTATAAAAGT GGGTTAAGTCCCGCAACGA
Sonda ACATCTAGGTAAAAACC

A concentragdo de CLas no tecido vegetal foi estimada com base em curva padréo
previamente estabelecida segundo metodologia apresentada por Coletta-Filho et al. (2010).
Para a elaboracdo da curva padrdo, utilizou-se fragmento de 16S rDNA de CLas clonado
anteriormente em plasmideo pGEM contendo um inserto de 1200 pb. Esse plasmideo foi
diluido em concentragcBes conhecidas e por meio de recursos matematicos foi possivel
estabelecer uma curva padrdo entre a concentracdo do plasmideo (nimero de cépias do gene
alvo) e os respectivos valores do limiar de fluorescéncia (Ct-thresholdcycle) para cada

diluicdo.

3.6 Analise da expressdo do transgene por PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

Para a realizacdo da analise de expressdo génica por gPCR, € necessario utilizar genes
referéncia, para garantir que quantidade de cDNA seja a mesma em todas amostras. Portanto,
0s genes utilizados como referéncia devem ser genes que estdo presentes na maioria das
células e sdo necessarios para a sobrevivéncia da mesma, garantindo que sua expressao
bastante similar em todas as células. A sintese do mRNA dos genes de referéncia, nas células
deve ser estavel, mesmo quando sofre algum tipo de tratamento experimental (THELLIN et
al., 1999).

A normalizacdo € necessaria para garantir a reprodutibilidade e precisdo da expressdo
guantitativa. Neste trabalho, foi utilizado como gene de referéncia o gene FBOX descrito no
trabalho de Mafra et al. (2012) como sendo um gene onde n&o se observaram alteragcdes na
expressao, quando as plantas foram submetidas a tratamento com bactérias fitopatogénicas.
Também foi utilizado o gene uidA como gene de interesse, ja que esse esta ligado diretamente
aos promotores aos quais se pretendem analisar. O par de primers utilizado para amplificar a

sequéncia do gene uidA e do gene FBOX esta descrito na Tabela 2.
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Tabela 2- Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo do gene de referéncia FBOX e do gene uidA
utilizados na analise de expressao génica

Amplicon
Gene Sequéncia 5°-3’F Sequéncia 5’-3’R (pb)
FBOX TTGGAAACTCTTTCGCCACT CAGCAACAAAATACCCGTCT 112
uidA ACCTCGCATTACCCTTACGCTAAA GCCGACAGCAGCAGTTTCATCAAT 87

Neste trabalho foi realizado um ensaio prévio com cDNA de vérias plantas com
concentracdes distintas de bactéria em cuja extracdo obtiveram concentracbes de RNA
diferentes No presente experimento, ndo foi possivel verificar nenhum tipo de alteracdo nas
curvas de Melt (Figura 3). As alteracdes de Ct entre as amostras foram muito préximas(o Ct
foi de 30 £1). Além disso, a eficiéncia de amplificacdo dos primers foi de 97%. Este resultado
nos deu seguranca para utilizar o gene FBOX como gene de referéncia nas analises de gPCR.

~
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Figura 3 - Curva de Melt obtida em ensaio com primers do gene FBOX monstrando apenas um pico de
temperatura

Para a realizacdo das analises de PCR quantitativo em tempo real, foram utilizados 15

ML de solucdo contendo 5 pL de cDNA o que corresponde a 30 ng de cDNA, 0,3 uL de
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primer foward e reverse, 7,5 UL de Fast SYBR Green Master Mix e 1,9 pL de agua livre de

nucleases.

As amplificacBes foram realizadas em trés réplicas técnicas de cada planta incluindo as
amostras de plantas ndo transgénicas, e amostra controle sem DNA para verificar possiveis
contaminacdes dos reagentes utilizados. As analises de PCR quantitativo em tempo real foram
realizadas no equipamento 7500 Fast (Applied Biosystems), utilizando-se o Fast SYBR Green
Master Mix (4385612). A metodologia utilizada pelo aparelho foi o comparativo no modo
FAST, no programa padréo do equipamento que atua nas seguintes condi¢des: 1 ciclo inicial a
95 °C por 20 s; 40 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 3 segundos, anelamento e extenséo a 60
°C por 30 segundos.

Ao final da reacdo, foi realizada a verificacdo do produto amplificado por meio da
analise de Melting (RIRIE et al., 1997), que determina o ponto de fusdo médio dos amplicons
formados durante a reacdo. Durante essa andlise, as amostras foram submetidas a um ciclo a
95 °C por 15 s, para a desnaturagé@o das duplas fitas amplificadas e aquecidas de 60 a 95 °C,
com taxa de aquecimento de 0,3 °C s, sendo realizadas medidas de fluorescéncia
continuamente e, finalmente, submetidas a 60 °C por 15 segundos. Para cada planta
transgénica, foi detectado o valor de Ct tanto para o gene alvo quanto para o gene de
referéncia. Esse valor representa o ponto em que o sinal de amplificacdo é detectado.

Os dados gerados durante a analise de gPCR foram submetidos & anélise no programa
LinReg PCR (RAMAKERS et al., 2003) para determinacdo da eficiéncia média para cada
gene. Esse software realiza uma regressdo linear para cada curva de amplificacao,
encontrando um valor de eficiéncia para cada reacdo e uma eficiéncia média de amplificacdo

para cada gene.

Apbs o calculo da eficiéncia de amplificacdo dos genes utilizados foi realizado o
calculo de AACt utilizando-se a diferenca entre os Ct do gene de referéncia e do gene alvo.
Na formula de Quantificacdo Relativa (RQ = 27(ACt da amostra - ACt calibradon)y " )0 corresponde a
RQ= 24", O valor do Ct do gene alvo é subtraido do valor do Ctdo gene de referéncia e
resulta no valor de ACt; o valor de ACt do gene alvo é, entdo, subtraido do valor do ACt do
calibrador, e é encontrado o valor de AACt. Esse valor foi utilizado na formula do nivel de
expressao, onde o nimero 2 representa a somatoria da eficiéncia do gene alvo e do gene de
referéncia, considerando que ambos 0s genes possuem 100% de eficiéncia (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).
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A eficiéncia de amplificagdo dos primers do gene FBOX foi de 97% e dos primers do
gene uidA (GUS) foi de 98% sendo assim, a somatdria da eficiéncia dos genes ficou muito
proxima de 100% o que possibilitou a analise de RQ (Quantificacdo Relativa) pelo método de
AACt. Também ndo houve amplificacdo inespecifica como pode ser verificado nas curvas de

Melt apresentadas na Figura 4 A e B.
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Figura 4 - Curvas de Melt do par de primers dos genes FBOX e uidA (GUS), mostrando apenas um pico de
amplificagdo e demonstrando que ndo ha amplificagdo inespecifica. A. Curva de melt do gene FBOX.
B. Curva de Melt do gene uidA (GUS)

A quantificagdo relativa foi realizada comparando-se o RQ de uma planta de cada
linhagem transgénica testada ndo inoculada com as demais plantas transgénicas inoculadas da

mesma linhagem.

3.7 Anédlise de coeficiente de correlacdo entre expressdo génica e concentragdo

bacteriana pela técnica de Pearson

O coeficiente de Pearson (p”) ¢é interpretado como um indicador que descreve a
interdependéncia entre as varidveis X e Y, com a forma Y'= o + "X, onde o e B~ sdo
constantes (ALDRICH, 1995).

A interpretacdo do coeficiente quando p~ = 1 é de que existe correlacdo linear perfeita
entre as variaveis X e Y. A correlacdo é linear perfeita positiva quando p* = 1 e linear perfeita
negativa quando p* = —1. Quando se tem p" = 0, ndo existe correlacdo linear entre as variaveis
XeY.
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Entretanto, ocorrem diferentes valores de (p”). A interpretacdodo valor de p” depende
muito dos objetivos de sua utilizacdo e as razdes pelas quais este é calculado. Segundo
Callegari-Jacques (2003), o coeficiente de correlacdo pode ser avaliado qualitativamente da
seguinte forma:
se 0,00 < p” <0,30, existe fraca correlagéo linear;
se 0,30 < p~ <0,60 , existe moderada correlacéo linear;
se 0,60 < p" <0,90, existe forte correlagéo linear;
se 0,90 <p” <1,00, existe correlagéo linear muito forte

Nesse trabalho, os valores atribuidos a variavel X correspondem a quantificagéo relativa
da expressdo génica e os valores atribuidos a varidvel Y correspondem a concentracdo

bacteriana.
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4 RESULTADOS
4.1 Multiplicacdo das plantas selecionadas por enxertia

Apobs a escolha das plantas com base nos resultados de PCR e Southern blot obtidos por
Miyata (2009), realizou-se o ensaio histoquimico de GUS das plantas selecionadas e foi
possivel verificar que ndao houve diferenga visivel na coloracdo das reagdes (Figura 5),
descartando a presenca de quimeras entre as borbulhas utilizadas. Esse ensaio foi realizado

para todas as matrizes utilizadas mais aqui sdo apresentados apenas os resultados das matrizes

utilizadas nas analises de expressdo génica realizada posteriormente com a matriz H9 (Figura
5 A), com a matriz H46 (Figura 5 B) e com a matriz H71(Figura 5 C).

Figura 5 - Ensaio histoquimico de GUS nas matrizes utilizadas nas analises de expressdo génica. A) Matriz HO.
B) Matriz H46. C) Matriz H71

4.2 Inoculacédo de Candidatus Liberibacter asiaticus por Diaphorina citri

Apo6s o PAI, realizou-se a retirada dos insetos das plantas inoculadas e foi possivel
observar uma sobrevivéncia de 90% dos insetos. Também foi possivel observar que os insetos
ovipositaram nas plantas inoculadas e por esse motivo varias aplica¢des de inseticidas foram

feitas ap0s esse periodo para a completa eliminacdo dos insetos.

Foram inoculadas no experimento dez plantas de cinco matrizes transgénicas de cada
construcdo e também dez plantas de uma matriz ndo transgénica. Como trabalhamos com trés
construgdes génicas (AtPP2/uidA, AtSUC2/uidA e CsPP2/uidA) e cinco matrizes
transgénicas para cada construcéo, obtivemos ao final do experimento um total de 160 plantas
inoculadas. Entretanto, somente 48 plantas foram confirmadas por qPCR como sendo

positivas para a presenca de CLas (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados obtidos por PCR quantitativo em tempo real da inoculacdo de Candidatus Liberibacter
asiaticus por Diaphorina citri em plantas de Citrus sinensis cv. ‘Hamlin’ transformadas com construcées
génicas contendo o gene uidA sob controle dos promotores floema-especifico AtPP2, CsPP2 e AtSUC2.
Células com sinal positivo (+) correspondem a plantas positivas para a presenca de Candidatus
Liberibacter asiaticus. Células em branco correspondem a plantas negativas para a presenca de
Candidatus Liberibacter asiaticus. PAI Periodo de Acesso a Inoculagdo. Resultados obtidos dezoito
meses ap0s a inoculagcdo com Diaphorina citri

Clone (Repeticdo) Média da
Construgo Evento de 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Frequéncia frequen0|a~de
Génica transformacéo 1 2 3 de N Inoculagao~
PAI PAI PAI Inoculagcdo  por construcao
génica
H3 + + 20%
HA4 + + + 30%
AtPP2 H6 + 10% 32%
H9 + + |+ [+ |+ |+ ]+ + | + 90%
H12 + 10%
H43 + + |+ |+ |+ 50%
H 44 + 10%
CsPP2 H 45 0% 30%
H 46 + + + + | + + 60%
H 55 + + + 30%
H71 + + + |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ ]|+ 100%
H72 + |+ |+ |+ 40%
AtSUC2 H73 0% 28%
H75 0%
H76 0%
Controle ndo transgénico + + + 30%
Média frequéncia de
inoculagé((]) por PAI 34,37% 30,20% 25% 30 %

Média da frequéncia da inoculacéo:

! Primeiro PAI (28/11/2011), 2 Segundo PAI (07/12/2011) e * Terceiro PAI (17/12/2011).

A inoculacdo ndo foi uniforme entre as linhagens transgénicas havendo uma variacdo de
0 a 100% de frequéncia de inoculacdo no experimento. Quatro linhagens ndo apresentaram

plantas positivas para a presenca de CLas.

Houve pouca diferenca entre as frequéncias de inoculacdo entre os trés diferentes
periodos de acesso a inoculacdo (PAI). Média da frequéncia de inoculacdo por PAI variou de
25 % a 34,37 %.

As plantas inoculadas com psilideos que ndo foram submetidos ao PAA (Periodo de
Acesso a Aquisicao) foram analisadas por gPCR para a presenca de CLas e ndo apresentaram
resultados positivos para a presenca da CLas. Da mesma forma, as plantas ndo inoculadas

também ndo apresentaram resultados positivos para presenca de CLas, como o esperado.

Observou-se tambem que a linhagem ndo transgénica (controle ndo transgénico)

apresentou trés plantas positivas para a presenca de ClLas e sua frequéncia média de
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inoculagcdo é proxima a das linhagens transgénicas, o que descarta a possibilidade da

influéncia dessas construgdes génicas na inoculacdo de CLas via Diaphorina citri.

A média da frequéncia da inoculacdo foi de 30 % para todos os experimentos de
inoculacdo. Entretanto, é muito varidvel a frequéncia de inoculacdo entre as linhagens
testadas. Apenas a linhagem H71 apresenta 100 % de frequéncia de inoculagdo e quatro
linhagens transgénicas apresentam 0 % de frequéncia de inoculagdo dezoito meses apds a

inoculacéo realizada por Diaphorina citri.

4.3 Anélise da concentracdo de Candidatus Liberibacter asiaticus pela técnica de PCR

quantitativo em tempo real (QPCR)

Houve uma grande variacdo da concentracdo bacteriana entre as plantas inoculadas
tanto dentro da mesma linhagem transgénica, como entre linhagens e dentro do mesmo PAL.
As Figuras 6, 7 e 8 mostram a concentracdo bacteriana nas diferentes construcdes e ha clara
variacdo de concentracgao entre as plantas positivas para a presenca de CLas dentro da mesma
construcdo génica. Mesmo entre as plantas nao transformadas inoculadas com CLas que
foram positivas para a inoculacdo houve grande variacdo da concentracdo bacteriana e
nenhuma das trés plantas ndo transgénicas (T3, T5 e T7) com presenca de CLas confirmada

apresentou sintomas tipicos de HLB no periodo de avaliagdo das plantas.
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Figura 6 — Avaliacdo da concentragdo de células de Candidatus Liberibacter asiaticus por grama de folha das
plantas inoculadas por Diaphorina citri, identificadas por PCR quantitativo em tempo real, dezoito
meses apo6s a inoculacdo. H3, H4, H6, H9 e H12. Plantas transformadas com a construcdo
AtPP2/uidA. T3, T7 e T5. Controle ndo transgénico

A concentracdo células de CLas por grama de folha obtida, apds avaliagdo por PCR
quantitativo em tempo real, dezoito meses apds a inoculacdo variou de 0,98 a 9,88 para as
plantas positivas da construcdo AtPP2/uidA (Figura 6). A linhagem transgénica H9 apresenta
90 % de frequéncia de inoculagdo e todas as linhagens dessa construgdo apresenta plantas
positivas para a presenca de CLas. Entretanto, somente trés plantas (H4.9, H9.1 e H9.9)
apresentaram alta concentracdo de CLas das quinze plantas positivas que foram abtidas nessa

construcéo.

As maiores concentragdes de células de CLas por grama de folha foram obtidas nas
plantas da construgdo contendo o promotor CsPP2. A concentracdo de CLas variou de 1,7 a
10,49 nas plantas positivas para a presenca da ClLas dessa construcdo (Figura 7). Nessa
contrucdo génica, apenas a linhagem H45 ndo apresentou nenhuma planta positiva para a

presenca de CLas.
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Figura 7 - Avaliacdo da concentracdo de células de Candidatus Liberibacter asiaticus por grama de folha das
plantas inoculadas por Diaphorina citri, identificadas por PCR quantitativo em tempo real, dezoito
meses ap6s a inoculagdo. H43, H44, H46 e H55. Plantas transformadas com a construgéo
CsPP2/uidA. T3, T7 e T5. Controle ndo transgénico

A variacdo da concentracdo de ClLas é de 1,7 a 10,49 nas plantas da construcdo
CsPP2/uidA o que mostra que as plantas inoculadas positivas apresentaram maiores
concentracdes de CLas que as plantas das outras construgcdes génicas testadas. Trés plantas
apresentaram concentracdo de CLas superiores a 9,44 e seis plantas tém concentracdo de

bactéria que variam de 3,15 a 5,2 (Figura 7).
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Figura 8 - Avaliacdo da concentracdo de células de Candidatus Liberibacter asiaticus por grama de folha das
plantas inoculadas por Diaphorina citri, identificadas por PCR quantitativo em tempo real, dezoito
meses apés a inoculacdo. H71 e H72. Plantas transformadas com a construcdo AtSUC2/uidA. T3, T7
e T5. Controle ndo transgénico

As plantas positivas, para a presenca de ClLas, da construgdo AtSUC2/uidA
apresentaram as concentracdes de ClLas mais baixas, que as outras construcdes testadas,
variando de 1,58 a 3,67 (Figura 8). Apenas duas linhagens transgénicas apresentaram plantas
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positivas para a presenca de CLas (H71 e H72) e nas outras trés linhagens inoculadas néo se
verificou a presenca de CLas no periodo de avaliagdo das plantas.

Todas as plantas com concentragdo bacteriana (Logip (concentracdo de células
bacterianas/g de folha) acima de 9,36 apresentaram sintomas tipicos de HLB (Figura 9 A).
Entretanto, a maioria das plantas analisadas por qPCR, apresentou valores menores que 9,36
ndo apresentando sintomas tipicos de HLB (Figura 9 B). Em todas as plantas da construcao
AtSUC2/uidA, e entre as plantas ndo transgénicas inoculadas, ndo se verificou nenhuma

planta com sintomas tipicos de HLB.

Figura 9 — Plantas inoculadas com Candidatus Liberibacter asiaticus por Diaphorina citri, apds dezoito meses de
inoculacdo. A) Planta com alta concentracdo de Candidatus Liberibacter asiaticus apresentando
sintomas tipicos de Huanglongbing (HLB). B) Planta com baixa concentragdo de Candidatus
Liberibacter asiaticus assintomatica

4.4  Analise da expressdo do transgene por PCR quantitativo em tempo real (qQPCR)

Para realizacdo da analise de expressdo génica foram realizadas curvas de eficiéncia dos
primers. A eficiéncia dos primers (FBOX e uidA) ficaram ao redor de 96%. Portanto, para
calculo da quantidade relativa da expressdo génica, utilizou-se método AACt. Para o calculo
da quantidade relativa da expressao génica, uma amostra da linhagem que néo sofreu qualquer
tipo de inoculacdo foi utilizada como calibrador (amostra referéncia) e é o zero de onde foi

feito as comparacgdes com a expressédo das outras amostras.

Todas as amostras transgénicas analisadas por gPCR amplificaram para o primer uidA,
0 que demonstra que em todas as plantas transgénicas analisadas houve expressao génica. A
analise da expressdo génica relativa foi realizada com as matrizes onde foi possivel coletar

RNA de qualidade e também com um numero maior de repeticdes possivel de plantas com
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mesma concentracdo de CLas. Dessa forma, foi escolhido as matrizes H9, H46 e H71para a
realizacdo da analise de expressao génica e coeficiente de correlacdo de Pearson.

A expressdo relativa € muito variavel mesmo em plantas com a mesma concentracao
bacteriana. Ao observarmos a Figura 10, fica clara a diferenca entre a expressdo relativa da

planta H9.1 e H9.9. Entretanto, essas plantas ttm a mesma concentracdo bacteriana.

E possivel notar grande variagdo na expressdo génica entre as construcdes e entre as
amostras de uma mesma construcdo (Figura 10,11 e 12), o que demonstra que outros fatores
além da construcao génica e da concentracdo de CLas influenciam na expressédo do transgene

analisado.
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Figura 10 - Avaliacdo da expressdo génica, dezoito meses apds a inoculagdo, por meio da anélise de PCR em
tempo real da linhagem transgénica H9 que corresponde a plantas transformadas com a construgéo
AtPP2/uidA. Planta H9.D (planta que ndo sofreu nenhum tipo de inoculagdo) amostra referéncia
para as plantas H9.1, H9.2, H9.5, H9.7, H9.9 e H9.F. Planta H9.F planta inoculada com psilideo ndo
infectivo

A quantidade relativa da expressdo génica da construcdo génica AtPP2/uidA
(linhagem H9) variou de -0,1391 a 0,3036. Cinco plantas da linhagem H9 contendo
concentr¢es de CLas distintas e uma planta inoculada com Diaphorina citri ndo infectiva
(H9. F) foram analisadas a partir de comparac6es pelo método de AACt utilizando a planta
H9. D como calibrador, pois essa amostra ndo sofreu nenhum tipo de inoculagdo. Apenas a

planta H9. 9 apresenta expressdo génica menor que o calibrador (-0,1391).
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Figura 11 - Avaliacdo da expressdo génica, dezoito meses apds a inoculagdo, por meio da anélise de PCR em
tempo real da linhagem transgénica H46 que corresponde a plantas transformadas com a construgédo
CsPP2/uidA. Planta H46.A (planta que ndo sofreu nenhum tipo de inocula¢do) amostra referéncia
para as plantas H46.1, H46.2, H46.3, H46.6 H46.8 e H46.F. Planta H46.F planta inoculada com
psilideo nédo infectivo

A avaliacdo da expressdo génica da linhagem H46 (construcdo CsPP2/uidA) foi
realizada utilizando a planta H56.A como amostra referéncia (calibrador) para as outras
amostras analizadas. A expressdo génica das plantas variou de -0,2752 a 0,6871 entre as
plantas inoculdas com CLas e a expressdo génica da planta H46.F (planta inoculada com
psilideo ndo infectivo) foi de 0,0558. A concentracdo de CLas das plantas H46.3 e H46.6 é a
mesma mas a expressdo génica é modulada de forma positiva para a planta H46.6 e de forma
negativa para a planta H46.3 (Figura 11) indicando que a expressdao génica deve ser
influenciada por outros fatores além da concentracdo de CLas.
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Figura 12 - Avaliacdo da expressdo génica, dezoito meses ap6s a inoculacéo, por meio da analise de PCR em
tempo real da linhagem transgénica H71 que corresponde a plantas transformadas com a construgao
AtSUC2/uidA. Planta H71.E (planta que ndo sofreu nenhum tipo de inoculagdo) planta referéncia
para as plantas H71.3, H71.5, H71.7, H71.8, H71.9, H71.10 e H71.J. H71.J inoculada com psilideo
ndo infectivo

A expressdo génica relativa da construcdo AtSUC2/uidA foi feita avaliando-se a
quantidade relativa da expressdo génica da linhagem H71 com base no método de AACt
utilizando a amostra H71.E como calibrador. A expressdo génica variou entre as plantas
analisadas de - 0,02604 a 0,61071. Sendo modulada positivamente para a maioria das

plantas e apenas a planta H71.7 teve sua expressao modulada negativamente.

45 Correlacdes entre expressdo relativa dos transgenes e a concentracdo de
Candidatus Liberibacter asiaticus

A correlacdo entre a expressdo relativa e a concentracdo bacteriana foi realizada
utilizando o coeficiente de Pearson (p”), que € interpretado como um indicador que descreve a
interdependéncia entre as variaveis X e Y, com a forma Y'= o” + X, onde o e B sdo

constantes.

Com os dados de expressdo génica e concentracdo bacteriana de cada linhagem se
estabeleceu o valor do coeficiente de Pearson (p”) e foi possivel classificar o coeficiente
decorrelacdo qualitativamente em fraco, moderado, forte e muito forte com base na

metodologia descrita por Callegari-Jacques (2003).

O valor de Pearson quando se correlacionou a expressdo da linhagem H9 com suas

respectivas concentragdes bacterianas, foi de -0,12, valor considerado fraco. Dessa forma,
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existe fraca correlagcdo negativa entre a expressdo génica e a concentracdo bacteriana para a
linhagem H9, demonstrando que, a variavel x e a varidvel y tém baixa interdependéncia, ou

seja, a variacao da concentracdo bacteriana interfere muito pouco na expressao génica.

A linhagem H46 apresentou valores de correlagdo maiores (p* = - 0,32) que a linhagem
H9 e a correlacdo entre expressdo génica e concentracdo bacteriana é classificada, segundo
Pearson, como moderada e negativa incando que existe moderada dependéncia entre as

variaveis.

Os melhores resultados de correlacdo foram obtidos para a linhagem H.71 onde o valor
de p” (0,68) classificaram a correlagio como forte e positiva, ou seja, quanto maior a
concentracdo bacteriana maior expressao génica. Esse valor de Person indica que as variaveis
expressao génica e concentracdo bacteriana estdo se comportando de forma interdependente
nessa linhagem transgénica, ou seja, uma variavel aumenta em consequénciado aumento da

outra.
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5  DISCUSSAO

A utilizacdo das técnicas de engenharia genética tem como objetivo primario a produgéo
de uma cadeia polipeptidica heter6loga nos organismos transformados. Para garantir a sintese
dessa cadeia polipeptidica (proteina heter6loga) além da introducdo de um gene de interesse
deve haver a garantiada transcricdo do mesmo no interior das células do organismo
transformado, assim como a traducdo de RNA gerado na transcricdo. A transcricdo de um
gene depende do reconhecimento de sequéncias especificas chamadas de promotores pelos
cofatores da RNA polimerase (RANCE et al., 2002). Os promotores sdo os locais onde a

RNA polimerase se ligam antes de iniciar a transcricdo de um gene (GRIFFITHS et al., 2000).

Atualmente, vérias sequéncias de promotores tém sido descritas na literatura, clonadas e
utilizadas em plantas (YANG; RUSSELL, 1980; WANG; BOULTER; GATEHOUSE, 1992;
YANG; RUSSELL, 1990; SHI et al.,, 1994). O interesse na utilizacdo de promotores
diferenciados tem aumentado, devido ao maior controle da expressdo génica que essas
sequéncias tém propiciado ao transgene e consequentemente tém levado as ganhos nas
culturas utilizadas (WANG et al., 2005).

Para desenvolvermos construcdes génicas mais eficientes contra o HLB precisamos
entender melhor o patossistema para construir cassetes de expressao mais efetivos no controle
das bactérias associadas a essa doenga. Com esse objetivo, buscamos sequéncias de promotor
que controlassem a expressdo génica no local onde a bactéria CLas fica alojada na planta de
citros (TATINENI; SAGARAM; GOWDA, 2008; LI; LEVY; HARTUNG, 2009), ou seja,

promotores que fossem floema-especificos.

As bactérias associadas ao HLB estdo alojadas no floema de citros. Portanto, buscamos
primeiramente clonar e transformar plantas de citros com sequéncias promotoras para
verificar a eficiéncia do controle da expressao floema-tecido-especifico destas sequéncias.
Essa etapa foi realizada com sucesso por Miyata (2009). Entretanto, apds a transformacédo o
questionamento que se faz e: Como esse transgene vai se comportar sob o estresse para o qual

ele foi desenvolvido?

A Unica forma de responder esse questionamento € colocando o transgénico sob o
estresse para o qual ele foi programado. Com esse objetivo, as plantas que ja haviam sido
transformadas por Miyata (2009) precisavam ser selecionadas, propagadas e inoculadas com o
CLas. Para selecionar as plantas utilizou-se as técnicas de PCR e Southern blot, levando a

selecdo de cinco plantas de cada construgdo génica. Os resultados mostram que plantas
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analisadas por Southern blot transformadas com essas construcfes apresentaram apenas uma
insercdo da construcdo génica. Por isso, essas plantas foram escolhidas para a propagacao e

inoculacéo de CLas por Diaphorina citri.

No Brasil a CLas ¢ a principal bactéria associada ao HLB presente no campo e para
inocular a CLas é utilizado a técnica enxertia de borbulhas contaminadas, a cuscuta e a
inoculagdo via psilideo Diaphorina citri (CAPOOR et al., 1967; YAMAMOTO et al., 2006;
LOPES et al., 2009). Apesar da inoculacdo de CLas ter respostas demoradas e eficiéncia
aleatoria, esta € a forma natural de transmissdo de CLas de uma planta para outra
(HALBERT; MANJUNATH, 2004; HALBERT, 2005).

A inoculagdo de CLas via psilideo tem apresentado na literatura resultados controversos
(XU et al., 1988; INOUE et al., 2009). Os resultados mostram que é possivel inocular CLas
via Diaphorina citri com a metodologia adotada, mas € necessaria a utilizacdo de um numero
significativo de experimentos de PAI para a obtencdo de um nimero adequado de plantas
contaminadas com ClLas ao final do experimento, pois a frequéncia de inoculagédo é muito
variavel. 1sso pode ser observado na diferenca de frequéncia de inoculacdo existente entre

uma linhagem transgénica e outra.

Apobs quatro meses da conclusdao dos experimentos de inocula¢do de CLas os primeiros
sintomas de HLB foram observados em cinco plantas (H9.1, H9.9, H43.2, H46.1 e H55.2). As
plantas com sintomas de HLB foram confirmadas para a presenca de CLas e 0s sintomas se
mantiveram por todo o periodo de avaliacdo das plantas. Entretanto, as avaliacOes
moleculares foram realizadas com amostras de 18 meses apds a inoculacdo para garantir

maior frequéncia de inoculacdo e maior variacdo de concentracdes bacterianas possiveis.

A partir da obtencdo de concentragfes bacterianas diferentes, foi possivel inferir a
influéncia das diferentes concentracdes de CLas na expressdo do trangene e tentar responder o
questionamento inicial proposto na tese. Essa inferéncia foi realizada por meio da utilizacéo
do coeficiente de Person, que descreve numericamente a interdependéncia entre duas
variaveis distintas (CALLEGARI-JACQUES, 2003). Nesse trabalho, as variaveis séo a

expressdo génica e concentracdo de CLas.

As concentracOes de CLas e a frequéncia de inoculacdo variaram independentemente da
construcdo génica utilizada, mas o coeficiente de Person mostrou que nas construcées PP2
(promotores AtPP2 e CsPP2) a expressdo génica sofre menos influéncia da concentragéo

bacteriana que na construcdo de transportador de agucares ja que os valores de Person estéo
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mais proximos de zero (CALLEGARI-JACQUES, 2003), o que indica maior independéncia
de cada variavel. Entre a constru¢cdo com promotor de Citrus (CsPP2/uidA) e a construgéo
com promotor de Arabidopsis (AtPP2/uidA) ha uma diferenca consideravel no coeficiente de
correlacdo de Person e isso pode ser explicado pelo fato de apesar das sequéncias serem

derivadas de PP2 os promotores tem dominios funcionais distintos.

A familia PP2 sdo proteinas abundantes entre as plantas superiores e a clonagem e
utilizacdo de varias sequéncias de promotor desta familia ja tém sido realizada com sucesso
em varias culturas (DINANT et al., 2003; JIANG et al., 1999; THOMPSON; LARKINS,
1996; GUO et al., 2004) inclusive em citros (MIYATA et al., 2012). Apesar dos promotores
AtPP2 e CsPP2 serem derivados de mesma familia génica, seus dominios funcionais sdo
distintos ja que a sequéncia derivada de Arabidopsis foi clonada diretamente do gene At
4919849 de Arabidopsis e a sequéncia derivada de citrus foi clonada a partir de uma
sequéncia ortéloga de Cucurbita maxima (gene (L31550)), gene presente no GenBak cujo
promotor ja tinha sido caracterizado como floema-especifico (BOSTWICK et al.,1992). O
alinhamento entre estas duas sequéncias, com auxilio do software desenvolvido por Corpet

(1988) revelou que as apresentambaixa identidade (26,8%).

Em organismos eucaridticos, somente alguns genes sdo transcritos constitutivamente, e
mesmo esses em condigcdes de estresses podem ser modulados negativamente (WHITE et
al.,1999; AHN; SHIN; SCHACHTMAN, 2004). Por isso, o conhecimento sobre promotores é
importante, ja que se espera que, a0 menos em parte, semelhancas nas regides envolvidas na
regulacdo da transcricdo determinem padr@es similares de expressdo em diferentes espécies
(OHLER; NIEMANN, 2001).

Lauvergeat et al. (2002) demonstraram que o0 padrdo de expressao vascular determinado
pelo promotor do gene EQCAD2, que codifica a cinamil alcool desidrogenase em Eucalyptus
gunnii, se conserva em tabaco e populus. Ja o trabalho de Ayreet al. (2003), empregando o
promotor do gene que codifica a galactinol sintetase de Cucumis melo, mostrou que o padrao
de expressdo tecido-especifico € conservado em Arabidopsis e tabaco, apesar de nenhuma das
duas espécies empregarem galactinol no processo de transporte via floema. Tais resultados

representam exemplos de conservacao de processos regulatorios em diferentes espécies.

A construcdo génica cujo promotor é derivado de um transportador de acglcares em
Arabidopsis(AtSUC2/uidA) obteve os melhores resultados de correlagdo de Pearson. A
correlacéo é classificada como forte e positiva que mostra que maiores concentra¢fes de CLas

levam a maiores expressdes génicas. Esse resultado mostra que a utilizagdo deste promotor é
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promissora em constru¢desgénicas onde o objetivo é atingir a CLas, pois a medida que a

concentracdo de CLas aumentar a expressdo génica também aumentara.

Barbosa-Mendes et al. (2009) demonstraram que quando se utilizou promotor
estimulado pelo patdgeno as plantas transgénicas responderam positivamente ao patossistema
inoculado. Wang et al. (2005) também demonstraram que quando se utilizou promotor
estimulado pelo estresse a seca, as plantas transgénicas tém maior eficiéncia no uso da dgua
apresentando maior resisténcia a periodos de seca o0 que levou a um ganho significativo na

produtividade ao longo de trés anos de colheita de canola transgénica.

A expressdo génica oscila consideravelmente durante o ciclo de vida de um organismo,
entre os tipos celulares e condi¢cdes ambientais diversas (WHITE et al., 1999; IYER et al.,
2001; KAYO, 2001; MODY et al., 2001; AHN; SHIN; SCHACHTMAN, 2004). Sendo
assim, a caracterizacdo de um gene ndo garante sua utilidade na obtencdo de transgénicos. A
producdo eficiente de uma proteina heter6loga em determinado organismo depende da obtencéo
de altos niveis de transcricdo do gene introduzido e, para isso, promotores altamente ativos sdo
necessarios (RANCE et al., 2002).

A busca por plantas resistentes a doencas sempre foi um dos principais objetivos dos
programas de melhoramento de citros (DAVIES; ALBRIGO 1994) e o desenvolvimento de
uma planta que apresente resisténcia ou tolerancia ao HLB tem sido intensificada nos ultimos
anos (DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005). Entretanto, a producdo de um
transgénico eficiente contra uma doenca deve levar em consideracdo a producdo de um
cassete de expressao que demonstre niveis de expressdo da proteina heter6loga em niveis
adequados no momento e no local adequado onde o patégeno estd e a utilizacdo dos
promotores apresentados, neste trabalho representa mais uma ferramenta na busca por uma

planta transgénica resistente ao HLB.

Os resultados demonstram que as plantas escolhidas para serem linhagens transgénicas
inoculadas com CLas, mesmo tendo apenas uma insercéo do transgene, apresentam expressao
génica. Isso, comprova que os promotores utilizados promovem a expressao génica do gene
uidA confirmando que essas sequéncias funcionam como promotor da expressao de
transgenes na cultura do citros. A eficiéncia dessas sequéncias como promotor avaliadas pela
expressdao génica pela técnica de qPCR confirmam os resultados obtidos por Miyata et al.
(2012); Dutt et al. (2012) e Attilio et al. (2013).
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Plantas com o promotor AtPP2 controlando a expressdo do peptideo antimicrobiano
sintético D4E1 j& foram produzidas por Attilo et al. (2013) e expressdo dos pepitideos
também foi confimada pelos autores por qPCR. Outros genes poderdo ser colocados sob 0
controle dos promotores AtPP2, CsPP2 e AtSUC?2 e as plantas transgénicas podem apresentar

resisténcia ao HLB.
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CONCLUSOES
Foi possivel inocular CLas, por Diaphorina citri, nas plantas transgénicas contendo as
construgdes génicas AtPP2/uidA, CsPP2/uidA e AtSUC2/uidA e nas plantas néo

transgénicas com uma eficiéncia média de 30 %.

As plantas inoculadas com CLas por Diaphorina citri apresentam grande variacdo na

concentracédo bacteriana.

A construcdo AtSUC2/uidA apresenta correlacao forte positiva entre a expressao génica
e a concentracdo de CLas. As construcdes AtPP2/uidA, CsPP2/uidA apresentam
correlacdo fraca e negativa ndo demonstrando interdependéncia entre a variavel

expressao génica e concentracdo de CLas.
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