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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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Sintomas tipicos do Huanglongbing...........cccoeiiiiiiiiiiiiee e 22
Figura 2. Percentual (%) de laranjeiras-doces com incidéncia de sintomas de
i | P 23
Figura 3. Microscopia de ‘Candidatus Liberibacter’ em células hospedeiras............. 24

Figura 4. Proporcdo das espécies de ‘Candidatus Liberibacter’ e fitoplasmas
presentes em amostras foliares enviadas por citricultores ao Fundecitrus para
diagnéstico do HUaNGIoNgDING ......coiiiiii e 25
Figura 5. Estagios do psilideo Diaphorina citri, de ninfa até adulto........................... 29
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 € 1am_B78..........uuuiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 50
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 € CLIBASIA 04790.......ccoiiiiiiiiiiiitineieiee et ee e e e e e e e e e s e snnnnees 51
Figura 8. Diluicdo seriada (10! a 107'%) de culturas de Escherichia coli BL21
transformadas com pET28a, pMD18, pMD13, pMD16, pMD14, pMD15 e

Figura 9. SDS-PAGE e Western-Blot do conteudo proteico total de células de
Escherichia coli BL21 produzindo (A) SC1_gp060 2PA (pMD13), (B) SC1_gp060
Poona (pMD16) € (C) 1am_678 (PMDL14)......ccooiiiieiiee ettt 55
Figura 10. SDS-PAGE e Western-Blot do contetudo proteico total de células de
Escherichia coli BL21 produzindo (A) CLIBASIA 04790 (pMD15) e (B)

EDO7_RS0204515 (PMDL7)..uuttieiiiiiiiieeeeeee e eeeeestiet et e et ee e e e e e e e e s s s s s s nneneeeennnes 56
Figura 11. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de SC1_gp060 Poona, CLas
2PA € CLaS UF506 (SCL_gPB60).....ccccuuiiiiiiiiiieiiiieeeeaaeaeeaaaessssassssssssseeeeseeeeeees senesseees 57
Figura 12. Predicao de possiveis sitios de clivagem para a colicina SC1_gp060 2PA
.................................................................................................................................... 58
Figura 13. Alinhamento dos residuos de aminoacidos relativos a regido do possivel
sitio de clivagem e sequéncia presente somente em SC1_gp060 2PA............c....... 58
Figura 14. Dominio conservado das proteinas SC1 _gp060 Poona e SC1 _gp060
FZ P PPPPRPRURRRR 59
Figura 15. Predicdo de estrutura terciaria (3D) de SC1_gp060 2PA e SC1_gp060
P OONAL ... e e e e e e e e e e aenee 60
Figura 16. Dominio conservado (A) e Predicdo de estrutura terciaria (3D) (B) de
=T T 1 TS PSSP 61
Figura 17. Alinhamento de residuos (A) e predicdo de estrutura terciaria (B) das
lisozimas CLIBASIA 04790 e EDO7_RS0204515.........ccoiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiee e 62

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
EDO7_RS0O204515 (B)..uuuuttuuuitiiieiiiiiieieetaaaaaassssassssssessseeeseeeseeesesaeaeesssssnsanssssssssssnnnsnns 63



Figura 19. Perfil de amplificacdo da PCR de EDO7_RS0204515 com codons

(0] 1] 1 0] 14To [0 1< PR TP RUPPPPPPPRP 96
Figura 20. Perfil de clivagem de MD26 com Dral para confirmacdo de obtencéo do
(VL] (o] g o] 0= 1 (o TP PPPPRPRR 97
Figura 21. Representacdo esquematica da regido do T-DNA das constru¢cdes PAS2
(A), PAS3 (B) e MD26 (C) obtidas pelo sistema Golden Braid................cccevvvvvinnnnnnnn. 97
Figura 22. Perfil de clivagem de MD26 e pROKII com a enzima BamHl................... 98
Figura 23. Perfil de clivagem de MD26 e pROKII com as enzimas Acll e Clal.......... 98
Figura 24. Representacdo esquematica da obtencdo do vetor binario MD29 por
clivagem enzimatiCa € lIJAGAO0...........c.eeeevuuiiiiiiii i e e e e e e e 99
Figura 25. Perfil de amplificacdo via PCR de MD29 a partir de colénias de E. coli
B 1L TP TP 99
Figura 26. Representacdo esquematica da regido do T-DNA da construcéo
AV PSSP 99

Figura 27. Perfil de amplificacdo via PCR utilizando DNA plasmidial extraido a partir
de colbnias de Agrobacterium tumefaciens transformadas com as construgoes PAS2,

PAS3, MD26 € MD29.......cuuuiiiiiiiiiiiiiitiee et e et e e e e e e e e e e e e s e s s s aaneeeees 100
Figura 28. Perfil de amplificacdo via PCR utilizando DNA de extraido de folhas de
laranjeira-doce transformadas com o plasmideo PAS2............cccccovvviriiiviiccceeennnn. 102
Figura 29. Perfil de amplificacdo via PCR utilizando DNA extraido de folhas de
laranjeira-doce transformadas com o plasmideo PAS3...........cccccoiiiiiiiiiee i, 102
Figura 30. Perfil de amplificagdo via PCR utilizando DNA extraido de folhas de
laranjeira-doce transformadas com o plasmideo MD26.............ccccoeeiuiieeeeeeieiiineennn. 103
Figura 31. Perfil de amplificagdo via PCR utilizando DNA extraido de folhas de
laranjeira-doce transformadas com o plasmideo MD29............cccccoiiiiieeeeiiiiiinnennn. 103
Figura 32. Southern-blot para avaliacdo do numero de codpias e integridade dos
EVENTOS UE PAS2..... ittt e e e e e e e e e e e e e s st r e e eaeeaaae s 104
Figura 33. Southern-blot para avaliacdo de integridade e do niumero de copias dos
EVENTOS 0B IMD26.... . .eiiiiiiiiiiiiii ittt e ettt e e e e e e e e e e e e e e s s e are e aeeeeeeeeas 105
Figura 34. Expressao génica relativa do transgene SC1_gp060 nas matrizes dos
eventos PAS2 em laranjeira-doCe PEera..........cuuiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e 106
Figura 35. Expressao génica relativa do transgene EDO7_RS0204515 nos eventos
MD26 em laranjeira-doce Pera e ValencCia............cccuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 107
Figura 36. Andlise fenotipica dos eventos PAS2 em laranjeira doce Pera............... 108
Figura 37. Andlise fenotipica dos eventos MD26 em laranjeira doce Pera e
RV = 1= o o = TSP 109
Figura 38. Porcentagem de detec¢do (A) e titulos médios (B) de CLas nas
propagacoes dos eventos P-PAS2-1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3. .......oovvvvvvvvivnniiinennn 111
Figura 39. Porcentagem de deteccdo (A) e titulos médios (B) de CLam nas
propagacoes dos eventos P-PAS2-1, P-PAS2-2 e P-PAS2-3. ......coovvvvvvvivvnniiieennn. 113
Figura 40. Porcentagem de deteccdo de CLas em eventos MD26......................... 115

Figura 41. Titulos médios de CLas nas propagac¢fes dos eventos MD26.............. 116



Figura 42. Expressao relativa do transgene SC1_gp060 dirigido pelo promotor
AtSUC2 em plantas de laranjeira-doce dos eventos PAS2 infectadas com ClLas e

Figura 43. Titulo de CLas nos eventos avaliados quanto a expressao génica....... 118
Figura 44. Mapa do estado de Sao Paulo ilustrando a localizacdo geogréfica da coleta

das amostras de CLas utilizadas para analise de variabilidade molecular............... 140
Figura 45. Representacdo esquematica do genoma do isolado 9PA de ClLas ....... 144
Figura 46. Arvore filogenética de 13 isolados de CLaS..........cccceveveeereeeiveeereeneanes 146
Figura 47. Analise de BLASTn para detectar a presenca do CLasMV1 nos genomas
de CLas, identificado cOMO HGR_M.........oovmiiiiiiiiiiii e 150
Figura 48. Classificacdo das 68 amostras de isolados de campo e amostras de
(oo] 11 0] (=0 [ O - U PPUPPPURR 151
Figura 49. Representacdo esquematica das formas circulares dos profagos P-9PA-1
(A) € P-OPA-3 (B)...ocveeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeee ettt teae st eae et et esen ettt en st e e tnee s 153
Figura 50. Organizagao dos profagos P-9PA-1 e P-9PA-3 no genoma do isolado
S PR 154

Figura 51. Mapa de alinhamento genémico que mostra as semelhancas entre os
profagos do isolado 9PA de CLas com SC1 de UF506 e P-JXJC-3 de JXGC............ 157



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Descrigdo dos vetores e construgies geNICAS ........ceevvveveeeinimneriiiienrneeeee 45
Tabela 2. Lista de hits de dominios conservados para SC1_gp060 2PA, SC1_gp060
POONA € [AM_B78.... . e e e et e e e e e e e e aaaaaeae 59
Tabela 3. Descricao de vetores e modulos génicos Golden Braid..............ccccvvvvveeeeee. 79
Tabela 4. Descri¢do das construcdes Golden Braid..............ccoovvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 80

Tabela 5. Primers utilizados para confirmacdo de insercdo do T-DNA contendo os
transgenes SC1_gp060 (PAS2) lam_678 (PAS3) e EDO7_RS0204515 (MD26/ MD29)

em eventos GM de laranjeiras-dOCES............ccuvuuuiiiiiiii i 88
Tabela 6. Laranjeiras-doces GM dos eventos PAS2, MD26 e controles propagadas e
desafiadas CoNtra CLAS € CLaAM.......iiiiiiiiie e e e e 94

Tabela 7. Eventos de transformacédo genética de laranjeira-doce das variedades Pera
e Valencia, obtidos a partir das construcdes genéticas PAS2, PAS3 e MD26......... 101
Tabela 8. Isolados de CLas utilizados no alinhamento de genoma completo.......... 138
Tabela 9. Primers utilizados para amplificacdo das HGRs na populacdo de



SUMARIO

CAPITULO Lottt ettt a et s bt ene st ne s 20
A IMPORTANCIA E OS DESAFIOS DA CITRICULTURA BRASILEIRA................. 20
1 INTRODUQAO A CITRICULTURA BRASILEIRA......ooiiieieee et 20
2 HUANGLONGBING (HLB)......oeeeeeie ettt en s 20
3 EPIDEMIOLOGIA DO HLB.....coiiiiiiiiiee ettt ee e 23
00 I I o =T ] o = Vo €= = T 23
3.1.2 Profagos em LIberibacterias. ..........couuuveeiuuiiiiiiiiii e 26
3.2 Psilideo Diaphorina Citri ......cceee e 28
4 PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE ESTRATEGIAS PARA MANEJO DO
| PR 29
5 DESAFIOS FUTUROS E PERSPECTIVAS ... 30
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooittiiiiieteeeeeeie e eeeae s e erane e eeanans 32
CAPITULO 2 .ttt ettt bbbt ben s 40

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE POTENCIAIS
BACTERIOCINAS (SC1_gp060 E lam_678) E LISOZIMAS (CLIBASIA_ 04790 E
EDO7_RS0204515) POR EXPRESSAO HETEROLOGA EM Escherichia

(o3 o ] | USSP 40
RESUMO . ...ttt et e e e e e e e e e e s e e e e e e e eeaaeaeeeeeeae e e e e nnnrnnrennrees 40
= 2 I - X O PP 41
L INTRODUGAOD . ...ttt en et s eae e 42
2 OBUIETIVOS. ...ttt e e e e et e e e e e e e e e aeaaae e e e e e e en e e anrnnrees 44
2.1 ODJELIVO QEIAL....ccci et a e e e 44
2.20DjetivoSs ESPECITICOS .uvviiiiiiiiiii e ——— 44
3MATERIAL E METODOS......coceieeieeiteeee ettt ettt ettt eaeeene e anens 45
3.1 Microrganismos, vetores de expressdo, meios de cultura e condi¢cfes de
(o U | 8 Y 45
3.2 Atividade antibacteriana das potenciais bacteriocinas e lisozimas em células
de ESCherichia Coli BL2L.... .ot e e e e e e e e 46
3.2.1 Expressdo heterdloga de SC1 gp060, lam_678, CLIBASIA 04790 e
EDO7_RS0204515 em MEI0 lIQUIO........uuueeiiiiie i 46
3.2.2 Indugdo e repressdo da expressdao heterdloga de SC1_gp060 e
EDO7_RS0204515 €M Meio SOIAO.........ovviuiiiiiiiiici e 47
3.3 Ensaio de secrecdao de SC1 _gp060 e EDO7_RS0204515 em Escherichia
(o o ] | RSP a7
3.4 Analises de BioiNfOrMALICa.........cceeeeiiiiiei e 48
4 RESULTADOS . ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e s e e e e aaeeaaaaaaaens 49
4.1 Atividade antibacteriana de SC1 gp060, lam_678, CLIBASIA_ 04790 e
EDO7_RS0204515 em células de Escherichiacoli.......cccccovvviiiiiiiiiiii, 49
4.2. Identificacéo de SC1_gp060, lam_678, CLIBASIA_04790 e EDO7_RS0204515
POI WESTEIN-DIOt. ..o e eaae s 54

4.3 Analises de bioinforméatica das bacteriocinas de CLas e CLam.......c............. 56



4.4 Andlises de bioinformatica das lisozimas CLIBASIA_ 04790 e

EDO7_RSO204515..... . eeiiieeeeiiiiieiee et e e sttt e e e e s sttt ee e e e e ansseeeeeessnnsseeeeaeeeeannreeens 61
4.5 Ensaio de secrecdo de SC1 _gp060 e EDO7_RS0204515 em Escherichia
(o o ] | PSSP 62
B DISCUSSAOD. .....ooiiiiitieeeietee ettt ettt ettt es sttt e 64
B CONCLUSOES.........coouiiieeeeeeee ettt 68
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oiiiitiiiiieieeeeeeie e eeae s e enaae e eenn s 69
CAPITULO 3.ttt b ettt ne s 73

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

L0 0] = ST 73
[ S 111 73
= 2 I - X O PP 74
L INTRODUGAOD . ...ttt et ee et en et s te e e eaenes 75
2 OBUIETIVOS. ...ttt e e e e e e e e et a e e e e e aaaaae e e e e e e e na e anranrees 77
2.1 0DJEUIVO GEIAI....eiiiiiiiieeee et a e e e 77
2.20Djetivos ESPECITICOS .uvuiiiiiiiiiii i 77
3 MATERIAL E METODOS........ciiieteiteeieiee ettt ste s aessste st s e aneeee e 78
3.1 Obtencéao do cassete de expressdo de EDO7_RS0204515 em sistema Golden
=] = 1o PP U PP PP UETTPPRR 78
3.1.1 Otimizacao de codons e sintese de EDO7_RS0204515.........cccccvvveiiveieeeeeeeeennnn. 80
3.1.2 Amplificacdo via PCR e domesticacdo de EDO7_RS0204515 em pUPD2....... 80
3.1.3 Obtencao da unidade transcricional e do vetor biN&rio ...........ccccccceeeeeeeieennnee. 81
3.2 Obtencédo de um vetor binério como alternativa ao sistema Golden Braid....82
3.3 Transformacao em Agrobacterium tumefaciens...........ccccvvvvvveevieiiiiiiiicneeeennn 83
3.4 Transformacédo genética de tecido adulto e obtencado de laranjeiras-doces
RO 85
3.4.1 Preparo do in6culo de Agrobacterium tumefaciens...........ccccvvvviiiiiiiieee e, 85
3.4.2 Preparo e infecCao dos explantes............ooooeviiiiiiiiiiiii e 86
3.4.3 Co-cultivo e regeneracao das gEIMAS. .......ccueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e 86
3.4.4 Microenxertia e confirmagao de gemas GM.........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiin e, 87
R T 11 4 = I = o ) 88
3.6 Propagacdes e manutencao de laranjeiras-dOCes .........cccevevvevvvnnniiiiineeeeeeennn, 89
3.7 Andlise de expressao génica relativa dos transgenes em laranjeiras-doces
O PRRPPRRRP 90
3. 7.1 EXtracao dO RNA TOTAL......uuuuiiiiiieee e 90
3.7.2 Tratamento com DNAse e Sintese do CDNA...........oooiiiiiiiiii e 91
3.7.3 Quantificagdo e analise de expresséo génica via RT-qPCR............ccccvvvivnneee. 91
3.8 ANAlISE fENOTIPICA. . eiiiiiiiiiiiee e 92
3.9 Desafio de laranjeiras-doces GM frenteaCLas e CLam..........cccceeveiieeeeeeeeennn. 93
3.9.1 Inoculacdes de CLas e CLam em propagacoes do evento PAS2..................... 93

3.9.2 Deteccéo e quantificagdo do titulo de CLas e CLam em laranjeiras-doces GM
expressando SC1_gp060 e EDO7_RS0204515........cccouuiiiiiiiiiiiiiiee e 94



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

doces sob regulacdo do promotor AtSUC2 em resposta a infec¢édo por CLas............. 95
4 RESULTADOS ...ttt et e e e e e e e e e e e s et e et e eeee e e e eeeeees 96
4.1 Obtencao do cassete de expressao de EDO7_RS0204515 em sistema Golden
= ] = 1 o PR 96

4.2 Obtencédo de um vetor binario como alternativa ao sistema Golden Braid....98
4.3 Obtencdo de laranjeiras-doces GM expressando SC1 gp060 e

IO A =50 2401 30 I T 100
4.4 SOUTNEIN BIOT e 104
4.5 Analise de expressado génica relativa dos transgenes em laranjeiras-doces
PRSPPI 105
4.6 ANAlISE fENOTIPICA....ccii i e a e 107
4.7 Laranjeiras-doces GM expressando SC1 gp060 inoculadas com CLas e
LI o o [P PUTTTRTUPPPPRIN 110
4.7.1 Titulo bacteriano de CLas e porcentagem de plantas infectadas................... 110
4.7.2 Titulo bacteriano de CLam e porcentagem de plantas infectadas.................. 112
4.8 Laranjeiras-doces GM expressando EDO7_RS0204515 inoculadas com
L0 I L PP PUPPPPPTRPPN 114

4.9 Quantificacdo da expressao génicade SC1_gp060 em eventos de laranjeiras-
doces GM sob regulacdo do promotor AtSUC2 em resposta a infeccdo por

(O 18- 13RO 117
B DISCUSSAD. ..ottt ettt ettt ettt eet et 119
B CONCLUSODES. ...ttt ettt e ettt e e et e eeeeee e 125
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....uceeieeeieee et seeseeeesnesensesneseseeenens 126
CAPTTULO 4ot e e e e et e e et re e e e reeenenes 131

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

CITRICULTURA BRAZILEIRA ..ottt a e 131
RESUMO ...ttt ettt et e e e e e e e e e e e sttt et et e eeaaaaeeeeeaaeaeaannnrerereeees 131
FN TS I 3 SR 132
L INTRODUGAO . ...ttt ettt e aenen, 133
2 OBJIETIVOS. ...ttt e et e e e e e e e e e e a e e e a e 135
2.1 ODJELIVO GEIAL. .ot 135
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS...couiiiiiii e e 135
3MATERIAL E METODOS.... ..o oeieieeeeeeee ettt ane e 136
3.1 Fechamento de gaps entre contigs no genoma de 9PA usando a reagédo em
cadeia da polimerase PCR.........oii i 136
3.2 Montagem € anotagao A0 gENOMAB.......ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e ee e e e e e e e e 137
3.3 Alinhamento de genoma completo de isolados de CLas...........cccceevvvvvvnnnns 138
3.4 Amostragem para analise de variabilidade molecular..........cccccoevvvvvieeinnnnn. 139
3.5 Analise de variabilidade molecular da populacdo de CLas em Séao
= U1 o PRSPPI 141
3.6 CaracterizaCcao d0S ProfagOS. . .ccouuiiii i 141

4 RESULTADOS. ...ttt e et e e e 143



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

P A ettt e e e e e e e e e e oot bttt et e ettt e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaas 143
4.2 Comparacdao entre genomas de isolados de CLasS.........ccccevvvevevvvvvnincnniennn. 145
4.3 Ocorréncia de seis HGRs em isolados de CLas do campo no estado de Séo
T o O RUUPPPPUPUPRPRRPP 150
4.4 Caracterizag8o d0S ProfagoS.....ccccuuurriiiieiiiiii e 153
B DISCUSSAO. ...ttt ettt s e en e s 158
B CONCLUSOES. ...ttt 165
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...ttt 166

APENDICES. ..ottt e e et e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e ara e 173



42

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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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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