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RESUMO

Brassica oleracea consiste em uma cultura de grande importancia econbmica e
alimenticia, sendo a brassica mais cultivada no Brasil. Dentre as doencas que afetam
esta cultura destacam-se a podriddo negra e o mofo branco. Neste trabalho foram
desenvolvidas estratégias para o controle dessas doencas utilizando silenciamento
génico associado ou ndo a nanoestruturas. Para o controle da podriddo negra foi
realizada a avaliacdo da expressao de genes envolvidos na patogenicidade de Xcc em
sistema in vitro e in vivo. Foi observado que a presenca de extrato vegetal no sistema in
vitro resultou em um perfil de expresséo similar ao in vivo, sendo eficaz no estudo de
mecanismos de patogenicidade em Xanthomonas. Cinco dos genes avaliados foram
selecionados como alvos para o silenciamento génico. Para avaliar a ocorréncia do
silenciamento de genes de Xanthomonas por HIGS, bactérias foram transformadas com
0 gene uidA e inoculadas em plantas transgénicas capazes de silenciar esse gene. Os
resultados indicaram a ocorréncia do silenciamento génico nas bactérias. Visando obter
um método para o carreamento de &cidos nucleicos para a célula bacteriana, foi
desenvolvida uma nanoestrutura avaliada em Escherichia coli. O vetor pPM7g contendo
o0 gene gfp foi complexado com lipossomos. Os ensaios mostraram que houve
carreamento de acidos nucleicos ao interior da célula bacteriana por meio das
nanoestruturas desenvolvidas. A metodologia de HIGS também foi utilizada para o
controle do mofo branco. Foram selecionados trés genes efetores como alvos para o
silenciamento génico. Plantas de Arabidopsis thaliana foram transformadas e foram
obtidas trés linhagens transgénicas para cada gene. Os resultados obtidos neste
trabalho mostraram que as estratégias utilizadas tem grande potencial para o controle
de fitopatdgenos, podendo gerar produtos biotecnoldgicos eficientes no controle de
doencas em plantas.

Palavras chave: Silenciamento génico induzido pelo hospedeiro, Expressdo génica,

Sclerotinia sclerotiorum, Xanhomonas campestris, Arabidopsis thaliana.



ABSTRACT
Brassica oleracea consists in a culture of high economic and food importance, being the
most cultivated brassica in Brazil. Among diseases that affect this culture, we can
highlight black rot and the white mold. In this work, strategies for the control of these
diseases were developed using gene silencing associated or not with nanostructures. In
order to control black rot, the expression of genes involved in Xcc pathogenicity using in
vitro and in vivo systems was evaluated. The presence of plant extract in the in vitro
system resulted in an expression profile similar to that observed in vivo, being effective
in the study of pathogenicity mechanisms in Xanthomonas. Five of these genes were
selected as targets for gene silencing. To evaluate the occurrence of gene silencing by
HIGS in Xanthomonas, bacteria were transformed with the uidA gene and inoculated
into transgenic plants able to silence this gene. The results indicated the occurrence of
gene silencing in bacteria. Furthermore, aiming to obtain a method for the nucleic acid
delivery into the bacterial cell, we developed a nanostructure evaluated in Escherichia
coli. The pPM7g vector containing the gfp gene was complexed with liposomes. The
assays showed the occurrence of transport of nucleic acids into the bacterial cell
through the nanostructures developed. In order to control white mold, three effector
genes were selected as targets using HIGS. Arabidopsis thaliana plants were
transformed by floral dip and 3 transgenic lines were obtained for each gene. The
results obtained in this work showed that the strategies used have a high potential to
control phytopathogens, and can generate biotechnological products efficient in the

control of plant diseases.

Keywords: Host induced gene silencing, Gene expression, Sclerotinia sclerotiorum,
Xanhomonas campestris, Arabidopsis thaliana.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo da diversidade da familia Brassicaceae, também conhecida
(olo] g g [o ol (U o] (=] - T T 20

Figura 2. Variedades de Brassica oleracea cultivadas para producéo de alimento e fins

(o] = g =T 0] r- VLS TR 22
Figura 3. Ciclo da podriddo negra em culturas de brassiCas.. .......ccccoovviuviviiieeeeeeenninnns 26
Figura 4. Sintomas tipicos da podrid&o NEGIa.. .........cueeiiiiiiiiiiiieeee e e e e 27
Figura 5. Sintomas caracteristicos do mofo branco..............c.ccceevveviiiiiii e, 29

Figura 6. Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum. Formas de infec¢cdo e germinacao
MICEIOGENICA € CANPOGENICAL . ...ttt nnnnnnnes 30
Figura 7. Mecanismo de RNA interferente. Reconhecimento e processamento do

dsRNA pela enzima Dicer, gerando siRNAs que associados ao complexo RISC

promovem o silenciamento de MRNA eSpecifiCo. ...........cciiiiiiiiiiiiiiicii e, 34
Figura 8. VIS0 geral dO VELOr PPM7Q. ....uuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiseiseeeeeeeeieesseaeneennes 53
Figura 9. Mapa do vetor PRNAI-PSIUK . ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 56
Figura 10. Din@mica de POPUIACOES. .......ccovvviiiiiiiie e 62

Figura 11. Expressao relativa dos genes de Xanthomonas campestris pv. campestris
envolvidos na patogenicidade, durante o crescimento in vitro € in Vitro........................ 64
Figura 12. Confirmacao da transformagdo de Xanthomonas. ..............ccccuveevieiinninnnnns 70
Figura 13. Avaliacdo de sintomas em Nicotiana tabacum cv. xanthi transgénica durante
interacdo com o0 Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) e Xanthomonas
campestris pv. raphani, expressando o gene uidA durante 96 h.............cccvvviiiennnnenn. 71
Figura 14. Folhas destacadas de duas linhagens transgénicas de Nicotiana tabacum
cv. xanthi (GUS-RNAI #12 e #70) e planta ndo transgénica (Controle), ap6s 48 h de
interacdo com XanthomonNas CAMPESTIIS. .........uuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieee e 73
Figura 15. Avaliacdo da dindmica de crescimento populacional das células bacterianas

em plantas controle (ndo transgénica) e plantas transgénicas (GUS_RNAIi #12 e #70).

Figura 16. Avaliagéo de coloragao in Plantal. .............ueeeeriiuiuiiiiiiiiiiiiiiiiieeaees 76



Figura 17. Avaliacdo das nanoestruturas geradas e aplicadas em gel de agarose 1%.
M.M - Marcador molecular (1kb ladder — INVItrogen). ..........cooeieiiiiiiieiiiii e, 80
Figura 18. Caracterizacdo dos lipossomos sintetizados quanto ao tamanho
RIATOQINAMICO. ... 81
Figura 19. Avaliacdo da entrega do vetor pPM7g no interior de células bacterianas. .. 83
Figura 20. Avaliacdo da entrada do vetor pPM7g no interior de células bacterianas. .. 84
Figura 21. Confirmacgéo da transformacdo com vetores especificos em Escherichia coli
e Agrobacterium tUMETACIENS. ........coooeieeeeee e 87
Figura 22. Analise da transformacdo de Agrobacterium tumefaciens por
SEQUENCIAMENTO GENICO. ..eiiiiiiiiiieiiiiiii ittt ettt ettt e e e e e e e e eeees 88
Figura 23. Etapas da transformacdo de Arabidopsis thaliana via Agrobacterium
tumefaciens por imersao dos botdes florais, “floral dip”. .........ccoovviiiiiiiiiiii s 89
Figura 24. Selecdo da primeira geracdo de plantas transgénicas (T1) utilizando
herbicida glufosSinato de amONIO. ...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiii b 90
Figura 25. ANAlISE da PrOgENIE. ........iiii i e et e e e e e 91
Figura 26. Caracterizagdo dos sintomas do mofo branco em Arabidopsis thaliana de
acordo com a escala de notas estabelecida..............ccoooeeei 94
Figura 27. Avaliacdo da severidade do mofo branco em linhagens de Arabidopsis
thaliana transgénicas e Nao tranSgENICAS (WT). ..uuuiiiiieiiiiiieeiee e e 95
Figura 28. Severidade relativa da doenca em comparacdo ao controle. As barras

indicam o tempo apds inoculagdo de Sclerotinia sclerotiorum. .............ococvviiieeeieeennnns 96



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Informacdes gerais dos “primers” selecionados para avaliacdo da expresséao

Tabela 2. Primers especificos para genes efetores de S. sclerotiorum utilizados neste
L2511 [ [ P 59
Tabela 3. Caracterizacdo das nanoparticulas por espalhamento de luz dinamico........ 81

Tabela 4.Escala de notas para os sintomas do mofo branco em Arabidopsis thaliana. 93



LISTA DE ABREVIATURAS

Avr — Aviruléncia.

BDA — Batata dextrose agar.

Blast — “Basic local alignment seach tool”, ferramenta basica de busca de alinhamento
local.

CaMV35S — “Cauliflower mosaic virus promoter”, promotor 35S do virus do mosaico da
couve-flor.

cDNA — DNA complementar.

CFU — “Colony-forming unit”, unidades formadoras de colonias.

CRISPR — “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”, repeti¢cdes
palindrémicas curtas clampeadas regularmente interspostas.

DH — Diametro hidrodinamico.

DLS — “Dynamic light scattering”, espalhamento de luz dinamico.

DNA — “Deoxyribonucleic acid”, &cido desoxirribonucleico.

DNAse — Desoxirribonuclease.

DSF — “Diffusible Signal Factor”, fator de difusao de sinal.

dsRBD — Dominio de ligagdo ao dsRNA.

dsRNA — RNA dupla fita.

EPS — “Extracellular polymeric substances”, substancias poliméricas extracelulares.

ETI — “Effector-triggered imune”, imunidade desencadeada por efetores.

ETS — “Effector-triggered response”, susceptibilidade desencadeada por efetores.

GA - Glufosinato de amdnia.

HAI — Horas ap0s a inoculacéo.

HIGS - “Host-induced gene silencing”, silenciamento génico induzido pelo hospedeiro.
HR — Resposta de hipersensibilidade.

hpRNA — “Hairpin RNA”, grampo de RNA.

MRNA — RNA mensageiro

NPs — Nanoparticulas.

NYG — “Nutrient Yeast Glycerol’.



OD - “Optical density”, densidade Optica.

PAMPs — “Pathogen-associated molecular pattern”, padrdoes moleculares associados a
patogenos.

PAT — “Phosphinothricin acetyltransferase”, fosfinotricina acetiltransferase.

Pdl — “Polydispersity index”, indice de polidisperséao.

PEG — Polietilenoglicol.

PGs — Endopoligalacturanase.

PKSs — Policetideos

PNRs — Peptideos néo ribossomais.

PPT — “Phosphopantetheinyl transferase”, fosfopantetinil transferase.

PTasRNA — RNA antisenso com terminacéo pareada.

PTGS — “Post-transcriptional gene silencing”, silenciamento génico pds transcricional.
PTI — “Pattern-Triggered Immunity”, imunidade desencadeada por padrdes moleculares
associados a patégenos.

REST - “Relative Expression Software Tool”, Ferramenta de Software para Expressao
Relativa.

RISC — “RNA-induced silencing complex”, complexo de silenciamento induzido por RNA
— “Ribonucleic acid”, acido ribonucléico.

RNAI — RNA interferente.

RNAse — Ribonuclease.

siRNAs — pequenos RNAs interferentes.

T3SS — Sistema de secrec¢ao tipo Ill.

Xcc — Xanthomonas campestris pv. campestris.

Xcr — Xanthomonas campestris pv. raphani.

X-Gluc — Acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-Beta-D-glucurénico



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt ettt nenen, 17
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 20
2. L BIASSICAS 1o iiii e i e e 20
2.2 Xanthomonas campestris pv. campestris e a podridao negra.........cccccceeeeennnnn. 24
2.3 Sclerotinia sclerotiorum € 0 Mofo branCo..........cceiviiiiiiiiiiiiiii 28
2.4 SHENCIAMENTO GENICO....uuiiiii i e e et e e e e e e e et e e e e e e e e e aa e e eees 32
2.5 NaNODIOTECNOIOGIA ..o 38
3 OBUIETIVOS . .. 42
3.1 ODJELIVO GEIAI .o 42
3.2 ODjJetivos ESPECITICOS .uuvuiiiiii i e 42
4 MATERIAL E METODOS .....ooieiioeee ettt ettt 43

4.1 Avaliacdo da expressdo de genes de Xcc envolvidos na interacdo com B.
oleracea e validacao de um método de cultivo in vitro, que mimetiza o ambiente

celular da planta hoSPEUEITA. .......cccoviiviiiii e 43
4.1.1 Sistema in vivo — Infiltragdo de Xcc em folhas de B. oleracea........cccc........ 43
4.1.2 Sistema in vitro — Xcc cultivada em diferentes meios de cultura................. 44
4.1.3 Purificacdo de RNA e sintese de CDNA ... 45
4.1.4 Desenho de “primers” para analise da expressao génica............................ 45
4.1.5 gRT-PCR € analises d0S A0S ......cccuuieiiiiiiiiiiiiiieee e 48
4.2 Avaliacdo da eficiéncia da metodologia HIGS para o silenciamento de genes
EIM X, CaAMP SIS oo 50
4.2.1 Obtencao de plantas tranSgENICAS..........uuuiiiiiieeiiiiiiiee e eeeeanns 50
4.2.2 Transformacgao de Xanthomonas .........ccccccvviiiiiiiiiiieeee 50
4.2.3 Avaliacdo da ocorréncia do silenciamento génico em Xanthomonas
(o8- 0 0] 0TS £ =SS 51
4.3 Desenvolvimento de nanoestrutura para o carreamento de acidos nucleicos
para o interior de células bacterianas Gram negativas. .........ccccccccceeieeeeeeeeeeeiininnnnn. 52
4.3.1 Sintese de nanoparticulas e nanoencapsulamento........ccccccccvvviiiiiiiiiiiinnnnn. 52

4.3.2 Caracterizacdo da nanoparticula por espalhamento de luz dinéamico e
(XN =] Y od F= | = - S 53

4.3.3 Avaliagdo do carreamento do vetor pPM7G ao interior da célula
DACTEITANEA ...t 54



4.4 Utilizacdo da metodologia HIGS para o controle do mofo branco através do

silenciamento de genes efetores especificos de Sclerotinia sclerotiorum........ 55
4.4.1 Selecao de genes alvo para o silenciamento em Sclerotinia sclerotiorum .55
4.4.2 CONSIIUGAOD U VEIOIES ...coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 55
4.4.3 Multiplicacéo de vetores via Escherichia coli........ccccccooiiiiiiiiiiiiiis 57
4.4.4 Avaliagdo de transformantes por reagcédo de PCR e sequenciamento.......... 58
4.45 Transformacédo de planta modelo via Agrobacterium tumefaciens ............. 58
4.4.6 ANAlISE A PIrOGENIE . ...uiiiiiiii it e e 59
A.AT7 BIOBNSAIO....iiii it 60
5 RESULTADOS ... 61

5.1 Avaliacdo da expressado de genes de Xcc envolvidos na interacdo com B.
oleracea e validacdo de um método de cultivo in vitro, que mimetiza o ambiente

celular da planta hoSPEAEITA. .......ccoovviiiiiii e e 61
5.1.1 Cultivo de Xcc em sistema in VIVO € iN VItrO ....coooeevveiiiiiiiiiiieee e 61
5.1.2 Avaliacdo da eXpreSSA0 JENICA .....cciieieeiieeeiiiiiiee e e e eeeeee e e 62
5.2 Avaliacédo da eficiéncia da metodologia HIGS para o silenciamento de genes
(2T I o= 0 1 0 1= 4 S 69
5.2.1 Transformagdo de Xanthomonas e avaliagdo da ocorréncia do
silenciamento génico em Xanthomonas campestriS .......cccceeeviieeeiiivviiiiiii e, 70
5.3 Desenvolvimento de nanoestrutura para o carreamento de acidos nucleicos
para o interior de células bacterianas Gram negativas ..........cccccccceeeiieeeeeeeeeeiiinnnnnn. 79
5.3.1 Sintese e caracterizagdo de nanopartiCulas.........ccccooeiiiiiiieiiieeiniiiiiiiieeeeeenn 79
5.3.2 Avaliacdo do carreamento do vetor pPM7G ao interior da célula
(o= (o1 (=] = o - U 82
5.4 Utilizacdo da metodologia HIGS para o controle do mofo branco através do
silenciamento de genes efetores especificos de Sclerotinia sclerotiorum....... 86
5.4.1 Selecdo de genes alvo, multiplicacdo dos vetores e avaliacdo de
ErANSTOIMANTES ... ettt e e e e e e et et e e e e e e eeeeeees 86
5.4.2 Transformacéo de planta modelo via Agrobacterium tumefaciens ............. 89
5.4.3 BlIOBNSAIO..ccci i 92
6 DISCUSSAO GERAL .....ovciiiiiiiieieiee ettt 101
7 CONCLUSOES GERAIS .....ooiiiieeceee ettt 105
REFERENCIAS . ......ooiitiitieeee ettt ettt sttt ettt 112
APENDICE A - “Validation of an in vitro system for studies of pathogenicity
mechanisms in Xanthomonas CampPestriS”. ... ... uuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiaes 134
APENDICE B - Andlise da transformaco de Agrobacterium tumefaciens ......... 142

APENDICE C — Caracterizacio dos liPOSSOMOS. .......cccceeureveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 144



ANEXO A — ARTIGOS PUBLICADOS ... 145
ANEXO B - TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS

ANEXO C - ARTIGOS PUBLICADOS RELACIONADOS A OUTROS
PROJETOS 147

ANEXO D - TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS RELACIONADOS A
OUTROS PROJETOS ...ttt 148



17

1 INTRODUCAO

A familia Brassicaceae possui mais de 3600 espécies e desempenha
importante papel no ambito cientifico e econdmico. Arabidopsis thaliana representa
essa familia no meio cientifico e possui grande destaque como organismo modelo em
diversos estudos e no desenvolvimento de ferramentas biotecnolégicas. Outras
espécies como Brassica nigra, B. rapa, B. juncea, B. napus e B. oleracea possuem
grande importancia econfmica, destacando-se como plantas ornamentais e
alimenticias (WARWICK, 2011). No Brasil, a producdo do repolho (Brassica oleracea
var. capitata) destaca-se dentre as brassicas no ambito econémico (CAMARGO FILHO
e CAMARGO, 2017).

A podriddo negra, causada pela bactéria Gram negativa Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc) e o mofo branco, causado pelo fungo necrotrofico
Sclerotinia sclerotiorum, sdo doencas que podem causar importantes perdas
econdmicas. Ambos os patégenos podem ser encontrados no solo, sendo que Xcc
pode sobreviver por até 40 dias, enquanto que S. sclerotiorum produz esclerédios,
estruturas de resisténcia capazes de sobreviver por até 10 anos. Essa capacidade de
sobrevivéncia no solo sem o hospedeiro dificulta o controle dessas doengas em campo
(WHARTON e KIRK, 2007; FRENCH e SCHULTZ, 2009; VICENTE e HOLUB, 2013).

O controle de ambas as doencas ocorre principalmente por medidas
preventivas, utilizando praticas de manejo integrado, como 0 uso de cultivares
resistentes e sementes sadias, entretanto, apés a infeccdo, os patégenos sao
controlados com a utilizagdo de agentes quimicos, que oferecem riscos de
contaminacdo ao meio ambiente e elevam o custo da producdo (WYENANDT, 2008;
HARVESON et al., 2010). Uma das estratégias utilizadas para o controle de patdogenos
consiste no silenciamento génico induzido pelo hospedeiro, ‘host-induced gene
silencing™ HIGS (HUANG et al., 2006; YIN e HULBERT, 2015).

Esta metodologia € baseada na capacidade de eucariotos em suprimir 0s
transcritos génicos, processo conhecido como silenciamento génico pos transcricional,
“post-transcriptional gene silencing” — PTGS (KOCH e KOGEL, 2014; YIN e HULBERT,
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2015). Vérios estudos relatam a utilizacdo da metodologia HIGS para o silenciamento
génico em insetos (IBRAHIM et al., 2017), nematoides (HUANG et al., 2006), fungos
(ANDRADE et al.,, 2016), virus (ARAGAO e FARIA, 2009), e plantas parasitas
(TOMILOV et al., 2008), entretanto néo foi relatada a utilizacdo de HIGS para silenciar
genes em bactérias. O silenciamento de genes em bactérias utilizando RNA foi
demonstrado em alguns estudos, como para E. coli no estudo realizado por Nakashima
e Tamura (2009), em Agrobacterium tumefaciens, em estudo realizado por Escobar et
al.,2001.

O silenciamento génico em bactéria utilizando a metodologia HIGS consiste
em um grande desafio, visto a auséncia do sistema RISC nesses organismos. Uma
alternativa consiste na associacdo de acidos nucleicos, como os RNAs utilizados para o
silenciamento de genes bacterianos in vitro (NAKASHIMA e TAMURA, 2009) com
nanoestruturas, para que as mesmas promovam a entrega desses acidos nucleicos no
interior da célula bacteriana. Estratégias similares séo utilizadas para a entrega de
peptideos, proteinas, farmacos e outras moléculas, no interior de células eucariotas
(PATEL et al., 2014; PATIL et al., 2015; BIRHANU et al., 2017; HUGHES, 2017; LIU
et al., 2019).

O silenciamento de genes constitutivos de S. sclerotiorum (ANDRADE et al.,
2016) apresentou a possibilidade de selecionar genes alvo, especificos envolvidos nos
processos de interacdo S. sclerotiorum-hospedeiros, aumentando a especificidade e
eficiéncia do controle deste fitopatogeno em diversas culturas, sem afetar outros
organismos, que possuam genes similares ao da quitina sintase por exemplo. Existem
diversos mecanismos moleculares envolvidos na interacdo planta-fungos necrotréficos
gue mostram alta complexidade no reconhecimento e na sinalizacdo entre hospedeiro e
patogeno (DODDS e RATHJEN, 2010). Os efetores de patégenos consistem em
moléculas de viruléncia que atuam na modulacdo da célula hospedeira promovendo a
suscetibilidade ao patégeno (JONES e DANGL, 2006; DODDS e RATHJEN, 2010;
FRANCESCHETTI et al., 2017).

Patogenos necrotréficos possuem efetores que podem abranger varias
formas moleculares, como peptideos nao ribossomais (PNRs), policetideos (PKSs),
proteinas, alcaloides, terpenos, ou outros metabolitos (VLEESHOUWERS e OLIVER,
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2014; WANG et al., 2014). Devido a importancia dos efetores na interacdo planta-
fungo, os mesmos podem ser candidatos eficientes no controle do mofo branco.

Neste trabalho foi realizada inicialmente uma avaliacdo da expressao de
genes envolvidos na patogenicidade de Xcc buscando alvos para o controle da doenca
e avaliada a eficiéncia da utilizacdo da metodologia HIGS para o silenciamento de um
gene reporter em Xanthomonas campestris, sendo considerada uma prova de conceito,
para uma futura aplicacdo no controle da podriddo negra. Foi proposto também o
desenvolvimento e sintese de lipossomos especificos para o carreamento e entrega de
acidos nucleicos no interior de células bacterianas Gram negativas. Além disso, foi
proposta também, o controle do mofo branco, a partir do silenciamento de genes que
codificam efetores especificos de S. sclerotiorum promovido pelo hospedeiro (HIGS).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BRASSICAS

A familia Brassicaceae pode ser em geral constituida por espécies
herbaceas com flores, que possuem quatro pétalas cruciformes, motivo pelo qual a
familia também pode ser chamada de Cruciferae (SAMEC e SALOPEK-SONDI, 2019).
Esta familia possui mais de 3600 espécies organizadas em aproximadamente 321

géneros (Figura 1).

Figura 1. Representacéo da diversidade da familia Brassicaceae, também conhecida como cruciferas. A.
Arabidopsis thaliana. B. Alliaria petiolata. C. Alyssum serpyllifolium. D. Barbarea vulgaris. E. Biscutella
auriculata. F Cardaria draba subesp. draba. G. Matthiola parviflora H. Cardamine heptaphylla. |I.
Erysimum lagascae. J. Teesdalia nudicaulis. K. Iberis pectinata. L. Sinapis arvensis. M. Isatis tinctoria N.
Lunaria. annua subesp. annua. O. Lepidium didymum. Imagens disponiveis em: <
https://jb.utad.pt/familia/Brassicaceae>).
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Dentre esses géneros destaca-se a espécie Arabidopsis thaliana pela grande
importancia na area cientifica utilizada como “organismo modelo” (ARABIDOPSIS
GENOME, 2000; KOENIG e WEIGEL, 2015). Além disso, as espécies Brassica nigra
(mostarda preta), B. rapa (colza), B. juncea (mostarda marrom), B. carinata (mostarda
amarela), B. napus (canola) e B. oleracea (couve selvagem) tem sido consideradas por
sua importancia economica (WARWICK, 2011; CAMARGO FILHO e CAMARGO,
2017).

B. oleracea possui grande relevancia econdmica, devido seu importante
papel na alimentacdo humana. Essa espécie possui grande diversidade de morfotipos
ou variedades (Figura 2), incluindo B. oleracea var. acephala (couve), B. oleracea var.
capitata (repolho), B. oleracea var. botytris (couve-flor), B. oleracea var. italica,
(brécolis), B. oleracea var. gemmifera (couve de Bruxelas), B. oleracea var. gongylodes
(rabanete) e a B. oleracea var. alboglabra (couve chinesa kairan). Essas variedades
podem ser cultivadas para a producédo de alimento bem como para fins ornamentais
(WARWICK, 2011; SAMEC e SALOPEK-SONDI, 2019).
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Figura 2. Variedades de Brassica oleracea cultivadas para producdo de alimento e fins ornamentais. A.
Brassica oleracea. B. Brassica oleracea var. capitata. C. Brassica oleracea var. italica. D. Brassica
oleracea var. acephala. E. Brassica oleracea var. alboglabra. F. Brassica oleracea var. gemmifera. G.
Brassica oleracea var. gongylodes. H. Brassica oleracea var. botrytis. Adaptado de Cheng et al., 2014 .
Imagens disponiveis em: < https://pfaf.org/User/Plant.aspx?LatinName=Brassica+oleracea>.

No Brasil, o repolho (Brassica oleracea var. capitata), tem sido apontado
como a brassica mais cultivada, uma vez que hé hibridos adaptados a climas diversos,
sobretudo a temperaturas elevadas e também devido a sua importancia nutricional na
dieta humana (REDDY, 2016; CAMARGO FILHO e CAMARGO, 2017). A producao de


https://pfaf.org/User/Plant.aspx?LatinName=Brassica%20oleracea%20botrytis
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repolho no Brasil estd concentrada préxima das capitais e em regides serranas, sendo
o cultivo realizado tanto no ambito da agricultura familiar quanto por grandes
produtores. O ciclo de producdo desta espécie varia de 90 a 110 dias (SOUZA e
RESENDE, 2006; REIS FILGUEIRA, 2008). O cultivo ocorre normalmente de forma
continua, ou seja, durante todo o ano, favorecendo assim o surgimento de doencas que
acometem essa hortalica (REIS FILGUEIRA, 2008). Dentre essas doencas destacam-
se a podriddo negra, que tem como agente causal a bactéria Gram negativa
Xanthomonas campestris pv. campestris, e o mofo branco, também conhecido como
podriddo da cabeca do repolho ou podriddo de esclerotinia, tendo como agente causal
o fungo necrotréfico Sclerotinia sclerotiorum (HUDYNCIA et al., 2000; REIS e LOPES,
2007; VICENTE e HOLUB, 2013).
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2.2 Xanthomonas campestris pv. campestris E A PODRIDAO NEGRA

A bactéria Gram-negativa Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc),
pertence ao género Xanthomonas, sendo que a Xanthomonas campestris pode ser
considerada uma espécie bastante complexa, formada por mais de 140 patovares,
variantes patogénicas dentro de uma espécie, definidos por um grupo de plantas
hospedeiras e/ou especificidade de tecido (SCHAAD et al., 2005; VORHOLTER et al.,
2008; RYAN et al.,, 2011). X. campestris pode ser considerada também patégeno
oportunista humano, com um caso clinico relatado até o momento, onde essa bactéria
foi isolada a partir do sangue de uma paciente imunocomprometida (LI et al., 1990).
Xcc possui especificidade para brassicas, colonizando o sistema vascular desses
hospedeiros através de ferimentos na superficie da folha ou através dos estématos.
Essa bactéria apresenta como caracteristica a producdo de um pigmento amarelo,
associado a producédo de um polissacarideo denominado goma xantana (VICENTE e
HOLUB, 2013).

Nos ultimos anos, trés isolados de Xcc tiveram seu genoma sequenciado. Os
dados obtidos revelaram a existéncia de quatro grupos génicos de grande importancia
para a patogenicidade desse organismo (RYAN et al., 2011). Esses grupos génicos sao
o cluster génico xps, responsavel pela codificacdo do sistema de secrecao tipo I
(T2SS), o cluster gum responsavel pela sintese de xantana, o cluster rpf responsavel
pela regulacdo de fatores de patogenicidade e o cluster hrp, responsavel pela
codificacédo do sistema de secrecdao tipo Il (T3SS), envolvido na inducéo da resposta de
sensibilidade pela planta (ARLAT et al., 1991; ALFANO e COLLMER, 1997; DA SILVA
et al.,, 2002; VORHOLTER et al., 2003; QIAN et al., 2005; KAKKAR et al., 2015).

Alguns estudos acerca da interacdo de Xcc com o hospedeiro revelaram que
a patogenicidade (capacidade do patégeno em causar a doenca) e a viruléncia
(intensidade da infeccdo causada pelo patdégeno) estdo relacionadas aos sistemas de
secrecdo (RYAN et al., 2011). O envolvimento dos sistemas de secrecdo ha
patogenicidade e viruléncia de Xcc podem ser evidenciados pela capacidade de Xcc em
burlar a resposta desencadeada por padrdes moleculares associados a patdégenos - PTI
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e a imunidade desencadeada por efetores (ETI) da planta, secretando fatores capazes
de suprimir tais respostas de defesa do hospedeiro, desencadeando assim, a
susceptibilidade desencadeada por efetor (ETS). Esses efetores sdo secretados por
meio dos sistemas de secrecéo de Xcc, sobretudo o sistema de secrecéo tipo Il (T3SS)
e transportados para o citoplasma do hospedeiro (BUTTNER e HE, 2009).

A podridado negra foi inicialmente relatada nos Estados Unidos no final do
século XIX (PAMMEL, 1895), sendo reportada posteriormente em varios paises. O ciclo
de vida de Xcc (Figura 3) relaciona-se a transmissdo da doenca que pode ocorrer
através de sementes infectadas por células bacterianas, dos residuos de culturas
infectadas no solo, as células bacterianas podem sobreviver por até 4 meses de
maneira saprofitica no solo, pode ser transmitida também pelo vento, por insetos, ou
mesmo pela agua de irrigacdo ou da chuva, e por equipamentos contaminados
(VICENTE e HOLUB, 2013).
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Figura 3. Ciclo da podriddo negra em culturas de brassicas. Adaptado de Santos (2015).

Os sintomas tipicos da doenca (Figura 4) sédo a formagédo de lesbes em
forma de V nas folhas e clorose, formagdo de necrose em tecidos infectados, queda
precoce das folhas e a infeccao sistémica causando a morte da planta. Apés a morte do
hospedeiro, Xcc pode sobreviver no solo por até 120 dias, podendo iniciar um novo
ciclo da doenca em novos hospedeiros quando houverem condi¢cdes adequadas
(ALVAREZ et al., 1994; SO et al., 2002; WILLIAMS, 2007; VICENTE e HOLUB, 2013).
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Lesao em forma Perda de folhas e
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de “V” e clorose morte da planta

Figura 4. Sintomas tipicos da podriddo negra. 1. Formacdo de lesGes em forma de V nas folhas e
clorose. 2. Necrose em tecidos infectados. 3. Queda precoce das folhas e infeccdo sistémica levando a
morte da planta.
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2.3 Sclerotinia sclerotiorum E O MOFO BRANCO

S. sclerotiorum consiste em um fungo filamentoso fitopatogénico necrotréfico
que causa grandes prejuizos econémicos, devido sua vasta gama de hospedeiros
(PURDY, 1979; FRENCH e SCHULTZ, 2009). Este fitopatdgeno possui ampla
distribuicdo geografica, devido a sua capacidade em adaptar-se as condicdes
ambientais ocorrendo assim, em todo o mundo. Este pode ser capaz de infectar varias
espécies de hospedeiros, desde culturas agricolas, plantas de interesse econémico,
como as brassicas até plantas daninhas encontradas no campo (STEADMAN, 1983;
REIS FILGUEIRA, 2008; ITO e PARISI, 2010).

Ndo hé relatos de infec¢des de S. sclerotiorum em humanos, entretanto, o
processo de interacdo com o0s hospedeiros, pode desencadear a producdo de
micotoxinas por parte do patdégeno, bem como a producédo de fitoalexinas por parte do
hospedeiro, esses compostos podem afetar a salude humana. Por exemplo, reportada a
producdo de compostos fototoxicos 5-metoxipsoraleno, 8-metoxipsoraleno e 4,5,8-
trimetilpsoralen, em vegetais acometidos pela podriddo do aipo (S.sclerotiorum - Apium
graveolens, aipo), esses compostos podem causar formacdo de bolhas e doenca
cutdnea em pessoas que manipularam vegetais, especificamente o aipo contaminado
com S. sclerotiorum (BIRMINGHAM et al., 1961; SCHEEL et al.,, 1963; TOURNAS,
2005).

S. sclerotiorum tem como caracteristicas marcantes, a producao de micélio
claro e cotonoso, e a producdo de esclerédios. Os esclerddios sdo estruturas de
resisténcia que conferem uma vantagem relativa a sobrevivéncia, pois sao resistentes a
degradacdo e atuam também no processo de propagacdo do fitopatdgeno. Essas
estruturas podem ser formadas em grandes quantidades nos tecidos vegetais
infectados a partir do micélio produzido na fase inicial da infec¢cdo, podendo
permanecer viaveis no solo por até 10 anos, sendo possivel iniciar um novo ciclo de
infeccdo em novos hospedeiros quando as condi¢cdes adequadas ocorrerem (BOLTON
et al., 2006).
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Os sintomas caracteristicos do mofo branco (Figura 5) incluem a formacao
de micélio branco e cotonoso no tecido vegetal afetado, a presenca de esclerédios na
superficie ou no interior do hospedeiro, presenca de manchas foliares encharcadas e
necrose, murcha e tombamento. A partir destes sintomas, pode ocorrer o espalhamento
das lesbes pela planta de forma sistémica, podendo ocasionar a sua morte (ITO e
PARISI, 2010).

Figura 5. Sintomas caracteristicos do mofo branco. Setas vermelhas enumeradas indicam sintomas que
incluem. 1. micélio branco e cotonoso no tecido vegetal afetado; 2. formacéo de esclerddios; 3. mancha
foliar encharcada e necrose nos tecidos acometidos pela doenca.

Os sintomas dessa doenca podem ser relacionados com a forma da
infeccdo. Por exemplo, a murcha e o tombamento da planta podem comumente estar
associados a germinagédo micelogénica do esclerédio (presente no solo ou em restos de
culturas ja afetadas pelo fitopatdgeno), pois afetam as raizes e as partes inferiores da
haste, enquanto que, as manchas foliares e necrose de tecidos (folhas e haste), podem

ser associadas a germinacdo carpogénica (Figura 6). Os ascos disseminados pelo

vento ou pela agua proveniente da chuva ou irrigacdo iniciam o processo de infeccao
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geralmente por flores ou tecidos senescentes, infectando assim partes aéreas da planta
(ADAMS e TATE, 1976; STEADMAN, 1983; BOLAND e HALL, 1987; WHARTON e
KIRK, 2007).

Ascosporos
disseminados pelo vento

depositam-se nas flores.

Ascésporos germinam infectando
tecidos dos hospedeiros.

G i y- ) carp .—-- i - o A 2 Inaleamdni
{ Producdo de Apotécio. J o I
- Producao de micélio.

Formagao de massa
micelial.

Esclerédios no solo em
restos de tecido.

Formacao de Esclerodios no
interior e exterior do tecido.

Figura 6. Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum. Formas de infeccdo e germinacdo micelogénica e
carpogénica. Adaptado de Wharton e Kirk (2007).
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Os mecanismos moleculares envolvidos no processo de infeccao de plantas
por fungos, especificamente fungos necrotréficos, mostram bastante complexidade no
que diz respeito ao reconhecimento e a sinalizacdo (JONES e DANGL, 2006). Os
efetores de patdgenos consistem em moléculas de viruléncia que atuam na modulacao
da célula hospedeira promovendo a suscetibilidade ao patégeno (FRANCESCHETTI et
al., 2017). O hospedeiro reconhece o patdégeno desencadeando uma resposta PTI —
Imunidade desencadeada por padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS).
Para suprimir essa resposta, o patdégeno libera efetores que podem ser reconhecidos
pelo produto de genes R presentes na planta, promovendo a resposta conhecida como
ETI - Imunidade desencadeada por efetores (JONES e DANGL, 2006; DODDS e
RATHJEN, 2010).

Os efetores de patégenos necrotréficos incluem moléculas especificas para
determinados hospedeiros, que podem abranger varias formas moleculares, como
peptideos ndo ribossomais (PNRs), policetideos (PKSs), proteinas, alcaloides,
terpenos, ou outros metabdlitos. Os detalhes da interagdo molecular entre fungos
necrotroficos e plantas ainda ndo estdo bem elucidados, mas o resultado final da
interacdo causa a morte da célula hospedeira (VLEESHOUWERS e OLIVER, 2014;
WANG et al., 2014).

S. sclerotiorum possui alguns efetores conhecidos, como SsiTL, uma
integrina (ZHU et al., 2013), Ss-cafl, uma proteina putativa de ligacao Ca* (WANG et
al., 2009; XIAO et al., 2014), SSV263, uma proteina hipotética (LIANG et al., 2013),
SsPG1, uma endopoligalacturonase (ZUPPINI et al., 2005) e SsSSVP1, uma proteina
ainda ndo caracterizada (LYU et al., 2016). Os alvos desses efetores na planta néo
estdo claros, exceto para o efetor SsPG,1 que tem como alvo o iPG-1, que atua no
processo de sinalizacéo envolvendo o ionéforo de Ca?* na célula vegetal (WANG et al.,
2009) e para o efetor SsSSVP1, que tem como alvo QCR8, uma subunidade do
complexo citocromo b-cl, localizado nas mitocondrias, capaz de desativar sua fungéo

bioldgica e causar a morte das células vegetais (LYU et al., 2016).
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2.4 SILENCIAMENTO GENICO

A podriddo negra e o mofo branco possuem um relevante e negativo impacto
econdmico na producdo das bréssicas, podendo ocasionar a perda de até 100% da
produgédo (PURDY, 1979; WILLIAMS, 2007). O controle da podriddo negra e do mofo
branco é realizado de formas similares, utilizando inicialmente praticas de manejo
integrado, como a utilizacdo de sementes saudaveis, a eliminacdo dos restos de
culturas e plantas daninhas do campo, rotacdo de culturas e hibridos mais tolerantes.
Embora ndo haja nenhum relato de hibridos de B. oleracea var. capitata resistentes ou
tolerantes ao mofo branco, existem hibridos tolerantes a podriddo negra, o controle
biolégico também pode ser utilizado (REIS e LOPES, 2007; WILLIAMS, 2007;
WYENANDT, 2008).

O controle biolégico pode ser realizado contra fitopatégenos, utilizando
microrganismo antagonista que limite o crescimento do fitopatbgeno, atue como
predador ou competidor por recursos, ou ainda bioprodutos (PAL e GARDENER, 2006;
TJAMOS et al.,, 2010). A utilizacdo de Trichoderma spp. como um antagonista de
Sclerotinia sclerotiorum (BOAT et al.,, 2018; SUMIDA et al., 2018), assim como a
utilizacdo de Bacillus spp. e Pseudomonas spp. (DA SILVA et al., 2018; NUNEZ et al.,
2018; YANG et al., 2018) vem sendo avaliados e utilizados como alternativa para o
controle do mofo branco e da podriddo negra respectivamente.

Entretanto, apdés o estabelecimento de ambas as doencas, compostos
quimicos sao utilizados, aumentando o custo da producédo, além de oferecer o risco de
contaminagdo ao meio ambiente (GORGEN, 2009; HARVESON et al., 2010; GILL e
GARG, 2014; OZKARA et al., 2016). Nos ultimos anos vem surgindo uma grande
demanda por um controle eficiente, livre de efeitos negativos, como a contaminacao
ambiental, danos a espécies néo alvos, assim como, o aumento do custo na producéo.

Na era pos gendmica, as interacdes planta patdbgeno tem sido amplamente
estudadas, buscando uma maior compreensdo dos processos atuantes durante essa
interacdo. Neste contexto ha, sobretudo, um grande interesse nos genes envolvidos

nos processos de defesa das plantas frente ao patégeno, assim como nas estratégias
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de patogenicidade utilizadas pelos organismos patogénicos, pois esses genes podem
ser utilizados como alvos para um controle molecular (IMAM et al., 2016).

O controle de patdégenos utilizando alvos moleculares pode ser obtido de
forma eficaz por meio de métodos como a superexpressao ou o silenciamento de genes
do hospedeiro ou do fitopatdogeno (LI et al., 2018; NIEHL et al., 2018; ROBERTSON et
al., 2018; ROSA et al., 2018; WElI et al., 2018). A superexpressao génica é usualmente
utilizada na investigacao funcional dos genes, mas nos ultimos anos essa técnica vem
se mostrando uma alternativa para o controle de patdégenos (PRELICH, 2012; MARCO
et al., 2014; ALAM et al., 2015).

O silenciamento génico pode ser explicado como uma modificagao
epigenética na expressdo de genes podendo causar sua inativacdo. Esse mecanismo
pode ocorrer naturalmente durante a regulacdo génica, atuando para inativar produtos
génicos em diversos tipos celulares e/ou em tecidos. O silenciamento génico pode
ocorrer no nivel transcricional, “transcriptional gene silencing” (TGS) ou no nivel pos
transcricional, “post-transcriptional gene silencing” (PTGS), este ultimo também
conhecido como RNA interferente (RNAIi). Em PTGS ou RNAI, o transcrito é produzido,
mas rapidamente degradado, sendo que a ligacdo do RNAi com o mRNA alvo resulta
em um RNA dupla fita (dsSRNAs) que é degradado. Os dsRNAs sao processados e
originam RNAs interferentes curtos (SiRNAs), que podem induzir a degradacdo do RNA
mensageiro a ser silenciado. O silenciamento génico pode ser utilizado como uma
técnica que explora a interacdo entre sequencias homélogas de DNA ou RNA (FIRE et
al., 1998; FILIPOWICZ e PASZKOWSKI, 2001; MEISTER e TUSCHL, 2004).

O processamento das moléculas de dsRNA (Figura 7) no citoplasma ocorre
de maneira gradual e € catalisado por uma enzima denominada Dicer, uma
endonuclease do tipo RNAse Il especifica para dsRNA. Essa enzima apresenta como
principal caracteristica a presenca de dois dominios, o dsRBD dominio de ligacdo ao
dsRNA, e RNAse lll com atividade catalitica. A enzima Dicer associa-se ao dsRNA no
citoplasma e o processa em fragmentos de 19-24 pares de base (SIRNAS). Esses
fragmentos podem associar-se a um complexo ribonucleoproteico denominado
Complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). O complexo RISC conta com

uma proteina da familia Argonauta. Proteinas da familia Argonauta possuem um
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dominio de ligacdo ao RNA e um dominio com atividade nuclease. Neste complexo,
uma das fitas do dsRNA é eliminada e a fita remanescente promove o reconhecimento
para degradacdo ou inibicdo da sequencia especifica do mRNA (FILIPOWICZ e
PASZKOWSKI, 2001; KETTING et al., 2001; MEISTER e TUSCHL, 2004).

Mecanismo de RNA interferente

\ Complexo RISC /

Figura 7. Mecanismo de RNA interferente. Reconhecimento e processamento do dsRNA pela enzima
Dicer, gerando siRNAs que associados ao complexo RISC promovem o silenciamento de mRNA
especifico. Adaptado de Majumdar et al.(2017).

Em plantas vascularizadas, os siRNAs gerados ap0s o processamento pela
enzima Dicer podem né&o ser restritos ao seu local de origem, podendo se deslocar para
outras células e de forma sistémica, alcancando todos os tecidos da planta (YOO et al.,
2004; DING e WANG, 2009; PENA et al., 2015). Essa caracteristica pode acarretar o

silenciamento in trans, ou seja, SIRNAs de um organismo podem ser transportados para
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outro organismo, podendo silenciar genes especificos em parasitas e/ou patdégenos
(WATERHOUSE et al., 1998; FAGARD e VAUCHERET, 2000).

Esse mecanismo foi elucidado por Cai et al. (2018), onde avaliaram plantas
de A. thaliana durante interagdo com o fungo Botrytis cinera. Foi observado que as
plantas transportam pequenos RNAs (sRNAS) utlizando vesiculas extracelulares
similares a exossomos. Essas estruturas contendo sRNA se acumulam nos locais de
infeccdo e sdo absorvidas pelas células do patdogeno. Esses RNAs transportados pelo
hospedeiro induzem o silenciamento de genes do patégeno envolvidos nha
patogenicidade.

O silenciamento génico induzido pelo hospedeiro (HIGS) surge a partir do
fendbmeno de silenciamento pés transcricional e de sua ocorréncia in trans associado a
ferramentas biotecnolégicas, como a transformacédo de plantas, utilizando vetores
especificos como a construgcdo de vetores capazes de expressarem dsRNAs
especificos na planta (hospedeiro).

Os vetores sdo produzidos com uma estrutura “intron hairpin”, essas
estruturas sdo obtidas a partir da sequencia intrénica flanqueada pela sequencia de
DNA especifica (MRNA alvo) no sentido senso e antisenso. A partir da transcricao
dessas sequencias é formado o RNA de dupla fita, grampo de RNA (hpRNA). O grampo
de RNA produzido pelo hospedeiro € capaz de promover o silenciamento de genes do
parasita/patdgeno. Nesse cenario, HIGS torna-se uma poderosa ferramenta no controle
de doencas (WESLEY et al.,, 2001; EAMENS et al., 2008; NOWARA et al., 2010;
TINOCO et al., 2010; ANDRADE et al., 2016; PANWAR et al., 2018; QI et al., 2018;
SONG e THOMMA, 2018).

Atualmente héa varios estudos relatando o silenciamento génico por meio de
HIGS e a obtencado de plantas transgénicas resistentes a plantas daninhas (TOMILOV
et al., 2008; ALY et al., 2009; ALAKONYA et al., 2012), insetos (BAUM et al., 2007;
IBRAHIM et al., 2017), virus (ARAGAO e FARIA, 2009), nematoides (FIRE et al., 1998;
HUANG et al., 2006), fungos (TINOCO et al.,, 2010; GOVINDARAJULU et al., 2015;
ANDRADE et al., 2016; QI et al., 2018; SONG e THOMMA, 2018), entretanto, nao foi

reportado o silenciamento de genes em bactérias utilizando HIGS.
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HIGS surge como uma alternativa promissora para o controle de doencas
gue acometem as plantas, uma vez que combina alta seletividade para o organismo
alvo, com efeitos colaterais minimos ou até nulos, como a contaminagdo ao meio
ambiente, quando comparado a abordagens como a utilizacdo de produtos quimicos,
(KOCH e KOGEL, 2014; OZKARA et al.,, 2016). Para a utilizacdo desta técnica é
importante a observacao de alguns critérios, sobretudo na escolha do gene alvo, pois
nao é desejada a ocorréncia de “off target’, ou seja, o silenciamento em genes nao
alvos, no hospedeiro ou em outros organismos que tenham alguma interacdo com o
hospedeiro. Além disso, o fenétipo a ser suprimido deve ser importante para a
infeccao/interacdo do patdgeno com o hospedeiro e o0 silenciamento esperado deve
impedir o sucesso da infeccéo/interacdo (JACKSON et al., 2006; RUAL et al., 2007).

O controle de bactérias utilizando técnicas de silenciamento génico como
HIGS consiste em um grande desafio, uma vez que bactérias ndo possuem o complexo
RISC, logo ndo possuem o mecanismo de RNAIi. Apesar disso, é possivel induzir o
silenciamento génico em bactérias, utilizando métodos como o “knock out” para delecdo
ou inativacdo de genes, comumente usados para o estudo da funcdo génica, o método
‘knock down” que promove o silenciamento ou represséo da expressao de um gene ou
ainda utilizando o sistema CRISPR (JASIN e SCHIMMEL, 1984; STACH e GOOD,
2011; DOUDNA e CHARPENTIER, 2014; NAKASHIMA e MIYAZAKI, 2014). A
utiizacdo do sistema CRISPR/Cas para o desenvolvimento de resisténcia em
hospedeiros frente a fitopatdbgenos tem demonstrado sucesso (ARORA e NARULA,
2017), inclusive na resisténcia de hospedeiros de Xanthomonas (WANG et al., 2014;
PENG et al., 2017), além disso, alguns estudos identificaram sistemas CRISPR em
Xanthomonas oryzae e Xanthomonas albilineans (SEMENOVA et al., 2009; HONG et
al., 2018), entretanto até o momento ndo ha trabalhos utilizando o sistema CRISPR
relacionados a Xanthomonas campestris.

O método “knock down” pode ser promissor para o controle de bactérias,
atualmente existem algumas abordagens comumente utilizadas neste método, a
primeira abordagem € a expressdo de RNA antisenso por meio de vetores, enquanto
que a segunda € baseada na producdo e adicdo de RNAs antisenso sintéticos
adicionados em meio de cultura. Ambas as abordagens inibem o mMRNA por
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hibridizagcdo dos antisenso, impedindo a acdo do ribossomo e consequentemente
facilitando a degradacdo de mRNA (NAKASHIMA et al., 2012). Foi demonstrado em
Escherichia coli o silenciamento génico, sem transformagcdo com vetores
(GRUEGELSIEPE et al., 2006; BISTUE et al., 2009) utilizando oligonucleotideos
antisenso sintéticos e utilizando um vetor capaz de expressar o RNA antisenso com
terminacdo pareada (PTasRNA) (NAKASHIMA e TAMURA, 2009). O PTasRNA
aumenta a eficiéncia de silenciamento, uma vez que aumenta a estabilidade do RNA
antisenso aumentando a quantidade do mesmo nas células (NAKASHIMA e TAMURA,
2009; NAKASHIMA et al., 2012; NAKASHIMA e TAMURA, 2013; NAKASHIMA e
MIYAZAKI, 2014).

O silenciamento utilizando antisenso sintéticos possui duas grandes
vantagens, a primeira € a nao utilizacdo de transformacédo bacteriana por meio de
vetores, a segunda € a facilidade de aplicagéo, bastando a insercdo direta dos RNAs
antisenso em meio de cultura (GRUEGELSIEPE et al., 2006), por outro lado, esse
método se limita a aplicacdes in vitro, devido a baixa eficiéncia da aquisicdo dos RNAs
antisenso pela bactéria, dessa forma, atualmente essa metodologia é utilizada
principalmente em avaliacGes de bactérias clinicamente relevantes (WANG et al., 2010;
MCLEOD e SIMMONDS, 2013).
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2.5 NANOBIOTECNOLOGIA

Nos ultimos anos, o termo agro nanotecnologia tem sido utilizado para referir-
se a utilizagdo de nanomateriais na agricultura e producdo de alimentos. A agro
nanotecnologia é frequentemente descrita por alguns autores como “tecnologia verde
ecologicamente correta para a agricultura sustentavel” (AHMED et al., 2013; WANI e
KOTHARI, 2018). A utilizacdo de nanoparticulas (NPs) na agricultura tem aumentado,
NPs podem ser utilizadas na composicdo de produtos como nanofertilizantes,
nanoherbicidas e nanopesticidas (KAUR et al., 2012; AGRAWAL e RATHORE, 2014;
FRACETO et al., 2016; AMBIKA, 2018; TRIPATHI et al., 2018). Nanoparticulas de
prata, por exemplo, estdo sendo amplamente estudadas e podem atuar no controle de
fungos in vitro e in vivo, como Colletotrichum sp., Sphaerotheca pannosa, Sclerotinia
sclerotiorum, Sarracenia minor, Rhizoctonia solani, dentre outros (LAMSAL et al., 2011,
PATEL et al., 2014; WANI e KOTHARI, 2018).

O controle de bactérias, como Xcc pode ser realizado por meio de praticas
de manejo integrado para a prevencdo da doenca associado a utilizacdo de insumos
quimicos, para o combate do agente patogénico quando o mesmo infesta a lavoura,
porém, essas medidas nem sempre mostram-se eficientes, exigindo assim um controle
alternativo (STEADMAN, 1983; ITO e PARISI, 2010; VICENTE e HOLUB, 2013; IMAM
et al., 2016). Metodologias de silenciamento génico tem se mostrado uma alternativa
promissora para o controle de fitopatégenos (RUAL et al., 2007; TOMILQV et al., 2008;
ARAGAO e FARIA, 2009; NOWARA et al., 2010; YIN e HULBERT, 2015; ANDRADE
et al., 2016), entretanto, a utilizacdo desta metodologia para o controle especifico de
bactérias ainda encontra grandes desafios, como a auséncia do sistema RISC em
bactérias, baixa eficiéncia do silenciamento génico utilizando RNAs sintéticos
(GRUEGELSIEPE et al., 2006; BISTUE et al., 2009) e a limitacdo de seu uso in vitro
utilizando vetores de expressdo (NAKASHIMA e TAMURA, 2009).

A entrega bem sucedida de acidos nucleicos em células bacterianas pode
ser bastante complexa e mais dificil que a entrada em células eucariontes. Células

bacterianas podem ser estruturalmente complexas podendo ser necessario a quebra de



39

diversas barreiras, como as camadas de peptideoglicanos e membrana externa
contendo lipopolissacarideos e fosfolipidios. Existem alguns métodos para promover a
entrega de acidos nucleicos no interior de células bacterianas, que podem ser
eficientes, como por exemplo, a utilizacdo de fagos (DURYMANOV e REINEKE, 2018;
LAM e STEINMETZ, 2018; NAMDEE et al., 2018), ou a associacéo de acidos nucleicos
com a nanobiotecnologia (XUE et al., 2018).

A nanobiotecnologia, neste cenario, pode oferecer alternativas para a
solucéo desses desafios, com a associacdo de oligonucleotideos antisenso sintéticos
ou mesmo vetores de expressao a nanoparticulas. As nanoparticulas podem ser
definidas como materiais de até 100 nm, capazes de transportar e entregar produtos. E
possivel associar essas estruturas com macromoléculas solaveis, como anticorpos,
polimeros, polissacarideos, acidos nucleicos dentre outros. Entre essas nanoestruturas
estdo, as micelas, dendrimeros, nanoparticulas poliméricas, metalicas e magnéticas e
os lipossomos (CHRISTIAN et al., 2008; RAIl e INGLE, 2012; CHENG et al., 2016).

Os lipossomos sao vesiculas esféricas, constituidos por uma ou mais
bicamadas lipidicas que separam um ou varios compartimentos aquosos internos, do
meio exterior. Essas nanoparticulas podem armazenar bioativos e transportar
compostos hidrofébicos ou hidrofilicos. Essas nanoestruturas sdo dotadas de carga de
superficie, permeabilidade e hidrofobicidade, além disso, podem ser naturais ou
sintéticas, dependendo da origem dos fosfolipidios que a constitui, sendo geralmente
biocompativeis (TORCHILIN, 2005; BOZzZUTO e MOLINARI, 2015). A utilizacdo de
lipossomos como carreadores tem sido amplamente estudada e avaliada, sobretudo na
area clinica tendo como alvo células eucariontes (MACLACHLAN, 2007; SUN et al.,
2014; TAN et al., 2016; ABU LILA e ISHIDA, 2017).

A utilizacdo de &cidos nucleicos na area clinica, para o tratamento de
doencas como o cancer, infecgdes virais e doencas genéticas hereditarias, pode ser
uma abordagem meédica promissora, mas 0s acidos nucleicos sao instaveis em
ambientes como 0 soro e mesmo no interior celular, sendo facilmente degradados por
endonucleases (EWERT et al.,, 2010; XUE et al., 2018). Neste contexto, existem

esforcos para desenvolver carreadores de acidos nucleicos, que incluem o
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desenvolvimento e a busca pelo entendimento dos mecanismos envolvidos no
carreamento e entrega desses polimeros (EWERT et al., 2010; SAFFARI et al., 2016).

Lipossomos tém sido desenvolvidos e avaliados para carrear acidos
nucleicos. Esses polimeros geralmente sdo anidnicos, e esta caracteristica pode
desfavorecer a sua entrada na célula, pois a superficie celular também €& anidnica,
dificultando tal interacdo. Assim, gerar lipossomos catidnicos pode oferecer vantagens,
pois essas estruturas aderem a célula através de interacfes eletrostaticas nao
especificas com a superficie celular. A endocitose e/ou fusdes diretas com a célula séo
0S principais mecanismos apontados para a entrada de lipossomos catiénicos no
interior das células (ZHAO e HUANG, 2014; RUKAVINA e VANIC, 2016; SAFFARI et
al., 2016; DURYMANOYV e REINEKE, 2018).

As estratégias utilizadas na associacdo de acidos nucleicos com lipossomos
envolvem a sintese dessas nanoparticulas utilizando fosfolipidios, ou lipidios catibnicos
sintéticos, analogos aos naturais, tendo como objetivo o controle de doencas
(MACLACHLAN, 2007; LONEZ et al., 2008; RAO, 2010; YANG et al., 2014). Diversos
estudos mostram que existem diversas barreiras para a entrega de acidos nucleicos a
seu destino no interior das células alvo, como por exemplo, o escape endossomal e a
liberacdo dessas moléculas no nucleo celular (TORCHILIN, 2005; MACLACHLAN,
2007; CHRISTIAN et al., 2008; SUN et al., 2014; ZHAO e HUANG, 2014; BOzZzZUTO
e MOLINARI, 2015; SANTOS et al., 2018; LIU et al., 2019). Para vencer tais barreiras
foram elencados alguns parametros que podem ser observados, como a densidade de
carga da membrana dos lipossomos, a razdo entre a carga dos lipidios catidnicos e o
acido nucleico, além da estrutura interna dos complexos, que € afetada pela escolha
dos lipidios que irdo compor a estrutura (EWERT et al., 2010).

Existe, por exemplo, a necessidade da presenca do colesterol na sintese de
lipossomos a serem avaliados em células animais, in vivo, a eficiéncia da transfecgéo
de lipossomos catibnicos aumenta exponencialmente com a adicdo do colesterol.
Assim, para a sintese de complexos lipidicos associados a acidos nucleicos para a
transfeccéo in vivo, e/ou ensaios clinicos, o colesterol € comumente adicionado no
momento da sintese dessas nanoparticulas (ILIES et al., 2005; EWERT et al., 2010).
Além disso, modificagbes como a utilizacdo de polietilenoglicol (PEG), podem conferir



41

maior estabilidade e alta solubilidade a nanoparticula e dificultar a ligacdo do complexo
com o endossomo, podendo facilitar o escape endossomal e consequentemente a
entrega do &cido nucleico ao nucleo celular (EWERT et al.,, 2010; SAFFARI et al.,
2016).

A utilizacdo de acidos nucleicos, como oligonucleotideos antisenso para o
controle ou combate de infec¢cbes causadas por bactérias, resistentes ou néo,
apresenta grande potencial, devido alta especificidade dos oligonucleotideos e baixo
risco a saude humana. Entretanto, a entrega eficiente dessas moléculas a bactérias,
continua a ser um grande obstaculo, o que dificulta sua aplicacdo clinica. Os
nanomateriais surgem novamente como alternativa para o transporte dessas moléculas
até células bacterianas que causam doencas em seres humanos (SANTOS et al., 2018;
XUE et al., 2018).

A associacdo de &cidos nucleicos com lipossomos gera a possibilidade de
transporte e entrega desses polimeros ao alvo desejado in vivo ou in vitro de maneira
eficiente, devido as caracteristicas dos lipossomos (TAN et al., 2016; ABU LILA e
ISHIDA, 2017). Essas associag0es geram a possibilidade do carreamento e entrega de
DNA e/ou RNA ao interior de células bacterianas, causadoras de doencas em plantas.
A utilizacdo de nanoparticulas lipidicas como lipossomos, compostos de uma mistura de
um lipidio catiénico ou anibnico, colesterol, lipidio auxiliar DSPC e lipidio modificado
com PEG, pode ser uma alternativa eficiente (LAKSHMINARAYANAN et al., 2018;
SANTOS et al., 2018; XUE et al., 2018). A utilizacéo de lipossomos como carreadores
possibilita a geracdo de um produto eficiente para o controle de bactérias como a Xcc,

utilizando estratégias similares as utilizadas na area clinica/médica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver estratégias para o controle da podridao negra e do mofo branco

das brassicas utilizando silenciamento génico associado ou ndo a nanoestruturas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expresséo de genes de Xanthomonas campestris pv. campestris
(Xcc) envolvidos na interagéo Xcc-B. oleracea.

e Validar um método de cultivo in vitro, que mimetiza o ambiente celular da
planta hospedeira (B. oleracea).

e Avaliar a eficiéncia da metodologia HIGS para o silenciamento de genes
em X. campestris.

e Desenvolver uma nanoestrutura para o carreamento de acidos nucleicos
para o interior de células bacterianas Gram negativas.

e Utilizacdo da metodologia HIGS para o controle do mofo branco através

do silenciamento de genes efetores especificos de S. sclerotiorum.
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4 MATERIAL E METODOS

41 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE GENES DE XCC ENVOLVIDOS NA
INTERACAO COM B. oleracea E VALIDACAO DE UM METODO DE CULTIVO in
vitro, QUE MIMETIZA O AMBIENTE CELULAR DA PLANTA HOSPEDEIRA.

4.1.1 Sistemain vivo — Infiltragcdo de Xcc em folhas de B. oleracea

O isolado de Xcc, 51, obtido a partir da colecdo de culturas da Embrapa
Hortalicas, foi cultivado em meio de glicerol levedura nutriente (NYG) (DANIELS et al.,
1984). A cultivar suscetivel de Brassica oleracea var capitata, Veloce (comercializado
por Agristar do Brasil, Santo Antdnio de Posse, SP, Brasil) foi mantida em casa de
vegetacdo e folhas jovens foram utilizadas neste estudo. Cinquenta plantas foram
semeadas e ap0s 45 dias de semeadura, nove plantas com crescimento similar foram
selecionadas para ensaio in vivo (recuperacdo bacteriana). Xcc 51 foi cultivado em 5
mL de NYG e 500 uL dessa pré-cultura foi adicionado a 50mL de meio NYG em frascos
Erlenmeyer de 250 mL. As células foram centrifugadas e suspensas em solucao salina
(NaCl 0,85%) e ajustado para ODsoo = 0,6 (cerca de 3 x 108 CFU / mL). Esta solucéo
bacteriana foi usada para infiltrar as folhas de B. oleracea com uma seringa sem
agulha.

Inicialmente, foi realizado um estudo de dinamica populacional na planta a
fim de verificar o crescimento bacteriano. A infiltracdo foi feita em um ponto de
inoculacdo na lamina foliar abaxial. Um total de cinco repeti¢cdes biologicas foi realizado.
As plantas foram inoculadas com células independentemente cultivadas a partir de um
estoque de células. Discos foliares de 0,8 cm de diametro foram retirados em 0, 24, 48,
72 e 120 h apos a inoculacao (hai), macerados em 1 mL de agua e semeada em placas
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de Petri em diluicbes apropriadas. Foi realizado um total de trés repeti¢cdes técnicas por
diluicdo e as unidades formadoras de col6nias (CFU) foram contabilizadas.

Para a analise de expresséo in planta, a recuperacdo de bactéria da planta
foi realizada de acordo com Mehta e Rosato (2003) , com algumas modificacdes. Em 48
horas apos inoculacdo (hai), momento com a maior quantidade de células bacterianas,
15 folhas de trés plantas (cinco folhas de cada planta) foram coletadas. As areas
infiltradas foram cortadas usando uma lamina estéril lamina em placas de Petri
contendo 25 mL de agua deionizada e mantido a temperatura ambiente por 25 min. A
adgua contendo as células bacterianas foram filtradas sob vacuo usando filtro papel
(Millipore, Bedford, MA, EUA) e novamente em filtros de 5 ym (Minisart®, Sartorius,
Goettingen, Germany). A suspensao bacteriana recuperada foi centrifugada, e o pellet

bacteriano foi congelado em nitrogénio liquido e mantido a -80°C para RNA purificacao.

4.1.2 Sistemain vitro — Xcc cultivada em diferentes meios de cultura

Diferentes sistemas in vitro foram utilizados neste estudo e comparados com
a condicao de crescimento in vivo. O meio rico NYG foi utilizado, assim como o meio
minimo XVM1 (SCHULTE e BONAS, 1992). Para avaliar a inducdo efetor em Xcc 51,
utilizou-se XVM1, XVM1 modificado (NaCl XVYM1 100 mM) para inibir a inducéo efetora
(SCHULTE e BONAS, 1992), utilizado como controle, e XVM1 suplementado com
extrato vegetal, preparado a partir de folhas do hospedeiro suscetivel Veloce (B.
oleracea). O extrato vegetal foi preparado a partir de plantas cultivadas em casa de
vegetacdo por 45 dias. As folhas foram coletadas, lavadas varias vezes com agua
destilada estéril e 10 g de folhas frescas, sem a nervura central, foram cortadas em
pequenos pedacos e trituradas em 100 mL de agua destilada, utilizando um triturador
manual (Philips). A mistura homogeneizada foi filtrada em membranas de 0,45 e 0,22
pm (Millipore, Bedford, MA, EUA) e armazenado a -20°C. O extrato foi adicionado a
XVM1 modificado (daqui por diante chamado XVM1*), para obter uma concentragéo
final de 1 mg de folhas (peso fresco)/ mL de meio (MEHTA e ROSATO, 2001; MEHTA



45

e ROSATO, 2003; TAHARA et al., 2003). Assim, foi analisada a inducéao de efetores
em Xcc 51 sob quatro condi¢des in vitro. Uma curva de crescimento foi determinada
para todos os quatro meios. Um total de trés experimentos independentes foram
realizados a partir de células preparadas independentemente, cultivadas a partir de um

estoque de células.

4.1.3 Purificacdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido pelo método do fenol do &cido a quente (AIBA et al.,
1981). A quantificacdo de RNA foi realizada utilizando o espectrofotometro NanoDrop®
(ND-1000 UV-Vis -Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA). A integridade de RNA total foi
confirmada por eletroforese. Antes da sintese de cDNA, o RNA foi tratado com Turbo
DNAse (Applied Biosystems/Ambion, Foster City, CA, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante para eliminar qualquer possivel contaminacdo com DNA
gendmico. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA total usando o kit Go Script
sistema de transcricdo reversa (Promega, Madison, WI, EUA) de acordo com as
instrugbes do fabricante. As amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C para

analises posteriores.

4.1.4 Desenho de “primers” para analise da expressao génica

Os primers especificos para genes codificadores de efetores e proteinas
envolvidos na patogenicidade do Xcc foram selecionados de acordo com os resultados
obtidos em nosso grupo de pesquisa (SANTOS et al.,, 2017) e demais trabalhos da

literatura (tabela 1).
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Simbolo do gene Anotacéo Primer Foward (5’ to 3’) Tm °C Primer Reverse (5’ to 3’) Tm °C Amplicon
acpP* ProteAcyl carrier GAAGAGGAAGTCACCACCAG 57,25  GCACTCGAACTCTTCTTCCA 58,16 102
protein
adK* Adenylate kinase GGTGCGGTGGAATCGGTAT 59,85 ATTGCTGGTTGAGCGGATCG 61,09 108
argD Acetylornithine GGATCTGCGCAAACACA 57,7 AGATTGCCGAGAATGTGG 57,1 90
transaminase protein
avrBs2 Avirulence protein ACCCGCAGAACAGATTG 53,81 CGGTCTTGATGAAGTTGC 54,27 99
avrXccCFm Avirulence protein CTACTCTGTCTTGCCTGTTG 55,80 GGAGAAACTATCCCGATGAC 55,05 110
carB Carbamoyl-phosphate TCGTCTACATCGTCAACACC 57,1 GACAGTGGTCGAATAGGTCA 56 104
synthase large chain
Clp cAMP-regulatory GCTTTCCTTGTGGTATCGAG 56,24 GTTTCAGACGAGTTTGTCGC 57,72 93
protein
clpX ATP-dependent Clp ATGTACGAACTGCCGTCAC 57,1 GCCTGGTAGATCAGATACGG 57,2 95
protease ATP-binding
subunit ClpX
fabH 3-oxoacyl-ACP GTGTTCAAGTACGCCGTCAA 59,76 GATCAACCAGTCCAGGTCGT 59,97 93
synthase
fabVv Trans-2-enoyl-CoA CACCAACAAGGACACCAT 55,47 ATCCACAGTTCCCAATCC 54,90 105
reductase
hrpA ATP dependent RNA ATGCGATCCAGATACCAG 53,44 TAACCTCAAGGTGCTGGA 54,91 105
helicase
hrpG Regulator-HrpG AAAAGATGGTGACCTCTGGG 57,11 AAGGATCGGCATTCGTACTG 57,77 93

protein-type I

secretion protein HrpG
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Continuacao

hrpX Regulator ara-C GGCTTGTAAAAGTGCTAGGG 56,7 GATCTCAAGCGTGGTGATTC 58,2 100
ilvC ketol-acid ATCTATGCGGTCTACCAGGAC 58,16 CCTTGAACGTGGTCTTGATG 59,13 109
reductoisomerase
iroN TonB-dependent GTGGACAACGACTTCGATAC 55,57 GCTGAAGGTGTAGTTCTTGG 55,02 102
receptor
purC Phosphoribosylaminoi CACGAACTGCTTGTCGTAG 55,48 GTACATCATGGACGAGATGC 57,46 103
midazole-
succinocarboxamide
synthase
rpfB Long-chain fatty acyl AATACCCGATTGCCACCTTC 57,98 GAGTCGATCAACTGGTGCTT 57,98 103
CoA ligase
rpfC Response regulator CGCTATGGCAGCAACTATCT 58,17 AGATAGGGATTGGCTTTCCA 58,60 101
rpfG Response regulator CGGAGTTGAAGGTCTACGAT 56,9 GGTAATCGAGCAGCAACAG 57 90
rpfH Response regulator ACGACGCTTTCCAATAGCAC 58,92 TAGCGTACGCAACAATGACA 57,93 102
Ssb Single-stranded DNA- GTTCCTGGTTATTGCCTTCG 59,57 GATCCCGACACCAAGTACAC 57,84 100
binding protein
xopAc Type Il effector ACCTGGACGATGTAGCTGT 55,60 GACAACCTCTGTCTGGTCTC 54,56 103

protein with a Leucine-
Rich Repeat Domain
AvrACXcc8004

* Genes de referéncia.
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Esses oligonucleotideos foram desenhados para atender aos seguintes
parametros, tamanho do “primer” até 21 nucleotideos, tamanho do “amplicon” entre 90
e 110 pb, temperatura de anelamento de 58 °C - 60°C para cada “primer”, auséncia de
grampos e auséncia de amplificacdo inespecifica (SRIVASTAVA et al., 2011). O
software Primer 3 (UNTERGASSER et al.,, 2012) foi usado para projetar todos os
“‘primers”, e a auséncia de amplificacdo inespecifica e “hairpin” foi avaliada usando o
software OligoAnalyzer 3.1 (OWCZARZY et al., 2008).

4.1.5 qRT-PCR e andlises dos dados

Durante a realizacao do bioensaio foi coletado micélio de S. sclerotiorum em
cinco tempos 6 h apos inoculacéo (hai), 12 hai, 24 hai, 48 hai e 72 hai , em seguida o
RNA foi purificado utilizado o método Trizol® (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 2006), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA purificado foi quantificado em
espectrofotometro NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis-Thermo Fisher) e avaliado por meio
de gel de agarose 1%. O RNA foi tratado com a enzima DNAse (DNAse turbo
Ambion®) e em seguida realizada a sintese de cDNA utilizando o kit SuperScript™ |lI
First-Strand Synthesis SuperMix for gPCR (Invitrogen) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os experimentos de gPCR foram realizados em
termociclador 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A reacdo sera
composta por Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems), 0,2 uM de cada
primer (Forward e Reverse) e 2 uL de cDNA referente a cada amostra analisada. O
programa de PCR utilizado foi realizado em um passo a 95°C por 10 min para ativacao
da enzima Taqg DNA polimerase (hot start), 95°C por 15 s, 60°C por 60 s repetidos por
40 ciclos. A curva de desnaturacdo -“melting curve” foi realizada ap0s o término da
amplificacéo para verificar a presenca de produtos inespecificos ou dimeros de primers.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata bioldgica. Trés réplicas técnicas

foram realizadas para cada réplica biolégica.
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As reacgOes de gRT-PCR foram realizadas em placas de 96 pocos e em cada
placa foi incluido um controle negativo sem cDNA para garantir a auséncia de
contaminacdo. ReacBes com RNA tratado com DNAse também foram realizadas para
confirmar a auséncia de contaminacao por DNA. Os dados brutos de fluorescéncia de
todas as corridas foram importados para o software Real time PCR Miner (ZHAO e
FERNALD, 2005), para determinar o valor Cq e a eficiéncia de cada amostra/gene. As
andlises de expressdo e estatistica serdo realizadas utilizando o software REST
(PFAFFL et al., 2002). Para comparar as diferencas de expressao entre 0s grupos, foi
utilizado o teste t com quatro graus de liberdade, n = 9 (trés bioldgicos e trés replicados
técnicos para cada réplica biolégica) e 95% de confianca.
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42 AVALIACAO DA EFICIENCIA DA METODOLOGIA HIGS PARA O
SILENCIAMENTO DE GENES EM X. campestris.

4.2.1 Obtencéo de plantas transgénicas

Sementes de Nicotiana tabacum cv. xanthi transgénicas capazes de silenciar
0 gene uidA no patdégeno, foram gentilmente cedidas pelo Dr. Francisco Aragao,
(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF). As linhagens foram
transformadas para expressar o gene uidA, em seguida re-transformadas com a
construcdo Intron- hairpin que expressam dsRNAs para o silenciamento do gene uidA.
Essas plantas foram utilizadas para silenciar o gene uidA expresso pelo fungo
filamentoso Fusarium verticillioides (TINOCO et al.,, 2010). Essas plantas foram
cultivadas em casa de vegetacao, em vasos de 750 mL em substrato (80% solo e 20%

vermiculita).

4.2.2 Transformagdo de Xanthomonas

O vetor pBR5-Tac-Gus, gentilmente cedido pelo Dr. Maxuel Andrade
(Laboratério Nacional de Biociéncias-LNBIo), foi isolado e utilizado na transformacéo de
Xcc e Xcr, obtidas a partir da colecdo de cultura da Embrapa Hortalicas. Células
competentes de Xcc e Xcr foram submetidas ao processo de eletrocompeténcia e em
seguida transformadas por eletroporacdo segundo Amaral et al. (2005) . A confirmacgao
da transformacdo das células foi realizada por cultivo em meio seletivo contendo o
antibiético Gentamicina (10 pg.mL1) e por meio de PCR convencional utilizando primers
especificos, GUSF (5° GCAAAGTGTGGGTCAATAAT 3’) e GUSR
(5 TCAGACTCTGTCTGGCTTTT 3’), para a detecgdo do gene GUS em colbnias
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isoladas, e ensaio colorimétrico utilizando o substrato acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
Beta-D-glucurdnico (X-gluc) de acordo com (JEFFERSON et al., 1987).

4.2.3 Avaliagcdo da ocorréncia do silenciamento génico em Xanthomonas

campestris

Células transformadas de X. campestris, capazes de expressar 0 gene
repérter uidA (GUS), foram cultivadas em meio NYG sélido a 28°C por 48h. Em
seguida, uma colbnia foi coletada e cultivada em 5 mL de meio NYG liquido e incubada
a 28°C sob agitacdo (220 rpm) por 16h e 500 pL desse cultivo foram transferidos para
50 mL de meio NYG liquido em frascos de 250 mL e mantidos por 12 h a 28°C. As
células foram centrifugadas, suspensas em solucdo salina (NaCl 0,85%) e a
concentracdo foi ajustada para uma ODesoo = 0,3 (aproximadamente 3x108 CFU/mL).
Essa solugao foi infiltrada em folhas de seis plantas de N. tabacum cv. xanthi, sendo
trés da linhagem #12, trés da linhagem #70, capazes de silenciar o gene uidA, no
patégeno, além de trés plantas ndo transformadas (WT). Trés plantas transformadas
foram infiltradas apenas com solugdo salina e foram utilizadas como controle dos
sintomas causados pelas bactérias. As infiltracBes foram realizadas de acordo com
Mehta e Rosato (2003).

As plantas foram avaliadas quanto aos sintomas causados pela infeccéo de
X. campestris, e discos foliares foram coletados nos tempos 0, 12, 24, 48 e 96 h apos
inoculacao (hai), para a realizacdo de dinamica populacional e teste de coloracédo. Para
a dinamica populacional, discos foliares de 0,6 cm de diametro foram macerados em 1
mL de agua destilada autoclavada e diluicbes apropriadas foram plaqueadas e as
unidades formadoras de colbnia, “colony forming unit” (UFC) foram contabilizadas. Para
a deteccédo da coloracdo azul resultante da atividade da enzima GUS, foram utilizados
discos de 0,4 cm de diametro e o substrato X-gluc, de acordo com Jefferson et al.
(1987). A avaliagdo da coloracdo foi realizada por analise de imagem utilizando o
software ImageJ versao 1.8.0 (SCHNEIDER et al., 2012).
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4.3 DESENVOLVIMENTO DE NANOESTRUTURA PARA O CARREAMENTO DE
ACIDOS NUCLEICOS PARA O INTERIOR DE CELULAS BACTERIANAS GRAM
NEGATIVAS.

4.3.1 Sintese de nanoparticulas e nanoencapsulamento

Nanoparticulas foram produzidos com base em uma adaptacdo de uma
metodologia previamente patenteada (DA SILVA et al., 2015). Foram utilizadas baixas
concentracfes de polietilenoglicol para conferir maior estabilidade e solubilidade a
nanoestrutura. Para o nanoencapsulamento foi adicionado aos lipossomos o vetor
pPM7g (MARTINS et al., 2010), que possui em sua constru¢cdo o gene reporter gfp.
Este vetor foi gerado sob o controle do promotor induzivel de xilose (pxyl) e possui
como marcador de selecdo o gene de resisténcia a kanamicina (Figura 8). O vetor foi
diluido em agua ultrapura a uma concentragdo de 100 uyg.mL* e levado a agitacdo em

vortex para a formacgdo das nanoparticulas.
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Figura 8. Visédo geral do vetor pPM7g. O vetor conta com a origem de replicagdo (ori) com o fragmento
do gene de alfa amilase(amy), o gene repdrter que codifica a proteina verde fluorescente), os genes de
resisténcia ao antibidtico kanamicina(kan) e ampicilina (Ap). O vetor conta também com o promotor

induzivel de xilose (pxyl) e com o operon regulador de xilose (xylR). Adaptado de MARTINS et al.
(2010).

4.3.2 Caracterizagcdo da nanoparticula por espalhamento de luz dinédmico e

potencial zeta

As nanoestruturas contendo o vetor de expressdao pPM7g e os controles
(lipossomo vazio e vetor livre) foram analisadas por espalhamento de luz dinamico,

“dynamic light scattering” — DLS (ZetaSizer Nano ZS. Malvern, UK). Estas avaliacdes
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forneceram informacdes referentes ao diametro hidrodinamico (DH), obtidas por meio
da andlise do movimento Browniano de particulas dispersas em meio liquido. O
tamanho pode ser obtido de acordo com a distribuicdo em intensidade. A partir dessa
informacéo, as distribuicbes em numero e em volume séo geradas considerando uma
solugcdo contendo duas populacdes de particulas de tamanho diferente em igual
propor¢gao. O indice de Polidispersao, “Polydispersity index” — Pdl, € um dado
importante e corresponde a variagdo do tamanho dentro de uma amostra relativa a sua
distribuicdo em intensidade. O seu valor varia de 0 a 1, sendo que guanto menor o
valor, mais monodispersa é a amostra. Além disso, por meio da mobilidade
eletroforética das nanoestruturas nas suspensdes foi determinado o potencial zeta de
superficie, referente a estabilidade da nanoestrutura em solu¢do, quanto maior o
potencial zeta de superficie, maior a estabilidade da nanoestrutura (CLOGSTON e
PATRI, 2011; HACKLEY e CLOGSTON, 2011).

4.3.3 Avaliacao do carreamento do vetor pPM7G ao interior da célula bacteriana

A bactéria foi cultivada em meio liquido e temperatura adequados sob
agitacdo de 220 rpm até atingir ODeoorm = 0,5, € em seguida 500 pL do cultivo foi
transferido para 4,90 mL de meio liquido, suplementado com 500 pL de lipossomos
contendo o vetor pPM7g. A bactéria foi cultivada até atingir ODsoonm = 0,8, em seguida
as células foram avaliadas em microscopio de epifluorescéncia (Axiophot, Zeiss USA) e
cultivadas em placa de Petri contendo meio Luria Broth (LB) suplementado com xilose
(1%) com e sem antibiético (kanamicina 50 pg.mL™?), as col6nias foram contabilizadas

e avaliadas quanto a fluorescéncia em lupa (Lupa, Leica, USA).
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4.4  UTILIZACAO DA METODOLOGIA HIGS PARA O CONTROLE DO MOFO
BRANCO ATRAVES DO SILENCIAMENTO DE GENES EFETORES ESPECIFICOS

DE Sclerotinia sclerotiorum.

4.4.1 Selegdo de genes alvo para o silenciamento em Sclerotinia sclerotiorum

Para o desenvolvimento desse estudo foi realizada a selecao de trés genes
efetores de S. sclerotiorum, SsPG1, SsiTL e Ss-cafl ja conhecidos e descritos na
literatura. Para a selecdo desses genes foi levado em consideracao o referencial teérico
disponivel, além de resultados obtidos em estudo prévio, ainda ndo publicado, no qual a
expressdo de efetores de S. sclerotiorum foi avaliada durante a interacdo in vitro com
alguns hospedeiros. Desta forma, foram selecionados como alvos de silenciamento os

efetores.

4.4.2 Construcao de vetores

A sintese e clonagem dos fragmentos dos genes SsiTL, Ss-cafl e SsPG1, foi
realizada pela empresa Epoch, no sentido senso e antisenso, no vetor pRNAI-psiuK
(Figura 9), gentilmente cedido pelo Dr. Francisco Aragdo (Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Brasilia-DF). Os fragmentos para a clonagem ndo excederam 400
pares de base para favorecer a formacdo do hairpin-dsRNA. Cada fragmento foi
selecionado a partir do gene alvo e avaliado no software Mfold, disponivel no site:
http://unafold.rna.albany.edu/ (ZUKER, 2003). Esse software calcula a diferenca de
energia livre de Gibb’s (AG; -Kcal/mol) de cada sequencia; quanto mais negativo é o
AG, maior a estabilidade da sequencia avaliada.

ApoOs a selecdo dos fragmentos, foram gerados trés vetores, pRNAI-psiuK-
Efector-SsiTL, pRNAIi-psiuK-Efector-SscaF1l e pRNAI-psiuK-Efector-SsPG1. Os
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fragmentos selecionados foram clonados no sentido 5 - 3’ (senso) entre os sitios de
restricdo Sacl e EcoRI e no sentido 3° > &’ (antisenso) entre os sitios de restrigao BstBI
e Hindlll. Entre os fragmentos esta presente a sequencia intrénica do gene Piruvato
Ortofosfato Diquinase (PDK) de Flaveria trinervia, constituindo a sequencia aqui referida

como intron-hairpin.

RB T-repeticdo de DNA
Promotor CaMV 355
— L
/"r;
o",o
%
(Sequéncia anti senso|
pR:"DA:"C;:?:;:UK Terminador OCS
N
M~ Promotor 5P6
A ' CaMV 35S promotor
N
¢
) )
pVS1 onV \3

kanamycin (R

bom R ’/ CaMV3SS polyA

— . KanR ___— LB T- repetic3o de DNA

Figura 9. Mapa do vetor pRNAi-psiuK. O vetor contém a sequencia intron-hairpin (Sequencia senso-
intron do gene Piruvato Ortofosfato Diquinase (PDK) de Flaveria trinervia-Sequencia anti senso); os
genes de resisténcia a fosfinotricina (bar) e & kanamicina (kanR),essas sequencias sédo controladas pelo
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CAMV35S), promotor para bacteriofagos SP6 RNA
polimerase e pelo terminador Octopine sintase (OCS), o vetor conta também com origens de replicacao
(ori e pVS1 oriV), com a sequencia da proteina de replicacdo e estabilidade pVS1 do plasmideo de
Pseudomonas (PVS1 RepA e PVS1 staA respectivamente), com a sequencia de base da regido de
mobilidade do pBR322 (bom). O vetor conta com a sequencia de repeticdo da borda direita e esquerda
de nopalina C58 T-DNA (RB e LB — T repeticdo de DNA respectivamente).
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A sequencia intron-hairpin foi gerada sob o controle do promotor constitutivo
CaMV35S, do virus do mosaico da couve-flor. Os vetores gerados possuem como
marcador de selecdo o gene bar, que codifica a enzima fosfinotricina acetiltransferase
(PAT) que confere resisténcia a fosfinotricina ou PPT, principio ativo de herbicidas

como o glufosinato de amonia.

4.4.3 Multiplicacéo de vetores via Escherichia coli

Vetores sintetizados e entregues pela empresa Epoch, foram multiplicados
em E. coli. células da linhagem comercial XL1blue, foram submetidas ao processo de
eletrocompeténcia e transformacdo (SAMBROOK et al., 1989). As colbnias crescidas
em meio seletivo (kanamicina 50 pg.mL*?, rifampicina 50 pg.mL-1) foram
individualizadas em uma nova placa contendo meio seletivo e cultivadas a 37° C por
16h. A transformacéao foi verificada pela presenca dos genes alvo por meio de PCR
utilizando como molde coldnias isoladas que cresceram em meio seletivo e primers
especificos para cada fragmento presente em cada vetor, SsiTL 5
TACAAGACACGGACTGTTGA 3(SsiTL_F) e 5 TTAGCGCTATAAGGTCCAAG 3’
(SsiTL _R), Ss-caFl 5 AGAAACCTTTAACCGTGGAT 3 (Ss-caFl_F) e 5
TCTCCTTCAGCAAATCAACT 3’ (Ss-caF1l_R) e para o fragmento SsPG1 o primer 5
TCTCCTTCAGCAAATCAACT 3’ (SsPG1_F) e 5 GTTGGAGAGAGTGACACC AG 3.
Apds a confirmacdo da transformacdo de E. coli foi realizado o isolamento do
plasmideo (SAMBROOK et al., 1989). O DNA plasmidial foi quantificado utilizando
espectrofotometro NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis-Thermo Fisher).
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4.4.4 Avaliacao de transformantes por reacdo de PCR e sequenciamento

Visando a confirmacdo das transformacfes das bactérias utilizadas neste
trabalho, foram realizadas reagdes de PCR convencional, utilizando 100 ng de DNA
gendémico, 1 U de DNA polimerase (Taqg DNA polimerase® GE Healthcare Life
Sciences), tampéao de reagdo 1X (PCR buffer GE Healthcare Life Sciences), 1 uM de
cada primer, 250 uM de dNTPs e 2,5 mM de MgCl2. A reagéo ocorreu em termociclador
(Veriti 96 Well Thermal Cycler — Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢cfes: um
passo de 95°C por 3 min; 30 ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por 40 s; um
passo de 72°C por 5 min. Os produtos de amplificacdo foram visualizados em gel
agarose 1% corado com brometo de etidio. As colbnias bacterianas contendo insertos
de tamanho esperado foram submetidas ao sequenciamento de DNA na plataforma de
Sequenciamento da Universidade Catodlica de Brasilia (UcB) utilizando o equipamento
Sanger Abi 3130 (Applied Biosystems). As sequencias obtidas foram alinhadas no
software ClustalWw Omega (SIEVERS et al., 2011) e submetidas a ferramenta blast —
“basic local alignment seach tool” (Ferramenta de busca por alinhamento local)
disponivel em <https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>, especificamente o blastn, que
busca sequencias nucleotidicas (DEVELOPPEUR, 1990; JOHNSON et al., 2008), para
avaliar se as sequencias apresentavam similaridade com os genes efetores de S.

sclerotiorum selecionados.

4.45 Transformacao de planta modelo via Agrobacterium tumefaciens

Células de A. tumefaciens da linhagem GV3101 foram submetidas ao
processo de eletrocompeténcia. Em seguida trés aliquotas contendo células
eletrocompetentes foram selecionadas para a transformacdo (MCCORMAC et al.,
1998), utilizando 100 ng de cada vetor isolado de E.coli, para cada transformacéo, apos

a transformacéo as células foram cultivadas em meio seletivo (kanamicina 50 pg.mL™,


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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rifampicina 50 pg.mLt e gentamicina 50 pg.mL?), foi realizado o isolamento do
plasmideo a partir de colénias positivas (SAMBROOK et al., 1989). O DNA plasmidial,
foi quantificado utilizando espectrofotometro NanoDrop® (ND-1000 UV-Vis-Thermo
Fisher). Apdés a quantificacdo, foi verificado a transformacdo por reacdo de PCR

utilizando primers especificos para cada fragmento presente em cada vetor (Tabela 2).

Tabela 2. Primers especificos para genes efetores de S. sclerotiorum utilizados neste estudo.

Gene Primer foward Primer reverse

SsiTL 5 TACAAGACACGGACTGTTGA 3 5 TTAGCGCTATAAGGTCCAAG 3’
Ss-caF1l 5 AGAAA CCTTTAACCGTGGAT 3 5 TCTCCTTCAGCAAATCAACT 3’
SspG1 5 TCTCCTTCAGCAAATCAACT 3 5 GTTGGAGAGAGTGACACCA ¥

Apds a confirmacédo da presenca dos vetores pRNAi-psiuK-Efector-SsiTL,
pRNAI-psiuK-Efector-Sscafl e pRNAiI-psiuK-Efector-SsPG1 em A. tumefaciens foi
realizada a transformacdo de A. thaliana utilizando o método de imersdo dos botbes
florais “floral dip” (CLOUGH e BENT, 1998).

4.4.6 Analise da progénie

Apés a transformacédo dos botdes florais, as plantas (T0) foram mantidas em
ambiente controlado a 21°C com fotoperiodo de 12h, até a maturacdo e coleta das
sementes TO. As sementes TO foram germinadas em substrato (Substrato Carolina) e
mantidas sob condi¢cdes adequadas, gerando a planta T1, cada planta gerada nesta
etapa foi denominada “linhagem”, o processo foi repetido para a obtencédo da geragao
T2 e T3 de ao menos trés eventos distintos. As plantas foram analisadas para a
presenca do intron-hairpin especifico por selecao utilizando glufosinato de aménio 20
mg.L? , durante 15 dias. Ap6s a confirmacdo da transformacgdo por selecdo, foi
realizada andlise de Qui-quadrado (x?), utilizando o fator de correcdo de Yates para
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determinar se a segregacao observada corresponde ao padrdo Mendeliano na razéo de
3:1 ou 15:1, com 95% de nivel de confianca (ANDRADE et al., 2016).

4.4.7 Bioensaio

O bioensaio foi realizado utilizando plantas transformadas em homozigose.
Foram utilizadas folhas totalmente expandidas de plantas com aproximadamente 30
dias apés a germinacdo. Para a infeccdo foi utilizado o fungo S. sclerotiorum,
proveniente de campos de feijdo do estado de Goias, Brasil, cultivado em meio BDA
(Batata dextrose agar) sintético. Apos sete dias de cultivo do fungo, discos de 5 mm de
micélio foram coletadas e transferidos para o meio liquido e cultivados durante trés dias,
apos esse periodo 500 pL de meio de cultura foi inoculado de maneira perpendicular no
meristema apical da planta A. thaliana transgénica. O bioensaio foi conduzido utilizando
trés eventos independentes, réplicas bioldgicas e 24 réplicas técnicas de cada evento, 0
experimento contou também com um grupo controle, composto por 24 plantas Col-0
nao transformada (wild type). As plantas foram acondicionadas em camara umida, sob
a temperatura de 24°C +2°C no escuro. As plantas foram monitoradas e avaliadas a
cada 24 h durante 7 dias com o objetivo de acompanhar a interacao planta-patégeno
estabelecida. Para avaliar os sintomas foi utilizado uma escala de notas para os
sintomas, e para avaliar a severidade dos sintomas nos grupos avaliados foi utilizada a
férmula de Grau et al. (1982),

> (nota X n° de plantas)*100) / (total de plantas avaliadas* quantidade de notas).
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE GENES DE XCC ENVOLVIDOS NA
INTERACAO COM B. oleracea E VALIDACAO DE UM METODO DE CULTIVO in
vitro, QUE MIMETIZA O AMBIENTE CELULAR DA PLANTA HOSPEDEIRA.

A partir desses resultados foi gerado o artigo cientifico, intitulado “Validation
of an in vitro system for studies of pathogenicity mechanisms in Xanthomonas
campestris” (Apéndice A), publicado na revista FEMS Letters em outubro de 2017
(MAXIMIANO et al., 2017).

5.1.1 Cultivo de Xcc em sistema in vivo e in vitro

Na literatura foi relatado que diversos estudos relacionados a espécies de
Xanthomonas foram realizados utilizando sistemas in vitro. Entretanto existe a duvida
se 0s meios de cultura sdo capazes de reproduzir o que ocorre in vivo. Neste trabalho,
diferentes condicdes de crescimento foram comparadas, a fim de determinar se o meio
de crescimento poderia ser melhorado para melhor corresponder as condicbes da
planta, além daquelas oferecidas pelo meio minimo definido XVM1. Os experimentos
iniciais foram direcionados para avaliar o crescimento bacteriano nas diferentes
condi¢cbes. Para determinar o ponto de amostragem com 0 maior numero de células
Xcc in planta, foi realizada uma analise dinamica populacional. Os resultados revelaram
gue em 48 hai as células bacterianas atingiram o crescimento maximo, que foi de 1X107
UFC/cm? (Figura 10 A). Para o sistema in vitro utilizando meio minimo, o crescimento
de Xcc foi monitorado por 72 h e a densidade celular foi avaliada a cada 12 h durante

esse periodo (Figura 10 B).
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Figura 10. Dindmica de popula¢des. A - Xanthomonas campestris pv. campestris in planta . B — Curva de
crescimento de Xanthomonas campestris pv. campestris in vitro.

De acordo com os resultados obtidos, a fase exponencial média foi de
ODeoonm = 0,5 durante o crescimento em meios XVM1, XVM1 modificado e XVM1 *. Em
meio NYG, a fase exponencial média foi obtida em ODeoonm = 0,8. Os resultados obtidos
corroboram com dados relatados na literatura para o crescimento de Xanthomonas spp
nesses meios (MEHTA e ROSATO, 2003; TAHARA et al., 2003; LIU et al., 2015).

5.1.2 Avaliacao da expresséo génica

De acordo com publicacdes anteriores do nosso grupo e outros dados da
literatura, selecionamos 20 genes envolvidos na patogenicidade de Xcc para verificar
sua expressado em condi¢cdes de crescimento in vitro e in vivo. A analise de gRT-PCR e
as analises estatisticas dos resultados foram realizados utilizando o “software” REST
(PFAFFL et al., 2002) utilizando como controle interno a combinacéo dos genes adk -
adenilato quinase (DA SILVA et al, 2002; LU et al., 2009) e acpP proteina
transportadora de acil (HUANG et al., 2000; DA SILVA et al., 2002), determinados com
o auxilio do “software” geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002). As eficiéncias de
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amplificacdo foram determinadas individualmente para cada amostra pelo “software
Miner (ZHAO e FERNALD, 2005) e estavam acima de 90% para todos o0s genes
avaliados (90% -95%).

A expressao relativa dos genes de Xcc foi calculada em relacdo ao controle
(Xcc cultivada em XVM1 modificado — suplementado com 100 mM NacCl), o que né&o
induz os genes hrp (SCHULTE e BONAS, 1992). ApoOs a determinacdo da expressao
génica relativa, foi realizada uma analise estatistica para determinar a diferenca na
expresséo relativa do Xcc crescido nos sistemas in vitro e in planta. Os genes foram
considerados aumentados, diminuidos ou estatisticamente ndo significativos (Figura
11), de acordo com a analise estatistica do “software” REST. Com o objetivo de validar
o sistema de crescimento mais proximo de uma condicdo de infeccdo da planta
hospedeira foi avaliada a expressdo génica de varios genes, incluindo genes do cluster
hrp (hrpA, hrpG e hrpX), que foram selecionados como controles, uma vez que foram

bem estudados in vitro e in planta.



64

argD avrBs2 avrXccCFm carB clp
c b . .
25 c 20 b 25 20 . 25 a
" 15 20 b 15 b 20
15 b a 15 o ab s
0] a 107 a 0 . a .
5 3 5 5 5 L
0 0 o L= ;
& N * s & >~ ® » <] > * s O ~ * & o o . N
&S S RSN L D ¢S « ¢ R e
s ﬁ < & X .ﬁé\ & Aas _cﬁ‘\ ¢ £ ..\;ié\ +5§‘ S & ,.S‘b E%
CLUX fabH fabV b hl"pA hrpG
15 b P 4 100 b c s
a 300 b a L a
225 10
s ? 150 a X
= 75
< ) o & § o & @ e
5} . «
Cﬂ + By S 4*“ < AN 13\3‘ Q
= purC rpfB ,
2 20 b b 15
5]
s ¥ 10 a
& 10 a
= 5 5
0 += 0 L= =
POt SRR
o
= +§ 4‘,\?“ QxF éﬁ‘ _‘:& -‘:ﬁ\ X
¢ ssb xopAc
c 10 a 5 a 25 b
5 20
" ; e
-5 5
0 o 0 -10 0
& > * N &) S ® \ &) > * & G N ® ~ O N N N
& & & & &S <& & LSS £ o e &8 &
Legenda
Nao significativo - -
18l Aumentad L
estatisticamente tmentaco Diminuido

Figura 11. Expresséo relativa dos genes de Xanthomonas campestris pv. campestris envolvidos na
patogenicidade, durante o crescimento in vitro e in vitro. Cada valor representa a média + de trés
experimentos independentes. Letras diferentes representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os
grupos.

O gene hrpA (helicase dependente de adenosina trifosfato [ATP]) atua na
sintese do pilus, enquanto hrpG e hrpX sdo reguladores de expressdo deste cluster
(ALFANO e COLLMER, 1997; SU et al., 2016). O perfil de expressédo desses genes
mostrou-se, como esperado, aumentado em Xcc cultivado em XVM1, XVM1* e in
planta, quando comparado com o controle. Curiosamente, o fold change de hrpA foi de
275 in planta, 180 em XVM1* e 46 em XVML1 (Figura 11), mostrando que a expressao in
planta foi maior que nos sistemas in vitro e que o perfil XYM1 foi mais proximo do

observado na planta. Os genes hrpG e hrpX também estavam aumentados quando
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comparados ao controle, no entanto, a expressao de hrpG nao foi estatisticamente
diferente em XVM1, XVM1* e in planta, além disso a variacdo maxima do fold change
foi de 8. Por outro lado, a expressédo de hrpX apresentou uma alteracdo maxima de fold
change de XVM1* e 75 in planta sem diferenga estatistica entre eles, enquanto o fold
change em XVML1 foi 17. O trabalho realizado por Guo et al. (2011), mostraram que
hrpG e hrpX desempenham papéis importantes na coordenacdo de diferentes
categorias de genes. E sugerido também que esses genes interagem com uma rede de
sinalizacdo global e coordenam a expressdo de multiplos fatores de viruléncia para
modificacdo e adaptacdo do ambiente hospedeiro durante a interagdo com
Xanthomonas axonopodis pv. citri. Em Xanthomonas oryzae pv. oryzae, foi
demonstrado que a expressao de hrpA e hrpX ndo é dependente de fonte de acucar,
diferentemente dos outros genes deste cluster (IKAWA e TSUGE, 2016), o que poderia
explicar a expressdo menor de hrpX em XVM1 e sua indu¢do por compostos de plantas
em XVML1* e in planta, mostrando a eficiéncia do XVM1*.

Os genes do cluster rpf também foram avaliados devido a foram avaliados
devido ao seu papel no processo de infeccdo Xcc, atuando na sinalizacdo célula-a-
célula. Os genes selecionados deste cluster foram rpfB (cadeia longa de acil CoA
ligase), rpfC (sensor quinase), rpfG (par de regulador de sensor de dois componentes) e
rpfH (proteina de membrana putativa) (BARBER et al., 1997; HE e ZHANG, 2008).
Todos os quatro genes rpf analisados estdo envolvidos em um sistema coordenado
para a producdo de fatores de viruléncia por comunicag¢édo célula-célula mediada por
fator extracelular difusivel, “Diffusible Signal Factor” — DSF, (WARWICK et al., 2007).
Neste mecanismo, rpfB é responsavel por gerar um sinal para rpfC e rpfG atuando na
percepcao e transducao do sinal. Foi relatado que uma mutacdo em rpfB suprimiu a
producdo de DSF (HE e ZHANG, 2008), mas rpfH juntamente com rpfC (SLATER et al.,
2000) e rpfG atuaram como reguladores positivos de substancias poliméricas
extracelulares, “extracellular polymeric substances” - EPS (sintese de polissacarideos
extracelulares) e DSF (HE e ZHANG, 2008).

A expressao relativa desses genes mostrou uma mudanga de fold change
préximo a 15 para Xcc in planta, exceto para rpfG, que obteve um fold change

aumentado de 137, enquanto a mudanca fold change XVML1 foi 16 e em XVM1* foi 64.
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O perfil de expressdo desses genes (Figura 11) sugere que a ativacado do rpfG é
desencadeada por fatores ambientais (BARBER et al., 1997), associados ao meio de
crescimento XVM1 que mimetiza o ambiente intracelular da planta, XVYM1* com extrato
vegetal e no proprio hospedeiro, mostrando o papel das moléculas hospedeiras no
aumento da expressao desse gene, especialmente na condicéo in planta.

As proteinas Avr séo efetores bem conhecidos secretados pelo sistema de
secrecdo tipo Il (DA SILVA et al., 2002; IGNATOV et al., 2002; CASTANEDA et al.,
2005; XU et al., 2008; HO et al., 2013). Neste estudo, avaliamos a expressao relativa
de avrBs2, avrXccCFM e xopAc. Estudos sugerem que esses trés genes desempenham
papéis importantes na patogenicidade/especificidade da raca de Xcc e que o0 gene
XOpAc poderia estar relacionado a capacidade do Xcc de colonizar o xilema hospedeiro
(CASTANEDA et al., 2005; VICENTE e HOLUB, 2013).

O perfil de expressao génica mostrou uma regulacdo aumentada de avrBs2 e
XOpAc em todas as condi¢cdes, mas a expressdo em NYG e XVM1 nao diferiu
estatisticamente do controle. Para avrBs2, a expressdao em XVM1* e in planta nao
houve diferenca estatistica, enquanto que para avrXccFm e xopAc a variacao do “fold
change” na bactéria cultivada in planta foi maior que em XVM1*. Estes resultados
corroboram com a hipétese de que o gene xopAc esté ligado a capacidade de Xcc de
colonizar o xilema hospedeiro, o que pode explicar a diferenca entre a mudanca de “fold
change” desse gene em Xcc cultivada em XVM1* e in planta.

Também havia o interesse em avaliar outros genes previamente identificados
em estudos protedmicos prévios (SANTOS et al.,, 2017). Portanto, neste estudo
avaliamos alguns genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo de Xcc,
aumentados durante a interacdo Xcc-B. oleracea, uma vez que proteinas envolvidas na
biossintese de aminoacidos e metabolismo em geral tém papéis importantes na
viruléncia do patdgeno (LIMA et al., 2008). NO6s analisamos a interagéo entre Xcc e B.
oleracea por cromatografia liquida-espectrometria de massa em tandem e proteinas
Gnicas e aumentadas identificadas potencialmente envolvidas em patogenicidade,
incluindo ArgD, CarB, Clp, ClpX, FabH, FabV, IIvC, IroN, PurC e Ssb. Os genes

correspondentes foram previamente analisados por gRT-PCR in planta e mostraram
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uma expressao aumentada quando comparados ao crescimento em NYG (SANTOS et
al., 2017).

Entre os genes analisados, destacam-se argD, clp, iroN, fabV e purC, que
nao apresentaram diferenca estatistica na expressao durante o crescimento em XVM1*
e in planta e apresentaram alta variacdo de dobra quando comparados aos demais
meios de crescimento (Figura 11). Todos esses genes foram relacionados com a
viruléncia de Xcc. Por exemplo, Ramos et al. (2014) , revelaram que uma mutagao no
gene argD de Erwinia amylovora causou reducgéo da viruléncia. Da mesma forma, uma
mutac&o no gene purC afetou os niveis de expressao de diversas proteinas envolvidas
na sintese de purinas e pirimidinas, metabolismo de carbono e energia, absorcdo de
ferro, protedlise, secrecdo proteica e transducdo de sinal (YUAN et al.,, 2013). A
proteina Clp (proteina tipo CRP) é um regulador global conservado que desempenha
um papel importante na regulacdo da producao de fator de viruléncia (HE et al., 2007;
WARWICK et al., 2007) e a proteina iroN € um receptor dependente de TonB, uma
proteina de membrana que atua na sinalizacé@o celular (RYAN et al., 2011).

Interessantemente, os resultados obtidos neste estudo mostraram que 0s
perfis de expresséo de todos os genes analisados apresentaram expressdo aumentada
sob condicfes in planta e, em varios casos, um perfil semelhante foi obtido na presenca
de extrato vegetal (XVM1*). Por outro lado, o perfil de expressdo destes genes na
condicdo XVM1 mostrou um nivel de expressao mais baixo (Figura 11). Foi interessante
observar que a expressdo de carB nao foi estatisticamente diferente em XVM1 e
XVM1*, mas foi maior in planta. CarB, uma carbosil-fosfato sintase, atua na biossintese
de arginina (ZHUO et al., 2015), que tem sido considerado como um fator envolvido na
viruléncia de Xanthomonas (FICARRA et al., 2015).

Estes resultados revelaram que o extrato vegetal nem sempre pode substituir
as condi¢cdes encontradas na planta. Varios estudos utilizaram meios sintéticos para
mimetizar o ambiente apoplastico ou meio contendo moléculas do hospedeiro (extrato
vegetal) para avaliar a expressdo génica e abundancia de proteinas (MEHTA e
ROSATO, 2001; MEHTA e ROSATO, 2003; TAHARA et al., 2003; ASTUA-MONGE et
al., 2005; FICARRA et al., 2015; KIM et al., 2016), as condi¢des in vivo devem ser

priorizadas sempre que possivel, uma vez que fornecem a complexidade bioquimica e
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espacial do ambiente apoplastico, e incluem as mudangas dindmicas na composi¢édo do
apoplasto (SOTO-SUAREZ et al., 2010; TSUGE et al., 2014; CHATNAPARAT et al.,
2016; RASHID et al., 2016). Entretanto, os resultados obtidos mostraram que o0 meio
XVM1* (XVM1 suplementado com NaCl 100mM e extrato vegetal) apresentou um perfil
de expressdo génico mais proximo ao perfil de expressao obtido in planta e, portanto,
oferece um melhor modelo in vitro para interacdes bactéria-planta.

Atualmente, existem diversos estudos relacionados a Xcc, mas ainda ha
inlmeras duvidas sobre os mecanismos de patogenicidade deste fitopatdbgeno. O
sistema ideal para ser usado em estudos de interacdo planta-patdégeno ainda € in
planta; no entanto, existem algumas desvantagens, como a necessidade de
crescimento de plantas e a pequena quantidade de células bacterianas recuperadas
das folhas das plantas. Além disso, em nossos estudos protedbmicos anteriores usando
o sistema in planta (ANDRADE et al., 2008; SANTOS et al., 2017), vérias proteinas
vegetais foram identificadas, o que provavelmente interferiu na deteccao de proteinas
bacterianas, especialmente quando utilizadas técnicas de cromatografia liquida de
associadas a espectrometria de massa.

Neste estudo, demonstramos que a expressao génica de Xcc cultivada em
meio XVM1* apresentou maior similaridade com o resultado observado em Xcc
cultivada in planta do que com os outros meios testados. Os niveis de expressdo de
varios genes analisados foram semelhantes em XVM1* e in planta. Os resultados
também mostraram que o meio NYG pode ser usado como condicdo de controle em
estudos pos-genoma, uma vez que 0s genes de patogenicidade geralmente ndo sao
induzidos neste meio ou s&o induzidos em um nivel muito baixo.

Embora o extrato de folhas nédo represente totalmente o ambiente da planta,
a presenca de componentes vegetais no meio de cultura parece induzir genes de
patogenicidade, mimetizando as condicbes da planta. Portanto, o uso do extrato de
folhas (XVM1*) pode ser uma alternativa interessante para estudos de interagdo planta-

patdgeno.



69

5.2 AVALIACAO DA EFICIENCIA DA METODOLOGIA HIGS PARA O
SILENCIAMENTO DE GENES EM X. campestris.

A ocorréncia do silenciamento de genes em X. campestris e a eficacia da
utilizacdo da metodologia HIGS para alcancar esse objetivo foi avaliada neste estudo.
Plantas capazes de promover o silenciamento do gene uidA foram inoculadas com X.
campestris expressando o gene uidA. Apdés a inoculacdo, foi avaliada de forma
qualitativa a presenca ou auséncia de coloracdo resultante do ensaio utilizando o
substrato X-gluc, que ao ser degradado pela enzima GUS gera uma coloracao azul de
acordo com Jefferson et al. (1987). Esta estratégia foi considerada prova de conceito.

Na literatura, tabaco é reportado como uma planta resistente a Xcc, gerando
assim uma interacdo incompativel. A planta de tabaco infectada pode apresentar a
contencdo da bactéria na area infiltrada, podendo ocorrer resposta de
hipersensibilidade (HR) (BONAS et al.,, 1991; MEYER et al., 2001; GROSS et al.,
2005). Por outro lado, foi reportado por Vicente et al. (2006), a suscetibilidade do tabaco
a X. campestris pv. raphani (Xcr) .

O silenciamento génico promovido por HIGS requer uma interacdo entre o
patébgeno e hospedeiro que permita a incorporacdo de nutrientes, em uma interacao
biotrofica ou hemibiotréfica. Nessas interacdes, células e tecidos vivos da planta sao
fontes para a nutricdo do patdgeno, que mantém o hospedeiro vivo (AGRIOS, 1997,
GLAZEBROOK, 2005). Essa caracteristica pode permitir a captacdo de siRNAs
produzidos no hospedeiro.

O modelo Xcc-tabaco é ndo compativel, entretanto, estudos como o0s
realizados por Meyer et al. (2001) e Gross et al. (2005), utilizaram esse modelo para
avaliar a producao de lipopolissacarideos do fitopatdgeno, e observaram que, logo nas
primeiras horas de interacao, os lipopolissacarideos de Xcc induziram uma alta reacao
oxidativa nas células de tabaco, devido ao aumento lento na producdo de H202. Desta
forma, no presente trabalho foram utilizadas Xcc e Xcr e as avaliagGes foram feitas no

inicio da infecgéo para garantir a presenca de células vivas no tecido vegetal.
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5.2.1 Transformacdo de Xanthomonas e avaliagdo da ocorréncia do

silenciamento génico em Xanthomonas campestris

As colbnias de X. campestris (cultivadas em meio de cultura NYG seletivo,
contendo gentamicina 10ug.mL?) transformadas foram submetidas a PCR
convencional. Foram utilizados como template colénias de Xcc (Figura 12 A) e Xcr
(Figura 12 B). Além disso, foi realizado um ensaio de degradacgdo do substrato X-Gluc

para avaliar em Xcc (Figura 12 C) e em Xcr (Figura 12 D) a expressao do gene uidA.

ot N Wi
~ 500pb
C E. colr Xee Xce Xce  XecWT D Xer Xer Xer XaWT E. coli

Figura 12. Confirmacéo da transformacdo de Xanthomonas. C+ - Controle positivo, amplificacdo do gene
uidA a partir do vetor pBR5-Tac-Gus purificado (utilizado para transformacéo), resultando em uma banda
de aproximadamente 500 pb. C- Controle negativo, bactéria ndo transformada “wild type”. M.M -
Marcador molecular (1kb ladder — Invitrogen). 1-5 - Bactérias transformadas. A- Confirmacao da presenca
do fragmento do gene uidA por PCR convencional utilizando como template colénias de Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc) B- Confirmacdo da presenca do fragmento do gene uidA por PCR
convencional utilizando como template colénias de Xanthomonas campestris pv. raphani (Xcr). C- Ensaio
para avaliacdo da degradagédo do substrato X-gluc em Xcc, com o controle positivo (Escherichia coli) e
controle negativo (XccWT néo transformadas “Wild type”). D- Ensaio para avaliacdo da degradacdo do
substrato X-gluc em em Xcr, com o controle positivo (Escherichia coli) e controle negativo (XcrWT n&o
transformadas “Wild type”).
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A PCR mostrou a presenca do gene uidA nas bactérias transformadas, como
esperado, e 0 ensaio de degradacdo do substrato X-gluc confirmou a atividade da
enzima Gus nessas bactérias. Foi comprovada a transformacéo e expressédo do gene
uidA nas bactérias transformadas, bem como a auséncia da expressdo em
Xanthomonas campestris ndo transformada (wild type-WT). Apd6s a confirmacdo da
transformacao, foi realizado um ensaio para avaliar os sintomas causados por Xcc e Xcr

transgénicas, expressando o gene uidA, durante 96 h (Figura 13).
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Figura 13. Avaliacdo de sintomas em Nicotiana tabacum cv. xanthi transgénica durante interagdo com o
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) e Xanthomonas campestris pv. raphani, expressando o
gene uidA durante 96 h. Setas vermelhas indicam pontos de infiltracdo e a partir de 24 h indicam &reas
com sintomas em Xcc e 96h em Xcr. Controle — plantas inoculadas com solucdo salina.
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A avaliagdo fenotipica das plantas revelou que a inocula¢do de Xcc resultou
em uma reacdo de resisténcia, o que era esperado uma vez que tabaco ndo é planta
hospedeira de Xcc. Por outro lado, a inoculagdo com Xcr produziu sintomas esperados
de mancha foliar durante esse periodo de avaliagdo (VICENTE et al., 2006; FARGIER
e MANCEAU, 2007). Foram realizados também ensaios de dindmica de crescimento
populacional bacteriano durante 96 h, com a finalidade de avaliar o numero de células
bacterianas viaveis na planta. Os resultados revelaram uma diminuicdo de células
bacterianas de Xcc apoés as primeiras 48 h.

Uma vez determinado o crescimento bacteriano na planta, o ensaio para
avaliar o silenciamento génico foi realizado. Discos foliares infectados com ambas as
bactérias foram coletados nos tempos 0, 12, 24 e 48 hai e os sintomas foram também

observados (Figura 14).
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Figura 14. Folhas destacadas de duas linhagens transgénicas de Nicotiana tabacum cv. xanthi (GUS-
RNAI #12 e #70) e planta ndo transgénica (Controle), apds 48 h de interagdo com Xanthomonas
campestris. Xcc_WT - Xanthomonas campestris pv. campestris ndo transgénica. Xcc_GUS -
Xanthomonas campestris pv. campestris transgénica, capaz de expressar o gene uidA. Xcr WT -
Xanthomonas campestris pv. raphani ndo transgénica. Xcr_GUS - Xanthomonas campestris pv. raphani
transgénica, capaz de expressar o gene uidA.
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O ensaio mostrou sintomas similares aos observados anteriormente, como
esperado. Além disso, foi realizado também, o monitoramento do crescimento
populacional das bactérias (Figural5), nas diferentes plantas avaliadas (transgénicas
GUS_RNAI#12 e #70 e plantas “wild type”).
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Figura 15. Avaliacdo da dindmica de crescimento populacional das células bacterianas em plantas
controle (n&o transgénica) e plantas transgénicas (GUS_RNAI #12 e #70). A. Xanthomonas campestris
pv. campestris (ndo transformada). B. Xanthomonas campestris pv. campestris transformada
(expressando o gene uidA). C. Xanthomonas campestris pv. raphani (ndo transformada). D.
Xanthomonas campestris pv. raphani transformada (expressando o gene uidA)
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A dindmica de crescimento populacional revelou a presenca de células
vidveis nas primeiras 24 horas ap0s a inoculagdo. Este resultado pode indicar a
ocorréncia de interacdo entre as bactérias e o hospedeiro, mesmo no modelo de
interacdo incompativel. Esta interacdo pode possibilitar que os RNAs interferentes,
produzidos no hospedeiro e possivelmente acumulados em vesiculas extracelulares
(CAI et al.,, 2018), possam ser adquiridos pelo patdgeno, como ocorre em fungo,
possibilitando a ocorréncia do silenciamento génico.

Para avaliar a ocorréncia do silenciamento génico, discos foliares contendo
células bacterianas foram submetidos a um ensaio de coloracao utilizando o substrato
X-gluc (Figura 16 A e B). Os resultados obtidos no ensaio de coloragdo foram
analisados qualitativamente, utilizando o “software” de imagem imageJ verséo
1.8.0 (Figura 16 C e D) (SCHNEIDER et al., 2012; MALAMBANE et al., 2018). As
analises qualitativas foram associadas aos testes estatisticos. Inicialmente foi realizado
o teste Shapiro Wilk (SHAPIRO e WILK, 1965) para avaliar se os dados obtidos
apresentavam distribuicdo “normal”’. A escolha de um teste estatistico paramétrico ou
nao paramétrico (SILVERMAN, 2018), levou em consideracao os resultados obtidos no
teste Shapiro Wilk.


http://wsr.imagej.net/distros/osx/ij152-osx-java8.zip
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Figura 16. Avaliacdo de coloracdo in planta A. Discos foliares infectados com Xanthomonas campestris pv. campestris expressando o gene uidA
B. Discos foliares infectados com Xanthomonas campestris pv. raphani. Os discos foram submetidos a ensaio colorimétrico para avaliacdo da
expressdo de GUS na bactéria. Cada disco foliar representa uma réplica técnica. As plantas foram avaliadas em 0, 12, 24 e 48 hai. C. Avaliacdo
quantitativa de coloracdo em discos foliares infectados com Xanthomonas campestris pv. campestris expressando o gene uidA. D. Avaliacdo
quantitativa de coloragdo em discos foliares infectados com Xanthomonas campestris pv. campestris expressando o gene uidA. Avaliacdo da
expressdo de GUS in planta durante interacdo com duas linhagens transgénicas de Nicotiana tabacum cv. xanthi, capaz de produzir moléculas de
RNAIi que possuem como alvo o gene uidA. Cada coluna representa o tempo de coleta apds a inoculacdo da bactéria na planta. (*) Diferenca
estatistica (p<0,05) entre os tempos comparados ao tempo 0.
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O teste Shapiro Wilk revelou que os dados apresentavam uma distribuicdo
normal. O teste paramétrico t student (KIM, 2015), foi selecionado para avaliar a
significancia estatistica da diferenca observada na coloracéo dos discos (n=9), ao longo
das 48h de observacao.

Os resultados obtidos pela analise da coloracéo dos discos foliares utilizando
o “software” imaged indicaram a diminuicdo de coloracdo (comparada ao tempo 0),
durante a interacédo de Xcr com as plantas Gus_RNAIi#12, e em Xcc durante interacao
com as plantas Gus_RNAi#12 e Gus_RNAi#70. Essa diminuicdo pode estar
relacionada a reducao da atividade da enzima Gus (codificada pelo gene uidA expresso
nas bactérias) nos discos foliares das plantas transgénicas infectados com ambas as
bactérias.

Bactérias ndo possuem o sistema RISC, logo o mecanismo de RNAI
conhecido em eucariotos ndo ocorre nesses organismos. Entretanto, existem
mecanismos de regulacdo de expressao génica em procariotos que podem envolver a
degradacdo de mRNA. Pequenos RNAs estdo presentes em todos 0S organismos,
incluindo procarioto, e podem atuar na regulacédo da transcricdo génica (GOTTESMAN,
2004; HAO et al., 2011). Nesses organismos o pareamento dos pequenos RNAs com
MRNAS alvos pode ocasionar a degradagcdo de ambos. Essa degradacdo pode ocorrer
de maneira indireta, resultante do blogueio do acesso ribossomal e posterior
recrutamento de RNAses para a degradacdo do pequeno RNA e do mRNA. De maneira
geral, o mRNA degradado nesses processos tem sua transcricdo inativada até que
ocorra nova sinalizacdo para sua ativacdo (MASSE et al., 2003; GOTTESMAN, 2004;
HAO et al., 2011).

Alguns trabalhos reportam o silenciamento de genes em bactérias, Escobar
et al. (2001), demonstrou em seu trabalho o silenciamento de genes do T-DNA de A.
tumefaciens utilizando RNAI produzidos em plantas transgénicas. Genes do patdégeno,
transferidos para o genoma do hospedeiro para a inducédo da formacédo de tumores na
planta, foram silenciados pela acdo de siRNAs produzidos pelo hospedeiro, no entanto,
neste caso o silenciamento ocorreu no préprio hospedeiro, ou seja, ndo agiu no
genoma da bactéria . Na revisdo realizada por Nakashima et al. (2012), foi destacado o

sucesso da utilizacdo de mecanismos de RNAI para silenciar genes em eucariotos,
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entretanto foi ressaltado também o desafio em utilizar esse sistema em bactérias. Nesta
revisdo os autores destacam a possibilidade de silenciar genes em bactérias utilizando
duas abordagens, a expressdo de RNAs antisenso usando vetores de expressao, ou a
suplementacdo de meios de cultura com RNAs antisenso sintéticos. Entretanto, esses
métodos de silenciamento sdo limitados a aplicacbes in vitro, sendo essas
metodologias utilizadas principalmente na area clinica. (WANG et al., 2010; MCLEOD e
SIMMONDS, 2013). Até o momento ndo ha relatos de nenhuma dessas metodologias,
aplicadas para o silenciamento de bactérias fitopatogénicas, como X. campestris.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo promissores, entretanto, o ensaio
de coloracdo nédo foi suficiente para sugerir o silenciamento génico induzido pelo
hospedeiro em Xanthomonas campestris. Tinoco et al. (2010), em seu trabalho
expressou em plantas de tabaco um dsRNA para o silenciamento do gene uidA,
expresso pelo fungo filamentoso Fusarium verticillioides, e para avaliar o silenciamento
desse gene no fungo, realizou a quantificacdo da atividade enzimatica de Gus,
enquanto Huang et al. (2006), Andrade et al. (2016), e Yin e Hulbert (2018), avaliaram
a ocorréncia do silenciamento génico pela quantificacdo da expressao do gene alvo por
gRT-PCRDesta forma, sera necessario a realizacdo de ensaios complementares como
quantificacdo enzimatica e/ou (RT-PCR para analisar quantitativamente o

silenciamento do gene uidA na bactéria.
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5.3 DESENVOLVIMENTO DE NANOESTRUTURA PARA O CARREAMENTO DE
ACIDOS NUCLEICOS PARA O INTERIOR DE CELULAS BACTERIANAS GRAM-
NEGATIVAS

Neste trabalho, devido ao desafio em utilizar HIGS em bactérias, ou mesmo
outras metodologias de silenciamento génico que se limita a aplicagdes in vitro, (WANG
et al., 2010; MCLEOD e SIMMONDS, 2013), foi proposto o desenvolvimento de
nanoparticulas especificas para o carreamento e entrega de 4cidos nucleicos no interior

de células bacterianas Gram-negativas.

5.3.1 Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas

Apds avaliar os tipos de nanoparticulas disponiveis, quanto a suas
caracteristicas (CHRISTIAN et al., 2008; RAIl e INGLE, 2012; CHENG et al., 2016;
WANG et al.,, 2016; SANTOS et al., 2018), os lipossomos foram selecionados como
carreadores de acidos nucléicos neste estudo. Os lipossomos apresentam
caracteristicas como a capacidade de complexar moléculas carregadas negativamente,
carrear e “entregar” acidos nucleicos nas células, além de proteger os acidos nucleicos
frente a processos degradativos presentes em diversos ambientes (MACLACHLAN,
2007; LONEZ et al., 2008; DARAEE et al., 2016; SANTOS et al., 2018). Desta forma,
as nanoparticulas selecionadas foram sintetizados para a veiculagdo do vetor pPM7g
em células de organismos modelo (E. coli). Além disso, foi adicionado a sintese baixas
concentragdes do polimero polietilenoglicol (PEG), a fim de aumentar a estabilidade e
solubilidade a nanopatrticula visando aumentar a eficiéncia na entrega do acido nucleico
no interior da célula bacteriana (EWERT et al., 2010; SAFFARI et al., 2016). A estrutura
desenvolvida foi sintetizada de maneira que algumas regides da parte externa fossem
carregadas positivamente, facilitando assim, a ancoragem dessa estrutura a célula alvo
(LONEZ et al., 2008; EWERT et al., 2010; RAO, 2010).
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ApOs a sintese dos lipossomos, os mesmos foram submetidos a uma
quantificacdo indireta para avaliar a quantidade de &cido nucleico ainda livre na
solucdo. As amostras foram quantificadas utilizando o espectrofotometro NanoDrop®
(ND-1000 UV-Vis -Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA). A quantificacao indireta mostrou
que aproximadamente 25% dos &cidos nucleicos ndo haviam sido complexados nos
lipossomos, e estavam sendo detectados pelo espectrofotdmetro. A fim de remover o
vetor livre na solugcdo, as amostras foram tratadas com DNAse (Ambion,USA),
ocasionando a degradacdo dos acidos nucleicos ndo encapsulados. Assim como
realizado por Fillion et al. (2001), para confirmar a degradacéo do vetor pPM7g livre, foi

realizada uma eletroforese em gel de agarose (Figura 17).

~12 kb

Figura 17. Avaliacdo das nanoestruturas geradas e aplicadas em gel de agarose 1%. M.M - Marcador
molecular (1kb ladder — Invitrogen). 1. Controle: Vetor pPM7g. 2. Lipossomo vazio. 3. Lipossomo +
pPM7g. 4. Lipossomo+pPM7g tratado com DNAse.Seta vermelha indica a auséncia de vetor livre na
amostra.Avaliacdo das nanoestruturas geradas em gel de agarose 1%.
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As nanoparticulas geradas e tratadas com DNAse foram caracterizados por

DLS (Apendice C) quanto a seu tamanho hidrodinamico (Figura 18), potencial zeta e

Pdl (Tabela 3).
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Figura 18. Caracterizagdo dos lipossomos sintetizados quanto ao tamanho hidrodindmico. Cada barra
representa um dos lipossomos sintetizados, cada lipossomo foi analisado em triplicata técnica, as barras

mostram o desvio padrao de cada amostra.

Tabela 3. Caracterizagao das nanoparticulas por espalhamento de luz dindmico

Potencial Zeta Tamanho
Amostras Pdl . . .
(mV) hidrodindmico (hm)
Controle 0,882+0,27 -49,1+1,21 1575163
Lipossomo + pPM7g 0,842+0,12 -62,5+4,73 461166
Lipossomo + pPM7g tratado com DNAse  0,912+0,07 -24,5+1,79 1301+384
Controle sintetizado com PEG 0,942+0,08 -70,1+1,08 882+98
Lipossomo sintetizado com PEG + pPM7g 0,628+0,09 -46,7+1,73 486192
Lipossomo sintetizado com PEG + pPM7g
0,899+0,11 -27,9+0,66 30424534
tratado com DNAse
Vetor pPM7g livre 0,31640,05 -12,4+3,54 10515
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A caracterizacdo dos lipossomos revelou a variagdo no tamanho das
nanoparticulas, resultado esperado, pois ndo foi utilizada nenhuma técnica como a
extrusdo (KHINAST et al.,, 2013) ou sonicacdo (LAPINSKI et al., 2007) para a
padronizacdo do tamanho das nanoestruturas. O Pdl de todas as nanoparticulas
mostraram-se proximos a 1, indicando que as amostras estavam polidispersas, ou seja,
as nanoparticulas apresentavam populacbes de com tamanhos variados, resultado
condizente com a avaliacdo de tamanho.

Todas as nanoestruturas apresentaram um potencial zeta negativo, com um
valor médio de -50mV, sugerindo que as nanoparticulas geradas eram aniénicas. No
trabalho realizado por Ewert et al. (2013) e na revisao realizada por Shim et al. (2013),
foi sugerido que lipossomos catibnicos poderiam ser utilizados para carrear e entregar
acidos nucleicos de maneira eficiente. Além disso, esses estudos mostraram que essas
nanoparticulas sdo amplamente utilizados avisando a terapia génica. Entretanto,
Pensado et al. (2014), apontou que nanoparticulas com potencial zeta préximo a +30
mV, ou seja, catibnicas, estavam associadas a uma maior toxicidade, relacionada a
ruptura da parede celular. Trabalhos como o de Fillion et al. (2001) e Pensado et al.
(2014), mostraram a eficacia na utilizacéo de lipossomos anibnicos, para o carreamento
e entrega de acidos nucleicos. Na revisao realizada por Xue et al. (2018) os lipossomos
anidnicos foram apontados como a melhor escolha para o carreamento e entrega de

acidos nucleicos.

5.3.2 Avaliacdo do carreamento do vetor pPM7G ao interior da célula bacteriana

ApoOs a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas, foi realizado um ensaio
a fim de avaliar a eficacia na inducéo do gene gfp por xilose, e a entrega dos &cidos
nucleicos carreados pelos lipossomos, as bactérias foram cultivadas em meio liquido
suplementado com 500 pL de lipossomos contendo o vetor pPM7g. A avaliacao foi

realizada por microscopia de fluorescéncia em E. coli (Figura 19).
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Figura 19. Avaliacdo da entrega do vetor pPM7g no interior de células bacterianas. Visualizacdo de
fluorescéncia em células de Escherichia coli cultivadas em meio Luria Broth (LB) suplementado com
xilose 1%. A. Controle positivo — Escherichia coli transformada por eletroporagéo com o vetor pPM7g. B.
Escherichia coli cultivada com lipossomos complexados com o vetor pPM7g. Barra vermelha — 2 uM.

Os resultados obtidos pela microscopia de fluorescéncia revelaram a eficacia
na inducédo por xilose do gene reporter gfp nas células transformadas por eletroporacao
(controle) e nas células “wild type” submetidas ao ensaio. Entretanto, foi possivel
observar a diferenca na intensidade de fluorescéncia, resultante da expressao do gene
gfp, entre os dois grupos. As células submetidas a avaliacdo apresentaram
fluorescéncia menos intensa que as células controle. Esse resultado pode ser explicado
devido ao fato da amostra utilizada néo ter sido sintetizada com adicdo de PEG, e néo
ter sido tratada com DNAse. Baseado nesse resultado € possivel sugerir que as
nanoparticulas nao tenham realizado a entrega do vetor, e as células que apresentaram
florescéncia podem ser resultado da entrada de pPM7g livre na solucgao.

O ensaio foi novamente realizado, entretanto, foram utilizadas nanoparticulas
complexadas com o vetor pPM7g adicionadas de PEG e tratadas com DNase. ApGs a
realizacdo do ensaio, cinco aliquotas de 100 pL foram cultivadas em meio solido
contendo o antibiético kanamicina 30 pg.mL?, a fim de estimar a eficiéncia de
transformacdo pela entrada do lipossomo complexado com o vetor pPM7g na célula

bacteriana (Figura 20).
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Figura 20. Avaliacdo da entrada do vetor pPM7g no interior de células bacterianas. Visualizacdo de fluorescéncia em colbnias de Escherichia coli
cultivadas em meio seletivo, Luria Broth (LB) com kanamicina 30 pg.mL"! suplementado com xilose 1%, apos bioensaio. A. Controle positivo —
Escherichia coli transformada por eletroporacdo com o vetor pPM7g. B. Escherichia coli cultivada com o vetor pPM7g livre. C. Escherichia coli
cultivada com lipossomo complexado com o vetor pPM7g e tratado com DNAse. D. Escherichia coli cultivada com lipossomo constituido utilizando
polietilenoglicol, complexado com o vetor pPM7g e tratado com DNAse. E. Controle negativo Escherichia coli cultivada em meio LB sem adicdo de
nanoparticulas. F. Controle negativo - Escherichia coli cultivada com lipossomo vazio.
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ApOs a avaliagdo das coldnias foi observado que colbnias cultivadas
concomitantemente com o vetor pPM7g livre, cresceram em meio seletivo além de
apresentarem fluorescéncia apés inducdo com xilose. Estes resultados confirmam que
as ceélulas bacterianas sédo capazes de adquirir o DNA livre no meio de cultivo, como
descrito na literatura (GRUEGELSIEPE et al.,, 2006; NAKASHIMA et al., 2012). As
colonias provenientes de cultivos suplementados com os lipossomos sintetizados com e
sem PEG, complexados com o vetor e tratados com DNAse, também apresentaram
florescéncia. As colbnias foram contabilizadas e entéo a eficiéncia de transformacéo foi
estimada, visto que, so foi possivel estimar a quantidade de acido nucleico incorporado
ao vetor e ndo a quantidade de vetor a ser entregue nas células.

As estimativas de eficiéncia de transformacdo, revelaram que bactérias
cultivadas juntamente com o vetor pPM7g livre apresentaram eficiéncia de
transformacdo de 1.102° UFC/mL. As bactérias cultivadas com a suplementacdo do
lipossomo complexado com o vetor (tratado com DNAse) apresentaram uma eficiéncia
de transformacédo de 1.102° UFC/mL. Bactérias cultivadas com a suplementacdo do
lipossomo sintetizado com adicdo de PEG, complexado com o vetor (tratado com
DNAse) apresentaram uma eficiéncia de transformacéo de 1.10%6 UFC/mL.

A eficiéncia de entrega de &cidos nucleicos pode ser considerada baixa,
quando comparada a eficiéncia de transformacdo bacteriana por técnicas como
eletroporacdo ou choque térmico (ASIF et al., 2017; LUO et al., 2018). Entretanto, o
desenvolvimento dessas nanoparticulas é direcionado para o desenvolvimento de
produtos a serem utilizados em campo, ou seja, local onde ndo é possivel transformar
células bacterianas de maneiras classicas.

Os resultados obtidos sugerem a eficacia no carreamento, e entrega de
acidos nucleicos no interior de células bacterianas, utilizando os lipossomos
sintetizados. A estimativa da eficiéncia revelou que o PEG pode desempenhar um
importante papel no aumento da eficiéncia de entrega dessas moléculas, assim como
previamente indicado nas revisdes de Lakshminarayanan et al. (2018), Santos et al.
(2018) e Xue et al. (2018). Esses trabalhos apontaram que o PEG pode proporcionar
maior estabilidade e alta solubilidade a nanoparticula além de dificultar a ligacdo do

complexo com estruturas da parede ou membrana celular, podendo facilitar o escape
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dos acidos nucleicos e consequentemente melhorando a entrega do acido nucleico ao

interior da célula.

5.4  UTILIZACAO DA METODOLOGIA HIGS PARA O CONTROLE DO MOFO
BRANCO ATRAVES DO SILENCIAMENTO DE GENES EFETORES ESPECIFICOS

DE Sclerotinia sclerotiorum.

5.4.1 Selecdo de genes alvo, multiplicacdo dos vetores e avaliacdo de

transformantes

Para este estudo foram selecionados trés efetores para o silenciamento
génico em S. sclerotiorum, SsPG1 gene que codifica uma endopoligalacturonase
(ZUPPINI et al., 2005), SsiTL, que codifica uma integrina (ZHU et al., 2013) e Ss-caF1,
gue codifica uma proteina putativa de ligacdo ao Ca* (WANG et al., 2009; XIAO et al.,
2014). Os alvos desses efetores no hospedeiro ainda ndo foram elucidados, exceto
para o efetor SsSPG1, que tem como alvo na planta o iPG-1, que atua no processo de
sinalizacdo envolvendo o ionéforo de Ca?* na célula vegetal (WANG et al., 2009).

Apoés a selecdo desses genes, vetores foram sintetizados, de acordo com a
estratégia utilizada por Andrade et al. (2016), como a selecdo de uma regido de até 400
pb do gene alvo disposta no sentido senso e antisenso, flanqueada por uma sequencia
intrdbnica. Ao ser transcrita, essa sequencia gera um dsRNA, que ao ser processada
pelo sistema Dicer da planta gera RNAs de interferéncia.

As transformacgOes bacterianas de E. coli, para multiplicagdo dos vetores
construidos e A. tumefaciens, para a transformacgéo de A. thaliana por floral dip, foram

confirmadas pelo crescimento bacteriano em meio seletivo e por PCR (Figura 21).
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Figura 21. Confirmacao da transformacgdo com vetores especificos em Escherichia coli e Agrobacterium
tumefaciens. A. Escherichia coli transformada cultivada em meio seletivo. B. PCR de plasmideos isolados
de Escherichia coli utilizando primers especificos para cada vetor. C. Agrobacterium tumefaciens
transformada cultivada em meio seletivo. D. PCR de plasmideos isolados de Agrobacterium tumefaciens
utilizando primers especificos para cada vetor.

Os fragmentos amplificados obtidos por PCR convencional, e revelados por
eletroforese em gel de agarose corresponderam ao tamanho esperado, em torno de
314 pb para SsPG1 e 400 pb para SsiTL e Ss-caF1. Apos a confirmagéo por PCR, foi
realizado o sequenciamento dos produtos amplificados a partir de plasmideos extraidos

de E. coli e A. tumefaciens transformadas (Figura 22).
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Figura 22. Analise da transformacdo de Agrobacterium tumefaciens por sequenciamento génico. A.
Eletroforese em gel de agarose. MM — Marcador molecular. 1 e 2- Produto de PCR obtido utilizando
primers para o0 gene SspG1. 3- Controle positivo do gene SspG1. 4 e 5- Produto de PCR obtido utilizando
primers para o gene SsiTL. 6- Controle positivo do gene SsiTL. 7- Controle positivo do gene Ss-caF1l. 8 e
9 - Produto de PCR obtido utilizando primers para o gene Ss-caFl. B. Alinhamento das sequencias
enviadas para a sintese do vetor com as sequencias obtidas no sequenciamento dos produtos de PCR
de colbnias positivas apds transformacdo com o gene SspG1.C. Alinhamento das sequencias enviadas
para a sintese do vetor com as sequencias obtidas no sequenciamento dos produtos de PCR de colbnias
positivas apos transformacao com o gene SsiTL. D. Alinhamento das sequencias enviadas para a sintese
do vetor com as sequencias obtidas no sequenciamento dos produtos de PCR de coldnias positivas ap6s
transformacéo com o gene Ss-caF1l. ldentidade das sequencias >95%.

Os fragmentos amplificados a partir de colénias de A. tumefaciens
transformadas foram analisados por sequenciamento. As sequencias obtidas por
amplificacdo de PCR foram comparadas com as sequencias enviadas para a empresa
Epoch para a sintese dos vetores (Apéndice B). O sequenciamento resultou em um
fragmento de 400 pb para o gene SsiTL, 251 pb para o gene Ss-caFl e 272 pb para o
gene SspG1 apresentando uma cobertura de 100%, 63% e 87% respectivamente. O
alinhamento entre as sequencias (enviadas para a Epoch e as sequencias obtidas a

partir da amplificacdo por PCR de coldnias positivas) revelou uma identidade de 100%
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para o gene SsiTL, 98% para 0 gene Ss-caFl e 96% para o gene SspG1l. Apds o
alinhamento das sequencias, foi utilizada a ferramenta blast — “basic local alignment
seach tool” (Ferramenta de busca por alinhamento local) disponivel em
<https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>. Foi utilizado o blastn, que busca sequencias
nucleotidicas (DEVELOPPEUR, 1990; JOHNSON et al., 2008), para avaliar a
similaridade das sequencias obtidas com os genes SsiTL, Ss-caF1l e SspG1. A busca
apresentou, como esperado, a identidade de 100% para SspG1 e SsiTL e 97,99% para
Ss-caF1, com cobertura de 100% para SspG1 e SsiTL e 99% para Ss-caF1.

5.4.2 Transformacéo de planta modelo via Agrobacterium tumefaciens

Apos a confirmacdo da transformacdo de A. tumefaciens, plantas de
Arabidopsis thaliana foram transformadas utilizando a técnica de imersdo dos botbes

florais - “floral dip” (Figura 23).

Figura 23. Etapas da transformacéo de Arabidopsis thaliana via Agrobacterium tumefaciens por imerséo
dos botdes florais, “floral dip”. A. Cultivo de Arabidopsis thaliana até a formag&o de buques florais. B.
Imerséo dos botdes florais em meio contendo Agrobacterium tumefaciens transformadas com os genes
selecionados. C. Maturacdo das sementes.

Apds a imersdo dos botdes florais, as plantas foram acondicionadas em
ambiente controlado, com temperatura de 21°C e com fotoperiodo de 12h até a

maturacao e coleta das sementes TO. As sementes TO foram germinadas em substrato


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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(Substrato Carolina) e mantidas sob condicbes adequadas, gerando a planta T1,
selecionadas pela resisténcia ao herbicida glufosinato de amoénio 20 mg.L!, durante 15

dias. As plantas positivas foram individualizadas e denominadas “linhagens” (Figura 24).

Plantas

WT SscaF-1 SspG1 SsiTL

0 dias
=}
1o}
On
(¢}
%
v
(¢} 7 di
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ge)
o}
g
(0}
[
15 dias

Figura 24. Selecdo da primeira geracéo de plantas transgénicas (T1) utilizando herbicida glufosinato de
aménio. WT. Plantas Columbia-0 n&o transformada, controle. Ss-caFl. Plantas Columbia-0
transformadas com o intron hairpin Ss-caF1l. SspGl. Plantas Columbia-0 transformadas com o intron
hairpin SspG1. SsiTL - Plantas Columbia-0 transformadas com o intron hairpin SsiTL.

As linhagens geradas foram mantidas como descrito anteriormente, até a
geracdo de sementes. O processo de selecdo foi novamente realizado até a obtencéo
da terceira geragdo (T3). Trés linhagens de plantas transgénicas de cada constru¢do na

segunda geracdo (T2) foram submetidas & avaliacdo de segregacdo utilizando 54
réplicas técnicas de cada linhagem (Figura 25).
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Figura 25. Andlise da progénie. Selecdo da segunda geracdo de plantas transgénicas (T2) utilizando herbicida glufosinato de amdnio. Controle
positivo - Plantas Columbia-0 n&o transformadas e ndo submetidas a selecdo utilizando herbicida. Controle negativo - Plantas Columbia-0 nédo
transformadas submetidas a selec¢é@o utilizando herbicida. SspG1. Plantas Columbia-O transformadas com o intron hairpin SspG1. Ss-caF1.
Plantas Columbia-0 transformadas com o intron hairpin Ss-caF1. SsiTL - Plantas Columbia-0 transformadas com o intron hairpin SsiTL. #1 —
Linhagem 1. #2 — Linhagem 2 e #3 — Linhagem 3.
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As linhagens avaliadas ndo apresentaram um padrdo de homozigose,
normalmente atingido a partir da terceira geracdo (CLOUGH e BENT, 1998). Para
avaliar o padrdo de segregacdo das plantas, foi realizado o teste de x?, com 95% de
confianga, conforme Andrade et al. (2016). Os resultados obtidos revelaram que as
plantas de A. thaliana apresentavam um padrdo de segregacdo mendeliano na razao
3:1. Em cada quatro plantas avaliadas, uma ndo estava transformada (n&o resistindo a
selecdo), duas possivelmente eram heterozigotas para o gene avaliado, podendo ter
apenas uma coépia do gene em um par de alelos e uma planta possivelmente era
homozigota, podendo ter duas coépias do gene em par de alelos. Estes resultados
permitiram sugerir que as construcdes intron-hairpin encontravam-se sob o controle de
apenas um loco (HARUTA et al., 2010; ANDRADE et al., 2016).

5.4.3 Bioensaio

BN

As plantas T2 positivas, que sobreviveram a seleg¢édo realizada durante a
avaliacdo da progénie, foram desafiadas com o fungo necrotrofico S. sclerotiorum por
um periodo de 7 dias, e os sintomas do mofo branco foram avaliados. Neste ensaio,
considerando o padrdo de segregacdo 3:1 era esperado que a cada 3 plantas, ao
menos 1 apresentasse resisténcia ao fitopatdgeno, com uma razdo de 2:1 para a
presenca: auséncia de sintomas. Entretanto, todas as plantas avaliadas apresentaram
sintomas do mofo branco.

Para avaliar melhor o resultado obtido no bioensaio, foi estabelecida uma
escala de notas para os sintomas observados (Tabela 3), a escala foi desenvolvida
baseada nos trabalhos de Knecht et al. (2010) , que avaliou os sintomas em plantas
transgénicas de A. thaliana desafiadas contra o fungo Rhizoctonia solani , e de Chang

et al. (2018) , que avaliou os sintomas do mofo branco em Pisum sativum L.
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Tabela 4.Escala de notas para os sintomas do mofo branco em Arabidopsis thaliana.

Notas para os sintomas

Descricao dos sintomas

0

© 00 N o 0B~ W N P

I e e e e N o =
© © ™ N o U1 A W N R O

Auséncia de sintomas

Mancha encharcada no local do inéculo

Mancha encharcada em até 3 folhas

Mancha encharcada em 3 a 5 folhas

Mancha encharcada em mais de 5 folhas

Micélio no local do in6culo

Micélio em até 3 folhas

Micélio em 3 a 5 folhas

Micélio em mais de 5 folhas

Mancha encharcada + micélio no local do in6culo
Mancha encharcada + micélio em até 3 folhas

Mancha encharcada + micélio em 3 a 5 folhas

Mancha encharcada + micélio em mais de 5 folhas
Mancha encharcada+ micélio+ necrose no local do inéculo
Mancha encharcada+ micélio+ necrose em até 3 folhas
Mancha encharcada+ micélio+ necrose em 3 a 5 folhas
Mancha encharcada+ micélio+ necrose em mais de 5 folhas
Morte de folhas no local do inéculo

Morte de folhas de até 3 folhas

Morte de folhas de 3 a 5 folhas

Morte da planta

As plantas foram avaliadas e notas foram atribuidas aos sintomas (Figura

26). As notas foram utilizadas para avaliar a resisténcia ou suscetibilidade das plantas

transgénicas. A escala de notas dos sintomas desenvolvidos foram associadas com a

férmula desenvolvida por Grau et al. (1982). Esta formula pode ser utilizada para o

calculo de um score para um grupo de plantas, de acordo com as notas dos sintomas

de cada individuo avaliado, medindo assim, a severidade dos sintomas que pode variar

de 0 a 100. Os valores proximos a 0 podem ser indicativos de grupos resistentes e 0s

valores proximos a 100 podem ser indicativos de grupos suscetiveis.
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Escala de notas para os sintomas

T

Mancha encharcada no Mancha encharcada em Micélio no local do

Auséncia de sintomas ., , .,
local do in6culo até 3 folhas in6culo

I]HI|II]I]III|IIII’I

2

w1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Mancha e micélio no Mancha e micélio em Mancha e micélio Mancha e micélio em
local do in6culo até 3 folhas entre 3 a 5 folhas mais de 5 folhas

N o e s e el e

O

10

i 5 6 5 6 71 8 9

Mancha, micélio e Mancha, micélio e Mancha, micélio e necrose Morte da planta
necrose em até 3 folhas necrose em 3 a 5 folhas em mais de 5 folhas

Figura 26. Caracterizacdo dos sintomas do mofo branco em Arabidopsis thaliana de acordo com a escala
de notas estabelecida. Plantas desafiadas com Sclerotinia sclerotiorum. Setas vermelhas indicam areas
com sintomas.

Ao final dos 7 dias de ensaio, todas as plantas apresentaram sintomas do
mofo branco, entretanto a severidade da doenca manteve-se menor nas linhagens

transgénicas com relacdo a plantas nao transformadas — “wild type” (Figura 27).
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Figura 27. Avaliacdo da severidade do mofo branco em linhagens de Arabidopsis thaliana transgénicas e
ndo transgénicas (WT). A - Avaliagdo das linhagens que expressam o intron-hairpin SspG1l e seus
controles (WT).B - Avaliagcdo das linhagens que expressam o intron-hairpin SsiTL e seus controles. C -
Avaliacdo das linhagens que expressam o intron-hairpin Ss-caFl e seus controles. As plantas foram
avaliadas durante sete dias ap6és inoculagdo do fungo Sclerotinia sclerotiorum.
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A partir dos resultados obtidos, ap6s o calculo de score utilizando a férmula
de Grau et al. (1982), ndo foi possivel definir nenhuma das linhagens como resistentes.
Entretanto, foi possivel observar uma reducéo na severidade dos sintomas nas plantas
transgénicas, quando comparadas relativamente a seus respectivos controles (Figura
28). A severidade dos controles foi considerada como 100%, ou seja, 0 maximo de

severidade naquele tempo.
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Figura 28. Severidade relativa da doengca em comparacao ao controle. As barras indicam o tempo apés
inoculacdo de Sclerotinia sclerotiorum. A severidade dos sintomas nos controles foi considerada como
100%.

Plantas expressando o intron-hairpin SspG1l apresentaram um aumento
gradual na severidade dos sintomas, apresentando 62% de severidade em 24 hai e
90% em 7 dias, quando comparado ao controle. Este gene codifica uma
endopoligalacturanase (PGs), que compdem um grupo de enzimas pectinoliticas, que

atuam na degradacao da parede celular do hospedeiro, sendo crucial na coloniza¢do do
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tecido vegetal e determinante na patogenicidade e viruléncia de Sclerotinia
sclerotiorum.

Li et al. (2004) , determinou que a expressao do gene SsPG1 pode ser
induzida por estimulos abidticos, bioquimicos e nutricionais. Zuppini et al. (2005),
relatou em seu trabalho, que esse gene pode estar relacionado a inducdo da morte
celular programada do hospedeiro, facilitando assim a penetracdo do patégeno pela
cuticula foliar, e a expansdo da lesdo no tecido do hospedeiro. Além disso, foi
observado o aumento de Ca?* intracelular no hospedeiro, sugerindo a hipétese da
ocorréncia de sinalizacdo mediada por estes ions, induzida pela enzima secretada pelo
patdgeno.

Esta hipotese foi confirmada pelo trabalho de Wang et al. (2009), onde foi
detectado, a partir de uma biblioteca de cDNA de canola (B. napus) utilizando ensaios
“yest two-hybrid” e SspG1l como “isca”, uma proteina com dominio C2, denominada
IPG-1. Essa proteina foi apontada como sendo o “alvo” de SsPG1 no hospedeiro. Além
disso, os autores postularam que a interacdo PG/ IPG-1 pode interferir na ligacdo de
IPG-1 com Ca?* e consequentemente, com transducdo de sinal dependente deste ion,
que pode ser relacionada a inducdo de processos de morte celular programada no
hospedeiro.

A maior diminuicdo de severidade dos sintomas de S. sclerotiorum, em
plantas capazes de silenciar o gene SspG1 ocorreu entre 24 e 48 h de inoculacdo do
fungo, com 38% e 35% menos intensidade que seu controle. Interessantemente, o
trabalho realizado por Seifbarghi et al. (2017), que avaliou a expressdo de genes
envolvidos nos estagios iniciais da interacdo de S. sclerotiorum com B. napus, entre 1 h
até 48 h, revelou que em 48 h apds a inoculacdo ocorre um aumento na expressao
desse gene. Os resultados de Seifbarghi et al. (2017), associados aos resultados
obtidos no bioensaio com o fungo, permitem sugerir a ocorréncia do silenciamento
desse gene entre 24 h e 48 h apos o inicio da infecgdo, momento em que houve a
menor severidade relativa dos sintomas quando comparado ao controle. Esse
silenciamento pode ter ocorrido parcialmente, pois, apenas 17% das plantas avaliadas,
mantiveram-se vivas apés 7 dias de infeccdo, apresentando sintomas menos severos

gue as plantas controles.
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Plantas transgénicas capazes de silenciar o gene SsiTL também
apresentaram menor severidade dos sintomas quando comparada a seu controle. Em
24 hai apresentava 40% de sintomas, 72 hai 35% e em 7 dias apoOs inoculagéo,
apresentava 33%. Entretanto a severidade de sintomas foi maior em 48 hai quando as
plantas apresentaram 81% de severidade dos sintomas. Interessantemente, apesar
dessa maior severidade em 48 hai, as plantas mantiveram a severidade do sintoma
proximo a 60% (Figura 28), ou seja, a severidade dos sintomas em plantas controles
continuou aumentando, enquanto que nas plantas transgénicas mantiveram-se
estaveis. Ao final dos 7 dias de avaliacdo 45% das plantas transgénicas estavam vivas,
enquanto 85% das plantas ndo transgénicas, ja estavam mortas.

O gene SsiTL, codifica uma integrina, e pode ser relacionado com a
supressdo das vias de sinalizacdo do acido jasmbénico e do etileno, e
consequentemente pode ocasionar o aumento da suscetibilidade do hospedeiro. Em
um estudo realizado por Zhu et al. (2013) utilizando A. thaliana foi observado que nas
primeiras 12 h de infeccdo ocorreu uma alta expressdo do gene SsiTL. Além disso, ao
silenciar esse gene o hospedeiro passou a desenvolver resisténcia ao fungo. Foi
observado também um aumento na expressado de genes de defesa no hospedeiro nas
primeiras horas de interacdo com S. sclerotiorum mutante. Esses mutantes
apresentaram também um crescimento anémalo de suas hifas e desenvolvimento e
germinacao dos esclerddios comprometidos. Os resultados permitem sugerir que as
plantas transgénicas apresentam tolerancia parcial ao patégeno, visto o silenciamento
parcial do gene SsiTL, que pode estar envolvido na suscetibilidade dos hospedeiros S.
sclerotiorum.

As plantas transgénicas capazes de silenciar o gene Ss-caF1 apresentaram
em 24 hai uma reducdo na severidade da doenca de 88%. Entretanto a severidade dos
sintomas aumentou apds esse periodo, atingindo 75% em 48 hai e 78% em 7 dias. O
gene Ss-caFl codifica uma proteina que pode funcionar como um fator de
patogenicidade de S. sclerotiorum. Xiao et al. (2014) reportaram que esse gene
desempenha papel fundamental na formacdo de apressorios e desenvolvimento dos
esclerddios. Ainda no trabalho de Xiao et al. (2014), S. sclerotiorum mutante (que néo

expressava Ss-caF1l), apresentou maior sensibilidade ao estresse salino e osmatico,
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desenvolvimento anormal dos esclerddios, melanizagdo e tamanho reduzidos, além da
incapacidade de germinacdo. Além disso, esse mutante ndo foi capaz de produzir
apressorios, e consequentemente foi incapaz de induzir lesdes em folhas saudaveis
(sem injurias) de B. napus. Entretanto em folhas que apresentavam injurias, ocorreu o
estabelecimento e desenvolvimento da doenga.

Interessantemente, as plantas de A. thaliana capazes de silenciar esse gene
apresentaram uma baixa severidade dos sintomas nas primeiras 24 h de infeccéo, 12%.
Entretanto, houve o desenvolvimento da doenca ap0s esse periodo. Esse fenbmeno
pode ser explicado pela existéncia de injurias pré-existentes nas plantas, que
possibilitaram a entrada do patégeno sem a necessidade dos apressorios. Ao final dos
7 dias de avaliacdo, 45% das plantas estavam vivas, enquanto todas as plantas
controle estavam mortas.

Diversos trabalhos relataram o silenciamento de genes em fungos utilizando
HIGS (YIN et al., 2011; PANWAR et al., 2013; GHAG et al., 2014; GOVINDARAJULU
et al., 2015; ANDRADE et al., 2016; YIN e HULBERT, 2018). Entretanto, em sua
maioria referem-se a fungos biotréficos, que estabelecem longos periodos de interacao
com o hospedeiro principalmente para nutricdo a partir de produtos celulares, sem
causar sua morte (DELAYE et al., 2013). Essa caracteristica possibilita a transferéncia
de moléculas de RNAI produzidas e armazenadas pelos hospedeiros (CAIl et al., 2018)
para o patdgeno.

Andrade et al. (2016) demonstrou o silenciamento parcial do gene quitinase
sintase em S. sclerotiorum. Entretanto, a interacao de S. sclerotiorum com o hospedeiro
€ mais agressiva, contando com a secrecdo de diversas enzimas e toxinas para a
degradacdo da parede celular do hospedeiro, e devido a essas caracteristicas foi
considerado necrotréfico por varios anos (BOLTON et al., 2006). Entretanto, estudos
mais recentes passaram a designar S. sclerotiorum como um fitopatdgeno
hemibiotréfico, devido a evidencias de que no inicio da infeccdo ha uma fase curta
biotrofica, anterior ao reconhecimento da planta, podendo durar apenas algumas horas
(KABBAGE et al.,, 2015). Essa caracteristica permite a transferéncia de siRNAs do

hospedeiro ao patdogeno nas horas iniciais da infecgéo.
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Os resultados obtidos neste estudo permitiram sugerir a ocorréncia do
silenciamento parcial dos genes alvo no patégeno, possivelmente no inicio da interacao,
em sua fase biotrofica. O silenciamento génico promoveu uma reducédo na severidade
da doenca. Aléem disso, foi possivel observar o retardamento do aparecimento dos
sintomas nas plantas capazes de silenciar o gene Ss-caF1 e a sobrevivéncia de 45%

das plantas avaliadas.
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6 DISCUSSAO GERAL

A producdo de alimentos e a seguranca alimentar sdo essenciais para
garantir a disponibilidade de alimento para a populacdo (FAO, 2010). Mudancgas nos
fatores ambientais, incluindo alteracbes climaticas, da biodiversidade e da
disponibilidade de agua, podem afetar a producao e disponibilidade de alimentos (PAZ
et al., 2000; GHINI, 2005). Além disso, essas mudancas podem alterar os padrdes de
multiplicacdo, disseminacdo, sobrevivéncia e atividade de fitopatdgenos, podendo
impactar a producdo e a seguranca alimentar de maneira negativa (TILMAN et al.,
2002; SMITH et al., 2010; LIDDER e SONNINO, 2011; BOYD et al., 2013;
HINRICHS, 2013).

Diversos estudos avaliam os prejuizos ocasionados por fitopatégenos, por
exemplo, Strange e Scott (2005) apontaram que doencas causadas por esses
organismos poderiam ocasionar na perda anual de 10% da producdo mundial de
alimentos. Rossman (2008) evidenciou que nos Estados Unidos, fungos e outros
fitopatdgenos podem acarretar um prejuizo anual de aproximadamente 21 bilh6es de
délares. Entretanto, Savary et al. (2012), ressaltou em seu trabalho que fitopatdgenos
causam perdas de colheitas de forma direta e indireta. Assim, calculos de um valor
referente ao prejuizo causado, geralmente ndo refletem o prejuizo real para o
consumidor e para o produtor, para o meio ambiente e para a saude publica.

Fitopatdgenos como a bactéria Gram negativa X. campestris e o fungo
necrotrofico S. sclerotiorum causam inUmeros prejuizos a diversas culturas. Ambos os
patdbgenos causam doencas em brassicas, que incluem culturas de grande importancia
econdmica, principalmente para a alimentacdo (RAKOW, 2004; WARWICK, 2011;
SAMEC e SALOPEK-SONDI, 2019). X. campestris é referida por Mansfield et al. (2012)
e Buttimer et al. (2017), como uma das bactérias fitopatogénicas mais importantes,
devido ao seu impacto na producdo de alimentos. S. sclerotiorum é capaz de causar
doenca em mais de 600 espécies de hospedeiros, incluindo todas as brassicas
(BOLAND e HALL, 1994; LANE et al.,, 2018; TAYLOR et al., 2018). Ambos os
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microrganismos interferem na producdo mundial de bréssicas, podendo causar as
doencas conhecidas como podriddo negra e mofo branco, respectivamente.

O controle de ambos os fitopatdgenos ocorre de maneira similar, utilizando
principalmente praticas de manejo integrado associado a utilizacdo de insumos
quimicos. S&o utilizados comumente para o0 controle de X. campestris compostos
cupricos, como o sulfato de cobre, oxicloreto de cobre, hidréxido de cobre, 6xido
cuproso e compostos carbonatos (MAZID e KHAN, 2015). Para o controle do mofo
branco, sdo comumente utilizados quimicos de amplo espectro como o Fluazinam®,
procimidona® e o tiofanato-metil® (MUELLER et al., 2002; BRADLEY et al., 2006;
LEHNER et al., 2015).

Diversos estudos foram desenvolvidos para minimizar a utilizacdo de
compostos quimicos para o controle de fitopatégenos. Nufiez et al. (2018), propds a
utilizacao bioprodutos, como produtos a base de leite para o controle da podridao negra
em couve, produzida de maneira organica. Na revisdo realizada por Marin et al. (2019),
0os autores chamam a atencdo para o0s avancos realizados na busca por
microrganismos capazes de promover um biocontrole de Xanthomonas spp. Sabaté et
al. (2018) e Hu et al. (2019), relataram a avaliacdo na utilizacdo de Bacillus spp como
antagbnico ao desenvolvimento de S. sclerotiorum, mostrando uma eficiéncia de
inibicdo do patégeno de aproximadamente 40%, quando o Bacillus spp foi inoculado
juntamente com a semente do hospedeiro. Sumida et al. (2018), relataram em seu
trabalho o potencial de Trichoderma asperelloides, na inibicdo do crescimento micelial e
germinacao carpogénica, além de promover a diminuicdo de ascdsporo por apotécio.
Entretanto, segundo Ozkara et al. (2016), mesmo com avangos nas areas de
bioprodutos e biocontrole, quando ocorre o estabelecimento da doenca sédo utilizados
compostos quimicos, que podem acarretar o aumento do custo de producédo além de
oferecerem o risco de causar danos ao meio ambiente.

Neste contexto, uma maior compreensao de mecanismos envolvidos as
interacdes planta-patégeno podem fornecer alvos moleculares para o controle de
fitopatégenos, que podem funcionar como alternativas para diminuir a utilizagdo de
produtos quimicos no controle desses organismos. No trabalho realizado por Ghag
(2017), a metodologia de HIGS (silenciamento génico induzido pelo patdgeno) foi
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descrita como uma tecnologia inovadora a partir da utilizagdo de RNAI. Além disso, foi
apontado também o potencial da utilizacdo de HIGS para o controle de patégenos de
plantas. Desta forma, este trabalho propds a utilizacdo da metodologia HIGS para o
controle da podriddo negra e do mofo branco.

O controle de bactérias fitopatogénicas utilizando métodos que envolvem
silenciamento génico é desafiador. Bactérias ndo possuem o sistema RISC, logo nao
apresentam o mecanismo de RNAi (NAKASHIMA et al., 2012). Entretanto, a regulagéo
de expressdo génica em bactérias pode envolver pequenos RNAs (sRNAs)
(THOMASON e STORZ, 2010). Na reviséo realizada por Waters e Storz (2009), foi
destacado que essas moléculas podem modular a transcricdo, a traducdo e até
interferir na estabilidade do mRNA, sendo capaz de atuar também na manutencédo do
DNA ou ocasionar o silenciamento de genes. Os autores apontaram que diversos
mecanismos podem estar envolvidos na modulacdo desses processos, como por
exemplo, a mudanca na conformacdo do RNA, a ligacdo proteica e o pareamento de
RNAs.

Segundo Waters e Storz (2009), a atuacédo dos pequenos RNAs pode ocorrer
in trans, nesse caso, essas moléculas podem parear com o mRNA alvo, originando um
complexo sRNAs-mRNA alvo, um complexo dupla fita. Essa interacdo podem
ocasionar, de maneira frequente, a diminuicdo de niveis de proteinas através da
inibicdo traducional, degradacdo do mRNA ou ambos. No trabalho realizado por esses
autores foi indicado ainda que os pequenos RNAs de bactérias, geralmente se ligam a
regidao 5° UTR do mRNA alvo, podendo ocasionar a obstru¢do do local de ligacdo ao
ribossomo, acarretando de maneira indireta a degradacéo do complexo formado. Essa
degradacdo pode ocorrer por meio da acdo de enzimas como a RNAseE. De acordo
com Morita et al. (2005), a inibicAo da ligacdo ribossomal contribui de maneira
majoritaria para a diminuicdo dos niveis de proteina, enquanto a degradacao
subsequente do complexo sRNA-mRNA pode aumentar de maneira significativa a
repressdo do gene, podendo tornar essa repressao irreversivel.

Assim, mesmo sendo um desafio, é possivel promover o silenciamento
génico em bactéria. Entretanto € necessario desenvolver metodologias eficientes para

que acidos nucleicos, como pequenos RNA sintéticos ou ndo, possam ser
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transportados até a célula bacteriana alvo. Desta maneira, neste trabalho foi avaliado a
possibilidade de siRNAs produzidos pela planta, hospedeiro, silenciar genes expressos
pelo fitopatdgeno, Xcc. Plantas de A. thaliana capazes de silenciar o gene uidA foram
inoculadas com X. campestris expressando o gene uidA. Os resultados obtidos a partir
das avaliagOes realizadas, ndo possibilitaram a determinacdo da ocorréncia de
silenciamento génico nas bactérias avaliadas. Entretanto, a ocorréncia deste fenbmeno,
utilizando HIGS, n&o deve ser sumariamente descartada. E necessaria a realizagéo de
novos ensaios, a fim de avaliar de forma quantitativa a ocorréncia da diminuicdo da
expressdo do gene alvo. Além disso, existem evidencias obtidas em outros estudos,
que demonstram a ocorréncia do silenciamento de genes bacterianos, por meio de
RNAs, expressos ou nao por vetores (GRUEGELSIEPE et al., 2006; NAKASHIMA e
TAMURA, 2009; NA et al., 2013; NAKASHIMA e MIYAZAKI, 2014). Por exemplo, no
trabalho desenvolvido por Na et al. (2013), sRNAs sintéticos foram utilizados para
modular negativamente genes que atuavam em vias especificas e consequentemente
aumentar a producdo de cadaverina. Esses autores desenvolveram vetores especificos
para a expressdo dos sRNAs. Além disso, esse trabalho revelou a eficiéncia da
utilizacdo de sRNAs sintéticos para a supressao da expressao de genes especificos.

A partir dos dados obtidos e dos trabalhos presentes na literatura, fica claro
que, o desafio majoritario no silenciamento de genes em bactérias, pode ser o
carreamento e entrega de acidos nucleicos, como pequenos RNAs, na célula
bacteriana. Para promover o controle da podriddo negra utilizando o silenciamento
génico, pode ser necessario a producao de sRNAs sintéticos ou ndo, que cheguem até
as células de Xcc durante a infeccdo no campo. Entretanto, para a aplicacao in vivo, as
estratégias utilizando vetores de expressdo como realizado por Nakashima et al. 2009 e
por Na et al. (2013), tornam-se inviaveis.

Neste contexto, foi proposto também o desenvolvimento de um carreador
capaz de transportar e promover a entrega de acidos nucleicos no interior de células
Gram negativas. A estratégia proposta foi o desenvolvimento de uma nanoparticula
capaz de desempenhar o papel de carreador de acidos nucleicos, como 0s pequenos
RNAs.
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Nos ultimos anos a nanotecnologia tem apresentado grande potencial para
agricultura. A utilizacdo de nanoparticulas para o controle de fitopatdgenos e para a
entrega de bio produtos como fertilizantes, tem se mostrado uma estratégia eficiente em
diversos estudos (RAI e INGLE, 2012; AHMED et al., 2013; MUKHOPADHYAY, 2014;
CHENG et al., 2016; FRACETO et al.,, 2016; WANG et al., 2016; AMBIKA, 2018;
SANTOS et al., 2018; TRIPATHI et al., 2018). A associacdo de nanoparticulas como
carreadores possui grande potencial, amplamente explorado, sobretudo na area da
saude humana.

Na revisao realizada por Kumari et al. (2010), nanoparticulas biodegradaveis
foram apontadas como uma potencial estratégia para a entrega de drogas de forma
direcionada, além de promover uma liberacdo controlada, minimizando problemas
encontrados em medicamentos convencionais. A associacdo de nanoparticulas a
acidos nucleicos tem sido avaliada, sobretudo para aplicacdo na &rea clinica
(MACLACHLAN, 2007; RAO, 2010; PENSADO et al., 2014; YANG et al., 2014; TAN
et al.,, 2016; DURYMANOV e REINEKE, 2018). Trabalhos como realizado por
Lakshminarayanan et al. (2018), Santos et al. (2018) e Liu et al. (2019), chamaram
atencdo para o fato de que a utilizacdo de nanoparticulas podem ser uma poderosa
ferramenta para o combate de bactérias patogénicas na area clinica.

Os resultados obtidos aqui, neste trabalho mostraram que os acidos
nucleicos foram veiculados para o interior da célula bacteriana por meio na
nanoparticula desenvolvida. Desta forma, os resultados sugerem a possibilidade de
aplicacao para controlar bactérias, sejam elas de interesse clinico ou agronémico. Na
revisdo realizada por Kanasty et al. (2013), foi ressaltado o potencial da utilizacdo de
RNAs como os siRNA ou miRNA para o tratamento de doencas como o cancer,
doencas hereditarias, doencas virais, entre outras. Os autores apontaram ainda o
grande desafio de promover a entrega desses acidos nucleicos aos alvos, sendo os
lipossomos uma alternativa promissora para transpor esse obstaculo. Em 2013 havia
vinte e dois medicamentos em fases iniciais de estudos clinicos, dentre esses, oito
eram compostos pela associacdo entre acidos nucleicos (SIRNA ou miRNA) com

lipossomos.
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Recentemente o trabalho desenvolvido por Lin e Tam (2019), reafirmaram a
eficiéncia da utilizacdo de lipossomos para promover o carreamento e liberagdo de
acidos nucleicos in vivo no tratamento de diversas doencas, ressaltando seu potencial
na area clinica. Na revisdo realizada por Yang et al. (2018), os autores chamaram
atencdo para o fato de os nanomateriais ndo serem aplicados de maneira ampla a
agricultura.

Entretanto, afirmaram que a medida que essas nanoestruturas sao
exploradas na éarea clinica contra patégenos humanos, surge a possibilidade de
aplicacdo contra fitopatdogenos. Além disso, indicaram a ocorréncia da utilizacdo dos
lipossomos como carreadores de antimicrobianos, que podem ser dispersos através da
agua de irrigacdo. Entretanto, esses autores afirmaram também, que a utilizac&o pratica
dos lipossomos apenas comecou a ser avaliada no campo do controle de doencas
vegetais.

Tendo em vista os dados presentes na literatura e os resultados obtidos aqui,
nesse trabalho, € possivel sugerir que a associacao de estratégias de silenciamento ou
modulacdo de expressdo génica, com o0s lipossomos gerados podem tornar-se uma
poderosa ferramenta para controle de doengcas como a podriddo negra, minimizando
assim, os danos acarretados pelo uso excessivo de compostos quimicos.

Além de propor o controle da podriddo negra a partir de métodos de
silenciamento génico e nanotecnologia, o presente trabalho propds também o controle
do mofo branco utilizando a abordagem de HIGS, para promover o silenciamento de
efetores especificos desse fitopatdbgeno. O mofo branco compfe juntamente com a
podriddo negra, o grupo de doencas, que pode acometer as brassicas. Além disso, S.
sclerotiorum, agente causal do mofo branco (STEADMAN, 1983) pode infectar e causar
doencas em aproximadamente 600 espécies de vegetais distintas (BOLAND e HALL,
1994; FRENCH e SCHULTZ, 2009).

O fungo filamentoso S. sclerotiorum durante muitos anos foi relatado como
um organismo necrotréfico, Wang et al. (2014), descreveram em seu trabalho que
patdgenos necrotroficos causam a morte dos tecidos hospedeiros antes ou durante a
colonizacdo. Esses organismos podem secretar metabolitos secundarios e/ou

pequenas proteinas que podem induzir no hospedeiro, a producéo de espécies reativas
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de oxigénio e ocasionar respostas de HR. Na revisdo realizada por Mbengue et al.
(2016), foi relatado que os metabolitos secundarios e enzimas podem contribuir para a
viruléncia de fungos necrotréficos.

Entretanto, alguns trabalhos como Zhu et al. (2013) e Kabbage (2015),
propuseram que S. sclerotiorum néo seja classificado como necrotrofico e sim como
hemibiotrofico. Fungos hemibiotroficos podem ser caracterizados como organismos
que, no inicio da infeccdo mantem os tecidos de seus hospedeiros intactos e podem
nutrir-se a partir desses tecidos, sem causar sua morte. Nos estagios finais de infeccéo
esses organismos podem produzir toxinas e ocasionar a morte das células de seu
hospedeiro e completar seu ciclo de vida nos tecidos mortos (WANG et al., 2014;
KABBAGE et al., 2015).

No trabalho desenvolvido por Zhu et al. (2013), os autores chamaram
atencdo o fato de S. sclerotiorum ser originalmente visto como um patégeno agressivo
que logo no inicio da infec¢cdo pode ser capaz secretar grandes quantidades de acido
oxalico e em conjunto com diversas enzimas que degradam a parede celular, poderiam
ocasionar rapidamente a morte das células e tecidos do hospedeiro. Mbengue et al.
(2016), apontaram que metabolitos secundarios e enzimas de degradacdo podem
contribuir de maneira positiva para a viruléncia de fitopatdgenos necrotroficos.
Entretanto, segundo Wang et al. (2014) o acido oxalico pode desempenhar importantes
papeis no inicio da infec¢do, podendo suprimir as respostas do hospedeiro e ocasionar
condicBes redutoras nas células dos hospedeiros. Essas condi¢cdes podem permitir um
tempo antes do estabelecimento do fitopatdgeno e do reconhecimento do hospedeiro.
Este espaco temporal, ainda que curto, pode favorecer a aquisicéo de nutrientes a partir
de tecidos vivos, necessarios para o desenvolvimento das hifas.

Os fungos fitopatogénicos, como S. sclerotiorum podem secretar além do
acido oxalico, moléculas capazes de alterar a estrutura e funcdo das células
hospedeiras, denominadas efetores. Os efetores podem ser peptideos néo ribossomais
(PNRs), policetideos (PKSs), proteinas, alcaloides, terpenos, ou outros metabdlitos.
(VLEESHOUWERS e OLIVER, 2014; WANG et al., 2014). Essas moléculas podem ser
secretadas pelo fitopatogeno e desencadear a resposta ETI no hospedeiro,
ocasionando HR e morte celular local. Essa resposta de defesa do hospedeiro pode ser
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eficiente contra a infecgdo de fungos biotroficos, impedindo a infecgdo. Entretanto,
quando se trata de fungos necrotroficos, os efetores secretados ativam a resposta ETI e
podem acabar ocasionando ETS (suscetibilidade desencadeada por efetores).

Organismos como S. sclerotiorum podem apresentar uma ampla e diversa
gama de efetores. No trabalho realizado por Guyon et al. (2014), diversos candidatos a
efetores foram identificados a partir da analise do secretoma desse fitopatdégeno e
avaliados in silico e in vitro. Dentre os efetores conhecidos de S. slerotiorum € possivel
citar as proteinas SsiTL, uma integrina (ZHU et al., 2013), Ss-cafl, uma proteina
putativa de ligacdo Ca* (WANG et al., 2009; XIAO et al., 2014), SsPG1, uma
endopoligalacturonase (ZUPPINI et al.,, 2005). Essas proteinas foram selecionadas
como alvo para o silenciamento neste trabalho, a partir da abordagem HIGS.

A utilizacdo de HIGS para o silenciamento de genes em fungos filamentosos
foi proposta inicialmente por Tinoco et al. (2010), que produziram plantas transgénicas
de N. tabacum cv. xanthi , que expressavam um dsRNA que tinha como alvo o gene
reporter uidA. Esse dsRNA ao ser processado pelo sistema RISC na planta poderia
gerar siRNAs. Esses siRNAs foram adquiridos pelo fungo filamentoso Fusarium
verticillioides, capazes de expressar o gene uidA durante a interacdo desse organismos
com as plantas transgénicas. O gene uidA expresso no fungo foi silenciado,
demonstrando assim, que era possivel utilizar HIGS para silenciar genes em fungos
filamentosos.

No mesmo ano, Nowara et al. (2010), utilizaram HIGS para silenciar genes
do fungo fitopatogénico biotrofico Blumeria graminis. Os autores revelaram com seu
trabalho a possibilidade de controlar fitopatdégenos utilizando HIGS para gerar plantas
resistentes. Duan et al. (2012), apontaram que a utilizacdo de abordagens como HIGS,
gue explora o fenbmeno de RNAiI em eucariotos, demonstravam grande potencial para
o desenvolvimento de plantas resistentes a doencas. Trabalhos realizados por Koch e
Kogel (2014), Quoc e Nakayashiki (2015) e Van de Wouw e Idnurm (2019) reafirmaram
o potencial de HIGS como uma ferramenta na geracao de plantas resistentes a diversos
fungos fitopatogénicos. Nos ultimos anos, HIGS tem sido amplamente avaliado para o
controle de diversos fungos filamentosos fitopatogénicos (CHENG et al.,, 2015;
GOVINDARAJULU et al., 2015; ZHOU et al., 2016; ZHU et al., 2017; QI et al., 2018;
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GUO et al.,, 2019). Além disso, o trabalho realizado por Andrade et al. (2016),
demonstrou pela primeira vez a utilizacdo de HIGS para o silenciamento de genes
especificos em S. sclerotiorum.

Neste trabalho foram geradas plantas transgénicas de A. thaliana capazes
de expressar dsRNAs, que quando processados pelo sistema RISC, podem gerar
SsiRNAs capazes de promover o silenciamento de genes efetores especificos deste
fungo. Essas plantas ao serem desafiadas com o fungo fitopatogénico mostraram a
diminuicdo na intensidade dos sintomas do mofo branco ou retardamento em seu
aparecimento.

Interessantemente, o trabalho de Zhou et al. (2016) promoveu o
silenciamento de genes especificos do fungo necrotréfico Rhizoctonia solani e
observou também a diminuicdo no aparecimento das lesdes causada por este
fitopatdgeno. Enquanto no trabalho desenvolvido por Guo et al. (2019), os autores
promoveram o silenciamento do gene MoApl do fungo hemibiotréfico Magnaporthe
oryzae utilizando HIGS, e detectaram o desenvolvimento morfolégico anormal do
fitopatdgeno, além da diminuicdo da viruléncia. O trabalho desenvolvido por Andrade et
al. (2016), utilizou HIGS para induzir o silenciamento do gene da quitinase sintase em
S. sclerotiorum os autores observaram a diminuicdo na severidade dos sintomas e o
retardamento no aparecimento dos mesmos, assim como observado neste trabalho.
Interessantemente em nenhum dos trabalhos descritos foi possivel observar a
resisténcia completa das plantas transgénicas.

Os resultados obtidos para o controle de S. sclerotiorum reafirmam o
potencial de HIGS na geracdo de plantas resistentes a fungos fitopatogénicos. E
possivel sugerir também, que os genes efetores SspG1, SsiTL e Ss-caF1, ndo s estao
envolvidos na interagcdo como desempenham papeis importantes durante o processo de
colonizagéo e infecgcdo do hospedeiro. Além disso, a associacdo entre os dados
observados neste estudo, com os dados presentes na literatura, onde é relatada a
complexidade da interacao planta - S. sclerotiorum, é possivel sugerir que a resisténcia
total do hospedeiro a este fitopatbgeno esteja condicionado ao silenciamento de mais

de um gene envolvido no processo de interacao.
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Os resultados obtidos no presente trabalho reafirmam o potencial do
silenciamento génico associado ou ndo a nanotecnologia como estratégia para alcancgar
o controle de doencas causadas por fitopatégenos, tanto bactérias como Xcc ou fungos
como S. sclerotiorum. Além disso, os dados gerados poderdo ser utilizados no futuro

para auxiliar no desenvolvimento de produtos com potencial biotecnolégico.
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7 CONCLUSOES GERAIS

e Foi possivel mimetizar o sistema de interacdo in vivo (X. campestris pv.
campestris-B. oleracea) utilizando um sistema in vitro com a presenca de extrato
vegetal

e A avaliacdo de coloracdo para detectar a presenca da proteina Gus nos
discos foliares infectados com Xanthomonas campestris ndo foram suficientes para
afirmar a ocorréncia do silenciamento génico, sendo necessarias avaliacdes
complementares.

e Foi possivel carrear e entregar acidos nucleicos no interior de células
bacterianas Gram negativas utilizando os lipossomos desenvolvidos.

e O silenciamento parcial dos genes efetores de S. sclerotiorum ocasionou
uma reducédo na severidade dos sintomas do mofo branco.

¢ O silenciamento do efetor Ss-caF1 retardou em aproximadamente 24 h o
aparecimento dos sintomas nas plantas avaliadas.

e Os resultados obtidos neste trabalho possuem potencial para o controle
de fitopatdgenos como S. sclerotiorum e Xcc, podendo gerar produtos biotecnoldgicos

eficientes no controle de doencas em plantas (patente em desenvolvimento).
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ABSTRACT

Several minimal madia capable of nducing pathogenicity genes have been used to study plant-pathogen Interactions. An in
plantn assay to study a cosar Interaction between the bacterla and the host was also developed and has been employed by
Our group. [n order to dstermine whether growtn medium could be Improved to batter approximate m plants Conditomns
beyond that offerad by the defined minimal medium XVM, we comparned the expression of 20 Xanthomomnes campestris py.
pammestris (X0c) ganes by quantitative reverse transcription - polymerase chain reaction (QRT-PCH) undar in vl (bacters
recowared from the plant) and in vt (rich madiom NG, minimal mednm X1 and XVe1 4 Jesf extrect) growth systems.
Tha results showed 2 higher expression lavel of the genes In the in pienio system when compared to growth in oulhure
media_ In pimntn growth IS cinsest to 8 real Interaction condltion and caphires the complextty of the plant cell envirTonment;
howsver, this system has some Hmitations. The main fnding of our work L= that the addition of plant extract to XVRL
medAnIm results in 4 gens expression profil that batter matches the i plants profile, when compared with the UKL
mednim alone, giving support to the 1Se of plant axtract to shudy pathogenicity mechanisms in Xonthomanas.

Eeywords: plant-pathogen Interaction; bleck rot disease; gens expression; gRT-PCR

INTRODUCTION portance since it causes black ot disease that affects all cru-
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£ . RS, 2003; Byan et al. 2011).
fned by a of host plants andfor Hssue . Xan- .
ﬂ]mmh:; WEI:\!'J'F X m:] i= (e s of B ﬁ:’;c - The genome ssquences of X. cempestris have been deter-
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05 Vocholter et 2l 2008}, and the analysis of pathogenicty
genes revealed four important pene dusters: xps cluster enced-
ing a type Il secretion system; gum cluster snooding xanthan
synthesis; regulation of pathopenicity factoes (rpf) custer that
regulates pathogenicty faciors and hrp cluster that encodes the
type Il secrebion system and is responsible for the hypersensi-
tive response in the plant and pathopenicity (Arlat ec 2l. 1991;
Alfano and Collmer 1957; Byan et al. 2011; Kakkar et al. 2015)
The type Ol secretion system is important for the infecton pro-
cess, since this system trarsfers effector proteins directly into
the host cedls. In general, the hrp chester is suppressed in com-
plex growth medium and induoed in the plant or in media that
simulabe the intracellular conbents of the host (Ardat et ol 15591;
Schulte and Bonas 19923, k; Alfana and Callmer 1997, Wengelnik,
Fossier and Bonas 1995; Castaneda et al. 200%; Lorenz et 2l. 2008;
Byan et gl 211). Fioneer studies of pathogenicity genes in Xom-
thomonas using a defined medium wers performed by Schulee
and Bonas (Schulte and Bonas 1957h) and foocosed on the hep
cluster. These authaors showed that the expression of this dus-
ter was repressed in rich mediz and its induction in mdndmal
meedia was dependent on low concentrations of phosphate and
sodium chloride, as well as the presence of sucrose or fructose
a5 a carbon sources, and sulfar-contzining amine acid. As @ re-
sult, @ minimal medium called XVM1 was developed far in vite
expression studies of hrp genes (Schalte and Bonas 1992h).

To better understand the infection process in responss to
host defense, several stidies followed using minimal media
{En vitre systems), in an att=mpt to mimic the plant cell, as sl
as in plamta systems (Me=htz and BEosato J000; da Silva et al.
02 Mehtz and Rosato 2003; Tahara, Mehta and Rosato 2003;
Vorhaolter et al. 20073; Bogdanows ot 2l 31; iang ot 2l 23; Lin
et gl ¥15; Santos ef al. 7017). Both systems have certain limdta-
thars; an one hand, the in yitro system is naot able to provide the
compledty of the apoplastic environment (Preston 2017 and on
the ather hand, in the in plonto system, a low amount of bacte-
rial cells can be recovered from the plant and & high nuombser of
plant compounds {debris and prot=ins) are detected in the sam-
ples (Santos et al. 307

An intermediate assay for in viro anakysis involves the ad-
dition of host-derived compounds, such as leaf extract. Indesd
this system has been used in order to get closer to the in plomt
condition (Mehta and Eosato 2001; Tahara, Mehta and BEosato
3 Astoa-Monge et al. 2005 Kim et al. 2016} However, lit-
tle information is available regarding the comparison of genes
expressed in vitro and im plantz and is limited to o few genes.
Themedors, the objective of the present work was to compare the
different growth systems, using quantitative reverse transcrip-
tian - polymerase chain reacton (gRT-PCR) approach, to detect
the induction of genes nvolved in pathogenicty. In this stady,
well-inown pathogenicty genes, incleding krp, rpf and Awina-
studies previously conductsd by cur group (@gl, carg, dp, clpk,
fzbH, fabV, ilvC and ssk; Santos et al. 2017). This study, together
with the results of previows invesbgations, allows us to give
cne step forward in knowledge and support the use of & sample
im witro assay for plant-pathogen intsracbon studies as a valid

chiobre to mirnic im wve conditions.

MATERIALS AND METHODS

In planta system—infiltration of Xoc in Eressica oleracen
leaves

Kanthomonas campestris pw. campestris isalate Xcc 51, obtained
from the culture collecbon of Embrapa Hortalicas was grown
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on nutrent yeast ghycerol Y5 mediam (Dandsls e zl. 1584).
EBrassica clerecen susceptible cultivar Weloce {commercialized by
ﬁgim:dnﬂzﬁ],smlmﬂntﬁtﬁndzpuﬂe,sﬂﬂazﬂﬁwm-
mined in greenhouse condibons, and young leaves wers used
in this study. Fifty plants wers seeded and after 45 days of sow-
ing, mine plants showing simdlar growth wens selectsd for the in
vivo assay (bacteral recovery). oo 51 was pre-coltared in & mil
of WY G and 500 pl of the pre-culture was added to 50 ml of NYG
medinm in 250 ml Erlenmesypesr flasks. Cells were centrifuged,
suspended in saline selution (MaCl 0EBE%) and adjusted to 0Dy,
= LG jabout 3 = 1P CFLVmL). This bacterial sclution was used
h:mﬁll:.it:ﬂtbﬂvu'nnm;n:bdh-ﬁmsjmp

Initially, a population dynamics study im plantz was per-
formed in crder to verify the bacterial growth. The inSloaton
was made in one inooalation point st the abandal leafblade. A to-
tal of five biological replicates were performed. Plants were chal-
lenged with independently prepared cells grown from a master
c=ll stock. Leaf discs of 0B om in dismmebsr were sxosed at 0,
M, 48, 72 and 130 h after inooolation (hai), macerated in 1 ml
of water and plated onto Petri dishes in appropriate dilutons. A
total of three technim] replicates per dilubion were performed
and molony forming units (CFL) were coanbed

For the in plonto expression analysis, the bacterum reco-
ery from the plant was performed according to Mehta and
Bosato (Mehta and Bosato 2003), with some= modifications. At
4B hai (tme paint with the highest amount of bacterial cells),
15 legwes from three plants {fve leawes fom each plant) wers
calbscted. The infltrated ar=as wers oot wsing & stenle azor
blade in Petri dishes containing 2% ml of deionized water and
maintained at room bemperature for 25 man. The water con-
tmining the bacteria] cells was fltered under vacuum using fl-
ter paper (Millipore, Badiond, MA, I5A) and again in & pm fl-
ters (MEnisart®, Sartorius, Goettingen, Germany). The recovered
bacteral suspension was centrifuged, and the bacterial pell=t
was frozen in liguid nitrogen and maintained at —80FC for ANA
parification.

In vitro systems—Xor cultured in different growrth
media

Different im witro systems were used in this study and compared
to the im wive growth conditbon. The rich medinm NG was used,
as well as the minimal medium XVML To evalnate the effec-
tor induction in Xoc 51, we msed XWVMI, modiSed XV 00VM1
100 mM N2} to inhibit effector induction Schulte and Bonas
10497k, used as the control, and XVM1 with plant extract, pre-
pared from beanves of the susceptble host Veloce (B oleroces]. The
plant extract was prepared from plants grown in a greenhowss
for 4% days. The b=aves were callected, washed severz] tmes
with sterile distilled water and 10 g of fresh beanees withonst the
midribs wers cut into small piecss and triturated in 100 mL of
distilled waber using & hand ble=nder (Philips). The homogenate
was Gltered using 045 and L322 pm membranes (Mallipons,
Bedfoed, MA, USA) and stored at -20rC. The sxtract was added o
XWVML, hereafter call=d XWM1*, to obtain & final concentration of
1 mg leaves (Fesh weight)'mL mediam (Mehta and Eosato 20070
Tahara, M=hta and Rosato 2003).

Thuas, we analyzed the indwcton of effectors in Koo 51 under
fowr im witro conditions. A growth curve was determaned for all
four mediz, and the mid-exponential phase was used to collect
cells for further analysis using & spectrophotomester [Eppendorf
BiaPhotometer™, Hamburg, Germany). A total of thres indepen-
cells groern from @ masber cell stode.
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Tabla 1. Conaml information of the primers selected for penc axpression anahysis.
Amplicom
Gane symial Annotation Forward primar [5-3) Tm=C Reversa Primer (53] Tm=C sz
adi? J’I.d-ll'.:ﬂ:tl kinzsa COTCOCCTOCANTCOCTAT 59,85 ATTQCTOOTTCACOCCATOD 6109 108
arg: mﬂmﬂimﬂlrm CCATCTOODCAAMNTRCA =7 ACATTOOCCACAATO TN T a0
protaEn
mrEss Avirulanca protein ACCOOCACANCACATTS 5281 CCCTCTTCAT AT TR e o3
mrXriEm M‘i‘ﬁﬂ':l:l:l_-l CTACTCTCTICTIGOCTGI TG S5.B0 GOAGAAACTATCOOGATCHC 5505 110
mrB Eh.rtﬂ.u'l:l’!,ﬂ-pbn:lp]ﬂtﬂ TOCTCTACATCETCAMNTACT A GACACTOCTORAATACETCA 55 104,
synthase large chain
I:|]:|I m-ﬁ.ﬂpmlﬁ.mtlj.p]]rutﬁm ATCTADCAMTTEOOCTCAC A GCCTRCTACATCACATADSS 572 35
ATP-binding subumnit ClpX
[k Trans-2-enoyl-CoA reductzsa CAOCAMCANCCACROCAT 55,47 ATCCACASTTOOCAATOD S S0 1
hrps Ragulator-FrpG protein-typa Il AAAAGATGGTGACCTCTGGSE 57,11 AAGCATCGOCATTOGIACTG 57797 33
sacrebion protein Hrps
Frpi arE-O COCTTETAAAMCTOCTADCE 557 GATCTCAADOCTCOTOATTC =82 100
thaC ¥Kskol-add reductoscmemsss ATCTATGOCOCTCTACCACCAC 5816 OCTTGAACCTOCTCTTGATS 59,13 1=
purC CACCAACTCCTTCTOCTAG 55,48 CTACATCATCCACTACKTOC S5T.4E 103
Phosphaoribosylaminoimidzerle-
succinccarboxamide
synthass
I'H“.: lﬂ:pcummgul:mr CGCTATCECACCAMTTATCT 5217  ACATACCCANTTCOCTT IOCA S8.&0 1
I'H':H ln:pcu'mmgld.:mr SAOGACCCTT TOCAATAGCAC 5552 TACOCTACCCAACAANTCHATA 5753 1E
Ssh i CITCCTOGTTATTROCTTOR 59,57 GATODCCACACCAACTACAT 5724 100
protein
xophc Typs Ol affactor protan with & ACCTCoACCATCTACCTCT S5E0 GACAACCTCTGCTCTCCTITO S 5E lic
leucing-rich rapast domain
ATACNOCED0G
IRefernoe pea.

Purification of RMA and cDMA synthesis

Total EMA was extracted wsing hot add phenol method
(Adba, Adhys and de Crombrugghe 1981) BMA quantificetion
was performesd wsing the spectrophotometer ManoDrop® (WD-
1000 IN-Vis -Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). The in-
tegrity of total BNA was confirmed by eleciropharesis. Befare
cDNA synthesis, BNA was freated with Turbo DNAse (&pplied
Biosystems/Amhbion, Foster City, CA. USA) according o the
manufacturer’s instrucbons to eliminate any possible con-
tamination with gepomic DNA. cDMA was syntheszed fom
1 ug of total ENA using the kot Go Script Eeverse Transcraptian
System (Promega, Madizan, W1, IF5A) acoording to the manufac-
furer's instructions. The cDMA sampless were stared at —20°C far
further anakbyses.

PCR primer design

The primers spedfic to genes encoding effectors and proteins
imvolved in pathogenicty of oo were chosen acoording to the
results cbtained in car research group (Santos o @l 2017) and
based on the literature (Table 1) These cligonoclecbdess were
designed to meet the following parameters: primer size up to
H nuclestides, amplicon size between 90 and 110 bp, meltng
temperature of S8C-E0C for each primer, absences of hairpins

and absenoe of nonspecific amplification Sovastaya et al. 2011).
Primeer 3 software (Untergasser et al. 2017) was used to design
all the primers, and the absence of nonspedfic amplificabion
and hairpins was evaluated using the software OligoAnakyzer 1.1
(Creeczarzy ot of . A00B).

gRT-PCR and data analyses

The gET-PCE experiments were performed in the thermal oycler
7300 Real-Time polymerase chain resciion (PCR) System [Ap-
pled Bipsystems, Foster City, CA, USA). The reaction consisted
aof Fast SYBE® Green Master Mix (Applied Biosystems), 0.2 oM
of eadch primer (forward and reverse) and 2 pl. single stranded
HA (diluted 20X) corresponding to sach sampls=. The PCR pro-
gram used was ane step at 955G for 10 min to actvate the Tag
polymerase enzyme [hot start), 95°C for 15 5, 800 for 80 = re-
peated for 40 oycles. The denaturation cupre—melting curve—
was held after the end of the amplification to verify the pressnos
of nonspedfic products or primeer dimmess. The program used
was 55°C fior 15 5, B0FC for 80 5 and anincrease of 0. 3" Cup to 5550
All experiments were performed using three indspendent bio-
logical replicates. Three technical replicates were performesd for
e=ach biological replicate. The qET-PCR reactions wene perfommeed
in 95-well plates, and in ewch plate 2 negative control with no
dNA template was incheded to ensure the absence of contami-
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nation. Reactions with DNAS- troatad ANA wore 3is0 performad
to confirm the wheence of DNA contamination. The mw data of
fluorescence for all rans ware impaortad Into the gl Ume PCR
Miner softwars (ao and Formald 2005) in omder 0 determing
e gEmotibotion oycde value and the POR efbcency The anal
yses of expression and statstics wem performed using the el
athwe Expression Soltware Thol (REST) scftwam (Piadll, Horgan
and Demplie 2007). To compare the Aifferenoss in expression bo-
twoon he groups, t-test was wsed with four dogroes of froodom,
n =9 {thsae biologncal and throe technical eplicatos for osch M-
ologncal roplicats) and 95% of confidence.

RESULTS AND DISCUSSION
Czowth of Xcc in planta and n vitro

According to the I¥erature, most studies of Xanthomongs spoces
have boen performad n witro, which ralses the doubt If culture
modia are sbie to roprodoce what ooours i vivo. Horo dXfer.
et growth conditions wore compared In order to determing
whethar growth medium could be Improved 0 better match i
Ppionto conditions beyond at offored by the dofnod mintmal
madian XVMIL. Inita] experiments ward dirocted at evakmting

o dpmaicx of Xox 51 i plaes. ) Crowtt cuxwe of Xoo in oo £ Mutfied AN profie 10,12, 1.2 Xex 52
Xez 51 grows I WML 11, 32 13 Xoo S goows = XVMD wth plast sstoact (3 el 43, 42, 4% 2o 01 grown I NYS B3 82 53 Xox 51 grown &3 2w e plants
s

= modiad XV 21,2322

tacterial growth in the difforent coaditions. In ardor 0 deter-
ming the sampling point with the highest namber of Xcor colls n
planiz, a population dynamics analysis was performed. The rae-
sultsrovoalod that at 48 ta! the bacterial cells reached maximam
growth, which was 1 « 107 CRl/om? (Pg. 13). For the i wite sys-
lom using minimal medi, Xoc growth was monitomed for 72 h
and cell density was evalkated overy 12 h during this period (7ig.
1h). Acromding to the data cbGined, the mid axponentil phaso
machod ODwers = 05 during growth In XVMI, XVMI 200 mM
NaCland XWM1 media In NYC modiom, the mid-expooential
phase was ciained ot 0D = D2, Thoso 1sols am In ac-
tordance with dads roporiad In the Darsture jor the growth of
Xomthomonas 5p. In these media (Tahars, Motz and Rosato 2003;
Uuetal 7013)

gRT-PCR analyses

According to our prewious putiications and data from the liter-
staro, wo chose soveral genes imvolved In pathogenicly In or-

dar to vertly thelr axpoession under it vire and i sho growth
onditiors. The gRT-PCR and statistica] arqlyses of the resals
e cirned cut with the REST software (Pafll Horgan and
Dempfie 7002), using as the intermal controal the ombinaton of
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odk (ademylabe kinase; da Silva e 2l. 200%; Lu et 2l. 3009} and acpP
(=cy] carrier protein; Huang, Zhang and Birch 2000; da Sihva et al.
HOT) genes, determined with the assistance of geMomm soft-
ware (Vandesompels ot al. 2007). The amplification =fBcencies
were determined indhvichsally for =ach sample by Beal-time PCR
Miner softwars (Thao and Fernald 200%5) and weene ahows 9% far
all genes evaluzted (Q0E-95%).

The relative expression of oo genes was calculated mela-
tve to the control (Koo grown in XVRLL 100 mM NaCl), which
does not induwce the bp genes (Sdhulte and Bonas 1957h). Af-
ter determinabon of relative gene sxpression, a skatisbeal anal-
ysis was performed to determine the difference in relative =x-
pression af Xoc grown in the in witro and im plento systems.
Genes were considersd up-regulated, down-regulated or un-
changed {Fig. 7). according to the statistical analysis of the REST
softwane

The main purposs of this work was to validate the dosest
growth system to 2 host plant infecton condition. For that, we
evaluated the pene expression of ssveral penes, including genes
from the hrp cluster brpd, hpG and hrpX, which were selacted as
positbive controls since they have been well studied in mindmal
me=dia and in plarta.

hrpA (adencsine riphosphate [ATF]-dependant helicass) acts
in the pilus synthesis, while hrps and hrpX are sxpression reg-

ofthe BEST

ulators of this duster (Alfano and Collmer 1997, Su et ol 2016
The expression profile of these penes showed, as expected, an
up-regulation in oo grown in XV, XVM1* and in plorsta, when
oompared to the control. Interestingly, the fold change of hrpd
was 275 in plart, 180 in XWM1* and 45 in XA ([Fig. 2), showing
that the sxpressian in plantn was muoch higher than in the im witro
systems and that XVA1* profile was dosest to that ohserved in
plantz. The krpl and brpX genes were also up-regulated when
compared to the contrel; howeyer, krpls expression was not sta-
tistically different in XVMI, XVM1* and in plantz and the maxd-
mum fold change was of E. On the other hand, hrpX expression
showed 2 maxdmum fold change of 68 in XVM1* and 75 in planta
with no statistical difference amang themy, while the fold dhange
in XV was 17.

The work performed by Guo et ol (Guo e al. 2001) showed
that hrps and hpX play important roles in coordinabing def-
ferent categories of genes. They also suggest that thess gene=s
int=ract with an owerall signaling netwark and coordingte the
expression of multiple vimlence fadors for modification and
adaption of host environment dunng Xenthomones sxomopodis
pr. i infection. In Xonthomones aryzoe pw oryzoe, it has besn
shown that the expression of hrp& and hrpX is not dependent
an sugar source, differently from the others genes of this chester
{Meawa and Tsupe 21 E). This could sxplain the lower expression
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of hrpX in XWM1 and its induction by plant compounds in XVM1*
and ir plantz, showing the efficency of XVEI1-.

Genes of the rpf duster were also evaluated due to their mole
in the Xcc infection process, acting in cell-to-osll signaking [2].
The selected genes of this duster were rpfB (long dhain of fathy
acyl Cof Lgase), rpfC (sensor kinase), rpfG [two-component’
sensor regulator pair) and pfi (putstive membrane protein;
Barber et al. 1997; He and Zhang 20&). All four rpf genes ana-
Iyzed are mwvalved in & coordinated system far the prodocton of
wirulence factors by diffusible extracelhilar factor- (DSF) medi-
ated cell-pell commumication (Warwide et al. 3007). In this mesdh-
anism, refl is responsible for penerating a signal to rpfC and
refG acting in the perception and transduction of the signal. It
was reported that a mutation in rpfE suppressed the production
of DEF (He and Zhang J00E), but rpfH together with rpfC (Slater
et al. 3000) and rpfc acted as posibive regulators of EPS (synthesis
of extracellular polysacchanides) and DEF (He and Thang J00E).
The relative expression of these genes showsd a fold change
near 15 for Xoc in plents, except for rpfi, which reached a fold
change of 137, whereas the fold dhangs in XWM1 was 15 and in
KWMI* was &4, The expression profiling of thess genes (Fig. 2)
sugpests that the activation of rpfG is tfigpered by emdronmeental
factors {Barber et al. 1997), assocabed with the growth mediom
XWM] that mimics the intracellular plant environment, XKW1+
with plant extract and in the host its=lf, showing the rol= of
host malecules in its wp-regalation, espedally in the in plamto
condition.

Avr proteins are well-noen effecions secoeted by the type
Ol sexretion system (da Slva ot al. 200F, kgnatov et al. 2002;
Castaneda et al. 2005 Xu e =l 2008; Ho e 2l 2017 In this
stidy, we svaluated the relative sxpression of ewrlsZ, ourXoc-
CFm and xopic. Studies suggested that the three genes play im-
portant robes in pathogenicdbw'race spedficty and that xopAc
could be related to Xeoo's capacity to colomize the host xylem
(Castaneda o 2. 205, Vicente and Holub 2013) The gene ex-
pression profile showed an up-requlation of ourBs? and xopAc
in all conditions, bat the expression in NYG and XWM1 did not
differ statistically. For auwEsZ, the expressicn in XVMI1* and in
planta was not statistically different, whereas for aurXocdFm and
xopfc the fold changes in plantz was higher than in XWM1*. These
results support the hypothesis that xopAc is linked to the abil-
ity of Xecr to colonize the host xylem, and this hypothesis could
explain the difference between the fold change of xopAc in Xoo
grown in X¥VM1* and in plomto.

All the penes mentoned abowe are well-known pathogenicby
gene=s. The results obtained showed that XWVM1* (XVM1 4 leaf
extract] provides a closer approcdmation than does XV alone
o in plente conditions and therefors offers an improved in vito
meode] for bacte=riz-plant interactions.

We were also interested in evaluabing other genes previ-
ously identified by our protesmic studies in plamtn (Santos et al.
H017). Ther=fore, in this study we evaluated some genes en-
coding proteins imeolved in the metabolism of Xor, inoeased
during the interaction Xcc-Brossico oleroces, sinos proteins in-
wolved in amino adds hiosynthesis and metabolism in general
have important roles in the virdence of the pathogen (Lima
et al. J00E). We analyzed the interacton betrwesn Xoo and B, oler-
ooen by liquid chromatography-tandem mass spectrometry and
identified unique and increased proteins potentially invalved in
pathogenicity, inchsding ArgD, Carll, Clp, ClpX, Fab, FabV, v,
Erof, PurC and Esh. The ing genes were previoashy
analyzed by gET-PCR in plants and showed an increased expres-
sion when compared to growth m NYG (Santos ot al. 20707). In
this study, we evaluated the sxpression of thess genes in differ

ent culture mediz and in the presence of plant extract We also
analyzad in planta wsing a different susceptible cultivar of B. ol-
erocea.

Among the genes analymed, we can highbight amD, dp,
iroM, fabV and purC, which did not show a statistical differ-
ence in expressian during growth in XVM1* and in planto and
showed a high fold change when compared to the ather growth
mesdiz (Fig, 2). All of these genes have been implicated in wir-
ulence. Far example, BEames et @l (Bameos et al. 2014} revealed
that a mutaton in @yl of Eruwinio amylovos cavsed reduced
wvirubence. Simidlarly, a mutation in purl affected the sxpression
levels of diverse proteins involved in purine and pyrimidine syn-
thessis, carbon and energy metabolisms, iron uptaks, protechysis,
prabzin secretion and signal tansducton (Yuan et al. 2013). Cip
[CEP-Eke prote=in) is a conserved global regulator playing an im-
portant role in regulabion of virulence factor production [He ot 2l
2007, Warwick e 2. 2007} and iroN is a TonB-dependent receptar,
a membrane protsn acting in cell signaling (Fyan et al. 2011).

Int=restinghy, the results obizined in this study showed that
the expression profiles of all genes analyzed showed an in-
reased expression under in plantz conditions, and in several
capss, @ similar profile was obizined in the pressnce of plant
extract (XVMI1*). On the other hand, the expression profle of
thesse penes in XWM1 conditicn showed a lower expression level
[Fig. 7). It was interesting to observe that the sxpression of
carf was not statistcally differsnt in VM and XVM1* but was
hagher in plamta. carg, a Carbamayl-phosphate synthase, acts in
the biosynthesis of arginine (Zhuo et al. 2015), which has been
considersd as a factor inwolwed in the vimle=nce of Xonthomonas
[Ficarra et ol. 205). These results show that plant extract
carmat always replace in plamto condibions. Although several
studies hawve used synthetic media to mimic the apoplas-
Bc emvircnmental or media containing malecales of the host
[plant extract) to evaluate gene expresson and protein abum-
dance (Mehta and Rosato 200); Tahara, Mehta and Rosato 20405
Astua-Maonge et ol. 200%; Kim et al. 2018, in vivo conditbons shauld
be abways preferred whenever possible, since they provide the
biochemical and spatial compledty of the apoplastic environ-
mental, and inclode the dynamic changes in apoplast compo-
sition {Soto-Soarez et ol. X0 Tsuge, Furutani and Dewa 704
Chatraparat, Prethuangeong and Lindow 35 Rashid, Daws
and Tsuge H1S).

CONCLUSION

Currently, there are numerous studies relabed to oo, but
ther= are sgll countess guestions about the mechanisms of
pathogenidty. As mentioned abowe, the idea] system to be used
in plant-pathogen interaction studies: is s&ill in plarts; however,
there are some disadvantages sach as the need for plant growth
and the small amount of bacterial cells recovered from plant
leaves. Momsover, in cur previous protecmic studies using the
in plonta system [Andrade et 2l 2008 Santos ot gl 2T, ser-
eral plant protedns wese observed, which probably interfered
in the detection of bactenal proteins, sspedally when ligud

In this stady, we demonstrated that XVM1* mediam pre-
sented g better match to in plortn conditiors than did the other
te=sted media. The expression levels of several genes analyzed
were similar in WVM1* (in the presence of leaf extract) and =
planta. The results also showed that NYG can be used as the
control condition in post-genome stisdies, since pathogenicity
penes are in general not indwes in this mediom or are induced
in a wery low level.

139



Although leaf extract doss not fully represent the plant an-
wironment, the pressnce of plant components in the calbure
medium seems to induce pathogenicity genes, mimidnng in
plomtn conditions. Therefors, the use aof leaf sxtract (KVM1Y)
could be an nterssting alternative for plant-pathogen interac-
ton stadies, espedally since XWVMI* is simpler than im plonto
growth.
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APENDICE B — ANALISE DA TRANSFORMAGCAO DE Agrobacterium tumefaciens

Sequencias génicas enviadas para sintese dos vetores.

1-Efetor- SsiTL (Integrina) (400pb)

TCTGTTCTTCCTGACTTGGTATACATCAAGACACAAAATACCCCGTCAGGAAAAGTAGAGGTTC
ACATCGCTAGCGGAGCATCAACCTACAAGACACGGACTGTTGAAGTTGTTACCTCATTCGGGAA
TGAGCAAGATGGTCAATGGAACGTGTATGACTATGATGGTGATGGAAAGCCAGACTTAGTCTTC
ATCAAAACTAGCAATACCGGTACAGGAACAACCGAATTGTTCGTCGCATCTGCTTCTTCCAATT
ATCAAACAAGACTCATCAGCACCGGGACTACCTTTACGGTAGAAAACAACGGTTTTTGGCAGCT
TGGACCTTATAGCGCTAATGGAGATTTGATCTACATCAAGGATGCCAATACTGGCACTGGGACA
ACAGAGGTCCACATTG

2-Efetor- Ss-caF1 (Proteina hipotética) (400 pb)

TAGCACATCAGAAACCTTTAACCGTGGATCCTAACGCGGATTGGGGAACTAGACATATGGCCGA
GGAACATCACATAGACAACTTCGATCCGGGTGCCTTCTTTACGCTCCACGATTTCGACAACAAC
GGCGTTTGGGACCAATCGGAAATCCTAAAATTCTATGGCATGGAAGATGAGACTGCAAAAGATG
TGCCGCATGAAAAGAAAGTTGATTTGCTGAAGGAGATATTACGATTGATGGATAGTAATAATGA
TGGAGTAGTGGAAAAGGAAGAATGGGACAGGTATTCAGGGACTGGAGGTCTGTTGCCAGATTTT
GGGCTCGGGCCAGGACATCATTGGGATATTGAGATGGAGTATGAGATTCATCATTGGCAGAAAT
ACCATGATGAGAATAC

3-Efetor- SspG1 (Endopoligalacturonase) (314 pb)

GGCATCACCTCACCGGTGGAACCTGCTCCGGTGGTCACGGTCTCTCCATCGGATCCGTCGGTGG
ACGTTCCGACAACGTTGTCTCTGATGTTATCATTGAATCCTCCACCATCAAGAACTCCGCCAAC
GGTGTCCGCATCAAGACTGTTTCCGGTGCCACTGGATCCGTCTCCGGCGTTACCTACAAGGACA
TCACCCTCTCCGGTATTACCAAGTACGGTGTTGTCATCGAGCAAGATTACGAGAACGGTTCCCC
AACTGGAAAGCCAACCTCCGGTGTTCCCATCACTGGTGTCACTCTCTCCAACGTTCAC
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Sequencias obtidas a partir de produtos de PCR de bactéria transformada.

1-Efetor- SsiTL (Integrina) (400pb)

TCTGTTCTTCCTGACTTGGTATACATCAAGACACAAAATACCCCGTCAGGAAAAGTAGAGGTTC
ACATCGCTAGCGGAGCATCAACCTACAAGACACGGACTGTTGAAGTTGTTACCTCATTCGGGAA
TGAGCAAGATGGTCAATGGAACGTGTATGACTATGATGGTGATGGAAAGCCAGACTTAGTCTTC
ATCAAAACTAGCAATACCGGTACAGGAACAACCGAATTGTTCGTCGCATCTGCTTCTTCCAATT
ATCAAACAAGACTCATCAGCACCGGGACTACCTTTACGGTAGAAAACAACGGTTTTTGGCAGCT
TGGACCTTATAGCGCTAATGGAGATTTGATCTACATCAAGGATGCCAATACTGGCACTGGGACA
ACAGAGGTCCACATTG

2-Efetor- Ss-caF1 (Proteina hipotética) (400 pb)

GGAACATCACATAGACAACTTCGATCCGGGTGCCTTCTTTACGCTCCACGATTTCGACAACAAC
GGCGTTTGGGACCAATCGGAAATCCTAAAATTCTATGGCATGGAAGATGAGACTGCAAAAGATG
TGCCGCATGAAAAGAAAGTTGATTTGCTGAAGGAGATATTACGATTGATGGATAGTAATAATGA
TGGAGTACTGGAAAAGGAAGAACGGGACATATATTCTGGGACTGGAGGTCTGTTGCCTG

3-Efetor- SspG1 (Endopoligalacturonase) (314 pb)

CCGTCGGTGGACGTTCCGACAACGTTGTCTCTGATGTTATCATTGAATCCTCCACCATCAAGAAC
TCCGCCAACGGTGTCCGCATCAAGACTGTTTCCGGTGCCACTGGATCCGTCTCCGGCGTTACCTA
CAAGGACATCACCCTCTCCGGTATTACCAAGTACGGTGTTGTCATCGAGCAAGATTACGAGAACG
GTTCCCCAACTGGAAAGCCAACCTCCGGTGTTCCCATCACTGGTGTCACTCTCTCCAACGTTCAC
GGTACCACTAGT



APENDICE C — CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMOS.
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Caracterizacdo dos lipossomos sintetizados quanto ao tamanho hidrodindmico, coluna da esquerda, e
potencial zeta, coluna da direita. A e B- Lipossomo controle. C e D - Lipossomo complexado com o vetor
pPM7g. E e F - Lipossomo complexado com o vetor pPM7g tratado com DNAse. G e H - Vetor pPM7g. | e
J Lipossomo (Constituido com PEG) complexado com o vetor pPM7g tratado com DNAse. K e L -
Lipossomo (Constituido com PEG) Controle. M e N Lipossomo(Constituido com PEG) complexado com o
vetor pPM7g. Cada amostra foi analisada em triplicata técnica (cores diferentes).
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