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RESUMO

Desafio de laranjeiras doces geneticamente modificadas a infeccdo por Candidatus

Liberibacter asiaticus e Xanthomonas citri subsp. citri

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja doce, assim como o maior exportador
de suco concentrado. Entretanto, o setor citricola apresenta algumas dificuldades no processo
produtivo atribuidas, principalmente, a problemas fitossanitarios, com énfase para doencas
bacterianas, a exemplo do huanglongbing (HLB) e do cancro citrico. O HLB é considerado uma
das doencas mais destrutivas que a citricultura ja enfrentou, sendo agravada pela auséncia de
medidas curativas e de cultivares de citros resistentes. Da mesma forma, o cancro citrico € uma
importante doenca, a qual tem registrado um aumento consideravel de sua incidéncia nos
pomares citricos nos anos recentes. Nesse cenario, a producao de plantas transgénicas pode ser
uma solucdo eficaz na busca de cultivares resistentes com o uso de diversas estratégias, tais
como a expressdo de genes que codificam peptideos antimicrobianos e de genes
diferencialmente expressos em plantas resistentes inoculadas com diferentes patdgenos. Diante
disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de plantas de laranja ‘Hamlin’ (Citrus
sinensis L. Osbeck) transformadas com o gene que codifica o peptideo antimicrobiano e
sintético d4el, dirigido pelo promotor 35S e plantas de laranja ‘Hamlin’ transformadas com o
gene que codifica a superdxido dismutase do cobre e do zinco (csdl), isolado de Poncirus
trifoliata e dirigido pelo promotor Ubiquitina 10, desafiando-as contra Candidatus Liberibacter
asiaticus e Xanthomonas citri subsp. citri. As plantas de laranja ‘Hamlin’ foram propagadas,
por enxertia, em porta-enxertos de limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), e entdo inoculadas
com borbulhdes infectados com CLas, ou inoculadas, por aspersdo e por ferimentos, com
suspensdo de Xcc. A presenca e concentragdo de CLas foram determinadas nos tecidos foliares,
por gPCR, seis, 12 e 18 meses ap6s a inoculacdo (m.a.i.). O acimulo de perdxido de hidrogénio,
as atividades de enzimas antioxidantes e a detec¢do de calose foram avaliadas em eventos
transgénicos de laranjeira doce apds as inoculacdes dos patdgenos. Cinco eventos transgénicos
que expressam o gene csdl e outro, expressando o gene d4el, exibiram populacdes reduzidas
de CLas quando comparados com plantas ndo transgénicas, e ndo mostraram sintomas visiveis
de HLB, seis m.a.i. de CLas. A incidéncia e severidade de cancro citrico foram reduzidas em
alguns eventos transgénicos, exibindo populacdes de Xcc significativamente inferiores quando
comparadas com plantas ndo transgénicas. Os eventos transgénicos que registraram maiores
atividades isoenzimaticas de SOD também exibiram maiores acumulos de perdxido de
hidrogénio nos tecidos foliares, apds a inoculacdo com Xcc. A analise de epifluorescéncia
mostrou alta deposicdo de calose nos elementos de tubo crivado nos tecidos foliares de alguns
eventos transgénicos. Esses resultados sugerem que a formacgdo da calose pode ser uma
importante resposta de defesa aos estresses bidticos, resultando em menores populacGes de
ClLas e Xcc.

Palavras-chave: Citrus sinensis, Transformacdo genética, Resisténcia a doencas, Bactérias



ABSTRACT

Challenge of genetically modified sweet orange plants to infection by Candidatus

Liberibacter asiaticus and Xanthomonas citri subsp. citri

Brazil is the world's largest producer of sweet orange, as well as the largest exporter of
concentrated juice. However, the citrus sector has some difficulties in the production process,
mainly attributed to phytosanitary problems, with emphasis on bacterial diseases, such as
huanglongbing (HLB) and citrus canker. HLB is of the most destructive diseases that the citrus
industry has ever faced, being aggravated by the absence of curative measures and resistant
citrus cultivars. Likewise, citrus canker is an important disease, which has registered a
considerable increase in its incidence in citrus groves in the recent years. In this scenario, the
production of transgenic plants can be an effective solution in the search for resistant cultivars
with the use of several strategies, such as the expression of genes that encode antimicrobial
peptides and of genes differentially expressed in resistant plants inoculated with different
pathogens. Therefore, the objective of this work was to evaluate the reaction of ‘Hamlin’ sweet
orange plants (Citrus sinensis L. Osbeck) transformed with the gene that encodes the d4el
antimicrobial and synthetic peptide, directed by the 35S promoter and ‘Hamlin’ sweet orange
plants transformed with the gene expressing a copper and zinc superoxide dismutase (csdl),
isolated from Poncirus trifoliata and directed by Ubiquitin 10 promoter, challenging them
against Candidatus Liberibacter asiaticus and Xanthomonas citri subsp. citri. The ‘Hamlin’
sweet orange plants were propagated by grafting on Rangpur lime rootstocks (Citrus limonia
Osbeck), and then graft-inoculated with CLas contaminated axillary buds, or inoculated, by
spraying and wounding, with a Xcc suspension. The presence and concentration of CLas were
determined in the leaf tissues, by gPCR, six, 12, and 18 months after inoculation (m.a.i.). The
hydrogen peroxide accumulation, activities of antioxidant enzymes, and detection of callose
were evaluated in transgenic sweet orange events after the inoculation of the pathogens. Five
transgenic events expressing csdl and another, expressing d4el gene, exhibited reduced Clas
populations when compared with non-transgenic plants, and showed no visible HLB symptoms
six m.a.i.. The incidence and severity of citrus canker have been reduced in some transgenic
events, showing significantly lower Xcc populations when compared to non-transgenic plants.
The transgenic events that registered greater SOD isoenzymatic activities also exhibited greater
hydrogen peroxide accumulations in the leaf tissues, after Xcc inoculation. Epifluorescence
analysis showed a high amount of callose deposition in the sieved tube elements of the leaf
tissues in some of the transgenic lines. These results suggest that the formation of callose may
be an important defense response these biotic stresses, resulting in lower CLas and Xcc
population.

Keywords: Citrus sinensis, Genetic transformation, Disease resistance, Bacteria
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1. INTRODUCAO

A laranjeira doce (Citrus sinensis L. Osbeck) é a principal espécie citrica cultivada no
Brasil. Pertencente a familia Rutaceae é originaria da Asia, tendo as regides do nordeste da
india e norte de Burma como centro de origem (SHARMA et al., 2004). O Brasil é o maior
produtor mundial de laranja doce, com uma &rea colhida de 589.610 hectares e uma producéo
de 17,07 milhdes de toneladas, seguido da China, india, Estados Unidos da América e México.
O estado de Sdo Paulo é o maior produtor brasileiro de laranja, com 13.256.246 toneladas,
correspondendo a 77,6% da producdo nacional (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA — IBGE, 2020).

Embora exista uma excelente adaptacdo das laranjeiras as condi¢des edafoclimaticas
brasileiras, com notorio destaque para a producdo de frutos e relevancia no cenario econémico
nacional, o setor citricola enfrenta inmeros problemas relacionados a incidéncia de doencas
causadas por virus, fungos e bactérias, que ocorrem, principalmente, devido a estreita
variabilidade genética das espécies citricas, auséncia de cultivares resistentes a esses patdgenos,
além da continuidade temporal e espacial de producdo (MACHADO; CRISTOFANI-YALY;
BASTIANEL, 2011).

As doencas causadas por bactérias sdo as responsaveis pelos maiores prejuizos na
citricultura, afetando significativamente a producdo, a longevidade dos pomares e a qualidade
dos frutos (NEVES et al., 2010). As principais doencas bacterianas presentes nos cultivos
comerciais sdo 0 cancro citrico causado por Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et al.,
2006) e o huanglongbing (HLB ou greening) que estd associado a espécies de Candidatus
Liberibacter spp. (HALBERT; MANJUNATH, 2005; TEIXEIRA et al., 2005; COLETTA-
FILHO et al., 2004). As manifestacGes dessas doencas sdo consideradas graves ameacas as
diversas regiGes produtoras de citros, causando complexas e severas perturbacdes no

metabolismo, anatomia e fisiologia das plantas (GMITTER, 2016).

O HLB é a doenca mais importante e destrutiva da citricultura mundial, agravada
principalmente pela auséncia de medidas curativas e de cultivares resistentes ao patégeno
(GOTTWALD et al., 2007; BOVE, 2006). Transmitidas por insetos vetores, o psilideo-asiatico
(Diaphorina citri Kuwayama) e o psilideo-africano-dos-citros (Trioza erytreae Del Guercio),
as bactérias restritas de floema associadas ao HLB s&o trés espécies pertencentes ao género

Candidatus Liberibacter: C. L asiaticus (CLas), C. L americanus (CLam) e C. L africanus
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(CLaf) (DA GRACA et al., 2016). No Brasil, a doenca foi constatada pela primeira vez em
2004, apresentando sintomas caracteristicos nas plantas, tais como o amarelecimento das
folhas, com areas verdes que adquirem aspectos de manchas irregulares e mosqueadas, além de
ma formacéo e quedas prematuras de frutos (TEIXEIRA et al., 2005; COLETTA-FILHO et al.,
2004).

Da mesma forma, o cancro citrico € uma doenga presente nas principais regides
produtoras de citros do mundo, incluindo o estado de Séo Paulo, provocando danos e perdas
relevantes (BELASQUE JR, 2005). Identificada no Brasil pela primeira vez em 1957, as
bactérias Xanthomonas citri subsp. citri infectam os tecidos das plantas e sdo capazes de induzir
sintomas em, praticamente, todas as espécies de Citrus e de outros géneros da familia Rutaceae,
causando desfolha, queda prematura de frutos e depreciacdo da producdo (GOTTWALD et al.,
1993).

As principais medidas de controle dessas doengas consistem na utilizagdo de mudas
sadias de viveiros devidamente certificados, exclusdo da entrada de indculo externo,
erradicacdo de plantas sintomaticas (GOTTWALD et al., 2001) e eliminacéo de insetos vetores
no caso do HLB. Diante deste cenario, pacotes tecnologicos podem ser um importante reforco
na busca por cultivares resistentes as doencas, a fim de evitar maiores prejuizos. Desta forma,
a transformacdo genética de plantas, uma das estratégias que compdem esse pacote, torna-se
uma alternativa para a obtencdo de plantas transgénicas, com o uso de genoétipos desejaveis que
estimulem a defesa das plantas, tornando-as resistentes ou tolerantes as principais doencas

bacterianas de citros.

Diversos genes podem ser utilizados na transformacdo genética de plantas citricas
visando resisténcia a patdgenos. Existem genes que podem codificar proteinas relacionadas a
patogénese, genes que estimulam o sistema de defesa das plantas, genes maiores de resisténcia,
genes que codificam moléculas elicitoras de respostas de defesa nas plantas, genes que
codificam peptideos antimicrobianos e genes do préprio genoma do patdgeno (MOURAO
FILHO; STIPP; MENDES, 2010).

Dentre as estratégias mais promissoras para a producdo de transgénicos resistentes a
doencas, destacam-se 0 uso de genes que codificam peptideos antimicrobianos, a exemplo do
d4el, e também de genes diferencialmente expressos em plantas tolerantes que codificam a

superdxido dismutase do cobre e do zinco, como o csdl. O gene sintético d4el € derivado de
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uma cecropina, peptideo com atividades antimicrobianas comprovadas in vitro (STOVER et
al., 2013) e in vivo no controle de fitopatdgenos de culturas como tabaco (CARY et al., 2000),
hibridos de dlamos (Populus tremula L. x Populus alba L.) (MENTAG et al., 2003) e algodao
(RAJASEKARAN et al., 2005). As enzimas do grupo superoxido dismutase, em especial as de
cobre e zinco (Cu-Zn SODs), séo encontradas naturalmente nos cloroplastos, no citosol e nos
espacos extracelulares das plantas, estando relacionadas com a protegéo e defesa destas contra
0 estresse oxidativo de origem biotica ou abidtica envolvido na patofisiologia de grande numero
de doencas (ALBRECHT; BOWMAN, 2012; ELSTNER, 1991).

Desta forma, a obtencdo de plantas transgénicas de cultivares de laranja doce contendo
0s genes d4el ou csdl pode ser uma alternativa viavel ao controle das bactérias do HLB e do
cancro citrico, uma vez que as proteinas codificadas por esses genes atuam como potentes
peptideos antimicrobianos e antioxidantes, respectivamente, que agem contra diversos
patégenos (DUTT et al., 2012; BAFFANA et al., 2011). Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a reagdo de plantas de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck) transformadas
com o gene d4el, dirigido pelo promotor 35S e de plantas de laranja ‘Hamlin’ transformadas
com o gene csdl, isolado de Poncirus trifoliata e dirigido pelo promotor Ubiquitina,
desafiando-as contra Candidatus Liberibacter asiaticus e Xanthomonas citri subsp. citri,

agentes causais do HLB e do cancro citrico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da citricultura

A familia botanica Rutaceae engloba mais de 1900 espécies, agrupadas em 158
géneros diferentes, na qual estdo incluidas as plantas citricas (MABBERLEY, 2008). Esta
familia apresenta grande complexidade em relacéo a sua filogenia e classificagdo taxondmica,
marcada pelas particularidades da biologia reprodutiva e pelo seu amplo histérico de cultivo
das espécies verdadeiras e de seus correspondentes hibridos (GROPPO et al., 2008). As plantas
citricas englobam os géneros Citrus, Eremocitrus, Clymenia, Microcitrus, Fortunella e
Poncirus, agrupadas na subfamilia Aurantioideae, tribo Citreae e subtribo Citrinae (ARAUJO;
ROQUE, 2005). O género Citrus, por sua vez, é o de maior importancia econémica da familia,
possuindo diversas espécies cultivadas destacando-se as laranjas doces (Citrus sinensis L.
Osbeck), as tangerinas (Citrus reticulata Blanco), as limas acidas [Citrus aurantifolia
(Christm.) Swing e Citrus latifolia (Yu. Tanaka)], os lim&es (Citrus limon), os pomelos (Citrus
paradisi), as cidras (Citrus medica), as toranjas (Citrus grandis), e outros hibridos naturais
(CHAPOT, 1975).

As plantas citricas surgiram entre 20 e 30 milhdes de anos atras tendo seu centro de
origem as extensas areas que vao do nordeste da india, em direcao as Filipinas e do centro-norte
chinés (Himalaia), ao sul, em direcdo a Indonésia ou a Australia (SHARMA et al., 2004).
Devido a sua excelente adaptacdo climatica, o cultivo dos citros foi possivel em diversas
regides, expandindo-se além da Asia, especialmente para a Europa e Africa e, no século XVI,
para as Américas (DAVIES; ALBRIGO, 1994).

As principais areas comerciais de citros situam-se em regides tropicais e subtropicais,
compreendidas em uma faixa entre as latitudes 44° Norte e 41° Sul, onde se encontram as
melhores condicdes edafoclimaticas para o seu desenvolvimento (DAVIES; ALBRIGO, 1994).
A producdo mundial de frutas citricas em 2018 foi de 146,5 milhdes de toneladas, sendo as
mais produzidas e consumidas no mundo. A China é o maior produtor mundial de citros, com
39,3 milhdes de toneladas, seguida pelo Brasil com 19,5 milhdes de toneladas, india com 11,4
milhGes de toneladas e Estados Unidos da América com 7 milhGes de toneladas (FAO, 2020).
O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de laranjas doces com 17,07 milhdes de
toneladas, seguido pela China, india, Estados Unidos da América e México (IBGE, 2020; FAO,
2020). Além de recordista na producdo de laranjas, o Brasil também € o maior produtor e
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exportador de suco de laranja concentrado, sendo responsavel por 61% (1.078.517 toneladas
em equivalente concentrado) de toda a demanda mundial, destinando esse produto,
principalmente, para os paises da comunidade europeia e Estados Unidos da América
(CitrusBR, 2020; NEVES et al., 2010).

O estado de S&o Paulo é o maior produtor brasileiro de laranja, com produgdo de 13,2
milhdes de toneladas, distribuidas em uma area de 377.182 hectares, seguido pelos estados de
Minas Gerais com 989.032 toneladas, Parana com 694.424 toneladas e Bahia com 574.211
toneladas (IBGE, 2020). A principal regido citricola brasileira, chamada de cinturao citricola, é
compreendida pelos estados de S&o Paulo e o Triangulo/Sudoeste Mineiro, que concentram
83% das laranjas produzidas no pais, com mais de 174 milhdes de arvores produtivas
distribuidas, principalmente, entre as cultivares Pera Rio, Valéncia, Hamlin, Natal, Westin e
Valéncia Folha Murcha (FUNDECITRUS, 2020). Desta forma, a citricultura nacional esta
fortemente concentrada e limitada a uma baixa diversidade de cultivares, tornando-as
vulneraveis aos constantes ataques de pragas e doencas que afetam a produtividade dos pomares
(NEVES et al., 2012).

Diversas doencas afetaram a citricultura brasileira ao longo da historia,
proporcionando modificacBes no sistema de cultivo, principalmente, em relacdo ao estimulo da
obtencdo de variedades porta-enxertos resistentes, assim como, na busca pelo desenvolvimento
de plantas geneticamente modificadas que visam o combate das doencas do setor citricola. As
doencas mais relevantes que afetam a citricultura paulista sdo causadas por virus, como a
leprose Citrus leprosis virus C (CiLV-C), por fungos, como a pinta-preta (Phyllosticta
citricarpa) e a podridao floral (complexo Colletotrichum acutatum) e por bactérias como a
clorose variegada dos citros (CVC - Xyllela fastidiosa), o huanglongbing (HLB - doenca
associada a duas bactérias de Candidatus Liberibacter) e o cancro citrico (Xanthomonas citri

subsp. citri).

O huanglongbing e o cancro citrico estdo entre as doencas mais devastadoras da
citricultura paulista, que colocam em risco esta importante atividade econdémica. No estado de
S&o Paulo, nos altimos 15 anos, houve a erradicacdo de mais de 55 milhdes de plantas em
funcédo dessas doencas, ocasionadas, principalmente, pela grande capacidade de disseminagéo
dos patogenos e pela auséncia de medidas curativas de controle e de resisténcia genética
(FUNDECITRUS, 2020; BEHLAU; BELASQUE JR, 2014).
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2.2. Huanglongbing

O huanglongbing (HLB ou greening) é a doenca mais destrutiva da citricultura
mundial, afetando todas as variedades comerciais de citros (GOTTWALD, 2010). Essa doenca
foi detectada pela primeira vez no sul da China no final do século XIX e esta presente ha
décadas nos continentes asiatico e africano, distribuida em mais de 40 paises do mundo (BOVE,
2006). A primeira deteccdo da doenga no continente americano foi em 2004, no Brasil, na regido
de Araraquara-SP, e, posteriormente, espalhou-se para novas regides citricolas do pais, sendo
que, atualmente, 20,87% das plantas de citros situadas no parque citricola de S&o Paulo e Minas
Gerais estdo contaminadas pelo HLB (FUNDECITRUS, 2020; BELASQUE JR et al., 2010).

O HLB é uma doenca associada a bactéria Candidatus Liberibacter spp., Gram-
negativa, pertencente ao grupo das alfa-proteobactérias e a familia Rhizobiaceae, cujo
postulado de Koch ainda nao foi concluido devido a dificuldade de seu cultivo, recebendo assim
a denominacao genérica de Candidatus (WANG; TRIVEDI, 2013). Atualmente, trés espécies
de bactérias restritas aos tecidos floematicos e associadas a essa doenca, conhecidas como
ClLas, CLaf e CLam foram identificadas com base na sequéncia 16S rDNA do genoma do
patogeno (BOVE, 2006; JAGOUEIX; BOVE; GARNIER, 1994).

Endémica do continente asiatico, CLas é a espécie mais disseminada no mundo,
provavelmente em funcdo de sua menor sensibilidade a altas temperaturas e maior eficiéncia
de transmissdo pelo vetor, podendo ser encontrada também nos paises das Américas do Sul,
Central e do Norte e associada as epidemias de HLB (LOPES et al., 2009; MARTINEZ et al.,
2009). CLam foi detectada somente no Brasil e CLaf estd presente no continente africano
(BOVE, 2006). Além dessas espécies de bactérias, em 2007, foi detectada a presenca de
fitoplasmas, bactérias sem a parede celular externa, em plantas com sintomas de HLB em
pomares comerciais de citros localizados no norte e noroeste do estado de Sao Paulo
(TEIXEIRA et al., 2008). Em 2009, outro fitoplasma foi associado ao HLB em amostras

provenientes de pomares citricos localizados na China (CHEN et al., 2009).

As bacterias associadas ao HLB podem ser transmitidas por enxertia de tecidos
infectados (COLETTA-FILHO et al., 2010) e por duas espécies de insetos vetores sugadores
de floema, o psilideo-asiatico-dos-citros (Diaphorina citri Kuwayama) e o psilideo-africano-

dos-citros (Trioza erytreae Del Guercio) (BOVE, 2006). Todas as variedades comerciais de
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laranjas doces cultivadas no Brasil sdo suscetiveis a infeccdo pelos patdgenos associados ao
HLB.

A dificuldade de controle do vetor contribui para a rapida disseminacdo da doenca,
uma vez que os insetos, frequentemente, atacam brotacdes novas, mesmo em periodos de baixo
crescimento dos fluxos vegetativos (YAMAMOTO; ALVES; BELOTI, 2015). Ao se alimentar
da seiva do floema das plantas citricas contaminadas, o psilideo, estando na fase de ninfa ou de
adulto, pode adquirir ou inocular o patogeno (PARRA et al., 2017; INOUE et al., 2009). Os
danos mais severos ocorrem, normalmente, entre um a cinco anos apos a constatacdo dos
primeiros sintomas (AUBERT, 1992). A bactéria é transmitida sistemicamente do sitio de
infeccdo para diferentes 6rgdos das plantas, podendo ser detectada em folhas, raizes, flores,
frutos e no tegumento de sementes. Embora seja encontrada em diferentes locais, a bactéria
apresenta concentracdes variadas nos tecidos de cada planta, além de ter uma distribuicéo
irregular nas areas infectadas (TATINENI et al., 2008).

Devido a um longo periodo latente entre a infeccéo e o aparecimento dos sintomas em
arvores contaminadas, e também a semelhanca dos sintomas com outros disturbios fisioldgicos
e nutricionais, o diagndstico do HLB ndo pode se basear apenas em sintomas visuais. Portanto,
métodos tais como o PCR (Polymerase Chain Reaction - Reacdo em cadeia da Polimerase)
quantitativo em tempo real (QPCR) sdo muito utilizados para o diagndstico preciso desta
doenca, através da utilizacdo de sondas de oligonucleotideos que reconhecem sequéncias
especificas do DNA do patégeno (BOAVA; CRISTOFANI-YALY; MACHADO, 2017; LI;
LEVY; HARTUNG, 2006).

O aparecimento de folhas de coloracdo amarelo pélido em regides setorizadas das
plantas marca o inicio dos sintomas, e s&o facilmente diferenciadas da cor verde de ramos néo
afetados. Ocorre também a formacédo de manchas assimétricas nas folhas mais velhas, tornando-
as curvadas e com nervuras espessas. Em estagios mais avangados, pode ocorrer a desfolha e a
morte dos ponteiros (BELASQUE JR et al., 2010; BOVE, 2006). Os frutos produzidos por
plantas infectadas sdo pequenos, assimétricos, sem sementes, com necroses de coloracao
amarelo-escuro no albedo, de baixa qualidade e sem comercializagdo (COLETTA-FILHO et
al., 2010). Além disso, a degradacdo e a reducdo do sistema radicular também sdo
constantemente observadas em plantas sintomaticas (JOHNSON; BRIGHT; GRAHAM, 2014).
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Alteracdes citoldgicas, tais como o colapso dos elementos de tubo crivado e de células
companheiras do floema, o acumulo de calose e amido, e o inchago das lamelas médias da
parede celular vegetal, tém sido constantemente associados ao desenvolvimento de sintomas de
HLB em plantas citricas (WANG et al., 2017; ACHOR et al., 2010). Ao serem contaminadas
pelas bactérias, 0 metabolismo das plantas sofre severas desordens fisiol6gicas, e as principais
alteracdes ocorrem em decorréncia da formacao de calose nos poros dos elementos de tubo
crivado e nos plasmodesmos, que por sua vez, causam a obstrucdo floematica prejudicando as
distribuicdes de fotoassimilados (BOAVA; CRISTOFANI-YALY; MACHADO, 2017).

Aparentemente, o blogueio do floema associado ao HLB é resultante exclusivamente
do acumulo de calose produzido pelas plantas, um polissacarideo (1,3) B-glucana de material
amorfo e filamentoso, uma vez que, grandes agregados de CLas seriam insuficientes para causar
diretamente a obstrucao floematica (ACHOR et al., 2010). Genes como Phloem Protein 1 (PP1)
e Phloem Protein 2 (PP2), quando superexpressos, sdo capazes de sintetizar e regular proteinas
que também estdo envolvidas no processo de obstrucdo dos elementos de tubo crivado durante
a infeccdo por CLas e que contribuem para o progresso da doenca (WANG et al., 2017;
DINANT et al., 2003).

Plantas infectadas por CLas sdo severamente afetadas resultando em alteracdes e
perturbacdes no metabolismo, nos estimulos hormonais e na biossintese de todos os metabdlitos
secundarios (MAFRA et al., 2013). Desta forma, os efeitos secundarios da doenca, tais como o
acumulo de amido nas folhas e a diminuicdo do teor de carboidratos no sistema radicular,
podem ser facilmente justificados pelo bloqueio de transporte do floema (JOHNSON;
BRIGHT, GRAHAM, 2014). O excesso de amido em folhas com HLB pode causar o
rompimento dos tilacoides, estruturas das membranas dos cloroplastos responsaveis pelo
processo fotoguimico da fotossintese (BONDADA; SYVERTSEN, 2005). Esse fenémeno pode
explicar o surgimento do sintoma caracteristico desta doenca, o0 mosqueamento nas folhas,
causado pelo amarelecimento irregular de folhas maduras, enquanto outros setores permanecem

esverdeados.

Apbs o ataque de patdgenos, o desenvolvimento de sintomas é desencadeado por
numerosos fatores de ordem fisioldgica e celular, além de alteracdes moleculares que também
podem estar associados ao processo de defesa natural de plantas citricas. Infeccdes bacterianas
causam alteragdes na expressdo de varios genes envolvidos no mecanismo de defesa de plantas,

no metabolismo de proteinas e carboidratos, além de respostas aos estresses de origem bidtica
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e abiodtica (LUNA et al., 2011). A deposicdo de calose, sintetizada pela calose sintase, no local
de infeccdo também pode ser considerada um eficiente mecanismo de defesa contra a
colonizacdo de patdgenos em plantas hospedeiras, embora no patossistema HLB, este
polissacarideo seja considerado fator predominante na obstrucdo floematica de citros apés a
contaminag&o por Clas (OLIVEIRA et al., 2019; KOH et al., 2012).

Além de danos diretos causados apds a infeccdo por patdgenos, a absorgdo, a
assimilacdo, o transporte e a utilizacdo de nutrientes pelas plantas também podem ser
seriamente afetados (MARSCHNER, 2012; DORDAS, 2008). O desbalango nutricional que
ocorre em arvores infectadas, comparadas aquelas sadias, é associado, principalmente, a
reducdo da concentracdo de varios nutrientes minerais presentes nas folhas (MALAVOLTA et
al., 2005). Os patogenos podem ainda imobilizar nutrientes nos tecidos infectados e causar
deficiéncia ou toxicidade pela utilizacdo desses elementos (HUBER; GRAHAM, 1999). Plantas
citricas com HLB apresentam reducGes nos teores minerais foliares de nitrogénio (N), potéssio
(K), zinco (Zn), cobre (Cu), boro (B), ferro (Fe) e manganés (Mn). Essas deficiéncias podem
estar associadas a fatores tais como deficiéncia na assimilacdo pelo sistema radicular, e também,
a baixa ou auséncia de translocacdo de minerais pelo floema obstruido (MALAVOLTA et al.,
2005).

N4o existem métodos curativos economicamente e ambientalmente viaveis de controle
do HLB em pomares comerciais (BASSANEZI et al., 2019). As principais medidas de controle
recomendadas referem-se a prevencdo da infeccdo, incluindo o plantio de mudas sadias, a
eliminacdo de plantas sintomaticas e o controle do vetor (psilideo) (GRAFTON-CARDWELL
et al., 2013; BELASQUE JR et al., 2010). Diante da baixa eficiéncia dos métodos de controle
adotados, a elevada taxa de infec¢do do patdgeno, ao dificil manejo do inseto vetor e a auséncia
de resisténcia genética no género Citrus, hd uma maior demanda na busca pelo desenvolvimento
de cultivares resistentes a0 HLB (MOURAO FILHO; STIPP; MENDES, 2010).

Sintomas menos graves da doenca e titulos bacterianos reduzidos tém sido
frequentemente relatados em plantas de Poncirus trifoliata, indicando uma possivel tolerancia
ou resisténcia desta espécie contra CLas (FOLIMONOVA et al., 2009). Estudos demonstraram
que o hibrido US-897 (Citrus reticulata x Poncirus trifoliata) exibiu tolerancia ao HLB em
experimentos realizados em casa de vegetacdo nos Estados Unidos da América (ALBRECHT;
BOWMAN, 2012). A analise transcricional desse hibrido revelou que varios genes estdo
potencialmente associados a tolerancia a CLas (ALBRECHT; BOWMAN, 2012). Segundo 0s
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autores, a provavel tolerancia observada em Poncirus trifoliata e seus hibridos € justificada pela
presenca de certos compostos no interior dos elementos de tubo crivado, que restringem a

proliferacdo ou movimentacao de CLas.

Desta forma, a producdo de plantas transgénicas contendo um ou poucos genes que
induzem a resisténcia a esta doenca torna-se uma alternativa a ser avaliada no seu controle,
tornando-se uma possivel solucdo a longo prazo para garantir as viabilidades técnicas e
econémicas da citricultura (RAMADUGU et al., 2016). Estudos realizados com diferentes
genes associados a tolerancia de plantas citricas a infeccdo por CLas, indicaram variagdes na
expressdo daquele que codifica uma superoxido dismutase do cobre e do zinco (csdl),
sugerindo-se seu possivel envolvimento na defesa das plantas contra esse patdgeno
(ALBRECHT; BOWMAN, 2012).

2.3. Cancro citrico

O cancro citrico ¢ uma doenga endémica na india, no Japo e em outros paises do
sudeste asiatico, de onde se espalhou para outras regides produtoras de citros, estando presente
em varios paises do mundo, podendo afetar todas as espécies e variedades comerciais de citros
(DAS, 2003; GOTTWALD et al., 2001). No Brasil, a primeira constatacdo da doenca foi em
1957, na regido de Presidente Prudente, estado de S&o Paulo, disseminando-se e instalando-se,
em seguida, em diversas regides citricolas (LEITE JR et al., 1987). Atualmente, o cancro citrico
estd presente em 17,26% das arvores do cinturdo citricola de Sdo Paulo e Triangulo/Sudoeste
Mineiro, namero que corresponde a mais de 30 milhGes de plantas contaminadas
(FUNDECITRUS, 2020).

O cancro citrico é uma doenca bacteriana causada por Xanthomonas citri subsp. citri
(Xcc) (SCHAAD et al., 2006). O agente causal é uma bactéria Gram-negativa, aerdbia,
baciliforme, medindo 1,5-2,0 um x 0,5-0,75 um, com um flagelo polar, pertencente ao grupo
das proteobactérias (classe Gammaproteobacteria) (GOTTWALD et al., 1993). Quando
cultivada em meio de cultura, a bactéria apresenta colénias de formato concavo e com
pigmentacdo amarelada e aspecto viscoso pela producédo de polissacarideos extracelulares, os
quais tém a funcdo de protecdo contra dessecacdo, congelamento e incidéncia de radiacdo
ultravioleta (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).
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Essa bactéria ndo possui mecanismos de sobrevivéncia normalmente observados em
outros patdgenos, como plantas hospedeiras ou insetos vetores, infectando somente as plantas
da familia Rutaceae. O vento e a chuva sdo as principais formas de disseminacao do patdgeno,
que podem penetrar nos tecidos vegetais pelos estdmatos, hidatodios, lenticelas ou ferimentos
e causar a infeccdo de plantas (BEHLAU; BELASQUE JR, 2014; GOTTWALD et al., 2002).
A face abaxial das folhas por conter maior densidade de estdmatos é mais suscetivel a
penetracdo da bactéria. Além disso, as folhas jovens com 50 a 85% de expansdo também sao
mais suscetiveis a infeccdo, pois, anatomicamente, o mesofilo foliar apresenta menor
resisténcia (GOTTWALD; GRAHAM, 1992; GRAHAM et al., 1992). A colonizagéo e a
multiplicacdo deste patégeno ocorrem nos espacos intercelulares, sendo que as condi¢des ideais
para 0 crescimento e desenvolvimento da bactéria sdo temperaturas entre 28 °C e 30 °C e
elevada umidade relativa. No ambiente, a Xcc consegue sobreviver por poucos dias em
materiais inertes (FEICHTENBERGER et al., 2005).

Os sintomas do cancro citrico podem ocorrer em folhas, frutos e ramos, surgindo entre
duas a cinco semanas ap06s a infec¢do do tecido vegetal pela bactéria. As lesdes iniciais causadas
nas folhas apresentam pontos escurecidos, com amarelecimento ao redor, evoluindo para
pustulas circulares, de coloracdo castanha, salientes e corticosas podendo levar a desfolha total
das plantas (BEHLAU; BELASQUE JR, 2014). O tamanho das lesdes nas folhas pode atingir
até 10 milimetros de didmetro dependendo da suscetibilidade do hospedeiro (LEITE, 1990).
Durante a frutificacdo, o periodo mais critico para a infeccdo é nos primeiros 90 dias apés a
queda das pétalas, sendo que, as lesGes apresentam a formacdo de anéis concéntricos, com
rachaduras decorrentes da necrose e crescimento do tecido afetado, reduzindo sua qualidade
(GRAHAM et al., 2004; GOTTWALD et al., 2002). Embora tais lesdes ndo afetem as
caracteristicas internas do fruto, o impacto mais significativo resulta nas restricdes as
importagdes de citricos originarios de paises ou regifes que possuam cancro citrico, sendo esta

considerada uma doenca ‘quarentenaria’ na Europa (GOTTWALD et al., 2002).

Uma das alterac6es anatdmicas que ocorrem nos tecidos vegetais infectados por Xcc é
a inducéo de hiperplasia (divisdes mitdticas excessivas) e de hipertrofia celular (GABRIEL et
al., 1989). Esse fendmeno ocasiona 0 rompimento da epiderme com a posterior formacéo de
uma erupgdo no meio da leséo, resultando no sintoma caracteristico da doenga (SWARUP et
al., 1992). Em resposta ao estresse biotico, a planta sofre um desequilibrio hormonal provocado
pela producéo excessiva de etileno, ocasionando quedas prematuras do fruto, levando a sua ndo
comercializacdo (BROWN, 2001).
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As principais medidas de controle do cancro citrico baseiam-se na exclusédo e
erradicacdo do patdgeno, além do manejo integrado da doenca. Técnicas como o plantio de
cultivares menos suscetiveis, implantacdo de quebra-ventos arboreos, aplicacao de bactericidas
capricos e indutores de resisténcia sdo constantemente adotadas (BEHLAU; BELASQUE JR,
2014). Por vérias décadas, a campanha de erradicacdo de arvores com cancro citrico no estado
de Séo Paulo evitou a entrada do patdgeno em novas areas de plantios comerciais de citros,
apesar de ndo ter conseguido eliminar totalmente a presenca da bactéria dos pomares. A
legislacdo vigente, de acordo com a Instrucdo Normativa (IN 21 de 25/04/2018) do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), prevé o controle da doenga por meio do
sistema de mitigacdo de risco (SMR). Esta medida permite a presenca de plantas doentes em
areas produtivas, desde que, os citricultores adotem medidas de manejo do pomar que auxiliem
na prevencdo da chegada do patdgeno na propriedade e na descontaminacdo de frutos
(PORTARIA-5 COORDENADORIA DE DEFESA AGROPECUARIA DO ESTADO DE
SAO PAULDO, de 20/05/2019).

Os gendtipos de citros exibem diferentes niveis de resisténcia a Xcc, entretanto, todas
as cultivares de laranja doce sdo consideradas suscetiveis (BOSCARIOL; TAKITA;
MACHADO, 2016). Dentre os genotipos mais cultivados na produgdo de citros no Brasil, as
laranjas doces precoces, em especial a laranja ‘Hamlin’ é considerada a mais suscetivel ao
cancro citrico (SANCHES et al., 2014). Este fato vem causando elevados prejuizos e constantes
reducdes nas areas de plantio dessa cultivar no estado de Séo Paulo. Considerando-se que nao
ha cultivares resistentes, a transformacdo genética de variedades comerciais torna-se uma

estratégia promissora no combate ao cancro citrico (YANG et al., 2011).

2.4. Transformacao genética para resisténcia a doencas

O uso de cultivares resistentes as principais doencas incidentes na citricultura é o
método mais eficaz na obtencdo de plantas com maior produtividade, resisténcia a estresses
bioticos e abidticos e com frutos de melhor qualidade (MARCOLINI et al., 2015). Como os
genes de resisténcia as principais doencas ainda ndo foram encontrados nos genotipos de plantas
citricas, comerciais ou ndo, a engenharia genética ou a transformacdo genética configura-se
como uma importante alternativa na busca pela protecdo de cultivares contra diferentes
patdégenos (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).
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A transformacdo genética oferece a oportunidade de introduzir diretamente genes que
podem melhorar a resisténcia a doencas e que ndo sao encontrados em espécies sexualmente
compativeis, preservando as caracteristicas genéticas da cultivar inicial (STOVER et al., 2010;
VARDI; BLECHMAN; AV1V, 1990). Desta forma, a producdo de plantas transgénicas pode
ser uma ferramenta alternativa aos programas convencionais de melhoramento de citros, que
apresentam dificuldades na aplicacdo destes métodos, em funcdo da alta heterozigose e
juvenilidade, poliploidia, esterilidade de polen e do 6vulo e incompatibilidade sexual das
espécies citricas (MACHADO et al., 2005).

O primeiro relato envolvendo a transformacdo genética de citros data da década de
1980, quando Kobayashi e Uchimiya (1989) utilizaram polietilenoglicol (PEG) com o objetivo
de introduzir o DNA diretamente em protoplastos de laranja ‘Trovita’ (Citrus sinensis L.
Osbeck). Desde entdo, alguns métodos de transformacdo genética tém sido constantemente
empregados para citros, tais como a eletroporacéo de protoplastos (NIEDZ; MCKENDREE;
SHATTERS JUNIOR, 2003), a transformacéo de protoplastos mediada por PEG (GUO et al.,
2005), a introducdo direta de DNA via bombardeamento de particulas em células in vivo (YAO
et al., 1996), e a transformacédo via Agrobacterium tumefaciens (BOSCARIOL et al., 2006),
sendo este 0 método mais utilizado e eficiente para a producédo de plantas transgénicas de citros.
Entretanto, o sucesso da transformacdo genética mediada por Agrobacterium depende de
muitos fatores, entre eles, a estirpe e a concentragdo bacteriana, tempo de inoculagéo, condi¢oes
para co-cultivo, selecdo e regeneracdo de explantes, a afinidade com o gendtipo e a construcao
génica utilizada (GHORBEL et al., 2000).

Diversos genes de interesse agrondmico tém sido utilizados na transformacéo genética
de citros na busca de resisténcia a patdgenos bacterianos (CARDOSO et al., 2010; MENDES
et al., 2010; BARBOSA-MENDES et al., 2009; BOSCARIOL et al., 2006). Entre as diversas
estratégias, citam-se a introducdo de moléculas que codificam elicitores envolvidos nas
respostas de defesa de plantas (GURR; RUSHTON, 2005), genes maiores de resisténcia
(COLLINGE; LUND; THORDAL-CHRISTENSEN, 2008), genes que codificam proteinas
relacionados a patogénese e genes que codificam peptideos antimicrobianos (GURR,;
RUSHTON, 2005). Neste contexto, o uso de genes como o csdl e d4el, que estimulam o
sistema de defesa das plantas ou que codificam peptideos antimicrobianos, respectivamente,

apresentam potencial para protecao de plantas citricas contra CLas e Xcc.
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2.5. Superoxido dismutase

Estresses bidticos e abidticos sdo importantes fatores que podem influenciar no
crescimento, desenvolvimento e produtividade das plantas. Quando ocorre o ataque de
patdgenos, sob condicdes de estresse, 0s vegetais respondem expressando grande nimero de
genes relacionados ao mecanismo de defesa celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).
Uma resposta imediata a nivel molecular é a exploséo oxidativa que desencadeia, entre outras
reacOes quimico-fisicas, a producdo de espécies reativas de oxigénio (em inglés, Reactive
oxygen species - ROS). Os vegetais, assim como todos 0s organismos aerobicos, estdo
continuamente sujeitos a producdo de ROS, incluindo os superoxidos (O, ), o peroxido de
hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila altamente reativo (OH ). Embora ROS sejam geradas
por processos metabolicos, tais como na fotossintese e na respiracdo celular, suas producoes
podem ser aumentadas por estimulos ambientais, e os seus acumulos nas plantas sdo umas das
principais causas de perdas de produtividades das culturas agricolas (FOYER; NOCTOR,
2005).

O oxigénio molecular (O,) é relativamente ndo reativo e nao tdxico para as plantas,
uma vez que, possui uma estrutura estavel na distribuicdo dos elétrons na camada externa. Com
a excitacdo e ativacao desta camada, ocorre a formacdo de ROS, as quais séo produzidas nas
imediacdes do agente patogénico e acabam afetando diversas func¢des celulares por oxidarem
proteinas, causarem peroxidacdo de lipideos e danificarem acidos nucléicos (FOYER et al.,
1994). Por outro lado, o acimulo de ROS induzido por estresse é neutralizado por eficientes
sistemas antioxidantes presentes nas plantas com o objetivo de evitar danos celulares. Esses
sistemas de defesa podem ser de origem enzimética ou ndo enzimatica. As defesas néo
enzimaticas incluem compostos com propriedades antioxidantes, como o [-caroteno, a-
tocoferol (vitamina E) e acido ascorbico. Os mecanismos de defesa enzimaticos envolvem as
superoxidos dismutases (SODs), as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa (ASC-GSH),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPX), catalase (CAT), peroxidades (POX)
entre outras (GRATAO et al., 2005; MITTLER et al., 2004; ASADA, 1999).

As SODs sdo metaloenzimas localizadas em varios compartimentos celulares, e
possuem trés classes conhecidas que diferem entre si devido ao cofator de metal utilizado pela
enzima, sendo eles: SOD de ferro, SOD de manganés e SOD de cobre-zinco (SUNKAR,;
KAPOOR; ZHU, 2006). As sequéncias primarias de Fe SOD e Mn SOD sdo relacionadas,
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enquanto Cu-Zn SOD é distinta. Fungos e animais possuem Cu-Zn SOD e Mn SOD, enquanto
algumas plantas e bactérias podem conter as trés formas (BOWLER et al., 1992).

As SODs estdo inseridas na primeira linha de defesa das plantas contra radicais
superdxidos altamente tdxicos; catalisam a dismutacdo de O, a H,0O, e O,, sendo que as ROS
podem ser geradas em diversos compartimentos, a exemplo de cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos. A localizacdo das SODs nos compartimentos celulares também é diferenciada
(NAVROT, 2007). De maneira geral, as Mn SODs estdo localizadas nas mitocéndrias e nos
peroxissomos (DEL RIO et al., 1998), as Fe SODs nos cloroplastos (ASADA, 1999), e as Cu-
Zn SODs sdo encontradas no citosol e nos cloroplastos. Ha também relatos de SOD no

peroxissomos e no espaco extracelular (BUENO et al., 1995).

As ROS tém grande importéncia no sistema de defesa das plantas, pois sinalizam as
vias de resposta a estresses bioticos e abioticos. Além disso, desempenham papel na ativacdo
de moléculas de defesas ap6s a infeccdo das plantas por patdgenos (ABBA et al., 2009). Outros
processos estdo envolvidos em resposta a invasdo de patdgenos (Figura 1), tais como as reacoes
catalisadas por peroxidases que induzem a polimerizacdo de fendis, assim como a formacéo de
lignina e fortalecimento da parede celular através da formacdo de ligacbes cruzadas com
proteinas estruturais, além de provocar a toxidez direta nas membranas dos patdgenos
(LABANCA, 2002).
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Figura 1. Componentes envolvidos na geracdo de ROS e seus efeitos sobre o patdgeno ou sobre a
ativacdo de mecanismos de defesa das plantas (retirada de STANGARLIN et al., 2011).

Além disso, o perdxido de hidrogénio atua como um importante regulador em
processos fisioldgicos, tais como senescéncia, fotorrespiracdo e fotossintese, movimento
estomatico e ciclo celular (QUAN et al., 2008). Deste modo, o0 estresse oxidativo é relacionado
a patofisiologia de diversas doencas. A regulacdo dos niveis de ROS pela superéxido dismutase
tém um papel fundamental na sobrevivéncia de plantas em ambiente de tensdes, de modo que
a tolerancia das plantas pode ser melhorada pelo aumento dos niveis in vivo de enzimas
antioxidantes (MITTLER, 2002).

A superexpressdao do gene csdl, que codifica a enzima SOD do cobre e zinco,
aumentam a resisténcia de plantas as condicdes de estresse oxidativo causados por estresses
bidticos e abidticos (SUNKAR; KAPOOR; ZHU, 2006). Plantas transgénicas de tabaco com
superexpressdo de SOD Cu-Zn demonstraram tolerancia aumentada ao 0zonio e aos estresses
causados por alta luminosidade e por baixa temperatura (BADAWI et al., 2004). Do mesmo
modo, eventos de arroz transgénico codificando a enzima SOD Cu-Zn mostraram maior

tolerancia a salinidade elevada e estresse hidrico do que arroz ndo transgénico (LU etal., 2011).

Em relacdo ao estresse causado por fatores bioticos, plantas de laranja ‘Hamlin’
expressando a enzima SOD Cu-Zn demonstraram um aumento na inducdo da transcrigéo de
genes csdl, a um nivel 73 vezes maior, em folhas de Citrus infectadas por CLam quando
comparadas a plantas nao infectadas (MAFRA et al., 2013). Também houve alteracdo na
expressdo do gene csdl em plantas infectadas por CLas, em estudos que buscavam a
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identificacdo de genes associados a toleréncia ao HLB (ALBRECHT; BOWMAN, 2012).
Ambos os trabalhos citados sugerem o envolvimento do gene csd1 na protecdo de plantas contra
o HLB, o que permite crer que a utilizacdo de plantas transgénicas contendo esse gene pode ser
uma alternativa potencial para o controle de Candidatus Liberibacter spp. e de outras doencas

bacterianas.

2.6. Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (em inglés, Antimicrobial peptides — AMPS) sdo um
grupo diverso de moléculas biologicamente ativas com propriedades multidimensionais e
sintetizadas por ribossomos (PUSHPANATHAN; GUNASEKARAN; RAJENDHRAN, 2016).
Sua producdo em plantas € intrinseca ou em resposta a injurias e infeccdes, sendo um
componente importante das defesas naturais contra patégenos invasores (GABAY, 1994). Tais
peptideos atuam contra diversos microrganismos, a exemplo de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, protozoarios, leveduras, fungos e virus. Acredita-se que a maioria dos
peptideos antimicrobianos danifica a membrana plasmaética do invasor, inibindo a quitina
sintase ou a B-D-glucana sintase, seguida pela formacéo de poros e lise celular (NIIDOME et
al., 1999). Além disso, esses peptideos também podem interferir na divisao celular, na sintese
macromolecular e na formacao de parede celular do hospedeiro (BOWDISH et al., 2005).

Os peptideos antimicrobianos séo produzidos naturalmente por organismos vivos, tais
como insetos, vertebrados e plantas e podem ser eficientes atuadores na defesa contra diversos
agentes patogénicos (ZASLOFF, 2002). Entretanto, os mecanismos de defesa natural das
plantas nem sempre sao suficientes para combater o ataque de patégenos e, por isso, uma grande
variedade de peptideos antimicrobianos tem sido isolada a partir de diferentes fontes, tais como
plantas, animais e microrganismos. Por isso, a producdo de peptideos sintéticos € uma
alternativa para a producéo de plantas geneticamente modificadas mais resistentes ao ataque de
patogenos (RAJASEKARAN et al., 2001).

As cecropinas representam uma classe de peptideos antimicrobianos, pequenos e
helicoidais, isolados da hemolinfa da mariposa (Hyalophora cecropia), atuando como
importantes componentes no sistema de defesa dos insetos, e de grande potencial antibacteriano
em ensaios in vitro (STEINER et al., 1981). O grupo das cecropinas pode ser subdividido em
nativas (cecropina B), mutantes (SB37 e MB39) ou sintéticas (Shiva-1 e D4E1) (TRIPATHI,
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THIPATHI; TUSHEMEREIRWE, 2004). A expressao de peptideos sintéticos em plantas
apresenta algumas vantagens em relagdo a dos naturais, tais como o tamanho reduzido (10-20
aminoéacidos), estabilidade, especificidade e eficiéncia em baixas concentracdes, além de nédo
oferecer riscos de contaminagdo ou toxicidade ao tecido vegetal transgénico (CARY et al.,
2000). Dentre estes peptideos, o D4E1 (17 aminoacidos), originario de cecropinas sintéticas,
tem sido utilizado em diversos trabalhos de transformacdo genética (TRIPATHI; TRIPATHI,
TUSHEMEREIRWE, 2004).

Os peptideos antimicrobianos s@o atraidos pela membrana celular dos patégenos por
possuirem cargas positivas. Desta forma, os aminoacidos se unem a bicamada lipidica e apds a
insercdo na membrana causam a permeabilidade e lise celular. Além disso, os peptideos podem
penetrar no citosol e ligarem-se ao material genético do invasor causando a interrup¢do da
replicacdo do DNA, da sintese de RNA e de outras atividades enzimaticas (MARCOS et al.,
2008). O D4EL interage com o ergosterol, um lipideo especifico de membranas de fungos.
Plantas transgénicas expressando o gene d4el tém apresentado resisténcia ndo somente a
doencas fungicas, mas também a doencas bacterianas, sugerindo que a interacdo com ergosterol
ndo seja o Unico modo de acdo deste peptideo (RAJASEKARAN et al., 2001). Variedades de
algoddo transgénico expressando o gene d4el inibiram o crescimento de Fusarium
verticilloides e Verticillium dahliae, mostrando reducéo dos sintomas da podrid&o de raiz negra,
causada por Thielaviopsis basicola (RAJASEKARAN et al., 2005). Plantas de tabaco
transformadas com o gene d4el apresentaram maior resisténcia a Colletotrichum destructivum,
fungo causador da antracnose (CARY et al., 2000). Hibridos de alamos (Populus tremula L. X
Populus alba L.) expressando o gene d4el diminuiram a severidade dos sintomas causados por
Xanthomonas populis pv. populi e Agrobacterium tumefaciens (MENTAG et al., 2003).

As reducdes dos danos causados por doencas bacterianas também foram demonstradas
em estudos com plantas transgénicas que expressam a cecropina. A expressao do gene dmb39
de cecropina conferiu resisténcia a Pseudomonas syringae pv. tabaci em plantas transgénicas
de tabaco, sendo que a multiplicacdo bacteriana nas folhas destas plantas foi dez vezes menor
em comparacao a registrada em plantas ndo transformadas (HUANG et al., 1997). Em plantas
transgénicas de batata expressando o gene cecropin SB-37, foi observada maior resisténcia a
infeccdo por Erwinia carotovora, bactéria causadora da canela preta e da podriddo-mole
(ARCE et al., 1999).
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Desta forma, os resultados favoraveis a partir de estudos utilizando os peptideos
antimicrobianos no controle de diferentes doengas tornam 0 seu uso bastante promissor na
busca pela resisténcia de plantas citricas transgénicas as principais doencas bacterianas, tais
como o HLB e o cancro citrico. Recentemente, compostos antibacterianos derivados de
peptideos antimicrobianos foram aprovados nos Estados Unidos da América para aplicacdo em
arvores citricas infectadas, auxiliando no manejo do HLB em pomares comerciais (CALLIES,
2017). Alguns testes iniciais com o gene d4el foram realizados no United States Horticultural
Research Laboratory, do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) utilizando
cultivares transformadas de laranja ‘Hamlin’ e ‘Valéncia’, as quais indicaram baixa infeccdo
por Xanthomonas citri subsp. citri (STOVER et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados em casas de vegetacdo especificas para o cultivo de
plantas transgénicas, instaladas em areas do Departamento de Producdo Vegetal e do
Departamento de Fitopatologia e Nematologia da Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de
Queiroz’ (ESALQ), Universidade de Sdo Paulo, em Piracicaba, SP (22°42°29”’S; 47°37°4170).

3.2. Caracterizacao molecular
3.2.1. Construgdes génicas e transformagcéo genética

Para os bioensaios visando avaliar a reacdo de eventos transgénicos a infeccdo por Xcc
ou ClLas, foram utilizadas plantas de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis L. Osbeck)
transformadas com o gene csdl obtidas por Moraes (2015) e plantas da mesma cultivar
transformadas com o gene d4el obtidas por Attilio (2013). Essas plantas foram obtidas em
experimentos de transformacéo genética, via Agrobacterium tumefaciens, estirpe EHA 105, a

partir de segmentos de epicotilo de plantulas in vitro e cultivadas em casa de vegetacao.

O gene csdl1 possui 459 pares de bases (pb), e foi identificado pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Dra. Juliana Freitas-Astia (Embrapa Mandioca e Fruticultura) e isolado de
Poncirus trifoliata. Foi clonado no vetor pCAMBIA2301, sob controle do promotor
constitutivo UBI10 (Ubiquitina 10), que contém também o gene de sele¢do nptll (neomicina
fosfotransferase 1), que confere resisténcia ao antibidtico canamicina e o gene repérter uidA
(beta-D-glucuronidase), ambos dirigidos pelo promotor 35S (Cauliflower mosaic virus 35S),

pela empresa DNA Cloning Service (Alemanha) (Figura 2).

— | 35S-T nptll 35S-P [ UBII10-P OCS-T 35S-P uidA NOS-T —‘

Shf | BstEII
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EcoRI
Figura 2. Representacdo esquematica do T-DNA (7.533 pb) do vetor de transformacdo pPCAMBIA2301-
Ptcsdl, contendo o gene csdl, o gene de selecdo nptll (neomicina fosfotransferase 11) e o gene
reporter uidA. 35S-P: Promotor 35S; 35S-T: terminador 35S; UBI10: promotor Ubiquitina 10;
OCS: terminador octopina sintase; NOS-T: terminador nopalina sintetase; LB: borda
esquerda; RB: borda direita (MORAES, 2015).
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A sintese do gene d4el, que possui 69 pb, foi realizada pelo Dr. Ricardo Harakava
(Instituto Bioldgico de S&o Paulo), assim como a elaboracdo do vetor de transformacéo,
contendo esse gene. O gene d4el foi clonado no vetor pPCAMBIA2201, que contém também o
gene de selecdo nptll (neomicina fosfotransferase I1). Ambos os genes sdo dirigidos pelo

promotor 35S (Cauliflower mosaic virus 35S) (Figura 3).

‘7 35S-T nptll 35S-P \‘ 35S-P d4el | NOS-T —‘
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Figura 3. Representacdo esquematica do T-DNA (3.416 pb) do vetor de transformacdo pPCAMBIA2201-
d4el, contendo o gene d4el e o gene de selecdo nptll (neomicina fosfotransferase 11). 35S-P:
Promotor 35S; 35S-T: terminador 35S; NOS-T: terminador nopalina sintetase; LB: borda
esquerda; RB: borda direita (ATTILIO, 2013).

Analises moleculares das plantas de laranja ‘Hamlin’ transformadas com o gene csd1
ou d4el foram realizadas em trabalhos anteriores para confirmar a integracdo e a transcricao
dos genes (MORAES, 2015; ATTILIO, 2013). Nesses estudos, utilizaram-se as analises por
PCR (Polymerase Chain Reaction - Reacdo em cadeia da Polimerase) para a confirmacao da
transgenia e as plantas com resultados positivos foram analisadas por Southern blot a fim de
verificar a integracdo do gene no genoma das plantas e respectivo numero de copias
(SOUTHERN, 1975). A analise de RT-gPCR (Reverse Transcription Quantitative PCR -
Transcricdo Reversa seguida de PCR em tempo real) foi utilizada para quantificar o nivel de
expressdo do transgene. Essas andlises foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia de
Plantas Horticolas da ESALQ e no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura— CENA/USP.

3.2.2. Quantificacdo de RNA mensageiro do gene csd1 em folhas de laranjeira doce

A fim de obter maior precisdo dos resultados obtidos, a quantificacdo da expresséo do
gene csdl nas plantas transformadas foi repetida neste trabalho através da técnica de RT-gPCR.
A analise do nivel de mRNA do transgene d4el foi realizada e validada em trabalhos anteriores
(ATTILIO, 2013).
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A extracdo de RNA foi feita com 100 a 200 miligramas de tecido foliar das plantas
matrizes transgénicas, ndo transgénicas e transgénicas com o vetor vazio ()CAMBIA2201),
com o uso de TRIzol® (1 ml; Invitrogen) e do auxilio de um disruptor de tecidos (TissueLyser
I1 — Qiagen; 30 hz; cinco minutos), conforme as indica¢6es do fabricante. O RNA foi purificado
utilizando o kit PureLink™ RNA / Mini Kit (Invitrogen) e tratado com DNase (RNAse-Free
Water DNase Set-Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. A quantificacdo do
RNA foi realizada, utilizando-se um espectrofotdmetro (NanoDrop® - 1000 Spectrophotometer
- Thermo Scientific) e a sua pureza foi determinada pela razédo de OD260/0D280 (com valores
ideais de 1,8 a 2,2). A determinacdo da integridade do RNA foi realizada por meio de analise

em gel de agarose (1,5%), a 70 Volts (V), por 50 minutos.

A sintese do cDNA foi realizada a partir de 1 ug de RNA, 1 yL de primer oligo dT
(10 uM), 1 pg de mix de dNTP (10 mM) e agua ultrapura livre de RNAse, para um volume
final de 10 pL. A reacéo foi incubada a 65 °C a cinco minutos e, posteriormente, acondicionada
em gelo por trés minutos. Foram adicionadas a reacdo, 4 pL de tampéo First Strand, 2 uL de
DDT (0,1 M) e 1 pL de RNaseOUT (Invitrogen), incubadas a 37 °C por dois minutos.
Adicionou-se 1 pL da enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) permanecendo a 37
°C por 50 minutos. Para inativacdo da atividade enzimatica, a reagdo foi incubada por 15
minutos a 70 °C, e em seguida, as amostras de cDNA foram normalizadas para 10 ng pL e
armazenadas a -20 °C. O cDNA obtido foi submetido a PCR. Como controle negativo da reacéo,

foi utilizado o mMRNA de uma planta ndo transgénica, conforme o realizado por Moraes (2015).

A anélise de RT-gPCR foi realizada no Laboratério de Biotecnologia de Plantas
Horticolas, do Departamento de Producdo Vegetal (ESALQ/USP), através do equipamento
7500 FAST ™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA). Para a analise
da transcricdo do transgene csdl foram utilizados dois genes de referéncia (UBC21 e DIM1),

com sequéncias de primers definidas por MAFRA et al. (2012) (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para a amplificacdo dos genes de referéncia UBC21 e DIM1,
e do gene csdl na analise de RT-gPCR.

Gene Sequéncia 5’ - 3'F Sequéncia 5’ - 3'R
UBC21 CCTCCACAAGTGCGGTTTTTAA CTGGGCTCCATGCGTTCTT
DIM1 CGAAACCTGTATGCAGATGG ACGGTTGAGGGATCGTAAAG

csdl TCTTGGTGGAACTGAGGGTG ATGAGGACCAGGCTTGAGAC
Fonte: Moraes (2015).

Para o procedimento de RT-qPCR, foram utilizados 2 pL do cDNA diluido (10 ng
uL™), 0,15 pL do conjunto de primers (10 uM), 6 pL de Gotag® qPCR Master Mix (Promega)
e 1,7 uL de agua isenta de nuclease. A reacdo resultante foi pipetada em placa de 96 pocos (0,1
ml; MicroAmp — Applied Biosystems). As amostras foram analisadas em trés replicatas
bioldgicas e em duas replicatas técnicas para cada planta e para o gene analisado, incluindo
amostras de plantas ndo transgénicas, nas condi¢cdes de amplificacdo padrdo (FAST), seguindo
o programa: 1 ciclo de dois minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos de trés segundos a 95 °C, e
30 segundos a 60 °C. O ponto de fusdo médio dos amplicons por meio da analise de Melting foi
determinado ao final da reacdo, submetendo-se as amostras a 95 °C por 15 segundos,
aquecendo-as gradativamente de 60-95 °C (taxa de aguecimento de 0,3 °C por segundo) e,
finalmente, mantendo-as a 60 °C por 15 segundos (MORAES, 2015; TAVANO, 2013). O valor
do ciclo de quantificacdo (Cq) foi determinado para o gene alvo csdl e para os dois genes de
referéncia em cada evento de transformagdo. O software LinRegPCR (RAMAKERS et al.,

2003) foi utilizado para avaliar a eficiéncia de reacdo de cada gene.

Apbs os calculos da eficiéncia, os dados de Cq produzidos através das analises de RT-
gPCR foram analisados no software REST® (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) e o
calculo da expressao génica foi realizado pelo método AACq. Como calibrador, foi utilizada a
planta testemunha de menor expressdo, ou seja, a planta com maior valor de Cq. As analises
estatisticas foram realizadas pelo software REST® e os dados foram submetidos & andlise de

variancia e as médias comparadas pelo teste de Dunnett (P<0,05).

3.3. Multiplicacao vegetativa das plantas transgénicas e ndo transgénicas

A selecdo dos eventos contendo o gene csdl ou d4el foi realizada a partir da

confirmagdo do numero de copias e expressdo génica nas plantas matrizes. Nao houve
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alteracOes aparentes dos fenotipos das plantas transgénicas avaliadas. Eventos transgénicos de
laranja ‘Hamlin’ expressando os genes csd1l ou d4el foram multiplicadas vegetativamente a
partir de borbulhas das respectivas plantas matrizes de cada evento pelo método da enxertia do
tipo ‘T invertido’ em porta-enxertos de limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), adquiridos de
viveiro certificado (Figura 4). A multiplicacdo vegetativa das plantas ndo transgénicas
(Testemunhas) também foi realizada pelo mesmo método. A enxertia foi realizada em agosto
de 2016, obtendo plantas suficientes para a conducdo de experimentos independentes,

destinando-se as avaliacOes de resisténcia para os dois patdgenos estudados.

Figura 4. Multiplicacdo vegetativa de plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’. (A) Plantas de limao
‘Cravo’ recém-enxertadas. (B) Retirada de fitilhos 20 dias apés a enxertia. (C)
Desenvolvimento do clone transgénico 55 dias apds a enxertia da borbulha, em Piracicaba,
SP.

As plantas foram cultivadas em sacos plasticos de polietileno (3,5 litros) contendo
substrato comercial de casca de pinus (Multiplant 1075 Citros®) misturado com fertilizante
Osmocote® PRO 15-09-12, na proporgao 8 gramas (g) do produto para cada 1 litro de substrato.
As plantas foram fertirrigadas quinzenalmente com macro e micronutrientes [Kristalon® (06-
12-36,0,8g L), ferro EDTA (0,04 g L ™) e nitrato de calcio Ca(NOz3)2 (0,8 g L™)], alternando-
se os fertilizantes de acordo com a necessidade. As pulverizacGes das plantas contra pragas e
doengas ocorreram quinzenalmente com alternancia de produtos dos grupos quimicos
piretroide, avermectina, organofosforado e neonicotinoide. As podas e condugdes das plantas
foram realizadas sempre que necessarias ou apos o encerramento das avaliacGes e/ou coletas de

amostras.
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3.4. Tratamentos e delineamento experimental

Foram instalados experimentos independentes para a avaliagdo da resisténcia das
plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’ contendo os genes csdl ou d4el, associados a dois
patogenos diferentes. As avaliacdes da resisténcia de plantas a infeccdo por Xanthomonas citri
subsp. citri (Xcc) e Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) foram realizadas para os dois
genes, independentemente. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado (DIC). Cada evento de transformacdo contendo o gene csdl ou d4el foi
considerado como um tratamento, realizando-se 12 repeti¢Ges (plantas clones) de cada evento.
Além destes eventos, cada experimento incluiu dois tratamentos com plantas ndo transgénicas
e dois tratamentos com plantas transformadas com vetor vazio da mesma cultivar em anélise,
também com 12 repeticdes cada. Os experimentos foram, portanto, compostos dos seguintes

tratamentos:

Gene csdl: 13 eventos de transformacgdo (TG3-14; TG3-16; TG3-19; TG3-26; TG4-2; TG4-3;
TG4-4; TG4-6; TG4-9; TG4-11; TG4-28; TG4-33; TG4-37), Testemunha (T1 - plantas néo
transgénicas da mesma cultivar, obtidas a partir de tecido juvenil), Vetor vazio (V1 -
pCAMBIA2201).

Gene d4el: 10 eventos de transformacédo (HS1; HS9; HS11; HS12; HS13; HS33; HS36; HS38;
HS45; HS48), Testemunha (T2 - plantas ndo transgénicas da mesma cultivar, obtidas a partir
de tecido juvenil), Vetor vazio (V2 - pPCAMBIA2201).

3.5. Reacdo de plantas transgénicas de laranja doce a infeccdo por Candidatus

Liberibacter asiaticus
3.5.1. Inoculacéo de CLas

A inoculagdo de CLas em plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’, expressando o
gene csdl ou d4el, e também em plantas ndo transgénicas da mesma cultivar, foi realizada em
janeiro de 2018, ou seja, dezesseis meses apos a enxertia. O método de inoculagdo foi por
enxertia de borbulhdo infectado com a bactéria CLas, o qual tem acarretado uma maior
eficiéncia de transmissdo comparado a outros métodos (COLETTA-FILHO et al., 2010;
LOPES; FRARE, 2008). Os ramos infectados foram coletados de plantas citricas da mesma

cultivar mantidas em casa de vegetacdo do Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS),
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em Araraquara-SP, por meio da colaboragdo do Dr. Nelson Arno Wulff. O material vegetal foi
retirado de plantas sintomaéticas e, posteriormente, realizou-se, no Laboratério de Biotecnologia
do FUNDECITRUS, o teste de confirmacdo da presenca do patégeno, por gPCR, das plantas-

in6culo.

Um borbulh&o infectado com aproximadamente quatro centimetros de comprimento
foi enxertado em cada planta com auxilio de fitilhos plasticos, sendo retirados 20 dias apds esse
procedimento. Apds a inoculacdo, foram realizados acompanhamentos semanais para analisar

a taxa de ‘sucesso’ da enxertia do borbulhdo infectado.

3.5.2. Avaliacéo da deteccao e quantificacio de CLas

A deteccdo e a quantificacdo de CLas foi realizada por analises de gPCR no
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas Horticolas — ESALQ/USP. A quantificacdo de CLas
nos eventos estudados foi realizada em trés ocasides, em julho de 2018, janeiro de 2019 e julho
de 2019, ou seja, aos seis, 12 e 18 meses ap6s a inoculacdo do patdgeno, respectivamente. A
concentracdo do titulo bacteriano de CLas no tecido vegetal foi estimada por meio da
construcdo de curva padrdo, conforme metodologia desenvolvida por Coletta-Filho et al.
(2010).

Extracdo de DNA de folhas

A extragcdo de DNA das plantas de laranja ‘Hamlin’ contendo ou ndo o gene csdl ou
ddel foi realizada utilizando-se tampdo CTAB conforme o método descrito por Murray e
Thompson (1980), com poucas modificacdes, a partir dos peciolos e da nervura central das
folhas. As analises ocorreram de forma individual para cada planta, utilizando-se oito repeticdes
(plantas) de cada evento ou tratamento para a quantificacdo. Em cada repeticdo, foram
selecionadas cinco folhas, coletadas aleatoriamente das regiGes do terco inferior, médio e
superior da planta, entre a 22 e 82 gema lateral, utilizando-se um pool de amostras. Apos a coleta
das folhas, cerca de 250 miligramas de peciolos foram cortados em pequenos pedagos com 0
auxilio de uma lamina, transferidos para tubos de Eppendorf® de 2 mL, e armazenados em

freezer (-80 °C) até 0 momento da extragdo.

As amostras do material vegetal, foram adicionados 1 mL de Tamp&o 1 (10 mL de Tris
HCI pH 7,5 1M; 2 mL EDTA 0,5 M; 14 mL NaCl 5 M; 34 mL de agua Milli-Q) e, em seguida



42

foram maceradas por cinco minutos com o auxilio do disruptor de tecidos TissueLyser®.
Adicionaram-se 500 pL do Tampé&o 2 (4 mL PVP 10%; 32 pL de mercaptoetanol 140 mM; 4
mL CTAB 5%) na capela a este conteudo, agitando-se, cuidadosamente. As amostras foram
colocadas em banho-maria, a 65 °C, por 30 minutos, e apds esse procedimento foram
centrifugadas a 6.500 rota¢des por minuto (rpm), por cinco minutos, a 4 °C. Retiraram-se 700
uL do sobrenadante formado e acrescentou-se o0 mesmo volume de CIA (Cloroférmio/Alcool
Isoamilico 24:1), em seguida, eles foram misturados por inversdo, por dois minutos. As
amostras foram novamente centrifugadas a 13.000 rpm por cinco minutos, retiraram-se 500 pL
do sobrenadante, e o conteudo foi transferido para novo tubo com 300 pL de lcool isopropilico.
Ap0s serem misturadas por inversdo, as amostras foram armazenadas por 15 minutos no freezer
(-80 °C) para precipitacdo do DNA. Em seguida, as amostras foram novamente submetidas a
centrifugacdo (13.000 rpm por 20 minutos, a 4 °C), descartou-se 0 sobrenadante e em seguida,
foram adicionados 500 uL de alcool etilico (70%) sobre o pellet. Os procedimentos de
centrifugacdo e adicdo de alcool etilico foram repetidos nas mesmas condi¢fes por cinco
minutos e o sobrenadante novamente descartado. Apds essa etapa, 0s tubos permaneceram na
capela de exaustdo por 40 minutos para secagem dos pellets contendo o DNA. Acrescentaram-
se 50 pL de agua Milli-Q autoclavada para ressuspender o pellet e as amostras foram
armazenadas a -20 °C até a realizacdo da anélise da gPCR.

gPCR para a deteccéo e quantificacdo de CLas

A quantificacdo do DNA de cada amostra foi realizada com o auxilio do equipamento
Nano Drop® (1000 Spectrophotometer - Thermo Scientific) e as informacdes referentes a
pureza das amostras de DNA foram verificadas por meio da razdo A260/A280. O DNA foi
diluido para uma concentragéo final de 50 ng uL . A analise de qPCR foi realizada utilizando-
se 0 equipamento 7500 FAST™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
USA). A reacdo foi desenvolvida em uma solucgéo total de 15 pL contendo 7,5 pL do reagente
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®), 1 yuL de cada primer (1 uM) AS84F-
Clas: 5’-TCACCGGCAGTCCCTATAAAAGT-3’ e AS180R-CLas: 5’-
GGGTTAAGTCCCGCAACGA-3’ (COLETTA-FILHO et al., 2010), 2 pL de DNA genémico
(diluido em 50 ng uL ™) e 3,5 pL de agua Milli-Q.

O programa utilizado para a amplificacdo do DNA foi o modo FAST (96 wells) sendo
um ciclo inicial a 95 °C por dois minutos; 40 ciclos a 95 °C por trés segundos (desnaturacgao);

60 °C por 30 segundos (anelamento) e, para obtencédo da curva de melting, de 60 a 95 °C por 20
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segundos. A andlise das amostras foi realizada em duplicata técnica seguido pelo célculo das
meédias e os dados foram analisados no 7500 Software v2.3. Como controle positivo, foi
utilizado o material genético de plantas previamente infectadas (comprovadas por gPCR), e
como controle negativo foi utilizado o material vegetal de plantas testemunhas. O Ciclo
threshold (Ct) é o ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial,
permitindo correlacionar o aumento da fluorescéncia com a quantidade inicial do DNA alvo

obtido de cada amostra.

O limiar de Ciclo threshold utilizado para a comprovacao da infeccdo de CLas foi de
Ct < 36, sendo que, para valores superiores ndo houve a detec¢cdo da bactéria. Procedeu-se a
andlise de variancia dos dados, e as médias foram comparadas de acordo com o teste de Dunnett
(P<0,05), utilizando-se o software SAS®.

Construcéo da curva padrao para quantificacao do titulo bacteriano

A validacéo do limite de deteccéo e a quantificagdo dos amplicons de interesse foram
realizadas pela construcdo de curva padrédo baseada em concentragcdes conhecidas do fragmento
alvo de rDNA da regido 16S de CLas clonado em um plasmideo pGEM contendo um inserto
de 608 pb.

Para a construcéo da curva padrdo, o DNA total de uma planta de laranja ‘Hamlin’ ndo
transgénica inoculada com CLas (QPCR positivo) foi utilizada para amplificar o fragmento alvo
através do conjunto de primers LAS-F externo e LAS-R externo (COLETTA-FILHO et al.,
2010). O fragmento alvo esperado foi separado por eletroforese em gel de agarose low melting
2%, isolando-se a banda in situ e procedendo sua purificacdo através do Kit de recuperacao
QIAEX Il Gel Extraction, de acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA purificado foi
eluido e utilizado para a ligacdo do fragmento com o plasmideo pGEM T-easy. A solu¢do do
plasmideo recombinante foi utilizada para transformar células competentes de Escherichia coli
DH5a. O plasmideo recombinante contendo a inser¢do foi extraido e purificado com o kit
Miniprep - Wizard® Plus SV (Promega) seguindo as instrucdes do fabricante, sequenciado no
Laboratério de Gendmica e Biologia Molecular do Centro de Biotecnologia Agricola
(CEBETEC, ESALQ/USP), e alinhado utilizando-se o programa BLAST® (Basic Local
Alignment Search Tool). A concentracdo da solucdo do plasmideo foi quantificada através do

espectrofotdmetro Nano Drop® (1000 Spectrophotometer - Thermo Scientific).
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A curva padrdo foi construida utilizando RT-gPCR a partir de dilui¢cbes seriadas e
decimais do plasmideo original. Foram empregadas seis dilui¢des em série da solucdo de DNA
plasmidial a partir de 10 ng pL ! até 1 fg uL~*. A curva foi estabelecida relacionando-se as
concentragdes conhecidas de DNA (Ct - eixo y) com os respectivos valores de 1og10 do numero
de copias (NC) do gene 16S rDNA (eixo x). A formula utilizada para calcular o nimero de
copias ([NC] de 16S rDNA por uL) foi baseada no trabalho de WANG et al. (2006):

NC = (MxN)/(LxD)

Onde M= concentracdo minima de acido nucléico detectado (g ml™?); N= Constante de
Avogadro (6,022x10% moléculas/mol); L= comprimento do &cido nucleico em kpb
(comprimento total do plasmideo de insercao, sendo este 3623 pb); D= fator de conversdo a

partir de 1 kpb de acido nucleico para Daltons (dsDNA= 6,6x10° g/mol Kbp).
Anélise dos dados

As andlises estatisticas foram realizadas para verificar diferencas em relacdo as
concentracdes de ClLas entre as plantas, comparando-se os valores obtidos das plantas
transgénicas com as das plantas ndo transgénicas, pelo teste de Dunnett (P<0,05). Os resultados
foram submetidos a anélise de variancia, utilizando-se o software SAS®.

3.5.3. Analises microscopicas: deteccdo de calose em folhas de laranjeira doce

A deteccdo de calose foi realizada em amostras de peciolos de folhas de eventos-elite,
de acordo com os melhores resultados obtidos de avaliacbes de resisténcia das plantas
transgénicas, contendo o gene csd1 ou d4el infectadas com CLas, coletadas de posicéo e estagio
de desenvolvimento semelhantes (plantas com 18 meses apds a inoculacdo). O experimento foi
repetido em cinco plantas diferentes de cada evento, coletando-se quatro folhas por planta.
Sec0es longitudinais e transversais de 25 um de espessura foram cortadas frescas com o auxilio
de um micrétomo de deslize (Leica SM2000 R, Wetzlar, Alemanha), coradas com 1% de azul
de anilina (diluido em alcool a 70%) por dez minutos e submetidas a uma bomba de vacuo para
remocdo do ar dos espacos intercelulares. As amostras foram examinadas utilizando-se um
filtro A4 (excitacdo 340-380 nm, 450-490 nm) no microscopio de epifluorescéncia Leica
DM5000 B (Leica™, Wetzlar, Alemanha). Todas as imagens foram adquiridas por um sistema

de camera de video DFC365 FX (Leica™, Wetzlar, Alemanha) acoplada a um computador,
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utilizando o software Leica Application Suite (LAS AF). A calose presente no floema de cada
amostra foi analisada de forma qualitativa e comparada entre 0s eventos transgénicos e plantas

ndo transgénicas.

3.5.4. Determinacdo da matéria seca das plantas e analise quimica das folhas

As plantas foram coletadas de forma destrutiva aos 18 meses apds a inocula¢do com
ClLas para a determinacdo da matéria seca da parte aérea e do sistema radicular dos eventos
transgénicos e ndo transgénicos, assim como das plantas ndo inoculadas com CLas de laranja
‘Hamlin’. Cinco plantas de cada evento foram selecionadas para a realizacdo desta andlise. O
material vegetal foi seco em estufa de circulacdo de ar forgada a 65 °C, durante trés dias, para

a posterior quantificacdo da matéria seca.

Para a quantificacdo dos teores de macronutrientes, foram coletadas 40 folhas de oito
plantas obtendo-se uma amostra composta para a diagnose foliar. A amostragem foi realizada
aos seis e 18 meses apos a inoculacdo de CLas, coletando-se sempre a 32 ou 42 folha, a partir da
extremidade do ramo vegetativo, sequindo a recomendacao para o diagnéstico nutricional de
citros no estado de S&o Paulo. As folhas com sintomas severos de HLB nédo foram coletadas
para a analise. Apos a coleta, as amostras compostas foram armazenadas em sacos de papel
identificados, secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 65 °C, durante trés dias e moidas.
Os teores de nutrientes minerais provenientes das folhas foram analisados de acordo com o
método descrito por Bataglia et al. (1983). Os resultados de macronutrientes obtidos nos
periodos avaliados foram interpretados de acordo com os critérios estabelecidos pelo Grupo

Paulista de Adubacédo e Calagem para Citros (1994).

3.5.5. Andlise da distribuicdo espacial de macro e micronutrientes através da
espectroscopia de fluorescéncia de raios X com feixe micrométrico (u-XRF) em folhas de

laranjeira doce

A espectroscopia de fluorescéncia por raios X é uma ferramenta analitica bem
estabelecida utilizada para avalia¢Oes qualitativas e quantitativas multielementares. A medicao
por espectroscopia de fluorescéncia de raios X com feixe micrométrico (u-XRF) é realizada

pela determinagdo da energia emitida e o nimero de fotons fluorescentes (diretamente
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proporcionais a concentracdo do elemento no material vegetal) emitida por uma amostra

excitada por particulas ou por um feixe de raios X (MONTANHA et al., 2020).

Desta forma, anélises da distribuicdo espacial de macronutrientes (fésforo, potassio,
calcio e enxofre) e micronutrientes (manganés, ferro, cobre e zinco) em folhas de laranja
‘Hamlin’ ndo transgénicas, 18 meses apds a inoculacdo por CLas, e em folhas de laranja
‘Hamlin’ ndo inoculadas foram realizadas por meio da espectroscopia por fluorescéncia de raios
X. As andlises foram realizadas no Laboratério de Instrumentacdo Nuclear do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP).

Para a avaliacdo dos macronutrientes e micronutrientes, seis amostras da terceira folha
de ramos da regido intermediaria de plantas de laranja ‘Hamlin’ com e sem HLB foram
coletadas e secas a 65 °C em estufa de circulacdo de ar forcada por 72 horas. As folhas foram
fixadas em um suporte de acrilico contendo um filme de polipropileno (VHG, EUA) com 6 pum
de espessura e transferidas para o espectrometro de fluorescéncia de raios X com feixe
micrométrico (U-XRF, Orbis PC, EDAX, EUA). As amostras foram expostas a um feixe de
raios X com aproximadamente 30 pum de diametro, gerado por um anodo de rodio operando a
30 kV e 300 pA para a analise dos macronutrientes, e a 45 kV e 500 pA para a analise dos
micronutrientes, sob atmosfera a vacuo (Figura 5). Duzentos e cinquenta e seis pontos foram
coletados em cada folha linha, regido de analise foliar, com comprimentos variando entre 38 e
70 mm. Cada ponto foi investigado durante dez segundos para a avaliacdo dos macronutrientes
e por 20 segundos, para 0os micronutrientes. Duas replicatas (linhas) foram coletadas e mapeadas
em cada folha. Os espectros de raios X foram coletados por um detector semicondutor Si drift
(SDD). O tempo morto (periodo no qual o detector ndo captou os fétons de fluorescéncia
durante a analise) foi menor que 10%. Todas as andlises foram realizadas em triplicatas

bioldgicas.
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Figura 5. Folha de laranja ‘Hamlin’ ndo inoculada com CLas. (A) Destaque para as replicatas (linhas)
de mapeamento onde foram realizadas as analises de distribuicdo espacial de nutrientes. (B)
Folhas secas de laranja ‘Hamlin’ com HLB, 18 meses ap6s a inoculagdo. (C e D)
Espectrometro de fluorescéncia de raios X com feixe micrométrico (U-XRF, Orbis PC, EDAX,
EUA).
Para distinguir os sinais elementares do ruido do equipamento foram considerados
apenas os valores acima do limite de identificagdo (L1), calculado de acordo com a equacdo a

sequir:

B
Eq.X: L1=28,485 TG

Onde: BG: contagem por segundo (cps), é a média de dez leituras de ruido selecionada
aleatoriamente em pontos da amostra; t: segundos (s), € o tempo de aquisi¢do por ponto. Os

valores abaixo do LI foram considerados iguais a zero.

Apbs a leitura das amostras pelo equipamento de raio X, os dados foram inseridos em

planilhas de dados (Excel) e transferidos para o Software Origin 2019 para a anélise, elaboracéo
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de gréficos e geracdo de imagens com a quantificacéo das intensidades dos elementos das linhas
de mapeamento de cada folha analisada. Os resultados foram expressos em intensidades de cada

elemento corrigidas e normalizadas pelo espalhamento Compton (COMPTON, 1923).

3.6. Reacdo de plantas transgénicas de laranja doce a infeccdo por Xanthomonas citri
subsp. citri

Inoculagdo por aspersao

Em todos os bioensaios foram utilizados o isolado da bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri 306 contendo um gene marcador GFP expresso constitutivamente (referido como
Xcc_GFP, fornecido por Adrian Alberto Vojnov, Instituto de Ciéncia e Tecnologia Dr. Cesar
Milstein, Fundacdo Pablo Cassard, CONICET - Argentina; RIGANO et al., 2007) e cedido pela

Dra. Juliana Freitas-AstuUa.

A bactéria foi cultivada em meio de cultura NBY (3 g L ™! extrato de carne, 5 g L
peptona, 2 g L ! extrato de levedura, 2 g L™t KoHPO4, 0,5 g Lt KH,PO4 e 4gar) contendo
ampicilina 100 pg mL ™%, segundo as recomendagdes de Caserta et al. (2014), por 48 horas, entre
26 e 28 °C. Para o preparo do in6culo, a bactéria foi diluida em uma solucdo tampao fosfato-
salino (PBS ou phosphate buffered saline). Trés ensaios independentes foram realizados
(05/04/2017, 01/11/2017 e 02/02/2018). Nestes ensaios, todos 0s eventos expressando 0s genes
csdl ou d4el, conforme descritos no subitem 3.4., foram desafiados com Xcc. Todas as plantas
de laranja ‘Hamlin’ foram podadas a 1/3 do apice, 35 dias antes das inoculagdes, para a
obtencdo de folhas homogéneas, sadias e imaturas (75% da completa expansdo foliar)
(GOTTWALD; GRAHAM, 1992).

A concentracio da suspenséo bacteriana foi ajustada para uma densidade de 108 UFC
ml~* (unidades formadoras de col6nia), em espectrofotdmetro a 600 nm (OD=0,3). Diluicdes
seriadas em tampéo fosfato (PBS) foram realizadas para a obtengdo da concentracgdo final de
10° UFC mL 1. A inoculagéo foi realizada por aspersdo, nos trés ensaios, com o auxilio de um
pulverizador manual de presséo prévia de 2 L, até o ponto de escorrimento em todas as folhas
das plantas. Durante os experimentos, as plantas foram mantidas em casa de vegetagéo, sob
temperaturas (25 °C a 30 °C) e umidade relativa (65% a 80%).
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AvaliagOes de severidade e incidéncia da doenga foram realizadas em todos o0s
genotipos, nos trés experimentos independentes. A quantificacdo da severidade foi realizada
semanalmente, até 35 dias apos a inoculacdo (DAI), de acordo com a escala diagramatica de
notas (0 a 16 %) para a avaliacdo de cancro citrico (BELASQUE JR et al., 2005). A incidéncia
da doenca foi calculada pela porcentagem de folhas com sintomas em relacéo a quantidade total
de folhas da planta. A severidade foi avaliada pela porcentagem de area foliar com lesGes, a
partir de material de 12 plantas de cada tratamento e, posteriormente, comparadas com a

severidade de cancro citrico em plantas ndo transgénicas.

Apos realizar as avaliagdes de incidéncia e severidade nos trés experimentos, calculou-
se a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) para a determinacgdo dos gendtipos
mais resistentes ao cancro citrico. A AACPD foi calculada através da integracéo trapezoidal
seguindo a formula (SHANER; FINNEY, 1977):

n-1

AACPD = Z [((Xq + X2)/2) (t2- t2)]
=1

Onde: X € a severidade ou incidéncia da doenca, em porcentagem, de duas avaliacOes

consecutivas, t € o tempo, em dias entre as avaliacdes, e n é o numero total de avaliacGes.

Os resultados obtidos representam o aumento médio diario de incidéncia e severidade
de cancro citrico da area abaixo da curva padronizada no tempo avaliado. Os resultados foram
submetidos & analise de variancia utilizando-se o software SAS® e as médias dos eventos
transgénicos comparadas com a médias das plantas ndo transgénicas pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

Inoculagéo por ferimentos

A determinacdo da suscetibilidade de gendtipos a infeccdo por Xcc € mais efetiva
guando se utiliza a técnica de inoculacao por ferimentos em folhas de citros, comparando-se a
outros métodos (BELASQUE JR et al., 2008; GRAHAM; GOTTWALD, 1990). Por isso, sete
eventos-elite foram selecionados de acordo com os melhores resultados de resisténcia & Xcc
obtidos nos trés experimentos por aspersdo, conforme detalhados no item anterior, para serem
incluidos em experimentos de desafio & Xcc por meio de inoculagéo por ferimentos. Os eventos
de laranjas doces transgénicas selecionados (eventos-elite) (csdl: TG4-3; TG4-4; TG4-6; TG4-

9; ddel: HS-9; HS-11; HS-33), dois tratamentos de laranjas doces ndo transgénicas
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(Testemunha 1 e Testemunha 2) e plantas contendo vetor vazio (V1) foram utilizados para a
realizacdo de novas avaliacOes de resisténcia a Xcc.

A quantificacdo da populacdo bacteriana foi avaliada através da inoculacdo por
ferimentos em folhas de laranjeiras utilizando-se uma agulha histoldgica (0,55 mm x 0,20 mm)
imersa em suspensdo bacteriana cultivada em meio de cultura NBY, ajustada para uma
densidade de 108 UFC ml! (OD=0,3) e diluida em tampao fosfato (PBS) para a obtencdo da
concentracio final de 106 UFC mL ™, conforme descrito anteriormente. Foram realizadas 20
perfuracdes (em cinco folhas) por planta de cada uma das 12 plantas provenientes de cada
tratamento. A preparacdo do indculo e a concentragdo da suspensdo final também foram
empregadas de acordo com a metodologia descrita anteriormente. Trés ensaios independentes
foram novamente realizados para estas avaliacBes. A primeira inoculacdo foi feita em
10/05/2018, a segunda em 10/08/2018 e a terceira em 11/02/2019.

O crescimento bacteriano foi avaliado através da coleta aleatéria de trés discos foliares
perfurados a partir da area infiltrada pela inoculagdo (com um centimetro de didmetro) de cada
evento. Os discos coletados e mantidos em tubos plasticos de 1,5 mL foram macerados e
homogeneizados com o auxilio de um pistilo em solugédo tampéo fosfato (PBS) com 1 mL em
cada tubo. Apds esse procedimento, em cada dia avaliado, diluicdes em série foram realizadas,
e 30 uL da suspensdo do macerado de cada evento foram distribuidos em trés placas em meio
de cultura NBY. As colbnias de Xcc foram contadas 48 horas apds incubacéo a 26-28 °C, cujos
valores foram utilizados para calcular o nimero de unidades formadoras de colnias presentes
na amostra dos discos foliares de cada evento. As avaliacdes foram realizadas 0; 1; 3; 5; 8; 15
e 21 dias apds a inoculacdo (DAI) de cada experimento. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia, utilizando-se o software SAS®, e as médias entre os eventos comparadas

pelo teste de Dunnett (P<0,05). Os dados foram transformados em logio.

Adicionalmente, avalia¢cdes dos nimeros de lesdes, em 200 ferimentos, formadas de
cancro citrico foram realizadas aos 7; 14; 21; 28 e 35 DAI nas mesmas plantas inoculadas por
ferimentos através de agulhas histoldgicas. As areas das lesdes foram mensuradas, a partir de
folhas destacadas, aos 35 DAI. Analisaram-se quatro lesdes por folha, sendo avaliadas cinco
folhas por planta. As avaliagGes da area da lesdo foram realizadas com o auxilio do software de
analises de imagens QUANT 1.0 (VALE et al., 2001). Os dados foram submetidos a analises
de variancia (ANOVA), utilizando o software SAS® e as médias entre os eventos pelo teste de

Dunnett (P<0,05). Este experimento foi realizado duas vezes.
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3.6.1. Microscopia de epifluorescéncia

Andlises histopatologicas foram empregadas visando avaliar a interacdo e o
colonizacdo do patdégeno no tecido vegetal dos diferentes tratamentos (eventos-elite) para as
duas construgdes génicas. As analises anatdmicas foram realizadas no Laboratorio de Anatomia
Vegetal, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da ESALQ/USP. As andlises das lesdes
foram realizadas a partir de inoculacGes por aspersdo de Xcc_GFP em folhas de laranja doce

apresentando a mesma metodologia descrita no subitem inoculacéo por asperséao.
Deteccédo de Xcc

Segmentos foliares frescos de, aproximadamente, 1 cm? contendo lesdes, de diferentes
eventos transgénicos, foram coletados e seccionados transversalmente com espessuras de 25
pum em microtomo de deslize (Leica SM2000 R). Laminas de vidro foram montadas, tratadas
com tampédo PBS (0,2 M — pH 7,2) e com o corante Calcofluor White que destaca as cadeias de
celulose B1-4 da parede celular, e submetidas a vacuo para remocdo do ar dos espacos
intercelulares. Esse procedimento foi repetido por trés vezes em cada amostra, em ensaios
histopatolégicos de diferentes eventos, avaliadas até 35 DAI. As laminas foram examinadas
utilizando-se filtro GFP (excitacdo 470/40; emissdo 525/50) no microscopio de
epifluorescéncia Leica DM5000 B (Leica™, Wetzlar, Alemanha). Todas as imagens foram
capturadas por um sistema de camera de video DFC365 FX (Leica™, Wetzlar, Alemanha)
acoplado a um computador, utilizando-se o software Leica Application Suite (LAS AF).

Deposicao de calose

A deposicdo de calose foi verificada em amostras de segmentos foliares de eventos-
elite contendo o gene csd1 horas apds a infeccdo de Xcc. As analises de calose foram realizadas
a partir de inoculagdes por ferimentos de Xcc_GFP em folhas de laranjeira doce apresentando
a mesma metodologia descrita no subitem inoculacdo por ferimentos. O experimento foi
repetido em cinco plantas diferentes de cada evento transgénico, utilizando-se quatro folhas por
planta. As avaliacdes foram realizadas 24, 48 e 72 horas ap6s a inoculacdo (h.a.i.). Em cada
avaliacdo, discos foliares proximos do local da inoculagdo foram recolhidos e, em seguida,
secOes longitudinais e transversais de 25 pum de espessura foram produzidas em micrétomo de
deslize (Leica SM2000 R). Os cortes frescos foram corados com 1% de azul de anilina (diluido
em alcool a 70%) por dez minutos e submetidos a vacuo, por 15 minutos. As amostras foram

examinadas usando-se filtro A4 (excitacdo 340-380 nm, 450-490 nm) no microscopio de
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epifluorescéncia Leica DM5000 B (Leica™, Wetzlar, Alemanha). Todas as imagens foram
capturadas por um sistema de camera de video DFC365 FX (Leica™, Wetzlar, Alemanha)
acoplado a um computador, utilizando o software Leica Application Suite (LAS AF). A calose
presente no tecido foliar de cada amostra foi analisada de forma qualitativa e comparada entre

0s eventos-elite transgénicos e ndo transgénicos.

3.6.2. Quantificacdo de RNA mensageiro do gene csd1 em folhas de laranjeira doce apds

a infeccao por Xcc

A quantificacdo da expressédo do gene csdl foi realizada em plantas transgénicas e néo
transgénicas dos eventos-elite horas apds a inoculagéo por Xcc, por RT-gPCR. A inoculagédo de
Xcc foi realizada através de ferimentos por agulhas histologicas, em cinco folhas (quatro
perfuracdes cada) por planta de cada evento-elite avaliado. A suspensdo bacteriana foi cultivada
em meio de cultura NBY, ajustada a densidade de 102 UFC ml™* (OD=0,3) e diluida em tamp#&o
fosfato (PBS) para a obtencdo da concentracdo final de 1,16 x 10° UFC mL™?, conforme

procedimento descrito anteriormente.

Cada amostra foi composta por um pool de dez discos foliares de plantas diferentes de
cada evento transgénico, utilizando-se um tubo plastico de 1,5 ml, com um centimetro de
diametro. Os discos foliares foram coletados aleatoriamente 24, 48 e 72 horas ap6s a inoculacao
(h.a.i.). A extragdo de RNA e a sintese de cDNA foram realizadas conforme metodologia
descrita no item 3.2.2. Cada amostra foi analisada em trés replicatas bioldgicas e duas replicatas
técnicas, incluindo amostras de plantas ndo transgénicas, nas condi¢fes de amplificacdo padrédo
(FAST), realizada no equipamento 7500 FAST ™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, USA). O valor do ciclo de quantificagdo (Cq) foi determinado para o gene alvo
csdl e para os dois genes de referéncia (UBC21 e DIM1) em cada amostra avaliada. O software
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003) foi utilizado para avaliar a eficiéncia de reacdo de cada
gene. Apos os calculos da eficiéncia, os resultados foram analisados no software REST®
(PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) e o calculo da expressdo génica foi realizado
utilizando-se 0 modo de quantificacdo relativa (AACq). Os dados foram submetidos a anélise
de variancia e as médias dos eventos transgénicos comparadas com a médias das plantas ndo
transgénicas pelo teste de Dunnett (P<0,05). Como calibrador foi utilizada a planta testemunha

(ndo transgénica) de menor expresséo.
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3.6.3. Resposta antioxidativa isoenzimatica

A quantificacdo das atividades isoenzimaticas em resposta a explosao oxidativa foram
avaliadas durante o processo infeccioso de Xcc em plantas citricas, tornando-as uma importante
ferramenta na compreensao da interacdo planta-patogeno. Todas as analises isoenzimaticas
foram realizadas no Laboratério de Genética e Bioguimica de Plantas do Departamento de
Genética da ESALQ/USP.

Amostras de sete eventos-elite de laranja ‘Hamlin’ transgénicos (gene csdl: TG4-3;
TG4-4; TG4-6; TG4-9; gene d4el: HS-9; HS-11; HS-33) e dois tratamentos de laranjas doces
ndo transgénicas (Testemunha 1 e Testemunha 2) foram selecionados para quantificacdes do
acumulo de peréxido de hidrogénio e de atividades isoenzimaticas a 0, 24, 48 e 72 horas ap0s
a inoculacdo por Xcc. A inoculacdo da bactéria foi feita através de ferimentos por agulhas
histoldgicas, em cinco folhas por planta (quatro perfuracdes cada folha) de cada uma das 12
repeticGes dos eventos-elite avaliados e também nas plantas ndo transgénicas. A suspensdo
bacteriana foi preparada de acordo com a metodologia apresentada no subitem inoculagéo por
ferimentos. Os resultados destes experimentos foram submetidos a analise de variancia e as
médias dos eventos transgénicos comparadas com a médias das plantas ndo transgénicas pelo
teste de Dunnett (P<0,05).

Peroxidacdo lipidica e quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H»0>)

O processo de peroxidacdo lipidica desencadeia a producdo de malondialdeido
(MDA), sendo que a concentracdo deste composto organico pode ser um importante parametro
para mensurar o nivel de estresse oxidativo em tecidos vegetais (MENG et al., 2009; LOPEZ-
MARTINEZ et al., 2009).

A peroxidagdo lipidica foi avaliada através do contetdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), segundo a metodologia de Heath e Packer (1968). Tecidos
foliares (200 mg) da regido de inoculacao foram coletados, macerados e adicionados 500 L de
acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. As amostras foram centrifugadas por dez minutos, em
15.000 rpm, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado (500 pL) em tubos Eppendorf®, e 1,5 ml de
0,5% TBA diluido em 20% de TCA foi adicionado. As amostras foram incubadas em banho-
maria a 95 °C por 30 minutos. As leituras das absorbancias das amostras foram realizadas nos
comprimentos de onda de 535 nm e 600 nm em espectrofotdmetro (Genesys™ 10S UV-Vis). A

concentracdo de equivalentes em malondialdeido (MDA) foi calculada por meio de um
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coeficiente de extingdo de eM=155 mM™* cm™, apresentando resultados em nmols MDA g¢*
MF (HEATH; PACKER, 1968).

A determinacdo do conteddo de peroxido de hidrogénio foi realizada de acordo a
metodologia de Alexieva et al. (2001). Tecidos vegetais (200 mg) de cada amostra foram
macerados, em banho de gelo, com 2 mL de TCA 0,1%, contendo, aproximadamente, 20% de
polivinilpolipirrolidona (PVPP). Apds a homogeneizacéo, o contetdo foi transferido para tubos
de 2 mL e centrifugado por dez minutos a 13.000 rpm, a 4 °C. O sobrenadante (200 uL) das
amostras foi retirado e adicionado a uma mistura de reacao contendo 200 pL de tampéo fosfato
100 mM (pH 7,5) e 800 pL de iodeto de potassio 1 M. As amostras foram incubadas em gelo
por uma hora no escuro e as leituras das absorbéncias foram realizadas em triplicatas no
comprimento de onda de 390 nm em espectrofotdmetro. A quantidade de peroxido de
hidrogénio de cada amostra foi calculada através da construcdo de uma curva padrdo com

concentragdes conhecidas de H,0, e expressas em puMolar g~ MF.
Localizacdo do acumulo de perdxido de hidrogénio (H;O_)

O acumulo in situ de H,O, no local de inoculacdo de Xcc foi detectado por coloragédo
histoquimica utilizando-se o reagente 3,3’-diaminobenzidina (DAB), conforme metodologia
descrita por Shi et al. (2010). Os discos foliares dos eventos-elite foram coletados préximos ao
local de inoculagdo, por ferimento, e mantidos incubados no escuro por 24 horas em tubos
conicos contendo 50 mL de tampé&o Tris (10 mM, KCI 50 mM, pH 6,1) com 0,05 g de DAB
(pH da solucéo corrigido para pH 3,8). As avaliacdes foram realizadas em amostras de folhas
transgénicas e ndo transgénicas a 0; 12; 24; 48 horas ap0s a inoculagdo com Xcc. Os discos
foliares corados com DAB foram fotografados com o auxilio de uma cadmera digital (Nikon
D100%).

Extracéo e determinacéo de proteina

Amostras foliares de cada tratamento foram coletadas, transferidas para um cadinho
com nitrogénio liquido, e depois maceradas com tampéo de extracdo fosfato de potassio 100
mM pH 7,5 (1 g de tecido vegetal/3 ml de tampdo), contendo 1 mM de &cido etilenodiamino
tetracético (EDTA), 3 mM de ditiotreitol (DTT) e 4% (p/v) de PVPP (AZEVEDO et al., 1998).
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm, por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi

armazenado a -80 °C divididos em aliquotas até 0 momento das analises de SOD, CAT e GPX.
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A concentracéo de proteina total nas amostras foi determinada pelo método de Bradford (1976),
utilizando-se a albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

Determinacao de atividades de isoenzimas antioxidantes

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com a
metodologia de Giannopolitis e Ries (1977) e Cembrowska-Lech et al. (2015). A reacdo foi
conduzida em uma camara de reagéo, sob iluminacdo de lampada fluorescente a 25 °C. As
amostras, previamente coletadas, foram descongeladas e adicionadas em um meio de reagédo
contendo tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), 50 mM de metionina, 1 mM
nitrobluetetrazélio (NBT), 10 mM de &cido etilenodiamino tetracético (EDTA) e 0,12 mM de
riboflavina, totalizando 1,5 mL de reagdo. Os tubos com a solugdo foram misturados e
colocados no interior da camara no escuro. Apds cinco minutos acendeu-se a luz do interior da
caixa por cinco minutos, e o composto blue formazana foi produzido pela fotorreacdo do NBT.
As leituras foram realizadas em triplicatas, no comprimento de onda de 560 nm em
espectrofotometro (Genesys™ 10S UV-Vis). Uma unidade de SOD foi definida como a
atividade enzimatica necessaria para inibir 50% da fotorreducdo do NBT para formazana. A

atividade foi expressa como Unidades SOD mg * de proteina min 1,
Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante (PAGE) e revelacéo de gel de SOD

Os experimentos de eletroforese (cuba vertical) em sistemas de tampdo descontinuos
e ndo-desnaturantes (gel de resolucdo de 10%; gel de empilhamento de 2,5%) foram realizados
utilizando-se o sistema mini gel no tamanho de 8,3 cm x 10,2 cm na concentragéo ideal de
poliacrilamida (12%) para as proteinas de SOD, conforme descrito por Laemmli (1970). As
amostras foram submetidas a eletroforese, e a uma corrente constante de 30 mA, 100 V, a 4 °C,

em tempo médio de corrida de quatro horas.

Depois da eletroforese, os géis foram divididos verticalmente em trés partes iguais.
Em cada faixa, 150 pg da proteina total foi carregada. A primeira parte foi revelada para a
atividade de SOD. A segunda e a terceira parte foram incubadas por 30 minutos em 100 mM
de solucéo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8) contendo 2 mM de KCN e 100 mM de
solucéo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8) contendo 5 mM de H,O,, respectivamente
(AZEVEDO et al., 2003). Ap0s essas etapas, ambas as partes foram lavadas e reveladas para a
atividade de SOD. O pré-tratamento dos géis em H,O, e KCN antes da revelacao de superoxido

dismutase permite a classificacdo das isoformas da SOD em Cu/Zn-SOD, Fe-SOD e Mn-SOD.
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A Cu/Zn-SOD é inibida por ambos os inibidores; a Fe-SOD é resistente ao KCN e inibida por
H,O,; e Mn-SOD ¢é resistente a ambos os inibidores (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).

Na revelagdo do gel de SOD para a determinacao das isoformas, os géis foram lavados
em agua deionizada e incubadas no escuro em uma solucdo tampéo de fosfato de potassio 50
mM (pH 7,8) contendo 2,45 mM de NBT, 1 mM de EDTA, 28 mM de riboflavina e 28 mM de
tetrametil etileno diamina (TEMED). Apds 30 minutos, os géis foram novamente lavados com
agua deionizada e expostos a luz fluorescente para a revelacdo e determinacdo das isoformas

de SOD. As bandas visiveis formadas ficam acromaticas e o gel adquire coloracdo roxa.
Catalase

A atividade da catalase (CAT) foi analisada em espectrofotdmetro (Genesys™ 10S
UV-Vis) como descrito por Azevedo et al. (1998). O ensaio enzimatico foi realizado a 25 °C
em uma solucdo contendo 1 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) acrescida de
25 pL de H,0; (solucdo a 30%). A reacdo iniciou-se pela adigdo de 25 pL de extrato proteico
de cada amostra e a atividade foi determinada monitorando-se a decomposicéo de H,0O, a 240
nm, durante o periodo de um minuto. As leituras foram realizadas em triplicatas e os resultados

foram expressos em pumol min~* mg* de proteina.
Glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada por espectofotébmetro (Genesys™
10S UV-Vis), de acordo com Azevedo et al. (1998). A atividade enzimética foi determinada a
37 °C em uma mistura constituida de 1 mL de tampao fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,5),
contendo 10 mM de acido 2-nitrobenzéico (GSH), GSSG 1 mM e 1,5 mM de NADPH. A reacdo
foi iniciada pela adicdo de 1,5 MM de NADPH e 1mM de H,O,, seguida pelo monitoramento
do aumento da absorbancia a 340 nm ao longo de dois minutos. A atividade de glutationa

peroxidase foi expressa em nmol min~* mg™ de proteina.

3.6.4. Atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana in vitro do extrato proteico de plantas matrizes (eventos
transgénicos) de laranja ‘Hamlin’ transformadas com o gene que codifica o peptideo

antimicrobiano (d4el) foi avaliada apds a incubagdo com suspensao de Xcc. Extratos proteicos
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de cada evento transgénico (HS1; HS9; HS11; HS12; HS13; HS33; HS36; HS38; HS45; HS48),
de plantas ndo transgénicas (Testemunha 1) e de Vetor vazio (V1) foram obtidos pela
maceracao de 200 mg de tecido foliar em solucdo de tampao de extracdo fosfato de potéssio
100 mM pH 7,5 (1 g de tecido vegetal/3 ml de tampé&o), contendo 1 mM de acido etilenodiamino
tetracético (EDTA), 3 mM de ditiotreitol (DTT) e 4% (p/v) de PVPP (AZEVEDO et al., 1998).
O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rotagdes por minuto por 30 minutos a 4 °C e o
sobrenadante foi coletado. A concentracdo de proteina total para todas as amostras foi
determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando-se a albumina de soro bovino (BSA)

como padro. Todas as amostras foram diluidas para uma concentracéo final de 100 pug mL 2.

Procedeu-se o cultivo dos isolados de Xcc em meio sélido NBY. Uma solucédo
bacteriana a partir do cultivo desses isolados, contendo 1,17 x 108 UFC mL ™, OD=0,349, foi
preparada apds 48 horas. Determinou-se a atividade antimicrobiana por meio de incubacéo de
900 pL do extrato proteico e 100 pL de suspensdo bacteriana, por quatro horas, sob agitacéao, a
120 rpm, conforme metodologia adaptada de Osusky et al. (2005). A contagem de colbnias de
cada evento transgénico e também das plantas ndo transgénicas foi realizada apds o
plagueamento e incubacdo por 48 horas, a 28 °C. As andlises foram realizadas em triplicadas
bioldgicas. Foi realizada uma incubagdo controle contendo apenas agua. Os resultados foram
submetidos a analise de varidncia e as medias dos eventos transgénicos comparadas com a

médias das plantas ndo transgénicas pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo molecular dos eventos transgénicos expressando o gene csdl

A analise de RT-gPCR foi realizada em 18 plantas matrizes de laranja ‘Hamlin’. As
plantas transgénicas utilizadas foram previamente analisadas por Southern blot, em trabalhos
anteriores, que continham de uma a duas insercdes do transgene no genoma da planta
(MORAES, 2015). Considerando-se que o gene csd1 é enddgeno as plantas de laranja doce, 0s
valores observados do nivel de MRNA referem-se a somatoria dos transcritos do transgene e do

gene endogeno.

Os valores de expressao relativa do gene csd1 das amostras variaram de 0,72 a 12,36.
A expressdo entre as plantas ndo transgénicas (T1, T2, T3) variou de 1 a 2,22, e entre as plantas
transgénicas a variacdo foi de 2,26 a 12,36. Entre as plantas transgénicas contendo o vetor vazio
(V1, V2) a variacdo foi de 0,72 a 1,91 (Figura 6). Todos o0s eventos transgénicos apresentaram
diferengas significativas em relacdo ao nivel de transcricdo da planta ndo transgénica (T1), de
acordo com as analises obtidas pelo software REST®.
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Figura 6. Expressdo relativa do gene csd1 em relacdo aos genes de referéncia UBC21 e DIM1 em plantas
de laranja ‘Hamlin’, expressando a construcdo génica pCAMBIA2301-csd1l. Os resultados
obtidos dos eventos transgénicos foram comparados com o nivel de transcri¢do da planta ndo
transgénica (Testemunha - T1), utilizada como calibrador. *Difere significativamente em
relacdo a média de (T1), pelo teste de Dunnett (P<0,05). As barras indicam o desvio padrdo das
médias.
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O nivel de expressdo do gene csdl do evento transgénico TG4-2 foi 12 vezes maior
em comparacdo com a expressdao génica de plantas ndo transgénicas, indicando uma
superexpressdo deste gene relacionado a ativacdo do sistema de defesa de plantas contra o
estresse oxidativo. As expressdes génicas entre 0s eventos transgénicos analisados
apresentaram altas variagdes dos resultados, indicando que ndo houve correlacdo entre o
namero de insercdes do transgene no genoma das plantas com os respectivos valores de

quantificacdo relativa.

4.2. Reacdo de plantas transgénicas de laranja doce a infec¢do por CLas
Deteccéao e quantificacdo de CLas

As plantas transgénicas de laranja ‘Hamlin’ expressando o gene csdl ou d4el
utilizadas nesta pesquisa apresentaram desenvolvimento e fendtipo normais durante toda a
conducdo do experimento, semelhantes aos observados em plantas ndo transgénicas. A
quantificacdo da multiplicacdo e concentracdo de CLas nas plantas citricas foram mensuradas
em trés periodos, aos seis, 12 e 18 meses apos a inoculacdo (m.a.i.). Em todas as avaliacdes
verificou-se alta eficiéncia de transmissdo de CLas pelo método de enxertia por borbulhdes
infectados, obtidos por anélise de qPCR. Seis meses apds a inoculacdo, 84% das plantas
apresentaram resultados positivos para a presenca de CLas, aos 12 m.a.i., detectou-se CLas em
96% das plantas inoculadas, e aos 18 m.a.i. 100% das plantas inoculadas, transgénicas e néo

transgénicas, estavam infectadas pela bactéria.

Os primeiros sintomas visuais de HLB e o aparecimento de deficiéncias nutricionais
foliares generalizadas foram observados em plantas ndo transgénicas, quatro meses apds a
inoculacdo. Nos eventos transgénicos expressando o gene csdl (TG3-16; TG4-2e TG4-3) ou 0
gene d4el (HS11 e HS33), os primeiros sintomas da doenca surgiram somente aos nove meses
apos a inoculacdo (Figura 7). Nos demais eventos transgénicos, os sintomas relacionados ao
HLB e as deficiéncias nutricionais, principalmente de manganés e zinco, foram observados seis
meses apés a inoculacdo (Figura 7). A intensidade dos sintomas de HLB presentes nas folhas
de laranja ‘Hamlin’ ndo transgénicas avaliadas corroboram os resultados de deteccdo e

quantificacdo de CLas, obtidos por gPCR para a maioria das plantas analisadas.
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Figura 7. Sintomas foliares de HLB em plantas de laranja ‘Hamlin’, seis meses apos a inoculacéo. (A)
Amarelecimento foliar e mosgueado observados em plantas ndo transgénicas (T1). (B) Plantas
transgénicas de laranja ‘Hamlin’ (evento TG3-16, gene csdl) sem sintomas de HLB. (C)
Sintomas normalmente associados a deficiéncias nutricionais de manganés ou zinco em folhas
de laranja ‘Hamlin’ ndo transgénica (T1). (D) Sintomas leves de HLB em folhas de laranja
‘Hamlin’ transgénica (evento TG4-9, gene csd1), em Piracicaba, SP.

A quantificacdo de CLas em cada amostra de DNA extraido das plantas transgénicas
e ndo transgénicas foi realizada em duplicatas técnicas nos trés periodos avaliados. Entre as
réplicas amostradas houve um baixo coeficiente de variagdo de Ciclo threshold (Ct) (mé&ximo
de 0,82%), nos trés periodos avaliados, indicando alta representatividade dos resultados obtidos
(Tabela 2). Por outro lado, os valores de Ct obtidos entre os periodos avaliados mostraram altas
variagoes (1,89% a 19,29%) (Tabela 2). A quantificacdo em nimero de copias foi obtida através
da construgéo de curva padréo, a partir de dilui¢cGes seriadas de DNA plasmidial original, e os
valores das concentracdes conhecidas de DNA foram estimados de acordo com a equacao de
regressio linear (y = -3,6223x+18,02; R?= 0,9911).
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Tabela 2. Amplificagdo de DNA por gPCR e numero de cdpias (NC) da sequéncia 16S rDNA bacteriano
em plantas transgénicas e ndo transgénicas de laranja ‘Hamlin’ infectadas por CLas.

Média dos valores de Ct

Populacgéo bacteriana

Tratamentos (NCdeCLaspuL™)
6ma.i. 12m.a.i. 18 m.a.l. 6 m.a.i. 12 m.a.i. 18 m.a.i.
Testemunhal 24,22 24,43 24,68 489x10° 428x10% 3,83x10°
Vetorvaziol 25,65 25,10 25,07 1,98 x10° 280x10° 2,87 x10°
HS1 25,93 27,06 28,02 1,65x10%° 8,05x10° 4,37 x10°
HS9 27,69 26,53 26,61 540x10° 1,13x10%° 1,07 x 10°
HS11 33,01* 28,61 27,68 1,82 x 10 3,00x 10° 5,42 x 10°
o HS12 26,60 29,48 29,85 1,08 x10%° 1,73x10° 1,37 x10°
3 HS13 30,21 26,68 27,33 1,09x10° 1,02x10% 6,77 x 10°
% HS33 27,71 28,25 28,49 531x10° 3,79x10° 3,24x10°
© HS36 28,80 25,76 25,96 2,66 x10° 1,83x10° 1,62 x 106
HS38 27,37 27,99 28,33 6,57 x10° 4,55x10° 3,60x10°
HS45 26,55 26,51 26,24 1,11x10%° 1,14x10% 1,35x 106
HS48 28,11 27,51 27,66 413x10° 6,03x10° 548x10°
TG3-14 27,99 28,79 28,01 446x10° 2,67x10° 4,40x10°
TG3-16 31,24* 26,96 27,60 5,64 x 10 8,58 x10° 5,69 x 10°
TG3-19 29,66 26,24 24,87 1,54x10° 1,36 x10°® 3,23 x10°
TG3-26 29,54 27,50 27,74 1,66 x 10° 6,07 x10° 5,21x10°
TG4-2 30,56* 28,31 28,52 8,70 x 10 3,63x10° 3,18x10°
§ TG4-3 30,10* 27,03 26,72 1,16 x 10° 8,21 x10° 9,95x 10°
§ TG4-4 28,01 26,02 26,97 439x10° 1,66x10° 8,51x10°
& TG4-6 26,81 27,39 26,03 9,41x10° 6,52x10° 1,54 x 106
TG4-9 26,11 26,86 27,58 1,47 x10® 9,14x10° 5,77 x10°
TG4-11 2754 28,42 28,50 594x10° 3,39x10° 3,23x10°
TGA4-28 29,80* 28,51 28,66 1,41x10° 321x10° 2,91x10°
TG4-33 27,92 28,87 25,08 467x10° 255x10° 2,84x10°
TGA4-37 29,89* 27,38 26,96 1,33x10° 655x10° 8,59 x 10°
C.V. 12,17 12,01 12,14 133,5 103,01 127,51

Ct: média dos valores obtidos do Ciclo threshold de oito repeti¢cbes de cada tratamento, em trés
avaliacOes independentes. m.a.i.: meses apds a inoculacdo. *Difere significativamente em relacéo a
média das plantas ndo transgénicas (Testemunha 1), pelo teste de Dunnett (P<0,05). NUmero de cdpias
(NC) de CLas baseado na sequéncia 16S rDNA. Valores estimados de acordo com as concentracdes
conhecidas de DNA, segundo a equacéo (y=-3,6223x+18,02; R?= 0,9911) da curva padrao.
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Até dezoito meses ap0s a inoculacdo, as médias dos valores de Ct das plantas ndo
transgénicas apresentaram-se constantes e inferiores em relacdo as médias dos valores de Ct de
todos 0s eventos transgénicos, e variando entre 24,22 e 24,68 (Tabela 2). Portanto, as
populagdes bacterianas das plantas ndo transgénicas também foram superiores as registradas
nos eventos transgénicos em todos os periodos avaliados, apresentando concentragcfes maximas
que variaram de 4,89 x 10° a 3,83 x 10° NC de CLas pL* (Testemunha 1 — ndo transgénica).
Seis eventos transgénicos (TG3-16; TG4-2; TG4-3; TG4-28; HS11) apresentaram medias dos
valores de Ct significativamente inferiores em relacdo ao Ct das plantas ndo transgénicas, seis
meses apos a inoculagdo. Por outro lado, na avaliacdo da populagdo bacteriana neste mesmo
periodo, ou seja, seis m.a.i., apenas dois eventos transgénicos expressando o gene csdl (TG3-
16; TG4-2) e outro, expressando o gene d4el (HS11) exibiram reduc6es significativas (5,64 X
10% 8,70 x 10*; 1,82 x 10* NC pL %, respectivamente), quando comparadas com as plantas néo

transgénicas.

Doze meses ap6s a inoculacdo com ClLas, a maioria dos eventos transgénicos
apresentaram populacfes bacterianas mais altas do que as registradas na primeira avaliacao;
entretanto, sem diferencas significativas em relacdo as plantas ndo transgénicas (Tabela 2).
Embora as plantas ndo transgénicas tenham apresentado sintomas visuais mais intensos de
HLB, ndo foram observadas alteragdes significativas na concentracdo bacteriana destas
amostras ap06s o surgimento dos primeiros sintomas foliares ao longo dos periodos avaliados.
Apesar de todos o0s eventos transgénicos apresentarem populacdes bacterianas inferiores em
relacdo as plantas testemunhas (ndo transgénicas) analisadas nas trés avaliacdes, ndo foram
observadas diferencas significativas em nenhum evento transgénico, a partir de 12 m.a.i. de
ClLas. Variagdes das concentracOes de CLas foram observadas entre 0s eventos transgénicos
em relacdo a resposta a infec¢do, principalmente, entre a primeira e a Gltima avaliacao realizada,
sugerindo que esses eventos pudessem retardar o crescimento da populacdo bacteriana no tecido

vegetal.
Deteccéao de calose

Amostras de segmentos foliares de plantas inoculadas e ndo inoculadas com CLas
foram coletadas, analisadas e comparadas, qualitativamente, em relacdo as alteracdes de
deposicédo de calose nos elementos de tubo crivado dos tecidos vegetais. As amostras de folhas
dos eventos transgénicos que apresentaram menores titulos bacterianos, expressando o gene
csdl (TG3-16; TG4-2; TG4-28) ou d4el (HS11; HS12) e amostras de folhas de plantas ndo
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transgénicas (Testemunha 1 - T1) foram avaliadas 18 m.a.i.. As folhas de laranjeiras doces ndo
inoculadas exibiram pequenas e isoladas deposicGes de calose (Figura 8A), enquanto as folhas
de plantas infectadas apresentaram grandes acumulos de calose no floema. Analises anatbmicas
de epifluorescéncia revelaram alta deposicdo de calose nos elementos de tubo crivado dos
peciolos foliares de eventos transgénicos inoculados com CLas (Figura 8K), em comparacao
com as plantas testemunhas (ndo transgénicas) inoculadas (Figura 8E). Entre as plantas
transgénicas avaliadas, amostras dos eventos TG4-2 (gene csdl) e TG4-28 (gene csdl)
indicaram elevadas deposi¢des de calose em relagédo as dos demais eventos transgénicos. Esses
resultados corroboram trabalhos anteriores que mostram que a deposi¢do de calose pode ser
uma importante resposta de defesa de plantas ao estresse biotico, resultando em menores
populacdes de CLas.

Os resultados reportados nesta pesquisa revelam, portanto, uma maior deposi¢do de
calose no floema em amostras de alguns eventos transgénicos em comparagdo com aquelas de
plantas ndo transgénicas, as quais também apresentaram maiores populag¢fes bacterianas, 18
m.a.i.. Apesar dos recentes progressos na busca de maior conhecimento acerca do patossistema
HLB em espécies citricas, ainda ndo ha um modelo consolidado que explique a relacdo da
evolucdo da doenca com os efeitos desencadeados pelo patdgeno no metabolismo vegetal e
respectivos sintomas, em especial, o real significado da deposicao de calose e sua relagédo com
0s mecanismos de defesa da planta.
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Figura 8. Deposi¢ao de calose em segmentos foliares de laranja ‘Hamlin’. Sec¢Bes longitudinais (A, B,
C,D, E, F,J, K, L); secBes transversais (G, H, I, M, N, O); microscopia de luz (A, B, C, D, G,
J, M); microscopia de epifluorescéncia apds o método de coloragdo com azul de anilina (E, F,
H, I, K, L, N, O). Plantas ndo inoculadas com CLas (A, B, C). Plantas ndo transgénicas (T1),
inoculadas com CLas (D, E, F, G, H, I). Plantas transgénicas (evento TG4-2, gene csdl),
inoculadas com CLas (J, K, L, M, N, O). A deposicéo de calose (setas brancas) ocorreu em
todas as plantas inoculadas, porém em maior evidéncia nas areas de infecgdes do evento
transgénico. fl: floema; xi: xilema; *(em vermelho), pontos de calose.
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Determinacdo da matéria seca das plantas e analise quimica das folhas

As plantas transgénicas e ndo transgénicas inoculadas com ClLas foram utilizadas,
destrutivamente, para a determinacdo da matéria seca da parte aérea e do sistema radicular, 18
m.a.i.. As plantas testemunhas (ndo transgénicas) de laranja ‘Hamlin’ ndo inoculadas (sadias)
apresentaram maiores valores médios de matéria seca da parte aérea e também maiores valores
médios de matéria seca do sistema radicular, em compara¢do com 0s demais tratamentos

avaliados (Tabela 3).

Amostras de eventos transgénicos (TG3-14; TG3-16; TG3-19; TG4-2; TG4-3; TG4-
6; TG4-9) expressando o gene csdl e de eventos transgénicos (HS1; HS11; HS12; HS33; HS36;
HS38; HS45; HS48) expressando o gene d4el apresentaram valores superiores de matéria seca
de parte aérea em relacdo as plantas ndo transgénicas (Testemunha 1). Amostra de evento
transgénico (TG3-19) expressando o gene csdl, e de eventos transgénicos (HS33; HS36; HS48)
expressando o gene d4el apresentaram valores superiores de matéria seca do sistema radicular
em relacdo as plantas ndo transgénicas (Testemunha 1) (Tabela 3). Os valores médios de
matéria seca da parte aérea e de raiz ndo apresentaram diferencas significativas entre as plantas

ndo transgénicas e as plantas com o vetor vazio (Vetor vazio 1).

Os eventos transgénicos que apresentaram maiores valores médios de matéria seca da
parte aérea e de sistema radicular, tais como TG3-19; HS33; HS36; HS48, também
demonstraram menores populacdes bacterianas em relacdo as meédias das plantas néo
transgénicas, 18 m.a.i.. Esses eventos transgénicos apresentaram valores de 59,6%, 110,4%,
96,7%, 52,2%, respectivamente, superiores de matéria seca de parte aérea, e de 102,2%,
133,1%, 52,8%, 81,1%, respectivamente, também superiores de matéria seca de sistema
radicular, comparando-se com os valores médios das plantas ndo transgénicas (Tabela 4). Esses
resultados sugerem que a presenca de CLas em maiores concentracdes pode causar reducoes

significativas na biomassa de plantas citricas jovens.

Por outro lado, alguns eventos transgénicos, tais como HS33; HS36; HS45; HS48,
expressando o gene d4el apresentaram titulos bacterianos elevados no tecido vegetal sem
acarretar perdas significativas de massa da parte aérea e do sistema radicular, quando avaliadas
18 m.a.i. (Tabela 3).
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Tabela 3. Determinacao dos valores médios de matéria secat (expressa em gramas) da parte aérea e do
sistema radicular de plantas transgénicas e ndo transgénicas de laranja ‘Hamlin’, 18 meses
apos a inoculacdo de CLas, em Piracicaba, SP.

Mateéria seca de plantas (gramas)

Tratamentos
Parte aérea Sistema radicular
Plantas sadias 474,81* 260,64*
Testemunha 1 218,34 95,02
Vetor vazio 1 232,43 98,48
HS1 277,35* 101,52
HS9 209,20 108,70
HS11 325,29* 131,19
< HS12 313,71* 124,44
3 HsS13 252,40 115,28
% HS33 459,25* 221,49*
O HS36 429,55* 145,19*
HS38 289,36* 125,25
HS45 310,29* 114,10
HS48 332,36* 172,03*
TG3-14 270,36* 114,31
TG3-16 307,91* 96,90
TG3-19 348,46* 192,14*
TG3-26 188,58 82,97
TG4-2 278,68* 138,03
7:3', TG4-3 292,88* 114,28
§ TG4-4 205,97 84,64
@ TG4-6 342,49* 140,29
TG4-9 266,21* 116,21
TG4-11 181,54 68,56
TG4-28 249,30 105,98
TG4-33 249,72 106,44
TG4-37 253,56 103,87
C.V. (%) 8,47 12,74

*Difere significativamente em relacdo a média das plantas ndo transgénicas (Testemunha 1), pelo teste
de Dunnett (P<0,05). C.V.: Coeficiente de variagdo. TAs plantas nao foram podadas apds a inoculagdo
de CLas. Plantas sadias: laranja ‘Hamlin’ (ndo transgénica) sem inoculagdo de CLas.

Ap0s a infeccdo por CLas, a distribuicéo e translocacdo de fotoassimilados nos tecidos
vegetais tornam-se comprometidas, acarretando graves deficiéncias nutricionais em folhas das
plantas citricas afetadas por HLB. Diante disso, para compreender a interacao entre a evolugdo

da doenca e a influéncia na disponibilidade de nutrientes, as concentracdes foliares de
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macronutrientes de plantas transgénicas e ndo transgénicas foram analisados seis e 18 m.a.i. de
CLas (Tabela 4).

As concentracfes de macronutrientes analisadas em folhas de laranja ‘Hamlin’ ndo
inoculadas com CLas (plantas sadias) encontram-se adequados aos critérios estabelecidos pelo
Grupo Paulista de Adubacdo e Calagem para Citros (GPACC, 1994), demonstrando que o
manejo nutricional estabelecido no presente estudo foi adequado ao desenvolvimento de plantas
citricas (Tabela 4). Em relacédo as plantas inoculadas com CLas, de uma maneira geral, as
concentragdes de todos os macronutrientes em plantas ndo transgénicas (Testemunha 1) foram
inferiores, comparando-se com aquelas dos eventos transgénicos, em ambos 0s periodos
avaliados. As concentracdes foliares dos nutrientes analisadas nas plantas ndo transgénicas

foram semelhantes aos encontrados nas plantas com o vetor vazio (Vetor vazio 1) (Tabela 4).

Com a progressdo da doenca e o consequente surgimento dos sintomas de HLB, as
concentracdes foliares de nitrogénio (N), fosforo (P), potéassio (K) e célcio (Ca) sofreram
reduces, entre os dois periodos analisados, na maioria das plantas avaliadas, conforme as
analises obtidas 18 meses ap0s a inoculacdo. Por sua vez, os teores de magnésio (Mg) e enxofre
(S) mantiveram-se relativamente constantes nos tecidos foliares entre as plantas dos tratamentos
avaliados, entre os periodos analisados (Tabela 4). Entretanto, ao comparar as plantas
transgénicas entre si, percebemos grandes variagcdes nas concentragdes dos macronutrientes.
Esses resultados geram interpretacdes imprecisas na compreensdo da relagcdo dos titulos
bacterianos obtidos e a influéncia na disponibilidade de nutrientes em plantas citricas infectadas
com CLas (Tabela 4).
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Tabela 4. Analise quimica foliar de macronutrientes (g kg™*) em plantas transgénicas e ndo transgénicas
de laranja ‘Hamlin’, avaliadas seis e 18 meses apds a inoculagdo de CLas, em Piracicaba, SP.

K Ca Mg

Tratamentos — --------------===-n--ommmoommmooeneneaeeee - g kgtmm e -
6 18 6 18 6 18 6 18 6 18 6 18

m.ai._ mai. mai. mai_ mai_ mai mai_mai. mai_mai_mai_m.a.i.

Plantas sadias 26,54 29,31 | 1,54 1,32 18,60 19,71 [3542 30,98 | 240 252 | 229 2,59
Testemunhal 18,98 23,11 | 1,38 1,59 |15,30 15,98 |10,25 8,86 | 0,90 1,00 | 1,06 1,49
Vetorvaziol 18,98 1899 | 144 142 |19,13 1514 | 847 694 |09 104 [0,73 186
HS1 26,49 23,12 | 2,18 1,49 [19,07 14,30 |1562 9,10 | 185 1,08 |1,48 1,68
HS9 2056 22,21 | 1,82 188 (2525 18,50 |15,21 1165|140 192 |137 1,76
HS11 20,59 2496 | 1,74 1,88 |26,01 1598 |12,08 12,38 | 1,05 2,16 | 0,96 3,65

< HS12 25,04 2224|198 141 [26,72 16,82 |14,72 10,23 | 1,45 092 | 243 1,74
3 Hs13 29,81 2137|185 203 |26,78 17,66 |1406 11,26 | 1,25 1,80 | 122 2,05
% HS33 28,03 2393|161 192 (27,54 16,82 |14,15 12,16 | 1,05 1,76 | 1,29 2,59
O Hs36 2596 19,76 | 166 1,74 (18,36 1598 |1197 9,75 | 135 168 | 123 1,76
HS38 29,03 21,76 | 2,11 1,73 |20,60 15,14 |1532 8,97 | 150 160 |149 201
HS45 27,32 19,84 | 164 133 [16,07 13,46 |10,65 9,23 | 1,10 1,04 | 099 1,71
HS48 30,46 22,09 | 1,79 163 |21,42 17,66 |12,40 11,19 | 135 132 |129 2,25
TG3-14 29,61 20,63 |237 167 |26,01 1598 |1223 9,32 | 120 140 |163 1,86
TG3-16 2416 1832 | 1,74 165 (22,19 14,30 |1297 928 | 125 120 |149 1,76
TG3-19 2533 2337|172 169 (16,07 1514 929 1115|125 164 |155 195
TG3-26 28,61 20,09 | 2,34 155 (2295 17,66 |18,56 14,50 | 1,30 1,52 | 1,49 2,53
TG4-2 28,86 21,09 | 219 192 |2295 1598 |1486 9,44 | 130 1,32 |147 1098

'g, TG4-3 27,27 2203|168 201 |18,36 17,66 13,32 11,56 | 1,60 2,16 | 151 2,64
é TG4-4 23,11 2865|166 183 (16,83 17,66 10,30 1158 | 1,20 2,12 | 1,30 2,01
@ TG4-6 28,71 2652 | 163 168 [19,13 1598 |15,16 848 | 140 124 |149 1,82
TG4-9 2552 2204|163 142 (19,13 14,30 | 7,69 1065|080 1,00 | 0,89 2,07
TG4-11 26,10 25,52 | 1,79 2,00 |2525 1514|1385 9,82 | 115 160 |155 1,71
TG4-28 3538 29,14 | 220 1,68 |26,01 15,14 (16,87 9,03 | 1,05 1,28 |142 2,10
TG4-33 2858 1991 |19 163 (26,78 12,62 1293 11,07 | 1,40 1,40 | 159 210
TG4-37 2915 2583 | 2,27 165 |22,95 1430 (1641 1038 | 1,40 140 | 247 182

Nota: Faixas para interpretacéo dos resultados de macronutrientes (g kg*) em folhas de citros (GPACC,
1994). N: Baixo <23, Adequado 23-27, Excessivo >30. P: Baixo <1,2, Adequado 1,2-1,6, Excessivo >2.
K: Baixo <10, Adequado 10-15, Excessivo >20. Ca: Baixo <35, Adequado 35-45, Excessivo >45. Mg:
Baixo <2,5, Adequado 2,5-4, Excessivo >5. S: Baixo <2, Adequado 2-3, Excessivo >5.

Os resultados da analise quimica foliar dos macronutrientes foram interpretados de

acordo com os critérios estabelecidos pelo Grupo Paulista de Adubacdo e Calagem para Citros

(1994). Ressalta-se que esses critérios foram estabelecidos pelo GPACC para plantas adultas,

sendo que ndo ha na literatura interpretacdes dos resultados de concentragBes foliares de

macronutrientes em folhas de citros para mudas ou plantas jovens.
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Desta forma, as plantas ndo transgénicas, em ambos os periodos analisados,
demonstraram concentragdes foliares de N, Ca, Mg e S abaixo da faixa de suficiéncia
nutricional recomendada, e apenas os nutrientes P e K estavam em concentraces adequadas.
Em relacdo aos eventos transgénicos, os teores foliares de Ca, Mg e S foram baixos para a
maioria das plantas avaliadas e os teores nutricionais de P e K estavam excessivos, em ambos
os periodos analisados. As concentracdes foliares de N, por sua vez, apresentaram teores
adequados, na primeira avaliacdo, e baixos, na segunda avaliacdo, de acordo com 0s critérios
do GPACC (1994). As concentracdes foliares, principalmente, de N, K e Ca presentes nas
plantas transgénicas e ndo transgénicas infectadas por HLB sofreram reducbes drasticas,
comparando-se entre as duas andlises. Esses resultados corroboram as interpretacdes de
Malavolta et al. (2005) que afirmavam que os teores de N, K, Ca, Mg e S sofrem reducdes nas
concentracdes foliares apds a infeccdo por CLas, sendo que apenas 0s teores nutricionais de P

aumentam com a evolucdo dos sintomas de HLB em plantas citricas.
Distribuigéo espacial de nutrientes em folhas de laranjeiras doces

Para compreender as possiveis influéncias do HLB na distribuicdo espacial de macro
e micronutrientes presentes no tecido foliar de plantas citricas, analises semiquantitativas por
espectroscopia de fluorescéncia de raios X com feixe micrométrico (U-XRF) foram realizadas
em complemento as analises quimicas foliares, em folhas de laranjas ‘Hamlin’ sadias (ndo
inoculadas) e em folhas de plantas néo transgénicas infectadas por CLas. As intensidades dos
elementos avaliados (Zn, Fe, Mn, Cu, Ca, K, S e P) nos tecidos foliares de plantas de laranja
‘Hamlin’ infectadas pela bactéria foram comparadas com aquelas obtidas em folhas de plantas
sadias. De maneira geral, os elementos apresentaram maiores intensidades nas nervuras centrais
das folhas amostradas. Para os macronutrientes, os resultados indicaram uma distribuicdo
espacial de P e S muito similares entre as plantas sem e com HLB (Figura 9A e Figura 9C).
Ambos os elementos apresentaram estar distribuidos homogeneamente ao longo das folhas, e

com uma variagdo muito proxima das intensidades entre as replicatas de cada tratamento.

Embora disponiveis em maiores intensidades dentre os macronutrientes analisados, 0s
niveis de K e Ca encontrados nas folhas das plantas com HLB apresentaram reducdes de
intensidades consistentes, comparando-se com as amostras de folhas sadias. As intensidades
dos elementos K e Ca encontradas em folhas sem HLB variaram de 0,1214 a 0,2000, e 0,1005
a 0,1458 para a replicata 1 (L1, Figura 9A), respectivamente, e de 0,0846 a 0,1480, e 0,0639 a

0,1316 para a replicata 2 (L2, Figura 9B), respectivamente. Neste caso, uma queda acentuada
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na intensidade do elemento K foi observada das extremidades da folha para a regido central
(Figura 9A). As folhas de plantas inoculadas tiveram intensidades destes macronutrientes
variando de 0,0271 a 0,1915, e 0,0106 a 0,00925 para a replicata 1 (L1, Figura 9C),
respectivamente, e de 0,0159 a 0,2199, e 0,0059 a 0,0855 para a replicata 2 (L2, Figura 9D),
respectivamente. Os resultados de espectroscopia de fluorescéncia por raios X obtidos para 0s
macronutrientes corroboram os resultados referentes as analises quimicas foliares, as quais
também apresentaram teores superiores de K e Ca em relacdo aos teores de P e S. Esse
comportamento também é observado comparando-se as plantas sadias com as infectadas, sendo
que estas apresentaram concentragOes inferiores em todos os macronutrientes analisados
(Figura 9J).
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Figura 9. Anélise in vivo da distribuigdo espacial de macronutrientes (A, B, C, D) e micronutrientes (E,
F, G, H) através da espectroscopia de fluorescéncia de raios X (u-XRF) em folhas de
laranjeiras doces sem (I) e com HLB (K). Andlise quimica foliar de macronutrientes de
laranjeiras doces (J). Todas as intensidades elementares de XRF foram normalizadas pelo
espalhamento ROI Compton (COMPTON, 1923). Replicata 1 (L1), replicata 2 (L2).

As intensidades de micronutrientes presentes nas folhas avaliadas ndo sofreram

grandes variacOes entre as plantas sadias em comparagdo com as plantas inoculadas por CLas.
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As intensidades de Zn mantiveram-se similares em ambas as replicatas analisadas de cada
amostra, variando de 0,00034 a 0,00045 na replicata 1 (L1, Figura 9E), e 0,00029 a 0,00041 na
replicata 2 (L2, Figura 9F), em folhas de plantas sem HLB, e de 0,00031 a 0,00045, na replicata
1 (L1, Figura 8G), e 0,00035 a 0,00047 na replicata 2 (L2, Figura 9H), em folhas das plantas
com HLB. Os demais micronutrientes foliares analisados mantiveram intensidades uniformes
e distribuicGes similares entre os tecidos das plantas amostradas. O manganés néo foi detectado
nas condi¢des instrumentais empregadas em nenhuma das folhas de plantas sadias amostradas
(Figuras 9E e 9F).

4.3. Reacdo de plantas transgénicas de laranja doce a infec¢do por Xcc
Inoculagdo por aspersao

O desenvolvimento dos primeiros sintomas visuais de cancro citrico nas plantas
avaliadas ocorreu entre cinco e sete dias ap0s a inoculagdo, nos trés experimentos realizados,
com o aparecimento de pequenas lesbes levemente salientes, puntiformes, progredindo para
pustulas de coloracdo marrom-clara. Cinco avaliac@es para quantificar a incidéncia e severidade
da doenca foram realizadas, semanalmente, até 35 DAI, de acordo com a escala diagramatica
elaborada por Belasque et al. (2005). O experimento foi repetido trés vezes. Os resultados destes
experimentos indicaram variagdes na suscetibilidade dos diferentes gendtipos e foram
demonstrados independentemente. Nenhuma das plantas transgénicas apresentou deformacoes

nas folhas ou anormalidades no crescimento vegetativo ou qualquer outra alteracdo no fenétipo.

No primeiro experimento, inoculado no dia 05/04/2017, as plantas expressando o gene
d4el ou o gene csd1 apresentaram reducdes na incidéncia e severidade dos sintomas da doenca
em comparagdo com as plantas ndo transgénicas (Testemunha - T1). A incidéncia de cancro
citrico, avaliada 35 DAL, variou de 35,76% a 100% entre os gendtipos estudados (Figura 10).
A gquantificacdo da incidéncia de cancro citrico revelou que cinco eventos transgénicos foram
significativamente menos suscetiveis ao cancro citrico quando comparados com as plantas néo
transgénicas. Entretanto, a quantificagdo da severidade da doenca demonstrou diferenca
significativa apenas nos eventos transgénicos TG4-4 e TG4-9, apresentando reducgdes de
64,27% e 67,93%, respectivamente, em relacdo as plantas ndo transgénicas, no primeiro

experimento (Figura 11).
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Figura 10. Incidéncia de cancro citrico nas plantas transgénicas medida pela porcentagem de folhas com
sintomas, comparada as plantas ndo transgénicas, 35 DAI, no primeiro experimento. Os
valores apresentados sdo percentuais relativos a T1 e (*) indica diferenca significativa pelo
teste de Dunnett (P<0,05). Cada coluna representa a média de 12 plantas. As barras indicam
desvio padrédo das médias.
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Figura 11. Severidade de cancro citrico nas plantas transgénicas medida pela porcentagem de area foliar
com lesdo, comparada as plantas ndo transgénicas, 35 DAI, no primeiro experimento. Os
valores apresentados séo percentuais relativos a T1 e (*) indica diferenca significativa pelo
teste de Dunnett (P<0,05). Cada coluna representa a média de 12 plantas. As barras indicam
desvio padrdo das médias.

A quantificacdo da incidéncia e da severidade da doenga no segundo experimento,
inoculado no dia 01/11/2017, mostrou que alguns eventos transgénicos expressando o gene
d4el ou o gene csd1l aumentaram a resisténcia das plantas a infeccdo por Xcc. Nove eventos

transgénicos analisados mostraram reduc@es significativas na incidéncia ao cancro citrico, 35
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DAI (Figura 12). Os eventos transgénicos (HS9; HS11; HS33) expressando 0 gene d4el e 0s

eventos transgénicos (TG4-6; TG4-9) expressando o gene csdl apresentaram diferencas
significativas, reduzindo em 72,03%, 67,33%, 72,70%, 77,39%, 85,39%, respectivamente, a

severidade da doenca, em comparacdo com a média das plantas ndo transgénicas (Figura 13).
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Figura 12. Incidéncia de cancro citrico nas plantas transgénicas medida pela porcentagem de folhas com
sintomas, comparada as plantas ndo transgénicas, 35 DAI, no segundo experimento. Os
valores apresentados sdo percentuais relativos a T1 e (*) indica diferenca significativa pelo
teste de Dunnett (P<0,05). Cada coluna representa a média de 12 plantas. As barras indicam

desvio padrdo das médias.
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Figura 13. Severidade de cancro citrico nas plantas transgénicas medida pela porcentagem de area foliar
com lesdo, comparada as plantas ndo transgénicas, 35 DAI, no segundo experimento. Os
valores apresentados sdo percentuais relativos a T1 e (*) indica diferenca significativa pelo
teste de Dunnett (P<0,05). Cada coluna representa a média de 12 plantas. As barras indicam

desvio padrdo das médias.
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No terceiro experimento, inoculado no dia 02/02/2018, a quantificacdo da incidéncia
de cancro citrico, avaliada 35 DAI, mostrou que alguns eventos transgénicos expressando 0
gene d4el (HS11; HS12; HS38) ou o gene csdl (TG3-14; TG3-16; TG3-19; TG4-2; TG4-4;
TG4-9; TG4-11) foram significativamente menos suscetiveis a doenca, quando comparados
com as plantas ndo transgénicas (Figura 14). A severidade da doenca nos eventos (HS11; HS38;
TG3-14; TG3-16; TG4-2; TG4-4; TG4-9; TG4-11) foi reduzida significativamente, variando
de 62,80% a 77,84%, em relacdo as plantas testemunhas (Figura 15).
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Figura 14. Incidéncia de cancro citrico nas plantas transgénicas medida pela porcentagem de folhas com
sintomas, comparada as plantas ndo transgénicas, 35 DAI, no terceiro experimento. Os
valores apresentados séo percentuais relativos a T1 e (*) indica diferenca significativa pelo
teste de Dunnett (P<0,05). Cada coluna representa a média de 12 plantas. As barras indicam
desvio padrédo das médias.
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Figura 15. Severidade de cancro citrico nas plantas transgénicas medida pela porcentagem de area foliar
com lesdo, comparada as plantas ndo transgénicas, 35 DAI, no terceiro experimento. Os
valores apresentados sdo percentuais relativos a T1 e (*) indica diferenca significativa pelo
teste de Dunnett (P<0,05). As barras indicam desvio padrdo das médias.

O evento transgénico TG4-9 expressando o gene csdl foi 0 gendtipo que apresentou
maior resisténcia média a infeccdo por Xcc, entre todas as plantas citricas avaliadas,
apresentando menor incidéncia e severidade de cancro citrico, 35 DAI, nos trés experimentos
avaliados. O evento transgénico TG4-28, expressando o gene csdl, por sua vez, foi o gendtipo
mais suscetivel ao cancro citrico em todas as avaliacdes realizadas, de acordo com a

quantificacdo de incidéncia e severidade da doenga (Figura 16).
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Figura 16. Severidade de cancro citrico em folhas de laranja ‘Hamlin’, 35 DAI. (A) Folhas do evento
transgénico (TG4-28) mais suscetivel a infec¢do por Xcc. (B) Folhas do evento transgénico
(TG4-9) menos suscetivel. (C) Folhas de plantas ndo transgénicas. llustragdo representativa
dos resultados médios obtidos dos trés experimentos independentes.

A evolucdo da incidéncia e severidade de cancro citrico nas folhas de plantas
transgénicas e ndo transgénicas analisadas, durante as cinco avalia¢des, foram quantificadas
através da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), em trés experimentos
independentes. Os resultados representam o aumento médio diario de incidéncia e severidade
de cancro citrico da area abaixo da curva de progresso da doenca padronizada pelo tempo de

avaliacdo (Tabela 5).
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Tabela 5. Aumento médio¥ diario de incidéncia e severidade de cancro citrico da area abaixo da curva
de progresso da doenga (AACPD) em fungdo do tempo, em folhas de laranja ‘Hamlin’
transgénicas e nao transgénicas, obtido em trés experimentos independentes, em Piracicaba,

SP.
Aumento médio diario de Aumento médio diario de
Tratamentos incidéncia da AACPD severidade da AACPD

1°exp. 2%exp. 3°%exp. 1°exp. 2%exp.  3°exp.

Testemunhal 26,26 30,81 29,81 0,082 0,122 0,121
Testemunha2 23,57 24,07 21,63 0,068 0,082 0,065
Vetorvaziol 24,64 19,01 20,22 0,072 0,050 0,068
Vetor vazio 2 23,98 18,87 27,73 0,066 0,049 0,114
HS1 23,93 12,69* 13,76* 0,085  0,046* 0,042
HS9 23,39  10,55* 11,66* 0,063 0,029 0,038
HS11 16,69 9,86* 13,99 0,052  0,033* 0,044

< HS12 29,35 14,24  13,05* 0,093 0,050 0,050
I Hs13 2457 15,30 12,15* 0,069 0,073 0,036
% HS33 2466  11,61* 19,22 0,071  0,034* 0,084
O HS36 22,16 11,09 18,15 0,066 0,035 0,054
HS38 3394 17,31* 15,83 0,137  0,046* 0,052
HS45 21,17 19,43 21,49 0,064 0,061 0,092
HS48 20,05 17,31* 1554 0,060 0,047 0,057
TG3-14 19,67 22,80 12,73* 0,090 0,077 0,041
TG3-16 2222 17,42* 12,39* 0,073 0,060 0,027*
TG3-19 17,80  14,76* 13,57* 0,068 0,054 0,041
TG3-26 18,03 20,78 15,15 0,050 0,084 0,092
TG4-2 29,98 22,64  11,88* 0,109 0,090 0,034

§ TG4-3 2491 1751* 16,43 0,099 0,055 0,052
é TG4-4 13,34* 13,16  8,06* 0,033* 0,045* 0,021*
@ TG4-6 22,76 13,08 13,63* 0,064 0,036 0,037
TG4-9 13,87 10,60*  9,65* 0,041* 0,032* 0,025*
TG4-11 26,36 20,52  11,43* 0,113 0,081 0,032
TG4-28 35,10 24,05 18,63 0,109 0,121 0,087
TGA4-33 23,03 17,02* 14,22 0,067 0,048 0,032
TG4-37 2414  1566* 14,65 0,088  0,041* 0,057
C.V. (%) 36,04 46,78 44,15 46,47 51,25 41,99

*Difere significativamente em relacdo a média das plantas ndo transgénicas (Testemunha 1), em cada
experimento independente (colunas), pelo teste de Dunnett (P<0,05). C.V.: Coeficiente de variacdo.
tMédia de 12 plantas de cada tratamento avaliado. Data de inoculagédo: 1° exp. (05/04/2017); 2° exp.
(01/11/2017); 3° exp. (02/02/2018).

No primeiro experimento, 0s eventos transgénicos TG4-4 e TG4-9, ambos

expressando o gene csdl, apresentaram menores valores de crescimentos médios diarios de
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incidéncia e severidade de cancro citrico da &rea abaixo da curva de progresso da doenca, e
diferiram significativamente em comparagdo ao valor de crescimento médio diario da doenca
em plantas ndo transgénicas (Testemunha 1) (Tabela 5). No segundo experimento, os valores
de crescimento médio de incidéncia de cancro citrico de nove eventos transgénicos (HS1; HS9;
HS11; HS12; HS13; HS33; HS36; HS38; HS48) que expressam o gene d4el e de oito eventos
transgénicos (TG3-16; TG3-19; TG4-3; TG4-4; TG4-6; TG4-9; TG4-33; TG4-37) que
expressam o gene csdl diferiram significativamente em relacéo as plantas ndo transgénicas. Os
eventos transgénicos (HS1; HS9; HS11; HS33; HS36; HS38; TG4-4; TG4-6; TG4-9; TG4-37),
por sua vez, também apresentaram menores valores de crescimentos médios diérios de
severidade da AACPD e diferiram significativamente em relacdo as plantas ndo transgénicas
(Tabela 5).

No terceiro experimento, quatro eventos transgénicos (HS1; HS9; HS12; HS13)
expressando o gene d4el e oito eventos transgénicos (TG3-14; TG3-16; TG3-19; TG4-2; TG4-
4; TG4-6; TG4-9; TG4-11) expressando o0 gene csdl apresentaram menores valores de
crescimento médio diario de incidéncia da doenca e diferiram significativamente em
comparacdo aos valores das plantas ndo transgénicas. Os menores valores de severidade da
AACPD foram observados nos eventos transgénicos TG3-16, TG4-4 e TG4-9, apresentando
crescimentos médios diarios de 0,027, 0,021 e 0,025, respectivamente, diferindo
significativamente da média das plantas ndo transgénicas (Tabela 5).

Inoculacgéo por ferimentos

Sete eventos-elite transgénicos (csdl: TG4-3; TG4-4; TG4-6; TG4-9; d4el: HS-9; HS-
11; HS-33) foram selecionados de acordo com os melhores resultados obtidos nos experimentos
de resisténcia a Xcc, realizados anteriormente. As quantificacdes das populacdes bacterianas
foram avaliadas apds as inoculag@es, todas por ferimentos, em folhas de laranja ‘Hamlin’
realizadas, em trés experimentos independentes. Os primeiros sintomas de cancro citrico

tornaram-se visiveis entre cinco a sete dias apds a inoculagdo (DAL).

Na primeira inoculacdo, realizada em 10/05/2018, a populagéo bacteriana das plantas
ndo transgénicas (T1) foi superior em relagdo aos eventos transgénicos. Na Ultima avaliacdo
deste experimento, aos 21 DAI, todos 0s eventos transgénicos apresentaram reducGes
significativas em relacéo a populagéo bacteriana de T1 (Figura 171). No segundo experimento,
instalado em 10/08/2018, apenas o evento transgénico (HS9) diferiu significativamente em
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relacdo as plantas ndo transgénicas (T1), aos 21 DAI, apresentando populagéo bacteriana de 4,2
x 10% UFC ml™ (6,48 logio) (Figura 1711). No terceiro experimento, inoculado em 11/02/2019,
as populacbes bacterianas de T1 foram superiores nos periodos avaliados em relacdo aos
eventos transgénicos, sendo que, aos 21 DAI, todos as plantas transgénicas apresentaram
diferencas significativas em relagdo a T1 (Figura 17111). Nos trés experimentos, a populagédo
bacteriana atingiu a fase logaritmica, um a oito DA, a fase estacionéria, oito a 14 DAI, e a fase

final da curva de crescimento bacteriano, 14 a 21 DAI.
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Figura 17. Quantifica¢do da populacdo bacteriana em lesdes de folhas de laranja ‘Hamlin’ transgénicas
e ndo transgénicas, inoculadas com Xcc, em trés experimentos independentes (I, 11, I11). As
barras representam o desvio padrdo das médias. Média de trés repeticdes bioldgicas. Data de
inoculacdo: 1° exp. (10/05/2018); 2° exp. (10/08/2018); 3° exp. (11/02/2019).
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Os sintomas da doenca registrados nas folhas foram restritos a area de inoculagéo,
apresentando diferencas em relagdo as quantidades e tamanhos de lesdes de cancro citrico
observados entre 0s eventos transgénicos e as plantas ndo transgénicas. Em continuacao ao
periodo de avaliacdo do experimento (35 dias), 0s nimeros de lesdes visiveis formadas apos a
inoculagdo com Xcc evoluiram continuamente, até estabilizarem aos 28 DAI. No total, 200
ferimentos foram analisados por evento quanto ao desenvolvimento de lesdes, em dois
experimentos independentes. Na ultima avaliacdo realizada, 35 DAI, as maiores quantidades de
lesGes formadas ocorreram nas plantas ndo transgénicas (Testemunha 1 e Testemunha 2), com
165 e 168 lesdes, respectivamente (Tabela 6). O desenvolvimento das les6es de cancro citrico
foi atenuado nas folhas de todos os eventos-elite transgénicos, que variaram de 119 a 140 lesdes,
apresentando diferencas significativas, comparando-se com as plantas ndo transgénicas, 35 DAI
(Tabela 6). Os eventos transgénicos HS33 e TG4-3 apresentaram sintomas visiveis de cancro
citrico em 60% e 61% dos ferimentos inoculados, respectivamente, indicando reducgdes de 30%
na frequéncia da doenca em relacéo a planta testemunha. Esses resultados foram consistentes

aos encontrados no segundo experimento (Tabela 6).

Tabela 6. Numero de lesdest de cancro citrico formadas ap6s inoculag@es, por ferimentos, em folhas de
laranja ‘Hamlin’ transgénicas e ndo transgénicas, em Piracicaba, SP.

7 DAI 14 DAI 21 DAI 28 DAI 35 DAl Frequencia
final (%)
Tratamentos

1° 20 1° 20 1° 20 1° 20 1° 20 1° 20
eXp. exp. exp. exp. exp. exp. exp. exp. exp. exp. exp. exp.

Testemunhal 18 12 68 65 110 98 158 148 165 157 83 78
Testemunha2 20 14 56 57 98 92 164 156 168 165 84 82
Vetorvaziol 12 12 61 55 107 97 171 151 171 159 86 79

-, HS9 8 7 42 37 88* 78 139 125 140* 127* 70 63
% HS11 * 8 38* 40 104 76* 131* 115* 131* 117* 66 58
HS33 9 S5* 47 39 81* 78 119* 120* 119* 129* 60 64
TG4-3 8 S5* 51 43 101 99 120* 114* 122* 122* 61 61
= TG4-4 10 9 46  32* 96 88 126* 119* 131* 135* 66 67
8 TG4-6 7* 5 42 37 74 78 124* 108* 126* 118* 63 59

TG4-9 S5* 7 34* 33* 99  75* 131* 104* 132* 125* 66 62

*Difere significativamente em relacdo & média das plantas ndo transgénicas (Testemunha 1), pelo teste
de Dunnett (P<0,05), em cada coluna. +Somatoéria de lesdes formadas de um total de 200 ferimentos (25
folhas por tratamento avaliado). A frequéncia final da formacédo de lesdes de cancro citrico é expressa
como (numero total de lesdes / total de ferimentos) x 100. Data de inoculagdo: 1° exp. (10/05/2018); 2°
exp. (10/08/2018).
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No primeiro experimento, as areas médias das lesdes formadas 35 DAI variaram de
1,25 mm?a 2,70 mm? entre as plantas de laranja ‘Hamlin’ analisadas. Entretanto, as areas de
lesBes induzidas por Xcc em plantas ndo transgénicas, foram superiores as areas das lesdes dos
demais eventos transgénicos, avaliados 35 DAI (Figura 18). As areas médias das lesdes dos
eventos transgénicos (HS9; HS11; HS33; TG4-3; TG4-4; TG4-6; TG4-9) diferiram
significativamente em relagdo com as leses de (T1), variando de 1,25 mm?a 1,77 mm?, 35
DAI (Figura 181). Esses resultados foram consistentes aos encontrados no segundo experimento
(Figura 1811). Os resultados dessas avaliagdes correlacionam-se com as analises de resisténcia
a doenca, sugerindo que estes eventos-elite transgénicos selecionados sdo, de forma consistente,

menos suscetiveis a infecgdo por Xcc.



83

3,0
. I
N
£ 25
E
O -
l§ 2,0 * * *
= L * *
o 1,5 1 *
S x T +
D
g 101
(441
o
\< 0,5 T

0,0 - L L L 1 1 1 L 1 1 || 1

T1 T2 V1  HS9 HS11l HS33 TG4-3 TG4-4 TG4-6 TG4-9
Plantas transgénicas

3,5
. II
T 301
E
o 25 1
u(T
(%]
2 2,0 T * * * *
< *
= o *
S 15 4 M * —I_
=]
N <b]
£ 10
©
L
\< 0’5 4

010 A 1 1 1 1 1 1 1 1 1

T1 T2 V1  HS9 HS1l HS33 TG4-3 TG4-4 TG4-6 TG4-9

Plantas transgénicas

Figura 18. Area média das lesdes de cancro citrico em folhas de laranja ‘Hamlin’ transgénicas e ndo
transgénicas, inoculadas com Xcc, em dois experimentos independentes, 35 DAI. *Difere
significativamente em relacdo a média das plantas ndo transgénicas (T1), pelo teste de
Dunnett (P<0,05). As barras representam o desvio padrdo das médias. Data de inoculagdo:
1° exp. (10/05/2018); 2° exp. (10/08/2018).

Microscopia de fluorescéncia: deteccdo de Xcc

Anédlises de microscopia de epifluorescéncia realizadas em amostras de folhas de
plantas ndo transgénicas demonstraram que as bactérias, quando inoculadas por aspersdo, nao
ocorreram em um padrdo uniforme de distribuicdo nas superficies das folhas, porém, os locais
mais frequentes de penetracdo e posterior colonizagdo foram através de estdbmatos da face
abaxial (Figura 19A e B). Ap0s a entrada das bactérias no interior do tecido foliar, modificactes
estruturais ocorreram principalmente nos espacos intercelulares, ativando os mecanismos de
defesa das plantas, na tentativa de evitar a multiplicagdo do patégeno. A presenca de Xcc em
folhas de laranja doce induziu a formacg&o de pustulas, ocasionadas pela proliferacéo celular do

patdgeno que causou rupturas das camadas epidérmicas (Figura 19C e D). Adicionalmente, a
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hipertrofia e a hiperplasia do parénquima lacunoso pareceu ser a principal causa de formacéo
de pustulas. Entretanto, essas alteragdes anatbmicas também serviram como barreiras fisicas na

tentativa de evitar a progressdo do patdgeno para outros locais do tecido (Figura 19E a H).
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Figura 19. Sintomas de cancro citrico em folhas de laranja ‘Hamlin’ ndo transgénicas. (A e B) Formacao
de pustulas na face abaxial da folha, 16 DAI. (C e D) Secdo transversal da lesdo anterior,
com destaque para a deteccdo da Xcc_GFP através da microscopia de epifluorescéncia. Nota-
se 0 rompimento da epiderme. (E e F) Secdo transversal do tecido foliar com destaque para
a hipertrofia e hiperplasia do mesofilo. A seta indica a area necrosada, 30 DAL (G e H)
Detalhes da penetracdo da bactéria, formagdo de células hipertrofiadas e degradagdo da
parede celular, corada com Calcofluor White. pp: parénquima pali¢adico, pl: parénquima
lacunoso, ei: espaco intercelular.
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A Xcc é responsavel pela producdo de exopolissacarideos, proteases, lipases e
pectinases que contribuem para a formacéo dos sintomas através da degradacdo das paredes
celulares e de outros componentes (GABRIEL et al., 1989). Com o extravazamento do contetdo
celular, ocorre um aumento da quantidade de agua e de nutrientes disponiveis no interior dos
tecidos infectados, favorecendo a multiplicacdo das bactérias nos espacos intercelulares,
induzindo a formacéo de lesGes, conforme o observado na figura 19H.

De acordo com andlises de microscopia de epifluorescéncia, as lesdes necrdéticas que
ocorreram nas plantas transgénicas apresentaram similaridades anatdmicas em relacao as lesdes
observadas nas plantas néo transgénicas, embora os sintomas tenham sido quantitativamente
menos graves em alguns eventos transgénicos, como demonstrado anteriormente. Entretanto,
além da quantidade reduzida do numero de lesdes formadas, observou-se através de cortes
histologicos em folhas dos eventos-elite transgénicos, que a penetracdo da bactéria ocorreu de
uma maneira mais lenta, embora presente em grande quantidade, evidenciado pela formacdo de
biofilmes, na superficie abaxial das folhas, 30 DAI (Figura 20A, B, C). Esses resultados foram
consistentes entre 0s eventos-elite transgénicos analisados nos trés experimentos

independentes, todos inoculados por asperséo.

Aparentemente, em algumas folhas de plantas transgénicas, as bactérias apresentaram
maior resisténcia a entrada e posterior colonizacdo do parénquima lacunoso, uma vez que as
células do mesofilo sofreram intensas hipertrofias e hiperplasias na tentativa de contencéo ao
ataque do patdgeno (Figura 20D, E, F). Destaca-se ainda que, a formacéo de biofilme de Xcc
em superficies foliares somente foi visualizada em plantas trangénicas menos suscetiveis a
infecco, apresentando resultados consistentes entre os experimentos anatdmicos realizados. A
formacédo de camada bacteriana na superficie foliar, sem a apresentacdo de lesdes visiveis, ap0s
30 dias de inoculacdo, e a tentativa de conter e minimizar a presenca de Xcc no tecido vegetal,
sugerem um suposto mecanismo de defesa das plantas transgénicas ao ataque do patdégeno
(Figura 20G, H, 1). Os resultados obtidos em eventos-elite transgénicos, através de avaliacOes
de incidéncia e severidade da doenca, corroboram os resultados das analises anatémicas,
indicando desenvolvimentos de sintomas visuais mais lentos e menos agressivos quando

comparados as plantas ndo transgénicas.
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Figura 20. Presenca de biofilme de Xcc_GFP na superficie abaxial das folhas do evento-elite transgénico
(TG4-9), 30 DAL (A e B) Setas indicam a presenca de bactéria. (C) Detalhe da regido em
destaque na foto anterior, observada através da microscopia de epifluorescéncia. (D, E, F)
Secéo transversal do tecido foliar (biofilme de Xcc), com o inicio da penetracédo e colonizacéo
da bactéria nos espacos intercelulares. Nota-se a hipertrofia (hpt) e hiperplasia (hpp) das
células do parénquima lacunoso na tentativa de retardar a colonizagdo no tecido foliar. (G,
H, 1) Processo de penetracdo, degradacdo da parede celular e perda do espaco extracelular
livre. pp: parénquima pali¢éadico, pl: parénquima lacunoso.

Deteccéo de calose

Amostras de segmentos foliares de plantas transgénicas e ndo transgénicas foram
analisadas e comparadas, qualitativamente, em relacéo as alteracfes de deposi¢éo de calose na
regido inoculada com Xcc, por ferimento, nos tecidos vegetais (Figura 21A, B, C). As amostras
de folhas dos eventos-elite transgénicos expressando o gene csdl (TG4-4; TG4-6; TG4-9) e
amostras de folhas de plantas ndo transgénicas (Testemunha 1 - T1) foram avaliadas 24, 48 e
72 horas ap6s a inoculagéo (h.a.i.). Analises anatdmicas de epifluorescéncia revelaram maiores

quantidades de deposicBes de calose na regido infectada por Xcc nos eventos transgénicos
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(Figura 21G, H, 1), principalmente, 48 h.a.i., em comparacdo com as plantas testemunhas (ndo
transgénicas) (Figura 21D, E, F), como o indicado pelos pontos azuis (Figura 21D a I). Os
sintomas de cancro citrico surgidos nestas plantas transgénicas também foram menos agressivos
em relacdo as plantas ndo transgénicas, sugerindo o papel da calose na contribuicdo para a
resisténcia a multiplicacdo do patégeno no mesofilo foliar, agindo como uma eficiente barreira
fisica. Esses resultados foram consistentes entre 0s eventos transgénicos analisados, em trés

experimentos independentes.

24 h.a.i. 48 h.a.i. 72 h.a.i.

Figura 21. Deposicdo de calose em tecidos foliares de laranja ‘Hamlin’, 24, 48 e 72 horas apés a
inoculacdo (h.a.i.) com Xcc, por ferimento (A, B, C). Microscopia de epifluorescéncia apds
0 método de coloragdo com azul de anilina, em folhas de plantas ndo transgénicas (D, E, F).
Plantas transgénicas, evento TG4-9 (G, H, I). A deposicéao de calose (setas brancas) ocorreu
em todas as plantas inoculadas, porém em maior evidéncia na regido de infec¢do do evento
transgénico analisado. gl: glandula lisigena de 6leo.
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Analise de expressdo do gene csd1 em laranjeiras doces

A quantificacdo do nivel de expressdo do gene csdl foi avaliada por RT-qPCR para
verificar a superexpressdo induzida pelos mecanismos de defesa de plantas citricas horas ap6s
a inoculacdo por Xcc. Os eventos transgénicos (HS9; TG4-6; TG4-9) foram selecionados para
esta avaliacdo, pois, estes haviam demonstrado os melhores resultados de resisténcia a doenca,
em experimentos conduzidos anteriormente. O nivel de expressdo génica no tempo Oh
(quantificado antes da inoculacdo) das plantas nao transgénicas (T1) foi utilizado como
calibrador (Figura 22).

Os niveis de expressdo do transgene csdl dos eventos TG4-6 e TG4-9 diferiram
significativamente daqueles das plantas ndo transgénicas, em todos os periodos avaliados (0;
24: 48; 72 h.a.i. com Xcc), de acordo com as analises obtidas pelo software REST®. Por outro
lado, a expressdo génica do evento HS9 aumentou significativamente somente as 48 h.a.i.,
aumentando 4,2 vezes em relagdo as plantas ndo transgénicas. Nota-se também uma inducéo
muito significativa registrada 48 h.a.i. do patdgeno, sendo que esse padrdo ocorreu em todos 0s
eventos transgénicos TG4-6, TG4-9 e HS9, com aumentos de expressdo na ordem de 4,5, 7,2 e
4,2 vezes, respectivamente, em relacdo a expressdo génica das plantas ndo transgénicas, de
acordo com as analises obtidas pelo software REST® (Figura 22).

Os niveis de expressdo do gene csdl ndo apresentaram alteracdes significativas na
expressdo génica entre as plantas ndo transgénicas, em todos os periodos avaliados (Figura 22).
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Figura 22. Expressdo relativa do gene csdl em plantas transgénicas e ndo transgénicas de laranja
‘Hamlin’, 0, 24, 48, 72 h.a.i. de Xcc. *Difere significativamente pelo teste de Dunnett
(P<0,05) em relagdo ao nivel de transcricdo médio (em trés replicatas bioldgicas) de cada
evento, comparado com as plantas ndo transgénicas (T1), no tempo Oh. As barras indicam o
desvio padrdo das médias (n=3).

Resposta antioxidativa isoenzimatica

As quantificagdes do acumulo de peroxido de hidrogénio e de atividades
isoenzimaticas em resposta a explosdo oxidativa foram avaliadas horas apos a inoculacdo de
Xcc em sete eventos-elite transgénicos e comparados com os resultados obtidos das plantas néo
transgénicas em cada periodo analisado.

De uma maneira geral, a concentracdo de malondialdeido (MDA), principal produto
formado do processo de peroxidacdo lipidica, que estima indiretamente os danos celulares
originados em resposta ao estresse oxidativo, aumentou em todas as plantas avaliadas,
apresentando altas quantidades nas primeiras h.a.i. de Xcc (Figura 23). A concentracdo de MDA
nos eventos transgénicos HS9, HS11 e TG4-9 diminuiu significativamente em relacdo as
plantas ndo transgénicas (T1), 24 h.a.i., apresentando concentracdes de 32,2 e 36,7 e 42,8 nmols
g ! MF, respectivamente. Esse mesmo comportamento foi observado nos eventos transgénicos
HS11 e TG4-9, 48 h.a.i., 0s quais apresentaram reducdes significativas nas concentracfes de
MDA (42,8 e 44,8 nmols g * MF, respectivamente). Posteriormente, os eventos transgénicos
registraram as menores concentragdes de MDA, as 72 h.a.i., variando entre 38,7 a 53,4 nmols
g ! MF, apresentando reducgfes de 26,1 a 46,4 vezes em relagdo as concentragdes das plantas

néo transgénicas (Figura 23).
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Figura 23. Concentragdo de malondialdeido (MDA) nos tecidos foliares de plantas transgénicas e ndo
transgénicas de laranja ‘Hamlin’ inoculadas por Xcc. *Difere significativamente em relagéo
a média das plantas ndo transgénicas (T1), pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada periodo
avaliado. Os resultados representam a média de trés repeticdes bioldgicas (n=3) e as barras
indicam o desvio padrdo das médias.

Producao de perdxido de hidrogénio (H-0)

Niveis mais elevados de peréxido de hidrogénio foram observados nos eventos
transgénicos expressando o gene csd1 em todos os periodos avaliados. Ap6s a inoculacdo das
plantas citricas com Xcc, as producdes de H, O, nos eventos transgénicos TG4-4, TG4-6 e TG4-
9 sofreram aumentos significativos, principalmente, 48 h.a.i., em comparagdo com as plantas
n&o transgénicas, atingindo picos de 12,6, 12,09 e 12,51 uM g MF, respectivamente (Figura
24). Na ultima avaliacdo realizada, 72 h.a.i., todos 0s eventos transgénicos expressando o gene
csdl apresentaram maiores e significativas producdes de H,O,, aumentando 39 a 48 vezes a

quantidade desta espécie reativa de oxigénio em relacdo as plantas nao transgénicas.
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Figura 24. Quantificagdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) nos tecidos foliares de plantas transgénicas
e ndo transgénicas de laranja ‘Hamlin’ inoculadas com Xcc. *Difere significativamente em
relacdo a média das plantas ndo transgénicas (T1), pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada
periodo avaliado. Os resultados representam a média de trés repeticdes bioldgicas (n=3) e as
barras indicam o desvio padrdo das médias.

Localizacéo do acumulo de perdxido de hidrogénio (H;O_)

O actmulo de perdxido de hidrogénio nos locais de infec¢do e nas regides vizinhas foi
detectado visualmente pelo uso de 3,3-diaminobenzidina (DAB), 12, 24 e 48 horas ap0s a
inoculagdo de Xcc. Os resultados obtidos deste experimento foram semelhantes em todos 0s
eventos transgénicos analisados que expressaram o gene csdl (TG4-3, TG4-4, TG4-6 e TG4-
9). A quantidade acumulada de perdéxido de hidrogénio no evento transgénico (TG4-9) foi
superior em relacdo a da planta ndo transgénica, em todos os periodos avaliados (Figura 25).
Com 12 h.a.i., todas as folhas avaliadas ja apresentavam manchas marrons na regido de
inoculacdo. No entanto, neste mesmo periodo, o evento transgénico ndo apresentou diferencas
significativas em relacdo ao didmetro e a area representada pelo acimulo de H,O,, corada pelo
DAB, comparando-se com as plantas testemunhas. O padréo de coloracdo foi observado em
maior intensidade e abundancia, 24 e 48 h.a.i., no evento transgénico TG4-9, sugerindo que
essas plantas possam ter acumulado maiores quantidades de H,O, em relacdo as plantas ndo
transgénicas (Figura 25). Este mesmo evento transgénico também apresentou didmetro e area
corada pelo reagente maiores significativamente, 24 h.a.i. (2,5 e 2,25 mm, respectivamente) e
48 h.a.i. (4,6 e 3,06 mm?, respectivamente), em comparagao a testemunha, que se manteve com

valores constantes nos periodos avaliados. Nenhuma resposta visual foi detectada em folhas
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inoculadas com solucao tampdo fosfato, indicando que a formacédo de H,O, seja consequéncia
da interacdo planta-patégeno.

<
Q
=
«@
of
)
=
[+
=
o
-}
i)

2 mm | e N S ST e SRR 0 mm

1 mm : 2 mm (SRR D 111I1)

3,0 T— 50 T %
w7l G TER I H
{ osop oS0

25 * 40 1
720 e *
g8 B 3.0 1
S J g 725
g 1.5 Z 2.4
I o 2,0 4

-

£ 10 LS
A 0.5 1.0 1

’ 05 A “

0.0 T T 0.0 + T T

12h 24h 48 h 12h 24h 48 h
Horas apés a inoculagdo Horas apés a inoculagdo

Figura 25. Localizacdo de perdxido de hidrogénio (H,O,) nos tecidos foliares de plantas transgénicas e
n&o transgénicas de laranja ‘“Hamlin’ 12, 24 e 48 h.a.i. com Xcc. Area corada pelo reagente
DAB em folhas de plantas ndo transgénicas (A, B, C) e folhas do evento transgénico TG4-9
(D, E, F). Quantificagdo do didmetro e area dos locais de acumulo de H,O,. *Difere
significativamente em relacdo a média das plantas ndo transgénicas (T1), pelo teste de
Dunnett (P<0,05), em cada periodo avaliado. As barras representam o desvio padréo das
médias (n=20).

Atividade de SOD

Todas as plantas analisadas apresentaram aumento da atividade da SOD em resposta a
infeccdo por Xcc. Constatou-se rapido aumento na atividade de SOD ap6s a inoculacao,
principalmente, nos eventos transgénicos que expressam o gene csd1. Os primeiros picos das
atividades totais de SOD nos eventos TG4-3, TG4-4 e TG4-6 foram observados 48 h.a.i. (20,6;
21,2; 22,7 Unidades SOD mg " de proteina min™?, respectivamente), e revelaram aumentos de
27%, 30% e 40%, respectivamente, em relag@o aos valores das plantas nédo transgénicas (Figura
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26). O segundo pico mais alto da atividade da SOD para estes mesmos eventos transgénicos foi
observado 72 h.a.i. (20,1; 19,2; 19,4 Unidades SOD mg* de proteina min™!, respectivamente).
As atividades totais de SOD nas plantas ndo transgénicas permaneceram relativamente
constantes durante todos os periodos avaliados. Os eventos transgénicos que expressam o gene
d4el ndo apresentaram niveis significativos de atividades de SOD em relacdo as plantas
testemunhas (ndo transgénicas) (Figura 26).
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Figura 26. Atividade de SOD nos tecidos foliares de plantas transgénicas e ndo transgénicas de laranja
‘Hamlin’ inoculadas por Xcc. *Difere significativamente em relacdo a média das plantas ndo
transgénicas (T1), pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada periodo avaliado. Os resultados
representam a média de trés repeticdes bioldgicas (n=3) e as barras indicam o desvio padrdo
das médias.

Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante (PAGE) e revelacéo de gel de SOD

A atividade de SOD em PAGE ndo-desnaturante em amostras de folhas citricas
revelou a presenca de até duas isoformas distintas nas plantas transgénicas que expressam o
gene csdl. As caracterizacdes de isoformas de SOD nos eventos transgénicos TG4-3, TG4-4,
TG4-6 e TG4-9 revelaram que as bandas induzidas nas amostras foram a Cu/Zn-SOD e Mn-
SOD, em todos os periodos avaliados (Figura 27). Vale ressaltar que as bandas correspondentes
as isoformas Cu/Zn-SOD nas amostras de plantas ndo transgénicas (T1) e nas plantas
transgénicas que expressam o gene d4el (HS9; HS11; HS33) ndo foram evidenciadas em
nenhum periodo de avaliacdo, sendo detectada apenas a banda correspondente a isoforma Mn-
SOD (Figura 27).
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Figura 27. Caracterizacéo de isoformas de SOD em PAGE ndo-desnaturante em tecidos foliares de
plantas transgénicas e ndo transgénicas de laranja ‘Hamlin’ inoculadas por Xcc. (A)
Amostras de folhas de plantas ndo transgénicas (T1) comparadas com plantas transgénicas
(TG4-4) que expressam o gene csdl. Destaque para a formacdo de duas bandas
correspondentes as isoformas Mn-SOD e Cu/Zn-SOD. (B) Amostras de folhas de plantas
ndo transgénicas (T1) comparadas com plantas transgénicas (HS9) que expressam o gene
d4el. Destaque para a formagdo de apenas uma banda correspondente a isoforma Mn-SOD.
Mn-SOD é resistente a ambos os inibidores. Fe-SOD é resistente ao KCN e inibida por H,0..
Cu/Zn-SOD é inibida por ambos os inibidores.

Atividade de catalase (CAT)

As atividades de catalase sofreram poucas oscilagdes nos periodos avaliados em todos
0S eventos transgénicos e ndo transgénicos analisados, e ndo apresentaram diferencas

significativas entre os tratamentos (Figura 28).
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Figura 28. Atividade de catalase nos tecidos foliares de plantas transgénicas e ndo transgénicas de laranja
‘Hamlin’ inoculadas por Xcc. Os resultados representam a média de trés repeticOes
bioldgicas (n=3) e as barras indicam o desvio padrdo das médias.

Glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase ndo apresentou diferencas significativas entre 0s
eventos transgénicos e as plantas nao transgénicas, em todos os periodos avaliados. As menores
concentracdes desta enzima antioxidante observadas nas amostras das plantas citricas foram no
tempo Oh (Figura 29).
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Figura 29. Atividade de glutationa peroxidase nos tecidos foliares de plantas transgénicas e nédo
transgénicas de laranja ‘Hamlin” inoculadas por Xcc. Os resultados representam a média de
trés repeticdes bioldgicas (n=3) e as barras indicam o desvio padrdo das médias.
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Atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana in vitro do extrato proteico de plantas matrizes de laranja
‘Hamlin’ expressando o gene d4el foi avaliada e quantificada ap6s a incubacao com suspensdes
de Xcc e o posterior plaqueamento da solugdo. O extrato proteico obtido das plantas nédo
transgénicas foi utilizado como controle. Os resultados do experimento representam a média de
trés repeticOes bioldgicas. Os extratos proteicos dos eventos transgénicos (HS9, HS12, HS33 e
HS36) inibiram significativamente o crescimento bacteriano em relacdo as plantas néo
transgénicas, apresentando concentragdes médias de 4,7 x 10* UFC ml* (4,41 loguo), 2,2 x 10*
UFC ml? (4,35 logio), 1,8 x 10* UFC mI™* (4,25 logio) e 2,9 x 10* UFC ml ™t (4,46 logio),

respectivamente, apds quatro horas de incubacdo (Figura 30).
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Figura 30. Atividade antimicrobiana in vitro do extrato proteico de plantas transgénicas de laranja
‘Hamlin’, expressando o gene d4el, e de plantas ndo transgénicas de laranja ‘Hamlin’ ap0s
a incubacao com suspensdes de Xcc. *Difere significativamente em relagcdo a média da planta
ndo transgénica (T1), pelo teste de Dunnett (P<0,05). Os resultados representam a média de
trés repetigdes biologicas (n=3) e as barras indicam o desvio padrdo das médias.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho fornece informacGes sobre as rea¢Ges das plantas transgénicas de laranja
‘Hamlin’ expressando o gene csd1 ou expressando o gene d4el, apos a infecgdo por Candidatus
Liberibacter asiaticus ou Xanthomonas citri subsp. citri, sendo estes 0s patdgenos associados
as principais doencas que ameacam diversas regifes produtoras de citros do mundo
(GMITTER, 2016; BELASQUE JR et al., 2005). Até o presente momento, ndo existem espécies
citricas resistentes, e todas as variedades comerciais de laranjas doces cultivadas no Brasil séo
suscetiveis a infeccdo destes patogenos (MACHADO; CRISTOFANI-YALY; BASTIANEL,
2011). Desta forma, os pacotes tecnoldgicos podem ser importantes refor¢os na busca por
cultivares resistentes as doencas, uma vez que diversos genes podem ser utilizados na
transformacdo genética de plantas, tornando-se uma solucdo eficaz na obtencdo de plantas
transgénicas, com o uso de gendtipos desejaveis (DUTT et al., 2012; BAFFANA et al., 2011).

Duas construcdes génicas promissoras utilizadas na obtencéo de plantas transgénicas
de laranja doce resistentes as principais doencas bacterianas de citros foram empregadas e
avaliadas neste trabalho, sendo, um gene envolvido na resposta de defesa das plantas ou outro
gene que atua como um potente peptideo antimicrobiano. Alguns relatos demonstraram
resultados satisfatorios na utilizacdo de diferentes genes derivados de Poncirus trifoliata e de
seus hibridos, associados a resisténcia de CLas, sugerindo possiveis envolvimentos na defesa
das plantas contra esse patégeno (ALBRECHT; BOWMAN, 2012; FOLIMONOVA et al.,
2009; BOWMAN, 2007). Dentre os gendtipos desejaveis, as enzimas do grupo superdéxido
dismutase, em especial as de cobre e zinco (Cu-Zn SOD) possuem destaque, agindo como
importantes e eficientes proteinas antioxidantes relacionadas a protecdo e defesa de plantas
contra estresses oxidativos (ALBRECHT; BOWMAN, 2012; BAFFANA et al., 2011;
ELSTNER, 1991). Além disso, 0 uso de peptideos antimicrobianos derivados das cecropinas
também se tornam promissores no combate a CLas, principalmente, por sua elevada toxicidade
contra importantes patdgenos causadores de doencas em plantas (ZOU et al., 2016; ZHANG et
al., 1995).

A expressao do gene csdl foi previamente avaliada em outros estudos transcricionais
relativos ao patossistema HLB em plantas citricas (MORAES, 2015; ALBRECHT,;
BOWMAN, 2012). Neste trabalho, a superexpressdo do gene csdl foi induzida em todos os
eventos transgénicos de laranja ‘Hamlin’, embora, tenha-se registrado grande variagdo na

expressdo de plantas contendo a mesma construcdo génica, conforme os trabalhos realizados
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por Butaye et al. (2005). Entretanto, esta variagdo ndo estd associada, necessariamente, ao
namero de insercdes de cdpias do transgene, e sim, a provavel posicéo do transgene inserida no
genoma (ELMAYAN; VAUCHERET; 1996). As expressdes desses transgenes
correlacionaram-se, parcialmente, com os resultados de quantificacdes de CLas presentes nos
tecidos vegetais das plantas transgénicas. O evento transgénico (TG4-2), por sua vez, obteve
um dos maiores niveis de expressao entre as plantas analisadas e, a0 mesmo tempo, apresentou
reducdes significativas no titulo bacteriano, em comparacdo aquele da testemunha, seis meses

apos a inoculacéo.

Esses resultados podem explicar os possiveis atrasos na infeccdo e multiplicagdo das
bactérias nas plantas transgénicas (TG3-16; TG4-2; TG4-3; TG4-28; TG4-37; HS11) que
apresentaram diferencas significativas, indicando maior tolerancia a CLas, uma vez que essas
plantas apresentaram menores titulos bacterianos e, em algumas, reducdes dos sintomas visuais
de HLB, seis meses ap0s a inoculacdo. O resultado obtido do evento transgénico HS11 foi
consistente aos valores encontrados por Zou et al. (2016), em estudos com laranjeiras doces
transgénicas expressando o gene cecropin B. Além disso, os valores dos titulos bacterianos
variaram amplamente entre os demais eventos transgénicos, nos trés periodos avaliados. Esses
resultados sugerem que os diferentes gendtipos possam ter influenciado na multiplicacdo de
ClLas, indicando diferencas de populacdes bacterianas entre as plantas citricas analisadas
(COLLETA-FILHO et al., 2010; MARENGO, 2009). No entanto, a alta eficiéncia de
transmissdo de CLas por borbulhas infectadas também pode justificar as diferencas nas
populacdes dos eventos transgénicos, interferindo, supostamente, na avaliacdo da resisténcia
destes materiais transgénicos (TATINENI et al., 2008).

As andlises de quantificacdo do titulo bacteriano, expressas em numeros de copias da
regido 16S do rDNA de CLas nas plantas citricas ndo demonstraram reducdes significativas ao
longo dos 18 meses de avaliacdo, sugerindo que a temperatura ndo foi um fator que influenciou
diretamente na taxa de infeccdo e multiplicagdo do patdgeno, conforme os resultados de outros
estudos que apresentam reducbes na populagdo bacteriana em periodos de elevadas
temperaturas (COLLETA-FILHO et al., 2010; WANG et al., 2006). Diante disso, este trabalho
propds correlacionar os diferentes titulos bacterianos obtidos dos genétipos estudados com os
distdrbios metabolicos que ocorreram apdés a infecgdo por CLas nos tecidos vegetais de plantas
de laranja ‘Hamlin’, analisando assim, a deposi¢cdo de calose nos elementos do tubo crivado,

seguida pela desordem nutricional e a consequente reducdo da matéria seca de parte aérea e do
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sistema radicular (BOAVA; CRISTOFANI-YALY; MACHADO, 2017; ETXEBERRIA et al.,
2009).

Em pesquisas envolvendo estudos de interacdo planta-patégeno, o acimulo de calose
nos elementos de tudo crivado e nas paredes celulares tem sido constantemente associado a
uma das possiveis respostas de defesa de plantas contra a infec¢do de agentes patogénicos,
atuando na tentativa de evitar a colonizacéo do hospedeiro no tecido vegetal (OLIVEIRA et al.,
2019; BOAVA,; CRISTOFANI-YALY; MACHADO, 2017; LUNA et al., 2011; XIE et al.,
2011; NAKASHIMA et al., 2003). Além disso, a calose esta presente em diversos processos
relacionados ao desenvolvimento de plantas superiores (CHEN; KIN, 2009). Entretanto, alguns
trabalhos apontaram aspectos divergentes em relacdo aos mecanismos de defesa de plantas
mediados pela acdo da calose (BONNEMAIN et al., 2013; ELLINGER et al., 2013). Diante
disso, a obstrucdo dos elementos de tubo crivado em decorréncia do acumulo de calose, em
plantas de laranja doce infectadas, associada ao patossistema HLB, sugere que seu bloqueio
possa representar um papel proeminente no comprometimento do transporte floematico em
plantas citricas, justificando o surgimento dos sintomas caracteristicos da doenca (OLIVEIRA
et al., 2019). Neste estudo, as alteracbes de deposicdo de calose foram comparadas entre as
plantas de laranja ‘Hamlin’ e, demonstrou-se que 0s eventos transgénicos apresentaram grandes
depdsitos do polissacarideo no floema, principalmente, naqueles que possuiam menores

populagdes bacterianas.

Contudo, o acimulo excessivo de calose nos elementos de tubo crivado em plantas
infectadas com HLB pode causar reducdo ou impedimento do funcionamento do floema,
comprometendo o transporte e a mobilizacdo de fotoassimilados entre os érgdos do vegetal
(OLIVEIRA et al.,, 2019). Estas alteracbes fisioldgicas podem estar relacionadas aos
surgimentos dos sintomas caracteristicos da doenca, justificando assim, a inducdo de graves
deficiéncias nutricionais, além de provocar a reducdo do crescimento das partes aéreas e do

sistema radicular de plantas citricas (KOH et al., 2012).

Apos a infeccdo, a distribuicdo das bactérias em plantas citricas ocorre por todos 0s
tecidos que contenham floema, e provavelmente, o patbgeno move-se bidirecionalmente com
o fluxo de fotoassimilados das folhas para os 6rgdos vegetais consumidores de carboidratos,
incluindo as raizes (LI et al., 2009; TATINENI et al., 2008). Neste sentido, os resultados deste
trabalho revelaram que as plantas citricas que apresentaram menores titulos bacterianos

exibiram correlagfes positivas com valores de acimulo de matéria seca da parte aérea e do
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sistema radicular, avaliadas 18 meses ap0s a inoculagdo. O envolvimento direto da presenca de
CLas na reducdo da matéria seca do sistema radicular pode ser derivado da acdo de um efetor
bacteriano que causa a morte ou a inibicdo do crescimento de novas raizes, resultando em
menores teores de biomassas (ANN et al., 2004; GRAHAM; MENGE, 1990). Esses resultados
foram consistentes aos estudos que evidenciaram que o sistema radicular é o local mais comum
da primeira deteccdo e multiplicagdo de CLas em plantas citricas, afetando drasticamente seu
desenvolvimento (JOHNSON; BRIGHT; GRAHAM, 2014; TEIXEIRA et al.,, 2008;
GOLDSCHMIDT; KOCK, 1996).

As desordens nutricionais sdo alterac@es fisiologicas e metabdlicas decorrentes dos
danos que a doenca provoca no transporte de fotoassimilados e de elementos minerais em
plantas citricas infectadas por CLas. De uma maneira geral, os resultados demonstraram que as
plantas ndo transgénicas apresentaram menores concentracdes de macronutrientes foliares em
comparacdo as das plantas transgénicas, apés a inoculacdo por CLas. As doencas de plantas
podem reduzir drasticamente a disponibilidade, absorcéo ou distribuigdo dos nutrientes. Diante
disso, alguns genotipos transgénicos apresentaram baixos teores foliares de Ca, Mg e S, e
excessivas concentracdes de P e K, sendo que esses resultados foram consistentes aos
encontrados por Malavolta et al. (2005). Os nutrientes desempenham um papel complexo nas
interacGes entre as plantas e os patdgenos. No entanto, dependendo do estado nutricional da
planta, os elementos quimicos podem afetar a resisténcia ou a tolerancia dos vegetais aos
patdgenos (MARSCHNER, 2012). De acordo com os resultados deste trabalho, a deficiéncia
acentuada de Ca observada nos eventos transgénicos pode ter prejudicado 0os mecanismos de
defesa das plantas. Isso ocorre porque o Ca é responsavel diretamente pela estabilizacdo da
lamela média da parede celular, além de estar envolvido em respostas de hipersensibilidade a
infeccdes bacterianas (YANG et al., 2011). Além disso, segundo Marschner (2012), a
diminuicdo na concentracdo de Ca, constantemente observada em plantas infectadas por
bactérias, foi correlacionada a um aumento na concentracdo de K, que por sua vez, em altos
teores causa a reducdo nas concentracdes de outros nutrientes. As deficiéncias em outros
macronutrientes como S (HANEKLAUS et al., 2007) e Mg (JONES; HUBER, 2013) também

estdo associadas a maiores incidéncias de doencas de plantas.

Em experimentos complementares, analises por espectroscopia de fluorescéncia de
raios X com feixe micrométrico (u-XRF) foram realizadas para quantificar a distribuicao
espacial de macro e micronutrientes presentes no tecido foliar de plantas citricas saudaveis e

infectadas com CLas. Devido a alta resolucdo espacial e sensibilidade analitica, o pu-XRF
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apresenta-se como uma ferramenta promissora e amplamente utilizada para avaliagOes
multielementares in vivo da distribuicdo de nutrientes em tecidos vegetais (AHMAD et al.,
2011; REGVAR et al., 2011; LOMBI; SUSINI, 2009). Neste trabalho, 0 emprego do pu-XRF
fornece resultados pioneiros nas determinac6es dos elementos minerais presentes em folhas de
laranjas doces infectas com HLB. Em geral, para os macronutrientes, os resultados indicaram
uma distribuicdo espacial de P e S similares entre as folhas das plantas sem HLB e nas
infectadas pela doenca. Os micronutrientes também ndo sofreram grandes variacdes entre as
plantas avaliadas. Os niveis de K e Ca, por outro lado, apresentaram reducdes consistentes nas

folhas de plantas com HLB.

Apesar da escassez de resultados para esta cultura, as analises de u-XRF mostraram
que as areas proximas ao peciolo foliar apresentam maiores intensidades de macronutrientes,
conforme observados em estudos preliminares que atribuem esse fenémeno ao aumento da
concentracdo de nutrientes nos feixes vasculares, e também a espessura de tais regides,
geralmente maiores do que as observadas no limbo foliar, podendo levar a obtengédo de maiores
sinais dos nutrientes investigados (MONTANHA et al., 2020; PROEBSTING; WARNER,
1952). Os resultados apontados pela espectroscopia de fluorescéncia por raios X para oS
macronutrientes corroboram os resultados das andlises quimicas foliares, que também
apresentaram teores superiores de K e Ca em relacéo aos teores de P e S. Os estudos utilizando
pu-XRF sdo capazes de fornecer resultados precisos em relagdo ao monitoramento da
redistribuicdo de elementos a curtas distancias em plantas vivas, permitindo assim, relaciona-

los com suas concentracdes e adotar novas estratégias de manejos nutricionais.

O cancro citrico, por sua vez, € uma das doengas mais destrutivas que afetam a
producdo de citros em todo o mundo. Diversos genes foram utilizados na transformacao
genética de plantas citricas visando a resisténcia a Xcc, apresentando reduc¢des significativas na
suscetibilidade ao cancro citrico. Entre 0s genotipos desejaveis, destacam-se 0S genes que
codificam as proteinas harpinas, o gene MdSPDS1, o gene Xa21, além de eficientes peptideos
antimicrobianos codificados pelo gene cecropin B ou o gene attacin A (ZOU et al., 2016; FU
et al., 2011; MENDES et al., 2010; BARBOSA-MENDES et al., 2009; BOSCARIOL et al.,
2006).

Este trabalho demonstrou que sete eventos transgénicos (TG4-3; TG4-4; TG4-6; TG4-
9; HS9; HS11: HS33) resultaram em redugbes significativas na populacdo de Xcc em

comparagao com as plantas ndo transgénicas, apresentando redugdes de até 60% dos sintomas
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visuais de cancro citrico. Essas plantas também resultaram em baixos crescimentos médios
diérios de incidéncia e severidade da area abaixo da curva da doenca, em todas as avaliacGes
realizadas. Apesar dos niveis de incidéncia e severidade de cancro citrico apresentarem
variacdes entre 0s genotipos em cada experimento, essas oscilacdes, aparentemente, nao estdo
relacionadas as estacdes do ano e as consequentes condic¢des climaticas de cada periodo. Esses
resultados ndo apresentaram um padréo consistente que pudesse relacionar a influéncia dos
fatores climaticos sobre o indice de infeccdo da doenca, contrariando alguns estudos anteriores
que sofreram grandes interferéncias (PALAZZO; MALAVOLTA Jr; NOGUEIRA, 1984,
BEHLAU, 2006).

Além disso, a quantificacdo da area e o numero de lesdes formadas também
evidenciaram reducdes significativas na suscetibilidade a Xcc nestes eventos transgénicos, 35
DAI. Estas observac6es sdo fundamentais para ratificar a resisténcia destes gendétipos a infeccéo
por Xcc, uma vez que, a inoculagdo por ferimentos e a estimativa do didametro de lesdes
formadas sé&o considerados sistemas eficientes, precisos e acurados nas avaliagdes de interagdes
e resisténcia de plantas ao cancro citrico (BELASQUE JR et al., 2008; VILORIA et al., 2004;
GRAHAM et al., 1992; GARRAN, 1988).

O atraso observado no desenvolvimento dos sintomas visuais em alguns eventos
transgénicos também sugere uma diminuicdo consideravel na gravidade da doenca. Esses
resultados corroboram as analises de microscopia de epifluorescéncia que demonstraram que,
aparentemente, em algumas folhas de plantas transgénicas, as bactérias apresentaram maior
resisténcia a colonizacdo do parénquima lacunoso, uma vez que as células do mesofilo, em
especial as localizadas proximas a camara sub-estomatica, sofreram intensas hipertrofias e
hiperplasias na tentativa de contencdo ao ataque do patdgeno. Além disso, as analises
evidenciaram o maior acumulo de calose nos tecidos foliares de plantas transgénicas, sugerindo
que a deposicdo do polissacarideo foi uma resposta rapida e especifica da parede celular durante
a infeccdo por Xcc (YUN et al., 2006). Estudos anteriores de silenciamento de genes da calose
sintase comprovaram o papel fundamental da calose na resisténcia de plantas citricas a Xcc,
demonstrando que, além disso, a goma xantana, principal exopolissacarideo secretado pela
bactéria, seria capaz de induzir a suscetibilidade ao patdgeno pela supressdo da deposigéo de
calose (ENRIQUE et al., 2010; RIGANO et al., 2007; YUN et al., 2006).

Uma provavel explicacdo para a resisténcia de alguns eventos transgénicos que

demonstraram altas deposicBes de calose estaria relacionada a acdo integrada de outras
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moléculas sinalizadoras de defesa, além da propria atividade desencadeada por enzimas
antioxidantes, como 0 H,O, (QUAN et al., 2008). Diante disso, observou-se que os niveis de
expressdo do gene csdl nas plantas menos suscetiveis (TG4-6 e TG4-9) foram induzidos em
até sete vezes, 48 horas ap6s a inoculagdo de Xcc, diferentemente do observado em plantas
testemunhas. Esses resultados sugerem que o gene csdl, relacionado ao sistema de defesa da
planta, é induzido em quantidades insuficientes para restringir a multiplicacdo e disseminagdo
do patégeno em gendtipos suscetiveis (BOSCARIOL; TAKITA; MACHADO, 2016).

Para identificar o estresse oxidativo e as respostas das atividades isoenzimaticas
geradas pelas plantas citricas apds a infeccdo de Xcc, alguns parametros bioguimicos foram
quantificados. Em condicfes de estresses abioticos e bioticos, as plantas produzem espécies
reativas de oxigénio, produtos naturais do metabolismo, incluindo o radical superédxido (O,"),
0 peroxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH) (WOJTASZEK, 1997). A
toxicidade das espécies reativas de oxigénio induz a acdo do complexo arranjo dos mecanismos
de desintoxicacdo, em especial 0s enzimaticos, que contribuem para evitar a dissipacdo de
elétrons e causar maiores danos celulares (PAULY et al., 2006; GRATAO et al., 2005). Como
marcador bioldgico do estresse oxidativo, 0 MDA é um importante produto originado da
oxidacdo de acidos graxos poli-insaturados, e tem sido utilizado para determinar o grau de
peroxidacdo lipidica (DEL RIO et al., 2005; RAEL et al., 2004). Os maiores contetdos de MDA
foram observados nas plantas ndo transgénicas, uma vez que a peroxidacdo lipidica inicia
inimeras reacGes em cadeia que produzem radicais livres, tornando-se tdxicos as células
vegetais (GOBEL et al., 2003).

Os niveis de H,0,, que em excesso sdo toxicos para as células vegetais e também para
as células bacterianas, aumentaram e permaneceram constantes, em comparagdo com as plantas
testemunhas. Picos acentuados de geracdo de H,O, e de atividade total de SOD foram
observados, ambos ocorridos 48 horas apés a inoculagdo. Esta correlagdo revela um papel
fundamental da atividade da enzima antioxidante na interacdo das plantas com a bactéria, uma
vez que, maiores atividades da SOD proporcionam maiores dismutagdes dos radicais
superoxidos, além de agir na disfungdo metabolica celular e morte do patogeno (KUMAR,;
EBEL; ROBERTS, 2011; TERTIVANIDIS et al., 2004). Alguns estudos demonstraram que
Xanthomonas spp. sdo naturalmente resistentes aos anions superéxidos, mas sao suscetiveis a
H,O,, corroborando aos resultados isoenzimaticos obtidos neste trabalho (TONDO et al., 2010;
CHAMNONGPOL et al., 1996; LOPRASERT et al., 1996).
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GeragOes e acumulos localizados de H,O, nos tecidos foliares foram relatados em
diversos estudos envolvendo interagdes entre plantas e patdgenos (MEHDY, 1994). Trabalhos
anteriores relataram que as areas localizadas do tecido foliar com elevadas concentragdes de
H,0O, indicam maiores chances de intoxicacédo e supressao da populacédo bacteriana (KUMAR,;
EBEL; ROBERTS, 2011; PENG; KUC, 1992). Os resultados deste trabalho apresentaram
maiores concentracfes e acumulos de H,O,, apos a utilizacdo do reagente DAB, nos eventos

transgénicos que expressaram o gene csdl, em comparacdo com as plantas testemunhas.

A elevada atividade de SOD presente naqueles eventos transgénicos gue apresentaram
aumentos significativos em relacdo as plantas testemunhas sugere maior eficiéncia na remocao
metabdlica destes radicais superoxidos no metabolismo das plantas citricas. Duas isoformas de
SOD foram identificadas apenas nos tecidos dos eventos transgénicos que expressam 0 gene
csdl, indicadas pelas bandas de Cu/Zn-SOD e de Mn-SOD. Esses resultados podem estar
correlacionados a maior resisténcia destes gendtipos a Xcc, pois, a isoforma Cu/Zn-SOD, além
de atuar no apoplasto, pode contribuir diretamente para a defesa antioxidante associada com a
protecdo do cloroplasto (ALSCHER et al., 2002). As atividades das enzimas antioxidantes da
catalase e da glutationa peroxidase ndo apresentaram diferencas significativas entre as plantas
avaliadas; entretanto, possuem papéis fundamentais na quebra e remocéo de H,0O, das células
vegetais, sendo consideradas indispensaveis para a desintoxicacdo das espécies reativas de
oxigénio (DUBEY, PANDEY, 2011; AZEVEDO et al., 1998).

Em complemento a essas analises, a atividade antimicrobiana in vitro do extrato
proteico de plantas transgénicas que expressaram o gene d4el foi avaliada ap6s a infeccéo de
Xcc. Embora 0s ensaios in vitro nem sempre expressem as reais eficacias dos peptideos
antimicrobianos no organismo do hospedeiro, essas avaliagdes podem fornecer valiosas
informacdes sobre a atividade potencial desses compostos contra os patogenos (OSUSKY et
al., 2005). Os resultados indicaram titulos bacterianos significativamente inferiores em alguns
eventos transgénicos para o gene d4el em comparacdo aqueles de plantas ndo transgénicas e
inoculadas com Xcc. Desta forma, sugere-se a potencial acdo direta do respectivo peptideo
antimicrobiano (D4E1) contra a bactéria causadora do cancro citrico.

Em resumo, esse robusto estudo mostrou que a expressao do gene csdl ou do gene
d4el pode aumentar a resisténcia de alguns eventos transgénicos a doencas bacterianas de
citros, em especial, aquelas causadas por Xcc. Portanto, 0s usos destes genotipos desejaveis se

tornam alternativas promissoras no manejo do cancro citrico, apesar de que, 0s testes em campo
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sejam necessarios para confirmar a validade deste trabalho. Embora, essas estratégias ndo
tenham fornecido uma abordagem eficaz na resisténcia a CLas, principalmente, 12 meses apds
a infeccdo, varias razdes sdo sugeridas para justificar tal insucesso. Presume-se, primeiramente,
que CLas, por se tratar de uma bactéria intracelular associada ao floema, possivelmente, tenha
menor exposicdo a determinadas proteinas em relacdo a outros patégenos extracelulares, como
a Xcc. Além disso, o complexo patossistema de CLas ainda permanece incerto, dificultando a
adocdo de ferramentas biotecnoldgicas que possam ser utilizadas no melhoramento genético
visando a resisténcia de plantas, auxiliando assim, 0 manejo desta grave doenca que ameaca a

citricultura a nivel mundial.
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6. CONCLUSAO

Cinco eventos transgénicos que expressam 0 gene csdl e outro, expressando o gene
d4el, exibiram populacGes bacterianas reduzidas quando comparados com plantas néo-

transgénicas e ndo mostraram sintomas visiveis de HLB, seis meses ap0s a inoculacéo de CLas.

A incidéncia e a severidade de cancro citrico foram reduzidas em alguns eventos
transgénicos, exibindo populacdes bacterianas significativamente reduzidas quando
comparados com as de plantas ndo transgénicas. Os eventos transgénicos que registraram
maiores atividades isoenzimaticas de SOD também exibiram maiores acimulos de H,0, nos

tecidos foliares, ap6s a inoculagdo com Xcc.

A andlise de epifluorescéncia mostrou alta deposicédo de calose nos elementos de tubo
crivado nos tecidos foliares dos eventos transgénicos. Esses resultados sugerem que a calose
pode ser uma importante resposta de defesa aos estresses bioticos, resultando em menores

populacdes de CLas e Xcc.
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