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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

Pesquisas voltadas para a obtenção de laranjeiras-doces resistentes a ‘Candidatus 

Liberibacter asiaticus’ tornam-se de extrema importância no atual contexto da 

citricultura global, que enfrenta desafios significativos devido ao Huanglongbing dos 

citros. Tanto o estudo de potenciais genes tóxicos em modelos, como a compreensão 

do genoma desse patógeno são cruciais. Este trabalho abordou investigações sobre 

a toxicidade de genes de ‘Candidatus Liberibacter’, incluindo genes de seus profagos, 

expressos em laranjeiras-doces geneticamente modificadas (GM) e testados contra 

esses patógenos. Embora não tenham sido observados efeitos imediatos nos títulos 

dessas bactérias, esses genes, podem desempenhar um papel fundamental em 

pesquisas futuras para a obtenção desses produtos em maiores quantidades e em 

tecidos específicos, favorecendo a biodisponibilidade. Além disso, destaca-se a 

conquista da obtenção do primeiro genoma completo de 'Candidatus Liberibacter 

asiaticus' do Brasil, o que proporcionou a realização de uma avaliação genética da 

população predominante no país. Como uma peça crucial na produção de citros, o 

Brasil dá um passo importante no desvendamento desse patógeno, oferecendo 

insights valiosos sobre sua plasticidade. Essas descobertas têm o potencial de 

orientar pesquisas futuras, contribuindo para estratégias mais eficazes de manejo do 

HLB e fortalecendo a segurança e produtividade da citricultura no país 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. 

 





 

 

 

DADOS CURRICULARES 

 

Nome: Michele Fernanda Souza Dutra 

Nome em citação Bibliográfica: DUTRA, M. F. S.; Dutra, MFS 

Endereço profissional: Fundo de Defesa da Citricultura – FUNDECITRUS. Av. Dr. 

Adhemar Pereira de Barros, 201 – Araraquara/SP, CEP 14807-040 

E-mail: msfdutra@gmail.com 

 

• Formação acadêmica 

Mestre em Biotecnologia (2018) 

Universidade Estadual Paulista – Júlio de Mesquita Filho, Instituto de Química - 

Araraquara. 

Título: Análise funcional de genes de Candidatus Liberibacter asiaticus, bactéria 

associada ao Huanglongbing dos citros 

Orientador: Prof. Dr. Nelson Arno Wulff 

Bolsista CNPq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

 

MBA em Gestão da Qualidade e Produtividade Empresarial (2017) 

Centro Universitário de Lins (Unilins) 

 

Graduação em Tecnologia em Processos Químicos (2015) 

Centro Universitário de Lins (Unilins) 

(Prêmio Bolsa 100% Melhor Aluna do Curso de Tecnologia em Processos Químicos, 

turma 2015) 

 

• Trabalhos recentes apresentados em congressos nacionais 

 

DUTRA, M. F. S.; SILVA, P. A.; WULFF, N. A. Heterologous expression of Candidatus 

Liberibacter spp. genes with potential role in bacterial competition. In: 2nd 

Xanthomeeting: plant Pathogens, antimicrobial agents, disease management and 

control. São Paulo- SP. 2018 

 

  

mailto:msfdutra@gmail.com


 

 

• Trabalhos recentes apresentados em congressos internacionais 

 

DAROLT, J. C.; DUTRA, M. F. S.; SANCHES, B. C. P.; WULFF, N. A. Relative 

expression of ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ prophage regions targets on psyllids 

and sweet orange trees with single and double infection. In: 67th Brazilian Congress 

of Genetics, Natal-RN. 2022. 

 

DUTRA, M. F. S.; SILVA, P. A.; MARTINS, E. C.; DAROLT, J. C.; WULFF, N. A. A 

Colicin-like bacteriocin and a lysozyme and their activities against 'Escherichia coli' 

and ‘Candidatus Liberibacter’ species. In: 67th Brazilian Congress of Genetics, Natal-

RN. 2022. 

 

SANCHES, B. C. P.; DUTRA, M. F. S.; MARTINS, E. C.; CRUSCA, E.; MARCHETTO, 

R.; WUFF, N. A. Prospection of peptides with antibacterial and inducer of vegetal 

defense system activities against Huanglongbing. In: 67th Brazilian Congress of 

Genetics, Natal-RN. 2022. 

 

• Participação em eventos científicos 

 

67th Brazilian Congress of Genetics. Natal – RN. 2022. (Congresso). 

 

51° Congresso Brasileiro de Fitopatologia. Recife – PE. 2019. (Congresso). 

 

7° ENCITRUS: Encontro Técnico e Científico de Citros. Araraquara – SP. 2019. 

(Encontro). 

 

2nd Xanthomeeting. São Paulo – SP. 2018. (Simpósio). 

 

• Palestras e minicursos ministrados 

 

A tecnologia do DNA recombinante e seu uso no tratamento de doenças e 

desenvolvimento de vacinas – II Congresso Brasileiro de Bioquímica Humana – On 

line (Palestra, carga horária: 1h). 2022. 



 

 

Opções de pós-graduação: do mestrado profissional ao stricto sensu - Jornada 

Biotecnologia Brasil – On line. (Palestra, carga horária: 1h). 2021. 

 

Biologia Sintética na Produção de Proteínas Recombinantes - I Simpósio 

Biotecnologia Brasil – Edição Biologia Sintética – On line. (Minicurso, carga horária: 

6h). 2020. 

 

Citrus: história, doenças e estratégias de controle - Curso de Graduação em 

Engenharia Agronômica - Centro Universitário Católico Salesiano Auxilium 

(Unisalesiano). Lins – São Paulo. (Palestra, carga horária: 5h). 2020. 

 

Biotecnologia aliada ao desenvolvimento tecnológico e suas aplicações - 19° 

CONECTE (Congresso de Educação Ciência e Tecnologia) - Centro universitário de 

Lins (UNILINS). Lins – São Paulo. (Palestra, carga horária: 1h). 2018. 

 

• Formação complementar 

 

From Gene to Trait: an introduction to an advanced biotechnology pipeline. Genomics 

for Climate Change Research Center (GCCRC), Campinas – São Paulo (curso, carga 

horária: 30 horas). 2023. 

 

Aspectos Bioquímicos e Moleculares da Indução de Resistencia em Plantas a 

Patógenos. CBAB (Centro Brasil-Argentina de Biotecnologia) – Universidade Federal 

de Santa Catarina (UFSC), Florianópolis – SC. (curso, carga Horária: 90 horas). 2018. 

 

• Outros 

 

DUTRA, M. F. S.; ALVES, M. N.; DAROLT, J. C.; JULIAO, M. H. M.; SANCHES, B. 

C. P. Extração, quantificação e análise de ácidos nucleicos de diferentes materiais. 

2022. XVI Curso de Inverno de Genética. Unesp/ FCAV – Jaboticabal, SP. (Curso 

ministrado, 20h). 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Àquela pequenina que um dia sonhou 

em ser cientista, e 

 

À minha querida avó, Maria Luzia, 

que sempre foi minha luz,  

Dedico!  



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À Deus por sempre me guiar em meus passos e ao Universo por conspirar a favor 

dos desejos do meu coração. 

 

Ao Dr. Nelson Arno Wulff, pela confiança a mim depositada, valorosa orientação e 

contribuição para minha carreira como cientista. 

 

À minha amada família: avó Dona Luzia, pai Adriano, tias Cassilda, Izabel e Zilda, 

mãe Diana, Sabryna e Suely, irmãs Raphaela e Maria, tio Luiz e primo Geovane. 

Obrigada por sempre me incentivarem a correr atrás dos meus sonhos. 

 

Ao meu namorado, meu bem, Rodrigo, pelo amor, carinho, apoio, compreensão e 

por tornar os meus dias mais leves. 

 

Ao Óreo por ser tão especial e animar meus dias. 

 

À minha querida sogra Célia, às tias Soeli, Marta e Vera, ao tio Guido, Tiago, Tobias 

e Aron, pela companhia nos maravilhosos domingos. 

 

Às queridas amigas Helo, Moni, Josi e Bia, por todo o carinho, as conversas, os 

desabafos e o suporte. Desejo a todos que possam ter amigas tão iluminadas e 

maravilhosas quanto vocês. 

 

À Pri Alves, pelos conselhos, amizade, valorosa co-orientação e pela parceria nos 

projetos. 

 

Aos amigos do laboratório que me deram suporte técnico: Elaine, Juan, Jaci, Tami, 

Afrânio, Tati, Dani Coletti, Deivdson, Sidnei, Jean, Pedro, Vanessa, Letícia, Haroldo 

e sua equipe, Michele, Eliane, Dani Runho, Ana, Mateus, André e sua equipe, e a 

todos que de alguma forma contribuíram para a realização deste trabalho.  

 

Ao Fundecitrus, por todo o suporte financeiro e estrutura para que esse trabalho 

pudesse ser desenvolvido. 

 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior – Brasil (CAPES) – Código de financiamento 001. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quando você quer alguma coisa, todo o universo 

conspira para que você realize o seu desejo. 

-O Alquimista, Paulo Coelho 

  



 

 

AVALIAÇÃO DE GENES PARA O CONTROLE DO HUANGLONGBING, 

OBTENÇÃO DE LARANJEIRAS-DOCES GENETICAMENTE MODIFICADAS E 

GENOMA COMPLETO DE ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ DO BRASIL 

 

RESUMO 

 

O Huanglongbing (HLB), doença associada às bactérias não cultiváveis ‘Candidatus 

Liberibacter’, se configura como a doença mais destrutiva dos citrus mundialmente. 

Não há cura e não existem citros comerciais resistentes ao HLB. O manejo é feito com 

o plantio de mudas sadias, a inspeção e a erradicação de plantas sintomáticas e o 

monitoramento e controle do inseto vetor. A obtenção do genoma das liberibactérias 

proporcionou descobertas valiosas, destacando a presença de genes associados à 

lise, como lisozimas, e genes de profagos que foram anotados como possíveis 

bacteriocinas. No presente trabalho, as lisozimas associadas a profago 

ED07_RS0204515 isolado ‘Ca. Liberibacter asiaticus’ (CLas) 3PA e CLIBASIA_04790 

isolado 4PA, além das possíveis bacteriocinas SC1_gp060 isolados Poona e 2PA e 

lam_678 do isolado ‘Ca. L. americanus’ (CLam) São Paulo, foram obtidas em células 

de Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS e utilizadas em sistema de expressão 

heteróloga. A expressão de lisozima e algumas formas da bacteriocina impediu de 

forma significativa o crescimento de células de E. coli BL21 em meio líquido e sólido 

quando comparadas com os controles, com destaque para ED07_RS0204515 e 

SC1_gp060 Poona. Laranjeiras geneticamente modificadas foram obtidas 

expressando a lisozima ED07_RS0204515 e as bacteriocinas SC1_gp060 e lam_678, 

sob o comando do promotor AtSUC2 e 35S CaMV. Os níveis de expressão dos 

transgenes foram significativos, no entanto, não houve efeito aparente sob os títulos 

de CLas e CLam quando as plantas foram desafias frente a esses patógenos no 

sistema proposto. Ainda assim, pelo resultado obtido em células de E. coli, as 

lisozimas e bacteriocina estudadas no presente trabalho são 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 comparação do 

genoma deste isolado com os demais disponíveis, revelando Regiões Genômicas 

Hiper Variáveis (HGRs). A inferência de distâncias genéticas e as investigações sobre 

essas HGRs presentes nas populações de campo pontuaram que o isolado 9PA se 

assemelha a isolados das Américas e China, e se configura como um dos três tipos 

de isolados de maior predominância em campo no Brasil. Adicionalmente, constatou-

se a presença do profago tipo 1, P-9PA-1, tanto nas formas integrada ao genoma e 

na forma de plasmídeo circular. Os resultados apresentados ressaltam caraterísticas 

relevantes para o desenvolvimento de estratégias que visam o controle de 

liberibactérias patogênicas. 

 

Palavras-Chave: Citrus, agentes antibacterianos, plantas transgênicas, 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 

ED07_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) São 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 ED07_RS0204515 and SC1_gp060 Poona standing out. Genetically 

modified orange trees expressing lysozyme ED07_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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1 INTRODUÇÃO 

 

No Brasil, a presença de ‘Candidatus Liberibacter asiaticus’ (CLas) e 

‘Candidatus Liberibacter americanus’ (CLam), duas espécies associadas ao HLB, tem 

causado danos significativos à indústria de citros (COLLETA-FILHO et al., 2004; 

BELASQUE-JUNIOR et al., 2009; GOTTWALD et al., 2010; BASSANEZI et al., 2020; 

ALQUÉZAR et al., 2022). Uma vez que não existe cura para a doença, os esforços 

estão concentrados no manejo eficaz da doença e do vetor, bem como na identificação 

de possíveis alvos para o desenvolvimento de plantas resistentes à doença (PEÑA et 

al., 2008; HUANG et al., 2021; ALVES et al., 2021).  

Nos genomas de CLas e CLam foram caracterizados profagos. No profago SC1 

de CLas foram encontrados possíveis genes de lise bacteriana tais como holina e 

endolisina (FLEITES et al., 2014). Além disso fora da região do profago foram 

anotadas lisozimas (CLIBASIA_04790 e ED07_RS0204515). O profago SC1 codifica 

uma possível bacteriocina do tipo colicina (SC1_gp060) dentre os genes tardios e o 

profago SC2 codifica uma possível proteína de imunidade (SC2_gp255), garantindo 

assim proteção às células hospedeiras no caso de expressão da bacteriocina (ZHANG 

et al., 2011). No caso do profago SP1 de CLam, uma proteína semelhante à 

SC1_gp060, lam_678, foi identificada, sugerindo a presença de uma possível 

bacteriocina (WULFF et al., 2014). No entanto, não foi encontrada nenhuma proteína 

semelhante a SC2_gp255, a proteína de imunidade, no profago SP2. A expressão de 

bacteriocinas pode conferir vantagem adaptativa à bactéria produtora e portadora da 

proteína de imunidade. Enquanto que as células que não possuem a proteína de 

imunidade são suscetíveis. No caso de bactérias fastidiosas como Liberibacter e 

Xylella, o patógeno pode obter essa vantagem com a expressão de bacteriocinas e 

sobressair frente às demais populações da própria espécie, de espécies 

proximamente relacionadas, como entre liberibactérias no caso de CLas e CLam, ou 

frente a outras populações bacterianas, como os endofíticos (ARAÚJO et al., 2002) 

ou bactérias que habitam os insetos vetores (SUBANDIYAH et al., 2000; GUIDOLIN; 

CÔNSOLI, 2013). 

Acredita-se que a expressão da bacteriocina do profago de CLas possa 

favorecer a predominância de CLas sobre CLam através do efeito direto desta sobre 

as células de CLam: as células de CLam seriam sensíveis à bacteriocina de CLas e 

em situações onde ocorre coinfecção com CLas e CLam, tanto na planta quanto no 
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inseto vetor, resulta na morte das células de CLam, reduzindo a presença e 

consequente disseminação desta espécie. Outra característica importante a ser 

mencionada é o fato de que no genoma de CLam foi anotada uma proteína com 

similaridade a SC1gp_060, porém essa espécie não tem a proteína de imunidade à 

colicina no profago (WULFF et al., 2014). Portanto, não é esperado que as células de 

CLam produzam e secretem bacteriocinas, com possível desvantagem adaptativa em 

relação a CLas. Essa hipótese ganhou força quando, em condições controladas, 

plantas de laranja doce infectadas simultaneamente com CLas e CLam apresentaram 

o mesmo perfil de mudança observado no campo (DAROLT, 2021) e um estudo prévio 

constatou o efeito tóxico destes genes (DUTRA, 2018). Supõem-se que, entre os 

fatores que afetam a multiplicação e a disseminação de CLas e CLam, como 

temperatura, multiplicação e aquisição pelo inseto (LOPES et al., 2009a e b; 

NASCIMENTO, 2010), pode haver uma competição 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 São 

Paulo e lisozimas, CLIBASIA_04970 isolado CLas 4PA e ED07_RS0204515 isolado 

CLas 3PA, foram avaliados em um sistema de expressão heteróloga em meio líquido 

e sólido. Os resultados obtidos evidenciam toxicidade de SC1_gp060 Poona, 

CLIBASIA_04790 e ED07_RS0204515 em células de E. coli BL21 (DE3) PLysS, o que 

os coloca como candidatos promissores para futuras aplicações no controle do HLB. 
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6 CONCLUSÕES 

 

• 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 nível cromossômico, enquanto que a região dos profagos 

revela maiores divergências; 

• A comparação filogenética mostrou que 9PA se equipara as origens genéticas 

de isolados provenientes das américas (EUA e Colômbia) e da Ásia (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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