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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Pesquisas voltadas para a obtencéo de laranjeiras-doces resistentes a ‘Candidatus
Liberibacter asiaticus’ tornam-se de extrema importancia no atual contexto da
citricultura global, que enfrenta desafios significativos devido ao Huanglongbing dos
citros. Tanto o estudo de potenciais genes toxicos em modelos, como a compreensao
do genoma desse patdgeno sado cruciais. Este trabalho abordou investigacdes sobre
a toxicidade de genes de ‘Candidatus Liberibacter’, incluindo genes de seus profagos,
expressos em laranjeiras-doces geneticamente modificadas (GM) e testados contra
esses patdgenos. Embora ndo tenham sido observados efeitos imediatos nos titulos
dessas bactérias, esses genes, podem desempenhar um papel fundamental em
pesquisas futuras para a obtencdo desses produtos em maiores quantidades e em
tecidos especificos, favorecendo a biodisponibilidade. Além disso, destaca-se a
conquista da obtencdo do primeiro genoma completo de '‘Candidatus Liberibacter
asiaticus' do Brasil, 0 que proporcionou a realizacdo de uma avaliacdo genética da
populacdo predominante no pais. Como uma peca crucial na producéo de citros, o
Brasil da um passo importante no desvendamento desse patdgeno, oferecendo
insights valiosos sobre sua plasticidade. Essas descobertas tém o potencial de
orientar pesquisas futuras, contribuindo para estratégias mais eficazes de manejo do
HLB e fortalecendo a seguranca e produtividade da citricultura no pais e no mundo.

POTENCIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Research aimed at obtaining sweet orange trees resistant to ‘Candidatus Liberibacter
asiaticus' becomes of utmost importance in the current context of global citriculture,
which faces significant challenges due to Huanglongbing. Both the study of potential
toxic genes in model systems and the understanding of the genome of this pathogen
are crucial. This study addressed investigations into the toxicity of genes from
'‘Candidatus Liberibacter’, including those from prophages, expressed in genetically
modified sweet orange trees and tested against these pathogens. Although no
immediate effects were observed on the titers of these bacteria, these genes may play
a fundamental role in future research to obtain these products in larger quantities and
in specific tissues, favoring bioavailability. Furthermore, the achievement of obtaining
the first complete genome of ‘Candidatus Liberibacter asiaticus' in Brazil is noteworthy,
allowing for a genetic assessment of the predominant population in the country. As a
crucial piece in citrus production, Brazil takes an important step in unraveling this
pathogen, providing valuable insights into its plasticity. These findings have the
potential to guide future research, contributing to more effective HLB management
strategies and strengthening the safety and productivity of citrus cultivation in the
country and globally.
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AVALIACAO DE GENES PARA O CONTROLE DO HUANGLONGBING,
OBTENCAO DE LARANJEIRAS-DOCES GENETICAMENTE MODIFICADAS E
GENOMA COMPLETO DE ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ DO BRASIL

RESUMO

O Huanglongbing (HLB), doenca associada as bactérias nao cultiviveis ‘Candidatus
Liberibacter’, se configura como a doenga mais destrutiva dos citrus mundialmente.
N&o ha cura e ndo existem citros comerciais resistentes ao HLB. O manejo é feito com
o plantio de mudas sadias, a inspecédo e a erradicacdo de plantas sintoméaticas e o
monitoramento e controle do inseto vetor. A obtencdo do genoma das liberibactérias
proporcionou descobertas valiosas, destacando a presenca de genes associados a
lise, como lisozimas, e genes de profagos que foram anotados como possiveis
bacteriocinas. No presente trabalho, as lisozimas associadas a profago
EDO7_RS0204515 isolado ‘Ca. Liberibacter asiaticus’ (CLas) 3PA e CLIBASIA 04790
isolado 4PA, além das possiveis bacteriocinas SC1_gp060 isolados Poona e 2PA e
lam_678 do isolado ‘Ca. L. americanus’ (CLam) Sao Paulo, foram obtidas em células
de Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS e utilizadas em sistema de expressao
heter6loga. A expressdo de lisozima e algumas formas da bacteriocina impediu de
forma significativa o crescimento de células de E. coli BL21 em meio liquido e soélido
guando comparadas com o0s controles, com destaque para EDO7_RS0204515 e
SC1 gp060 Poona. Laranjeiras geneticamente modificadas foram obtidas
expressando a lisozima EDO7_RS0204515 e as bacteriocinas SC1_gp060 e lam_678,
sob o comando do promotor AtSUC2 e 35S CaMV. Os niveis de expressao dos
transgenes foram significativos, no entanto, ndo houve efeito aparente sob os titulos
de CLas e CLam quando as plantas foram desafias frente a esses patdégenos no
sistema proposto. Ainda assim, pelo resultado obtido em células de E. coli, as
lisozimas e bacteriocina estudadas no presente trabalho sdo potenciais para uso como
agentes antibacterianos. Por outro lado, o primeiro genoma completo de um isolado
de CLas do Brasil, denominado de 9PA, foi obtido. Tal fato permitiu a comparacéo do
genoma deste isolado com os demais disponiveis, revelando Regides Gendmicas
Hiper Variaveis (HGRs). A inferéncia de distancias genéticas e as investigacdes sobre
essas HGRs presentes nas populacdes de campo pontuaram que o isolado 9PA se
assemelha a isolados das Américas e China, e se configura como um dos trés tipos
de isolados de maior predominancia em campo no Brasil. Adicionalmente, constatou-
se a presenca do profago tipo 1, P-9PA-1, tanto nas formas integrada ao genoma e
na forma de plasmideo circular. Os resultados apresentados ressaltam carateristicas
relevantes para o desenvolvimento de estratégias que visam o controle de
liberibactérias patogénicas.

Palavras-Chave: Citrus, agentes antibacterianos, plantas transgénicas, genoma,
fago.



EVALUATION OF GENES FOR HUANGLONGBING CONTROL, OBTANTION OF
GENETICALLY MODIFIED SWEET ORANGE TREES, AND THE COMPLETE
GENOME OF 'Candidatus Liberibacter asiaticus' FROM BRAZIL

ABSTRACT

Huanglongbing (HLB), a disease associated with the non-cultivable bacteria
'‘Candidatus Liberibacter," stands out as the most destructive citrus disease worldwide.
There is no cure, and there are no commercially resistant citrus varieties to HLB.
Management involves planting healthy seedlings, inspecting and eradicating
symptomatic plants, and monitoring and controlling the vector insect. The sequencing
of the liberibacteria genomes has yielded valuable discoveries, highlighting the
presence of genes associated with lysis, such as lysozymes, and prophage genes
annotated as potential bacteriocins. In this study, lysozymes associated with prophage
EDO7_RS0204515 from 'Ca. Liberibacter asiaticus' (CLas) 3PA and CLIBASIA 04790
from isolate 4PA, as well as possible bacteriocins SC1_gp060 from strains Poona and
2PA, and lam_678 from 'Ca. L. americanus' (CLam) S&o Paulo strain, were obtained
in Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS cells and used in a heterologous expression
system. The expression of lysozyme and certain forms of bacteriocin significantly
inhibited the growth of E. coli BL21 cells in both liquid and solid media compared to
controls, with EDO7_RS0204515 and SC1 _gp060 Poona standing out. Genetically
modified orange trees expressing lysozyme EDO07_RS0204515 and bacteriocins
SC1 _gp060 and lam_678 under the control of the AtSUC2 and 35S CaMV promoters
were obtained. The transgene expression levels were significant; however, there was
no apparent effect on CLas and CLam titers when plants were challenged with these
pathogens in the proposed system. Nevertheless, based on the results obtained in E.
coli cells, the lysozymes and bacteriocins studied in this work show potential for use
as antibacterial agents. On the other hand, the first complete genome of a CLas isolate
from Brazil, named 9PA, was obtained. This allowed the comparison of this isolate's
genome with others available, revealing Hyper Variable Genomic Regions (HGRS).
Genetic distance inference and investigations into these HGRs in field populations
indicated that the 9PA isolate resembles isolates from the Americas and China,
representing one of the three most predominant types of isolates in Brazil. Additionally,
the presence of prophage type 1, P-9PA-1, was observed both in integrated form within
the genome and as a circular plasmid. The presented results emphasize relevant
characteristics for the development of strategies aiming at the control of pathogenic
liberibacteria.

Keywords: Citrus, antibacterial agents, transgenic plants, genome, phage.
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CAPITULO 1

A IMPORTANCIA E OS DESAFIOS DA CITRICULTURA BRASILEIRA

1 INTRODUCAO A CITRICULTURA BRASILEIRA

Segundo a Organizacdo das Nac¢des Unidas para Agricultura e Alimentagao
(FAO), o Brasil é o segundo maior produtor de citricos no mundo, ficando atras apenas
da China (FAO, 2022). No entanto, quando se trata de laranjas-doces, a citricultura
brasileira se destaca como lider do setor, sendo responsavel por uma producéo anual
de 16,8 milhdes de toneladas da fruta (aproximadamente 40% da producéo global), e
por 75% das exportagcdes mundiais de suco de laranja (CITRUS INDUSTRY, 2023;
USDA/FAS, 2023).

A producéo de laranjas-doces concentra-se principalmente no cinturdo citricola,
abrangendo areas no Estado de S&o Paulo e no Sudoeste do Triangulo Mineiro,
totalizando 399,4 mil hectares de pomares e 200 milhdes de arvores (FUNDECITRUS,
2023a). Esta cadeia produtiva gera receitas superiores a 1 bilhdo de ddlares e
emprega mais de 200 mil pessoas direta e indiretamente (NEVES; TROMBIN, 2017).

O desenvolvimento do cinturdo citricola foi impulsionado por uma combinacéo
de fatores, como o crescimento industrial, a proximidade estratégica com portos e
também com centros de pesquisa. No entanto, a concentracao dos pomares citricolas
resultou no aumento expressivo na incidéncia de pragas e doencas, ocasionando
impactos econémicos e sociais significativos. Este desafiador cenario foi, por outro
lado, um estimulo para o avangco da pesquisa cientifica e o desenvolvimento de

inovagdes tecnoldgicas no setor.

2 HUANGLONGBING (HLB)

O Huanglongbing (HLB), também chamado de greening, € a doenca mais
destrutiva dos citros (BOVE, 2006). Apesar de ter sido primeiramente reportada na
China em 1919, o primeiro relato da doeng¢a nas américas foi feito somente em 2004
no Brasil, no estado de S&o Paulo (COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al.,



21

2005), e em 2005 nos Estados Unidos, no estado da Flérida (GOTTWALD et al.,
2007).

O HLB est4 associado a bactérias Gram-negativas, fastidiosas e limitadas ao
floema, denominadas ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas), ‘Ca. L. americanus’
(CLam) e ‘Ca. L. africanus’ (CLaf) (BOVE, 2006). No Brasil foi relatada a ocorréncia
de CLas e CLam (TEIXEIRA et al., 2005) e adicionalmente, sintomas de HLB foram
associados a fitoplasmas dos grupos 16SrIX e 16Srlll (TEIXEIRA et al., 2008; WULFF
et al., 2019).

ApoOs a transmissdo da Liberibacter pelo inseto vetor psilideo, os primeiros
sintomas da doenca podem surgir em um periodo que varia de 4 meses a um ano
(BASSANEZI et al.,, 2020). Mesmo quando uma planta esta infectada, mas nao
apresenta sintomas visiveis, ela pode servir como fonte de in6culo para outras plantas
(LEE et al., 2005). Os primeiros indicios do HLB sao caracterizados pelo
amarelecimento dos ramos e nas folhas desses ramos, ocorre 0 sintoma mais
distintivo da doenca, conhecido como "mosqueado” ou clorose assimétrica (Figura
1A). Esse sintoma caracteristico desempenha um papel fundamental na inspecéo de
plantas doentes no campo por meio da observacéo visual e também no diagnéstico
laboratorial (BOVE, 2006; BELASQUE et al., 2009). Em plantas infectadas é comum
observar também sintomas de deficiéncia nutricional, e em estagios mais avancados
da infecg&o, ocorre a seca e morte dos ponteiros (BOVE, 2006). Geralmente, os frutos
encontrados nos ramos com sintomas sao assimétricos, possuem tamanho reduzido
e mostram escurecimento na columela, além de sementes abortadas e deterioracao
das caracteristicas organolépticas, como sabor, aroma e textura (Figura 1B). Ocorre
também a queda prematura dos frutos, resultando em reducéo na producéo. A queda
de producdo num pomar esta diretamente relacionada a gravidade dos sintomas e a
incidéncia de plantas infectadas (BELASQUE-JUNIOR, 2009; BASSANEZI et al.,
2011; BASSANEZI et al., 2020).

A inexisténcia de variedades comerciais com resisténcia ao HLB é uma das
maiores limitacbes no manejo. Para minimizar o progresso da disseminacdo da
doencga, sdo preconizadas medidas que visam prevenir a infec¢ao e diminuir as fontes
de in6culo, como i) plantio de mudas sadias, ii) inspe¢fes frequentes de plantas
sintomaticas nos pomares e sua erradicacdo e iii) monitoramento e controle da

populacéo do psilideo, majoritariamente com inseticidas (BOVE, 2006; SULZBACH et
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al., 2017; BASSANEZI et al., 2020). Apesar de todo esfor¢co, em detrimento da

dificuldade de manejo, essa doenca segue apresentando indices crescentes.

Figura 1. Sintomas tipicos do Huanglongbing.

A imagem (A) retrata o sintoma caracteristico do HLB, conhecido como "Mosqueado” ou clorose
assimétrica. Ja na figura (B), temos a representacédo de um fruto assimétrico, com sementes abortadas
e caracteristicas organolépticas indesejaveis, originado de uma arvore afetada pelo HLB.

Fonte: Fundecitrus; Citrus Industry

O primeiro levantamento oficial da incidéncia da doenca no cinturdo citricola foi
realizado no ano de 2008 e mostrou que 0,61% das arvores estavam infectadas
(Figura 2). Em 2015 ocorreu um notavel aumento, elevando-se para 17,8%
(FUNDECITRUS, 2021). Entre 2015 e 2020 houve uma estabilizacdo na curva de
crescimento devido ao estreitamento das medidas de controle (BASSANEZI et al.,
2020). Contudo, informacdes provenientes das estimativas conduzidas em 2022 e
2023 revelam que a incidéncia média de laranjeiras com sintomas de HLB no cinturdo
citricola atingiu 24,42% e 38,10%, respectivamente. Esse aumento representa um
crescimento de 56% e pode ser atribuido a fatores como a pandemia do COVID-19 e
a resisténcia dos insetos psilideos a inseticidas (FUNDECITRUS, 2023b).

A rapida propagacéao dessa doenca, somada aos danos devastadores que ela

causa, coloca a industria citricola em sério risco.
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Figura 2. Percentual (%) de laranjeiras-doces com incidéncia de sintomas de HLB
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Fonte: Fundecitrus, 2023.

3 EPIDEMIOLOGIA DO HLB

3.1 Liberibactérias

As liberibactérias, responsaveis pelo HLB em citros, sdo a-Proteobactérias
gram-negativas pertencentes a familia Rhizobiaceae (JAGOEX et al., 1994;
MACHADO et al., 2010). Caracterizadas como bactérias intracelulares restritas ao
floema, vivem em intima associagdo com seus hospedeiros eucaridticos e
desenvolveram a capacidade de sobreviver e proliferar dentro de insetos artropodes
como os psilideos Diaphorina citri e Trioza erytreae (MCCLEAN, OBERHOLZER,
1965; REYNAUD et al., 2022; YAMAMOTO et al., 2006). Devido a sua restricdo aos
vasos crivados do floema, também conhecidos como vasos liberianos, e a sua
inaptiddo para cultivo axénico, foram denominadas como Candidatus Liberibacter
(JAGOUEIX et al., 1994). Estas bactérias tém um genoma reduzido, com um tamanho
médio de aproximadamente 1,2 Mbp, uma caracteristica tipica de patdgenos

intracelulares obrigatorios, e sdo de formato alongado a pleiomérfico (Figura 3).
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A imagem (A) refere-se a microscopia eletrénica de transmisséo de células do floema de laranjeira-
doce infectada por CLas, enquanto que a imagem (B) refere-se a microscopia eletrénica de varredura
de células de floema de vinca infectadas por CLam. A imagem (C) se refere a microscopia eletrénica
de varredura de células do trato intestinal do psilideo D. citri infectadas por CLas.

Fonte: E.W. Kitajima (A), F. Tanaka (B) e M. Davis (C).

Ha o registro de nove espécies de Liberibactérias conhecidas: CLas, CLam,
CLaf, Ca. L. europaeus (CLeu), Ca. L. solanacearum (CLso), Ca. Liberibacter
brunswickensis (CLbr), Ca. Liberibacter capsica (CLca), Ca. Liberibacter ctenarytaina
(CLct) e Liberibacter crescens (Lcr). Dentre elas, a Lcr é a Unica capaz de ser cultivada
em condi¢cOes axénicas (JAGOUEIX et al., 1994; TEIXEIRA et al., 2005; GARNIER et
al., 2000a; THOMPSON et al., 2013; LIEFTING et al., 2009; FAGEN et al., 2014). Das
espécies mencionadas, CLas, CLam e CLaf estdo associadas ao HLB, CLso e CLca
sdo responsaveis por doencas em solanaceas e CLeu, apesar de manter uma relacao
endofitica com pereiras, foi associada a uma doenca em tojo (LIEFTING et al., 2009;
RADDADI et al., 2011; THOMPSON et al., 2013). Por outro lado, CLbr e CLct foram
isoladas a partir de insetos vetores psilideos, respectivamente Acizzia sanicola e
Ctenarytaina fuchsiae, ndo sendo associadas até 0 momento a doencas em plantas
(MORRIS et al., 2017; SMITH et al., 2018). Com relagdo a Lcr, embora tenha sido
isolada de babaco papaya, ndo possui associagdo com o desenvolvimento de
doencas em plantas e seu inseto vetor é desconhecido (LEONARD et al., 2012,
THAPA et al., 2020). Devido a inacessibilidade desses patdgenos em meio de cultura,
o postulado de Koch néo foi completamente realizado. No entanto, existem numerosas
evidéncias que sugerem que as Liberibactérias sdo agentes causadores do HLB e de
outras enfermidades em plantas (BOVE, 2006; GARNIER et al., 2000b; JAGOUEIX et
al., 1994; TEIXEIRA et al.,, 2005; HANSEN et al., 2008; LIEFTING et al., 2008,
RADDADI et al., 2011; LEONARD et al., 2012).

Quando CLas e CLam foram relatadas no Brasil (TEIXEIRA et al., 2005;
COLETTA-FILHO et al., 2004), CLam era a espécie predominante, estando presente
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em mais de 77,2% das amostras enviadas por produtores e processadas pelo
laboratorio de diagnose do Fundecitrus, enquanto que CLas esteva presente em
apenas 21,4% das amostras analisadas (WULFF et al., 2006). Entre 2006 e 2007
ocorreu inversao na predominéncia destas bactérias (Figura 4). No ano de 2009, a
presenca de CLam foi observada em apenas 4% das amostras enquanto que houve
um aumento significativo de amostras positivas para CLas (TEIXEIRA et al., 2010).
Esta mudanca observada ao longo do tempo indica a predominancia de CLas nas
amostras analisadas, em detrimento da reducéo da frequéncia de CLam. Desde 2014,
a presenca de CLam nas amostras de produtores tem sido menor do que 0,1%,
indicando o desaparecimento ou quase extincdo dessa espécie nos pomares
brasileiros (BASSANEZI et al., 2020).

Figura 4. Proporgéo das espécies de ‘Candidatus Liberibacter’ e fitoplasmas presentes em amostras
foliares enviadas por citricultores ao Fundecitrus para diagnostico do Huanglongbing
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Foram analisadas mais de 111 mil amostras entre os anos de 2004 e 2022.
Fonte: Nelson A. Wulff, Fundecitrus

A incapacidade de crescimento em meio de cultura em condigbes axénicas
representa uma limitac&o significativa nos estudos das liberibactérias fitopatogénicas,
particularmente nos estudos de genética. Isso restringe a analise dessas bactérias ao
ambito da detecgcdo, gendmica e caracterizacdo populacional por marcadores
moleculares (JAGOUEIX et al., 1994; MATOS et al., 2013; DENG et al., 2014; MA et

al., 2014; GHOSH et al., 2015). Diante desse desafio, a expressao heteréloga emerge
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como uma alternativa viavel para a caracterizacdo de genes presentes em
liberibactérias fitopatogénicas (VAHLING et al., 2010). Liberibactérias como Lcr, cujo
genoma foi completamente sequenciado (LEONARD et al., 2012; FAGEN et al., 2014),
tornam-se ferramentas em estudos funcionais. Isso se deve ao fato de serem usadas
como organismos modelo devido a proximidade filogenética que possuem com as
bactérias fitopatogénicas. Estudos realizados por NARANJO et al. (2019) utilizando
Lcr permitiram a caracterizagdo da formagdo de biofilme em liberibactérias,
evidenciando a adesé&o superficial e a formacédo de agregados celulares. LAI et al.
(2016) identificaram genes potencialmente relacionados a culturabilidade de Lcr,
enquanto FLEITES et al. (2014) e JAIN et al. (2015) utilizaram essa espécie para
caracterizar genes associados aos profagos de CLas, os quais exibiram atividades
como peroxidase, holina e lisozima. Ainda, nestes estudos a utilizacio do sistema de
expressao heterdloga em E. coli se tornou essencial para a producéo destas proteinas
(FLEITES et a., 2014).

3.1.2 Profagos em Liberibactérias

Os bacteriofagos, também conhecidos como fagos, sdo virus que infectam
guase todas as espécies de bactérias, desempenhando um papel fundamental na
regulacdo das populagbes bacterianas e na evolugcdo desses microrganismos
(VARANI et al., 2013; WOMMACK; COLWELL, 2000; KIDAMBI; RIPP; MILLER,
1994). Profagos sdo formas latentes de bacteriéfagos, que se integram ao genoma de
uma bactéria hospedeira. Ao contrario dos bacteriéfagos liticos, que destroem as
células hospedeiras durante o ciclo de replicacdo, os profagos permanecem inativos,
integrados ao genoma da bactéria hospedeira, podendo conferir propriedades
fenotipicas como patogenicidade, além de outras vantagens adaptativas (BRUSSOW,
CANCHAYA; HARDT, 2004; CASJENS et. al 2003; ZHANG et al., 2011; VARANI et
al., 2013).

Quando o primeiro genoma de CLas foi obtido com estratégia de metagenémica
em 2009, informacdes intrinsecas sobre a bactéria foram reveladas, como a auséncia
de sistemas de secrec¢édo do tipo Il e tipo IV completos, alta porcentagem de genes
envolvidos em motilidade celular e transporte ativo, e presenca da regido de profagos
(DUAN et al., 2009; ZHANG et al., 2011). O genoma parcial da estirpe UF506 revelou
a presenca de dois profagos, classificados como tipo 1 (SC1) e tipo 2 (SC2) (DUAN et
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al., 2009; ZHANG et al., 2011; ZHENG et al., 2018; ZHOU et al., 2011). Tais profagos
mesmo apresentando variacbes em ocorréncia e forma, estdo presentes em outras
estirpes de Liberibactérias (ZHANG et al., 2011, KATOH et al., 2014, ZHENG et al.,
2015, DA SILVA et al.,, 2019, LIU et al., 2020; CUI et al., 2021). Recentemente,
diferentes tipos de profagos foram identificados e caracterizados, incluindo o tipo 3, 0
tipo 4 (fragmentado) e dois tipos especificos encontrados apenas em estirpes do
Paquistdo (CUI et al., 2021; ZHENG et al., 2018). Além do isolado da China JXGC, o
profago do tipo 3 foi detectado também no isolado dos Estados Unidos AHCA1 e no
isolado do Brasil 9PA (DAROLT et al., 2021; SILVA et al.,, 2021). Profagos com
estrutura e sintenia similares a SC1 e SC2 também foram observados no genoma de
CLam (WULFF et al., 2014) e de CLso (LIN et al., 2013). No genoma de Lcr, foram
identificados dois possiveis profagos, LC1 e LC2, que ndo apresentam homologia com
SC1 e SC2 (LEONARD et al., 2012). Embora haja poucas informacdes sobre o papel
biolégico e as interacbes dos profagos, € sabido que eles estdo diretamente
relacionados a diversidade genética entre os isolados de liberibactérias, sendo
associados a rearranjos e variabilidade (TOMIMURA et al., 2009; VARANI et al., 2008;
ZHOU et al., 2011; ZHENG et al., 2016). Acredita-se também que esses profagos
possam influenciar a capacidade de cultivo de CLas ao potencialmente desencadear
o ciclo litico na auséncia de fatores produzidos pelos hospedeiros da bactéria
(FLEITES et al., 2014).

Os trés tipos de profagos de CLas mais bem caracterizados, 1, 2 e 3, sao
estruturalmente divididos em duas regides principais, sendo a regido dos genes
tardios e a regido dos genes precoces. A regido dos genes precoces € bem
conservada e possui genes envolvidos na replicagdo do DNA (ZHENG et al., 2011).
Por outro lado, a regido dos genes tardios representa a maior fonte de variabilidade
entre os profagos, contendo genes relacionados ao ciclo litico e outros, como genes
estruturais, lisozimas, endolisinas, colicinas, integrases, terminases e peroxidades
(ZHENG et al., 2011). Além disso, os profagos de CLas podem apresentar-se tanto
na forma integrada in tandem quanto na forma circular no genoma, e a regiao de
integracdo ocorre no gene da DNA/RNA helicase presente na regido dos genes
precoces, cuja sequéncia apresenta homologia com a DNA/RNA helicase do genoma
de CLas (ZHENG et al., 2011; ZHENG et al., 2018).

No contexto da presenca de bacteriocinas, como a colicina, e lisozimas nos

profagos de CLas, essas substancias podem influenciar a dindamica de competicao
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entre as bactérias responsaveis pelo HLB. Essa observacdo é sustentada por
analogias em outros sistemas, como as competicdes entre diferentes estirpes de
Enterococcus faecalis, que produzem ou ndo bacteriocinas, no trato digestivo de
mamiferos (KOMMINENI et al., 2015).

Os profagos de CLas se apresentam como as maiores fontes de variabilidade
nos genomas destas bactérias, refletindo em diversidade genética, potencial de
patogenicidade, rearranjos, ciclo litico, competitividade e sobrevivéncia, e
desempenhando um papel crucial na evolugéo e adaptacéo desse patdgeno.

3.2 Psilideo Diaphorina citri

As liberibactérias patogénicas encontradas no Brasil sdo disseminadas pelo
psilideo asiatico dos citros, Diaphorina. citri (Hemiptera: Psyllidae) (COLETTA-FILHO
et al., 2004; YAMAMOTO et al., 2006; CANALE et al., 2017). Esse inseto desempenha
um papel fundamental na propagacédo da doenca no campo e os psilideos tem uma
histéria evolutiva estreitamente relacionada com as liberibactérias (Nelson et al.,
2013).

Descoberto na década de 1940, o psilideo D. citri era considerado uma praga
secundaria até o primeiro relato de HLB em citricos no Brasil em 2004 (COLETTA-
FILHO et al., 2004). Ao longo de seu desenvolvimento, o D. citri atravessa estagios
gue véao desde o ovo (I) passando pela ninfa (Il) e culminando em sua fase adulta (lll),
conforme ilustrado na Figura 5, com um periodo médio de cerca de 19 dias até
alcancar a maturidade (BRAGARD et al. em 2021). Ao alimentar-se no floema de
plantas infectadas, o D. citri adquire a bactéria, permitindo sua colonizacdo e
multiplicacdo em 6Orgdos como a glandula salivar, o canal alimentar e o intestino
(AMMAR et al., 2014). Ao repetir o processo de alimentacdo, transmite entdo a
bactéria. Tanto a aquisicdo quanto a transmissdo ocorrem em um curto periodo de
apenas 15 minutos, e a taxa de transmissao ou aquisi¢cao da bactéria esta diretamente
relacionada ao tempo de alimentacao do inseto. Ainda, psilideos que passam por seu
desenvolvimento desde a fase de ovo até a fase adulta em plantas doentes
demonstram uma maior eficiéncia na transmissao comparados aqueles que adquirem

a bactéria apenas na fase adulta (AMMAR et al., 2016).
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Figura 5. Estagios do psilideo Diaphorina citri, de ninfa até adulto.

Em |. esta indicado a fase de ovos de Diaphorina citri, enquanto que em Il. e Ill. tem-se
respectivamente fase de ninfas e adulto
Fonte: Fundecitrus

A relagdo do D. citri com a bactéria é circulativa e propagativa, significando que
a partir do momento em que ocorre a infeccdo, e apés o periodo de incubacédo e
laténcia (CANALE et al., 2017), o psilideo ird disseminar a doenca até o final de sua
vida. Por esse motivo, o psilideo D. citri € considerado uma das principais pragas da

citricultura estando presente nos pomares durante todo o ano.

4 PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE ESTRATEGIAS PARA MANEJO DO HLB

Desde o seu surgimento em 2004, o manejo do HLB no Brasil baseia-se em
recomendacdes destinadas a prevenir a disseminacdo da doenca (ALQUEZAR et al.,
2022; BASSANEZI et al., 2020). Essas recomendag¢fes concentram-se principalmente
no sistema de manejo tripé do HLB. No entanto, outras diretrizes, como planejamento
e renovacédo do pomar, estimulo ao crescimento e antecipacdo da produtividade das
plantas, inspecdes regulares de todas as plantas do pomar, monitoramento do
psilideo, cuidados especiais com as bordas do pomar, participacdo em estratégias de

manejo regional e cooperagdo com 0s vizinhos, contribuem para que a incidéncia da
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doenca se mantenha estavel e ndo ameace a produtividade dos pomares (AYRES et
al., 2019).

Aliada as estratégias de manejo, a biotecnologia surge como uma ferramenta
para a criagdo e aplicacdo de solugdes inovadoras. Entre os avangos relacionados as
estratégias para o controle do HLB, observou-se resisténcia genética de algumas
espécies correlacionadas a citros e compativeis via enxertia (RAIOL-JUNIOR et al.,
2022), como Microcitrus spp., Eremocitrus glauca e seus hibridos (ALVES et al.,
2021), trazendo possibilidade de associar o melhoramento classico as novas
abordagens de gendémica. No entanto, devido a inexisténcia de variedades comerciais
resistentes (FOLIMONOVA et al., 2009) e a desafios do melhoramento classico, a
engenharia genética surge como uma importante alternativa ao manejo do HLB
(PENA et al., 2008). Diversas estratégias empregando a engenharia genética tém sido
utilizadas na resisténcia de plantas a doencas bacterianas, como por exemplos a
producdo de peptideos e proteinas antimicrobianas, inibicdo da patogenicidade ou
dos fatores de viruléncia pela interrup¢cdo do processo de percepcdo de quorum-
sensing, o aumento das defesas naturais e morte celular programada no local da
infeccdo (HARMON, 2013; HUANG et al., 2021, SCHULER et al., 1998; WANG, 2021,
XU et al., 2023). Porém, estas estratégias nao foram até o momento eficazes em gerar
plantas com resisténcia ao HLB (FELIPE et al., 2013; DUTT et al., 2015, HUANG et
al., 2021; XU et al., 2023). Nesse sentido cada vez mais esfor¢cos séo direcionados
para superar essas limitacdes e desenvolver abordagens mais eficazes no contexto

da resisténcia de plantas ao Huanglongbing (HLB).

5 DESAFIOS FUTUROS E PERSPECTIVAS

Os desafios futuros e as perspectivas para o HLB representam uma area critica
de preocupacao na agricultura, dada a continua ameaca que essa doenca impde aos
pomares de citros em todo o mundo (ALQUEZAR, et al., 2022; PONTES et al., 2023).
Enquanto esforgos significativos tém sido empregados para entender, controlar e
mitigar os efeitos do HLB, muitos desafios persistem, e novas abordagens sao
necessarias para garantir a sustentabilidade e a produtividade dos pomares
(ALQUEZAR et al., 2021; PONTES et al., 2023). A resisténcia genética tem sido um
foco importante, mas ha um longo prazo necessario para a producéao de variedades
com resisténcia efetiva ou duradoura ao HLB (ALVES et al., 2021; FOLIMONOVA et



31

al., 2009; XU et al., 2023). A engenharia genética e a biotecnologia continuam a
oferecer promessas, mas ha a necessidade de superar obstaculos técnicos e
questdes regulatérias. Além disso, a compreensao aprofundada da interacéo entre a
bactéria causadora do HLB, o vetor de transmissao (psilideo) e as plantas hospedeiras
é crucial e pode revelar alvos especificos para intervencdes mais eficazes (DAROLT
et al., 2021). Nesse sentido, a busca por um entendimento mais abrangente do
genoma de CLas explorando sua diversidade genética e identificando genes
associados a resisténcia, como bacteriocinas e lisozimas, visa antecipar a elaboracao
de estratégias eficazes para o seu combate.

A gestao integrada, combinando préticas agricolas sustentaveis, controle de
insetos vetores com uso de plantas repelentes e o uso de tecnologias inovadoras,
surge como uma estratégia para reduzir a disseminacao do HLB (AYRES et al., 2023,
SANTOS, 2019). A coordenacdo entre pesquisadores, agricultores, instituicbes
governamentais e a industria é essencial para desenvolver e implementar estratégias
holisticas e sustentaveis. Perspectivas futuras incluem além do desenvolvimento de
plantas resistentes, e estreitamento das estratégias de manejo, o desenvolvimento de
técnicas de diagndstico mais rapidas e precisas, permitindo uma deteccao precoce e
resposta rapida a presenca do HLB (MARTINS, 2023; PONTES et al., 2023; GHOSH
et al., 2023).

Em dltima analise, a superacdo dos desafios futuros do HLB exige uma
abordagem colaborativa e inovadora, integrando conhecimento cientifico, préaticas
agricolas avancadas e tecnologias emergentes para garantir um futuro mais robusto

para a industria citricola global.
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CAPITULO 2

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE POTENCIAIS
BACTERIOCINAS (SC1_gp060 E lam_678) E LISOZIMAS (CLIBASIA_ 04790 E
ED07_RS0204515) POR EXPRESSAO HETEROLOGA EM Escherichia coli

RESUMO

Genes cujos produtos tenham toxicidade estdo presentes em genomas de bactérias
e podem desempenhar um papel fundamental na interacdo entre esses
microrganismos e seus hospedeiros e conferir vantagens seletivas contra bactérias
associadas. No presente trabalho, foram estudadas as possiveis bacteriocinas
SC1 gp060 isolado ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas) 2PA, SC1_gp060
isolado CLas Poona e lam_678 isolado ‘Ca. Liberibacter americanus’ (CLam) Sao
Paulo, além das formas da lisozima CLIBASIA 04790 isolado ClLas 4PA e
EDO7_RS0204515 isolado CLas 3PA. A inducéo da expresséo foi realizada em meio
liguido e em meio sélido em células de Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS utilizando
sistema de expressdo heterélogo. Os experimentos mostraram que ao serem
expressos SC1_gp060 Poona, CLIBASIA 04790 e EDO7_RS0204515 exibiram efeito
téxico, reduzindo o crescimento das células hospedeiras em meio liquido em 70%,
54% e 73% respectivamente quando comparado com os controles. Ainda, em meio
sélido, resultados de inibicdo de crescimento também foram observados. As proteinas
identificadas por meio de western blot tiveram tamanho condizentes com o esperado,
com excecao de SC1_gp060 2PA e lam_678, que possivelmente sofrem clivagem por
proteases ao serem produzidas na forma heteréloga em E. coli. Por outro lado,
SC1_gp060 Poona possui 4 residuos de aminoacidos, KAEK, que lhe confere maior
efeito de toxicidade. As predicbes das conformacbes tercidrias e dominios
conservados das proteinas foram condizentes com possivel funcdo: SC1_gp060
apresentou conformacdo de uma transferase e dominio conservado TolA box e
CLIBASIA 04790 e EDO7_RS0204515 apresentam conformacao de
muramidase/lisozima e dominio semelhante a lisozima. A excec¢éo é lam_678 que com
base nos dominios conservados e conformacdo apresentados parece ser uma
proteina relacionada a ciclo celular. Adicionalmente, SC1 _gp060 Poona e
EDO7_RS0204515 foram identificadas por western blot no interior das células de E.
coli, indicando ndo serem secretadas. A bacteriocina SC1_gp060 e as lisozimas
EDO7_RS0204515 e CLIBASIA 04790 demonstram ser potenciais agentes
antibacterianos para o controle de liberibactérias em citros.

Palavras chave: Huanglongbing, Candidatus Liberibacter, bacteriocinas, lisozimas,
profagos, expresséo heteréloga



41

INVESTIGATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF POTENTIAL
BACTERIOCINS (SC1_gp060 AND lam_678) AND LYSOZYMES
(CLIBASIA_04790 AND ED07_RS0204515) THROUGH HETEROLOGOUS
EXPRESSION IN ESCHERICHIA COLI

ABSTRACT

Genes whose products exhibit toxicity are present in bacterial genomes and can play
a crucial role in the interaction between these microorganisms and their hosts,
providing selective advantages against associated bacteria. In this study, potential
bacteriocins SC1_gp060 from 'Candidatus Liberibacter asiaticus' (CLas) isolate 2PA,
SC1 _gp060 from CLas Poona isolate, and lam_678 from 'Ca. Liberibacter americanus'
(CLam) Sao Paulo isolate, as well as forms of lysozymes CLIBASIA 04790 from CLas
isolate 4PA and EDO07_RS0204515 from CLas isolate 3PA, were investigated.
Expression induction was carried out in liquid and solid media in Escherichia coli BL21
(DE3) pLysS cells using a heterologous expression system. The experiments revealed
that when expressed, SC1_gp060 Poona, CLIBASIA_ 04790, and EDO7_RS0204515
exhibited a toxic effect, reducing the growth of host cells in liquid medium by 70%,
54%, and 73%, respectively, compared to controls. Furthermore, growth inhibition
results were also observed in solid medium. The proteins identified through western
blot had sizes consistent with expectations, except for SC1_gp060 2PA and lam_678,
which possibly undergo protease cleavage when produced in a heterologous form in
E. coli. On the other hand, SC1_gp060 Poona has 4 amino acid residues, KAEK, which
confer greater toxicity.Predictions of the tertiary conformations and conserved domains
of the proteins were consistent with possible functions: SC1_gp060 presented the
conformation of a transferase and a conserved TolA box domain, while
CLIBASIA 04790 and EDO07_RS0204515 exhibited the conformation of
muramidase/lysozyme and a domain similar to lysozyme. An exception is lam_678,
which, based on the conserved domains and conformation presented, appears to be a
protein related to the cell cycle. Additionally, SC1 gp060 Poona and
EDO7_RS0204515 were identified by western blot inside E. coli cells, indicating that
they are not secreted. The bacteriocin SC1 _gp060 and the lysozymes
EDO7_RS0204515 and CLIBASIA_04790 demonstrate potential antibacterial agents
for the control of liberibacteria in citrus.

Keywords: Huanglongbing, Candidatus Liberibacter, bacteriocins, lysozymes,

prophages, heterologous expression
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a presenca de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas) e
‘Candidatus Liberibacter americanus’ (CLam), duas espécies associadas ao HLB, tem
causado danos significativos a indastria de citros (COLLETA-FILHO et al., 2004;
BELASQUE-JUNIOR et al., 2009; GOTTWALD et al., 2010; BASSANEZI et al., 2020;
ALQUEZAR et al., 2022). Uma vez que nao existe cura para a doenca, os esforcos
estdo concentrados no manejo eficaz da doenca e do vetor, bem como na identificacao
de possiveis alvos para o desenvolvimento de plantas resistentes a doenca (PENA et
al., 2008; HUANG et al., 2021; ALVES et al., 2021).

Nos genomas de CLas e CLam foram caracterizados profagos. No profago SC1
de ClLas foram encontrados possiveis genes de lise bacteriana tais como holina e
endolisina (FLEITES et al.,, 2014). Além disso fora da regido do profago foram
anotadas lisozimas (CLIBASIA 04790 e EDO7_RS0204515). O profago SC1 codifica
uma possivel bacteriocina do tipo colicina (SC1_gp060) dentre os genes tardios e 0
profago SC2 codifica uma possivel proteina de imunidade (SC2_gp255), garantindo
assim protecao as células hospedeiras no caso de expresséao da bacteriocina (ZHANG
et al., 2011). No caso do profago SP1 de CLam, uma proteina semelhante a
SC1 gp060, lam_678, foi identificada, sugerindo a presenca de uma possivel
bacteriocina (WULFF et al., 2014). No entanto, ndo foi encontrada nenhuma proteina
semelhante a SC2_gp255, a proteina de imunidade, no profago SP2. A expresséao de
bacteriocinas pode conferir vantagem adaptativa a bactéria produtora e portadora da
proteina de imunidade. Enquanto que as células que ndo possuem a proteina de
imunidade sé@o suscetiveis. No caso de bactérias fastidiosas como Liberibacter e
Xylella, o patdogeno pode obter essa vantagem com a expressao de bacteriocinas e
sobressair frente as demais populacbes da propria espécie, de espécies
proximamente relacionadas, como entre liberibactérias no caso de CLas e CLam, ou
frente a outras populacdes bacterianas, como os endofiticos (ARAUJO et al., 2002)
ou bactérias que habitam os insetos vetores (SUBANDIYAH et al., 2000; GUIDOLIN;
CONSOLI, 2013).

Acredita-se que a expressao da bacteriocina do profago de ClLas possa
favorecer a predominancia de CLas sobre CLam através do efeito direto desta sobre
as células de CLam: as células de CLam seriam sensiveis a bacteriocina de CLas e

em situagcdes onde ocorre coinfeccdo com CLas e CLam, tanto na planta quanto no
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inseto vetor, resulta na morte das células de CLam, reduzindo a presenca e
consequente disseminacdo desta espécie. Outra caracteristica importante a ser
mencionada é o fato de que no genoma de CLam foi anotada uma proteina com
similaridade a SC1gp_060, porém essa espécie ndo tem a proteina de imunidade a
colicina no profago (WULFF et al., 2014). Portanto, ndo € esperado que as células de
CLam produzam e secretem bacteriocinas, com possivel desvantagem adaptativa em
relacdo a ClLas. Essa hipdtese ganhou for¢ca quando, em condi¢cBes controladas,
plantas de laranja doce infectadas simultaneamente com CLas e CLam apresentaram
o mesmo perfil de mudanca observado no campo (DAROLT, 2021) e um estudo prévio
constatou o efeito toxico destes genes (DUTRA, 2018). Supdem-se que, entre 0s
fatores que afetam a multiplicacdo e a disseminacdo de ClLas e CLam, como
temperatura, multiplicacdo e aquisicdo pelo inseto (LOPES et al.,, 2009a e b;
NASCIMENTO, 2010), pode haver uma competicao direta entre essas duas espécies.

No presente estudo, genes que codificam para bacteriocinas, SC1_gp060
isolado CLas 2PA, SC1_gp060 isolado CLas Poona, lam_678 isolado CLam Sao
Paulo e lisozimas, CLIBASIA 04970 isolado CLas 4PA e EDO7_RS0204515 isolado
CLas 3PA, foram avaliados em um sistema de expressao heteréloga em meio liquido
e solido. Os resultados obtidos evidenciam toxicidade de SC1_gp060 Poona,
CLIBASIA 04790 e EDO7_RS0204515 em células de E. coli BL21 (DE3) PLysS, o que

0s coloca como candidatos promissores para futuras aplica¢gées no controle do HLB.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antibacteriano da expresséo das possiveis bacteriocinas SC1_gp060
Poona, SC1_gp060 2PA e lam_678, bem como das lisozimas CLIBASIA_ 04790 e
EDO7_RS0204515, em células de E. coli.

2.30bjetivos especificos

) Avaliar o crescimento de ceélulas de E. coli BL21 contendo os genes de
interesse através de expressao heterdloga em meio liquido e sélido;

1)) Analisar as sequencias das proteinas estudadas utilizando ferramentas de
bioinformética para predicdo de sitios de clivagem, dominio conservado,
estrutura terciaria e sinal de secrec¢éao;

1)) Identificar as proteinas produzidas por SDS-PAGE e Western-blot;
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos descritos a seguir foram conduzidos no laboratério de
Pesquisa e Diagnéstico do Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento do
Fundecitrus, o qual conta com Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB),
concedido pela CTNBio. O Laboratério esta localizado na cidade de Araraquara,

estado de Sao Paulo, Brasil.

3.1 Microrganismos, vetores de expressdo, meios de cultura e condicdes de

cultivo

No presente estudo a linhagem bacteriana de E. coli BL21(DE3) pLysS (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) foi utilizada como
hospedeira para as construcdes plasmidiais obtidas. Os plasmideos utilizados estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Descric&o dos vetores e constru¢des génicas

Vetores/ L. Marca de N
~ Caracteristicas PO Referéncia
construcdes resisténcia

5,3 kpb; vetor de expresséao, T7

pET28a R Canamicina Novagen
promoter, Can

SC1_gp060 2PA (bacteriocina isolado -

pMD13 Clas 2PA) em pET28a Canamicina DUTRA, 2018
lam_678 (bacteriocina isolado CLam -

pMD14 S3o Paulo) em pET28a Canamicina DUTRA, 2018
CLIBASIA_ 04790 ((lisozima isolado -

pMD15 CLas 4PA) em pET28a Canamicina DUTRA, 2018
SC1_gp060 Poona (bacteriocina isolado -

pMD16 CLas Poona) em pET28a Canamicina DUTRA, 2018
EDO07_RS0204515 (lisozima isolado .-

pMD17 CLas 3PA) em pET28a Canamicina DUTRA, 2018

pMD18 Fragmento 831 pb proveniente de S2 Canamicina DUTRA, 2018

(Fitoplasma grupo IX) em pET28a

Fonte: a autora

A linhagem BL21 foi cultivada em meio Lysogeny Broth (LB) (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 2012) liquido ou sélido e incubada a temperatura de 37 °C com
ou sem agitacao a 250 rpm, por periodos que variaram entre 5 a 24 h. Os antibioticos
canamicina (selecéo de células contendo as construcdes de interesse em pET28a) e

cloranfenicol (selecédo das cepas de BL21) foram adicionados nas concentracdes
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finais de 50 pg/ mL e 30 pug/ mL respectivamente ao meio LB quando necessario. Para

a solidificacdo do meio LB, agar bacteriologico foi adicionado a 1%.

3.2 Atividade antibacteriana das potenciais bacteriocinas e lisozimas em células
de Escherichia coli BL21

3.2.1 Expressao heterdloga de SC1 gp060, lam_678, CLIBASIA 04790 e
EDO7_RS0204515 em meio liquido

Construcfes plasmidiais listadas na Tabela 1, a saber: pMD13 (SC1_gp060
2PA), pMD14 (lam_678), pMD15 (CLIBASIA_04790), pMD16 (SC1_gp060 Poona),
pMD17 (EDO7_RS0204515) e pMD18 (Fragmento 831 pb proveniente de S2, um
controle de gene nao toxico), foram obtidas previamente por DUTRA (2018). Todas
essas construgdes contém o promotor T7, que pode ser induzido pela adicdo de
isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) ao meio de cultura. Células de E. coli
BL21 eletrocompetentes foram transformadas com as construcbes plasmidiais
mencionadas, seguindo o procedimento descrito por SAMBROOK, FRITSCH e
MANIATIS (2012). A selecéo das colbnias transformantes foi feita em placas contendo
meio LB sélido e posteriormente cultivadas em 5 mL de meio LB liquido na presenca
de canamicina e cloranfenicol. Culturas controle de E. coli sem o vetor pET28a foram
cultivadas em meio LB somente com cloranfenicol e seguiu 0 mesmo procedimento
descrito anteriormente. As culturas foram mantidas a 37 °C por aproximadamente 16h
com agitacdo constante. ApGs crescimento, aliquotas foram retiradas para leitura na
densidade optica ODsoo em espectrofotdmetro Genesys 30 (Thermo Fisher Scientific).
Um volume de 400 pL de cultura com ODeoo ajustada para 1,0 foi transferido para
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40 mL de meio LB. Ao meio de cultivo
adicionou-se canamicina e cloranfenicol, com excecéo do que continha somente E.
coli BL21 o qual adicionou-se somente cloranfenicol. O procedimento foi realizado em
triplicata. Retirou-se aliquotas para a medicdo da ODeoo do tempo inicial (Ti) e em
seguida as culturas foram levadas a 37 °C sob agitagdo. Apds 2 h de crescimento, foi
retirada a primeira aliquota, chamada de nao induzido (T0), quando adicionou-se IPTG
na concentracdo final de 0,5 mM para inicio da inducdo da expressdo. Foram
realizadas leituras de ODsoo € retiradas de aliquotas de 1 mL para posteriores analises

de SDS-PAGE e Western-Blot em intervalos de 1h, até 5 h. O experimento foi repetido
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trés vezes. Os valores de ODsoo obtidos foram utilizados para o calculo de variancia,
comparacao de médias e calculo do erro padrao com o auxilio do programa R (Verséo
3.5.0).

3.2.2 Inducdo e repressdo da expressdo heterdloga de SC1 gp060 e
EDO7_RS0204515 em meio solido

O crescimento de células de E. coli BL21 produzindo SC1 gp060 e
EDO7_RS0204515 em meio sélido foi avaliado. Colonias isoladas resultantes da
transformacao das construcbes pET28a, pMD19, pMD16 e pMD17 foram inoculadas
em meio LB contendo canamicina e cloranfenicol. O crescimento das coldnias se deu
sob agitacéo a 37 °C por aproximadamente 16 horas. Em uma microplaca de 96 pocos
contendo 180 pL de meio LB em cada poco, 20 pL de culturas com ODsoo ajustada
para 1,0 (101) foram adicionados ao primeiro poco. Em seguida, uma diluicdo seriada
foi realizada até 10 x 10*2. Ao final, 5 pyL de cada diluicdo foram depositados na
superficie de meio LB sélido (100 mL de meio LB em placas de Petri com a adicao
dos antibidticos canamicina e cloranfenicol previamente preparados). Para inducéo ou
repressao da expressao das proteinas, foram adicionados 0,5 mM de IPTG ou 0,2%
de glicose ao meio de cultura, respectivamente. Além disso, aliquotas das culturas
previamente ajustadas (ODsoo 1,0) foram espalhadas por esgotamento em placas
contendo os antibiéticos, IPTG ou glicose, conforme descrito anteriormente. Todas as

placas foram incubadas em estufa a 37°C por 18 horas.

3.3 Ensaio de secrecédo de SC1_gp060 e EDO7_RS0204515 em Escherichia coli

Para avaliar se as proteinas correspondentes aos genes de CLas SC1_gp060
Poona e EDO7_RS0204515 s&o secretadas quando expressas em E. coli BL21, ao
final dos ensaios de inducéo da expressao descritos anteriormente, as culturas foram
submetidas a centrifugacao (2700 g por 15 min a 4 °C) para separacéao do precipitado
de células (P) e do sobrenadante (S). O sobrenadante foi coletado e liofilizado
utilizando um equipamento SL-404 (SOLAB, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil).
Posteriormente, tanto o precipitado quanto o sobrenadante foram homogeneizados
em 5 mL de tampé&o de lise (50 mM tris-HCI pH 8,0; 300mM NaCl; 50 mM imidazol,
10% glicerol; 0,01% triton X-100; e 1mM fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF)). As
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proteinas totais foram quantificadas por BRADFORD (1976) usando BSA (albumina
de soro bovino) como padrdo e separadas por eletroforese em condigbes
desnaturantes (SDS-PAGE). Por fim realizou-se a analise de Western-Blot utilizando
como anticorpo Anti-6x His tag (Merck Millipore Sigma, Darmstadt, Alemanha). O
procedimento seguiu o descrito em SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS (2012).

3.4 Anélises de Bioinforméatica
O peso molecular das proteinas foi determinado a partir da contagem de

residuos de aminoéacidos, utilizando a ferramenta Protein Molecular Weight

(https://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html). O alinhamento e a comparagao

dos residuos foram conduzidos através do Clustal Omega - Multiple Sequence

Alignment (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Para identificar possiveis sitios

de clivagem, empregamos a ferramenta PROSPER

(https://prosper.erc.monash.edu.au/home.html). Dominios conservados foram

identificados pela ferramenta Conserved Domains do NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). A ferramenta Phyre2 foi

utilizada para predizer a conformacéo 3D das proteinas

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index). Por fim, para a previsao

de secrecao e peptideo sinal das proteinas estudadas recorremos ao SecretomeP 2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SecretomeP-2.0).



https://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://prosper.erc.monash.edu.au/home.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SecretomeP-2.0
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade antibacteriana de SC1 gp060, lam_678, CLIBASIA_04790 e
EDO7_RS0204515 em células de Escherichia coli

Os dados de ODeoo das culturas, obtidos neste estudo, s&o consistentes com
resultados anteriores de DUTRA (2018). A cinética de crescimento da E. coli BL21
(Figuras 6 e 7) mostra que, apds a inducdo da expressao com IPTG, houve uma
estagnacdo no crescimento das células transformadas com pMD15
(CLIBASIA_04790), pMD16 (SC1_gp060 Poona) e pMD17 (EDO07_RS0204515).
Quando comparadas com as culturas das células transformadas com construcdes
controle ou sem construcdo essa diferenca é de aproximadamente 54%, 70% e 73%
respectivamente. Tais resultados reforcam o efeito antibacteriano destas proteinas.
Por outro lado, as células transformadas com pMD13 e pMD14 ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas em relagéo aos controles, indicando que nao

causaram efeitos téxicos quando houve inducdo da expressao.
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Figura 6. Cinética de crescimento (A) e Area Abaixo da Curva do Progresso da Densidade Optica (B)
de células de E. coli BL21 expressando colicinas SC1_gp060 2PA, SC1_gp060 Poona e lam_678
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Na imagem (A) esta a cinética de crescimento bacteriano enquanto que em (B) encontra-se a Area
Abaixo da Curva do Progresso de Densidade Otica AACPDO para repeticdes R1, R2 e R3. A seta
indica o momento da inducédo da expressdo com IPTG. O erro padrao foi calculado com base nas
médias. Letras mailsculas se referem a comparacdo nos diferentes tratamentos. Letras mindsculas
correspondem a comparacao dentro do mesmo tratamento (entre as repeticdes R1, R2 e R3). BL21:
controle E. coli BL21 sem vetor/ plasmideo; pET28a: controle de vetor vazio; pMD18: controle de gene
nao téxico; pMD13: SC1_gp060 2PA; pMD16: SC1_gp060 Poona; pMD14: lam_678 CLam Sao Paulo.
Fonte: a autora
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Figura 7. Cinética de crescimento (A) e Area Abaixo da Curva do Progresso da Densidade Optica (B)
de células de E. coli BL21 expressando lisozimas EDO7_RS0204515 e CLIBASIA_04790.
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Em (A) esta indicado a cinética de crescimento enquanto que em (B) encontra-se a Area Abaixo da
Curva do Progreso da Densidade Otica AACPDO para repetices R1, R2 e R3. A seta indica 0 momento
da inducdo da expressdo com IPTG. O erro padrdo foi calculado com base nas médias. Letras
mailsculas se referem a comparacdo nos diferentes tratamentos. Letras mindsculas correspondem a
comparacao dentro do mesmo tratamento (entre as repetices R1, R2 e R3). BL21: controle E. coli
BL21 sem vetor/ plasmideo; pET28a: controle de vetor vazio; pMD18: controle de gene nado toxico;
pMD17: ED07_RS0204515; pMD15: CLIBASIA_04790.

Fonte: a autora
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Em meio sélido os resultados foram similares ao obtido em meio liquido.
Quando a expressdo de SC1_gp060 Poona (pMD16), CLIBASIA 04790 (pMD15) e
EDO7_RS0204515 (pMD17) foi induzida através da adi¢do de IPTG, houve inibicdo
do crescimento de E. coli BL21 (Figura 8B). A partir da segunda diluicdo para as
células transformadas com pMD16 (102) e da terceira diluicdo para as células
transformadas com pMD15 e pMD17 (10-3), quando houve inducgéo por IPTG para a
expressdo de suas respectivas proteinas, ndo houve crescimento das bactérias,
consistente com o efeito antibacteriano ocasionado pela bacteriocina (pMD16) e
lisozimas (pMD15 e pMD17). Por outro lado, no caso de SC1_gp060 2PA (pMD13) e
lam_678 (pMD14), a producdo dessas proteinas nao interferiu no crescimento das
células hospedeiras, apresentando um comportamento idéntico aos controles pET28a
e pMD18, assim como também observado no experimento realizado em meio liquido.
Com relacdo a repressédo da expressdo das proteinas de interesse, os resultados
foram consistentes com o esperado, onde a expressao foi reprimida pela presenca de
glicose. Esse € um mecanismo de regulacdo génica comum em organismos, como

bactérias e leveduras (Figura 8A).
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Figura 8. Diluicdo seriada (101 a 101?) de culturas de Escherichia coli BL21 transformadas com
pET28a, pMD18, pMD13, pMD16, pMD14, pMD15 e pMD17

(A) Diluigéo seriada da E. coliBL21 (DE3)

Expressao reprimida (0,2 % glicose)

(B)

Diluicao seriada da E. coliBL21 (DE3) pET28a

pET28a

pMD18 < pMD16
pMD13 : -

pMD16 MD15
pMD14

pMD15
pMD17

Expressao induzida (0,5 mM IPTG)
pMD17

A adicdo de 0,2% de glicose (A) ou 0,5 mM de IPTG (B) ao meio LB sdlido reprimiu e induziu,
respectivamente, a expresséo das proteinas recombinantes. BL21: controle E. coli BL21 sem vetor/
plasmideo; pET28a: controle de vetor vazio; pMD18: controle de gene néo toxico; pMD13: SC1_gp060
2PA, pMD16: SC1_gp060 Poona, pMD14: lam_678, pMD15: CLIBASIA 04790. e pMD17:
ED07_RS0204515. Em A e B, as diluicbes empregadas foram (101) foram adicionados ao primeiro
pogo a esquerda da figura. Em seguida, uma diluicdo seriada foi realizada até 10 x 10-1? (extremidade
a direita).

Fonte: a autora
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4.2. \dentificagdo de SC1_gp060, lam_678, CLIBASIA_04790 e EDO7_RS0204515

por Western-blot

Andlises de SDS-PAGE e Western-blot realizadas com aliquotas retiradas
durante a execucdo do experimento indicaram que as proteinas recombinantes foram
expressas nas células de E. coli BL21 (Figuras 9 e 10). O tamanho esperado para as
colicinas de acordo com o numero de residuos € 154 kDa para SC1_gp060 2PA e
SC1_gp060 Poona e 153 kDa para lam_678. As lisozimas séo de 12 kDa e 20 kDa,
respectivamente, para EDO7_RS0204515 e CLIBASIA 04790. A Figura 9B mostra
gue a proteina correspondente a SC1_gp060 Poona apresenta o tamanho esperado,
no entanto SC1_gp060 2PA e lam_678, (9A e 9C) apresentam tamanho que se
entrepde entre 75 e 100 kDa caracterizando diferencas entre os resultados esperados
e obtidos. As proteinas correspondentes a EDO7_RS0204515 e CLIBASIA 04790

apresentam tamanhos de acordo com o esperado.



55

Figura 9. SDS-PAGE e Western-Blot do conteldo proteico total de células de Escherichia coli BL21
produzindo (A) SC1_gp060 2PA (pMD13), (B) SC1_gp060 Poona (pMD16) e (C) lam_678 (pMD14).

(A) SDS-PAGE Western-blot
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 68 7

B 4 Colicina
SC1_gp060
Clas2PA
(B) SDS-PAGE Western-blot
4 5 6 7 1 2 3 4 56 7
150 . Lt T" <« Colicina
] ' SC1_gp060
1008 ClLas Poona
75— - .
Western-blot
1 2 3 4 5 6 7
150—
1008 - Colicina
75— ~ “am.678CLam
Sao Paulo

Em (A), (B) e (C) as canaletas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 referem-se respectivamente aos tempos de indugdo TO
(n&o induzido), T1 (uma hora), T2 (duas horas), T3 (trés horas), T4 (quatro horas) e T5 (cinco horas).
A canaleta 1 em (A), (B) e (C) refere-se ao marcador molecular Benchmark™ (SDS-PAGE) (Invitrogen
— Thermo Fisher Scientific) ou Precision Plus Protein™ Dual Color Standards - Western-Blot (Bio Rad -
Hercules, Califérnia, Estados Unidos). O gel esta concentrado a 8%. Utilizou-se anticorpo Anti-6x His
tag.

Fonte: a autora
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Figura 10. SDS-PAGE e Western-Blot do contelido proteico total de células de Escherichia coli BL21
produzindo (A) CLIBASIA_04790 (pMD15) e (B) ED07_RS0204515 (pMD17).

(A) SDS-PAGE Western-blot
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
20— - “& 4 Lisozima
20— CLIBASIA_04790
Clas 4PA
10— 10 —
(B) SDS-PAGE
1 2 3 4 5 6 7 Western-blot
= = e s B 1 2 3 4 5 6 7
20— =
20—
157 — — — 15— ———— 1 ¢ Lisozima
10 — ED07_RS0204515
10— CLas 3PA

Em (A) e (B) as canaletas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 referem-se respectivamente aos tempos de inducéo TO (ndo
induzido), T1 (uma hora), T2 (duas horas), T3 (trés horas), T4 (quatro horas) e T5 (cinco horas). A
canaleta 1 em (A) e (B) indica o marcador molecular Benchmark™ (Invitrogen — Thermo Fisher
Scientific) (SDS-PAGE) ou Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio Rad) (Western-Blot). O
gel estd concentrado & 15%. Utilizou-se anticorpo Anti-6x His tag.

Fonte: a autora

4.3 Analises de bioinformatica das bacteriocinas de CLas e CLam

Ao comparar as sequéncias dos residuos de aminoacidos de SC1_gp060 2PA
com SC1_gp060 Poona, € evidente a presenca de trés diferencas significativas entre
ambas. Além disso, ao compara-las com a sequéncia de SC1_gp060 do profago SC1
do isolado UF506 (GenBank: HQ377372.1), também sdo observadas variacfes
notaveis. A Figura 11 ilustra a comparacéo da estrutura primaria de SC1_gp060 dos
isolados CLas Poona, 2PA e UF506, nas principais discrepancias entre as proteinas
comparadas. Essa regido de comparagao abrange a posi¢cao 481 a 653, dos 1354
residuos no total. E importante destacar que as diferencas observadas ndo afetam o

quadro aberto de leitura dos genes.
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Figura 11. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de SC1_gp060 Poona, CLas 2PA e ClLas
UF506 (SC1_gp60)

CLas Poona ELKQATVLARANAQEEKQRREQEAKEKADREKADKEAKEKADREKADKEAQEKAEKEAQE 540

Clas 2PA ELKQATVILARANAQEEKQRREQEAKEKDDREKADKEAKEKADREKADK———————— ELQE 532

CLas UF506 ELKQATVLARANAQEEKQRREQEAKEKADREKADKEAKEKADREKA DK ———————— DLOE 532
FHAAA A A A AANKAT KA AAAATAATAANANANAAST FHAIFAAAANAA A A A A A AT T & . * R

CLas Poona KTPIKAEGDDFGLGLPEVPTHSVKLEPKEEELEEVKEEVEPAKDE ——————— GTTETDDR 593

CLas 2PA KTPIKAEGDDFGLGLPSVPTHSVKLPPKEEELEEVKEEAEPAKDEGKKGKEEGTTETDDR 592

CLas UF506 KTPIKAEGDDFGLGLPSVETHSVKLEPKEEELEEV-—————— KDEGKKGKEPGTTETDDR 585
EHAAAKXAAXARNKNRERAAE AAAAAAAXNNREARARRAAAAN KKK AKKAXKARK

CLas Poona EETERKNQDILDNSLLAGKTHTKNETPVIPTAKAPPAQAHKGIQDKKPODQREKPLASDI 653

CLas 2PA EETERKNQDILDNSLLAGKTHTKNETPAI PTAKAPPAQAHKGIQDKKPODQREKPLASDI 652

CLas UF506 EETERKNQDILDNSLLAGKTHTKNETPAI PTAKAPPAQAHKGIQDKKPQDOREKPLASDI 645

HHAH A A AN A A IR A XA A A ANk Frrwddrdrhh ke rr v A b hvdhowed

O alinhamento compreende os residuos 481-653. Tracos (-) indicam auséncia de aminoacidos;
asteriscos (*) indicam posi¢des que possuem o residuo conservado entre as sequéncias comparadas;
um ponto (.) indica conservacéo entre grupos de residuos com propriedades semelhantes fracas; e dois
pontos () indicam conservacao entre os grupos de residuos com propriedades semelhantes fortes. Em
vermelho os residuos ausentes e/ou diferentes no consenso. Os nimeros indicados referem-se a
seguéncia consenso do alinhamento gerado.

Fonte: Clustal Omega, com modificacdes

SC1_gp060 Poona apresenta uma sequéncia de 8 residuos de aminoacidos
(EAQEKAEK) que ndo € encontrada nas sequéncias de SC1 gp060 UF506 e
SC1 _gp060 2PA. Por outro lado, essas ultimas compartiiham uma sequéncia de 7
residuos em comum (GKKGKEP) que nédo esta presente em SC1_gp060 Poona. Além
disso, SC1 _gp060 Poona e SC1_gp060 2PA compartilham uma sequéncia com um
anico residuo diferente que ndo se encontra na proteina homéloga da estirpe UF506
(KEEVEPA e KEEAEPA respectivamente). E importante destacar que SC1_gp060
Poona, que demonstrou efeito toxico quando expressa em células de E. coli BL21,
possui duas variagcdes em relacdo as suas homologas: nas posicbes 547 e 621, ha
uma prolina (P) e uma valina (V), respectivamente, que séo substituidas por uma
serina (S) e uma alanina (A) em SC1_gp060 CLas UF506 e SC1_gp060 2PA.

Utilizando a ferramenta PROSPER, obteve-se possiveis sitios de clivagem nas
proteinas estudadas para 24 diferentes familias de proteases (Figura 12). Ao
comparar esses resultados com as variagcbes nos residuos das diferentes
bacteriocinas SC1 _gp060 e com o tamanho das proteinas, que foi confirmado por
Western-blot, chegamos a suposicéao de que provavelmente ocorre uma clivagem em
SC1 _gp060 2PA. Essa clivagem é desencadeada pela acdo de uma serina-protease
apos o residuo de glicina (G) na posicado 578 (Score 1.01), conforme indicado na
Figura 13. Como resultado dessa clivagem, a proteina apresenta um tamanho
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aproximado de 93,44 kDa no fragmento C-terminal, o que estd em conformidade com

os resultados obtidos por Western-blot (Figura 9A).

Figura 12. Predicao de possiveis sitios de clivagem para a bacteriocina SC1_gp060 2PA

Position Segment Nfragment Cfragment Score |

| 189 KDLKIEVGD 22.04kDa 139.93kDa 137
267 KDAFIRFLE 31.33 kDa 130.65 kDa 1.31
1039 ADAKIENPN 123.93 kDa 38.04 kDa 1.19
397 NDWVINGRV 46.87 kDa 115.11 kDa 1.13
120 EDVAIKTIT 13.68 kDa 148.29 kDa 1.10
744 SDKANINHF 88.47 kDa 73.50 kDa 1.09
700 KAWDISYKE 83.04 kDa 78.94 kDa 1.07
995 ADLKIELQT 118.71 kDa 4326 kDa 1.06
227 KDEHIKINK 26.70 kDa 135.28 kDa 1.06
1086 EDFKIASFE 129.66 kDa 32.31kDa 1.04
754 NDFGIYYRI 89.76 kDa 72.21kDa 1.03
1074 IDNAIYGLW 127.97 kDa 34.00 kDa 1.02
713 PDEIIKQRF 84.60 kDa 77.37kDa 1.01
105 IDYQITNNL 12.04 kDa 149.93 kDa 1.01

[578 KDEGIKKGK 68.53 kDa 93.44 kDa 1.01 |
639 QDKKIPQDQ 75.65 kDa 86.32 kDa 1.00

O retangulo em vermelho indica o sitio de clivagem presente em SC1_gp060 2PA onde possivelmente
ocorre uma protedlise por uma serina-protease.
Fonte: Prosper, com modificagcbes

Figura 13. Alinhamento dos residuos de aminoacidos relativos a regido do possivel sitio de clivagem e
seguéncia presente somente em SC1_gp060 2PA.

v

KDEGKKG- - - <€— Sitiode clivagem para serina -protease
- - -GKKGKEP <€— Residuos presentes somente
s em SC1_gp060 CLas 2PA

A seta vertical indica o residuo a partir do qual a possivel clivagem ocorre. Tracos (-) indicam auséncia
de aminoécidos; asteriscos (*) indicam posicdes que possuem o residuo conservado entre as
sequéncias comparadas.
Fonte: a autora

Utilizando a mesma ferramenta, ao analisar lam_678 CLam Sao Paulo,
identificaram-se diversos sitios de clivagem. Portanto, acredita-se que algo
semelhante ocorra com esta proteina (dados ndo mostrados).

Uma busca no Conserved Domais do NCBI revelou que SC1_gp060 2PA e
SC1_gp060 Poona possuem um dominio conservado chamado de TolA box (Tabela
2 e Figura 14). Esse dominio, presente na porcdo N-terminal de alguns tipos de

bacteriocinas, € de extrema importancia para translocagdo dependente do sistema
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Tol/Ton (Schneider et al., 1997). J4 para lam_678 a busca resultou em trés dominios:

MAP7, PTZ00121 e Smc Chromosome segregation ATPase (Tabela 2).

Tabela 2. Lista de hits de dominios conservados para SC1_gp060 2PA, SC1_gp060 Poona e lam_678

Proteina Nome Acesso Intervalo E-value
SC1_gp060 2PA tolA_full TIGR02794 482-547 5.27e-04
SC1_gp060 Poona tolA_full TIGR02794 482-547 4.34e-08
MAP7/ MAP7 Pfam05672 503-610 1.39e-15

superfamily
lam_678 PTZ00121 cl31754 494-744 3.36e-11
Smc cl34174 490-1090 7.18e-07

Fonte: a autora

Figura 14. Dominio conservado das proteinas SC1_gp060 Poona e SC1_gp060 2PA.
(A)

SC1_gp060 CLas Poona

4?0 4?5 5}0 52|5 510 5?5 570
1 I I L) 1 1 i 1 ) 1 I 1 1 1 1 1 I I L) ) 1 ' 1 1 1 U 1 1
TSELKORTYLARANAOEEKORREQEAKEKADREKADKEAKEKADREKADKEAOEKAEKEARQERTPIKAEGDDFGLGLPPYPTHSVKLPPKEEELEEYKEEYEPAKI

| tolA_full superfamily

1 125 =0 ars 00 s %0 835 1008 25 1250 1358
L i J

Qu

ery seq,
specific hits b fa1i_fu
Superfanilies petn_ran |

(B)
SC1_gp060 Clas 2PA

450 495 510 525 540 555 570 ¢
[ ' ] [ ' I [l ] [ ' ] ' ' ' ] | ' [l I ' I ' ] [ [ [ ' ' ' ' | '
TSELKOATYLARANAQEEKORREQEAKEKDDREKADKEAKEKADREKADKELOEK TP IKAEGDDFGLGLPSYPTHSVKLPPKEEELEEVKEEREPAKDEGKKGKEF

tolA_full superfamily |

Query seq,
Specific hits
Superfanilies 18_full

Os retangulos em vermelho indicam o local da possivel quebra por uma serina-protease em um sitio

de protedlise presente somente em SC1_gp060 2PA
Fonte: NCBI, com modifica¢cfes

Quando a estrutura terciaria (3D) destas proteinas foi predita, notou-se que, no
caso de SC1_gp060 2PA e SC1_gp060 Poona, as por¢cdes N e C-terminais exibem
semelhancas respectivamente com uma transferase de Thermotoga maritima (id
c3wfrE, com 43,3% de confianca) e uma toxina a de Clostridium difficile (id c4rO4A,
com 39,4% de confiancga) (Figura 15).
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Figura 15. Predicao de estrutura terciaria (3D) de SC1_gp060 2PA e SC1_gp060 Poona.

Clivagem por
serina-protease

Fragmento N-terminal Fragmento C-terminal contendo
contendo dominio de dominio ativo toxico

translocacao Tol-A box

Transferase

O retangulo roxo indica a presenc¢a do dominio conservado TolA box e a seta preta indica a posicédo de
um possivel sitio para serina-protease que ocorre somente em SC_gp060 CLas 2PA.
Fonte: a autora

E possivel verificar que a clivagem que ocorre (residuo 578) quebra a proteina
em duas partes fazendo com que a porcdo C-terminal que contém os residuos
cataliticos se separe da porcdo N-terminal composta pelo dominio de translocacéo.
Por outro lado, ao analisar a estrutura 3D de lam_678 (Figura 16), identificou-se
semelhancas com proteinas relacionadas ao ciclo celular de Saccharomyces

cerevisiae (id c6yvuB).
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Figura 16. Dominio conservado (A) e Predicdo de estrutura terciaria (3D) (B) de lam_678.
(A)

Query seq.
Specific hits
Superfanilies

(B)

Os retangulos coloridos (verde claro, verde, azul claro e rosa em (A) indicam os dominios conservados
de lam_678 (ver Tabela 2).
Fonte: a autora

4.4 Andlises de bioinformatica das lisozimas CLIBASIA 04790 e
EDO7_RS0204515

Como apontado previamente (DUTRA, 2018) CLIBASIA 04790 e
EDO7_RS0204515 possuem uma diferenca Unica de 67 residuos correspondente a
porcdo N-terminal de CLIBASIA 04790 que nao esta presente em ED0O7_RS0204515.
Ao analisar os dominios presentes nestas proteinas, verificou-se que
EDO7_RS024515 CLas 3PA, em comparacdo com CLIBASIA_ 04790, ndo possui trés
residuos cataliticos presentes no dominio lyz-like superfamily (E, D e T). A
conformacao terciaria predita destas duas proteinas também difere apesar de terem
basicamente a mesma fungéo: CLIBASIA_04790 exibiu identidade com uma proteina
antimicrobiana do tipo lisozima (confianca de 100 % e 95 % de cobertura) e
EDO7_RS0204515 exibiu identidade com uma hidrolase do tipo muramidase
(confianca de 100 % e 95 % de cobertura) (Figura 17), portanto ambas com

similaridade de acdo enzimatica.
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Figura 17. Alinhamento de residuos (A) e predicdo de estrutura terciaria (B) das lisozimas
CLIBASIA_04790 e ED0O7_RS0204515.

(A)
CLIBASIA_@479@ MCIINRIISFVKRMIGMNGDDKHNKIPVPNALIKMLKEFEGLRLTAYRDIGGGAWTIGYG 60
EDO7_RS@2@4515 ===-======-e=--ememeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae e
CLIBASIA_@4790 HTGSDVTEGMTITEKEAEDFLLKDASKSLNLLLESSPALKSTSENRLVAVADFVFNLGIG 120
ED@7_RS@2@4515 @  ------- MEMTITEKEAEDFLLKDASKSLNLLLESSPALKSTSENRLVAVADFVFNLGIG 53
B LT L L T T P T T P
CLIBASIA_@47%@ NYNKSTFKQRVDAQDWEKAAEECKKWTKAGGKVLPGLVKRRDAEVKLLLESHHHHHH 177
ED@7_RS@20@4515 NYNKSTFKQRVDAQDWEKAAEECKKWTKAGGKVLPGLVKRRDAEVKLLLESHHHHHH 110
EXEXXXEXREEAEAEREEFXRIEREXAXFIEREREEAEREREEAEXEAREERERAERERRE R R
(B)
PR R - s Cod I I R T . T o PURPI |
Query seq, MCTINRT ISFVKRIMIGHNGOOKHNKIPYPNAL wnu'ywroamrE T 1 TEKEAEDFLLKDASKSUNLLLE SSPALKSTSENRLVAVADFVFNLG I GNYNKS TFKORVDRQOWEKAREECKKWTKAGGKVLP GLYKRROAE VKLLLE SHHHHHH-
catalytic residuel
Specific hits Tyz_endolys in_sdolysin
Superfanilies Lyz-like superfamily

CLIBASIA_04790 CLas 4PA EDO07_RS0204515 CLas 3PA

Proteina antimicrobiana Hidrolase do tipo
do tipo lisozima muramidase

Em (B) o retadngulo vermelho indica a regido onde estao presentes 3 residuos cataliticos (E, D e T). A
linha vermelha vertical indica onde os residuos de ED0O7_RS0204515 comecam.
Fonte: a autora

4.5 Ensaio de secrecdo de SC1_gp060 e EDO7_RS0204515 em Escherichia coli

Andlises para predicdo de peptideo sinal realizadas anteriormente para as
proteinas estudadas (DUTRA, 2018) constataram a presenca de peptideo sinal para
secrecao extracelular bacteriana nas colicinas SC1_gp060 Poona, SC1_gp060 2PA e
lam_678. No entanto, ndo foi observada a presenca de peptideo sinal em
EDO7_RS0204515 e CLIBASIA_04790. No presente trabalho ao utilizar a ferramenta

de andlise in silico SecretomeP 2.0, observou-se que as lisozimas EDO7_RS0204515
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e CLIBASIA 04790 nao apresentam sinal de secrecédo 'ndo-classico’, com valores de
SecP score de 0,3644 e 0,074, respectivamente. Este valor esta abaixo do limite de
corte de 0,5. Quando induzidas em células de E. coli BL21, EDO7_RS0204515 néo foi
secretada, assim como esperado, permanecendo no interior das células (Figura 18).
Por outro lado, SC1_gp060 Poona, também permaneceu no interior da célula mesmo

tendo apresentado sinal para secrecao extracelular.

Figura 18. Western-Blot do precipitado de células (P) e sobrenadante (S) de cultura de células de
Escherichia coli BL21 expressando SC1_gp060 Poona (A) e ED07_RS0204515 (B).

(A) pET28a pMD16
1 2 3 4 5
250
1504 <« SC1_gp060
10015 Poona
(B) pET28a pMD17
1 2 3 4 5
20— e
15—
<4 EDO07_RS0204515
10

Em (A) as canaletas 4 e 5 referem-se a P e S de pMD16 (SC1_gp060 2PA). Em (B) as canaletas 2 e 3
referem-se a P e S de pMD17 (EDO7_RS0204515). As canaletas 1, 2 e 3 em (A) e (B) indicam
respectivamente o marcador molecular Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (Bio Rad) e P e
S de PET28a (vetor vazio). Utilizou-se anticorpo Anti-6x His tag. Os géis utilizados estavam na
concentracdo de 8% (A) e 15% (B).

Fonte: a autora
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5 DISCUSSAO

Estudos envolvendo cepas bacterianas e patossistemas demonstraram que as
bactérias podem se adaptar a ambientes competitivos, seja com outras espécies
procariontes ou até mesmo com eucariontes (BRAUN et al., 2013). Para se sobressair,
elas evoluem e desenvolvem estratégias, como a producdo de bacteriocinas que
inibem o crescimento ou afetam diretamente células concorrentes, como acontece em
cepas de E. coli produtoras de colicinas, em cepas de Enterococcus faecalis
produtoras de Bacteriocina-21 e em cepas de Pseudomonas chlororaphis que
secretam R-tailocinas (KERR et al., 2002; KOMMINENI et al., 2015; DOROSKY et al.,
2017). Frequentemente, ao longo da evolucdo, essas bacteriocinas e outros genes
antimicrobianos, como as lisozimas, podem ser adquiridas por meio da incorporacao
de profagos (NANDA et al., 2015). Tal fato € observado no genoma de bactérias
fitopatogénicas como Candidatus Liberibacter, Xylella fastidiosa e Xanthomonas
oryzae, nas quais regides de profagos contendo genes de lise foram identificados
(AHERN, et al., 2014; LEE et al., 2006; ZHANG et al., 2011). Ainda, mosaicos de
sequéncias variaveis (do inglés Sequence-Variable Mosaics) que provém de profagos
também sdo encontrados em bactérias do tipo fitoplasma, como por exemplo em
Candidatus Phytoplasma asteris (WEI et al., 2008).

No presente estudo, foi investigado o impacto da expresséo das bacteriocinas
SC1 _gp060 2PA, SC1 gp060 Poona e lam_678, todas localizadas na regido do
profago de suas respectivas estirpes CLas e CLam, no crescimento das células de E.
coli BL21. Adicionalmente as lisozimas EDO7_RS0204515 e CLIBASIA 04790
também foram analisadas e embora estejam localizadas na regido cromossomal, elas
possuem homologia a genes de profagos. A inducdo da expressdo das proteinas
recombinantes SC1 _gp060 Poona, EDO7_RS0204515 e CLIBASIA 04790 em meio
liguido ou sdlido, resultou em significativa estagnacao no crescimento de E. coli. Este
resultado é consistente com a anotacéo destas proteinas: colicinas séo bacteriocinas
codificadas por plasmideos ou profagos, com efeito citotoxico em células bacterianas
e lisozimas sdo enzimas capazes de lisar as células de diversas espécies bacterianas
(FLEITES et al., 2014; FLEMING, 1922; KIENKER et al., 1997; KIM et al., 2014;
WITTMANN et al., 2016). No que diz respeito aos efeitos antibacterianos em células
de E. coli, notamos resultados semelhantes aos encontrados no estudo feito por
FLEITES et al. (2014) com a lisozima CLIBASIA 04790 quando expressa sob
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condi¢cbes semelhantes. Além disso, 0 estudo conduzido por XU et al. (2023) incluiu
uma analise em meio sélido usando as lisozimas CLIBASIA 04790 e
CLIBASIA 04800 purificadas e revelou que essas proteinas também demonstram
efeitos inibitérios contra cepas de Agrobacterium tumefaciens. Neste trabalho, tanto
EDO7_RS0204515 3PA quanto SC1 _gp060 Poona apresentaram comportamento
semelhante, levando a estagnacdo do crescimento das células produtoras. A
diferenca de crescimento em comparagdo com 0s controles foi de 73% e 70%,
respectivamente. A concluséo dos resultados sugere que os dois genes em questao,
ao produzirem proteinas com atividade biolégica, desempenham um papel relevante
na biologia dos profagos e da Liberibacter. Tal importancia é refletida na capacidade
de restringir a diversidade de hospedeiros de CLas e influenciar sua viabilidade em
culturas, conforme indicado por FLEITES et al. (2014). Os autores destacam que, em
interacdo com fatores presentes em extratos brutos de plantas rutaceas e psilideos,
os promotores de holina e endolisina tém sua funcdo suprimida, permitindo que a
Liberibacter se desenvolva. Adicionalmente, as lisozimas desempenham um papel
crucial durante o processo de aumento e divisdo da parede celular em bactérias gram-
negativas, realizando a clivagem controlada das ligac6es dos acidos N-acetilmuramico
e N-acetilglicosamina que comp&em o peptidoglicano (HOLTJE, 1996). Ainda, essas
proteinas podem ser consideradas como promissoras para a modificacdo genética de
plantas, devido a sua eficiéncia em inibir o crescimento bacteriano, como constatado
em células de E. coli BL21 no presente trabalho. Especialmente EDO7_RS0204515
se destaca, devido ao seu tamanho reduzido e maior eficacia, cerca de 50% mais
efetivo quando comparado a CLIBASIA_04790. Em contrapartida SC1_gp060 2PA e
lam_678 nao mostraram efeito antibacteriano as células produtoras ao serem
expressas. Possivelmente SC1_gp060 2PA sofre clivagem pela acdo de serina-
proteases. Além da identificagdo de uma proteina de tamanho menor ao esperado por
Western-blot (correspondente ao fragmento C-terminal que possui a 6x His tag), pode-
se inferir tal suposi¢éo por uma insercao de 8 residuos de aminoacidos presentes em
SC1 _gp060 2PA, mas ndao em SC1_gp060 Poona. Tais residuos se mostraram ser
um sitio de protedlise. A superexpressao de proteinas recombinantes pode levar ao
estresse celular, o que desencadeia atividade proteolitica (RAMIREZ; BENTLEY,
1999). A protedlise possivelmente divide SC1_gp060 2PA em duas partes, separando
o fragmento C-terminal que contém o dominio de toxina (Toxin A) do fragmento N-

terminal, que é responsavel pela translocacdo através da membrana celular (TolA
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box). Isso pode resultar na perda da capacidade da proteina em exercer sua acao
antibacteriana. Além do possivel sitio de protedlise, outra diferenca significativa entre
essas proteinas € uma insercdo de 8 residuos de aminoacidos (EAQEKAEK) em
SC1_gp060 Poona quando comparada com SC1_gp060 2PA. A presenca destes 8
residuos pode ser crucial para a letalidade desta proteina. Um estudo conduzido por
DA SILVA et al. (2017) mostrou que a adi¢ao de quatro dos oito residuos divergentes,
KAEK, ao peptideo KR-12 aumentou significativamente sua ac¢do antimicrobiana.
Esses residuos aumentaram a anfipatia e a carga do peptideo fazendo com que ele
fosse mais ativo. Essas propriedades estdo diretamente relacionadas a habilidades
de peptideos ou proteinas de se ligarem a membrana de bactérias e formar poros
(CESPEDES et al., 2012; CHEN et al., 2005; DA SILVA et al., 2017). Tais fatores
isolados ou combinados podem ser os responsaveis pelo efeito de SC1_gp060 Poona
e ndo de SC1 gp060 2PA observado em células de E. coli. A proteina recombinante
lam_678 também mostra tamanho reduzido nas anélises de Western-blot, indicando
que, possivelmente, um mecanismo de clivagem semelhante ocorra. Por outro lado,
predicdes de dominio conservado e estrutura terciaria, mostram que lam_678 pode
estar relacionada a funcbes de manutencdo celular, ndo possuindo atividade
citotoxica. Ao serem analisadas quanto a presenca ou ndo de peptideo sinal
SC1 gp060 2PA e SC1 gp060 Poona demonstraram possuir sistema classico de
secrecdo extracelular, enquanto que o mesmo nao foi observado para lam_678,
EDO7_RS0204515 e CLIBASIA 04790. Estas ultimas também ndo possuem sinal de
secrecdo nao classico. SC1_gp060 Poona e ED0O7_RS0204515 foram expressas e
identificadas no interior das células de E. coli. Muitas toxinas bacterianas séo
produzidas e deixam a célula através de sistemas de secrecdo altamente
especializados classicos e nao classicos, que abrangem a membrana bacteriana
(JONES et al., 2021). Ao serem produzidas por bactérias, bacteriocinas podem se
acumular no citoplasma ou periplasma e posteriormente deixar a célula produtora.
Este mecanismo se da de duas formas: através de um sistema onde uma proteina
produzida, chamada de proteina de lise da colicina, media sua liberacdo e também
através de proteinas transportadoras (CASCALES et al.,, 2020). No caso de
EDO7_RS0204515 ou CLIBASIA 04790, ndo é esperado que sejam secretadas, visto
gue nao foi encontrado sinal de secrecdo nessas proteinas e ainda, lisozimas séo
utilizadas por fagos para lise bacteriana no momento da ativacdo do ciclo litico e

também por bactérias em processos como sintese de parede celular e
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remodelamento, com acédo no interior da célula (DUCKWORTH, 1969; FASTREZ,
1996; HOLTJE, 1996; REN et al., 2017). Por outro lado, ndo era esperado que as
bacteriocinas SC1_gp060 2PA e Poona fossem encontradas no extrato do
sobrenadante ao serem produzidas por E. coli. JAIN et al. (2015) ao estudarem uma
peroxidase codificada pelo profago SC2 de ClLas verificaram que quando era
produzida por células de E. coli esta proteina ndo era secretada, enquanto que a
mesma foi detectada no extrato do sobrenadante do cultivo celular quando produzida
por células de Lcr. Similarmente uma peroxiredoxina de CLas foi secretada somente
ao ser expressa em células de Lcr (SINGH et al., 2016; JAIN et al., 2018). Tais
evidencias levam a suposicdo de que a secrecdo extracelular dessas proteinas é
dependente de um sistema de secrecédo espécie-especifico ou espécie-limitado (JAIN
et al., 2015).

A inducdo da expressdo das proteinas recombinantes neste estudo, aliada a
outras analises como western-blot para identificacdo da proteina produzida e seu
tamanho, bem como da sua secrecdo, além de comparacbes de sequéncia,
identificacdo de possiveis sitios de protedlise, identificacdo de dominios conservados
e andlise da estrutura terciaria, revelaram algumas caracteristicas distintas dessas
proteinas. No caso de SC1_gp060 Poona e SC1_gp060 2PA, a primeira tem efeito
antibacteriano quando expressa em células de E. coli e a segunda ndo. O principal
fato é que ambas possuem sutis diferencas nos residuos que sdo essenciais para a
funcionalidade de ambas e que podem resultar na inatividade da sua funcdo. No caso
de lam_678 algo semelhante pode ocorrer. Em EDO7_ RS0204515 a falta de uma
porcdo N-terminal de 67 residuos quando comparadas a CLIBASIA_ 04790 ocasiona
uma melhora significativa na sua funcdo antibacteriana chegando a ser quase 50%
mais efetiva contra células de E. coli produtoras. A possibilidade de utilizar essas
proteinas contra bactérias causadoras do HLB pode ser uma estratégia promissora
para auxiliar na protecao das plantacdes de citros e, assim, contribuir para o avango
da citricultura. Portanto, a pesquisa aqui discutida tem o potencial de impulsionar a
busca por solu¢cdes no combate a essa doenca que afeta uma das industrias agricolas

mais importantes do mundo.
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6 CONCLUSOES

o Neste trabalho, a avaliacdo da cinética de crescimento da E. coli BL21
expressando a bacteriocina SC1_gp060 Poona assim como também
as lisozimas CLIBASIA 04790 e EDO07_RS0204515, confirmou a
funcdo antimicrobiana dessas proteinas;

o SC1 gp060 2PA e possivelmente lam_678 sofrem clivagem por
proteases; e isso pode explicar a inatividade destas proteinas;

o SC1 gp060 2PA e SC1 gp060 Poona possuem um dominio
conservado TolA, que pode estar ligado a translocacdo para o interior
das células;

. SC1_gp060 Poona e EDO7_RS0204515 foram detectadas somente no
precipitado de células (pelete bacteriano), apesar de a primeira ter sinal
de secrecao;

. SC1 gp060 e EDO7 _RS0204515 sao potenciais genes a serem
utilizados em expressao ectopica em laranjeiras geneticamente

modificadas para combater bactérias que causam o HLB.
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CAPITULO 3

BACTERIOCINAS E LISOZIMA COMO POTENCIAIS AGENTES DE CONTROLE
DE LIBERIBACTERIAS EM LARANJEIRAS-DOCES MEDIANTE EXPRESSAO
ECTOPICA

RESUMO

Todas as variedades comerciais de citros séo suscetiveis ao Huanglongbing (HLB),
uma doenca emergente para a qual ainda ndo existe cura. Nesse contexto, o
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (GM) apresentando
resisténcia a bactéria ou ao inseto vetor, representa um caminho para a
sustentabilidade da citricultura. Anteriormente, constatamos que a bacteriocina
SC1 gp060 e a lisozima EDO7_RS020515 demonstraram efeito inibitdrio sob o
crescimento de Escherichia coli, destacando-as como potenciais para serem utilizadas
no melhoramento genético de plantas. Neste estudo, obtivemos laranjeiras-doces
expressando as bacteriocinas SC1 gp060 e lam_678, além da lisozima
EDO7_RS0204515 através de transformacdo genética via Agrobacterium
tumefaciens. Para dirigir a expressado destes genes utilizamos os promotores 35S
CaMV e AtSUC2, este ultimo conferindo expressao direcionada ao floema. As plantas
foram caracterizadas genotipicamente e fenotipicamente e propagadas e desafiadas
contra ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas) e ‘Ca. Liberibacter americanus'
(CLam). Os resultados aos 360 dias apés a inoculagéo (DAI) para os desafios contra
CLas e CLam em laranjeiras expressando SC1 _gp060 nédo revelaram diferencas
estatisticas nos titulos e nas porcentagens de plantas positivas em relagdo aos
controles. Da mesma forma, a expressao de EDO7_RS0204515 no floema de
laranjeiras doces ndo se mostrou efetiva no controle da multiplicacdo de CLas no
sistema utilizado. Por outro lado, o promotor AtSUC2 demonstrou incrementar a
expressdo de SC1_gp060 na presenca de Clas. Esses resultados ressaltam a
complexidade da interacdo planta-patégeno, destacando a necessidade continua de
aprimorar estratégias de engenharia genética visando a resisténcia efetiva contra o
HLB.

Palavras-chave: Citrus geneticamente modificados, promotores floema-restritos,
expressao génica, Candidatus Liberibacter, bacteriocinas, lisozimas
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BACTERIOCINS AND LYSOZYME AS POTENTIAL CONTROL AGENTS OF
LIBERIBACTER IN SWEET ORANGES BY ECTOPIC EXPRESSION

ABSTRACT

All commercial citrus varieties are susceptible to Huanglongbing (HLB), an emerging
disease for which there is currently no cure. In this context, the development of
genetically modified (GM) plants exhibiting resistance to the bacterium or its vector
insect represents a pathway toward sustainability in citrus cultivation. Previously, we
observed that the bacteriocin SC1_gp060 and Ilysozyme EDO7_RS020515
demonstrated inhibitory effects on the growth of Escherichia coli, showcasing their
potential for use in plant genetic improvement. In this study, we obtained sweet orange
trees expressing the bacteriocins SC1_gp060 and lam_678, along with lysozyme
EDO7_RS0204515, through genetic transformation via Agrobacterium tumefaciens. To
direct the expression of these genes, we employed the 35S CaMV and AtSUC2
promoters, with the latter conferring phloem-targeted expression. The plants were
characterized genotypically and phenotypically, propagated, and challenged against
‘Candidatus Liberibacter asiaticus' (CLas) and ‘Ca. Liberibacter americanus' (CLam).
Results at 360 days after inoculation (DAI) for challenges against CLas and CLam in
orange trees expressing SC1_gp060 did not reveal statistical differences in titers and
percentages of positive plants compared to controls. Similarly, the expression of
EDO7_RS0204515 in the phloem of sweet orange trees was not effective in controlling
the multiplication of CLas in the system used. On the other hand, the AtSUC2 promoter
demonstrated an increase in the expression of SC1_gp060 in the presence of CLas.
These results underscore the complexity of the plant-pathogen interaction,
emphasizing the ongoing need to enhance genetic engineering strategies for effective
resistance against HLB.

Keywords: Genetically modified citrus, phloem-restricted promoters, gene
expression, Candidatus Liberibacter, bacteriocins, lysozymes.
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1 INTRODUCAO

Os citros pertencem a familia Rutaceae e desempenham um papel fundamental
na economia global, sendo extensivamente cultivados. Representam fonte de macro
e micro nutrientes, sao ricos em vitamina C e antioxidantes e além disso possuem
propriedades anti-inflamatorias (LIU et al., 2012; MA et al., 2020). No Brasil a producao
de laranjas-doces € notavelmente expressiva, atribuindo ao pais o titulo de maior
produtor global dessa fruta. Além disso, em termos comerciais, o Brasil exerce uma
influéncia marcante, detendo uma significativa fatia de 75% do mercado global de
suco de laranja (USDA/FAS, 2023), com importante papel social. Contudo, a
citricultura enfrenta desafios que impactam negativamente a qualidade e
produtividade das planta¢gdes, sendo o Huanglongbing uma ameaca constante aos
pomares e a indUstria citricola (BASSANEZI et al., 2020, BOVE, 2006). Para enfrentar
esses desafios, 0 melhoramento genético desempenha um papel crucial, ja que ndo
existem variedades comerciais de citros resistentes ao HLB.

Parentes distante de citros, distintos da laranja-doce, tais quais Poncirus
trifoliata, Eremocitrus glauca e algumas espécies de Microcitrus foram designadas
como resistentes e/ou tolerantes ao HLB (ALVES et al., 2020; FOLIMONOVA et al.,
2009), mas sua introgressao em laranjas é um desafio ndo somente em termos de
efetividade da resposta a doenca, como séo os casos do citrumelo Swingle (Poncirus
trifoliata x Citrus paradisi) e citrange (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis) ambos
suscetiveis, mas também em termos de qualidade da fruta. Ainda, as variedades de
citros enfrentam limitacGes bioldgicas que dificultam o melhoramento por métodos
convencionais. Dentre essas limitagcbes pode-se citar longo periodo de juvenilidade,
incompatibilidade, poliembrionia, heterozigosidade e partenocarpia (ALVES et al.,
2020; SUN et al., 2019). Mesmo com o surgimento de novas técnicas de biologia
molecular e genética, tais quais marcadores moleculares, mapeamento genético e
sequenciamento, as limitagcbes permanecem. Como resultado, pesquisas sobre a
obtencdo de citros geneticamente modificados, seja por transformacédo ou edicao
génica, tém sido desenvolvidas nos ultimos anos (ALQUEZAR et al., 2021; DUTT et
al., 2015; JIA et al., 2017a; JIA et al., 2017b; MIYATA et al. 2017; ZOU et al. 2017,
TAVANO et al. 2019; XU et al., 2023).

Um Organismo Geneticamente Modificado (GM), é aquele cujo material

genético, DNA ou RNA, tenha sido modificado por qualquer técnica de engenharia
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genética (BRASIL, 2005). A agricultura tem sido pioneira na adocédo de modificacdes
genéticas (KISHOR et al., 2021) e o Brasil tem se destacado como um dos principais
investidores nesse campo sendo o0 segundo pais com maior producao de cultivares
transgénicos (USDA, 2022). Tal fato demonstra 0 compromisso com préticas agricolas
mais eficientes e ambientalmente responsaveis.

A obtencdo de citros GM via transformacdo genética representa uma
ferramenta importante para o atual cenario da citricultura (SUN et al.,, 2019;
ALQUEZAR et al., 2021). A edicdo genética, notavelmente com técnicas como
CRISPR/Cas9, oferece uma precisao excepcional ao modificar genes especificos nos
citros, destacando-se pela possibilidade de introducdo de caracteristicas benéficas
(JIA et al., 2017a). Contudo, essa técnica enfrenta desafios, como a limitagdo no
tamanho de inserc¢des de sequéncias de DNA e a possivel ocorréncia de efeitos fora
do alvo (SUN et al., 2019). Por outro lado, a transformacao genética, uma abordagem
mais tradicional na citricultura, permite a insercdo de genes inteiros, possibilitando
modificacdes complexas. Apesar de apresentar menos precisdo em comparagao a
edicdo genética, a transformacgdo possuiu uma base técnica mais estabelecida e tem
sido aplicada por mais tempo (SUN et al., 2019).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi gerar plantas GM que expressem
genes cujos produtos sejam letais ou diminuam a quantidade ou o fithess das
bactérias causadoras do Huanglongbing. Para isso, os genes SC1 gp060 2PA,
lam_678 e EDO7_RS0204515 foram clonados em vetores bindrios e introduzidos nas
variedades de laranjeiras-doces ‘Valencia’ e ‘Pera’ por meio da transformacéo

genética mediada por Agrobacterium tumefaciens.
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2 OBJETIVOS

3.60bjetivo geral

Avaliar o efeito da expressdo de bacteriocinas e lisozimas em laranjeiras-doces

desafiadas contra CLas e CLam.

3.70bjetivos especificos

) Obter laranjeiras-doces geneticamente modificadas (GM) transformadas via
Agrobacterium tumefaciens, expressando as bacteriocinas SC1_gp060 e
lam_678, juntamente com a lisozima EDO7_RS0204515;

1)) Caracterizar genotipicamente e fenotipicamente as plantas GM produzidas;

) Quantificar a expressdo de SC1_gp060, lam_678 e EDO7_RS0204515 nas
plantas produzidas;

IV)  Inocular as plantas GM com CLas e CLam e avaliar os titulos bacterianos.
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados utilizando organismos GM, incluindo
bactérias e plantas, foram conduzidos exclusivamente em ambientes credenciados
com o Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) concedido pela CTNBIo,
nas dependéncias do Fundecitrus em Araraquara, Sdo Paulo, Brasil. Estes ambientes
incluem laboratorios e casas de vegetagcdo e destacam o comprometimento com as
normas e padrdes de seguranca em todos 0s aspectos relacionados a manipulagéo
de GM.

3.1 Obtencéao do cassete de expresséo de EDO7_RS0204515 em sistema Golden
Braid

Para a avaliacdo da atividade antibacteriana de SC1 gp060, lam_678 e
EDO7_RS0204515 expressas em laranjeiras-doces frente a CLas e CLam, foram
testadas trés construgdes. As construgcdes contendo as colicinas SC1_gp060 e
lam_678, nomeadas PAS2 e PAS3, respectivamente, foram obtidas durante o projeto
de pds-doutoramento da Dra. Priscila Alves da Silva desenvolvido no Fundecitrus com
apoio financeiro da Fapesp (Processo 2016/01993-1) (dados né&o publicados) e a
construgcdo contendo a lisozima EDO7_RS0204515, nomeada MD26, foi obtida no
presente trabalho.

Os cassetes foram montados utilizando-se o Golden Braid 3.0

(https://gbcloning.upv.es/) que € uma técnica de clonagem molecular utilizada em

biologia sintética e engenharia genética. Essa técnica permite a montagem rapida e
eficiente de constru¢cdes complexas, como plasmideos, através da combinacédo de
fragmentos de DNA usando enzimas de clivagem e ligases. Através da ferramenta
‘GB Domesticator’ define-se os ‘blocos’ da construgao, que sdo sequéncias de DNA
tais como promotor, terminador e gene de sele¢cédo. Esses blocos sdo domesticados,
dando origem a moddulos génicos basicos. Entende-se como domesticacdo a
clonagem de um bloco no vetor pUPD2. Posteriormente, os modulos génicos sao
submetidos a reac¢des simultdneas de clivagem enzimatica e ligacdo passando por
vetores intermediarios e formando as unidades transcricionais. Entende-se como
unidade transcricional uma sequéncia de DNA contendo um gene e suas regides de

controle associadas como promotor e terminador. Ao final duas unidades
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transcricionais podem ser unidas para gerar a construcdo final em um plasmideo
binario. Os vetores e mddulos génicos fornecidos pela Universidade Politécnica de
Valéncia - UPV (Valéncia, Espanha), assim como também os médulos e unidades
transcricionais obtidos neste trabalho, estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Descricdo de vetores e médulos génicos Golden Braid

Vetores/ médulos

génicos/ Unidades Caracteristicas 'V'afcaAde. Referéncia
i . resisténcia

transcricionais

pUPD2 Vetor de domesticacdo cloranfenicol UPVv

pDGB3a2 Vetor intermediario canamicina UPVv

pDGB3Q1 Vetor binario final espectinomicina UPVv

GB0030 P-35S em pUPD2 clorafenicol UpPv

GB0037 T-NOS em pUPD2 clorafenicol UpPv

GB_UD_73A9 ED0O7_RS0204515 em pUPD2 cloranfenicol Este trabalho

GB_UD_27D8 P-AtSUC2 em pUPD2 clorafenicol Fundecitrus*
Unidade transcricional

GB_UA 4357 P-AtSUC2:ED07_RS0204515:T- canamicina Este trabalho
NOS em pDGB30a2

GB0226 unidade transcricional canamicina uPV

T-NOS:nptll:P-NOS em pDGB3a2

*Projeto de pos doutoramento da Dra. Priscila Alves da Silva, FAPESP Processo 2016/01993-1 -
Fundecitrus).
Fonte: a autora

Foram selecionados os promotores P-35S do Virus do Mosaico da Couve-flor
CaMV), amplamente utilizado para expressao génica em plantas, e o P-AtSUC2, do
transportador de sucrose de Arabidopsis thaliana. Este Ultimo promotor tem sido
utilizado em estudos envolvendo citros devido a sua caracteristica em direcionar a
expressado génica para o floema (SINGER et al., 2011; DUTT et al., 2012; MIYATA et
al., 2012). Para a marca de selecao foi utilizado o cassete de nptll, com o gene da
neomicina fosfotransferase Il sob o controle das sequéncias promotora (P-NOS) e
terminadora (T-NOS) do gene da nopalina sintase de A. tumefaciens. Os detalhes das

construcdes finais estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Descricdo das constru¢ées Golden Braid

Marca de

SO Referéncia
resisténcia

Construcéo Caracteristicas

T-NOS:nptll:P-NOS:P-
PAS2 AtSUC2:SC1_gp060_GB: Espectinomicina Fundecitrus
T-NOS em pDGB3Q1
T-NOS:nptll:P-NOS:P-35S:lam_678 GB:T-

PAS3 NOS em pDGB3Q1 Espectinomicina Fundecitrus
T-NOS:nptll:P-NOS:P-
MD26 AtSUC2:EDQO7_RS0204515:T-NOS em Espectinomicina Este Trabalho

pDGB3Q1

Fonte: a autora

3.1.1 Otimizagao de cédons e sintese de ED07_RS0204515

Para a expressao eficiente dos genes de interesse, que sdo de origem
procarionte, em eucariontes superiores como a laranjeira-doce, fez-se necessaria a
otimizagéo de cédons. Para tal, utilizou-se a ferramenta de bioinformética Optimizer
(http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/). Fez-se também a verificacdo da presenca de
sitios para as enzimas de restricdo Bsal e Bsmbl nas sequéncias dos genes com a
ferramenta Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Como as
enzimas de restricdo Bsal e BsmBI fazem parte do mecanismo de clonagem do
sistema Golden Braid, a auséncia de sitios para estas enzimas € um pré-requisito para
a clonagem empregando este sistema. A sequéncia gerada pela ferramenta foi
sintetizada e clonada no vetor pUC57 pela empresa GenScript (Piscataway, Nova

Jersey, nos Estados Unidos).

3.1.2 Amplificacdo via PCR e domesticacdo de EDO7_RS0204515 em pUPD2

O DNA fornecido pela GenScript clonado em pUC57 foi utilizado como DNA
molde em reacdo de amplificacGo com os primers Lis GB_F

(CATAGAGCTCGCGCCGTCTCGCTCGAATGACAATTACAGAAAAGGAAG) e
Lis GB_R
(CATAGAGCTCGCGCCGTCTCGCCAAAGCTCAGCTTTCAAGAAGAAG). Os

primers possuem sitios para a enzima Golden Braid BsmBI (CGTCTC) e também sitio
par Sacl (GAGCTC), como indicado nas sequéncias acima (sublinhadas). O sitio para
a enzima Sacl foi adicionado como uma opc¢do caso optdssemos por outras
estratégias de clonagem por clivagem. A PCR foi conduzida em termociclador Veriti™

96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific), nas seguintes condi¢des: 98 °C
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por 30 seg, seguidos de 35 ciclos de 98 °C por 20 segundos, 58 °C por 30 segundos
e 72 °C por 2 minutos. A extensao final se deu a 72 °C por 10 minutos. Nas reacoes,
os primers foram empregados em uma concentracao final de 0,2 pM. A enzima
utilizada foi a Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)
seguindo as instrucdes do fabricante.

O fragmento obtido, foi purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, Madison, Wisconsin, Estados Unidos), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A domesticacdo foi realizada em um termociclador
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) em 25 ciclos de 37 °C
durante 2 minutos seguidos de 16 °C por 5 minutos. Em um volume total de 10 pL de
reacao foram utilizados 40 ng do fragmento EDO7_RS0204515 purificado, 75 ng do
vetor pUPD2, 10 unidades da enzima BsmBI (New England Biolabs, Ipswich,
Massachusetts, Estados Unidos), 3 U da enzima T4 ligase (Promega) e 1X tampéao da
reacdo. Células de Escherichia coli JM109 (Promega) eletrocompetentes foram
transformadas por eletroporagdo (SAMBROOK, FRITSH, MANIATIS, 2012) e a
selecdo de coldnias transformantes foi feita em Lysogeny Broth (LB) sélido contendo
cloranfenicol (25 pug/mL), isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) (0,5 mM) e 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo (X-GAL) (40 pyg/mL). A confirmacéo da
clonagem foi realizada a partir da extracdo do DNA plasmidial das culturas de colbénias
selecionadas (SAMBROOK, FRITSH, MANIATIS, 2012). O DNA resultante foi
submetido a clivagem enzimética com a enzima Notl (New England Biolabs) e os perfis
foram verificados em gel de agarose 1% (m/v). O DNA foi sequenciado pelo método
de terminacéo de cadeia fluorescente Sanger (Macrogen, Seoul, Coréia do Sul). As
leituras obtidas foram analisadas com o auxilio do software CodonCodeAligner
(Codon Code Corporation, V 8.0.1 Dedham, Massachusetts, Estados Unidos). A

domesticacdo confirmada foi chamada de GB_UD_73A09.

3.1.3 Obtencéo da unidade transcricional e do vetor binario

Para a reagdo de obtencdo da unidade transcricional GB_UA_4357
(EDO7_RS0204515 sob o comando do promotor P-AtSUC2 e com o terminador T-
NOS) foram utilizados 75 ng de GB _UD 73A9, 75 ng de GB_UD 27D8 (P-
AtSUC2+pUPD2), 75 ng de GB0037 (T-NOS+pUPD?2), 75 ng do vetor pDGB3a2, 10
U da enzima BsmBI (New England Biolabs), 3U da enzima T4 ligase e 1X tampéao da
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reacao (Promega), num total de 10 pL de volume de reacdo. A transformacao foi feita
em E. coli IM109 por eletroporacéo e a selecdo de coldnias transformantes foi feita
em meio LB contendo canamicina (50 ug/mL), IPTG (0,5 mM) e X-GAL (40 ug/mL). A
confirmagéo da obtengdo da unidade transcricional GB_UA_ 4357 em células de E.
coli foi feita pela clivagem do DNA plasmidial de colbnias selecionadas com as
enzimas de restricdo Dral e Pvul (Promega). A verificacdo do perfil da clivagem
enzimatica foi realizada em eletroforese em gel de agarose 1% (m/v).

Por fim, realizou-se a incorporacao das unidades transcricionais GB_UA 4357
e GB0226 (neomicina fosfotransferase Il sob o comando do promotor P-NOS e
terminador T-NOS) no vetor pDGB3Q1 para a obtencado do vetor binario final. Para tal
foram utilizados 75 ng de GB_UA 4357, 75 ng de GB0226, 10 U da enzima BsmBlI
(New England Biolabs), 3U da enzima T4 ligase (Promega), 1X tampao da reacéo e
75 ng do vetor pDGB3Q1. A reacdo de clivagem e ligacdo e a obtencédo de
transformantes foram realizadas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. O
antibiotico utilizado para sele¢éo de col6nias foi espectinomicina (50 pg/ mL). Ao final,
o DNA plasmidial de col6nias selecionadas foi utilizado em reacéao de clivagem com a
enzima Dral (Promega) para confirmacéao de perfil. Adicionalmente, o DNA foi enviado
para sequenciamento (Macrogen) e as leituras foram analisadas no

CodonCodeAligner. A construcao confirmada foi denominada MD26.

3.2 Obtencdo de um vetor binario como alternativa ao sistema Golden Braid

Devido ao baixo numero de eventos obtidos, como alternativa a utilizacdo do
sistema Golden Braid um outro vetor binario foi desenvolvido para expressao de
EDO7_RS0204515 em laranjeiras-doces. O plasmideo backbone escolhido foi o
pROKII (12.883 bp), disponivel no laboratério de biotecnologia do Fundecitrus.
Inicialmente 10 pug do vetor MD26 (9.866 bp) foram utilizados em uma reacao de
clivagem com a enzima BamHI (New England Biolabs), seguindo as recomendac¢des
do fabricante. Da mesma forma, 10 ug do pROKII também foram submetidos a
clivagem com BamHI. Apés incubacéo, as reacdes foram aplicadas em gel de agarose
1% (m/v) para eletroforese. O fragmento de 3,192 bp proveniente da clivagem de
MD26 foi excisado do gel e purificado com kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). O plasmideo pROKII linearizado (12.883 bp) também foi
purificado.
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Uma segunda reacao de clivagem foi realizada, utilizando a enzima Acll (New
England Biolabs) para o fragmento de 3.192 bp de MD26, e Clal (New England
Biolabs) para pROKII linearizado. O produto da clivagem de MD26 foi submetido a gel
de agarose e o fragmento de interesse de 1.866 bp (que contém a unidade
transcricional de EDO7_RS0204515) foi excisado e purificado. O fragmento resultante
da digestdo do pROKII linearizado, 11.597 bp foi purificado diretamente. Apos
quantificacdo, 100 ng do fragmento de 1.866 pb de MD26 e 70 ng do fragmento de
11.591 pb de pROKII foram utilizados em uma reacéo de ligacdo com T4 DNA ligase
(Promega).

A reacdo de ligacao foi empregada para transformacao de células de E. coli
JM109. A selecdo de transformantes ocorreu em meio LB contendo o antibi6tico
canamicina (50 pg/mL). As col6nias selecionadas foram cultivadas em 500 yL de meio
liquido LB acrescido de antibiético e 1 uL foi utilizado para realizacdo da PCR de
confirmacdo de clonagem. Os primers utilizados foram Lis AtSUC2 F
(AGATACCCTACGCTATAGACACA) e Lis_ AtSUC2_R
(CTCTTCTCTTAACAAGACCTGGAA). A PCR foi realizada em termociclador Veriti™
96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific), empregando a enzima GoTaq Flexi
DNA Polymerase (Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante. As condicdes
das reacdes foram as seguintes: desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida
por 35 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 57 °C por 30 segundos e 72 °C por 60
segundos. A extensao final se deu a 72 °C por 10 minutos. O plasmideo resultante

recebeu a designacao de MD29.

3.3 Transformacgao em Agrobacterium tumefaciens

As construcdes obtidas foram transformadas em A. tumefaciens estirpe EHA-
105 por choque térmico (LACORTE; ROMANO, 1998). O cultivo desta bactéria foi
realizado em meio 2xYT (Sigma-Aldrich) liquido, sob agitagdo, a 28 °C durante
periodo que variou entre 4 e 24 horas, ou meio sélido (5% &agar (m/v)) a 28°C. Os
antibiéticos rifampicina e espectinomicina foram adicionados, conforme necessario,
nas concentracdes de 50 pg/ mL e 100 pug/ mL, respectivamente.

Para a etapa de transformacdo primeiramente foram obtidas células
competentes de A. tumefaciens EHA-105 (LACORTE; ROMANO, 1998). Uma col6nia
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foi inoculada a partir do estoque a - 80 °C em 10 mL de meio 2xYT liquido na presenca
do antibiotico rifampicina (50 pg/ mL). A cultura foi mantida sob agitacdo constante de
150 rpm em estufa a 28 °C por 24 horas. Na sequéncia, foram inoculados 8 mL da
cultura em 200 mL de 2xYT na presenca de rifampicina (50 pg/ mL). A cultura foi
mantida sob agitacdo em estufa a 28 °C por aproximadamente 4 horas até atingir uma
densidade otica (ODeoo) entre 0,6 e 1,0. Posteriormente, a cultura foi resfriada em gelo
por 1 hora. Realizou-se uma centrifugacéo a 5.000 x g (4 °C) por 20 minutos, e 0
precipitado bacteriano resultante foi submetido a trés lavagens com CacClz (cloreto de
calcio) 10 mM. Cada lavagem envolveu ciclos de centrifugacéo a 5.000 x g (4 °C) por
10 minutos. O precipitado foi entdo homogeneizado em 5 mL de CaCl2 10 mM e
aliguotas de 100 pL da suspenséao celular foram feitas em microtubos de 0,5 mL. Estes
foram armazenados em ultrafreezer a -80 °C para futuros experimentos.

Para as transformacdes, nas células competentes ainda congeladas, foram
adicionados 10 pg de DNA das constru¢des plasmidiais. As misturas foram incubadas
em banho-maria a 37 °C (5 minutos) e em seguida acondicionadas em gelo por 2
minutos. Foram adicionados a cada microtubo 1 mL de meio 2xYT e estes foram
incubados sob agitacdo constante de 150 rpm a 28 °C por 4 horas. As misturas foram
centrifugadas a 2700 x g, 4 °C por 5 minutos e 0s precipitados resultantes
homogeneizados em 200 pL de 2xYT. Por fim, as células foram espalhadas em placas
contendo meio 2xYT sélido (5% agar (m/v)) e os antibiéticos espectinomicina (100 pg/
mL) e rifampicina (50 pg/ mL) para selecdo de transformantes. As placas
permaneceram incubadas a 28 °C por 48 horas. As col6nias selecionadas foram
cultivadas em 10 mL do meio 2xYT liquido acrescido de antibiéticos.

A confirmacdo de transformacédo foi realizada através da PCR do DNA

plasmidial de colbnias selecionadas com os primers Las 1 Fwd

(CTTCACCTGTTTCAGCAAGTCTC) e Las_1_Rvs
(GGATAGCTATAAGGAATGGAAG) para PAS2, Lam_1_Fwd
(GTTCATTTCATTTGGAGAGGACTC) e Lam_1_Rvs
(GACCATTAACAATTGTCTTTTCATG) para PASS3, Lis_opt_F2

(AGGAAGCTGAAGATTTCCTTCTTA) e Lis_opt_R2 (GAACCTTACCACCAGCCTTT)
para MD26 e Lis_AtSUC2_F (AGATACCCTACGCTATAGACACA) e Lis_AtSUC2_R
(CTCTTCTCTTAACAAGACCTGGAA) para MD29.

As amplificagcdes foram conduzidas em um termociclador Veriti™ 96-Well

Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific), empregando a enzima GoTaq Flexi DNA
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Polymerase (Promega) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As condi¢des das
reacoes foram as seguintes para os primers destinados a confirmacdo das
construgcdes PAS2 e PAS3: desnaturacao inicial a 95 °C por 2 minutos, seguida de 35
ciclos de 95 °C por 30 segundos, 62 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos e
extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Para confirmacdo das construcbes MD26 e
MD29 as condicdes foram: desnaturacéo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida por 35
ciclos de 94 °C por 45 segundos, 57 °C por 60 segundos, 72 °C por 30 segundos, e
extensao final a 72 °C por 5 minutos. Os produtos da PCR foram analisados em gel
de agarose 1% (m/v). Coldnias confirmadas foram utilizadas em posteriores

transformacdes em tecido adulto de plantas de laranjeira-doce.

3.4 Transformacado genética de tecido adulto e obtencdo de laranjeiras-doces
GM

3.4.1 Preparo do inéculo de Agrobacterium tumefaciens

As colbnias isoladas de A. tumefaciens carregando os plasmideos de interesse
foram cultivadas em 50 mL de meio 2xYT na presenca de rifampicina e
espectinomicina (50 pg/ mL e 100 pg/ mL, respectivamente). As culturas foram
incubadas sob agitacao de 150 rpm a 28°C por 24 horas. Apés ajuste da ODsoo para
0,4, as culturas foram centrifugadas a 1700 x g (4 °C) durante 15 minutos. Os
precipitados celulares resultantes foram homogeneizados em 20 mL de meio MS
liguido (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e 200 pM de acetoseringona foram
adicionados. Por fim, o volume foi ajustado para 50 mL.
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3.4.2 Preparo e infeccdo dos explantes

Foram utilizados brotos (estagio V4/V5) de mudas de laranjeira-doce das
variedades ‘Pera’ e ‘Valencia’® como explantes para a transformacdo genética
(KOBAYASHI et al., 2003). As mudas das quais os brotos foram retirados séo obtidos
através da enxertia de borbulhas de plantas matrizes ‘Pera’ ou ‘Valencia’ em limoeiro
‘Cravo’ (citrus limonia). As borbulhas enxertadas permanecem por 20 dias amarradas
com fitilhos para garantir umidade e promover a conexao dos tecidos. Apds 2 meses
da enxertia, € realizada a poda do limoeiro ‘Cravo’ e somente a copa de laranja-doce
permanece. Quando o material esta lignificado é realizada outra poda (20 cm acima
da enxertia) e as brotacgoes resultantes séo coletadas e utilizadas nas transformacdes.

A escolha de tecido maduro se deu como forma de evitar o longo periodo juvenil
associado a tecidos mais jovens como o caso dos hipocétilos (PENA et al., 2008). No
ambiente de fluxo laminar, os brotos com aproximadamente 18-20 cm foram
submetidos a uma solugéo de hipoclorito de s6dio 1% (v/v) com adicdo de 3 gotas de
Tween-20 (Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemanha), por um periodo de 15 minutos. Apés
esse tratamento, os brotos foram cuidadosamente lavados em agua ultrapura, em
quatro ciclos de lavagem. Em seguida, os brotos foram segmentados (entre os
entrends) em explantes com aproximadamente 2 a 4 mm de tamanho com auxilio de
um bisturi. Esses explantes foram colocados em placas de Petri contendo papel filtro
umedecido com agua ultrapura. A transformacado seguiu o descrito em KOBAYASHI
et al. (2003). As suspensdes bacterianas de A. tumefaciens preparadas anteriormente
foram depositadas nos explantes e mantidas em contato por 5 minutos. Para remover
0 excesso de suspenséo bacteriana, os explantes foram transferidos para papel filtro
estéril. Os explantes de controle, que ndo foram expostos a suspensao bacteriana
contendo as construc¢des, foram utilizados como controle positivo para regeneracéo e
como controle negativo para testes subsequentes na selecdo de tecidos nao

transformados.

3.4.3 Co-cultivo e regeneracao das gemas

Os explantes obtidos foram transferidos para placa de Petri contendo meio de
co-cultivo WPM (Woody Plant Medium) modificado (LLOYD; MCCOWN, 1980). As

placas foram vedadas com parafilme e mantidas na auséncia de luz por 3 dias na



87

temperatura de 26 °C. ApOs, os explantes foram transferidos para o meio de
regeneracdo WPM modificado contendo cefotaxima (150 pug/ mL) e timetin (300 mg/L)
para eliminar resquicios de A. tumefaciens, 1,8 uM de benzilaminopurina (BAP) e 1,16
UM de GAs (acido giberélico) para promover regeneracdo do tecido e o
desenvolvimento das gemas e canamicina (75 pg/ mL) para selecionar gemas
transformadas. Os explantes foram mantidos em camara de crescimento a 26 °C na
auséncia de luz. De acordo com o aparecimento de gemas nos explantes, fez-se a
transferéncia das placas para sala de cultivo in vitro na presencga de luz (~45 pmol m-
2s'1) e temperatura e umidade controladas (25 °C +1, 50-75%, respectivamente).
Quinzenalmente foram feitas transferéncias dos explantes para meio WPM fresco a
fim de se evitar agentes contaminantes ou oxidagfes. Em média, foram realizadas

trés transferéncias até a utilizacdo das gemas para microenxertia.

3.4.4 Microenxertia e confirmacdo de gemas GM

As gemas obtidas dos explantes da etapa anterior foram enxertadas em
citrange 'Troyer' [Citrus sinensis (L.) Osb. X Poncirus trifoliata (L.) Raf.]. As plantulas
de citrange 'Troyer' sdo geradas a partir de sementes obtidas de frutos coletados no
campo. Inicialmente, as sementes sao submetidas a um tratamento térmico a 60 °C e
também a um tratamento com fungicida (durante 30 minutos) para eliminar possiveis
patégenos. Em seguida, sdo semeadas em meio de cultura MS sélido (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) contido em tubos e apds um periodo de 20 dias em camara de
crescimento, as plantulas provenientes estdo prontas para uso como porta-enxerto
nas microenxertias.

Os ensaios foram conduzidos cerca de duas a trés semanas apos o inicio da
formacao das gemas. Em um ambiente de fluxo laminar, foram preparadas placas de
Petri contendo papel filtro umedecido com agua ultrapura estéril. Nestas placas,
realizou-se a remocao da ponta da raiz, dos hipocotilos, das gemas laterais e da parte
superior (incluindo as folhas) do porta-enxerto. Em seguida, efetuou-se um corte em
formato de "L" na haste do porta-enxerto para acomodar a gema. A gema foi retirada
dos explantes e cortada de modo a criar um encaixe na base do corte em “L". A
microenxertia foi mantida sob condi¢cdes de luz semelhantes as dos explantes
originais. Dois meses ap0s, foram coletados pequenos fragmentos das folhas emitidas

das plantas regeneradas para extracdo de DNA gendmico através do método CTAB
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(MCGARVEY; KAPER, 1991). Ainsercao do T-DNA ao DNA gendmico das plantas foi
confirmado via PCR utilizando-se os primers descritos na Tabela 5. O protocolo é o
mesmo descrito no item 3.3 para confirmacéo de transformagé&o. Os produtos da PCR
foram analisados em gel de agarose 1% (m/v). As laranjeiras-doces variedade ‘Pera’
ou ‘Valencia’ GM foram transferidas para casa de vegetacdo e sobre-enxertadas em
limoeiro ‘Cravo’. A descricdo detalhada sobre o processo de enxertia pode ser
consultada no item 3.6. Apdés 2 meses, uma segunda PCR de confirmagdo foi

realizada. Os primers e as condi¢des s&o as mesmas utilizadas anteriormente.

Tabela 5. Primers utilizados para confirmacdo de inser¢cdo do T-DNA contendo os transgenes
SC1_gp060 (PAS2) lam_678 (PAS3) e ED07_RS0204515 (MD26/ MD29) em eventos GM de
laranjeiras-doces.

Primer Sequéncia 5’ - 3’ Construcgao T (°C) Referéncia

Las_1 Fwd CTTCACCTGTTTCAGCAAGTCTC PAS2 62 Este trabalho
Las_1_Rvs GGATAGCTATAAGGAATGGAAG PAS2 62 Este trabalho
Las_4 Fwd ATGGAAGAGCCTTAGCCCAG PAS2 62 Este trabalho
Las_2_ 1Rvs TTGTATAAAGTGGTGGTTGTTC PAS2 62 Este trabalho
Lam_1_Fwd GTTCATTTCATTTGGAGAGGACTC PAS3 62 Este trabalho
Lam_1_Rvs GACCATTAACAATTGTCTTTTCATG  PAS3 62 Este trabalho
Lam_3_Fwd ATTAATAAGGATGCTGGTGATC PAS3 62 Este trabalho
Lam_3_Rvs CAAATGTTTGAACGATCGGG PAS3 62 Este trabalho
Lis_opt_F2 AGGAAGCTGAAGATTTCCTTCTTA MD26 57 Este trabalho
Lis_opt_R2 GAACCTTACCACCAGCCTTT MD26 57 Este trabalho
Lis_AtSUC2_F AGATACCCTACGCTATAGACACA MD26, MD29 60 Este trabalho
Lis_AtSUC2_R CTCTTCTCTTAACAAGACCTGGAA MD26, MD29 60 Este trabalho
NPTII-F GACGAGGCAGCGCGGCTAT hpﬁgszé’ PAS3, MD26e 60 Este trabalho
NPTIl_GB-R AAGAAGGCGATAGAAGGCTA I\P/I/I-\DSZi; PAS3, MD26e 60 Este trabalho

Fonte: a autora

3.5 Southern-Blot

A verificagdo da integridade da regido do T-DNA e também o niumero de copias
inseridas no genoma das plantas GM obtidas foi feita através da andlise de Southern
Blot em plantas matrizes PAS2 e MD26, conforme descrito por TRIJATMIKO et al.
(2016). Utilizou-se 1 g de tecido vegetal proveniente de folhas em estagio V5/V6
(CIFUENTES-ARENAS et al., 2018). Para a verificacdo de integridade do T-DNA em
eventos da construgdo PAS2, foram utilizadas as enzimas de restricao Rsrll e Drall
(New England Biolabs), enquanto que para o nimero de cépias do T-DNA, a enzima
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Aatll (New England Biolabs) foi empregada. Ja para os eventos da constru¢cdo MD26,
a integridade e o numero de copias do T-DNA foram verificados pelo emprego das
enzimas BamHIl (Thermo Fisher Scientific) e Hindlll (New England Biolabs)
respectivamente. Utilizou-se 50 pug de DNA na reacéo de clivagem e o protocolo
seguido foi de acordo com as instru¢des do fabricante. Para a producédo de sondas
utilizou-se os primers descritos na Tabela 5. Até o momento sO foi possivel a
realizagdo de Southern-blot dos eventos PAS2 e MD26, sendo assim, todos 0s

ensaios posteriores estao direcionados exclusivamente a esses eventos.

3.6 Propagacdes e manutencéo de laranjeiras-doces

O porta-enxerto utilizado para as propagacdes das mudas de laranjeira-doce &
o limoeiro ‘Cravo’. Para a obtencdao deste porta-enxerto, sdo coletados frutos no
campo e as sementes sdo selecionadas. As sementes passam por um tratamento
térmico a 60 °C assim como também tratamento flngico para inativacdo de
patdgenos. Posteriormente as sementes sdo semeadas em substrato fibra de coco
contido em tubetes. ApGs periodo de crescimento, as mudas sao transplantadas para
vaso com fibra de coco e em um periodo entre 6 a 8 meses podem ser utilizadas como
porta-enxerto. A nutricdo das plantas € fornecida através de fertirrigacdo e o controle
de pragas mediante tratamentos fitossanitarios.

As propagacfes das matrizes foram feitas ap6s 6 meses da realizacdo da
segunda PCR de confirmacdo da inser¢cdo do T-DNA. O método utilizado foi o de
enxertia de borbulhas em porta-enxerto de limoeiro ‘Cravo’. As borbulhas retiradas
das matrizes foram inseridas no caule do limoeiro ‘Cravo’ usando o méetodo de T
invertido, que consiste um corte em forma de "T" invertido no tronco do porta-enxerto.
Fitilhos foram amarrados nas enxertias para manter a umidade e permitir unido dos
tecidos. Apos 20 dias, os fitilhos usados para fixar as borbulhas foram removidos.
Apo6s um més, o porta-enxerto foi podado para favorecer o desenvolvimento das novas
laranjeiras-doces. Quando o material estava lignificado a primeira poda da copa de
laranjeira-doce foi realizada 20 cm acima da enxertia. Inicialmente foram realizadas 8
propagacoes a partir das matrizes. Apos 6 a 8 meses, a 8 propagacdes iniciais foram
utilizadas para a realizacdo do restante das propagacdes, seguindo 0 mesmo

procedimento.
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A manutencdo das plantas foi feita periodicamente através da remocao de
brotos do porta-enxerto e podas da copa para nivelamento. A irrigacao foi realizada
trés vezes por semana com um volume de aproximadamente 250 mL de agua por
planta. Semanalmente, as plantas foram irrigadas também com uma solugdo nutritiva
contendo os seguintes fertilizantes (em g. L'* de 4gua): Nitrato de célcio, 0,9; Nitrato
de potéssio, 0,3; MAP, 0,07; Sulfato de magnésio, 0,26; Cobre-acido etileno diamino
tetracético (EDTA) (14,5% Cu), 0,01; Zinco-EDTA (14% Zn), 0,007; Manganés-EDTA
(13% Mn), 0,005; Acido Bérico, 0,0035; Molibdato de Aménio, 0,0003; e Ferro- acido
dietileno diamino hidroxidofenilacético (EDDHA) (6% Fe), 0,05.

3.7 Analise de expressao génica relativa dos transgenes em laranjeiras-doces
GM

3.7.1 Extracdo do RNA total

Amostras de plantas matrizes e suas propagacdes foram coletadas. Em
microtubos de 2 mL contendo esferas metélicas foram amostrados trés discos foliares
de brotos estagio V2/V3 (CIFUENTES-ARENAS, 2018). ApGs a coleta, os microtubos
foram imersos imediatamente em nitrogénio liquido (N2) e as amostras foram
maceradas em aparelho TissuelLyser Il (Qiagen, Hilden, Renania do Norte-Vestfalia,
Alemanha) por trés periodos de 45 segundos cada. Foi adicionado as amostras 1 mL
do reagente Trizol (Invitrogen - Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos.) contendo 5% de B-mercaptoetanol. Os microtubos foram deixados
em banho de gelo durante 5 minutos. Adicionou-se 0,5 mL de cloroférmio e
homogeneizou-se durante 15 segundos. Novamente os microtubos foram deixados
em banho de gelo por 5 minutos e em seguida foram centrifugados a 12000 x g (4 °C)
durante 20 minutos. A fase superior foi transferida para um novo microtubo o qual
foram adicionados 0,4 mL de solucao de precipitagéo contendo 0.8 M de NasCsHs07
(citrato de sodio) e 1.2 M de NaCl (cloreto de sodio). Em seguida adicionou-se 0,4 mL
de isopropanol (P.A.) e a mistura foi armazenada por 20 minutos em freezer a - 20 °C.
As amostras foram centrifugadas a 12000 x g (4 °C) durante 20 minutos e apos
descarte do sobrenadante o precipitado restante foi lavado duas vezes com etanol 70
% (v/v). O equipamento Concentrator plus (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) foi

utilizado durante 5 minutos para remover o excesso de agua das amostras. O
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precipitado foi homogeneizado em 50 uL de agua DEPC (Dietilpirocarbonato) e
incubado em banho-maria 50 °C durante 10 minutos. Em uma etapa adicional de
purificagéo, foram adicionadas as amostras 0,2 mM de NaCl e 2,5 volumes de etanol
(P.A.). Elas foram mantidas em ultrafreezer - 80 °C durante 20 min e centrifugadas a
12000 x g (4 °C) durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
remanescente foi lavado por duas vezes com 1 mL de etanol 70 % (v/v). O excesso
de etanol foi removido através de secagem em equipamento Concentrator plus
(Eppendorf). Por fim o precipitado foi homogeneizado em 50 puL de agua DEPC.
Realizou-se a quantificagcdo do RNA total extraido em equipamento NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). As amostras foram armazenadas em

ultrafreezer - 80 °C até a utilizacao.

3.7.2 Tratamento com DNAse e Sintese do cDNA

Aliquotas de 1 pg do RNA obtido anteriormente foram tratadas com Turbo
DNase™ RNA free (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Para a reacdo de transcricdo reversa foram utilizados 5 pg de RNA total, 1
uL de RNA OUT (Invitrogen- Thermo Fisher Scientific), 0,5 uM de Oligo dt, 0,25 mM
de dNTPs, 2 U da enzima Improm II™ Reverse Transcriptase (Promega), 1X
ImpromII™ Buffer e 3 mM de MgCl:2 (cloreto de magnésio), em um volume final de 20
uL. A reacao ficou incubada a 42 °C por 1 hora e, posteriormente, a inativacdo da

enzima ocorreu a 70 °C por 5 minutos.

3.7.3 Quantificacdo e analise de expressao génica via RT-qPCR

Para a amplificacdo dos transcritos de SC1_gp060 foram empregados o0s
primers Las_RT1_F (5 GCTACAGTTGCTACAGCTGC 3’) e Las_ RT1_R (%
AGCAAGATCGCTAGCACCAG 3’). Ja para os transcritos de EDO7_RS0204515 os
primers EDO7_F _exp (5 GACTTGTTGCTGTTGCTGATTT 3’) e EDO7_R exp (5
CCAGCCTTTGTCCACTTCTT 3’) (Elaine Martins, ndo publicado) foram utilizados. Os
genes de referéncia gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase C2 (GAPC2) e actina
(ACT) foram utilizados como controles internos da expressdo (MAFRA et al., 2011),
atraves da utilizacao dos respetivos primers GAPC2F (5'
TCTTGCCTGCTTTGAATGGA 3') e GAPC2R (5 TGTGAGGTCAACCACTGCGACAT
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3), e ACT_F (5 CATGAAGTGTGATGTGGATATTAG 3) e ACT R (¥
TGATTTCCTTGCTCATACGG 3’). A reacao de qPCR foi realizada utilizando-se o kit
SYBR Green Master Mix 1X (Ambion — Thermo Fisher Scientific), 0,4 mM de cada
oligo e 1 pL do cDNA, em um volume final de 12 pL. A amplificagéo foi realizada em
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems — Thermo Fisher Scientific) nas
seguintes condicfes: 10 minutos a 95°C; 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C; 1 minuto
a 60°C; 15 segundos a 95 °C e por fim 1 minuto a 60 °C. Ao final foi analisada a curva
de dissociacao dos produtos das amplificacdes na faixa de temperatura de 60 °C a 90
°C com incremento de 0,3 °C por segundo. As reacdes de expressao para o gene alvo
e genes referéncia foram feitas em triplicata bioldgica. A eficiéncia dos primers foi
analisada com base no valor do slope obtidos em qPCR com diluicbes em série de
DNA (100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ng). A quantificacdo da expressao dos genes foi feita
com base no valor de 224Ct (cycle threshold) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) sendo a
expressao relativa do gene alvo normalizada em relacdo aos genes referéncia. Os

célculos se baseiam na equacdo ER=2-2AC onde:

ER = expresséo relativa

Ct = threshold cycle

ACt = (alvo — referéncia)

AACt = ACt gene-alvo — ACt amostra controle
Quantidade relativa = 2-44Ct

3.8 Analise fenotipica

As plantas GM dos eventos PAS2 e MD26 foram avaliadas fenotipicamente e
comparadas aos controles. Os dados foram coletados das oito propagac¢des de cada
evento obtido a partir das matrizes. Além disso, foram utilizadas oito propagacdes de
eventos controle com vetor vazio (P-pBIM-19-11 ou V-C(2)) e também de plantas NT.
No momento da realizagédo da andlise fenotipica, plantas do evento PAS2, assim como
seus controles, apresentavam idade de 20 meses enquanto que plantas do evento
MD26 e seus controles apresentavam idade de 10 meses.

Foram realizadas medidas de diametro em 10 pontos diferentes do ramo
principal, desde o ponto de enxertia até o apice com auxilio de um paquimetro. Foram
obtidas também medidas de 50 entrends iniciais do mesmo ramo principal apos a
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enxertia com auxilio de uma régua. Adicionalmente, a area de 12 folhas selecionadas
aleatoriamente ao longo do ramo principal foi avaliada. As folhas foram escaneadas e

sua area foi calculada utilizando o software 'ImageJ' (https://imagej.nih.gov/ij).

Os valores obtidos para todas as medi¢des foram utilizados para célculos de

meédias e erro e padréo e foram comparados por Tukey (p < 0,05).

3.9 Desafio de laranjeiras-doces GM frente a CLas e CLam

3.9.1 Inoculagdes de CLas e CLam em propagacdes do evento PAS2

A avaliacdo da atividade da bacteriocina SC1_gp060 sobre o titulo de CLas e
CLam e também da lisozima ED07_RS0204515 sobre o titulo de CLas foi realizada
através do desafio de propagacdes dos eventos de PAS2 e MD26 frente a estes
patdgenos. As propagacdes foram geradas conforme descrito no item 3.6. Laranjeiras-
doces ‘Pera’ do evento pBIM-19-11 sobre limoeiro ‘Cravo’ e laranjeiras-doces
‘Valencia’ do evento C(2) sobre limoeiro ‘Cravo’ (Fundecitrus) foram utilizadas como
controles do vetor vazio. Adicionalmente laranjeiras-doces ‘Pera’ ou ‘Valencia’, sobre
limoeiro ‘Cravo’ foram utilizadas como controle nao transformado (NT). Aos 6 meses
apos a propagacao, as plantas foram inoculadas via enxertia, conforme descrito por
LOPES e FRARE (2008). Cada planta a ser desafiada com CLas recebeu uma
borbulha proveniente de plantas contendo o isolado 9PA e cada planta a ser desafiada
com CLam recebeu duas borbulhas provenientes de plantas contendo o isolado Sao
Paulo. Em ambos os casos a enxertia da borbulha usada como inéculo foi feita no
porta-enxerto. Foram utilizadas borbulhas sadias e borbulhas de plantas fonte de
ClLas ou CLam, a depender do tratamento. Todas as plantas utilizadas como fonte
foram previamente validadas via PCR para a presenca de CLas ou CLam (LI et al.,
2006) e apresentam sintomas caracteristicos de HLB. Ao total foram realizados trés
experimentos, sendo que nos experimentos 1 e 2 utilizou-se propagacdes dos eventos

de PAS2 e no experimento 3, utilizou-se propagacdes dos eventos MD26 (Tabela 6).


https://imagej.nih.gov/ij
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Tabela 6. Laranjeiras-doces GM dos eventos PAS2, MD26 e controles propagadas e desafiadas contra
CLas e CLam

Experimentos 1 e 2 Inéculo utilizado
Evento ClLas CLam Sadio
P-NT 25 150 15
P-pBIM-19-11 25 150 15
P-PAS2-1 25 150 15
P-PAS2-2 25 150 15
P-PAS2-3 25 150 15
Total 125 750 75
Experimento 3 In6culo utilizado
Evento ClLas Sadio
V-NT 15 5
V-C(2) 15 5
V-MD26-36 15 5
V-MD26-48 15 5
V-MD26-53 15 5
V-MD26-59 15 5
V-MD26-60 15 5
V-MD26-76 15 5
P-MD26-84 15 5
Total 135 45

Fonte: a autora

3.9.2 Deteccao e quantificacdo do titulo de CLas e CLam em laranjeiras-doces GM
expressando SC1_gp060 e EDO7_RS0204515

A partir da enxertia e desafio das plantas pela inoculacdo de CLas ou CLam,
foram realizadas amostragens ao longo do tempo da seguinte maneira: para 0s
experimentos 1 e 2, aos 60, 120, 180 e 360 dias apés a inoculacdo (DAI); enquanto
para o experimento 3 foram feitas amostragens a cada 21 dias, durante 252 dias. Nos
trés experimentos coletou-se de 3 a 4 folhas de cada planta para extracdo de DNA
conforme MURRAY e THOMPSON (1980) adaptado por TEIXEIRA et al. (2005). A
confirmacgédo da presencga de CLas ou CLam foi realizada por gPCR de acordo com o
protocolo RPL (MARTINS, 2023). Amostragens da casca, abaixo do local da enxertia

via borbulha, foram realizadas conforme necessidade. A extracdo do DNA e a
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deteccdo do patdgeno seguiu 0 mesmo procedimento de diagndstico mencionado
acima.

Para a avaliagdo do titulo bacteriano, as médias dos valores de Log de CLas e
CLam foram comparadas nos diferentes periodos amostrados por Tukey (p < 0,05).
As frequéncias de deteccdo ao longo do tempo foram comparadas entre as
propagacdes dos eventos P-PAS2-1, P-PAS2-2, P-PAS2-3 e P-pBIM-19-11 em
relagdo ao grupo controle ndo transformado P-NT, assim como também dos eventos
V-MD26-36, V-MD26-48, V-MD26-53, V-MD26-59, V-MD26-60, V-MD26-76, P-MD26-
84, V-C(2) e V-NT, pelo teste x2 (p =< 0,05). Os calculos foram realizados com o auxilio
do programa Statistica e os graficos foram gerados com o auxilio do programa

GraphPad Prism (www.graphpad.com).

3.9.3 Quantificacdo da expressao génica de SC1_gp060 em eventos de Laranjeiras-

doces sob regulacédo do promotor AtSUC2 em resposta a infec¢éo por CLas

Brotos em estagio V2/V3 das propagacdes de PAS2, tanto infectados com
ClLas (aos 360 DAI) quanto sadios (experimento 1), foram coletados para a extracao
de RNA. Ap0s a sintese do cDNA, os niveis de expressao génica foram quantificados.
As etapas de coleta, extracdo do RNA, sintese do cDNA, andlise da expressao génica

e calculos seguiram as descri¢cdes detalhadas no item 3.6.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencdo dos cassetes de expressdo de EDO7_RS0204515 em sistema
Golden Braid

A PCR utilizando o molde plasmidial EDO7_RS0204515 em pUC57 gerou um
fragmento de 364 bp correspondente ao gene da lisozima com cédons otimizados
para citros (Figura 19).

Figura 19. Perfil de amplificagdo da PCR de EDO7_RS0204515 com cddons otimizados.

400 bp —

O fragmento resultante da PCR corresponde a 364 bp (canaleta 2). A canaleta 1 indica o marcador
molecular 1 Kb plus (Invitrogen).
Fonte: a autora

A obtencdo de EDO7_RS0204515 em pUPD2, denominada de GB_UD_73A9,
foi confirmada pelo perfil apresentado na clivagem com a enzima Notl (Apéndice A).
Além disso, a andlise do sequenciamento do DNA desta construcdo revelou uma
correspondéncia de 100% com a sequéncia teorica esperada (dados néo
apresentados). lgualmente, a unidade transcricional GB_UA 4357 foi confirmada
através do perfil de clivagem apresentado quando as enzimas Dral e Pvul foram
empregadas (Apéndice B). Por fim, a clivagem da construcdo final MD26 com a

enzima Dral resultou em um perfil que confirma o teorico esperado (Figura 20).
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Figura 20. Perfil de clivagem de MD26 com Dral para confirmacédo de obtencéo do vetor binario.

A clivagem com a enzima Dral resultou em fragmentos de 3.610 bp, 2,572 bp, 2.056 bp e 1.628 bp. A
canaleta 1 indica o marcador molecular 1 Kb plus (Invitrogen).
Fonte: a autora

O resultado do sequenciamento de MD26 indicou 100% de identidade com o
esperado tedrico para essa constru¢do (dados ndo apresentados). A Figura 21
apresenta a regido do T-DNA de PAS2, PAS3 e MD26, obtidas em sistema Golden
Braid.

Figura 21. Representacdo esquematica da regido do T-DNA das construgdes PAS2 (A), PAS3 (B) e
MD26 (C) obtidas pelo sistema Golden Braid.

Rstll Drall
(A) PAS2 (483) (6.729)
% ;
s IR et ] !
| |
T-NOS : T-NOS !
P-NOS Aatll
(8) PAS3 (6.790)
e HITK B K fam_678 MRB
T-NOS P-NOS T-NOS
BamH| BamH]I
c am 3.180
() MD26 (9.854) EDO7_RS0204515 ( | )
v ‘ v,
el - ) <
T-NOS P-NOS | TNOs
Hindll
(2.648)

Bacteriocinas SC1_gp060 2PA (A) e lam_678 (B) e Lisozima ED07_RS0204515 (C). LB: borda
esquerda; RB: borda direita; P-AtSUC2: promotor do gene transportador de sucrose Il de Arabidopsis
thaliana. P-35SCaMV: promotor do Virus do Mosaico da Couve-Flor. T-NOS: terminador do gene da
nopalina sintase de A. tumefaciens; P-NOS: promotor do gene da nopalina sintase de A. tumefaciens;
nptll; gene da neomicina fosfotransferase Il. Setas pretas pontilhadas evidenciam o sitio de clivagem
das enzimas indicadas

Fonte: a autora
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4.2 Obtencao de um vetor binario como alternativa ao sistema Golden Braid

A clivagem de MD26 com BamHI resultou em fragmentos de 3.192 bp e 6.674
bp, ja pROKII apresentou o perfil linearizado de 12.883 bp (Figura 22).

Figura 22. Perfil de clivagem de MD26 e pROKII com a enzima BamHI.

1 2 3

15000 bp
10000 bp

6000 bp
4000 bp
3000 bp —

As canaletas 2 e 3 referem-se respectivamente as reagdes de clivagem com BamHI de MD26 (6.674

bp e 3.192 bp) e pROKII (12.883 bp). A canaleta 1 indica marcador Molecular 1 kb plus (Invitrogen)
Fonte: a autora

O fragmento de 3.192 bp restringido com a enzima Acll resultou em fragmentos
de 1.866 bp e 1.326 bp, sendo que o primeiro, de interesse, foi excisado do gel (Figura

23A). O pROKII por sua vez apo6s ser restringido com a enzima Clal, resultou em um
fragmento de 11.597 bp (Figura 23B).

Figura 23. Perfil de clivagem de MD26 e pROKII com as enzimas Acll e Clal.
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A canaleta 2 em (A) refere-se ao fragmento de 1.866 bp resultante da clivagem de MD26 com a enzima

Clal. A canaleta 2 em (B) refere-se a clivagem de pROKII com Acll. A canaleta 1 em (A) e (B) indica o
marcador Molecular 1 kb plus (Invitrogen).
Fonte: a autora
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Apos clivagem com a enzima Acll, cujo sitio de reconhecimento é AANCGTT, é
gerada uma extremidade complementar ao fragmento que foi restringido por Clal
AT~CGAT (Figura 24). Desta maneira foi possivel obter a construcdo MD29, cuja
confirmacéo por PCR resultou no fragmento de 493 bp (Figura 25). A regido do T-DNA

esta representada na Figura 26.

Figura 24. Representacao esquematica da obtencdo do vetor binario MD29 por clivagem enzimatica e
ligacéo.

BamHI Clal BamHI AclI
(7058) (8344) (3180) (1316) BamHI
|
pROKII MD29
11,597 bp -+ MD26 —>»> ( 13.463 bp )
1.866 bp =
...GGG CGATAG. .. gatccgg...gcaa ...GGGGATCcgg...gcaaCGATAG. ..
...CCCCTAG [EATCSE gec--cgttgc ...CCCCTAGgcc...cgttGCTATC. ..

Fonte: Snapgene

Figura 25. Perfil de amplificagdo via PCR de MD29 a partir de coldnias de E. coli IM109.
1 2

850 bp
500 bp

A canaleta 2 refere-se ao fragmento de 493 bp gerado pela amplificacdo de EDO7_RS0204515 em
colbnias de E. coli IM109 transformadas com MD29. A canaleta indica o marcador Molecular 1 kb plus
(Invitrogen).

Fonte: a autora

Figura 26. Representacao esquematica da regido do T-DNA da construgdo MD29.

MD29
T-NOS
‘ RB
- H 1 = et
T-NOS EDO07_RS0204515 T-NOS P-NOS

Fonte: a autora
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4.3 Obtencdo de laranjeiras-doces GM expressando SC1 gp060 e
EDO7_RS020515

A presenca dos plasmideos nas coldnias transformadas de A. tumefasciens foi
confirmada por reacdes de PCR do DNA plasmidial. Fragmentos especificos de 716
pb (PAS2), 639 pb (PAS3) e 237 pb (MD26 e MD29) foram gerados, como evidenciado
na Figura 27.

Figura 27. Perfil de amplificagdo via PCR utilizando DNA plasmidial extraido a partir de colénias de A.
tumefaciens transformadas com as constru¢des PAS2, PAS3, MD26 e MD29.

(A) 1 2 |(B) 1 2 | ©

1000 bp

850 by 1000 bp
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300 bp - -

Em (A) a canaleta 2 refere-se ao fragmento de 716 bp gerado pala amplificagdo de SC1_gp060 (PAS2);
em (B) a canaleta 2 refere-se ao fragmento 639 bp gerado pela amplificacdo de lam_678 (PAS3); em
(C) as canaletas 2 e 3 refere-se ao fragmento 237 bp gerado pela amplificacdo de ED0O7_RS0204515
(MD26) e 493 bp gerado pela amplificagcéo da regido da jun¢céo do gene da lisozima EDO7_RS0204515
e do gene do promotor AtSUC2 (MD29). A canaleta 1 em (A) (B) e (C) indica o marcador molecular 1
Kb plus (Invitrogen).
Fonte: a autora

Por meio do processo de transformacao utilizando A. tumefaciens, foram
gerados trés eventos em laranjeira-doce 'Pera’ provenientes da construcdo PAS2, dois
eventos provenientes da construcdo PAS3, um evento proveniente da construcéo
MD26 e dois eventos provenientes da construcdo MD29. Além disso, em laranjeiras-
doces 'Valencia' foram gerados seis eventos provenientes da constru¢cdo MD26 e

cinco provenientes da construgdo MD29 (Tabela 7).
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Tabela 7. Eventos de transformacédo genética de laranjeira-doce das variedades Pera e Valencia,

obtidos a partir das construcdes genéticas PAS2, PAS3 e MD26.

Construcéo T-DNA

Eventos

‘Pera’

Eventos
‘Valencia’

PAS2 T-NOS:nptll:P-NOS:P-AtSCU2:SC1_gp060:T-NOS

PAS3 T-NOS:nptll:P-NOS:P-35SCaMV:lam_678_GB:T-NOS

MD26 T-NOS:nptll:P-NOS:P-AtSCU2:EDO7_RS0204515:T-NOS

MD29

P-PAS2-1
P-PAS2-2
P-PAS2-3
P-PAS3-8
P-PAS3-10
P-MD26-84

T-NOS: ED07_RS0204515:P-AtSUC2:T-NOS:nptll:P-NOS P-MD29-04

P-MD29-07

V-MD26-36
V-MD26-48
V-MD26-53
V-MD26-59
V-MD26-60
V-MD26-76

V-MD29-02
V-MD29-03
V-MD29-07
V-MD29-08
V-MD29-10

Fonte: a autora

As plantas GM obtidas foram confirmadas pela amplificacdo via PCR dos

transgenes de interesse, incluindo o gene de selecao nptll (Figuras 28, 29, 30 e 31).
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Figura 28. Perfil de amplificacdo via PCR utilizando DNA de extraido de folhas de laranjeira-doce
transformada com PAS2.

P-PAS2-1 P-PAS2-2 P-PAS2-3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

As canaletas 2, 5 e 8 referem-se ao fragmento de 716 bp gerado pela amplificagdo da porgdo 5’ do
gene SC1_gp060; as canaletas 3, 6 e 9 referem-se ao fragmento de 597 bp gerado pela amplificagédo
do gene da nptll; e as canaletas 4, 7 e 10 referem-se ao fragmento de 605 bp gerado pela amplificacdo
da porgcao 3’ do gene SC1_gp060 2PA. A canaleta 1 indica o marcador molecular 1 Kb plus (Thermo
Fisher).

Fonte: a autora

Figura 29. Perfil de amplificagdo via PCR utilizando DNA extraido de folhas de laranjeira-doce
transformada com PAS3.

P-PAS3-8 P-PAS3-10

1 2 3 4 5 6 7

1000 bp
650 bp

As canaletas 2 e 5 referem-se ao fragmento de 639 bp gerado pela amplificagdo da porgao 5’ do gene
lam_678; as canaletas 3 e 6 referem-se ao fragmento de 597 bp gerado pela amplificacdo do gene da
nptll; e as canaletas 4 e 7 referem-se ao fragmento de 655 bp gerado pela amplificagdo da porgéo 3’
do gene lam_678. A canaleta 1 indica o marcador molecular 1 Kb plus (Thermo Fisher).

Fonte: a autora
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Figura 30. Perfil de amplificacdo via PCR utilizando DNA extraido de folhas de laranjeira-doce
transformada com MD26.

© > o & Q © X
Q)ib ‘b’b‘ ¢ b © A Q)fb

©” o
v o v
© © ©
&N S N

123 4 5 6 7 8 910 111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22

e e e e -,
i > - -

As canaletas 2, 5, 8 11, 14 e 17 e 20 referem-se ao fragmento de 575 bp gerado pela amplificacéo do
gene nptll; as canaletas 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 referem-se ao fragmento de 493 bp gerado pela
amplificac8o da regido da jungcdo do gene da lisozima EDO7_RS0204515 e do gene do promotor
AtSUC2 e as canaletas 4, 7 10, 13, 16, 19 e 22 referem-se ao fragmento de 297 bp gerado pela
amplificacdo do gene da lisozima EDO7_RS0204515. A canaleta 1 indica o marcador molecular 1 Kb
plus (Invitrogen).

Fonte: a autora

Figura 31. Perfil de amplificacdo via PCR utilizando DNA extraido de folhas de laranjeira-doce
transformada com MD29.
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Em (A) as canaletas 2 e 4 referem-se ao fragmento de 575 bp gerado pela amplificacdo do gene nptll
e as canaletas 3 e 5 referem-se ao fragmento de 493 bp gerado pela amplificacdo da regido da juncéo
do gene da lisozima EDO7_RS0204515 e do gene do promotor AtSUC2. Em (B) as canaletas 2, 4,6 e
8 referem-se ao fragmento de 575 bp e as canaletas 3, 5, 7 e 9 referem-se ao fragmento de 493 bp.
Em (C) as canaletas 2 e 3 referem-se respectivamente aos fragmentos de 575 bp e 493 bp. A canaleta
1 indica o marcador molecular 1 Kb plus (Invitrogen).

Fonte: a autora.
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4.4 Southern blot

De acordo com o resultado obtido na anélise de Southern-blot, os eventos P-
PAS2-1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3 possuem 1, 3 e 2 cédpias integras do gene
SC1 _gp060, respectivamente (Figura 32). Por outro lado, os eventos de MD26
apresentam apenas uma copia integra do gene EDO7_RS0204515 (Figura 33). A
excecao é o evento P-MD26-84, que apresenta fragmento de clivagem marcado com
sonda de tamanho maior do que o esperado na andlise de integridade. Quanto ao
namero de coOpias para esse evento, apesar de sete tentativas consecutivas para
replicar o ensaio, nas quais tanto a quantidade de DNA na reacédo de clivagem quanto
a quantidade de sonda em contato com a membrana foram incrementadas, e mesmo
apos a substituicdo de todas as solucbes empregadas, somada a repeticdo da

extracdo do DNA por trés vezes, os resultados desejados néo foram alcancados.

Figura 32. Southern-blot para avaliagdo do nimero de copias e integridade dos eventos de PAS2.
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Em (A) e (B) as canaletas 2, 3 e 4 indicam respectivamente o numero de copias e a integridade dos
eventos P-PAS2-1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3. A clivagem com as enzimas Rsrll e Drall resulta em um
fragmento de 6,2 kb. A canaleta 1 em (A) e (B) indica o marcador molecular DNA molecular weight
marker Il Dig-labeled (Roche). Foi utilizada sonda obtida com os primers NPTII-F/ NPTII_GB-R (ver
Tabela 5).

Fonte: a autora
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Figura 33. Southern-blot para avaliagdo de integridade e do nimero de copias dos eventos de MD26.

1 23 45678 91011121314

2.3 Kb

As canaletas 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 indicam a integridade para os eventos V-MD26-36, V-MD26-48, V-
MD26-53, V-MD26-59, V-MD26-60, V-MD26-76 e P-MD26-84 respectivamente. As canaletas 9, 10, 11,
12, 13 e 14 indicam o nimero de cOpias para 0os mesmos eventos, com excecdo de P-MD26-84. A
clivagem com a enzima BamHI resulta em um fragmento de 3,2 kb. A canaleta 1 indica o marcador
molecular DNA molecular weight marker Il Dig-labeled (Roche). Foi utilizada sonda obtida com os
primers Lis_AtSUC2_F/ Lis_AtSUC2_R (ver Tabela 5).

Fonte: a autora

A andlise de Southern-blot ndo foi realizada para os eventos PAS3 e MD29,
portanto os experimentos e analises subsequentes sdo concentrados nos eventos de
PAS2 e MD26. Devido ao nimero limitado de eventos obtidos nas constru¢des de
interesse PAS2 e MD26, ainda que alguns apresentem multiplas cépias integradas ao

genoma, todos foram considerados nos experimentos a seguir.

4.5 Analise de expressao génica relativa dos transgenes em laranjeiras-doces
GM

Nas plantas matrizes dos eventos P-PAS2-1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3, foi
observada expressao significativa de SC1 _gp060 sob o comando do promotor
AtSUC2. Dentre os eventos, o P-PAS2-2 demonstrou nivel mais elevado de
expressdo, com valor cerca de 2 vezes superior ao encontrado em P-PAS2-3 e
aproximadamente 30 vezes superior ao encontrado em P-PAS2-1 (Figura 34). A
andlise foi repetida posteriormente apos 2 anos e 0 mesmo resultado foi obtido.
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Figura 34. Expressado génica relativa do transgene SC1_gp060 nas matrizes dos eventos PAS2 em
laranjeira-doce Pera.
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A planta do evento P-pBIM-19-11 (vetor vazio) e a planta P-NT (planta ndo transformada) foram
utilizados como controles. As letras diferentes indicam que os eventos diferem estatisticamente entre
si por Tukey, (p < 0,05). O gene SC1_gp060 2PA foi expresso 2 vezes e 30 vezes mais em P-PAS2-2
quando comparado respectivamente com P-PAS2-3 e P-PAS2-1.

Fonte: a autora

No contexto das matrizes dos eventos MD26, V-MD26-48, V-MD26-53, V-
MD26-59 e V-MD26-60 destacam-se com 0s mais elevados niveis de expressao do
transgene EDO7_RS0204515, quando comparados aos controles. Notavelmente, V-
PMD26-60 destacou-se ainda mais, apresentando uma expressao aproximadamente
3 vezes, 7 vezes e 16 vezes superior em relacdo a V-MD26-48, V-MD26-53 e V-MD26-
59 (Figura 35). Por outro lado, embora os eventos V-MD26-36, V-MD26-76 e P-MD26-
84 tenham exibido niveis de expressdo, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em relacdo aos controles, conforme indicado pelo teste de Tukey (p <
0,05). A analise foi repetida apds 7 meses em plantas propagadas a partir das matrizes

e 0 mesmo resultado foi obtido.
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Figura 35. Expressdo génica relativa do transgene EDO07_RS0204515 nos eventos MD26 em
laranjeira-doce Pera e Valencia.
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A planta do evento V-C(2) (vetor vazio) e a planta V-NT (planta ndo transformada) foram utilizados
como controles. As letras diferentes indicam que os eventos diferem estatisticamente entre si por
Tukey, (p < 0,05). O gene EDO7_RS0204515 foi expresso 3, 7 e 16 vezes mais quando comparado
respectivamente com V-MD26-48, V-MD26-53 e V-MD26-59.

Fonte: a autora

4.6 Analise fenotipica

A avaliacao fenotipica de laranjeiras-doces, das variedades 'Pera’ e 'Valencia',
nos eventos PAS2 (com 20 meses de idade) e MD26 (com 10 meses de idade), em
comparagao com seus controles correspondentes, indicou que as plantas modificadas
ndo apresentaram diferencas discerniveis em sua fenologia quando comparadas as
controle. Isso inclui caracteristicas como tamanho, cor, formato das folhas e estrutura
da copa, como evidenciado nas Figuras 36A e 37A. Em relagcdo as métricas
comparativas entre as plantas PAS2 e seus controles e as plantas MD26 e seus
controles, os valores revelaram pequenas diferencas estatisticas, conforme apontado
pelo teste de Tukey (p < 0,05) (Figura 36B, C e D; Figura 37B, C e D).
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Figura 36. Andlise fenatipica dos eventos PAS2 em laranjeiras-doces Pera.
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Em (A), as plantas, com 20 meses de idade, séo representadas por conjuntos de trés. As letras distintas
indicam que os eventos diferem estatisticamente entre si por Tukey (p < 0,05).
Fonte: a autora



Figura 37. Andlise fenaotipica dos eventos MD26 em laranjeira doce Pera e Valencia.
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Em (A), as plantas, com 10 meses de idade, sdo representadas por conjuntos de trés. As letras distintas
indicam que os eventos diferem estatisticamente entre si por Tukey (p < 0,05).

Fonte: a autora
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4.7 Laranjeiras-doces GM expressando SC1 gp060 inoculadas com CLas e
CLam

4.7.1 Titulo bacteriano de CLas e porcentagem de plantas infectadas

Dados relativos a deteccao de CLas aos 60 DAI (dias apds inoculacao) indicam
gue para o evento P-PAS2-3 a frequéncia de plantas positivas para CLas foi similar
ao grupo controle P-NT, néo diferindo estatisticamente pelo teste x2 (p < 0,05) (Figura
38A). Entretanto, nos eventos P-PAS2-1 e P-PAS2-2, bem como P-pBIM-19-11, a
frequéncia de deteccdo de CLas foi menor aos 60 DAI e houve diferenca estatistica
em relacdo ao grupo controle. Nos demais periodos avaliados, com excec¢éo a P-
PAS2-1, os grupos P-PAS2-2, P-PAS2-3 e P-pBIM-19-11 n&o diferiram
estatisticamente de P-NT na porcentagem de plantas infectadas com CLas. Quando
avaliados os titulos médios de CLas nas plantas dos eventos P-PAS2-1 e P-PAS2-2,
bem como P-pBIM-19-11, é possivel observar que foram significativamente menores
do que os observados nas plantas dos grupos P-PAS2-3 e P-NT aos 60 DAI. Nas
demais amostragens realizadas, aos 120, 180 e 360 DAI os titulos médios bacterianos
(logio de células. g de tecido) ndo diferiram estatisticamente entre si (p<0,05). Na
comparacao da evolucdo dos titulos médios de CLas nas amostragens periodicas,
com excegdo das plantas do evento P-pBIM-19-11, todos 0s grupos apresentam
incremento significativo no titulo médio bacteriano, principalmente aos 360 DAI (Figura
38B).
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Figura 38. Porcentagem de deteccéo (A) e titulos médios (B) de CLas nas propagac¢fes dos eventos

P-PAS2-1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3.
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Plantas P-pBIM-19-11 e P-NT foram utilizadas como controle do vetor vazio e ndo transformado,
respectivamente. Os dados séo referentes as amostragens realizadas aos 60, 120, 180 e 360 dias ap6s
a inoculagéo/enxertia (DAI) de CLas. Em (A) Asteriscos (*) indicam diferenga significativa entre os
eventos e o grupo controle P-NT, pelo teste x2 a 0,05 (*), 0,005 (**) e 0,000 (***). Em (B) Letras
minudsculas indicam diferenca entre os grupos para uma mesma amostragem ou periodo avaliado por

Tukey (p < 0,05).

Fonte: a autora
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4.7.2 Titulo bacteriano de CLam e porcentagem de plantas infectadas

Quanto a deteccdo de CLam nas plantas P-PAS2-1, P-PAS2-2, P-PAS2-3,
assim como nos controles P-pBIM-19-11 e P-NT, apenas uma pequena porcentagem
de plantas avaliadas apresentou presenca desta bactéria: 4% de plantas P-PAS2-1,
6% de P-PAS2-2, 2% de P-PAS2-3, 16% de P-pBIM-19-11 e 10% de P-NT (Figura
39A). Observa-se uma menor frequéncia de plantas positivas para CLam nas
construgcbes PAS2, embora ndo haja diferenca estatisticamente significativa quando
as frequéncias sdo comparadas com os controles pelo teste x2. Adicionalmente, foi
observado um aumento nos niveis de titulo bacteriano a partir de 120 dias apos a
inoculacdo nas plantas avaliadas, sem diferenca estatistica por Tukey (p < 0,05)
(Figura 39B).
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Figura 39. Porcentagem de deteccao (A) e titulos médios (B) de CLam nas propagac¢des dos eventos
P-PAS2-1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3.
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Plantas P-pBIM-19-11 e P-NT foram utilizadas como controle do vetor vazio e ndo transformado,
respectivamente. Os dados sao referentes as amostragens realizadas aos 60, 120, 180 e 360 dias ap0s
a inoculagao/enxertia (DAI) de CLam. Em (A) n&o houve diferenca estatistica pelo teste x2 a 0,05. Em
(B) Letras mindsculas indicam diferenca entre 0s grupos para uma mesma amostragem ou periodo
avaliado por Tukey (p < 0,05).

Fonte: a autora
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4.8 Laranjeiras-doces GM expressando EDO7_RS0204515 inoculadas com CLas

Com base nos dados da experimentacdo com laranjeiras-doces MD26
desafiadas com CLas, observa-se que até 168 dias apds a inoculacao (DAI) apenas
as plantas dos eventos V-MD26-48, V-MD26-76 e V-MD26-84 testaram positivas para
CLas (Figura 40). As porcentagens de plantas positivas para esses eventos foram
aproximadamente 40%, 20% e 10%, respectivamente. A partir de 168 DAI, todos os
eventos apresentaram aumento nas porcentagens de plantas positivas, sendo que V-
C(2) e V-NT exibiram as menores porcentagens até 252 DAI. E relevante ressaltar
gue diferencas estatisticas significativas, conforme evidenciadas pelo teste de qui-
quadrado (x2) com um nivel de significancia (p) de 0,05, foram observadas apenas
aos 126, 147 e 168 DAI para as plantas de V-MD26-76, aos 189 DAI para as plantas
de V-MD26-59, e aos 210 DAI para as plantas de V-MD26-36, V-MD26-59 e V-MD26-
76. No entanto, todas com niveis elevados de deteccdo de CLas em relacdo aos

controles.
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Figura 40. Porcentagem de deteccdo de CLas em eventos MD26.
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Plantas V-C(2) e V-NT foram utilizadas como controle do vetor vazio e nao transformado, respectivamente. Os dados sdo referentes as amostragens realizadas
a cada 21 dias durante 252 dias apo6s a inoculagdo (DAI) de CLas. Asteriscos (*) indicam diferenca significativa entre os eventos e o grupo controle V-NT, pelo
teste x2 a 0,05 (*). A disposicéo da figura foi ajustada para a melhor visualizacéo dos pontos.

Fonte: a autora
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Ao avaliar os titulos médios (Figura 41) percebe-se que somente as plantas dos
eventos V-MD26-48, V-MD26-76 e V-MD26-84 apresentaram titulo de CLas antes de
168 DAI. A partir de 189 DAI todos as plantas avaliadas, incluindo controles,
apresentaram titulos bacterianos maiores que 4,5, com aumento expressivo até os
252 DAL

Figura 41. Titulos médios de CLas nas propagacdes dos eventos MD26.
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Letras mindsculas indicam diferenca entre os grupos para uma mesma amostragem ou periodo
avaliado por Tukey (p < 0,05).
Fonte: a autora
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4.9 Quantificacdo da expresséao génicade SC1_gp060 em eventos de laranjeiras-

doces GM sob regulacdo do promotor AtSUC2 em resposta a infec¢cdo por CLas

Os niveis de expresséo do transgene SC1_gp060 foram avaliados em relacéo
a presenca ou auséncia da bactéria nas propagacfes das plantas dos eventos P-
PAS2-1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3 aos 360 DAI. Nas plantas onde a presenca de CLas
foi detectada, verificou-se uma regulacdo positiva na expressao do transgene,
controlado pelo promotor de floema AtSUC2, nos eventos P-PAS2-2 e P-PAS2-3. Em
contrapartida, no evento P-PAS2-1, foi observada uma regulacdo negativa na
expressdo do transgene SC1 gp060 em plantas infectadas por CLas quando

comparadas com aquelas nao infectadas (sadias), conforme ilustrado na Figura 42.

Figura 42. Expressao relativa do transgene SC1_gp060 dirigido pelo promotor AtSUC2 em plantas de
laranjeira-doce dos eventos PAS2 infectadas com CLas e sadias.
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Em (A) (B) e (C) a expresséo de SC1_gp060 CLas de plantas sadias estdo representadas em preto e
as infectadas com CLas em vermelho. Letras diferentes indicam que os eventos diferem
estatisticamente entre si (Tukey, p < 0,05).

Fonte: a autora

Ao analisar o titulo bacteriano (Figura 43) no momento da coleta de amostras
submetidas a analise de expresséao, observa-se que todas as plantas possuem titulo
bacteriano sem diferenca estatistica, portanto ndo ha uma correlacao direta entre os
valores do titulo bacteriano e a expressao direcionada pelo promotor AtSUC2 nos

eventos.
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Figura 43. Titulo de CLas nos eventos avaliados quanto a expressao génica.
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Letras iguais indicam que o titulo bacteriano dos diferentes eventos, ndo difere estatisticamente entre
si (Tukey, p < 0,05).
Fonte: a autora
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5 DISCUSSAO

Mesmo apOs duas décadas de sua descoberta nas Américas e apesar dos
avancos consideraveis e das informacdes substanciais adquiridas na investigacdo das
interacbes no patossistema do HLB (MA et al., 2022; DAROLT et al., 2021), ainda
existem desafios a serem vencidos. Neste cenario, o desenvolvimento de plantas GM
superexpressando genes que sejam toxicos ou que diminuam o fitness das bactérias
fitopatogénicas que causam essa doenca, surge como alternativa aos métodos de
melhoramento genético classicos (ALQUEZAR et al., 2021; PENA et al., 2008).

No ambito deste estudo, foram desenvolvidas constru¢cdes génicas para a
expressdo dos genes SC1_gp060, lam_678 e EDO7_RS0204515 em laranjeiras-
doces. Os promotores escolhidos, AtSUC2, que dirige a expressdo do gene
transportador de sucrose ao floema Arabidopsis thaliana, e 35S do virus do mosaico
da couve-flor, ttém sido amplamente empregados em diversos estudos em citros
(BEZERRA et al., 2021; DUTT et al., 2012; ERPEN et al., 2018; MIYATA et al., 2017).
A escolha do promotor AtSUC?2 se baseia no fato de as bactérias que causam o HLB
colonizarem o floema de plantas citricas. Desta maneira, a expressao direcionada
além de permitir uma maior biodisponibilidade dos produtos de interesse, evita a
expressdo desnecessaria em todos os tecidos da planta (BEZERRA et al., 2021). O
método de clonagem utilizado, Golden Braid, é um sistema padronizado cujo
mecanismo tem como base as enzimas de clivagem do tipo IS Bsal e Bsmbl além de
quatro plasmideos (pDGBs) que funcionam em modelos de blocos (SARRION-
PERDIGONES et al., 2011). Ao serem combinados através de reacdes simultaneas
de clivagem e ligacdo, estes blocos permitem a montagem indefinida de diversos
modulos génicos ou unidades transcricionais que podem ser reutilizados em
incontaveis construcdes (SARRION-PERDIGONES et al.,, 2011). Utilizando esse
sistema de clonagem houve sucesso na inser¢éo da regido do T-DNA das construcdes
via A. tumefaciens no genoma de laranjeiras-doces. Apesar disso, observou-se
dificuldade de obtencé&o de eventos, particularmente para as constru¢cdes PAS2 e
PAS3 (respectivamente 3 e 2 eventos), estando esse resultado em contraste com a
geracdo de eventos nas mesmas variedades para constru¢cées génicas utilizando
outros plasmideos binarios (SANTOS, 2019). Por esse motivo uma alternativa para
esse sistema de clonagem foi utilizada, através da incorporacdo do cassete de
EDO7_RS0204515 obtido em vetor Golden Braid (MD26) ao vetor pROKII (MD29).
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Foram gerados sete eventos em laranjeiras-doces provenientes de MD26 e oito
provenientes de MD29. Neste trabalho, esse resultado evidencia que o tamanho do
fragmento influencia também a eficiéncia da transformacao e obtencédo de eventos
GM.

Andlises de Southern-blot revelaram que os eventos de PAS2 obtidos, P-PAS2-
1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3, possuem 1, 3 e 2 cépias integras do transgene SC1_gp060
respectivamente, sendo que o maior nivel de expresséao foi observado no evento com
0 maior numero de cépias. Em relacdo aos eventos de MD26, todos possuem uma
Gnica insercéo integral do gene EDO7_RS0204515 no genoma de laranjeira-doce,
com excec¢dao de V-MD26-84, que ndo foi possivel obter o resultado quanto ao nimero
de copias. Como na integridade esse evento mostrou uma banda aproximadamente
duas vezes maior que o esperado, h& possibilidade de que tenha ocorrido uma dupla
insercao in tandem. No entanto ndo foi possivel observar bandas quando o DNA foi
restringido com a enzima Hindlll, apesar das inUmeras tentativas. Apesar do mesmo
namero de coépias, houve diferencas entre os niveis de expressdo encontrados para
0s eventos de MD26. A variacdo nos niveis de expressao entre os eventos de uma
mesma construcdo pode estar associada ao numero de cépias inseridas durante a
transformacao ou ao local especifico no genoma onde o gene foi integrado (SCHNELL
et al., 2015). Alguns locais do genoma podem favorecer a integracao e a expressao
eficiente de genes, enquanto outros podem levar a uma expressdo mais fraca ou
instavel. Isso ocorre devido a interacdo com elementos regulatérios naturais do
genoma (SCHNELL et al., 2015). Ainda, um maior numero de copias de um gene
inseridas no genoma pode levar a uma maior expressdo do gene, mas isso ndo é
linear. Pode haver um ponto em que a expressao atinge um platd ou até mesmo
diminui. Em alguns casos, um numero excessivo de copias pode levar a co-supressao,
um fendmeno no qual a planta reduz a expresséo de todas as copias do gene em vez
de aumenta-la (SCHNELL et al.,, 2015). Silenciamento génico em eventos da
variedade ‘Pera’ foram observados onde o numero de copias foi elevado (SANTOS,
2019), sendo assim, o numero de copias € essencial no processo de selecado dos
eventos, sendo preferiveis aqueles com 1 ou 2 copias (LECHTENBERG et al., 2003).
Contudo, neste trabalho, dado o baixo nimero de eventos obtidos para PAS2 optou-
se por seguir a avaliacdo e desafio das trés construcbes. Apesar das evidentes
diferencas em relacdo ao niumero de copias e aos niveis de expressao para eventos

PAS2, fenotipicamente essas plantas se mostraram idénticas aos controles. O mesmo
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foi observado para eventos MD26, evidenciando que nao diferem de uma tipica planta
de laranjeira-doce.

Em plantas superexpressando SC1_gp060 no floema sob o comando do
promotor AtSUC2 e desafiadas pela inoculag&o via enxertia, ndo houve reducao ou
alteracdes significativas nos titulos bacterianos médios de CLas ou CLam. Os
resultados foram observados em comparacédo aos tratamentos controle (plantas nao
transformadas e vetor vazio) até os 360 DAI. O mesmo foi constatado em laranjeiras-
doces superexpressando EDO7_RS0204515 até os 252 DAI. A investigacdo de
bacteriocinas e lisozimas para o controle do HLB em sistema heterélogo explorada no
Capitulo 2 do presente trabalho revelou que esses genes se configuravam como
potenciais, alterando significativamente o desenvolvimento de E. coli, com reducéao
média de 70% em relacdo ao controle utilizado. Em plantas GM, explorou-se
possibilidade de que a superexpressdo destes genes pudessem ter efeito toxico
também em CLas, mesmo no caso de SC1 gp060, onde a bactéria possui uma
proteina de imunidade (SC2_gp255) na regido dos profagos. A hipétese é que a
superexpressao dos alvos pudesse saturar o sistema de protecdo da bactéria, assim
como aconteceu com a endolisina CMP1, que confere resisténcia a seu proprio
hospedeiro Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis em tomateiro GM
(WITTMANN et al., 2016). Ainda assim, mesmo com a superexpressao dos genes de
interesse, a indisponibilidade do antissoro para a realizagdo de western-blot ndo
permitiu a identificacdo do produto proteico produzido. Alguns trabalhos abordam a
utilizacdo de peptideos, proteinas antibacterianas ou reguladores de resisténcia
adquirida sistémica em citrus contra as bactérias que causam o HLB, tendo resultados
promissores (DUTT et al., 2015; ROBERTSON et al., 2018; XU et al., 2023; ZOU et
al., 2017). Em seu trabalho, XU et al. (2023) obtiveram plantas de citrange ‘carrizo’
(Citrus sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) expressando as lisozimas
CLIBASIA 04790 e CLIBASIA 04800 sob o comando do promotor 35S CaMV. Ao
inocular essas plantas com CLas, evidenciaram que até 20 meses ap0s a inoculagéo,
haviam plantas com titulo de CLas de até 6,0 (logio células.pg?) em tecido de raiz. No
entanto, ao avaliar as folhas destas plantas aos 25 e aos 29 meses ap0s inoculacao,
nao constataram presenca da bactéria em dois eventos avaliados. Esses resultados
sugerem a possibilidade de que um periodo de avaliacdo mais prolongado seja
necessario para determinar completamente a eficacia das proteinas produzidas em

resposta ao CLas. Devido as limitagbes de tempo, neste trabalho, os experimentos 1
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e 2 foram conduzidos por aproximadamente 360 dias (12 meses), enquanto que 0 3
foi conduzido por aproximadamente 252 dias (8,5 meses). Por outro lado, foi
evidenciado que aos 180 DAI em laranjeira-doce a populacédo de CLas ja esta bem
estabelecida (ALVES et al., 2021), sendo os periodos avaliados suficientes para
demonstrar efetividade dos genes em estudo. Ainda, ZOU et al. (2017), ao avaliarem
a expressdo de uma cecropina B em floema de citros aos 24 meses apoés inoculacao
de CLas, ndo evidenciaram diferenca estatistica em relacao aos titulos aos 18 meses
apos inoculacao. Nesse estudo o gene sob o comando do promotor de tecido vascular
GRPL1.8 foi efetivo em inibir o crescimento da bactéria. A diferenca nos resultados
obtidos por XU et al. (2023) em relacédo ao presente trabalho pode ser atribuida, em
parte, a escolha do promotor. DUTT et al. (2012) demonstraram que o promotor 35S
é significativamente mais eficaz, exibindo uma eficiéncia de expressédo 270% superior
em comparacao ao AtSUC2. No entanto, € importante ressaltar que esse aumento de
eficiéncia vem acompanhado da desvantagem de uma expressao pronunciada em
toda a planta, mesmo em areas onde a presenca da bactéria ndo é detectada. Além
disso, a escolha do promotor pode ter implicacdes significativas na perspectiva da
geracdo de uma planta comercialmente viavel. O promotor 35S, embora demonstre
uma eficiéncia expressiva, pode resultar em desperdicio de recursos da planta e,
potencialmente, impactar negativamente suas caracteristicas agronémicas.

A menor propor¢cdo de plantas positivas e titulos médios para ClLas no
experimento 1 ocorreu em plantas do evento P-PAS2-1. Esses dados sugerem que
esse evento teve maior efeito em impedir a colonizacdo de CLas em relacdo aos
demais eventos e controles avaliados, principalmente nos primeiros dias da interacao
planta-patdégeno. No entanto, ndo se descarta a hipétese de que uma menor eficacia
de transmissdo da bactéria tenha ocorrido neste lote em especifico. Assim como
aconteceu no experimento 2 com CLam. Por outro lado, no experimento 3 possiveis
falhas de inoculacdo foram corrigidas pela deteccdo de CLas proximo ao local da
inoculagao (casca do tronco). Um estudo conduzido por LOPES et al. (2009) apontou
variacdes entre 54,7 e 88% na eficiéncia de transmisséo de CLas por enxertia, mesmo
método utilizado para a inoculacdo dos eventos estudados no presente trabalho. No
mesmo trabalho é evidenciado também que os indices de eficiéncia na transmissao
sdo ainda menores quando o in6culo é proveniente de plantas CLam, variando de
10,0 a 45,2%, dados esses que ajudam a explicar a baixa frequéncia de plantas

positivas para CLam nas inoculacfes realizadas: as taxas de plantas confirmadas
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positivas para a presenca desta bactéria foi somente de até 16% (laranjeiras-doces
do grupo controle P-pBIM-11-19), apesar da utilizacdo de duas borbulhas. No
experimento 3, foi evidenciado maiores porcentagens de plantas positivas para CLas
nos eventos MD26 quando comparados com V-NT e V-C(2). Em relacdo aos titulos,
apesar de aos 189 DAI algumas plantas do grupo GM MD26 estarem com titulos de
CLas abaixo dos controles, nas amostragens seguintes esses valores oscilaram e
ficaram bem préximos, com quase nenhuma diferenca estatistica. A excecado foi
observada em V-MD26-60 na avaliagcdo do titulo aos 252 DAI. Esse evento foi também
0 que mostrou maiores niveis de expressdo do transgene quando comparado aos
outros. Esses resultados sugerem uma dinamica complexa na resposta das plantas
MD26 a inoculacdo de ClLas, destacando a importancia de considerar multiplos
parametros ao avaliar a interacdo planta-patégeno.

Quando avaliados os niveis de expressdo do transgene SC1 gp060 sob o
comando do promotor de floema AtSUC2 em funcédo da presenca ou auséncia de
ClLas, observou-se que hd uma maior expressao nas plantas dos eventos P-PAS2-2
e P-PAS2-3 quando a bactéria foi detectada. Esses dados corroboram com MIYATA
et al. (2017) que evidenciaram a modulacdo positiva da expressédo do gene reporter
uidA sob o comando do promotor AtSUC2 em plantas GM infectadas por CLas. Os
autores fizeram uma correlacdo direta entre o titulo bacteriano e 0s niveis de
expressdo aumentadas do gene reporter em algumas laranjeiras-doces, sendo o
aumento na expressao do gene alvo diretamente proporcional ao aumento do titulo
bacteriano. Essa relacdo entre expressdo génica e presenca de patdgeno €
consistente com trabalhos anteriores (EVRARD et al., 2007; HAHN, STRITTMATER,
1994; MALNOY et al., 2006; ZHENG et al., 2021). Em A. thaliana o promotor AtSUC2
dirige a expressdo de um importante gene, SUC2, envolvido no transporte de longa
distancia de sucrose (GOTTWALD et al., 2000). Em citros, BEZZERRA et.al. (2021)
observaram que proteinas estruturais encontradas no floema, PP1 e PP2, com fungéo
semelhante a SUC2 séo induzidas na presenca de CLas e CLam. Acredita-se que, de
maneira geral, trata-se de uma resposta da planta a infec¢éo, na tentativa de prevenir
a perda de seiva pelas modificacbes e danos causados pela bactéria durante o
processo de infeccdo e colonizacdo (BEZERRA et al.,, 2021). Ao infectar tubos
crivados do floema de laranjeira-doce, bactérias do género Candidatus Liberibacter,
mesmo que tardiamente, estimulam uma série de respostas imunes, tais como

inducdo de genes de defesa, producdo espécies reativas do oxigénio (ROS) e
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expressiva deposicado de calose (MA et al., 2022). Como consequéncia da resposta
imune da planta, o fluxo de foto-assimilados para o sistema radicular € severamente
comprometido (BEZERRA et al.,, 2021; MA et al.,, 2022). Nesse sentido, para
compensar, proteinas de floema responséaveis pelo transporte de aclUcar tem sua
regulacdo alterada em funcdo das alteracdes que ocorrem na planta quando ha
colonizacéao pela bactéria (ACHOR et al., 2020).

Apesar da auséncia de efeitos observaveis até 252 DAl ou 360 DAI, é
importante ressaltar que a inexisténcia de demonstragfes visiveis ndo implica
necessariamente em ineficacia. Os genes inseridos, podem desempenhar um papel
crucial em termos de resisténcia a patdbgenos, mesmo que ndo tenham se manifestado
de maneira evidente nos periodos de observacdo estabelecidos. A eficacia desses
genes pode estar relacionada a mecanismos que podem ser acionados sob condi¢des
especificas de estresse ou em estagios posteriores de desenvolvimento da planta,
como observado por XU et al. (2023). Além disso, a analise a longo prazo pode revelar
impactos sutis ou acumulativos que nao sao imediatamente aparentes em periodos
mais curtos. Portanto, embora a auséncia de efeitos visiveis até 0 momento seja um
aspecto relevante, € crucial considerar a possibilidade de que esses genes
desempenhem um papel benéfico na resisténcia das plantas a CLas e CLam, mesmo
gue esse beneficio ndo tenha se manifestado de maneira 6bvia nas fases iniciais da
observacdo. E importante considerar a singularidade de cada evento de plantas
gerado, como observado em laranjeiras-doces nos trabalhos de SANTOS (2019) e XU
et al. (2023). Adicionalmente, existe uma necessidade de comprovacéo da producao
das proteinas resultantes dos genes estudados.

Os estudos de investigacdo, como o presente, SA0 essenciais para descobrir
genes letais contra as bactérias do HLB em citros, proporcionando perspectivas
promissoras para o desenvolvimento de plantas resistentes. A compreensédo da
interacdo entre hospedeiros e patdgenos € crucial para estratégias de controle
eficazes. A identificacdo de genes antibacterianos e a pesquisa de promotores
desempenham papéis fundamentais, permitindo otimizar a expressao génica em
termos de tempo e localizacdo na planta. Essas descobertas sao cruciais para
enfrentar desafios agricolas, como o HLB. Estudos como o presente sao necessarios
para contribuir com ferramentas que asseguram a seguranca alimentar e a

sustentabilidade na producéo de citros.
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6 CONCLUSOES

Nao foram identificadas diferencas significativas nos parametros fenotipicos
entre as plantas MD26 ou PAS2 e os controles;

Em eventos MD26 e PAS2 constatou-se expressao significativa de
SC1_gp060 e EDO7_RS0204515 respectivamente;

Nao houve diferenga significativa no titulo de CLas ou ClLam ou
porcentagem de plantas infectadas ao comparar as plantas GM com o0s
controles;

O promotor AtSUC2 sofre modulacéo positiva na presenca de CLas;

SC1 _gp060 e EDO7_RS0204515 sao potenciais agentes antimicrobianos.
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CAPITULO 4

GENOMA COMPLETO DO ISOLADO 9PA DE ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’
E CARACTERIZAQAO MOLECULAR DE ISOLADOS PREVALENTES NA
CITRICULTURA BRASILEIRA

RESUMO

‘Candidatus Liberibacter asiaticus' (CLas) € uma a-proteobactéria restrita ao floema e
nao cultivavel associada ao Huanglongbing (HLB) dos citros, uma doenca severa com
implicacdes globais, afetando especialmente a producao de laranjas no Brasil. Este
estudo se concentra em relatar o genoma completo do primeiro isolado brasileiro de
CLas, nomeado de 9PA. No genoma de 9PA foram identificados dois profagos, P-
9PA-1 e P-9PA-3. P-9PA-1 foi encontrado tanto integrado quanto circular, enquanto
P-9PA-3 ocorre exclusivamente em forma circular. Notavelmente, esses profagos
exibem alta identidade com seus homologos, os profagos tipos 1 (83%) e 3 (98%)
(SC1 e P-JXGC-3). A comparacdo do genoma de 9PA com outros 13 genomas
completos revelou 9.091 mismatches e 992 gaps/insercdes, destacando oito blocos
localmente colineares. Dentre esses, seis, particularmente divergentes, estédo
localizados na regido do profago e dois, compreendendo 97% da comparacao,
revelam regides desse patdgeno com alta sintenia. A arvore filogenética, baseada na
comparacao de genomas completos, categorizou os 14 genomas de CLas em dois
grupos principais, sendo 9PA parte de um grupo representado principalmente por
isolados da China e dos EUA. Além disso, a partir de comparagdo de genomas
completos e uma minuciosa selecdo, identificamos seis regides gendmicas
hipervariaveis (Hiper Variable Genomic Regions - HGRs), incluindo trés na regido do
profago e trés na regido do cromossomo. Essas HGRs foram utilizadas para avaliar
68 amostras de isolados provenientes de areas com média e alta incidéncia de HLB
no estado de Sao Paulo. A analise revelou que 9PA faz parte do segundo grupo mais
prevalente (perfil A), representando 20,6% das amostras, enquanto o grupo mais
prevalente (perfil B) compreende 41,2%. O perfil C representou 10,3%, e os 27,9%
restantes englobaram 13 perfis distintos (D a P). Trés HGRs, nomeadamente HGR_4,
HGR_6 e HGR_7, podem ser empregadas para determinar a ocorréncia de profagos
em isolados de CLas através da analise dos produtos e PCR. Por outro lado, HGR_M
representa uma regido que abrange um Microviridae recentemente descrito nos
genomas de CLas. A obtencdo do genoma completo de CLas 9PA, a caracterizacao
de seus profagos e a identificacdo de HGRs na populacao do Brasil pode fornecer
insights sobre as interagOes de CLas com elementos de profagos, aparecimento de
sintomas, processos evolutivos e adaptacdo a hospedeiros.

Palavras-chave: genoma completo, ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’, profagos,
caracterizacdo molecular, regides gendmicas hipervariaveis
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THE COMPLETE GENOME OF ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ STRAIN 9PA
AND THE MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
THE PREVALENT STRAINS IN THE BRAZILIAN CITRICULTURE

ABSTRACT

'‘Candidatus Liberibacter asiaticus' (CLas) is an a-proteobacterium restricted to the
phloem and non-culturable, associated with Citrus Huanglongbing (HLB), a severe
disease with global implications, especially affecting orange production in Brazil. This
study focuses on reporting the complete genome of the first Brazilian isolate of CLas,
named 9PA. In the 9PA genome, two prophages, P-9PA-1 and P-9PA-3, were
identified. P-9PA-1 was found both integrated and circular, while P-9PA-3 occurs
exclusively in circular form. Remarkably, these prophages exhibit high identity with
their counterparts, prophage types 1 (83%) and 3 (98%) (SC1 and P-JXGC-3).
Genome comparison between 9PA and 13 other complete genomes revealed 9,091
mismatches and 992 gaps/insertions, highlighting eight locally collinear blocks. Among
these, six, particularly divergent, are in the prophage region, and two, comprising 97%
of the comparison, reveal regions of this pathogen with high synteny. The phylogenetic
tree, based on whole genome comparisons, categorized the 14 CLas genomes into
two main groups, with 9PA being part of a group represented mainly by isolates from
China and the USA. Furthermore, through whole genome comparisons and careful
selection, we identified six Hypervariable Genomic Regions (HGRS), including three in
the prophage region and three in the chromosome region. These HGRs were used to
assess 68 samples of isolates from areas with medium and high HLB incidence in the
state of Sao Paulo. The analysis revealed that 9PA is part of the second most prevalent
group (profile A), representing 20.6% of the samples, while the most prevalent group
(profile B) comprises 41.2%. Profile C represented 10.3%, and the remaining 27.9%
encompassed 13 distinct profiles (D to P). Three HGRs, namely HGR_4, HGR_6, and
HGR_7, can be used to determine the occurrence of prophages in CLas isolates
through PCR product analysis. On the other hand, HGR_M represents a region that
encompasses a Microviridae recently described in CLas genomes. The acquisition of
the complete genome of CLas 9PA, the characterization of its prophages, and the
identification of HGRs in the Brazilian population can provide insights into the
interactions of CLas with prophage elements, symptom appearance, evolutionary
processes, and host adaptation.

Key Words: complete genome, ‘Candidatus Liberibacter asiaticus,” prophages,
molecular characterization, hypervariable genomic regions
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1 INTRODUCAO

O Huanglongbing (HLB é uma doenca dos citros globalmente emergente e
altamente destrutiva (BASSANEZI et al., 2020; BOVE, 2006). Atribuida a trés espécies
de a -proteobactérias ndo cultivaveis do género ‘Candidatus Liberibacter’: ‘Ca.
Liberibacter asiaticus’ (CLas), ‘Ca. Liberibacter americanus (CLam) e ‘Ca. Liberibacter
africanus’ (CLas) (BOVE, 2006; JAGOUEIX et al., 1994; TEIXEIRA et al., 2005), o HLB
tem sido uma preocupacao para a industria citricola desde sua descoberta na China
no final do século XIX (REINKING, 1919). Entre as bactérias, CLas tem recebido
atencao especial devido a sua prevaléncia global e aos extensos danos que causa em
pomares de citros. No Brasil, CLas permanece como o principal patégeno, infectando
aproximadamente 99,9% das arvores afetadas pelo HLB, enquanto CLam n&o é mais
detectado (BASSANEZI et al., 2020).

A incapacidade de cultivo de CLas, assim como outras Liberibactérias, com
excecao de Lcr, tem apresentado desafios Unicos, exigindo o uso de técnicas de
PCR/sequenciamento para investigar sua diversidade genética. Um marco na
pesquisa sobre o HLB foi a publicacdo do primeiro genoma de CLas por DUAN et al.
(2009), possibilitando uma exploracdo abrangente da estrutura genbmica desta
bactéria, além de andlises de genomas completos, levando a identificacéo de profagos
(ZHANG et al., 2011) e genes-chave envolvidos em interacdes com o hospedeiro
(CHEN et al., 2020; de PAULA et al., 2019; DOMINGUEZ-MIRAZO et al., 2019; DU et
al., 2023; FLEITES et al., 2014; JAIN et al., 2015; LIU et al., 2019; SHEN et al., 2022;
THAPA et al., 2020; ZHENG et al., 2018).

Os genomas de CLas sao relativamente pequenos (~ 1.2 Mpb) e consistem em
uma regido cromossOmica altamente conservada e uma regiéo de profagos variavel.
Estudos anteriores que investigaram as variagfes genéticas de ClLas tiveram foco
principalmente em RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, SNPs (Single-
Nucleotide Polymorphism) e indels em regides especificas, como no RNA ribosomal
16S/23S (rRNA), no gene deoxyribonucleotide reductase (nrdB), na regidao do gene
omp, nos loci do gene B-operon e em regides hipervariaveis de profagos (ADKAR-
PURUSHOTHAMA et al., 2009; AHMAD et al., 2009; BASTIANEL et al., 2005; DAS et
al., 2021; GUPTA et al., 2012; HU et al., 2011; KATOH et al., 2011; LIU et al., 2011;
PUTTAMUK et al., 2014; TANG et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2008; TOMIMURA et al.,
2009; WANG et al., 2015; ZHENG et al., 2016b; ZHOU et al., 2011; ZHOU et al., 2013).
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Outra fonte de variabilidade sé@o as Single Sequence Repeats — SSRs, amplamente
estudadas em CLas (CUl et al., 2022; DENG et al., 2014; KATOH et al., 2011; KATOH
et al., 2012; KATOH et al., 2014; ISLAM et al., 2012; MATOS et al., 2013; DA SILVA
et al., 2019; de PAULA et al., 2019). Embora poucas varia¢cées genéticas tenham sido
observadas nas regifes nao-profagicas, os profagos possuem regiées hipervariaveis
significativas desempenhando um papel crucial em estudos de diversidade
populacional (FU et al., 2020; LIU et al., 2011; WANG et al., 2015; ZHOU et al., 2011,
ZHOU et al., 2013).

A disponibilidade de 46 genomas de CLas, incluindo 13 completos, representa
um avanco significativo na capacidade de identificacdo dessas regides hipervariaveis
e realizacdo de estudos abrangentes sobre a diversidade genética dentro das
populagdes, como demonstrado por ARMSTRONG et al. (2021), GAO et al. (2022) e
ZHOU et al. (2013). Explorar os genomas de ClLas e seus profagos é crucial para
desvendar informac@es sobre o HLB, devido a fonte Unica de variabilidade e ao papel
dos genes nessas regides (JAIN et al., 2015; FLEITES et al., 2014; XU et al., 2023).

No presente trabalho, relatamos a obtencdo do genoma circular do isolado
representativo de CLas 9PA, o primeiro a ser completamente sequenciado no Brasil e
o segundo na América do Sul. O genoma de 9PA foi comparado com outros genomas
de CLas e divergéncias genéticas foram comparadas em um conjunto de isolados por
PCR. Além disso foi determinado a ocorréncia de profagos nesses isolados. Este
estudo visa fornecer uma compreensao mais profunda da dinadmica da populacéo de

CLas no contexto do Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter o genoma completo do isolado brasileiro de CLas 9PA e caracterizar seus

profagos.

2.2 Objetivos especificos

) Fechar os gaps remanescentes entre os contigs do genoma rascunho de
9PA via PCR e sequenciamento Sanger e obter um cromossomo circular;

1)) Caracterizar as regides de profagos e identificar sua ocorréncia (integrado
ou circular) no genoma de 9PA;

) Comparar o genoma de 9PA com outros 13 genomas de CLas completos
e definir regides gendmicas hipervariaveis (HGRS);

IV)  Fazer uma andlise de variabilidade molecular da populagéo de isolados de

CLas do estado de Sao Paulo com base nas HGRs encontradas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Fechamento de gaps entre contigs no genoma de 9PA usando a reacao em
cadeia da polimerase PCR

O isolado 9PA é mantido em Laranjeira-doce (citrus sinensis) desde 2010 em
estufa nas instalagbes de pesquisa da Fundecitrus em Araraquara, Sao Paulo, e
apresenta sintomas caracteristicos de HLB. O DNA total foi extraido da nervura central
das folhas usando o método de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), conforme
descrito por MURRAY e THOMPSON (1980).

Para o fechamento dos gaps, foram utilizadas amplificagbes via PCR e
sequenciamento Sanger. Os primers (APENDICE D) foram desenhados utilizando o
CodonCodeAligner, abrangendo regides genémicas de 1.000 a 6.000 pb para os 157
contigs da primeira montagem de 9PA (JABDRZ000000000), ordenados em relacéo
aos genomas de referéncia de CLas (SILVA et al., 2021). Adicionalmente foram
usados dados de uma segunda montagem, consistindo de 135 contigs com tamanhos
variando de 83 a 13.700 pb (SILVA et al., ndo publicado). Para aumentar a eficiéncia,
alguns conjuntos de primers abrangeram mais de um gap. As PCRs foram realizadas
em um termociclador VeritiTM 96 Well (Thermo Fisher Scientific) em tubos com 50 pl
contendo 1 pL de DNA molde, 0,8 unidades de Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Fischer Scientific), 10 mM de dNTPs, 1X tampao de Phusion
DNA Polymerase e 10 uM de ambos os primers forward e reverse. Para fragmentos
iguais ou menores que 3.000 pb, as condicbes de PCR compreenderam uma
desnaturacao inicial a 98 °C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacéo a
98 °C por 45 segundos, anelamento por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 4
minutos, concluindo com uma extensao final a 72 °C por 10 minutos. No caso de
fragmentos maiores que 3,000 pb, foi utilizado um protocolo alternativo, iniciando com
uma etapa de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 20 segundos, anelamento por 45 segundos, extenséo a 68
°C por 4 minutos e uma extensao final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,0% (m/v) e
posteriormente purificados usando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega). Os fragmentos de PCR foram sequenciados pelo método de terminacao

de cadeia fluorescente Sanger na Macrogen.
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Uma regido que engloba o operon rrnB foi obtida usando os primers especificos
rRNA2_F (5- CGGATTCGCTCTAAGGGAGG) e rRNA2_R (5-
ACCTCGGTCCTTTCCACAAG). Esses primers foram desenhados para anelar em
regides Unicas tanto a montante quanto a jusante do operon rrnB. As condi¢des de
PCR repetiram as mencionadas anteriormente para fragmentos que excedem 3.000
pb, com uma temperatura de anelamento de 61 °C. O fragmento resultante foi
posteriormente clonado no vetor pGEMT-Easy (Promega). A mistura de ligacao foi
utilizada para a transformacao de células competentes de Escherichia coli DH5a por
eletroporacéo (Bio-Rad, Hercules, California, EUA). O DNA clonado foi submetido a

sequenciamento Sanger e as leituras foram analisadas usando o CodonCodeAligner.

3.2 Montagem e anotacao do genoma

A montagem foi realizada no CodonCodeAligner, utilizando dados do genoma
preliminar de 9PA, juntamente com leituras obtidas por PCR e sequenciamento
Sanger apés cut-off de qualidade. Foi estabelecida uma pontuacdo minima de
qualidade de 20 ao analisar as leituras. As Open Reading Frames (ORFs) de 9PA,
incluindo a regido dos profagos, foram anotadas usando o servidor Rast

(https://rast.nmpdr.org). Proteinas e suas funcfes foram anotadas usando o HHpred

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de) e o banco de dados de proteinas ndo redundantes
do BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Os mapas de 9PA e dos profagos

foram gerados pelo GCview (http://cgview.ca/).


https://rast.nmpdr.org/
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3.3 Alinhamento de genoma completo de isolados de CLas

As sequéncias completas dos genomas dos isolados de CLas disponiveis
foram adquiridas do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) e estdo detalhadas na Tabela 8. O software Mauve
(desenvolvido pelo The Darling Lab na University of California, Santa Cruz) foi utilizado
para realizar o alinhamento dos genomas usando a abordagem progressive Mauve,
com o genoma de 9PA servindo como referéncia. Utilizando o software MEGA 11
(versdo 11.0.13, Center for Evolutionary Functional Genomics, Arizona State
University, EUA) uma arvore filogenética do tipo Neighbor-Joining (NJ) foi gerada. A
comparagao concentrou-se nas 14 sequéncias e incluiu as posi¢des dos codons 1, 2
e 3, além de regibes ndo codificadoras. Para o calculo da diversidade genética entre
0Ss genomas comparados, foi utilizado o modelo de distancia p e a matriz de distancia

foi submetida a 1.000 randomizacdes para aumentar a robustez.

Tabela 8. Isolados de CLas utilizados no alinhamento de genoma completo.

Isolado Origem Tamanho CDS N® de Tipo de
acesso Profago?
psy62 Estados Unidos 1.227.328 1.021 NC _012985.3 1,4
gxpsy China 1.268.237 1.073 NC_020549.1 12,4
Ishi-1 Japéo 1.190.853 982  AP014595.1 4
A4 China 1.233.514 1.026 CP010804.2 2,4
JXGC China 1.225.162 1.030 CP019958.1 3,4
JRPAMB1 Estados Unidos 1.237.165 1.038 CP040636.1 2
CoFLP Colémbia 1.231.639 1.026 CP054558.1 1
TaiYZz2 Thailandia 1.230.623 1.028 CP041385.1 2
ReuSP1 Franca (Ilha Reunido) 1.230.064 1.023 CP061535.1 1
AHCA1 Estados Unidos 1.233.755 1.010 CP029348.1 1,34
GDCZz China 1.230.507 1.057 CP118922.1 2
PGD China 1.230.220 1.030 CP100754.1 2
PYN China 1.231.257 1.028 CP100417.1 1

a4 = prophage-like sequence
Fonte: a autora

Os pimers utilizados para amplificar as HGRs de ClLas (Tabela 9) foram
desenhados usando o CodonCodeAligner, utilizando dados gerados pelo Mauve. Os
critérios de selecdo para os HGRs obtidos pela comparacédo dos genomas ao longo
deste estudo basearam-se em i) na presenc¢a ou auséncia ha maioria dos 13 genomas
comparados em relacdo a 9PA, e ii) na cobertura de regides codificantes

cromossomicas e de profagos.



Tabela 9. Primers utilizados para amplificacdo das HGRs na populacdo de CLas.

Primers Sequéncia 5’ -3’ T (°C) Referéncia
2 F TATCGTCCTCCCCCTTTTGC o1 Esse trabalho
2 R GAGCATGGAGAATTCCTATCGA
4 F CGTCCTCTAAAAACTCCGTTGC 61 Esse trabalho
4R AGTAGGTTTACCGTGCGCTT
6_F TTGCGGGCTCTGCTTCTTC
6 R ACGGTGGCTACAGCAGC 61 Esse trabalho
7 F ACGGTTTGCTTAAAGACGACA 61 Esse trabalho
7R GCCGTTACTTCTCTTACCGC
12 F AAGTGGGTCGGGTGGTTTTT 61 Esse trabalho
12 R GTACGGTAGTTCACAGGCGA
LJ1194f TCAACAGAATACGCATCCAC 53 ARMSTRONG
LJ1195r TCCTCATGAACGTGATTTGC etal., 2022
LJ240f AAGAGCCTCATGCACATCAG 53 ARMSTRONG
LJ234r CTGATATGTTAGTTCAAGCGG et al., 2022

Fonte: a autora

3.4 Amostragem para analise de variabilidade molecular
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Foram utilizadas amostras sintomaticas de campo de laranjeiras-doces para a

andlise de variabilidade molecular de isolados brasileiros de CLas. No periodo entre

setembro e outubro de 2022, um total de 68 amostras foi coletado em 12 localidades

dentro de cinco areas caracterizadas por incidéncias médias e altas de HLB:
ITAPETININGA (ITA), AVARE (AVA), DUARTINA (DUA), LIMEIRA (LIM) e MATAO
(MAT) (Figura 44).
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Figura 44. Mapa do estado de Sao Paulo ilustrando a localizacdo geogréfica da coleta das amostras
de ClLas utilizadas para andlise de variabilidade molecular.
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As amostragens foram concentradas em 12 localidades dentro de cinco regifes caracterizadas por
incidéncias médias e altas de Huanglongbing, nomeadamente ITAPETININGA (ITG), AVARE (AVA),
DUARTINA (DUA), LIMEIRA (LIM) e MATAO (MAT).

Fonte: Fundecitrus

O DNA foi extraido utilizando o método CTAB e analisado por qPCR (LI et al.
2006) e PCR convencional (operon rplKAJL-rpoBC) para confirmar a presenca de
CLas (HOCQUELLET et al. 1999). Também foi realizada eletroforese em gel para
confirmar a amplificagdo, uma vez que a caracterizagédo molecular foi conduzida nesse
formato. Adicionalmente, amostras de DNA de isolados de CLas mantidos em estufa
no Fundecitrus, Sado Paulo - Brasil (1PA, 2PA, 3PA, 9PA), e amostras de DNA de
isolados da Flérida (F), China (B), Costa Rica (C) e india (I) foram usados como
controles (BASTIANEL et al. 2005, DA SILVA et al. 2019).
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3.5 Andlise de variabilidade molecular da populacdo de CLas em Sao Paulo

Para a analise de variabilidade molecular das HGR, foram realizados PCRs
contendo molde de DNA a 100 ng/pL, 0,8 unidades de Phusion™ High-Fidelity DNA
Polymerase, dNTPs a 0,2 mM, tamp&o Phusion DNA Polymerase a 1X e 0,2 uM de
ambos os primers forward e reverse, em um volume total de 20 pL. As reacdes foram
iniciadas com uma etapa de desnaturacdo a 98 °C por 3 minutos, seguida por 35 ciclos
de 98 °C por 45 segundos, 55 °C a 63 °C (dependendo do conjunto de primers,
consulte Tabela 9) por 30 segundos, uma extensao a 72 °C por 4 minutos e uma etapa
final de extensdo a 72 °C por 10 minutos. A eletroforese em gel de agarose foi
realizada conforme indicado anteriormente.

Adicionalmente, a presenca de uma regiao de ~8,3 kb, previamente reportada
em estudos do genoma de ClLas psy62 (ARMSTRONG et al. 2022; ZHANG et al.
2021), foi avaliada utilizando PCR com pares de primers especificos (Tabela 9). As
misturas de reacdo e as condicbes da PCR seguiram o protocolo descrito em
ARMSTRONG et al. (2022).

3.6 Caracterizacado dos profagos

Os alinhamentos dos profagos de 9PA com SC1 (HQ377372, tipo 1), SC2
(HQ377373) e P-JXGC-3 (KY661963, tipo 3) foram realizados utilizando o programa
SnapGene (versdo 5.1.7, GSL Biotech LLC, San Diego, Califérnia, EUA) e o
alinhamento global BLAST. Os locais de integracdo no cromossomo 9PA foram
verificados por amplificacdes via PCR baseadas em locais previamente descritos
(ZHANG et al. 2011) utilizando um conjunto de primers especificos (Tabela 10). As
condi¢gbes de PCR foram realizadas de acordo com o protocolo descrito em ZHANG
et al. (2011). Os produtos obtidos foram sequenciados por Sanger, conforme descrito

anteriormente.
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Tabela 10. Primers utilizados para verificacdo de integracédo dos profagos no genoma de 9PA.

Tamanho do

ID Primers Sequéncias fragmento OT Referéncia
(pb) ()
G17F TTGATCCTCGTCCTGTCCTT
A GITR ATTAGTCCCAACATCTCAGT 2.608 o9 Zhang et al. (2011)
04952F  TCATTTGTGGGGAGAGAAGT
B Gi7R ATTAGTCCCAACATCTCAGT 2.616 o9 Zhang et al. (2011)
G17F TTGATCCTCGTCCTGTCCTT
C  33575RS  TCGGATCATAGGCTCAAACC 2.210 61 Zhang et al. (2011)
o OGIF TTGATCCTCGTCCTGTCCTT  ,gann 41050 g1 Zhang et al. (2011)
HP2 R GGTATGGTGGAGTGTGAAAGAG * : Este trabalho
L HP32_F  ACCAGCAGATGAGCGAAATAG 0 446 5 Este trabalho
33575RS  TCGGATCATAGGCTCAAACC : Zhang et al. (2011)
04952F  TCATTTGTGGGGAGAGAAGT
P 33575RS  TCGGATCATAGGCTCAAACC 2218 61  Zhangetal. (2011)

aRefere-se ao fragmento de PCR para a forma circular do profago do tipo 1.
b Refere-se ao fragmento de PCR para a forma circular do profago do tipo 3.

Fonte: a autora
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4 RESULTADOS

4.1 Fechamento de gaps, montagem e caracteristicas gerais do genoma de 9PA

As amplificacbes resultaram em um total de 124 produtos de PCR e, apés
sequenciamento Sanger, um total de 209 reads, variando de 59 pb a 1.097 pb, foram
gerados. Os reads foram efetivamente utilizados para cobrir 0s gaps e unir os contigs
restantes do genoma 9PA. Uma atencdo especial foi dedicada a amplificacdo do
operon ribossémico rrB, uma vez que foram encontrados alguns SNPs em contigs
gue abrangiam essas regides da montagem prévia do 9PA. A sequéncia de 7.962 pb,
que abrange o operon rrnB (777.181 a 785.142), apresentou uniformidade com outros
operons ribossémicos de CLas, sugerindo a auséncia de variabilidade intra-operon.
Consequentemente, ela foi utilizada para confirmar as regides 5S, 16S e 23S de
ambos os rmA e rmC, jA que compartilham sequéncias idénticas, e foi integrada a
montagem do 9PA. Coletivamente, as leituras de Sanger totalizaram 183.294 pb,
constituindo 14,9% do genoma 9PA.

A anotacao via RAST revelou 1.190 sequéncias codificadoras (CDS), das quais
41 sdo do profago, e 53 RNAs, incluindo 44 moléculas de tRNA e trés operons
ribossémicos completos. Por fim, esses esfor¢cos culminaram na montagem bem-
sucedida de um cromossomo circular com 1.231.199 pb com um contetdo de GC de
36,5% (Figura 45).
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Figura 45. Representacéo esquematica do genoma do isolado 9PA de ClLas.

W77 o
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- 1.231.199 pb 0.3 Mpb -
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Representacéo circular do genoma de ClLas 9PA com 1.231.199 pb. Os destaques dos circulos
representam: CDS (azul); regido do profago P-9PA-1 (vermelho escuro); tRNA (rosa); operons rRNA
(azul claro); contetudo de % G+C (preto) e skew GC [(G+C/(G-C))] (verde-roxo).

Fonte: a autora
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4.2 Comparacao entre genomas de isolados de CLas

A sequéncia do genoma do isolado 9PA foi comparada com 13 genomas
completos disponiveis de isolados de ClLas, revelando oito blocos localmente
colineares (Locally colinear blocks -LCBs). O LCB1 (564.434 pb, abrangendo da base
637.063 a 1.223.426 em relacao ao 9PA) exibiu 92,4% de identidade entre pares, com
apenas 73,5% de locais idénticos devido a varia¢cdes causadas pela regiao do profago.
Em contraste, o LCB7 (631.420 pb, da base 5.643 a 637.062) demonstrou alta
similaridade, com 97,7% de identidade entre pares e 99,5% de locais idénticos. Os
demais LCBs estéo localizados dentro da regido de profago e exibiram identidades e
distribuices distintas nos genomas: LCB2 (7.161 pb - 96,7% de identidade entre
pares e 90,2% de locais idénticos; ausente em Ishi-1), LCB3 (702 pb - 65,8% de
identidade entre pares e 37,9% de locais idénticos; ausente em CoFLP, 9PA, Ishi-1,
psy62 e ReuSP1), LCB4 (172 pb - 35,9% de identidade entre pares e 19,8% de locais
idénticos; ausente em psy62, 9PA, PYN e Ishi-1), LCB5 (49 pb - 96,4% de identidade
entre pares e 89,8% de locais idénticos; ausente em 9PA, Ishi-1, AHCA1, GDCZ,
psy62, CoFLP e JXGC), LCB6 (6.499 pb - 98,1% de identidade entre pares e 91,6%
de locais idénticos) e LCB8 (135 pb - 89,9% de identidade entre pares e 86,7% de
locais idénticos). Notavelmente, LCB3, LCB4, LCB5 e LCB8 séo regides repetitivas
que compreendem fragmentos do gene da DNA helicase, marcando o local de
insercao de profago nos genomas.

Os mismatches entre os genomas foram 9.091 e os gaps/inser¢cdes foram 992,
incluindo a regido do profago. A arvore filogenética unrooted foi utilizada para
descobrir a relagdo evolutiva entre os genomas de CLas. A delecdo de posicdes
ambiguas resultou em 1.846.468 posicdes definitivas (Figura 46). A analise revela
distintamente dois grupos divergentes originados de um ancestral comum. De um
lado, um grupo é formado por representantes da China (A4, PGD, GDCZ, TaiYZ2 e
JXGC), Estados Unidos (AHCA1, JRPAMB1 e psy62), Colémbia (CoFLP), Brasil
(9PA) e, de forma mais distante, Japédo (Ishi-1). Notavelmente, os isolados A4, PGD,
GDCZ, TaiYZ2, AHCA1 e JXGC constituem um subgrupo intimamente relacionado
dentro desse agrupamento. Por outro lado, o grupo mais divergente € formado por um
representante da China (PYN) e Franca (ReuSP1). Esse agrupamento destaca a
divergéncia observada entre os isolados principalmente da Asia e do grupo mais

amplo. A incorporacgdo do isolado gxpsy na arvore filogenética resultante revelou-se
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inatingivel utilizando ferramentas e métodos para explorar as relacdes evolutivas entre

0s 14 genomas neste estudo.

Figura 46. Arvore filogenética de 13 isolados de CLas.

70, | A4 (China)

PGD (China)

67% .
GDCZ (China)
67% TaiYZ2 (Thailand)

— AHCAT1 (United States)

67%

——— JXGC (China)
66%
CoFLP (Colombia)
7% 1500 | JRPAMB1 (United States)
psy62 (United States)
64%
— 9PA (Brazil)
Ishi-1 (Japan)
86% PYN (China)

ReuSP1 (France)

|
0,02

A arvore filogenética foi construida usando o método Neighbor-Joining (NJ). A arvore 6tima é
apresentada com o isolado gxpsy nao alinhada ao grupo. A arvore é desenhada em escala, com
comprimentos de ramos nas mesmas unidades das distancias evolutivas utilizadas para inferir a arvore
filogenética. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método de p-distance e estdo nas
unidades do nimero de diferencas de bases por sitio. A proporcao de sitios onde pelo menos uma base
nao ambigua esta presente em pelo menos uma sequéncia para cada clado descendente é mostrada
ao lado de cada né interno na arvore. As posi¢cdes dos cédons incluidas foram 12+22+32+N&o
codificante. Todas as posi¢cdes ambiguas foram removidas para cada par de sequéncias (opcao de
exclusdo de pares).

Fonte: a autora
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A avaliacdo dos dados gerados pelo Mauve visava descobrir diferencas
significativas entre os genomas do isolado 9PA e os previamente sequenciados. Apos
um processo de selecdo manual, selecionamos seis HGRs dentre 252, que
apresentaram disparidades nos genomas comparados. Trés desses segmentos estao
localizados dentro da regido de profago e podem ser Uteis para identificar diferentes

tipos de profagos (Tabela 11).

Tabela 11. Primers e caracteristicas das HGRs.

ID Primers Regiéo Posicao*
HGR_2 2 FI2 R Cromosomal 976.133...978.271
HGR_4 4 Fl4 R Profago 1.216.242...1.216.534
HGR_6 6_F/6_R Profago 1.204.232...1.204.252
HGR_7 7 FIT R Profago 1.191.702...1.193.101
HGR_12 12 F/12_R Cromosomal 346.667...346.703
HGR_M LJ1194f/ LJ1195r e LI1240f/ LI1234r Cromosomal 1.078.191...1.079.660

*Referente ao genoma de 9PA.
Fonte: a autora

A HGR_2 abrange uma sequéncia de 2.139 pb, ausente nos genomas de
JRPAMBL1 e psy62. Essa sequéncia esta posicionada entre as coordenadas 976.133
e 978.271 no genoma do 9PA. Nessa regido, existem trés ORFs: duas codificando
proteinas hipotéticas e uma codificando uma proteina repressora de fagos
(respectivamente CD16_ 04340, CD16 04345 e CD16_05700 do isolado A4). Vale
ressaltar que a principio HGR_2 ndo foi encontrada no genoma do 9PA no
alinhamento obtido anteriormente; no entanto, por meio de validagdo subsequente por
PCR, a sequéncia ausente foi incorporada com sucesso no genoma.

A HGR_4 representa um segmento que abrange uma regido variavel de
profago (1.216.242 a 1.216.534 no 9PA), que faz parte de uma proteina reguladora
transcricional/proteina repressora associada a fagos C2 (SC1 _gpl25 do profago
SC1). Apesar de estar localizada na regido de genes precoces, essa sequéncia
demonstrou um padrdo de distribuicdo divergente entre os diferentes tipos de
profagos. Os dados de PCR mostraram a presenca de uma regiao de 293 pb e 624
pb, respectivamente, nos profagos do tipo 1 e 3 do 9PA (23.677 a 23.969 e 15.333 a
15.956), enquanto, por analise tedrica de sequéncia, SC1 apresentou divergéncias
que impedem sua amplificacdo. Em SC2, utilizando a mesma analise tedrica,

constatou-se que um fragmento de 601 pb é amplificado.
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A HGR_6 compreende uma sequéncia de 21 pb (1.204.232 a 1.204.252 no
9PA) dentro de uma ORF que codifica uma proteina de integridade da parede celular
de profago, alternativamente anotada como uma possivel bacteriocina do tipo colicina
la (SC1_gp060 do SC1). Notavelmente, por andlise de sequéncia, essa ORF foi
detectada apenas em isolados que carregam o profago do tipo 1, como gxpsy, psy62,
ReuSP1 e PYN. No entanto, considerando que o primer 6_F foi especificamente
desenhado na sequéncia de 21 pb que apresenta divergéncias na ocorréncia em
isolados de CLas avaliados, é possivel que isolados que possuem o profago do tipo 1
possam nao exibir amplificagdo como resultado. Isso foi observado em psy62.

HGR_7 exibe variabilidade nas regides de profagos entre os isolados. A
sequéncia esta posicionada na juncao das regides de genes precoces e tardios (de
1.191.702 a 1.193.101 em 9PA) e codifica para uma guanilato quinase e uma proteina
hipotética (SC1_gp230 e SC1_gp235 do SC1). Os dados de PCR para o profago do
tipo 1 de 9PA resultaram em um fragmento de 1.400 pb, enquanto que, teoricamente
para SC2, resultaria em um fragmento de 2.593 pb codificando cinco proteinas. Isso
inclui uma possivel proteina de imunidade a colicina (SC2_gp255 do SC2). Para
profagos do tipo 3 (em ambos os isolados 9PA e JXGC), nao foi evidenciado sitio para
o primer 7_F. Mesmo entre isolados que abrigam os mesmos tipos de profagos (tipo
1 ou 2), padrdes distintos de amplificacdo podem ser obtidos.

HGR_12 é uma regido variavel de repeticdo em tandem (AGACACA) que foi
avaliada previamente em estudos genéticos envolvendo isolados de CLas (CHEN et
al., 2010; DA SILVA et al., 2019; GOSH et al., 2015). Esta regido esta localizada nas
coordenadas 346.667 a 346.701 no genoma de 9PA e se encontra em uma ORF que
codifica uma proteina repressora de fagos C2 (CLIBASIA_01645 do psy62). Entre os
isolados analisados, 9PA, JRPAMB1, psy62 e PYN exibiram cinco repeticbes de
HGR_12, enquanto que A4, JXGC e PGD apresentaram seis repeticdes. Por outro
lado, ReuSP1, AHCA1, GDCZ e TaiYZ2 mostraram sete repeticdes, Ishi-1 e gxpsy
exibiram oito repeticdes, e CoFLP se destacou com 17 repeticoes.

Por fim, HGR_M foi identificada como uma regiao variavel recém descoberta
em isolados de ClLas. Enquanto ARMSTRONG et al. (2022) identificaram uma
sequéncia de ~8.300 pb, ZHANG et al. (2021) apontaram uma de 8.869 pb. Essa
sequéncia engloba oito ORFs e corresponde a um fago de DNA de fita simples da
familia Microviridae, chamado CLasMV1 (Numero de Acesso GenBank CP045566.1).
Entre as oito ORFs do CLasMV1, seis séo categorizadas como hipotéticas e duas tém
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funcdes reconhecidas, anotados como proteina de iniciacdo de replicacédo
(GE519_gp06) e uma proteina do capsideo principal (GE519_gp08). Por meio de uma
andlise de Blastn, ficou evidente que a sequéncia do fago CLasMV1 esta totalmente
intacta em A4 (Fago Liberibacter pCLasA4, Numero de Acesso GenBank N890136.1)
e JRPAMBL, exibindo 100% de identidade e cobertura, enquanto que em GDCZ (Fago
Liberibacter pCLasGDCZ2, Numero de Acesso GenBank MN890137.1) falta um
fragmento de ~200 pb. Em outros isolados de CLas disponiveis, sua presenca é
apenas parcial, revelando trés regioes de similaridade: I, Il ou lll (Figura 47). A Regiéo
| mostrou consisténcia na aparéncia e parece ser conservada entre 0s genomas,
enquanto que as Regides Il e Il exibem uma maior divergéncia. Ao comparar a
sequéncia do CLasMV1 com 9PA, dois hits parciais foram observados: I, da base 91
a 1.547 (1.078.191 a 1.079.660 em 9PA) e Il, da base 4.111 a 4.896 (1.034.506 a
1.034.114 em 9PA) (Figura 47). As sequéncias exibiram 99,1% e 38,4% de identidade

entre pares, respectivamente.
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Figura 47. Andlise de BLASTn para detectar a presenca do CLasMV1 nos genomas de ClLas,

identificado como HGR_M.
L1240f

(1.417) 1J1234r

LJ1194f
(4.255)

LJ1195r
(5.580)

. (1.581) “
2.000 4.000 . 6.000 8.000

eV @eea ¢ s PR —p SR
9PA 91|:|1-547 4‘1111:] 4.896

psy62 91547 4.091-— 4391

A — 4127 16,663

Ishi-1 1 1.719 4.091I:|4_330 7.374 8.813
Ad (pCLasA4)]1 8.821
IXGC 91: 1.547 4.127‘ ‘6.663

JRPAMB1 7] 837
TaiyZ2 91 1.719 4.091|:|4.330

ReusP1 9l—————— 1.719 4.091D 4.330

PGD Sll:ll.T"lQ 4.091|:| 4391

PYN 1.273|:| 1.547 3A801l:|4.439 5.672 l:|6.212

CoFLP A7 40914330

AHCA1 S5y 1752 4'091E4'330

GDCZ 1‘ 1.50|1 |1.734 8|.814
(pCLasGDCZ2)

Retangulos azuis-claros representam regides de similaridade de sequéncia entre o CLasMV1 e os
genomas de CLas, indicando hits significativos. Os nameros indicam posi¢des especificas de inicio e
término onde os hits foram detectados. Retangulos cinzas correspondem a ORFs hipotéticas 1a5e 7
do CLasMV1, e retdngulos verde claro e roxo claro (6 e 8) representam a proteina do capsideo principal
e a proteina de iniciagdo de replicacdo, respectivamente. Setas vermelhas marcam as regides dos
genomas onde os primers LJ1194f/ LJ1195r e LJ1240f/ LJ1234r se anelam. As posi¢8es dos locais de
anelamento dos primers estao entre parénteses, indicando suas posi¢des iniciais e finais no genoma
do CLasMV1, e as trés regides principais dos hits do BLASTn s&o representadas por I, Il e Ill.

Fonte: a autora

4.3 Ocorréncia de seis HGRs em isolados de CLas do campo no estado de Séo

Paulo

Neste estudo, foram obtidas 68 amostras de isolados de 12 localidades em
cinco areas com média e alta incidéncia de HLB no estado de S&o Paulo. Essas
amostras foram distribuidas da seguinte forma: 37 de AVA, 14 de DUA, 7 de ITG, 6
de LIM e 4 de MAT. A quantificacdo dessas 68 amostras, juntamente com as amostras
de isolados de controle, revelou valores baixos de cicle threshold (Ct) e fragmentos
de PCR consistentes com a presenca de ClLas (Dados ndo mostrados). Na analise

das seis HGRs, os isolados foram categorizados em 21 perfis distintos, de A a U, de
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acordo com o tamanho dos produtos de amplificacdo (Figura 48). Os isolados de
campo representam 16 perfis, de A a P.

Em relacdo aos 68 isolados de campo, 20,6% (14 no total) exibiram o perfil A,
idéntico ao perfil do isolado 9PA. Outros 41,2% dos isolados (28) apresentaram o perfil
B e 10,3% (7) tinham o perfil C. Os 27,9% restantes dos isolados (19) exibiram uma
variedade de 13 perfis, rotulados de D a P. Dentro desse grupo, os perfis F, I, O e P
cada um tinham dois isolados representativos, enquanto o perfil G tinha trés. Por fim,
os perfis D, E, H, J, K, L, M e N foram representados por um isolado cada (Figura 48).

Figura 48. Classificacéo das 68 amostras de isolados de campo e amostras de controle de CLas.

Perfil HGR 2 HGR 4 HGR_6 HGR_7 HGR_M HGR_12 %
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P 2.9
Q (Flérida)

R (CostaRica)

S (india)
T (Behai)
U (3PA)

Os isolados analisados foram categorizadas em perfis distintos de A a P (para isolados de campo) e
de Q a U (para isolados-controle) com base nos padrées de amplificacdes de PCR observados para as
6 HGRs avaliadas. Os numeros abaixo das HGRs estdo relacionados ao tamanho esperado dos
produtos de PCR.

Fonte: a autora

De um total de 68 isolados, 94,1% (64) amplificaram para a HGR_2, enquanto
5,9% (4) ndo mostraram amplificacdo para esta regido (Apéndice D). No caso de
HGR_4, 89,7% (61) dos isolados apresentaram simultaneamente fragmentos de 292
pb e 624 pb, indicando que provavelmente ambos os profagos tipo 1 e 3 estavam
presentes. Nos isolados restantes, 59% (4) e 4,4% (3), respectivamente,

apresentaram amplificacbes apenas de 624 pb (tipo 3) ou 292 pb (tipo 1). Assim,
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indicando que enquanto cerca de 90% dos isolados possuem sequéncias de dois
profagos, ~10% possuem sequéncia de apenas um. Em relacdo a HGR_6, quase 87%
(59) dos isolados apresentaram amplificacdo, enquanto 13% (7) ndo amplificaram. Da
mesma forma, para a HGR_7, 94% (64) dos isolados exibiram amplificagdo, enquanto
que 6% (4) ndo apresentaram. As HGRs 4, 6 e 7 fornecem uma visdo completa para
entender a ocorréncia dos profagos. A identificacdo do profago do tipo 1 é
caracterizada pela amplificacdo de um fragmento de 293 pb. A ambiguidade entre 624
pb (tipo 3) e 601 pb (tipo 2) pode ser resolvida por meio da amplificacdo de 1.666 pb
e 1.400 pb para HGR_6 e HGR_7, respectivamente, sendo essa uma possibilidade
apenas na presenca do profago do tipo 1. Em casos em que o profago do tipo 2 esta
presente, quando utilizado os primer para HGR_7 é obtido um fragmento distinto de
2.290 bp ou 2.593 pb, como observado em controles de Behai, Costa Rica e Florida.

Especificamente, HGR_12 apresentou trés possibilidades com base na
comparacao de genomas e no tamanho tedrico do fragmento: i) fragmento de 499 pb,
i) fragmento variando de 513 a 520 pb, e iii) fragmento de 583 pb. Em
aproximadamente 76% (52) dos isolados houve amplificagcdo do fragmento menor
(499 pb), enquanto 14,7% (10) exibiram amplificacbes para os tamanhos
intermediéarios (variando de 513 a 520 pb), e 4,4% (3 amostras) tiveram amplificacbes
para o fragmento maior (de 583 pb). Os isolados restantes (3) ndo apresentaram
amplificacédo nesta regiao).

No contexto da analise de variabilidade para HGR_M, foram identificados dois
perfis distintos. Em 100% (68) dos isolados analisados, foi observada a amplificacéo
de um fragmento de 333 pb contendo a regido | (ver Figura 47). Entre esses isolados,
66,2% apresentaram amplificacdo simultanea de um fragmento de 333 pb e um
fragmento de 1.333 pb, abrangendo ambas as regides | e Il. Em relacdo as amostras
de isolados-controle, elas exibiram perfis distintos: 9A, 1PA e 2PA foram agrupados
no perfil A, enquanto a Flérida foi identificada como perfil Q, Costa Rica como perfil R,
india como perfil S, Behai (China) como perfil T e 3PA como perfil U. Apesar de serem
classificados como perfis distintos, Florida e Costa Rica exibiram um padréo de
amplificagcdo semelhante, com apenas duas diferengas notaveis na amplificagdo das
HGR_M e HGR_12.
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4.4 Caracterizacado dos profagos

Anteriormente descritos como profagos dos tipos 1 e 3 (SILVA et al. 2021), os
contigs 156 (JABDRZzZ010000156.1) e 157 (JABDRZ010000157.1) do genoma
preliminar de 9PA foram designados como P-9PA-1 e P-9PA-3 de acordo com a
nomenclatura estabelecida (ZHENG et al. 2017). Os dados gerados pelo GCview
mostraram que o genoma do P-9PA-1 possui 39.797 pb e um conteudo de GC de
41,46%, enquanto o P-9PA-3 tem 31.802 pb e um contetdo de GC de 39,93% (Figura
49).

Figura 49. Representacdo esquemética das formas circulares dos profagos P-9PA-1 (A) e P-9PA-3
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Da parte externa para a parte interna, sdo mostradas as sequéncias codificantes (CDS) do genoma de
P-9PA-1 e P-9PA-3 (em vermelho escuro e verde, respectivamente), o conteddo de GC (em preto) e o
GC skew [(G-C/(G+C))] (em verde claro e roxo).

Fonte: a autora

Amplificacbes via PCR com primers especificos baseados em regides de
integracéo de profagos no cromossomo de CLas indicaram que o P-9PA-1 ocorre
tanto como profago circular (conjuntos de primers A e G) quanto como profago
integrado (conjuntos de primers B e C), enquanto que para o P-9PA-3 h& a certeza
apenas de sua nao integracdo com base no conjunto de primers utilizados. (Figura
50).
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Figura 50. Organizacédo dos profagos P-9PA-1 e P-9PA-3 no genoma do isolado 9PA.
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Em (A) e (B) estéo representadas as formas circulares dos profagos. Em (C) estdo os resultados das
amplificagBes via PCR quando conjuntos de primers A (G17F/ G17R — 2.608 pb), B (04952F/G17R —
2.616 pb); C (G17F/ 33575RS — 2.210 pb), G (G17F/ HP2_R — 2.832 pb ou 4.125 pb), P (04952F/
33575RS - 2.218) e H (HP32_F/ 33575RS — 2.446 pb) foram usados. A canaleta M é o marcador de 1
kpb plus da Invitrogen. Em (D) esta indicado a forma linear in tandem do profago P-9PA-1. A regido de
integracao é delimitada por duas linhas tracejadas em vermelho. As caixas de setas vermelhas escuras
e cinzas representam, respectivamente, os genes do profago e os genes cromossémicos. As setas
vermelhas indicam o sitio de reconhecimento dos primers Seis conjuntos de primers (Circulos pretos)
foram combinados para determinar a presenca das formas circular e linear dos profagos.

Fonte: a autora

O profago P-9PA-1, compreendendo 41 ORFs, exibiu identidades de sequéncia
de 83%, 65% e 67% quando comparado com SC1l, SC2 e P-JXGC-3,
respectivamente. Em comparacdo com SC1, foram observadas 841 diferencas,
incluindo 815 mismatches e 26 gaps/insercbes. Embora seis ORFs do P-9PA-1
tenham mostrado diferencgas significativas a nivel de nucleotideos, o rearranjo dos
profagos na regido de genes tardios foi quase idéntico, com 91% de identidade de
sequéncia (Figura 51). Na regidao dos genes tardios, P9PA1 gp0l1, P9PA1l gp02,
PO9PA1 gp03 e PO9PAL1l gp04 exibiram 73% de identidade em nivel de nucleotideos
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com ORFs SC1_gp005, SC1_gp010, SC1_gp015 e SC1_gp020, mas demonstraram
99,95% de identidade (100% de cobertura) com um mosaico contendo sequéncias
parciais codificando 2 guanilato quinases putativas (SC2_gp230 e SC1_gp235) e 4
proteinas hipotéticas (SC1_gp005, SC1 gp010, SC1 gp030 e SC1_gp035) de
profagos SC1 e SC2. Um cenario semelhante foi observado para P9PA1 gpl7, que
nao foi encontrada em SC1, mas coincidiu com um rearranjo de uma proteina de
juncao de cabeca-cauda e uma holina putativa (SC1_gp105e SC1_gp110). Com base
em anotacao de funcdo de proteina, P9PA1 gpl2 compartilha fungbes semelhantes
com a proteina do capsideo principal SC1_gp090, no entanto, as ORFs exibem uma
baixa porcentagem de identidade de sequéncia (47%). Apesar disso, P9PA1l gpl2
mostrou alta identidade a nivel de sequéncia (100% de identidade e cobertura) com
ORFs de profagos do tipo 1 dos isolados SGCA-5, PYN, ReuSP1 e gxpsy.

Na regido de genes precoces, comum entre a maioria dos profagos ClLas, P-
9PA-1 apresentou 92% de identidade com o SC1, diferindo apenas em trés ORFs
(Figura 51). Nessa regido, PO9PA1_gp20 apresentou 44% de cobertura com uma
subunidade pequena terminal SC1_gp120, mas mostrou 100% de identidade a nivel
de nucleotideos com a proteina hipotética PIJIXGC_gpl4 de P-JXGC-3. Além disso,
PO9PA1 gp21, proposta como uma proteina reguladora transcricional, exibiu até 91%
de identidade (100% de cobertura) com ORFs das regides profagicas tipo C,D,He G
do isolado FL-Periwinkle. Esses tipos foram designados de acordo com diferentes
perfis de mosaicos por ZHOU et al. (2013) em bibliotecas de profagos na Florida. Além
disso, esse ORF exibiu 98% de identidade (92% de cobertura) com a putativa proteina
repressora relacionada a fagos C2 SC2_gpl125. Por fim, P9PAL1 gp40 foi anotada
como uma guanilato quinase, assim como SC1_gp230, mas ambas compartilham
apenas 60% de identidade a nivel de nucleotideos. Ainda assim, essa ORF exibe altas
similaridades (até 99% de identidade e 94% de cobertura) com ORFs de profagos tipo
1 e 2 de vérios isolados de CLas.

Passando para o Profago P-9PA-3, que compreende 36 ORFs, o alinhamento
com P-JXGC-3 revelou 112 mismatches e 9 gaps/ insercdes. Essas diferencas estédo
principalmente em regibes nao codificadoras e das ORFs P9PA3 gpl5 e
PO9PA3 gpl6 (genes precoces). Apesar dessas variagcbes, 0s profagos
compartilharam uma notavel identidade de 98%, com o restante dos ORFs sendo
idénticas (Figura 51). Adicionalmente, P-9PA-3 apresentou 65% de identidade quando

comparado a SC1 e SC2, principalmente devido a regido de genes precoces.
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PO9PA3 gpl5 demonstrou 89% de similaridade (89% de identidade e cobertura) com
a proteina hipotética PIJIXGC_gpl5, enquanto que apresentou 97% de identidade
(100% de cobertura) com ORFs das regifes profagicas do tipo C, D e H de FL-
Periwinkle e profagos tipo 2 (FP2, SC2 e P-PA19-2). Por outro lado, POPA3_gpl6 néao
foi encontrada em P-JXGC-3, mas exibiu até 99% de identidade (100% de cobertura)
com proteinas hipotéticas relacionadas a profagos dos isolados gxpsy, JRPAMB1,
psy62 e UF506, que possuem profagos tipos 1 e 2. Essa ORF mostrou alta
similaridade (99% de identidade e cobertura) com base em anotacao de fungédo com

uma proteina madura do tipo | de proliferacdo de células T (Figura 51).
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Figura 51. Mapa de alinhamento gendmico que mostra as semelhancas entre os profagos do isolado 9PA de CLas com SC1 de UF506 e P-JXJC-3 de JXGC.
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5 DISCUSSAO

Os rascunhos de genomas, também chamados de drafts, sdo ferramentas
extremamente Uteis para pesquisas iniciais e explora¢des. No entanto, quando se
trata de estudos abrangentes da estrutura genbémica, 0os genomas completos séo
considerados o padrao-ouro (RICKER et al.,, 2012). CLas representa uma ameaca
significativa para a industria global de citros e apesar dos muitos impedimentos em
estudos com essa bactéria por conta de sua natureza fastidiosa e impossibilidade de
cultivo, avancos em sequenciamento do genoma ofereceram luz sobre sua
diversidade genética (de PAULA et al. 2019; DING et al. 2009; ISLAM et al. 2012;
KATOH et al. 2011; LIU et al. 2011; MATOS et al. 2013; WANG et al. 2015; ZHENG
et al. 2016a).

No presente trabalho, obtivemos o genoma circular do primeiro isolado
brasileiro de CLas, nomeado como 9PA. Fechamos todos os gaps remanescente de
uma montagem prévia usando amplificacdes por PCR e sequenciamento de Sanger,
0 que resultou em um genoma completo e circular de 1.231.199 pb. Em uma analise
comparativa de genoma inteiro, foram examinadas detalhadamente as paisagens
genéticas do isolado 9PA em comparacdo com 13 genomas completos de CLas,
incluindo isolados da China (gxpsy, A4, JXGC, GDCZ, PGD e PYN), Estados Unidos
(AHCA1, JRPAMBI1 e psy62), Colébmbia (CoFLP), Franca - llha Reunido (ReuSP1),
Japao (Ishi-1) e Tailandia (TaiYZ2). Nossa analise revelou a presenca de oito LCBs,
gue sao regides do genoma que compartilham sintenia (DARLING et al., 2004). Dois
desses LCBs, juntos, constituem 97,6% dos genomas de ClLas comparados,
indicando uma histoéria evolutiva compartilhada. 1sso sugere significancia funcional ou
pressbes seletivas que preservaram estruturas gendmicas especificas
(KIRCHBERGER; SCHMIDT; OCHMAN, 2020). Como CLas é um patdgeno interno
obrigatdrio, a conservacdo observada dessas estruturas gendmicas sugere um papel
vital na biologia do patégeno e sua interacdo com seus hospedeiros. Por outro lado,
0s seis LCBs restantes estdo localizados dentro da regido do profago, indicando
regides suscetiveis a rearranjos genéticos e sujeitos a pressdes evolutivas impostas
por ambientes dinamicos (KIRCHBERGER; SCHMIDT; OCHMAN, 2020; ZHOU et al.,
2013). Este dinamismo provavelmente contribui para as variagcdes observadas entre
diferentes isolados: 9.091 mismatches e 992 gaps/inser¢cdes no total. Apesar disso,

0S genomas mantiveram uma alta identidade a nivel cromossémico, o0 que significa
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gue a divergéncia em termos evolucionarios € recente. Isso pode ser observado na
arvore filogenética, que sugere apenas 2 grupos divergindo de um ancestral comum.
Dentro de um desses grupos principais, um subgrupo compreende
predominantemente representantes da Asia (A4, PGD, GDCZ, TaiYZ2 e JXGC), com
um unico isolado dos Estados Unidos (AHCA1L). Além disso, neste grupo, O
representante do Brasil (9PA) parece mais proximo dos isolados dos Estados Unidos
JRPAMBL e psy62. No entanto, é importante ressaltar que a arvore filogenética ndo
reflete exclusivamente as origens geogréaficas, como exemplificado pelo agrupamento
separado de isolados da China (PYN) e Franca (ReuSP1).

Além dessas comparacbes genbmicas, 0 presente estudo possibilitou a
identificacdo de seis HGRs que desempenharam um papel crucial na compreensao
da dinamica populacional em isolados brasileiros. A diversidade no perfil dos 68
isolados de campo de ClLas examinados fornece informacfes sobre a variacdo
genética na populacdo de CLas. Embora o isolado 9PA tenha sido escolhido como o
haplétipo dominante com base em marcadores SSR (DA SILVA et al., 2019), a analise
completa da sequéncia permitiu uma comparagdo mais profunda com isolados
sequenciados completamente, possibilitando o desenvolvimento e aplicacdo de
comparacdes gendmicas especificas a amostras de campo. Os dados apresentados
indicam que pelo menos algumas variacdes detectadas entre 0s genomas
comparados estdo de fato presentes na populacdo de campo de isolados de ClLas
atualmente. Impressionantes 72% das amostras exibiram perfis A, B ou C, sendo o
perfil B o mais predominante, representando 41% dos casos. Em contraste, 0s 28%
restantes das amostras apresentaram 13 perfis distintos variando de D a P. Variacfes
de perfis também foram observadas por WANG et al. (2012) ao estudarem regides
gendmicas com hipervariagées em isolados da China e Florida. A presenca de tais
variacbes genéticas entre os isolados de ClLas de S&o Paulo pode parecer
surpreendente diante de estudos anteriores que sugeriam homogeneidade genética
dentro das populagdes de CLas no Brasil, principalmente utilizando marcadores SSRs
e STRs (DA SILVA et al., 2019; DE PAULA et al., 2019). Uma possivel explicacédo
para essa divergéncia é a diferenca em resolugéo e sensibilidade entre os métodos
utilizados nesses estudos anteriores e a abordagem de sequenciamento do genoma
completo e genbmica comparativa empregada em nossa analise. Devido aos SSRs e
STRs serem regides do genoma com taxas de mutacdo relativamente altas, sua

ocorréncia é menor em regides génicas (VIEIRA et al.,, 2016). Além disso podem
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apresentar um nivel relativamente menor de polimorfismo, o que significa que eles
podem nao ser capazes de detectar todas as diferencas genéticas entre individuos ou
populacdes. Dessa forma, esses métodos podem ndo capturar a diversidade genética
em escala mais fina que pode ser observada no nivel do genoma inteiro. Nossa
analise, por outro lado, fornece uma visdo mais abrangente da paisagem genética dos
isolados de CLas ao examinar o genoma inteiro, incluindo regies cromossémicas e
de profagos. Essa abordagem nos permite detectar variagdes genéticas que podem
ndo ser aparentes quando nos concentramos apenas em SSRs e STRs. Uma
abordagem necessaria seria a comparacdo de diferentes maneiras de analisar
isolados da colecdo de campo, levando em consideracao também a possibilidade de
introdugdes multiplas de isolados de CLas em uma Unica arvore, assim como
observado por ZHOU et al. (2013).

Observou-se que 94,1% das amostras avaliadas continham uma regido de
2.139 pb, (HGR_2), englobando duas proteinas hipotéticas e uma proteina repressora
de fago, que estava ausente no genoma preliminar do isolado 9PA (SILVA et al. 2021).
Essa discrepancia provavelmente se deve a imprecisdes nos dados/montagem do
sequenciamento de nova geracao, ja que a mesma fonte vegetal foi utilizada. Por outro
lado, nossas amostras de controle da Flérida e Costa Rica mostraram amplificacdo de
um fragmento de 715 pb, indicando auséncia dessa regido. Essa divergéncia sugere
potenciais distincdes genéticas entre isolados de ClLas de diferentes éareas
geograficas em relacdo as proteinas repressoras de fago. Além do HGR_2, o HGR_4
e 0 HGR_12 também estdo em regides contendo uma proteina repressora de fago. A
comparacao de sequéncias nao revelou similaridade significativa, apesar da anotacéo
como proteinas repressoras de fago. I1sso sugere que elas podem ter sido adquiridas
de diferentes tipos de profagos. A importancia da proteina repressora de fago esta em
seu papel essencial nas bactérias, especificamente na regulacdo da atividade dos
fagos. Essa regulacéo ajuda a manter um equilibrio delicado entre os ciclos lisogénico
e litico dentro das células hospedeiras, um mecanismo crucial para a sobrevivéncia
bacteriana. A proteina repressora de fago lambda se liga a uma sequéncia especifica
no genoma do fago. Essa ligacdo impede que o fago inicie o ciclo litico, por outro lado
a proteina repressora de fago P22 se liga a um operon no genoma da bactéria. Esse
operon codifica genes necessarios para o ciclo litico, desta maneira a ligacdo da
proteina repressora de fago também impede a expresséo desses genes (SAUER et
al., 1983; KIM et al., 2013).
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O profago tipo 1 € identificado por um fragmento de 293 pb (HGR_4), enquanto
gue a ambiguidade entre o tipo 3 (624 pb) e o tipo 2 (601 pb) pode ser resolvida pela
amplificacé@o especifica para o HGR_7 de 1.400 pb (profago tipo 1) ou 2.290/2.593 pb
(profago tipo 2). Especificamente, o HGR_6 nos ajudou a detectar uma variacao de
21 pb dentro de uma proteina de integridade do envelope celular, também anotada
como uma putativa Colicina IA (SC1_gp060 no genoma do profago SC1). Jao HGR_7
revelou variagdes na juncdo das regides de genes precoces e genes tardios, incluindo
a presenca de uma sequéncia mosaico (numero de acesso do GenBank MH733245.1)
relatada anteriormente em isolados brasileiros que possuem o profago tipo 1 (Da
SILVA et al. 2019) e uma regido contendo uma guanilato quinase (SC2_gp230), uma
proteina de imunidade a colicina (SC2_gp255) e uma putativa adesina
autotransportadora trimérica (SC2_gp240) em SC2. Nosso estudo revelou uma co-
ocorréncia significativa de ambos os tipos de profagos 1 e 3 em uma grande maioria
dos isolados examinados (89,7%), em vez da presenca Unica de um dos tipos 1 ou 3.
Esta observacgéo se alinha com as conclusdes de CUI et al. (2021) em seu estudo,
que se concentrou em amostras originarias da China. A recorrente co-ocorréncia
desses tipos de profagos em regides diversas (China e Brasil) sugere um padrao
consistente dentro das populacdes de CLas. Notavelmente, apenas uma pequena
fracdo das amostras (10,3%) apresentou a presenca Unica de profagos tipo 1 ou tipo
3, indicando que pode haver uma preferéncia ou selecdo entre os isolados de CLas
brasileiros para abrigar essa combinacao de profagos.

Em relacdo a variacdo na proteina de integridade do envelope celular ou
putativa bacteriocina colicina la (HGR_6), essa diferenca foi apontada no capitulo 2
deste trabalho, destacando as divergéncias entre os genes SC1_gp060 de diferentes
isolados, notavelmente 2PA, Poona e UF506. Aproximadamente 10,3% dos isolados
ndo apresentaram a variacdo de 21 pb observada nos isolados-controle da Florida,
Costa Rica e Behai. Essa divergéncia destaca a baixa heterogeneidade genética
presente nesta regido entre os isolados de CLas. No caso do HGR_7, observamos
um padréo predominante de amplificacéo de 1.400 pb caracteristico dos profagos tipo
1, mesmo em uma amostra que amplificou apenas um fragmento de 624 pb no HGR_4
(amostra 30), o que significa que mais de um isolado pode estar presente em uma
Unica arvore. Nenhum isolado de campo apresentou padrdo de amplificacdo via PCR
de HGR_7 para profagos tipo 2 (2.290 ou 2.593 pb), exceto os isolados-controle Behai,
Costa Rica e Florida. Além disso, duas amostras ndo apresentaram nenhuma
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amplificacdo em HGR_7, como observado no isolado controle da india. Essas
variacOes destacam possiveis disparidades regionais na composicéo dos profagos de
isolados de CLas, como visto na ocorréncia de profagos em alguns isolados da China,
india, Estados Unidos e Paquist&o (CUI et al., 2021; DAl et al., 2019; DAS et al., 2021).
Ainda, essa observacdo também pode ser apoiada pelos resultados de GAO et al.
(2022), que relataram uma alta densidade de variacéo na regido do profago, com uma
estimativa de 23,3 varia¢gOes por Kb. Vale ressaltar que, sendo considerada junto com
a China como provavel origem da HLB, a india demonstra a necessidade de estudos
de diversidade com isolados de CLas, em contraste marcante com a abundéancia de
relatos da China (CHEN et al., 2011, CUI et al., 2021; ISLAM et al., 2012; MA et al.,
2014; GAO et al., 2022; TOMIMURA et al., 2009; LIU et al., 2011; TANG et al., 2011).

Caracterizada pela sequéncia repetitiva AGACACA, aregidao de VNTR HGR_12
ganhou atencdo em estudos genéticos envolvendo isolados de CLas (CHEN et al.,
2010; Da SILVA et al., 2019; GOSH et al., 2015). E importante notar que esta regi&o
reside dentro de um ORF responséavel pela codificagcdo de uma proteina repressora
de fago. CHEN et al. (2010) destacaram a ocorréncia frequente de AGACACA com
cinco repeticbes em isolados da Flérida. Neste estudo este padréo foi observado em
varios isolados, incluindo 9PA, JRPAMBL1, psy62 e PYN. A consisténcia entre esses
isolados sugere possiveis assinaturas genéticas regionais dentro das popula¢des de
CLas. Nas amostras avaliadas, ressalta-se a alta heterogeneidade genética desta
regiao.

Dentre as regifes estudadas, a HGR_M se destaca por estar ligada a um
membro recentemente identificado da familia de Microviridae de CLas, conforme
detalhado no estudo conduzido por ZHANG et al. (2021). Em nossa propria
investigacdo, ao conduzirmos a analise de variabilidade molecular para HGR_M
usando concomitantemente 0s conjuntos de primers LJ1194f/LJ1195r e
LJ1240f/LJ1234r e empregando a comparacdo do genoma, um padrdo distinto
emergiu. A presenca da Regido |, abrangendo das bases 1 a 1.719 (ou 91 a 1.547 em
relacdo a 9PA), resultou na amplificacdo de um fragmento de 333 pb, observado em
100% das amostras analisadas. Curiosamente, quando ambas as Regides | e |l
completas estavam presentes, a amplificagéo gerou fragmentos de 333 pb e 1.333 pb.
Notavelmente, no conjunto de isolados 66,2% exibiram a presenca simultanea das
Regides | e Il, enquanto nenhuma possuia apenas a Regido Il completa. A diversidade

observada nesses HGRs pode ter implicagdes significativas para a plasticidade do
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genoma do CLas. Em seu estudo, ARMSTRONG et al. (2022) relacionaram a menor
susceptibilidade ao HLB em toranja a auséncia do CLasMV1 nessas plantas e HAO
et al (2019) apontaram que um gene de profago que codifica para uma proteina
putativa, chamado de LasP235, ao ser clonado e expresso em citrus, causou nestas
plantas os mesmos sintomas do HLB. Tais resultados indicam que regides de fagos e
Microvirus sdo importantes para a sintomatologia e plasticidade do HLB. Pesquisas
adicionais sdo necessarias para investigar os papéis funcionais das outras regifes
hipervaridveis apontadas neste estudo e seu potencial impacto na gravidade do HLB
e nas estratégias de manejo desta e outras doencas citricas.

Nossa analise do genoma do isolado 9PA revelou dois profagos distintos, P-
9PA-1 e P-9PA-3. P-9PA-1, caracterizado como um profago tipo 1, exibiu 83% de
similaridade genética a SC1, mas também revelou 841 variacbes genéticas
(mismatches, gaps e insercdes). Notavelmente, certas ORFs de genes tardios dentro
de P-9PA-1, como P9PA1 gp0l, P9PAl gp02, P9PA1l gp03 e P9PALl gp04,
exibiram estruturas mosaicas semelhantes as descobertas de estudos anteriores em
isolados de ClLas do Brasil (Da SILVA et al., 2019). Esta regido genética combina
elementos dos profagos SC1 e SC2. Além disso, POPA1 gpl7, embora ausente em
SC1, apresentou similaridades a um arranjo genético envolvendo uma proteina de
juncao cabeca-cauda e uma putativa holina. Na regido de genes precoces, as ORFs
POPA1 gp20 e P9PAL1_gp21 exibiram variacdes e similaridades com outros profagos.
POPA1_gp20 exibiu 100% de identidade nucleotidica com uma proteina hipotética de
P-JXGC-3, e P9PAL1 _gp21 exibiu até 91% de identidade com uma ORF do tipo D do
profago do isolado da Florida FL-Periwinkle (ZHOU et al., 2013). Em seu trabalho, os
autores definiram os tipos com base em regides de rearranjos e recombinacdes de
profagos encontrados, e ainda correlacionaram essas variacdes a hospedeiros
diferentes (como citrus, psilideos e vinca) e a divergentes sintomas em citros. Ainda,
apontaram que o tipo D foi predominantemente encontrado em laranjeiras-doces em
comparacao a psilideos, que continham somente os tipos A, B ou C. Tal observacéo
sugere associacdo entre os tipos de profagos e seus rearranjos e diferentes
hospedeiros e manifestagcao de sintomas. Por fim, POPA1_gp40, compartilhou altas
similaridades com genes de guanilato quinase de varios isolados de CLas.

No que diz respeito ao profago P-9PA-3, ele manteve uma impressionante
identidade geral de sequéncia de 98% quando comparado ao P-JXGC-3, apesar de

algumas variagcbes em ORFs especificas. POPA3_gpl5 mostrou uma consideravel
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semelhanca com uma proteina hipotética do P-JXGC-3 e alinhou-se com ORFs das
regioes de profago tipo-C, D e H da Florida (ZHOU et al. 2013), bem como profagos
tipo 2 em varios isolados de CLas. Em contraste, POPA3_gpl6, embora ausente em
P-JXGC-3, demonstrou alta identidade com proteinas hipotéticas relacionadas a fagos
de isolados de CLas que possuem profagos tipo 1 e 2, com similaridades funcionais
relacionadas a proliferacéo de células T maduras. Assim como nossas descobertas,
um padrao de configuracdo foi observado por CUI et al. (2021) ao comparar novos
tipos de profagos do Paquistédo, P-PA19-1 e P-PA19-2, com outros tipos de profagos
tipo 1 e 2 de CLas. Esses padrdes de mosaico sugerem trocas genéticas e rearranjos,
refletindo possivelmente a natureza dinamica dos genomas de profagos (DION et al.
2020; HENDRIX et al. 1999).

Nossa andlise abrangente do genoma do ClLas, com foco nas caracteristicas
Gnicas do isolado 9PA em comparagcdo com outros genomas completos, proporcionou
insights valiosos sobre a diversidade desse patdégeno citrico devastador responsavel
pela HLB. Além disso, identificamos perfis genéticos distintos entre as amostras de
campo analisadas, sendo que o isolado 9PA se alinha a um dos perfis representativos,
destacando a complexidade genética dentro da populacdo de CLas no Brasil. De
forma importante, a presenca de elementos de profagos distintos entre os isolados,
incluindo repeticdes de proteinas repressoras de fagos, pode desempenhar papéis
cruciais na sobrevivéncia e viruléncia de CLas, em conformidade com pesquisas
anteriores que enfatizam a importancia de elementos relacionados a fagos na biologia
e plasticidade deste patdogeno com relacdo a seus hospedeiros (BAO et al., 2021;
HAO, et al., 2019; ZHANG et al., 2021; ZHOU et al., 2013). Em resumo, nossas
descobertas lancam luz sobre a diversidade molecular e a dinamica de CLas,
fornecendo informacgdes para avaliacdo da evolucéo dos isolados de campo no Brasil,
bem como o que considerar ao desenvolver estratégias direcionadas para o controle
dessas bactérias. Ao desvendar mistérios genéticos desse patdgeno citrico destrutivo,
damos passos significativos para incrementar pesquisas que visam encontrar

solucdes para proteger a industria global de citros do impacto devastador da HLB.
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6 CONCLUSOES

O genoma do isolado brasileiro de CLas 9PA foi obtido com sucesso;

O profago P-9PA-1 se encontra nas formas integrado ao genoma de 9PA e
circular, enquanto que P-9PA-3, possivelmente se encontra somente na forma
circular;

Os 13 genomas de CLas comparados com 9PA mostraram alta porcentagem
de identidade a nivel cromossémico, enquanto que a regidao dos profagos
revela maiores divergéncias;

A comparacao filogenética mostrou que 9PA se equipara as origens genéticas
de isolados provenientes das américas (EUA e Coldmbia) e da Asia (China);
Existe uma diversidade de perfis entre isolados brasileiros com base nos seis
HGRs estudados. No entanto 9PA se enquadra no segundo perfil mais

encontrado, configurando-se como um isolado representativo do Brasil.
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APENDICES

APENDICE A - Perfil de clivagem de GB_UD_73A9 com Notl para confirmacdo de domesticacao.
1 2 3 4

2000 bp

300 bp

A clivagem com a enzima Notl resultou em fragmentos de 2.046 bp e 369 bp (canaletas 2 a 4). A
canaleta 1 refere-se ao marcador Molecular 1kb plus (Thermo Fisher Scientific)
Fonte: a autora

APENDICE B - Perfil de clivagem de GB_UA_ 4357 com Dral e Pvul para confirmacdo de obtencéo
da unidade transcricional.

1 2 3 4 5 6 7 8 9O

6000 bp
3000 bp

1500 bp

650 bp

A clivagem com a enzima Dral resultou em fragmentos de 3.610 bp, 2.243 bp, 1.624 bp e 647 bp
(canaletas 2 a 5) enquanto que a clivagem com Pvul resultou em 5.934 bp e 2.190 bp (canaletas 6 a
9). A canaleta 1 refere-se ao marcador Molecular 1kb plus (Thermo Fisher Scientific)

Fonte: a autora



APENDICE C — Conjunto de primers utilizados para o fechamento do genoma de 9PA via PCR.

Tamanho do

Primer Sequencia fragment (bp) ID do gap
42f 9PA  AATCCGTGCGATAGCATTTC
44r OPA GGAATGCCAAATTTATCTTCTTTT 2710 1
44f 9PA TACCAGCTGCTGCGATCATA
45r 9PA  TTTTTCAGTTCCACGCAAGA 1252 2A
45f 9PA GGCAATATGCCTGCTTTCAT
46r 9PA  TTCTCCTATCGCGAGCATTT aar 2B
46f 9PA AACCCTAGCTGCGACCATAA
47r 9PA GCTTTAAAACAAGCGGCTCA 1994 3
47f 9PA CGCCCTCCTCAAAATAACAC
48r_ 9PA  TGATTTGCATTCCCTCGATT 414 4A
48f 9PA TCTATTTTGCGGTGTATGCAA
49r 9PA  GGTACCTGATGACTTCACACGA 392 48
49f 9PA TCTGTAAAGCAAATAGCGCTTAATA
53r 9PA GGATCAACGAGTTGCAAAAA 4rs2 5
53f 9PA TCGAAACCATATTACTTGAATAGGAA
54r 9PA  TGTTGCTGCAGGATTAGCTG 406 6
54f 9PA  GAAGCACCTGAGGAACAAGC
55r 9PA TTTTGACACCCCACAAGTCA 420 !
55f 9PA GCAAAACCAATGGAAGACGCT
56r 9PA  TTACCCATCCATCAGCAGCC 2150 8
56f 9PA  GACCTGTTCACTATATCCCGAAG
58r 9PA  TGGAATAGATGGCACGCTAA 4878 9
58f 9PA  AGCTGAGCTATCTGGGCATT
59r 9PA  CGCATATCACTTGGGGATAAA 492 10
59f 9PA  CACCCAACAGCTAGCACTCA
60r 9PA  CTGGTGATGGGCAGGTAAGT 2858 11
60f 9PA  TGAAGGTGATTCTGCTGGTG
61r 9PA  GAACAAGGGCCTGTTATTTTT 872 12A
61f 9PA TGAAATTTTTCCTTTCGGATTC
62r 9PA  CGCGAAATTTTCTCATCACA 43l 12B
62f 9PA TTCATGTGCACGGTGGTATT
63r 9PA AACACGTCCCATCAAACCAT 1314 13
63f 9PA TCAGAGTTTGGAAGAGCTTTGAG
65r 9PA  TTCCAAATTCATTGGCGATT 5498 14
65f 9PA TGATTCTTTGGGTGCATTGA
66r 9PA  CTATCCGTTCGGTGCAAACT 1243 154
66f2 9PA TGATGGAGCTGTTTTGGCAA
68r2_9PA ACAGGAAGACACATGCACCT 2525 1582

174



68f_9PA
70r_9PA
70f_9PA
72r_9PA
72f_9PA
73r_9PA
73f_9PA
74r_9PA
74f_9PA
77r_9PA
77f_9PA
78r_9PA
78f_9PA
79r_9PA
79f2_9PA
80r2_9PA
80f_9PA
82r_9PA
82f 9PA
83r_9PA
83f_9PA
84r_9PA
84f 9PA
86r_9PA
86f_9PA
88r_9PA
88f_9PA
89r_9PA
89f 9PA
91r_9PA
91f 9PA
94r_9PA
94f 9PA
96r_9PA
96f 9PA
97r_9PA
97f 9PA
175r2_m9PA
175f_m9PA
98r_9PA
175f_m9PA
98r_9PA

GGGGTCATTGTAGCAAAACG
ACAATGCCAAAACATCATGC
GAGTCCGTTGATGTTTTGGTT
TCCACTATCCTCTTTGCAAAATC
TGTGGCATTCCTGTTGTTTCT
CGGTTGAACCATGTGCTATG
TCAGCGAAGTATTCACTTCCAA
ATAGCAAGTGGGAAGACGCG
GGATTGAATGCCTAGGAGAGAG
CTTTAGACGAAACGCGATCA
ACTGCTGAAGGTGCAAGGTT
GAGCAGCATGAAGAAATGGCT
TACGCGCTATTGTTGCAAGT
AAGTGGCGCAAAGAACAATC
ACACACTGCCATTCCCAATACA
ACAGGTATTATTCTCACCCGCA
TCTTGATCCTGATACGAAATTCAA
TCTCCGACAACTGTTCTAACGA
TCGCTAAATCCCGTTTTCTC
TCCTTCAGCAATTCCAGGAC
CAGGACAAATGATGATGCGACA
TGCACCGCAAATACAGCAAA

GAACACACTTCATGTTCTTCCTTTT

GCGAGCTAAACAACGAAAGC
ACGATGTCCATCCATTTTCC
CTGGCGTTACACGATCAAAA
AGGGGGTTCATGAAAACTCTCC
TTTAATTTCCTCACTCTTCGTTG
AGAGCACGTTTTTGAGGATCA
GGAGAAACCGTTAGCAAAGC
CCATCTGGTCCCCAAGCTTT
AAGGCTCCTGAGACAGTCGT
AGCATTACTAGTGCACATGGGT
TGCTCATTGAACTTGAGGGGA
AGTGCGCAATCGTTCTAGCA
CGTGCCACTAATCCCATGGG
ATGAAGGATCGGCGATCGGT
TCCCTCATATCCTTTTCTGCCT
AGATTTCGTTCAAGCACATGGT
TCGCCTAACTCAGAAGGAAGT
AGATTTCGTTCAAGCACATGGT
TCGCCTAACTCAGAAGGAAGT

1826

2186

1266

1135

3807

2985

1881

986

3685

505

5478

5415

1477

1425

1826

4322

3954

1474

2322

2042

1907

16

17

18

19A

19B

20

21A

21B

22

23

24

25

26

27

28

36

37

38A

38B

38C

39

175



98f_9PA
99r_9PA
99f 9PA
101r_9PA
101f_9PA
103r_9PA
103f2_9PA
190r_m9PA
105r_9PA
190f_m9PA
105f_9PA
107r_9PA
107f_9PA
109r_9PA
109f_9PA
110r_9PA
110f2_9PA
111r_9PA
111f_9PA
113r_9PA
113f_9PA
116r_9PA
115f_9PA
117r_9PA
49_1f 9PA
49 1r 9PA
49_1f 9PA
49 1r 9PA
119f_9PA
121r_9PA
120f_9PA
123r_9PA
123f_9PA
125r_9PA
125f_9PA
126r_9PA
126f_9PA
127r_9PA
127f_9PA
235r_m9PA
54 _1f 9PA
54 _1r_9PA

TGCTGTTGTAGATTTGCGACG
ACGACAAATAGAAGCACGTGC
CCTCGTCCTTATTGGGTGTCA
GGCCCTGCTTGTGAAAATCA
GGATAGCTTGGCAATCTATCGG
GGATACCGCCCCTATTGTCA
GGTCTTCCAGCAATGTGAAGGT
AGACCACAAACACTGCGCAA
ACTACCGTCTTGTTTGGTGTTT
CTGCCCGTCCAGTCTCTACA
TGTGTGAACAAAGAACAGGCG
GAAAGACGAAACGCTTGCGA
GCCACGTGATGTTACCTTGC
TCCTTCTTTTTGTGACCGAACT
TGCCAAATGCTAATGACGATGT
AACGTCCCATCAGAACCG
GTAGCTATAGATGATACACC
GGCGATGATGTGCAAAACCT
TGGCGACTATACAGCTCTATGA
CGTGCTGATTATGACCAGGGA
GGGCGTTGTTTGCATGAGTT
GCCAGATCTAGCGGGAATTCC
TCCCAAGGGCTAATAACTTGCA
TGAATCAGCATCACGAAGACAA
CCCGATCGGATTTGGTAAA
GACTCTATCCAGAATCTTTATGTTC
CGTAGAGATGCAACGGCTATC
TCCTTTAGTGCCGTGAGATTG
ACGAATTGCGAGAGAACGGT
ACCTAGCCTCTCGAAAACGA
ACACCTTTCCCAACTGTTCCT
CTGAAACAACTGCTGAAGACGA
GTCAATTTGTTCCGTGATTGCA
AACCAACTGAGCTACACCCG
TTGTTGGGGGCAGATGAGTT
TGCGATCCATAAGCAAAACGT
GCAATATGCGTATCCTCTCGAA
GCACATGAGCATTGGGTAGC
TGCAACCGCGTTTGTGAATT
TCACACGCTTCAATGGTCGA
TGTTCGTATTCAACTGGGTAGAG
CTTAGCAAGCAGCGTGAATTT

477

3440

3278

3302

1414

3457

4838

569

897

4328

5732

2708

1500

1500

3061

5061

4250

638

3203

5978

1500
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40

41

42

43A

43B

44

45

46A

46B

47

48

49

49-1

49-2

50

51

52

53A

53B

54

54-1



54_2f_9PA
54 _2r_9PA
130f2_9PA
131r_9PA
131f3_9PA
133r_9PA
134r_9PA
133f_9PA
134f2_9PA
135r2_9PA
135f2_9PA
136r_9PA
136f2_9PA
138r2_9PA
138f_9PA
139r3_9PA
139f_9PA
140r_9PA
140f_9PA
142r_9PA
142f 9PA
259r_m9PA
259f_m9PA
261r_m9PA
259f3_m9PA
144r2_9PA
144f2_9PA
145r_9PA
145f_9PA
146r2_9PA
146f_9PA
147r_9PA
147f_9PA
148r_9PA
148f 9PA
277r_m9PA
278r_m9PA
277f_m9PA
279r_m9PA
278f_m9PA
279f_m9PA
152r_9PA

TCTGGTGGACCTGTTGTTATG
ACCATTCGCCAACTATCCTATAC
GCAATTTAGCGCGATTTCCTGA
CCGTAAAAACACAACTCTCACC
GAGTTGAAATTTTTGCTACGCG
TGACCACTACAGGCAGAGGA
TGCTGAAAACTTAGAGCGTGT
TCTTCTCCCATAACAGCCGAGA
ATATTGGTATGGTAGCGCGTG
AGTCCGTTTACCCTCTTTTTCA
CCCATTGCAAATACTGGAGCA
TTCATTTGGACGGCGAACAC
TGGTTGAAAATCGGCAATGAAG
GCGTATCTTGATCCGGAGAAAA
GTAAAGGGGCAAGGCGATCC
ACGCGCAATGTTCATTTTCTT
ATACAGTAAGATATAACATA
TCGTCTTCCAAGAAGCATGCC
TGTGAGGTGCATTGCTGGTC
GTCAATGGCCTAAGACGCGT
TGGTGGTTATGTAGATGCTCGT
AGCTGTGGGGATTAAACGCA
GCGTGCTAAAGGGGCAGTAA
AACGTACAATATGCTTGCCGGA
AGCCGACATTATCCACATCACA
ACCACGCGTGCACTTTTT
AGTTCCACGGCATGTTGAAG
CCTCGTGGCGGAATGGTTAC
TGAGCATGCATCGTCTCAGT
ACCAGCATGATCCGTTCCTG
GAGGCGTATCAAAAGTGCATGT
CACGTCCAAATCCCCTCACG
CCTTTGGCAGCATGTAAAGTCA
AAAGTTGTGATTTCGGCGGA
CACTGACTAGGCAGCGAGAA
ACAGACGACTCCATAACGTCA
AACGATCCTCATCCTGCTCT
TGACGTTATGGAGTCGTCTGT
GATGGTCGTGGTCTCTTTGCA
TGCGCAGTGAGAATTTCGAG
TGCAAAGAGACCACGACCATC
CACCAGTTGCTATCCTCGAGG

1630

1013

1299

1141

1299

1467

3069

1620

854

2364

2068

462

1228

2440

1408

4096

2200

1520

815

397

3755

177

54-2

55A2

55B2

56A

56B2

57A

57B2

58A2

58B

59

60

61A

61B2

61C2

62A

63

64A

64B

65A

65B

66



152f_9PA
153r_9PA
153f2_9PA
154r2_9PA
154f_9PA
155r_9PA
155f_9PA
289r3_m9PA
289f_m9PA
158r_9PA
158f_9PA
160r_9PA
160f_9PA
161r_9PA
161f_9PA
162r_9PA
162f_9PA
164r_9PA
164f_9PA
165r_9PA
165f_9PA
166r_9PA
166f_9PA
167r_9PA
167f_9PA
168r_9PA
168f2_9PA
169r_9PA
169f2_9PA
170r2_9PA
170f_9PA
171r_9PA
171f_9PA
173r_9PA
171f_9PA
173r2_9PA
173f_9PA
175r_9PA
175f2_9PA
176r_9PA
176f_9PA
177r_9PA

GCACGAATAGCAACAAAACCCA
GCGACAATTCTCAATGCAAGCA
ACTCAAGACATCATCGCGTGT
AGTACTGATCTCCTCCTTGTGG
CACTTAATCGCTTTCCTCTGGA
TGTCTGAACAGGAAGGAGTCT
TCAAGTTTTTTAGGATGATT
ATACCAAACTAGCGCATGAAGT
TCGCCTTGGCAGCATAGAGA
CTTCCTGTGGTTGTGCTGGT
TCGTTCTTGCCCAATACCTACA
CGCCTCCGCCTTATTCTTCA
TCAAGGAGGTGATGGTCCCC
TCTGCTCAATCAAGTATGCCGA
CCAGGCGGTCCAATCATGATC
GTTGTTACATAGTGGCAGTGCA
GGTCCTATGGTTCTTGATGGGC
ACCACACCCTTAGCAACTGG
TGGTGAATCAGTTGAAATCGGT
ACCAAGACGCGCAATCTCTCTT
TGGTTCCCACTGCGGTTTTT
GGGAAAAAGCCGCTGAGGAA
GCCGCACATCCTTCTCCATT
ATATTCCCTGCGAGCGATCTGA
TGATTGTCTCTCTGGGTTGCT
ACGCGATTACGTCCTGATTTT
ACGACGACATTCAGGATCGAGT
ATGCCCGGTTGGTGGAATTG
TCCCGCAAGCATTTCAGAGC
TGTCCCTAAAAGCATTGCTCTT
GGCATACGTGTTGTGTTTGACA
TTGTGTCGACCAGTGAGTCA
TGCATTGAACCAGAAAGATCCA
CGCAACGAAGGAATCAAAGACG
TGCATTGAACCAGAAAGATCCA
CGATTCGCTGTGCTGTTTGAA
TGCCAACATATCACCTAGCAAA
TCCGCCAAATCTAAACGTGGA
CGCAAGGCACGATTGATCTT
TGCTGAGCTCAAAGAGGGAT
ACAAGGTTTGTTGCGATTGCA
GATCGGGGCGTTGGAAAGTA

3350

1493

779

2494

4735

4391

1246

4072

3918

870

961

1042

446

961

866

2151

3156

3421

4709

2294

2837

178

67

68

69A

69B2

70

71

72A

72B

73

74A

74B

75A

75B

76

77

78A

78B

78B2

79

80A

80B



177f_9PA
179r_9PA
179f_9PA
325r_ m9PA
325f_m9PA
180r_9PA
181r2_9PA
180f3_9PA
181f 9PA
182r_9PA
182f_9PA
183r_9PA
185f_9PA
186r3_9PA
1f_9PA
2r_9PA
2f_9PA
3r_9PA
3f_9PA
4r_9PA
4f_9PA
5r_9PA
5f_9PA
6r_9PA
6f_9PA
7r_9PA
7f_9PA
8r_9PA
8f_9PA
9r_9PA
9f_9PA
10r_9PA
10f_PA
11r_9PA
11f 9PA
12r_9PA
12f2_9PA
13r_9PA
13f_9PA
14r_9PA
14f 9PA
42r_9PA

GTAAGCGGGGACATTCAGCA
CGTGCGGCATTGATCACTTC
ACATTTGCCTGTACTTGACGTG
TGGCACGACAATTGCGTGTA
TGATCCGATGCGAGGTCACA
GCAAGAATGGCACCAGGGAT
AGGAATGGGTAAATGGTAGGGA
ATCTCATGGCTTCCTCGACA
ACCAGTCCATCCTCTCCGAAAT
TCTTTTCACCGATTCCTGGGA
GCGGGCAAAGTGAAGACGAT
TCCTCTTGAAGATTGGAAGCGT
TCTTCGTCTGTTGTTTCCCCA
ATTGGGTGTTGTTCTCGGCT
TCCCTTTCAACCTAGATCCTGA
AGACAATGTGCAAGTGATCCA
TTGCTGGACGTTCTGGAAGT
TGCGTTGTTTCTCTTACGTCA
GCGGGATCAGTAATTTCAACC
ACTCCAGGGCGCATGATTAT
TGAGAAAGCTGCGAGGAACA
AGGGAATTAGTGTTGCGCAA
CCCTGCTAGAGATTCATTGACA
TCGTGACTTTACATGTTGGTGC
ATGCCCCTAACTCCGACAGA
AACGGGTCGGGGATCTATTG
CGCAGCAAAAATGGTAGGAAC
GAGGGTAGCTTCATGGAGCA
TCGCGCACAGGATGGATAAA
ACACCATGTAGTCCACCTGA
GAACCAATTTTGCCAAGGATCA
TCCCGTTGCGCTAGAAAAGA
TCGTGCCGATATCTCCAACG
ACGCGCGGTACTGCTATTAT
GGAACAGGACCAAAAACACGA
TGCTGGTTCTTATGCACGAC
CCATCATTTAACTCATCACGCC
ACGGTGTGTATTACTGGAGCA
GCCAACACCACGTAACACTC
AAAGCAGAAGAGTACGGGGA
TAAGCCAAATCGTATATATCAC
TTATGCGGCTGTTCAGCGAA

2902

1912

3637

2427

721

3526

1935

1706

2085

2083

2545

1667

1454

1984

819

2452

2230

3106

1934

2172

1114

81

82A

82B

83A2

83B

84

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97A

98

99

100A

101

102

Fonte: a autora
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APENDICE D - Fragmentos gerados a partir da andlise de variabilidade molecular de seis HGRs em
68 amostras de isolados de campo e amostras controles.

(A) HGR_2

M12 3456782910

3000 bp _|
2000 bp
1500 bp

M 111213141516

3000 bp
2000 bp
1500 bp

M 18 19 20 21 22 23 24 27 28 29 30 31 32 M 33 34 353637383940

3000bp — 3000 b
2000 bp 2000 bs i
1500 bp 1500 bp —

M 41 42 43 44 45

M 525354 M 2PA3PA|

3000 bp 3000 b, 3000 b,
p P
%ggg gg 2000 bp 2000 bp
1500 bp — 1500 bp

M 62 63

M 46 47 48 49 50 51

3000 bp

2000 bp
1500 bp

M 5556 57 58 5960 61

3000 bp
3000 bp 2000 bp
2000 bp 1500 bp |
1500 bp

(B) HGR_4

M12 3 45 6 7 89 101112 1314 15 16 18 19

M 64 6566 67 68 69 70 71 9PA1PA

3000 bp
2000 bp

1500 bp

1500 bp —
650 bp —
300 bp —

M 20 21 22 23 242728 2930 31 32 33 34353637 38
1500 bp
650 bp L -HMM-HH-Juﬂus..sa
300bp Lo S . e W e s OO G0 s s 00

- - -

M 3940 41 42 43 44 4546 47 4849 50 515253 54 55 56 57
1500 bp K : S
650 bp - ywyey gy R L T I
] coe oosccseec-GecG@e

M 5859 60 61 62 63 64 65 66 67 68 6970 71 9PA 1PA 2PA ssgggp_

1500 bp

650 bp
300 bp

300 bp —

200 bp —




(C) HGR_6

M12 3456 7 8 910111213 14151618 19

2000 bp —
1500 bp

1000 bp —

M 20 21 2223242728 2930 31 32 33 34353637 38

2000 bp
1500 bp
1000 bp

M 3940 41 42 43 44 4546 47 4849 50 51 5253 54 555657

2000 bp
1500 bp
1000 bp

M 61626364 65 6667 68697071 9PA1PA

4 2000 by
zosoco OWYV W10 "IN :cco:
1000 bp i 1000 bp

s - - -

(D) HGR_7

1 2 345 6 7 8 9101112 131415

1000 bp

16 18

M 9PA1PA2PA F B 3PA |

M 19 20 21 22 23 24 2728 2930 31 32
3000b
2000 bp—| 5000 bp
1500 bp P
1500 bp
1000 bp —

M 33 34 35 3637 38 304041424344 4546 4748 49 50 51

M C

2000 bp 3000bp
1500 bp 2000 bp —
1000bp 1500 bp

M 52 53 54 5556 57 58 59 60 61 M 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71

2000bp 2000bp
1500 bp — 150000~
1000 bp — p

1000 bp —
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(E) HGR_12

600 bp —a -
200 bp I gy wmw@m,

M 20 21 22 23 24 2728 2930 31 32 33 3435 36 37 38

600 bp |
500 bp |
400 bp —

M 39 40 41 42 43 44 454647 4849 50 51 52 53 54 55 56 57

600 bp —
500 bp —
400 bp —

M 58 59 60 61 62 63 64 6566 6768 69 70 71 9PA 1PA 2PA

600 bp — e
500 bp — |8 --—-------.------.‘

400 bp —|

(F) HGR_M

M 1 2 3 45 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 18 19 20 21 22

2000 bp
1500 bp
300bp

M 23 24 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

2000 bp
1500 bp
300bp

M 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66

2000bp
1500 bp—
300bp_|

M 67 68 69 70 71 9PA1PA2PA3PAB F |

2000 bp
1500 bp
300 bp

Amplificacdes para seis HGRs usando os primers 2F/2R (A), 4F/4R (B), 6F/6R (C), 7F/7R (D), 12F/12R
(E) e LJ1194f/ LJ1195r e LJ240f/LI234r (F). Nas imagens (A) a (F), as canaletas 1 a 16, 18 a 24 e 27
a 71 sdo amostras de DNA de isolados de campo; as canaletas 9PA, 1PA, 2PA e 3PA sdo amostras
de DNA dos isolados CLas da Fundecitrus; as canaletas B — Behai, F — Flérida, | — india e C- Costa
Rica sdo amostras de DNA de isolados-controle. Em (A), (B), (C), (D) e (F), a canaleta M é o marcador
de 1 kb plus da Invitrogen e em (E) e em uma imagem de (B), M € o marcador de 100 pb da Invitrogen.
Fonte: a autora
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