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Avaliacao funcional do gene SAMT de Citrus reticulata na resisténcia a fitopatogenos de

citros através da superexpressao em Nicotiana tabacum

RESUMO

A citricultura é uma das culturas de maior importancia a nivel mundial e o Brasil € o maior
produtor e exportador de suco de laranja concentrado e congelado (Frozen Concentrate Orange
Juice-FCQJ). Essa producéo tem sido diminuida devido a diferentes problemas fitopatoldgicos,
entre eles a Clorose Variegada dos Citros causada pela bactéria Xylella fastidiosa. Essa doenca
afeta diretamente a qualidade do fruto o que significa uma perda proporcional na producdo de
suco. Visando a identificacdo de genes associados a respostas de defesa da planta contra X.
fastidiosa foi realizada uma andlise de expressdo génica global em espécies resistentes e
suscetiveis de citros. Dentre os genes induzidos o gene SAMT (S- adenosil — L metionina
metiltransferase do &cido salicilico) destacou-se pela sua expresséo apenas em Citrus reticulata
(hospedeiro resistente). A enzima codificada pelo gene SAMT utiliza &cido salicilico (SA)
como substrato para produzir Salicilato de Metila (MeSA). SA é o principal componente da
resisténcia sistémica adquirida (SAR) sendo que MeSA € o sinal volatil translocado para partes
distais da planta que ativa as respostas de defesa. Para investigar o potencial deste gene na
conferéncia de resisténcia a X. fastidiosa, foram usadas plantas de N. tabacum como planta
modelo. A escolha desse hospedeiro foi baseada ndo s6 na facilidade de transformacéo, mas
também na rapidez e facilidade de visualizacdo dos sintomas causados por X. fastidiosa,
possibilitando avaliar de forma mais rapida o potencial do gene SAMT em conferir resisténcia
a X. fastidiosa. Plantas de N. tabacum superexpressando o gene SAMT de Citrus reticulata
(CiSAMT) foram confirmadas através de PCR, analise histoquimica (GUS) e anélise de
expresséo por RT-gPCR. A producgao maior do MeSA em plantas transformadas foi identificada
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (GC-MS). Os eventos que
mostraram maior producao do volatil foram propagados e utilizados nas analises de expressao
de PR1, um gene marcador da via de SAR. Devido ao possivel crosstalk do SAMT com a via
de Acido Jasmonico (JA) o gene JAZ1 foi analisado como marcador dessa via. As plantas
transgénicas mostraram um aumento significativo na expressdo de PR1 enquanto que o gene
JAZ1 néo foi modulado, podendo inferir que a via ativada foi a de SA e, por conseguinte a via
do SAR. Desta maneira, para avaliar a resposta da planta quando desafiada a X. fastidiosa as
plantas foram inoculadas com o patogeno. Dois dos trés eventos mostraram um certo nivel de

tolerancia a presenca da bactéria, refletindo em notas menores na severidade e uma menor



incidéncia de sintomas nas plantas avaliadas. Como plantas transformadas produziram uma
maior quantidade de MeSA, foi investigado se estas plantas podiam induzir SAR em plantas
vizinhas ndo transformadas através da liberagdo do volatil. Apenas as plantas ndo transformadas
instaladas em camaras com plantas transformadas mostraram uma maior expressao de ICS e
PR1. Estes resultados sugerem que plantas transgénicas superexpressando SAMT podem
induzir SAR em plantas ndo transformadas, abrindo a possibilidade de utiliza-las como
“ativadoras de SAR”

Palavras chaves: MeSA, plantas modelo, transformacéo genética.



Functional analysis of Citrus reticulata SAMT gene in the resistance of citrus
phytopathogen through overexpression in Nicotiana tabacum

ABSTRACT

Citrus is one important worldwide crop and Brasil is the largest producer and trader of
frozen concentrate orange juice (FCOJ). This production is affected by a large range of
phytopathogens, thus aiming to identify genes associated with citrus defense response to Xylella
fastidiosa, global gene expression was done in susceptible and resistance citrus species. One
up-regulated gene in Citrus reticulata (resistant) was encoding methyl transferase (SAMT),
which is responsible for methyl salicylate (MeSA) production from salicylic acid (SA). MeSA
is a volatile known as an airborne signal triggering systemic acquired resistance (SAR). To
investigate the potential of this gene to confer X. fastidiosa tolerance, we used tobacco model
plant. Tobacco events overexpressing C. reticulata SAMT gene (CiSAMT) were confirmed by
GUS, PCR and RT-gPCR. The high MeSA production in transgenic plants was identified by
gas chromatography (GC-MS). The events that showed higher MeSA production were
propagated and used to gene expression analysis of PR1, a SAR marker gene and JAZ1 a marker
gene for jasmonic acid (JA) pathway. The transgenic events showed significant up-regulation
of PR1 and no modulation for JAZ1, which could indicate that this volatile uses SA as substrate
and activates SAR by this pathway. Then this events were challenged with X. fastidiosa. Two
of the three transgenic events showed significant less symptoms and severity of disease,
suggesting that the presence of this gene could be delay the spread of X. fastidiosa f. As
transgenic plants produced more MeSA, we investigate if these plants could induce SAR in
neighbor but not transgenic plants through volatile liberation. Interestingly only WT plants
around the transgenic plant showed up-regulation of PR1 and ICS1. This data suggests that
transgenic plants overexpressing SAMT can activate SAR in non-transgenic plants and open

the perspective of use them as “SAR activators”.

Key words: genetic transformation, MeSA, model plants.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Secex (2014) o Brasil foi responséavel pela exportacdo de aproximadamente
1.2 milhGes de toneladas de suco de laranja concentrado e congelado ou FCOJ (Frozen
Concentrated Orange Juice) e do suco ndo concentrado ou NFC (Not From Concentrate) em
2013, mantendo sua posigdo de maior exportador de suco de laranja industrializado desde a
década de 80. Esta hegemonia é conservada pela contribui¢do da citricultura paulista que é
responsavel por 53% da producdo mundial de suco de laranja (NEVES et al., 2010). A
participacdo no mercado mundial é de aproximadamente 85% permitindo assim que em nenhum
outro setor o Brasil exerga uma posicéo de lideranca tdo isolada (LOHBAUER, 2011).

Apesar de sua lideranca mundial, a industria citricola brasileira vem enfrentando desafios
constantes devido ao grande niumero de pragas e doencas presentes na cultura. Uma das doencas
que tem recebido grande atencdo devido ao impacto econdmico causado pelo manejo e perda
de frutos é a Clorose Variegada dos Citros (CVC) (CHATTERJEE et al., 2008). A CVC é uma
doenga associada a bactéria restrita do xilema Xylella fastidiosa a qual é transmitida por pelo
menos 12 espécies de cigarrinhas (Fundecitrus, 2014). A X. fastidiosa tem um amplo espectro
de plantas hospedeiras e atinge todas as variedades comerciais de laranja doce (SOUZA et al.,
2007). Os principais sintomas da doenga sdo os pontos necrosados na folha associados a
colonizagdo dos vasos do xilema por parte da bactéria. Esta colonizacdo bem como a formacéo
de biofilme nos vasos do xilema fazem com que o fluxo normal de adgua e nutrientes sejam
bloqueados, o que pode influenciar diretamente no desenvolvimento do fruto fazendo com que
este fique endurecido e seu tamanho seja reduzido perdendo todo seu valor comercial
(COLETTA-FILHO et al., 2007; SOUZA et al., 2007).

Apesar de todas as variedades de laranjas-doce (Citrus sinenesis) serem suscetiveis a X.
fastidiosa, ha fontes de resisténcia dentro da espécie, como as tangerinas (Citrus reticulata),
limbes (Citrus limonia) e hibridos. Por esta razdo € justificavel o estudo para a compreensdo
dos mecanismos genéticos envolvidos na resisténcia de algumas espécies de citros que possam
ser transferidos para laranja doce. Nesse sentido, analises de expressao génica usando ESTs
(Expressed sequence tags) e RNA-Seq foram realizados em tangerina visando & identificacdo
de genes de defesa que possam estar envolvidos na resisténcia a este patdgeno (SOUZA et al.,
2007; GMITTER et al., 2012; RODRIGUES et al., 2013). Devido aos varios genes induzidos

durante a interagdo com o patdgeno, um modelo hipotético de como as tangerinas respondem a



X. fastidiosa, culminado na eliminacdo do patdgeno e resisténcia do hospedeiro foi proposto
por GMITTER et al., (2012). Entretanto, nenhum estudo funcional do papel desses genes na
resposta de defesa do hospedeiro foi até 0 momento comprovado. Um dos genes induzidos em
tangerina com possivel associacao a resposta de defesa foi 0 SAMT, o qual codifica a enzima
acido salicilico carboxil metiltransferase. Esse gene esta associado a resposta de resisténcia
sisttmica adquirida (SAR) ativando as vias de defesa da planta mediada pelo &cido salicilico
(SA). Dessa forma o estudo funcional desse gene parece ser essencial para o entendimento da
ativacdo do mecanismo de defesa no hospedeiro e sua possivel transferéncia para hospedeiro
suscetivel visando tolerancia ao patégeno.

As plantas respondem aos diferentes estresses bidticos e abidticos ativando vias de
defesas locais e sistémicas, quando infectadas por patdgenos estas respostas de defesa
restringem o crescimento e disseminacdo do patégeno (DEMPSEY & KLESSIG, 2012). Este
mecanismo conhecido como resisténcia sistémica adquirida (SAR) é ativado no momento da
infecgdo pelo patdgeno na folha, de maneira local desencadeia-se um processo de imunizacdo
sistémica da planta para se defender do ataque e para se preparar contra uma possivel infeccdo
futura pelo mesmo patéogeno (DEMPSEY et al., 1999; DURRANT & DONG, 2004,
DEMPSEY et al., 2011). SAR induz o acumulo de &cido salicilico em tecidos locais e distais
ndo infectados por um patdgeno, além de aumentar a expressdo de genes relacionados a
patogénese (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996; DANGL & JONES, 2001;
FOROUHAR et al., 2005). Plantas que sdo deficientes em SA ndo desenvolvem SAR, nao
expressam genes de defesa nas folhas inoculadas e mostram suscetibilidade a patégenos
(DEMPSEY et al., 1999).

Enquanto SA é um componente essencial do SAR, experimentos mostram que SA nédo é
o sinal mével transmitido sistemicamente para desencadear SAR (VERNOOW et al., 1994;
PARK et al., 2007). Dentro dos esforcos continuos para identificar o sinal movel do SAR,
estudos tem apontado o Salicilato de Metila (MeSA), como o sinal transmitido sistemicamente
na planta (PARK et al., 2007). Na sequéncia da transmissdo sistémica, MeSA pode ser
convertido de volta para SA através de uma esterase, SABP2 (SA-binding protein 2)
(FOROUHAR et al., 2005).

O gene responsavel pela sintese da MeSA foi identificado pela primeira vez na planta
anual Clarkia breweri (ROSS et al., 1999). Este gene, S-adenosil-L-metionina: acido salicilico
carboxil metiltransferase (SAMT) catalisa a reacdo de &cido salicilico (SA) e o doador de metila
de S-adenosil-L-metionina (SAM) para MeSA. A descoberta desta metiltransferase levou a

identificacdo de uma nova classe de O-metiltransferases e N-metiltransferases chamada familia
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SABATH (CHEN, AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, et al.,
2003; D’AURIA et al., 2003)

Devido a importancia do gene SAMT e seu papel em mediar a resposta de defesa das
plantas, esse gene tem sido objeto de estudo em diferentes patossistemas. SAR induzida pela
infeccdo do virus do mosaico do tabaco (TMV) foi atenuada em plantas de N. tabacum em que
a expressdo do gene SAMT foi silenciada por iRNA (RNA interferente) (PARK et al., 2007).

Estudos com a superexpressdo do gene SAMT em plantas transgénicas sobre a geracao
de resisténcia ou suscetibilidade a patdgenos séo divergentes dependendo da espécie da planta
e do patdgeno testado. Em A. thaliana a superexpressdo do gene OsBSMT1 (oriundo de arroz)
diminuiu os niveis de SA e seu glicosideo tornando as plantas mais suscetiveis a Pseudomonas
syringae e ao fungo Golovinomys orontii (KOO et al., 2007). Resultados opostos foram
encontrados em outros patossistemas. Em tomate, plantas transgénicas superexpressando o
gene SISAMT, e consequentemente produzindo maiores niveis de MeSA, exibiram um retardo
no desenvolvimento de sintomas da doenga causada por Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (TIEMAN et al., 2010)

De forma geral, é mais facil compreender que a superexpressdo de SAMT induza o
aumento de MeSA, diminuindo os niveis de SA e consequentemente da SAR, deixando a planta
mais suscetivel ao patégeno, como demonstrado para A. thaliana. Entretanto, a funcéo desse
gene parece ser mais complexa, e dependendo da espécie vegetal e do patdgeno, esse gene pode
estar associado a outros fatores que conduzem a resposta de resisténcia da planta, como
demonstrado para tomate e soja. Dessa forma, mais estudos devem ser conduzidos em outros
patossistemas para desvendar o papel desse gene nas interagcdes planta-patégeno.

Até o momento, ndo ha nenhuma evidéncia direta do papel do gene SAMT em citros,
contudo estudos sugerem que o0 SA é um horménio importante para a resposta de defesa das
plantas de citros contra patdgenos como Xanthomonas citri subsp. citri (AN & MOU, 2012,
WANG & LIU, 2012), C. liberibacter (MARTINELLI et al., 2012; MAFRA et al., 2013) e
Xylella fastidiosa (SOUZA et al., 2007; SOUZA et al., 2009; GMITTER et al., 2012;
RODRIGUES et al.,, 2013). No caso de X. fastidiosa, resultados mostram o possivel
envolvimento do gene SAMT na resposta de defesa de Citrus reticulata (resistente a X.
fastidiosa) durante a infeccdo por X. fastidiosa (SOUZA et al., 2007; SOUZA et al., 2009;
GMITTER et al., 2012). Curiosamente, apesar de C. reticulata ser resistente a X. fastidiosa,
esse patdgeno tem um breve estagio de sobrevivéncia dentro desse hospedeiro, onde aos 30 dias
apos a infecgdo, é possivel detectar o patdgeno por PCR e isolamento da planta. Porém apos

esse periodo ha uma diminuicdo da populacdo bacteriana de modo que ap6s os 60 dias ndo é
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mais possivel isolar a bactéria da planta, ocorrendo um declinio da populacdo. Trabalhos de
expressdo génica verificaram que aos 30 dias ocorre a superexpressdo do gene SAMT (SOUZA
et al., 2007), o que foi confirmado em outros ensaios bioldgicos usando RT-gPCR (Figura 1).
A superexpressao desse gene foi atribuida a uma possivel ativacdo de uma via de sinalizagédo
que culmina na expressdo de genes associados a defesa da planta. Em um primeiro momento a
ativacdo do SAMT foi atribuida a possivel ativacdo de SA, entretanto, ndo podemos descartar
uma possivel inibicdo de SA e ativacdo de JA, uma vez que, genes que indicam haver um
crosstalk entre essas vias de sinalizacdo também foram superexpressos em outros trabalhos,
como o gene LOX (CHEN, AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY,
et al., 2003; SOUZA et al., 2007; SOUZA et al., 2009; GMITTER et al., 2012; RODRIGUES

etal., 2013).

SAMT

100

10

Fold change (Log)

0,1
0 30 60

Dias ap6s inoculacao

Figura 1 - Confirmacéo dos resultados ESTs utilizando RT-PCR em tempo real para o gene S-
adenosyl-L-methionine:salicylic acid methyltransferase (SAMT) ap6s 0, 30 e 60 dias de inoculagéo do
patégeno X. fastidiosa em C. reticulata. T-bars indicam o erro padrdo das repeticGes biologicas

(SOUZA, dados ndo publicados).

Dessa forma estudos funcionais através do uso de plantas transgénicas superexpressando

0 gene SAMT de citros (denominado aqui de CiISAMT) poderia contribuir para o entendimento



do mecanismo de sinalizacdo celular associado a defesa das plantas em resposta ao patégeno X.
fastidiosa. Ainda, devido ao possivel papel desse gene na resposta de defesa de citros a outros
fitopatogenos, o estudo funcional desse gene podera ser estendido para outros patossistemas.

A transgenia € uma ferramenta Util para estudar a funcdo de um gene. Os métodos para
determinar ou inferir a funcdo do gene variam entre andlises fenotipicas, bioquimicas e
moleculares das plantas transformadas. Desta forma, existem diferentes estratégias para avaliar
a funcéo do gene dentro da planta, que podem ser através da sua superexpressao ou através do
seu silenciamento (SHIM et al., 2013). Entretanto, algumas plantas apresentam dificuldades no
processo da transformacédo genética e isto depende principalmente da biologia reprodutiva do
género. Em citros, por exemplo, a poliembrionia, autoincompatibilidade e periodos juvenis
longos, a idade do material e a possibilidade de escapes devido a ndo sele¢do por parte dos
antibioticos geram desafios na transformacdo genética (PENA et al., 1995). A obtencdo de
plantas transformadas de citros é um processo longo e laborioso e a utilizacdo destas na
avaliacdo das interacdes do patossistema de X. fastidiosa pode néo ser téo adequado devido ao
tempo necessario para a expressdo de sintomas (6-12 meses) desta maneira, plantas modelo
como Nicotiana tabacum representam uma alternativa mais viavel para a avaliacdo e estudos
da funcionalidade de genes (CHANG et al., 1993; LOPES et al., 2000; MARTINATI et al.,
2007).

Nicotiana tabacum € uma planta modelo usada em varios patossistemas por apresentar
caracteristicas como alta producéo de sementes, alta eficiéncia de transformacéo e possuir ciclo
de vida curto (BRASILEIRO et al., 1998). Ja foi demonstrado em varios estudos que quando
inoculada com X. fastidiosa os sintomas foliares sdo inconfundiveis e aparecem
significativamente mais rapido do que em citros (LOPES et al., 2000). Devido as caracteristicas
descritas e especialmente a facilidade de avaliacdo quando desafiada com X. fastidiosa N.
tabacum torna-se uma planta modelo adequada para os estudos de interacdo planta patogeno e

analise funcional do gene CiSAMT.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Citricultura Brasileira e a Clorose Variegada dos Citros

O Brasil destaca-se como o maior fornecedor de produtos como agucar, suco de laranja e
café. Responsavel pela exportagdo de US$ 5 bilhdes em produtos processados no ano 2000 o
Brasil € o maior exportador de frutas citricas processadas (OECD/FAOQ, 2015). Esta hegemonia
é conservada gracas a contribuicdo da citricultura paulista que é responsavel por 53% da
producdo mundial de suco de laranja (NEVES et al., 2010).

Esta hegemonia esté baseada na regido denominada cinturdo citricola e é responsavel por
mais de 80% da producéo de laranja do Brasil. Localizada numa &rea entre S&o Paulo e Minas
Gerais 0 cinturdo citricola é composto por 300 municipios, que se distinguem por ter solo
adequado, agua disponivel, chuvas em indices adequados, topografia, mao de obra disponivel
e qualificada, disponibilidade de insumos e infraestrutura local, fazendo com que estas
caracteristicas o tornem o mais importante polo citricola do pais (LOHBAUER, 2011).

Responsavel por um crescimento de 10% entre os anos de 1995-2009 a producdo do
cinturdo citricola é destinada a industria. Sendo o suco concentrado de laranja congelado
(FCOJ) o grande responsavel pelo sucesso da bebida no mundo com valores de producéo de
2,3 milhdes de toneladas por ano (NEVES & TROMBIN, 2011). O segundo lugar na producao
de frutas citricas processadas fica com o suco ndo concentrado ou NFC (Not From Concentrate)
gue tem como destino o mercado Europeu, com aproximadamente 70% da importacao do suco
brasileiro, e que em 2009 alcangou as 939 mil toneladas (NEVES et al., 2010; LOHBAUER,
2011). Além do consumo da fruta in natura, que absorve uma parte significativa da producéo
(aproximadamente 100 milhdes de caixas) (NEVES et al., 2010; OECD/FAOQ, 2015), existem
outros subprodutos a partir da fruta que sdo também comercializados, como a polpa, 6leo
essencial, 6leo da casca, aroma essencial, bagaco e sementes, sendo estes produtos responsaveis
pelo 7,5% do neg6cio com a fruta (LOHBAUER, 2011).

Apesar de sua lideranga mundial, a producdo de suco enfrenta diferentes fatores que
diminuem sua competitividade no mercado internacional, como diversas barreiras tarifarias,
forte inflacdo de custos de méo de obra, insumos agricolas, exigéncias tecnicas de embalagem,
consisténcia na qualidade do produto e incremento em tratamentos fitossanitarios
(LOHBAUER, 2011; NEVES & TROMBIN, 2011).Entre os problemas fitossanitarios que
enfrenta a citricultura, destaca-se a CVC ou clorose variegada do Citros devido as perdas

representativas de aproximadamente 120 milhGes de ddlares ao ano, ndo sé por causa das
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arvores afetadas pela doenca, mas também pela redugé@o de numero de caixas produzidas devido
frutos endurecidos e pequenos que ndo sdo viaveis na producdo de suco (ALMEIDA et al.,
2001; HOPKINS & PURCELL, 2002; BOVE & AYRES, 2007; CHATTERJEE et al., 2008).
Medidas de prevencdo e 0 manejo baseado em trés principios: exclusdo de ramos infectados,
erradicacdo de plantas e protecdo atraves do uso de inseticidas e mudas sadias, tem sido
utilizadas com sucesso, permitindo uma reducgéo na incidéncia da doenca no Brasil (LOPES et
al., 2000; ASSIS & RIBAS, 2015).

A doenca é transmitida por pelo menos 12 especies de cigarrinhas (Fundecitrus, 2014). E
é causada pela bactéria Xylella fastidiosa uma Gammaproteobacteria que se caracteriza por ter
um formato de bastonete e dimensdes estimadas de 0.25-0.5 uM em diametro e 0.9-4.0 uM de
comprimento (DAVIS et al., 1978; CHAGAS et al., 1992).

As espécies de X. fastidiosa encontram-se dentro da familia da Xanthomonadaceae,
ordem Xanthomonadales. E possivel identificar quatro subespécies de X. fastidiosa: pauca,
fastidiosa, multiplex e sandyi (NUNES et al., 2003; ALMEIDA et al., 2008; NUNNEY et al.,
2010). A X. fastidiosa tem um amplo espectro de plantas hospedeiras como uva (DAVIS et al.,
1978), péssego (WELLS et al., 1983), café (DE LIMA et al., 1998), ameixa (RAJU, 1982), pera
(LEU, 1993) entre outras. Mas recentemente foi encontrada em plantas de oliveiras na Italia
(LOCONSOLE et al., 2014) e no Brasil (COLETTA-FILHO et al., 2016). Em citros a Xylella
fastidiosa Subsp. pauca atinge todas as variedades comerciais de laranja doce (SOUZA et al.,
2007). Seus sintomas caracteristicos sdo 0s pontos necroticos na folha que levam a uma necrose
generalizada na folha e posteriormente a sua queda. Frequentemente sdo encontradas
deficiéncias de Zinco e Ferro também em folhas. A necrose pode estar associada a colonizagao
dos vasos do xilema por parte da bactéria, assim como as alteracdes na taxa de fotossintese da
planta e a possivel secrecdo de toxinas pela bactéria (RIBEIRO et al., 2003). A colonizacéao
bem como a formacéo de biofilme nos vasos do xilema faz com que o fluxo normal de agua e
nutrientes sejam bloqueados, o que pode influenciar diretamente no desenvolvimento do fruto
fazendo com que este fique endurecido e seu tamanho seja reduzido perdendo todo seu valor
comercial (COLETTA-FILHO et al., 2007; SOUZA et al., 2007).

2.2 Mecanismos de Defesa da Planta

A habilidade com que as plantas tém desenvolvido diversos mecanismos de defesa
buscando sobreviver aos estresses impostos pelo ambiente tem propiciado inimeras pesquisas.

Em muitos casos, os mecanismos de defesa podem incluir cdmbios, morfoldgicos, moleculares

7



e bioguimicos. Estes mecanismos proporcionam a adaptacdo da planta por completo a um
estresse que pode estar acontecendo em uma Unica parte dela (VAN LOON et al., 2006; VLOT
et al., 2008)

O reconhecimento de sequéncias conservadas dentro dos microrganismos que atacam a
planta é essencial para iniciar a inducao de respostas de resisténcia. Este reconhecimento pode
ser dividido em duas linhas de acéo/ativacdo. A primeira onde padrdes moleculares associados
a patégenos (PAMPs) ativam eventos de sinalizacdo e levam a imunidade mediada por PAMP
(PTI). E a segunda, conhecida como resposta imune mediada por efetores (ETI) que é ativada
a partir do reconhecimento de proteinas efetoras que sdo liberadas ou associadas a patdgenos e
identificadas através de proteinas R (VAN LOON et al., 2006; BARI & JONES, 2009). A
percepcdo dos PAMPs inicia uma variedade de respostas basais que inclui a ativagdo de
MAPKkinases (mitogen-activated protein), a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
acido nitrico (NO), o incremento do influxo de CA?*, ativacdo da via de SA, fechamento de
estdbmatos e sinteses de etileno (BOLLER & FELIX, 2009; ARNAUD & HWANG, 2015).

A defesa ativada através do reconhecimento de proteinas efetoras (ETI) desencadeia a
morte celular localizada no sitio de infec¢do que culmina em uma resposta de hipersensibilidade
(HR) que inibe a invasdo do patégeno (ZURBRIGGEN et al., 2010; ARNAUD & HWANG,
2015).Entretanto, as respostas de defesa ativadas durante PTl e ETI ndo séo exclusivas.
Existindo correlacao e até sobreposicao entre elas quando em resposta a patégenos (MISHINA
& ZEIER, 2007; DEMPSEY & KLESSIG, 2012). Algumas das defesas ativadas incluem o
fluxo de ions de Célcio, ROS, a ativacdo de quinasses, a reprogramacao da expressdo de genes,
a deposicdo de calose ou lignina, a morte programada de células localizadas ou (HR) e a
ativacdo das vias de SA e JA-ET (&cido jasmbnico — etileno), a producdo de metabolitos
secundarios como fitoalexinas, acumulacdo de proteina PR e liberacdo de volateis, entre outras
(THOMMA et al., 2011). Desta maneira, é possivel restringir o crescimento do patégeno e
aumentar a resisténcia a doenca na planta afetada. E de suma importancia o tempo que a planta
tarda em reconhecer 0 mecanismo do micro-organismo invasor e a inducdo de respostas de

defesa, sendo a Unica diferenca entre um fenotipo resistente ou susceptivel.

2.2.1 O Papel dos Hormonios nas Vias de Defesa

Os horménios sdo substancias organicas que ocorrem naturalmente nas plantas. Sao
ativos em baixas concentragdes e possuem a capacidade de promover ou inibir o crescimento

vegetal, modificando processos fisioldgicos da planta e geralmente agindo a distancia do local
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de producdo. Inicialmente acreditava-se que 0s processos de desenvolvimento da planta eram
regulados por cinco horménios: as auxinas (AlA), as giberelinas (GA), as citocininas (CK), o
acido abscisico (ABA) e o etileno (ET). Mas, recentemente uma variedade de outras moléculas
sinalizadoras tem sido descobertas e relacionadas também ao desenvolvimento, assim como a
efeitos morfofisioldgicos e a ativacao de vias de defesa contra herbivoros e patdgenos, estas
moléculas incluem o &cido salicilico (SA), acido jasmonico (JA), os brassinosterdides (BRS), 0
acido nitrico (NO) e os peptideos hormonais: sistemina e hidroxiprolina rica em glicopeptideos
de Solanéceas, o peptideo AtPEPs (Arabidopsis thaliana Plant Elicitor Peptides), RALF
(Rapid Alkalinization Factor) e CLV (Clavata) (RYAN et al., 2002; VAN LOON et al., 2006;
BARI & JONES, 2009)

A infeccdo de plantas com diversos patdgenos resulta em alteracdes nos niveis destes
fitohormoénios (ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2007). As vias de sinalizacdo de SA, JAe ET
sdo comumente relacionadas a ativacdo e regulacdo de respostas de defesas no reconhecimento
dos vérios patdgenos, pragas e injurias (GLAZEBROOK, 2005). SA desempenha um papel
fundamental ativando respostas de defesa em plantas contra patdgenos biotréficos e
hemibiotroficos, assim como no estabelecimento da resisténcia sistémica adquirida (SAR). Por
outro lado, JA e ET sdo geralmente associados a defesa contra herbivoros e patégenos
necrotréficos. Devido ao fato que a sinalizacdo de defesa por parte da planta depende da
natureza do patdgeno e sua patogenicidade, e a que os estilos de vida destes em muitas ocasides
ndo sdo exclusivamente biotréficos ou necrotroficos, existe uma interacdo entre as vias de SA,
JA e ET. Esta interacdo pode ser sinérgica ou antagbnica dependendo da natureza do patdgeno.
Na natureza as plantas tém que lidar com diferentes ataques acontecendo a0 mesmo tempo,
desta maneira, 0s mecanismos moleculares pelos quais estas vias de resposta de defesa

interagem e sua prioridade de acdo sdo ainda pouco compreendidos.

2.2.2 Interacéo das vias de SA e JA

SA afeta véarios processos biologicos como floragdo, fechamento estomatico e
germinacdo de sementes, entre outros. O seu papel principal esta relacionado a ativacéo de
respostas de defesa contra patdgenos biotroficos e hemibiotroficos. Niveis de SA em tecidos
infectados pelo patdgeno resulta na indugdo de genes relacionados a patogéneses (PR) e
intensifica a resisténcia para uma ampla gama de patégenos (BARI & JONES, 2009;
PIETERSE et al., 2009).



A sintese de SA pode acontecer por duas vias: ICS (isochorismate synthase) e PAL
(phenylalanine ammonia-lyase). As duas originam-se a partir de corismato e o produto final da
via € o0 &cido chiquimico. Na via PAL, a fenilalanina (Phe) é convertida para &cido trans-
Cinamico (t-CA) e NH3 através de uma reacdo aminacgdo nao oxidativa. A via do ICS utiliza o
ICS/corismato para sintetizar SA (Figura 2) (VLOT et al., 2009; DEMPSEY et al., 2011).

Plastid Shlklmate pathway

CO;
Anthranilate 4—- @NJL—» —= L-Arogenate— Tyrosine
l CO; l

OH Chorismate

Phenylalanine
l |cs ¢PAL
Co; trans-Cinnamic acid
\\\OH ‘
Tryptophan
o s Benzoic acid
2
Isochonsmate lBAZH?
PL (PchB)?

Salicylic acid
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©/ )k co;

Salicylic acid Pyruvate

Figura 2 - Via da biossintese de SA em plantas. O corismato € sintetizado no plasmideo através
do isocorismato para ser convertido em SA. A via a partir de PAL e acido benzoico 2-hidroxylase é
também mostrado. AS: antranilato sintase; CM: corismato mutase. (Retirado de WILDERMUTH et al.,
2001).

A NPR1 (non expressor of PR genes 1) é uma proteina contendo um motivo ankyrin-
repeat com um dominio BTB/POZ. A NPR1 pode estar localizada em dois lugares na célula,
onde desenvolve duas funcdes diferentes. No citosol atua como mediadora das vias de SA e JA.
No nucleo pode atuar com fatores de transcrigdo induzindo a expressdo de genes de defesa
dependentes de SA como PR1 (VLOT et al., 2009; DEMPSEY et al., 2011).
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PRs (pathogenesis-related proteins) sdo proteinas induzidas em condigcdes de
patogenicidade e codificadas pela planta hospedeira, sd&o acumuladas na regido infectada e
também induzidas sistemicamente. As PRs foram descobertas pela primeira vez na resposta de
hipersensibilidade de N. tabacum ao virus do mosaico de tabaco, posteriormente ocorreram em
diferentes espécies de plantas na infeccdo por fungos, oomicetos, bactérias, virus, nematoides
e insetos. As PRs reconhecidas atualmente compreendem 17 familias, que desenvolvem
diferentes papeis, sendo frequentemente sugerido que podem ser eficazes na inibicdo do
crescimento e multiplicacdo de patdgenos. Por esta razdo estdo associadas a respostas de defesa
contra infeccBes causadas por virus, bactéria e fungos, especialmente as PR1 sdo utilizadas
como marcadores do SAR (VAN LOON et al., 2006). Recentemente um trabalho em proteinas
relacionadas a patogéneses em leveduras (PRY) permitiu através da caracterizacao funcional e
da homologia de sequéncias com a familia das PR1 de plantas, inferir a fungéo destas Gltimas
como estando envolvidas no transporte de esterdis e como proteinas de ligacdo de lipideos
(CHOUDHARY & SCHNEITER, 2012).

JA esté envolvido em respostas de defesa a estresses bidticos e abidticos, maturacdo de
polen e respostas a injuria (TURNER et al., 2002). A sintese de JA se inicia com a liberacdo do
acido o-linolénico da membrana fosfolipidica, que é convertida a 13-HPOT (13-
hydroperoxylinoleic acid) por uma lipoxigenase (LOX). Seguida de uma série de reacdes
catalisadas por AOS (allene oxide synthase) e AOC (allene oxide cyclase) para produzir OPDA
(12-oxo-phytodienoic acid). Uma isoenzima especifica de ODPA reductase € necessaria para
reduzir OPDA em OPC (3-0x0-2(2_[Z]-pentenyl)cyclopentane-1-octanoic acid) que é
convertido em JA apos trés ciclos de B-oxidacdo. A sinteses de OPDA ocorre no cloroplasto
(especificamente o plastidio) enquanto que a producdo final do JA acontece no perixossomo
(TURNER et al., 2002; BROWSE, 2009).

Transformac@es enzimaticas do JA: metilacdo, descarboxilacdo, hidroxilacdo, reducéo e
conjugacdao, podem gerar varios derivados que tem atividades bioldgicas diferentes. Entre elas
as mais conhecidas por estarem relacionadas com resposta a estresse bidtico sao: metilacdo e
conjugacdo. A primeira por produzir o composto volatil MeJA (methyl-jasmonate) e a segunda
por associar a isoleucina a jasmonil (JA-lle). JA-lle é um sinal primario importante para
algumas respostas de JA (BROWSE, 2009).

Recentemente experimentos confirmaram que COI1 (coronatine-insensitive 1) codifica
uma proteina F -box prevista para ser parte de um complexo SCF (skip-cullin-Fbox)(SCF®°')
que atua como uma ubiquitina ligase E3. A ubiquitinacdo desta proteina por SCF®°" revelou

que COI1 foi primordial para a agdo hormonal de JA e requerida para a maioria das respostas
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da via. As respostas de JA em condicOes basais (baixos contetdos de JA-lle) permitiram
confirmar que a proteina JAZ (jasmonate ZIM-domain) atua como repressor que impede a
transcrigdo de genes de resposta de JA (Figura 3). Desta forma JAZ é considerado um regulador
negativo da via de JA. COI1 e proteinas JAZ devido a sua afinidade integram o receptor de JA-
lle a forma ativa de JA. (THINES et al., 2007; BROWSE, 2009).

a
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Figura 3 - Modelo para a a¢do e destino das proteinas JAZ durante a sinalizacéo da via do acido
jasménico. (a) No estado basal (baixo nivel de JA-lle), as proteinas JAZ (barras azuis) se ligam e
reprimem fatores de transcricdo (TF) relacionados aos promotores de genes de resposta de JA,
possivelmente através de co-repressores (CR) no complexo transcricional. JA-lle promove a ligacédo de
SCFC°" com o dominio Jas e a degradacdo das proteinas JAZ pela via ubiquitina-proteossomo 26,
permitindo a inducdo de genes iniciais da via do JA. (b e c) Modelos alternativos da acdo de proteinas
JAZ modificadas. (Retirado de BROWSE, (2009)).

E possivel ver as interacdes das vias nos diferentes estudos que tém sido realizados, como
SA codifica para genes de resposta ao ataque de patdgenos biotréficos e JA para necrotroficos,
a maioria de interacdes entre estes hormonios sao de repressdao mutua (GLAZEBROOK, 2005;

THALER et al., 2012). Estes estudos séo baseados na mutacéo ou expressao ectdpica dos genes
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que tem efeitos contrastantes dentro das vias de sinalizacdo de SA e JA. Dentro destes genes
encontram-se  NPR1, EDS1 (Enhanced Disease Susceptibilityl), PAD4 (Phytoalexin-
Deficient4), SSI2 (Suppressor of SA Insensitivity2), WRKY (fator de transcricéo),
glutarredoxina GRX480, ERF1 (Ethylene Response Factor 1), MYC2 (Jasmonate Insensitive
1, JIN1), ORA59 (Octadecanoid-Responsive Arabidopsis AP2/ERF 59), JAZ1-JAZ3
(Jasmonate Zim-domain) e MPK4 (Mitogen-Activated Protein Kinase). A maioria dos
reguladores identificados no crosstalk ttm um papel fundamental na transducdo do SA e tem
diversos papeis potencialmente antigos dentro da célula (KOORNNEEF & PIETERSE, 2008;
THALER et al., 2012). Estes pontos de regulacdo molecular para cada uma das vias de SA e
JA fazem com que as interagOes sejam antagonicas (SPOEL, 2003; KOO et al., 2007) ou
sinérgicas (BOSTOCK, 2005; KIM et al., 2008; MUR et al., 2013).

2.2.3 Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) e SAMT

SAR refere-se a uma resposta de defesa da planta que resulta em uma resisténcia sistémica
inespecifica e de longa duracdo a uma variedade de agentes patogénicos incluindo virus,
bactéria, fungos e oomycetos. Pode ser ativada por patdégenos que causam necrose como parte
de respostas de hipersensibilidade (HR) ou como sintomas da doengca (HUANG et al., 2003;
DURRANT & DONG, 2004).

Molecularmente SAR é caracterizado pelo incremento da expressdo de genes PR en
tecidos locais e sistémicos (DURRANT & DONG, 2004; DEMPSEY & KLESSIG, 2012).
Evidencia de que SA era o sinal de inducdo foi publicada em 1990 (MALAMY et al., 1990;
METRAUX et al., 1990). Os trabalhos avaliaram a concetracdo de SA enddgeno e a indugéo
de genes PR em N. tabacum desafiado com TMV (MALAMY et al., 1990) e pepino infectado
com Colletotrichum lagenarium e TNV (tobacco necrosis virus) (METRAUX et al., 1990).

A necessidade por SA como sinal endégeno do SAR foi testada através da expressao
constitutiva da enzima salicilato hidroxilase (nahG) que degrada este hormonio convertendo-o
em catecol. Plantas transgénicas de N. tabacum e A. thaliana expressando nahG falharam em
acumular SA ap0s a infeccdo do patdgeno e deixaram de expressar genes PR (GAFFNEY et
al., 1993; DURRANT & DONG, 2004). O incremento dos niveis de SA nas folhas sistémicas
e no floema levou acreditar que SA poderia ser o sinal sisttmico de SAR. SHULAEV, et al.,
(1997) demostraram que o sinal sistemicamente transmitido na planta para ativacdo de SAR €
um composto volatil conhecido como Salicilato de Metila (MeSA). Este metabolito secundario

esta relacionado também ao sabor e cheiro de muitos frutos e flores (TIEMAN et al., 2010).
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Nas folhas distais, MeSA é hidrolisado pela atividade da esterase SABP2 para produzir SA, que
associado a sintese de novo de SA, contribui para a ativagéo da sinalizagdo nos tecidos livres
do patdgeno. Plantas de N. tabacum silenciadas para o gene SABP2 infectadas com o virus do
mosaico do tabaco, apresentaram les6es maiores e foram prejudicados em SAR, que também
foi bloqueado quando SA metiltransferase (SAMT) (que converte SA em MeSA - Figura 4) foi
silenciada em folhas infectadas priméarias. O tratamento com MeSA na folhas inferiores foi
capaz de induzir SAR nas folhas superiores (PARK et al., 2007; DEMPSEY & KLESSIG,
2012). Resultados similares do papel de SAMT na inducdo de SAR em plantas de N. tabacum

e A. thaliana ap0s infecéo foi observado por Liu et al. (2011).

Distal leaf

MeSA

SABP2

SA

]

Ics1

Primary Pathogen-inoculated leaf

Figura 4 - Esquema do circuito de sinalizacdo SAR envolvendo a sintese e crosstalk entre SABP2
e SAMT. Como resultado da infeccdo pelo patdgeno a atividade de ICS1 é incrementada provocando o
acumulo de SA. Uma fraccdo do SA acumulado é convertido em MeSA pela acdo de SAMT. Por sua
vez uma fragcdo do MeSA é convertida em SA pela a¢do de SABP2 assegurando o equilibrio a favor do
SA. O MeSA acumulado ¢ translocado a partes distais da planta, onde o processo de producéo de SA e
MeSA se repete e 0s genes de reposta de defesa como NPR1 séo ativados induzindo o SAR. (Modificada
de SHAH; ZEIER, (2013)
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O gene S-adenosil-L-metionina: acido salicilico carboxil metiltransferase (SAMT)
codifica uma metiltransferase que catalisa a adicdo de um grupo metil & molécula do acido
salicilico resultando no Salicilato de Metila (MeSA) (ZUBIETA et al., 2003), esta
metiltransferase foi originalmente isolada de pétalas de Clarkia breweri, (ROSS et al., 1999).
A descoberta desta metiltransferase levou a identificacdo de uma nova classe de
metiltransferases classificada como familia SABATH, nomeada segundo os substratos
sintetizados incialmente descobertos de acido salicilico, acido benzdico, e teobromina (CHEN,
AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, et al., 2003). A familia esta
subdividida em dois grupos: as O-metiltransferases e N-metiltransferases. As O-
metiltransferases podem utilizar uma vasta gama de substratos, incluindo SA (SAMT), &cido
benzbico (BAMT), SA e acido benzbico (BSMT), acido jasménico (JMT), &cido indol-3-
acetico (IAMT) e &cido giberélico (GAMT) e realizam a metilacdo no &tomo de oxigénio. As
N-metiltransferases atuam em substratos tais como 7-metilxantina e teobromina para produzir
os produtos metilados de teobromina e cafeina, respectivamente e realizam a metilagdo no
atomo de nitrogénio (KATO et al., 2000; OGAWA et al., 2001).

Em A. thaliana a superexpressdo do gene OsBSMTL1 (oriundo de arroz) diminuiu 0s
niveis de SA e seu glicosideo tornando as plantas mais suscetiveis a Pseudomonas syringae e
ao fungo Golovinomys orontii (KOO et al., 2007). Segundo 0s autores, 1SS0 acontece porque
com o acimulo de SAMT aumenta os niveis de MeSA e diminui os niveis de SA, ndo havendo
consequentemente, a ativacdo dos genes de defesa mediados por SA. De acordo com 0s autores,
a superexpressao do SAMT proporciona um aumento quantitativo do MeSA, gue por ser volatil
acaba sendo absorvido pelos tecidos das plantas vizinhas ativando também suas respostas de
defesa (SHULAEV et al., 1997; PARK et al., 2007; HEIL & TON, 2008). Paralelamente, foi
investigado o papel do SAMT nas interacdes entre as vias de SA e &cido Jasmonico (JA). Como
ja é conhecido as vias de SA e JA sdo antagbnicas (GLAZEBROOK, 2001; TAKAHASHI et
al., 2004) e o gene SAMT pode ser o mediador do crosstalk entre essas vias, uma vez que, nos
ensaios com mutantes a superexpressdo do SAMT foi ativada pelo JA e nédo pelo SA (CHEN,
AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, et al., 2003). Estas vias
trabalham antagonicamente através de pontos de regulagdo como NPR1 e WRKY70 (fatores de
transcricdo ativados por SA) e dos genes que codificam as enzimas das suas vias biosintéticas,
incluindo SAMT e LOX2 (Figura 5). Resultados similares foram posteriormente demonstrados
por Liu et al. (2010), onde plantas de A. thaliana superexpressando o gene AtBSMT1

acumularam niveis elevados de MeSA em folhas infectadas pelo patdgeno, mas ndo
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conseguiram desenvolver SAR, e consequentemente foram mais suscetiveis a Pseudomonas

aeruginosa.

pathogen
SABP2 airborne signal/
SA ——= MeSA =3 "ga reservoir
SAMT

NPR1 JA/MeJA , airborne signal/

JA response
I X

WRKY70 LOX2

! f

SA wounding/
response pathogen

Figura 5 - Antagonismo entre JA/MeJA e as vias de sinalizacdo de SA. Varios pontos de
regulacdo, NPR1, WRKY70, LOX2, e JA/MeJA sdo indicados. SAMT e SABP2 também s&o indicados
em um ponto de metabolizac¢éo antagonica. (KOO et al., 2007)

Resultados opostos foram encontrados em outros patossistemas. Em tomate, plantas
transgénicas superexpressando o gene SiISAMT, e consequentemente produzindo maiores
niveis de MeSA, exibiram um retardo no desenvolvimento de sintomas da doenca causada por
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (TIEMAN et al., 2010). Curiosamente, as folhas das
plantas infectadas acumularam altos niveis de SA e SAG, assim como de MeSA (TIEMAN et
al., 2010). Ainda em um trabalho com soja transgénica, a transformacdo de duas linhagens
suscetiveis superexpressando 0 gene GmMSAMT1 (proveniente de uma cultivar de soja resistente
ao nematoide do cisto) apresentou uma diminui¢do significativa no desenvolvimento de
nematoides nas raizes das plantas transformadas. O aumento da resisténcia foi atribuido a
expressdo dos genes ativados por SA, uma vez que, as plantas superexpressando GmSAMT1
induziram a expressdo dos genes que codificam para ICS (Figura 6). O ICS esta envolvido na
biossintese do acido salicilico (precursor do SA) é induzido pelo patdgeno e por NPR1 que é
um componente da via de sinalizacdo SA. ICS é essencial para a ativacdo de genes de defesa

dependentes de SA.
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Figura 6 - Esquema da via sintética do acido salicilico (SA) e de seus compostos glicosilados
(SAG) e do Salicilato de Metila (MeSA). (VLOT et al., 2009)

2.3 Compostos volateis organicos (VOC’s)

Os compostos volateis sdo tipicamente liquidos lipofilicos com elevadas pressbes de
vapor. Os que ndo sdo conjugados podem atravessar membranas livremente e evaporar na
atmosfera. O numero de produtos quimicos volateis identificados que sdo sintetizados por
varias plantas excede 1000 e é provavel que cresca a medida que mais plantas sdo examinadas
(PICHERSKY et al., 2006). Estes compostos sdo sintetizados pela planta para atrair
polinizadores e dispersadores de semente e para se defender contra patdgenos, parasitos e
herbivoros (BALDWIN, 2006; DUDAREVA et al., 2013).

As propriedades do volatil como sinal e o seu contexto biolégico influenciam na
transferéncia destes compostos entre as plantas. A volatilidade do composto esté determinada
pela particdo da sua fase liquida na folha e a gasosa na atmosfera, desta maneira tamanho e
abertura de estdmatos pode restringir a difusdo do composto. Uma vez fora da folha a
temperatura e o vento dardo a dire¢do ao volatil, sendo que moléculas pequenas sdo rapidamente

diluidas na atmosfera, enquanto que moléculas de maior peso e maior volatilidade como MeJA
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(methyl jasmonate) e MeSA (methyl salicylate) séo sinais que podem viajar longas distancias.
A transferéncia do sinal estara relacionada a superficie de adsorcédo, abertura de estdmatos,
difusdo cuticular e condutancia estomatica da planta receptora. A entrada do voléatil na planta
receptora vai depender se o sinal esta “ativo” (BALDWIN, 2006).

Sdo varios os estudos que tem se realizado sobre os mecanismos e respostas que sao
desencadeados a partir deste ponto, mas ainda sdo pouco entendidos. MeSA é um O-metil éster
volatil que constitui o aroma em uma ampla variedade de flores e ervas aromaticas
(LOUGHRIN et al., 1990; KNUDSEN et al., 1993). MeSA é emitido por partes vegetativos de
diferentes plantas que sdo danificadas por predacdo ou que estdo infectadas por virus, fungos
ou bactérias (KESSLER, 2001; HUANG et al., 2003; PICHERSKY et al., 2006). Para entender
melhor o papel do MeSA, plantas de N. tabacum foram infectadas com TMV e apds 48h foi
confirmado que estas plantas emitiam uma quantidade de MeSA que atingiu 22ng por hora,
enguanto que as plantas controle nao infectadas ndo produziam o volatil. Para entender como o
MeSA podia ter uma participacdo nas vias de defesa, as plantas de N. tabacum foram pré-
incubadas em camaras contendo ar suplementado com diferentes concentragdes do volatil. O
resultado foi um maior acumulo de SA nas folhas dependendo da concentracdo liberada do
volatil, reducao do didmetro da lesdo, aumento na expressdo de PR1(SHULAEV et al., 1997).

Existem diferentes métodos de coleta dos compostos organicos volateis, um deles é o
Headspace dindmico. Quantidades maiores dos volateis podem ser coletadas durante longos
periodos de tempo em um fluxo continuo de ar por adsorcdo, permitindo posteriormente a
deteccdo e elucidacdo dos compostos dentro da amostra. Foi utilizado o sistema de extracéo,
que consiste em uma armadilha contendo um polimero adsorvente acoplado a uma bomba de
vacuo a qual esta conectada ao recipiente contendo a planta (SPITZER et al., 2007).

A quantidade de polimero utilizado varia dependendo da composicdo quimica do
composto a ser capturado, da capacidade de absorcdo da matriz, do volume de amostra, entre
outras. Os volateis capturados séo eluidos das armadilhas com solventes orgénicos como:
hexano, éter, acetona ou diclorometano e colocados em frascos de vidro e armazenados
(THOLL & ROSE, 2006).

Para a deteccdo de compostos volateis por cromatografia gasosa (GC) dois tipos de
detectores podem ser usados. O FID (flame ionization detector) e o MS (mass spectrometry).
FID é o detector mais usado em analises de GC, devido a sua estabilidade e alta sensibilidade,
com deteccdes limite na ordem de 0.05 a 0.5 ng por composto, por esta razdo sao mais utilizados
em analises quantitativas. Neste detector os compostos organicos sdo ionizados em uma chama

de ar de hidrogénio, produzindo um sinal proporcional a massa de carbono no fluxo (THOLL
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& ROSE, 2006). O principio de funcionamento de MS baseia-se na geracdo de moléculas
carregadas positivamente e fragmentos de moléculas existentes na coluna. Os fragmentos de
ions produzidos entram no filtro do espectrometro de massa, onde eles s&o selecionados de
acordo com a relacdo massa/carga (m/z) devido a rapidas mudancas produzidas pelo campo
eletromagnético. MS € um método de deteccdo altamente sensivel com uma quantidade minima
detectavel entre 0.1 a 1 ng por composto/substancia. A sensibilidade pode ser ainda aumentada
no modo de aquisicdo de Monitoramento Seletivo de fons, conhecido pela sigla SIM (selected
ion monitoring), em gque apenas sao detectados determinados ions que representam a substancia
ou também pode ser utilizado para quantificar o ion base mais abundante em cada
composto(THOLL & ROSE, 2006). A técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (sigla em portugués: GC/EM, sigla em inglés: GC/MS), é
amplamente utilizada na identificacdo dos constituintes volateis. As identificacbes dos
compostos sdo feitas por comparacdo dos seus espectros de massas com as bibliotecas de
espectros de massas comerciais (por exemplo: Nist, Wiley) armazenadas no computador do
sistema GC/MS, comparacao dos espectros de massas com os padrées comercias dos compostos

e comparacao dos indices de retencdo dos compostos com a literatura.

2.4 Uso de plantas modelo para estudo funcional de genes de interesse

Nas Ultimas décadas os avancos em biotecnologia e cultura de tecidos tém aumentado
permitindo o aperfeicoamento de processos como a engenharia de plantas. A maioria das
descobertas no campo da biologia celular e molecular de plantas e da cultura de tecidos tem
sido gerada da experimentacdo com plantas de N. tabacum (GANAPATHI et al., 2004).

Esta planta tem mostrado ser extremamente versatil. Foi a partir do trabalho com cultura
de tecidos com N. tabacum que o meio de cultura MS foi desenvolvido (MURASHIGE &
SKOOG, 1962). Estudos in vitro tem proporcionado informacao sobre controle e diferenciacao
de tecidos, assim como isolagdo, cultura e regeneracdo de plantas a partir de protoplastos
(GANAPATHI et al.,, 2004). A primeira planta transgénica com o gene de resisténcia a
Canamicina foi Nicotiana tabacum. Tabaco (2n=4x=48) é uma alotetrapl6ide formado a partir
da hibridizacéo entre dois diploides Nicotiana sylvestris e Nicotiana tomentosiformis (2n=24)
(OKAMURO & GOLDBERG, 1985). Atualmente sdo diversos 0s processos em que esta planta
estd envolvida. Um deles é como planta modelo na interagdo planta patégeno. Quando infectada
com X. fastidiosa, por exemplo, pode reproduzir sintomas caracteristicos e facilmente

identificaveis em um periodo de 50-60 dias. Os sintomas sdo pequenas pontuagdes marrons que
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aparecem na margem das folhas. Com o aumento das lesdes ocorre a necrose da folha (LOPES
et al., 2000).

Em citros os sintomas da infecgdo com 0 mesmo patdgeno aparecem em um periodo de
80-180 dias. E a baixa taxa de transformacdo atribuida a escapes devido a ineficiéncia do fator
de selecé@o tem restringido o desenvolvimento de plantas transgénicas desta espécie (PENA et
al., 1995). Por estas razoes Nicotiana tabacum parece ser uma melhor opgéo tanto para a
obtengdo de plantas transformadas como para a avaliacdo das interagdes planta patdgeno no
patossistema com X. fastidiosa.
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3 HIPOTESE

O gene SAMT esta envolvido na via do acido salicilico e € ativado como resposta de
defesa contra Xylella fastidiosa conferindo resisténcia ou tolerancia quando superexpresso

em hospedeiros suscetiveis.

4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o potencial do gene SAMT na resposta a defesa contra Xylella fastidiosa

atraves da superexpressao em planta modelo Nicotiana tabacum

4.2 Especificos

4.2.1 Multiplicar os quatro eventos transformados geneticamente com o gene SAMT,;

4.2.2 Confirmar as plantas multiplicadas através de ensaio histoquimico e PCR, e avancar em
geracoes;

4.2.3 Avaliar a produgdo de MeSA nas plantas transformadas;

4.2.4 Avaliar por RT-qPCR a expressdo dos genes PR1a (Ativados por SA) e do gene JAZ1
(ativado por JA) em plantas transformadas.

4.2.5 Inocular as plantas transformadas com Xylella fastidiosa e avaliar quanto a severidade e
incidéncia da doenca;

4.2.6 Avaliar a capacidade das plantas transformadas na inducdo do SAR em plantas nédo

transformadas através do analise de expressao do gene ICS e PR1a;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Caracterizagdo do Gene SAMT de Citrus reticulata (CiSAMT)

Visando verificar a existéncia de uma ou mais copias da sequéncia do gene CiSAMT
encontrada através das analises de ESTs e devido a disponibilidade do genoma completo de
Citrus sinensis, Citrus clementina e Citrus reticulata foi realizado um BLAST no banco de
dados do Phytozome (http://www.phytozome.net/search.php), no banco de dados do
Huazhong - China (http://citrus.hzau.edu.cn/cgi-bin/orange/gene/orangel.1t02464.2) e no
banco de dados do Centro APTA Citros Sylvio Moreira (http://limonia.centrodecitricultura.br/)
acesso restrito.

Com a informacdo obtida no BLAST de uma Unica sequéncia nas trés espécies avaliadas,
foi realizada uma analise filogenética. Para isto a sequéncia predita de proteina do gene de
Citrus reticulata (CiSAMT) encontrada nas analises de ESTs foi utilizada para confirmar se a
mesma pertencia a familia SABATH. Nesta analise foram usadas as sequéncias de proteinas
representantes das classes das O-metiltransferases e N-metiltransferases, ja caracterizadas
funcionalmente, tais como: SAMT, BAMT, BSMT, JMT, IAMT, GAMT, teobromina e cafeina
descritas no trabalho de Lin et al. (2013) que utiliza estas sequéncias para ajudar na
caracterizacdo do gene GmSAMT de soja. A analise foi complementada com sequéncias
encontradas no site Uniprot (Universal Protein Resource site http://www.uniprot.org/) que
contém anotacOes de sequéncias de metiltransferases confirmadas e caracterizadas, além da
sequéncia de SAMT de Nicotiana tabacum e SAMT de C. sinensis.

O alinhamento foi realizado através da ferramenta Clustal W (http://www.clustal.org/) no
programa Mega 7 (http://www.megasoftware.net/) (Anexo ). O resultado foi utilizado na
construcdo da arvore filogenética através do método Neighbor-Joining. O teste de filogenia foi
através do método de bootstrap com 1000 repeticBes. A substituicdo foi realizada nos
aminoacidos através do modelo Poison. Foram retidos inicialmente todos os sitios, excluindo-
os conforme necessario na estimativa da divergéncia genetica.

Uma vez realizada a analise filogenética, a sequéncia de proteina do CiSAMT foi
utilizada para realizar uma busca por homologia no servidor RCSB PDB
(http://www.rcsb.org/). Foram obtidos os arquivos PDB tanto da proteina CiSAMT quanto
sequéncia com maior homologia apresentada: a estrutura do cristal de SAMT de Clarkia beweri
(CbSAMT) (ZUBIETA et al., 2003). Em posse destes dados, as sequéncias de CiSAMT e
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CbSAMT foram utilizadas no PyMOL (https://www.pymol.org/) para realizar o alinhamento
estrutural e a localizagdo/marcacdo dos sitos de ligagdo com SA conservados nas duas
moléculas. CbSAMT é o modelo utilizado para este tipo de metiltransferase devido a ser a

primeira metiltransferase caracterizada e que utiliza SA como substrato.

5.2 Obtencédo de Plantas Transgénicas de N. tabacum Visando Superexpressdo do Gene

CiSAMT

A construcdo do cassete no vetor pUC118FMV (FMV34S-gene alvo-CaMV35S) (Figura
7) e a clonagem no vetor de expressdo pCambia2201 foi realizada pela aluna Dra. Raquel
Caserta na tese de doutorado (SALVIATTO, 2014).

HindIII (676)

Pstl (482)
Apal (345)
Neol (345) ‘
EcoRI (215) ‘ l‘ Notl (1461)
Pst1 (18) | 36S Terminator
Sall (8) | Sacl (1056) ‘ Sacl (1671)
Xbal (2)| FMV \ . MeSA BamHI (181) | | Eeort (1673)

\
‘ ’ |
; )

pUC118 FMV
(1880pb)

Figura 7 - Esquema do cassete de construgdo pUC118 FMV. Promotor FMV seguido do gene
alvo (SAMT) codificando para a producdo de MeSA e terminador CaMV35S. S&0 mostradas as
diferentes enzimas de restricdo usadas na clivagem. O tamanho total do cassete é de 1880pb.

A transformacdo a partir de sementes de N. tabacum da variedade RP1 foi realizada
através de Agrobacterium tumefaciens estirpe EHA105 com pCambia 2201 (FMV34S-
CISAMT-CaMV35S) também pela aluna Dra. Raquel Caserta. As plantas que se desenvolveram
a partir dos brotos mantidos em meio de selecao foram analisadas por PCR e teste histoquimico.
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Foram consideradas como 0s eventos contendo o transgene as plantas que deram positivo na

PCR, isto €, confirmaram a inser¢do do gene.

5.3 Multiplicacédo de eventos T1 e obtencdo de T2

Os eventos confirmados no item anterior contendo a inser¢cdo do gene SAMT foram
utilizados como fonte para obtencéo de sementes. As sementes foram colocadas em tubos de
microcentrifuga de 2 mL e desinfestadas/tratadas da seguinte forma: foi feita a hidratacdo das
sementes por uma hora em agua destilada. Em seguida ocorreu a lavagem durante 1 minuto sob
agitacdo com etanol 70%; posteriormente a limpeza das sementes em 1,5 mL de solugéo de
2,5% (v/v) de hipoclorito de sodio por 8-10 min, e finalmente a lavagem em agua destilada
autoclavada (cinco vezes).

Cada evento TO foi semeado em magentas contendo 50 mL de meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) solidificado com 2,5 g/L de phytoagar, acrescido de canamicina (100
mg/mL) e sacarose (30g/L) e o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Para ocorrer a
germinacao, crescimento e desenvolvimento das sementes, as magentas permaneceram em sala
de crescimento a 27+1 °C, com intensidade luminosa de 40 pmol m?s* e fotoperiodo de 16-18
horas de luz por 30 dias. Apds germinacdo e desenvolvimento, as plantulas com altura de dois
a trés centimetros foram transferidas para vasos contendo substrato comercial autoclavado e

vermiculita na proporcao de 2:1 respectivamente (Figura 8).

24



Limpeza de semente

Luz LED para favorecer
crescimento J

| Selegdo de plantulas a
[\ ser transferidas

Vasos com substrato e
vermiculita

Individualizagdo ‘

Figura 8 - Processo de multiplicacdo de eventos transformados e controle. Sequéncia de

procedimentos para obtencéo de plantas.

Foram selecionadas 15 plantulas por evento para aclimatizagdo. Foi utilizado um saco
plastico como camara Umida sobre o vaso, 0 mesmo foi cortado nas pontas a cada sete dias até
completar 21 dias, quando foi entdo, retirado para a ocorréncia da aclimatizacdo (Figura 9).
Uma vez aclimatizadas, as plantas foram individualizadas em vasos identificados e transferidas
para casa de vegetacdo onde foram avaliadas por GUS e PCR para a analisar a estabilidade

genética na geragédo T1.

Figura 9 - Aclimatizagdo de plantulas de N. tabacum. As plantas sdo cobertas por um saco
plastico e a cada sete dias é cortada uma das extremidades deste até a quarta semana onde o0 saco é
retirado e as plantas séo transferidas para casa de vegetacao.
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Apos trés meses, ocorreu a floracdo. As inflorescéncias foram envolvidas em sacos de
papel para diminuir a taxa de 5% de polinizacdo cruzada, ocorrido em plantas autdgamas, e
obter maior homozigozidade na progénie por meio da autofecundagdo (Figura 10). Apds a
maturacao dos frutos, as sementes das plantas positivas detectadas através das analises de PCR
e GUS foram coletadas em tubos de microcentrifuga identificados e armazenadas em camara

fria.

Figura 10 - Colheita de semente (Nicotiana tabacum). (A) Botéo floral. (B) Planta ensacada para

assegurar a autofecundacéo

Foram selecionadas quatro plantas, uma dentro de progénie T1 de cada um dos eventos
originais, os parametros considerados para a selegdo foram, a quantidade de semente, fenotipo,
confirmacédo por PCR e GUS e expressdo do gene CiSAMT. As sementes destas plantas foram
multiplicadas e aclimatizadas conforme descrito acima. Na etapa de aclimatizagcdo foram
colocadas quatro plantulas por vaso e 15 vasos por evento. Sendo que para o controle, foram
colocados sete vasos, com cinco plantas por vaso, totalizando 268 plantas. Estas plantas
constituem a geracdo T2 e foi 0 material vegetal usado para a montagem dos experimentos
descritos neste trabalho (Figura 11).
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As plantas positivas nas andlises de GUS e PCR constituem o material vegetal para montagem dos experimentos

Figura 11 — Esquema das etapas para a obtencdo do material vegetal para montagem dos
experimentos. A partir da semente obtida dos quatro eventos originais (TO) foi realizado o avango de
geragdo. Os eventos foram semeados em meio com Canamicina e, posteriormente, feitas as etapas de
multiplicacdo e aclimatizacdo constituindo a progénie T1. Apds analises de GUS, PCR foram
selecionadas quatro plantas no total pertencentes a cada um dos eventos originais e avaliadas por gPCR.
Foi obtida a semente destas plantas (T1) e foram entdo semeados em meio com Canamicina e as etapas

de multiplicacéo e aclimatizagdo repetidas para a progénie T2, constituindo o material vegetal para os
experimentos.

5.4 Analise para confirmacédo das plantas transgénicas

Durante as etapas de obtencdo e avanco de geracdo as plantas foram avaliadas para
confirmar a transformacédo genética através da presenca do gene de interesse e sua estabilidade
dentro da progénie. Para isto, trés métodos de confirmacdo foram utilizados: analise
histoquimica, pois o vetor PCAMBIA 2201 possui 0 gene udiA como marcador, PCR para
confirmacéo da insercdo e RT-gPCR para confirmacdo da expressao do transgene.
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5.4.1 Teste histoquimico (GUS)

Para analise histoquimica da B-glucuronidase (GUS), as extremidades das folhas
coletadas em casa de vegetacdo foram cortadas e imersas em tubos de microcentrifuga contendo
a solucdo de X-GLUC (5-bromo-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo). As amostras foram
incubadas por cerca de 20 horas a 37°C em auséncia de luz (LACORTE, 1998), posteriormente,
foram lavadas com uma solucéo de acido acético e etanol (3:1) para retirada da clorofila e assim
facilitar a visualizacdo da cor azul dada pela reacéo da enzima sobre o substrato (X-GLUC). As

plantas que apresentaram a cor azul foram consideradas como positivas.

5.4.2 PCR para detec¢ao do vetor contendo o gene CiSAMT nas plantas de N. tabacum

Para andlise de PCR convencional foi utilizado fragmento da mesma folha coletada para
a analise anterior. O DNA foi extraido pelo método de CTAB (DOYLE, 1990). Como controle
positivo, utilizou-se 0 DNA do plasmideo da clonagem da construcdo, e como controle
negativo, 0 DNA de plantas ndo transformadas que passaram pelo processo de regeneragao in
vitro.

Foram desenhados diferentes pares de primers. O primeiro par, foi especifico para a
regido do gene, identificado através do alinhamento entre as sequéncias de SAMT de C.
reticulata e N. tabacum (CiSAMT e NtSAMT, respectivamente) no site do Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Dessa forma foi possivel identificar regides
especificas para 0 gene CiSAMT, e assim desenhar primers para identificacdo do gene nas

plantas transformadas de N. tabacum (Figura 12, Tabela 1).
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CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

CisaMT TGAATGGAGGAGTAGGAARCGCARGTTATGCCAGT
NtSAMT ATGAAGGTTGTTGAAGTTCTTCACATGAAT GGAGGAATTGGAGACATTAGCTATGCAARA
HEE AAEE ARE KEXE REXAKAAXARRARRARAE Ao RAR RA| 2 kE KARER %o
CiSAMT ARTTCACTGGTTCAGAAAARAGT CATATCCATTGCARAGCCAATCACAGAGGAAGCCATG
NtSAMT AATTCCTTGGTTCAGCARARGGTAATTCTCATGACARAGCCARTAACAGAGCARGCCATA
FERER | RRARERAE ARRE KK AR KRR RERRARERRE  RARRER RARARRAS
CiSAMT ACCARACTCTTCTGCAGCACGTTCCCAACAARGGTAGCAATTGCCGACTTGGGCTGTTCT
NtSAMT ACTGATCTCTACTGCAGTCTCTTCCCACAAARCTTATGCATTGCGGATTTGGGTTGTTCC
Eha kAR ERAEAE | KEKERE KKK Kk FEEKE kd KEKER FRERE
CisaMT TCAGGACCARACACTTTGCTTGT GGCATCTGAACTTATCAAAGTAGTGAAC-AAGATCTG
NtSAMT TCTGGAGCGAACACTT TCATAGT GGTATCAGAGCTCATTARAAT CGTCGARAARGARC-G
EhgEkAk Kk AkERAERE Ky hkAk KEkpkhk kk kk kR k Rk Kk Akkkix
CLisSAMT CGATAAGTTGGGCAGT CAATTACCAGAATT TCAAGTGTTCCTGAACGATCTTCCGGGGAR
NtSAMT ARAGAAGCATGGGTTT CAATCACCAGAGTTTCACTTTAACTTCAATGATCTT CCCGGGARA
L F REE gy kE g KEdAE AkkREE AkEE | £ gid % k% EAEEAERE AREAE
CiSAMT TGACTTTAACACCATATTCAGGTCTTTAGCAAGCTTCCAAAAGATACTGAGARAGCAATT
NtSAMT TGATTTTAATACCATT TTCCAGTCATTGGATATATTTCAACAAGATTTGAGAAAGCAAAT
TEE AREEE KEREE EAX_ AXARE Ak KE FAR X 2. KAEREREEAARR, R
CisaMT AGGGTCGGCCTCTGGGGCAGCTGGGCAGTGCTTCTTCACTGGGGTCCCTGGTTCTTTCTA
NESAMT AGGAGAAG-—————-—-, AGTTTGGTCCATGCTTTTTCAGTGGAGTGTCTGGT TCATTITA
*kh * Ak Kk khkAEk AkkEk AEkk kA hhkkkhkrk ik A
CisSAMT TGGCAGGCTTTTCCCT CGCAATAGTGTGCATCTTTTCCACTCTTCTTATAGT CTCCAATG
NtSAMT TACTAGACTTTTTCCT TCCAATAGTTTGCACTTTGTTCACTCCAGTTACAGTCTCATGTG
.k AARkE AREk kERERAE KERE KKk RARRF 3 RE* RAARKE g KF
CisaMT GCTATCTCAAGTTCCAGATGGACTGGAGAGCAATAAAGGGAACATTTTCATGGCCAGTAC
NLSAMT GCTATCTCAAGTTCCT GATGCAGTTGAGAATAACARGGGARACATTTACATGGCARAGTAC
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AAGTCCGCCATGCGTGCTTACGGCATATTACGAGCAATTTCAAAGAGATTTTTCATTGTT
AAGTCCCCCAAGTGTTATTARAGCTTACTACAAACAATAT GAAARAGATTTT TCAAATTT

ATETXX RBR T XX RBE AT AT EAX R RETXX ;X RAT TAXXRTXAXX g RR

TCTCAAGTGTCGCTCAGAGGAAT TGGT GGCAGAAGGGCGCATGGTTTTAACATTTCTAGG
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dxk Ekak AT ERARK EEXATK XK KA i REX

TGGTTTTAACATTTTTAGG
FREEAERAKKERERE KAKR

AAGRAAMAGCCAAGATCCCTCAAGCARAGAGTECTGCTACATTT GGGAGCTCTTGECCAC
AAGAGAAAGTGAGGATCCTACTAGCAAAGAATGCTGCTATATTT GGGAGCTT TTAGCCAT

A kR AAAE K FAAKK sk AAKEARER KAAKARAE FREEXERXAEL AR AAER

GGCTCTCAACAATATGGTCTCC! GGACTCATA AAGTGAATTGTTTCRAA
GGCCCTCAATGAGTTGGTTGTAGAGGGACTCATAGARCARAGACARAGTGCACTCATTCAR

A%E EREAE % prARR LARARRARE ARRAARARARAARANAAL B A pARRRR

CATTCCGCAGTATACACCATCACCAGCTGAAATAAAATCGGAGGTTATAAAGGAAGGATC
CATTCCTCAATATACACCATCACCAGCAGAT GTGAAATACGTAGTTGAGAAGGAGGGATC

AXEREX KK REANXAARARKAXXRRRR ;EAs K KEAX, Ky KRR 3 KXEAR AANER

CTTCACCATTGATCACCTTGAGGTTTCTGRAGTTAACTGGAACGCTTATCAGRATGGTTT
ATTCACAATTAATCAATTGGAAGCTACTAGAGTCCATTGGAATGCTTGTAART ————————
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CAACGTGACAGTITCCTTGACGAAAATTGGATGA
BAAATGTCATTGTCTCATTGACCAAMACAAATTAA
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Figura 12 — Alinhamento de sequéncias de SAMT de citros (CiSAMT) e de N. tabacum (NtSAMT).
Compartilhando um total de identidade de 70.66% entre as sequéncias. As caixas verdes mostram as

sequéncias de primers Forward e Reverse especificos para PCR convencional (Tabela 1) e a primeira

caixa verde e a caixa amarela mostram as sequéncias de primers Forward e Reverse especificos para

gPCR (Tabela 2) da sequéncia do CiSAMT.

O segundo par de primers foi selecionado para confirmacao por PCR da inserc¢éo do vetor,

este par de primers foi desenhado de maneira a conter uma parte do promotor, a totalidade do

gene e uma parte do terminador (Figura 13).

pUC118 FMV

FMV

Apal
Kpnl P

Primer 5’-3" F

(1880pb)

SAMT

1540pb

35S Terminador

Not |

Xbal

Primer 5’-3' R

Figura 13 - Esquema do cassete de construcdo pUC118 FMV. Promotor FMV seguido do gene

alvo (SAMT) e terminador CaMV35S. Entre as setas o tamanho esperado para avaliacao pelos primers

FMV SAMT 5°-3’ F e SAMT Ter 5°-3° R.
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As reacOes foram padronizadas para um volume final de 20 uL, contendo 3 uL de DNA
total (250 ng), 1 pL dos primers forward e reverse, 10 pL de DreamTaqg Green PCR Master
Mix (2X). A amplificaco foi realizada sob as seguintes condicdes para todas as reagdes: 1 ciclo
de desnaturacdo a 94°C por trés minutos, 35 ciclos de 94°C por um minuto, 52°C por 30
segundos, e 72°C por 1 minuto e 30 segundos e 1 ciclo de extensao final de 72°C por 10 min.
Estas condi¢es foram otimizadas apds testes de temperatura de anelamento para cada par de
primers. Os produtos de amplificacdo (Tabela 1) foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1% em tampéao TAE 1X contendo 3,2 uL de brometo de etideo. O padrao de bandas de
DNA apresentando o amplicon de tamanho esperado foi visualizado sob luz ultravioleta e

fotodocumentado.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados para amplificacdo do gene CiISAMT por

PCR convencional

Gene Primer 5°-3° Forward Primer 5°-3 Reverse Amplicon
FMV- SAMT -Ter
CiSAMT  TTTTTTGGGCCCATGGAGGTGGTTCA TTTTTTGCGGCCGCTCATCCAATTTT 1540pb
AGTGCTTCAC CGTCAAGGAA
SAMT- SAMT-
CiSAMT  GGGCCCATGGAGGTGGTTCAAGTGC TTCCTTGACGAAAATTGGATGAGCG 1127 pb
TTCAC GCCGC

5.4.3 Expressao do transgene por RT-gPCR

A extracdo de RNA foi realizada utilizando 100 mg de folhas com 1mL do reagente
TRIZOL (CHOMCZYNSKI, 1993). Para evitar contaminagdes com DNA gendmico, as
amostras foram tratadas com RNeasy plant mini kit (Qiagen), em colunas do RNase-free DNAse
set (Qiagen), para permitir uma digestdo eficiente do DNA durante a purificacdo do RNA. O
RNA total foi quantificado em NanoDrop ND-8000 spectophotometer (Thermo Scientific).

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 500 ng de RNA total utilizando o kit
GoScript™ Reverse Transcription System (Promega), utilizando primers Oligo-dT.

Foi utilizado o programa The Primer Express® Software v3.0.1 (Thermo Scientific) para
0 desenho de primers, que contém uma configuracdo padrédo, teste dos primers, possibilita

ajustar o desenho e € baseado no SYBR® Green I, assim minimiza a necessidade de otimizagéo
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de ensaio. O procedimento foi realizado na op¢do automatica (direta pelo sistema), alterando

apenas o tamanho do amplicon, que foi 100pb para todos os pares de genes (Tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncias de primers para avaliacdo por qPCR para 0s genes mais

representativos das vias de SA e JA

Genes da via do SA
GENE Primer 5°-3’ F Primer 5°-3° R
PRla ATGCGCAAAATTATGCTTCC TCATCGACCCACATCTCAAC
ICS1 CCAAGCTGTTAAGCGTGCTTT GTCCGCAGCTGTCACAACTC
CiSAMT GGAGGTGGTTCAAGTGCTTC TGGCTTTGCAATGGATATGA
Genes da via do JA
GENE Primer 5°-3’ F Primer 5°-3° R

JAZ1 ATGGTGGTCAAGTTATTGTATTTGATG  GCCAAATTCTGTTTGTTGTTGGT

Uma vez desenhados os primers, foi realizada uma primeira validagdo por meio de uma
PCR convencional a partir de cDNA. Posteriormente foi feita a eficiéncia de amplificacdo dos
primers, que consistiu em uma diluicdo seriada de cONA com de 5 pontos. As dilui¢cdes foram
aplicadas em triplicata na placa e analisadas pelo ABI PRISM 7500 FAST Sequence Detector
System (Applied Biosystems). O célculo para a eficiéncia de amplificacéo foi realizado através
da formula:

E= 10(—1/slope)

A expressdo do transgene foi avaliada atraves do qPCR. As reacdes foram realizadas
utilizando 6L de SYBR green: GoTag® gPCR Master Mix (Promega), 1L de cada um dos
primers especificos CiISAMT-F e CiISAMT-R (Tabela 2) e 4uL de cDNA diluido na proporcao
1:5. O volume final da reacdo foi de 12 pL. Foram realizadas trés repeticdes técnicas, e trés
repetices bioldgicas para cada tratamento. O controle sem cDNA foi utilizado para detectar
possiveis contaminacgdes. A quantificacdo relativa foi feita utilizando o ABI PRISM 7500 FAST
Sequence Detector System (Applied Biosystems).

Uma vez obtidos os dados, foi usada a seguinte equacao para normalizacao:

ACt = Ct (gene alvo) — Ct (controle enddgeno).

O controle enddgeno é um gene cuja sintese muitas vezes é considerada pouco flutuante,

ou seja, ndo varia em comparacdo a dos outros genes. Esta expressdo estavel permite a
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quantificacdo de outras expressdes por comparacao com o controle endogeno (THELLIN et al.,
1999). O aumento dos niveis de expressdo do gene alvo para cada condic¢do foi calculado
através da equacao:

AACt = ACt (amostra) - ACt (calibrador).

O calibrador € o valor obtido para uma especifica amostra, que serve como base de
comparagdo, como por exemplo, a planta ndo transgénica.

Os valores das quantidades relativas foram normalizados com os dados do gene de
referéncia NtActin, ja verificado para N. tabacum e A. thaliana (PEREIRA, 2014). E os valores
de fold change foram calculados através da razdo entre os niveis de expressdo das repeticoes
bioldgicas em relagdo ao controle (calibrador). E as medias de fold change foram avaliadas

através do teste T.

5.5 Avaliacédo de Producéo de Salicilato de Metila (MeSA) pelas plantas transgénicas

Para quantificar o MeSA volatilizado pelas plantas transgénicas em comparacdo com as
plantas do tipo selvagem, foi utilizado o método de headspace modificado segundo
ANDERSEN et al. (1986).

O polimero selecionado para a captura dos volateis foi o Super Q (HayeSep Q 80/100-
Ohio Valley Specialty) que em diferentes trabalhos realizados mostrou maior eficiéncia na
captura do MeSA (ENGELBERTH et al., 2003; ATTARAN et al., 2009). As armadilhas foram
construidas a partir de tubos de vidro de 15 mm de didmetro que foram preenchidas com 100mg
do polimero e 1a de vidro (Supelco, grau pesticida, lote: VO178A) nas duas extremidades. Em
sequida, foi realizado um condicionamento adaptado de Franco, MRB 1992 para eliminar
possiveis impurezas do polimero. Estas armadilhas foram acopladas a um baldo volumétrico de
1000mL contendo as plantas selecionadas para a captura do volatil e uma bomba a vacuo
(marca: Quimis - Q355D2), com pressdo constante de 640 mmHg, monitorada por um
vacudmetro e tubo em “U” de mercurio (Figura 14). As folhas e talos das cinco repeti¢Ges para
cada um dos eventos e o controle foram cortados e pesados antes de serem colocados no baldo,
sendo utilizados 37g de material vegetal por planta (repeticdo). A extracdo dos compostos foi
realizada durante um periodo de 14-16h. Apos finalizar o periodo de captura, o polimero
contido na armadilha foi eluido com 500uL de diclorometano para a dessorcéo das substancias
volateis (ENGELBERTH et al., 2003). Desta solugdo foi injetado 1pL da amostra nos

32



cromatdgrafos e o restante foi armazenado em frascos de vidro (2 mL) com tampa de rosca e

septo de PTFE e mantidos no freezer -20°C.

Figura 14 - Extracdo dos volateis das folhas e talos de N. tabacum através do headspace

dindmico.

Foram selecionadas cinco plantas positivas da progénie T2 para cada um dos eventos e
cinco plantas controle, para fazer avaliacdo da producdo de MeSA. Para a otimizacdo das
condigBes de captura dos volateis e condi¢cbes de analise da composicdo quimica por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) e cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) foram realizados pré-testes empregando-se 0
padrdo comercial salicilato de metila (MeSA).

A identificacdo do MeSA nas amostras foi realizada por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometro de massas (GC-MS) e a quantificacdo por cromatografia gasosa acoplada a
detector de chama (GC-FID). Nas analises por GC/MS (Shimadzu, QP-5000), o cromatdgrafo
foi equipado com coluna capilar de silica fundida, DB-5 (J e W Scientific; 30 m x 0,25
milimetros x 0,25 um), o hélio foi utilizado como gas de arrastre. Foi injetado 1pLde solucdo
das amostras no injetor a 220°C, detector a 230°C, fluxo de gas de 1,0 mL/minuto, modo de
injecdo splitless. A programacdo de temperatura utilizada foi de: 60-280°C a velocidade de
3°C/minuto; sendo mantida a temperatura de 280°C por 15 minutos. As condi¢cdes do
espectrometro de massas foram: voltagem de ionizagcdo 70 eV, detector a 230°C, modo de
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varredura SCAN e SIM (selected ion monitoring), este ultimo por meio do monitoramento dos
fons m/z 92, 120 e 152 do MeSA. A identificacdo do volatil foi realizada por meio da anélise
comparativa de seus espectros de massas com a biblioteca de espectros de massas do sistema
GC/MS (NIST 62. Lib, Wiley) e com o padrdo comercial do salicilato de metila (Sigma-
Aldrich, > 99%, grau cromatografico, Lot MKBP7145V) injetado nas mesmas condi¢des
operacionais que as amostras.

A separacdo e quantificagdo das substancias nas amostras foram feitas pelo método de
padrdo externo realizada em cromatografo a gas (Shimadzu GC-2010), equipado com detector
de ionizacdo de chama (GC-FID), nas seguintes condi¢Ges cromatograficas: temperatura do
injetor a 230°C, detector a 300°C, vazdo de gas de ImL. min*, modo de injecdo splitless,
volume de injecdo de 1uL de solugdo e o mesmo programa de temperatura utilizado no
GC/MS. A identificacdo do MeSA nas amostras foi feita por comparacdo do tempo de retencao
(TR) com o padrdo comercial do MeSA analisado nas mesmas condi¢Ges cromatogréaficas
descritas e co-injecdo do padrdo com as amostras.

Para a construcdo da curva de calibragdo foi preparada a solugdo estoque do padrdo
comercial do MeSA (Sigma-Aldrich, > 99%) em diclorometano: 1,5 mg de salicilato de metila
dissolvido em diclorometano em baldo volumétrico de 25 mL. A partir da solucdo estogque
foram preparadas sete solugdes nas seguintes concentragdes: 0,0120 mg/mL; 0,0060 mg/mL;
0,0030 mg/mL; 0,0024 mg/mL; 0,0012 mg/mL; 0,0006 mg/mL; 0,0003 mg/mL. As anélises
foram realizadas com trés repeticdes nas mesmas condi¢fes cromatograficas das amostras. A
curva de calibracdo foi plotada em massa (miligrama e nanograma) de salicilato de metila
contida em 1pL de solucdo injetada no cromatografo por area. A producdo do MeSA nos
eventos foi expressa em massa de MeSA (miligrama e nanograma) por massa de planta (grama).

5.6 Analise de expressdo de genes marcadores da via de acido salicilico (SA) e acido

jasmonico (JA) nas plantas transgénicas

Plantas transformadas foram selecionadas e cultivadas em casa-de-vegetacdo para
analisar a expressao do gene PR1a. O gene PR1a foi escolhido por ser um marcador da ativagéo
da via de SAR (DEMPSEY & KLESSIG, 2012). E JAZ1 foi selecionado como gene marcador
da via do JA (TURNER et al., 2002). Para tal, foi feita a extracdo de RNA e sintese de cDNA,
conforme descrito no item 5.4.3. Foram avaliadas quatro plantas transgénicas e feitas 8
repeticBes técnicas. Plantas ndo transgénicas foram usadas como controle e como calibrador. O

controle endogeno utilizado foi NtActin.
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5.7 Desafio das Plantas Transgénicas com Xylella fastidiosa

Para verificar se plantas transgénicas infectadas por X. fastidiosa se tornaram mais
resistentes ou tolerantes as plantas foram inoculadas e avaliadas quanto a sintomatologia. Para
isso, a bactéria foi crescida em meio de cultura PW por 7 dias, a 280°C (DAVIS et al., 1981).
Apds o crescimento as coldnias foram raspadas e re-suspendidas em tampéo PBS. A suspensdo
da bactéria foi ajustada para uma OD600 = 0,8. E utilizada como fonte de inoculo.

Plantas positivas dentro do screening da progénie da geragdo T2 foram inoculadas no
peciolo pelo método de perfuracdo por agulha (ALMEIDA et al., 2001). Apos 45 dias da
inoculacdo as plantas foram diagnosticadas quanto a presenca da X. fastidiosa por PCR. Esse
procedimento é importante porque a eficiéncia de inoculagéo de X. fastidiosa néo é 100% e foi
necessario prosseguir o experimento apenas com as plantas comprovadamente infectadas. Para
isto, o peciolo da folha imediatamente acima do ponto de inoculacéo foi coletado e seu DNA
extraido. A PCR para confirmacdo da presenca da bactéria utilizou os primers RST31
(GCGTTAATTTTCGAAGTGATTCGATTGC) e RST33 (CACCATTCGTATCCCGGTQG),
especifico para X. fastidiosa (MINSAVAGE et al., 1994).

Uma vez confirmada a infeccdo e a presenca da bactéria na planta, foram realizadas trés
avaliacdes, cada uma por trés avaliadores para determinar a incidéncia e severidade da doenca
através de escala diagramatica desenvolvida por PEREIRA, (2014). Esta escala considera a
porcentagem da area sintomatica em relacdo a area foliar total, e para cada porcentagem
avaliada ¢ atribuida uma nota. Assim uma porcentagem de 0,6% representa uma nota 1, 4,5%
representa uma nota 2, 11% nota 3, 18% nota 4, 28% nota 5 e 45% nota 6. As folhas com
porcentagem de area sintoméatica maior a 45% foram consideradas como nota 7.

Para evitar que cada avaliador atribua uma nota a uma folha diferente, as folhas das
plantas foram numeradas antes da avaliacdo. O delineamento experimental foi realizado

conforme Tabela 3.
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Tabela 3 - Delineamento experimental para plantas de N. tabacum com superexpressdo
do gene SAMT

Genotipos Inoculo N° de plantas

. X. fastidiosa 10 x 4 (eventos)
Transgenicos N
Tampéo PBS (controle) 5x4

) X. fastidiosa 10
Tipo Selvagem
Tampéo PBS 5
Total 75

5.8 Efeito do MeSA na Ativagao de SAR em Plantas ndo Transformadas

Apbs confirmar a emissao de MeSA pela planta transformada superexpressando o gene
CiSAMT, foi feito um experimento em casa de vegetacao para avaliar se a planta transformada
por si, ativaria a via de SA em plantas vizinhas ndo transformadas. J& que em trabalhos prévios
em A. thaliana (KOO et al., 2007) e N. tabacum (SHULAEYV et al., 1997; PARK et al., 2007)
esta ativacao foi observada.

Para isto, foram construidas camaras plasticas para coletar os compostos volateis
produzidos e também permitir as trocas gasosas com o ambiente. Foram colocadas 12 plantas
nas camaras, sendo seis delas transformadas superexpressando CiSAMT intercaladas como seis
plantas do tipo selvagem (ndo transformadas) (Figura 15). Uma vez instaladas as cdmaras em
casa de vegetacao, as folhas de todas das plantas foram coletadas para avaliacdes a cada 15 e
30 dias e armazenadas no freezer -80 °C. As amostras foram utilizadas para extragdo de RNA

e sintese de cDNA conforme item 5.4.3.

36



¥iv
Fgr
$it
‘2t

WT + CGiISAMT

Figura 15 — Montagem do experimento para avaliar ativacdo de SAR. (A) Esquema da
distribuigdo das plantas entre cAmaras. WT + CISAMT contém plantas transgénicas e ndo transgénicas;
WT ou camara controle, contém apenas plantas ndo transgénicas. (B) Imagem da cAmara em casa de

vegetacéo.

A anélise da expresséo foi feita baseada em genes chaves associados a via de SA: ICS, e
PR1a (Tabela 2) reconhecidos como marcadores da via do SAR (DEMPSEY et al., 1999;
DANGL & JONES, 2001; GLAZEBROOK, 2001; DEMPSEY & KLESSIG, 2012). Como

calibrador foi utilizado a expressdo das plantas contidas na cadmara dos controles (ndo

transgénicas).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo do Gene SAMT de Citrus reticulata (CiSAMT)

Devido a disponibilidade do genoma completo de C. sinensis, C. clementina e C.
reticulata foi feita uma busca no genoma dessas espécies para verificar se havia uma ou mais
copias do gene CiISAMT encontrado nos estudos de ESTs. Foi verificada a presenca de apenas
uma coépia do gene em C. sinensis nos dois bancos de dados. No banco do Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov) esse gene esta identificado como orangel.1g017514m
apresentando um splicing alternativo identificado como orangel.1g018892m. No banco do
Huazhong-China (http://citrus.hzau.edu.cn/cgi-bin/orange/gene/orangel.1t02464.2) o gene
esta identificado como Locus Cs1g24440 com duas variantes (Cs1g24440.1 e Cs1g24440.2)
proveniente do provavel splicing alternativo da sequéncia Cs1g24440. No genoma de C.
clementina também ha apenas uma cépia do gene Ciclev10008599m com o splicing alternativo
Ciclev10008744m. E no banco de dados de C. reticulata (http://limonia.centrodecitricultura.br/
acesso restrito) novamente foi verificado apenas uma U(nica copia do gene CiSAMT
(contig149877) (o programa para verificar possiveis splicing alternativos nédo foi rodado nesse
genoma). De forma geral, podemos afirmar que h& apenas uma copia desse gene no genoma
nas trés espécies avaliadas e que a possibilidade ou ndo de splicing alternativos foi predito por
analises de bioinformatica, ndo havendo nenhuma evidéncia experimental até 0 momento.

Com o objetivo de confirmar se a sequéncia obtida pelo estudo de ESTs (SOUZA et al.,
2007) se classifica dentro da familia SABATH, foram analisadas 23 sequéncias de
metiltransferases ja caracterizadas funcionalmente. Foi verificado através da arvore filogenética
gue houve dois ramos principais, o primeiro com sequéncias de metiltransferases que utilizam
como substrato o acido benzdico/acido salicilico (BSMT), acido indol acético (IAMT), acido
benzdico (BAMT) e em maior quantidade, representantes que utilizam o acido salicilico como
substrato (SAMT), entre eles o CiSAMT. O segundo ramo contém as metiltransferases que
utilizam como substrato o acido giberélico (GAMT), xantosina (XMT) e cafeina sintase (CaS)
(Figura 16). Esta informacéo permite inferir que a sequéncia de Citrus reticulata obtida atraves
do estudo de EST tem o &cido salicilico como substrato e por isso foi agrupada entre as SAMT.

O alinhamento utilizado para analisar estas sequéncias encontra-se no Anexo 1.
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Figura 16. - Arvore filogenética com a sequéncia de CISAMT e outras as sequéncias da familia
SABATH de metiltransferases ja caracterizadas funcionalmente. CbSAMT, Clarkia breweri SAMT
(AF133053); AmMSAMT, Antirrhinum majus SAMT (AF515284); SfSAMT, Stephanotis floribunda
SAMT (AJ308570); HCSAMT, Hoya carnosa SAMT (AJ863118); DWSAMT, Datura wrightii SAMT
(EF472972); AmMBAMT, Antirrhinum majus BAMT (AF198492); NsBSMT, Nicotiana suaveolens
BSMT (AJ628349); AtBSMT, Arabidopsis thaliana BSMT (BT022049); AIBSMT, A. lyrata BSMT
(AY224596); AbSAMT, Atropa belladonna SAMT (AB049752); SISAMT Solanum lycopersicum
SAMT; OsBSMT1, Oryza sativa BSMT1 (XM467504); PhBSMT, Petunia hybrida BSMT
(AY233465); OsIAMTL, O. sativa IAMT1 (EU375746); AtIAMT, A. thaliana IAMT (AK175586);
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AtGAMTL, A. thaliana GAMT1 (At4 ¢26420); CaCaSl1, Coffea arabica caffeine synthase 1
(AB086414); CaXMT1, C. arabica XMT1 (AB048793); NtSAMT, Nicotiana tabacum SAMT,;
CsSAMT Citrus sinensis SAMT; NgSAMT, Nicotiana gossei SAMT; PtSAMT1, Populus trichocarpa
SAMT1. A histéria evolutiva foi inferida usando o método de Neighbor-Joining. A arvore ideal com a
soma do comprimento do ramo é de 4.97916468. A porcentagem de arvores idénticas em que as taxas
se agrupam no Bootstrap (1000 replicas) € mostrada ao lado dos ramos. A arvore é desenhada a escala,
com comprimentos dos ramos nas mesmas unidades como os das distancias evolutivas usados para
inferir a &rvore filogenética. As distancias evolutivas foram calculadas usando o método de corre¢do de
Poisson e estdo em unidades do numero de substituicbes de aminoéacidos por sitio. A analise envolveu
23 sequéncias de aminoécidos. Todas as posi¢Ges ambiguas foram removidas para cada par sequéncia.
Houve um total de 107 posi¢Ges no conjunto de dados final. Em vermelho destaca-se o clado com a

maioria de metiltransferases que utilizam SA como substrato e em verde a sequéncia de CiISAMT.

Para reforcar o resultado obtido pela arvore filogenética, onde foi inferido que o CISAMT
é uma metiltransferase que utiliza 0 SA como substrato, foi realizado um estudo de similaridade
estrutural usando a ferramenta de modelagem tridimensional do RCSB PDB. Foi verificado que
o primeiro hit na analise foi com a estrutura do cristal da SAMT de Clarkia breweri (CoSAMT),
em que o arranjo como dimero é preservado na estrutura conformacional da proteina, ja que o
SAMT existe como um homodimero quando em solucdo (ZUBIETA et al., 2003). Este
programa também permitiu obter os arquivos em PDB de cada uma das sequéncias, assim como
o alinhamento entre elas. Dentro do alinhamento foram identificados os residuos de ligacao de
SA e SAH/SAM conservados dentro das duas metiltransferases (CiISAMT e CbSAMT), assim

como duas sequéncias especificas para CISAMT (Figura 17).
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CiSAMT MEVVQVLHNNiGVGNASYASﬁﬂKVI SI AKPI TEEAMTKLFCST- FPTKVAI E GCSSGPNTLLVA 69:
CbSAMT MDVRQVLHNKGAGENSYAM IIQRQVI SI TKPI TEAAI TALYSGDTVTTRLAI ADLGCSSGPNALFAV 70X

CiSAMT SELIKVVNKICDKLGS-QI.PEFQVFLGNDFNTIFRSLASFQKI LRKOLGSASGAAGQCFFTGVPGS 138
CbSAMT TELI'KTVEELRKKMGRENSPEYQI FLNDLPGNDFNAI'FRSLPIENDV- - --------- DGVCFI NGVPGS 129X

CiSAMT FYGRLFPRNSVHLFHSSYSLQWLSQVPDGLESNKGNI FMASTSPPCVLTAYYEQFQRDFSLFLKCRSEEL 208
CbSAMT FYGRLFPRNTLHFI HSSYSLMWLSQVPI GI ESNKGNI YMANTCPQSVLNAYYKQF QEDHALFLRCRAQEV 199X

CiSAMT VAEGRMVLTF RKSQDPSSKEccmLLATALNNMVSEGLIEEEKVNCFNIPQYTPSPAEIKSEVIKE 218:
CbSAMT VPGGRMVLTI[LGRRSEDRASTECC LLAMALNQMVSEGLI EEEKMDKFNI PQYTPSPTEVEAEI LKE 269X

CiSAMT GSFTIDHLEVSEVNWNAYQNGFKFNEAVDAFNDGGYNVANjMRAVAEPLLVSQFGESIIDELFKRYREIV 348:
CbSAMT GSFLIDHIEASEI YWSSCTKDGDGG- - - GSVEEEGYNVAR tPLLLDHFGEAI I EDVFHRYKLLI 336X

CiSAMT ADRMSKEKTIFIN/TVSLTKI G 310:
CbSAMT I'ERMSKEKTI FI'N /I VSLI RKS 358:X

Figura 17 — Alinhamento de SAMT-metiltransferases no programa RCSB PDB. Residuos
destacados por caixas vermelhas sdo residuos de ligagio SAM/SAH em SAMT, os residuos indicados
com caixas verdes sdo cadeias de aminoécidos em contato com SA em SAMT e residuos coloridos com
caixas amarelas sdo cadeias adicionais que revestem o local de ligacdo de SAMT. O pontilhado indica
sequéncia exclusiva para o CiSAMT.

Com base nas sequéncias contidas no arquivo PDB gerado a partir do programa RCSD
PDB foi construido o modelo tridimensional no PyMOL. Uma vez realizado o alinhamento
estrutural (Figura 18), a sequéncia do CiISAMT é mostrada em cor rosa claro e a sequéncia do
cristal de CbSAMT em azul (Figura 18A). Também o programa permitiu identificar os residuos
responsaveis pela ligacdo com o SA nas duas estruturas, e confirmar que estes encontram-se
conservados nas duas sequéncias (Figura 18B). Através desta analise foi verificado que a
estrutura das duas sequéncias € composta pelo monémero de SAMT que consiste em um
dominio contendo uma extensdo de folha - B que é caracteristico de todos os outros SAM-
dependentes de metiltransferase. Assim como, evidencia-se a existéncia de uma a-hélice que é
responsavel por um terco da cavidade do sitio ativo, uma caracteristica Unica para este tipo de
metiltransferases (que tem SA como substrato). Estas observacdes indicam que CiSAMT é
ortdlogo de CbSAMT e muito possivelmente utilize 0 SA e SAM como substratos para a
producdo de MeSA e SAH (S -Adenosyl-L-Homocysteine), assim como ja comprovado para
CbSAMT (ZUBIETA et al., 2003).
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Figura 18 — Modelo tridimensional através do programa PyMOL. (A) Superposi¢do da estrutura

de CiSAMT em rosa clara com a estrutura do cristal de CbOSAMT em azul. A molécula de &cido salicilico
(SA) esta representada em amarelo e os residuos de ligacdo conservados nas duas sequéncias sao
mostrados em barras cinza e esferas azuis. A sequéncia de proteina da CiSAMT conserva a mesma
topologia e dobramento da CbSAMT. (B) Todos os residuos responsaveis pela ligagcdo ao SA (S154,
S155, Y156, S157 e L158; M320, R321, A322, V323, A324) estdo estruturalmente conservados em
CiSAMT.

6.2 Confirmacéo das plantas Transgénicas de N. tabacum Visando Superexpressdo do
Gene CiISAMT (TOe T1)

Foram obtidos quatro eventos transformados com o gene CiSAMT, confirmados por PCR
(Figura 19A). Estes eventos foram semeados e a confirmagdo da manutencdo do transgene na
geracdo T1 foi avaliada por PCR. Sete plantas dentro da progénie para cada evento confirma a

insercdo do transgene na geracdo T1 (Figural9B).
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CiSAMT 1 CiSAMT2

L 123 45678 9101112131415 CCH20+ L 123 4567 8 9 101112131415 CCH20+

CiSAMT3 CiSAMT4

Figura 19 - Andlise de PCR de plantas de Nicotiana tabacum contendo a construgdo do gene
CiSAMT. (A) Confirmacdo da transformacdo de 4 eventos (T0). (B) Confirmagéo da presenca do
transgene em plantas da geracdo T1 para cada um dos 4 eventos originais: CiISAMT1, CiSAMT2,
CiSAMT3 e CiSAMT4. Marcador (Ladder 1Kb plus Invitrogen); (+) Controle positivo (Mini-prep com
o plasmideo da construcéo); (-) Controle negativo (DNA de planta ndo transgénica de N. tabacum); (--)

Controle negativo (DNA de planta no transgénica de citros); (H20) Agua.

Foi realizada também andlise histoquimica para as plantas da geracdo T1. Através dos
resultados foi possivel confirmar a mesma informac&o obtida pela analise de PCR, onde 7 das
15 plantas transformadas para cada evento avaliado foram positivas, uma vez que apresentaram
coloracédo azul (dados ndo mostrados), significando que a enzima -glucuronidase reagiu sobre
0 substrato (X-GLUC). A figura 20 representa as diferengas na coloragdo entre uma planta

controle (ndo transformada) e uma transformada positiva.
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Figura 20 - Foto representativa mostrando a analise histoquimica evidenciando a coloracdo azul
resultante da reacdo quimica de plantas que contém o gene uidA para a planta positiva de um evento

confirmado, e o controle sem coloragéo.

6.3 Analise da superexpressdo de SAMT nos eventos transgénicos

Para avaliar a expressdao das plantas transgénicas da geracdo T1, foi realizado
primeiramente o desenho e validacdo dos primers que foram usados no projeto. Por meio de
PCR convencional, a partir de amostras de cDNA de plantas transformadas, foi verificado a
especificidade para cada um dos primers desenhados: CiISAMT, ICS1, PR1a e JAZ1 (Figura
21).

C H20 + C H20

CiSAMT

Figura 21 - PCR convencional a partir de cDNA para confirmar especificidade dos primers para
CiSAMT, ICS1, PR1a e JAZ1. (+) planta transformada. (C) planta controle e (H20) agua.

Atraveés da reacdo de gPCR de dilui¢@es seriais na base 10, foi confirmada uma vez mais

a especificidade através da curva de melting, cada par de primers amplificou, conforme
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esperado, apenas um amplicon (Figura 22). A partir destes dados foi realizada a eficiéncia de

amplificacdo de cada par de primers (Figura 23).
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Figura 22 - Curva de dissociagdo (melting) para cada um dos primers avaliados: (A) CiSAMT;
(B) ICS1; (C) PR1ae (D) JAZ1. As curvas foram geradas a partir de cinco diluicGes de cDNA realizadas

para cada primer
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Figura 23 - Curva de eficiéncia para os primers CiSAMT, ICS1, PR1a e JAZ1. E utilizada a

concentracdo da diluicdo de cDNA no eixo X e os valores de CT para amplificacdo de cada cDNA no

eixo Y.
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O valor da inclinacdo da reta foi utilizado para o célculo de eficiéncia de amplificacédo
resultando em valores de 99.80%, 97.84%, 99.66% e 99.70% para CiSAMT, ICS1, PR1la e
JAZ1 respectivamente. Como segundo WANG, (2003), uma boa eficiéncia de amplificagcéo
deve estar entre 96% a 100%, assim podemos concluir que todos os primers usados nesse
trabalho estavam adequados.

Ap0s a validacdo dos primers e a confirmacao por PCR e GUS da progénie dos quatro
eventos iniciais, foram feitas as analises de expressao para as plantas selecionadas dentro da
geracdo T1, para o gene CiSAMT. Foi possivel observar que este gene expressou
aproximadamente de 100 a 1000 vezes mais nas plantas transformadas quando comparado a
plantas controle ndo transformadas. Como as plantas ndo transformadas ndo tiveram
amplificacdo do transgene, estipulamos o valor 1 para a calculo da expressdao génica relativa.
(Figura 24)

CiSAMT
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Figura 24 - Expressdo relativa do gene CiSAMT através de RT-qPCR. Valor individual da
expressdo para cada um dos eventos selecionados da T1. O calibrador corresponde a plantas nédo

transformadas (WT) definido como 1.
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6.4 Avaliacédo de Producédo do Salicilato de Metila (MeSA) nas Plantas Superexpressando
CiSAMT

Para esse experimento as plantas utilizadas foram provenientes da geracdo T2, onde as
sementes foram previamente selecionas em meio contendo Canamicina. Visando verificar se
de fato todas as plantas germinadas no meio de selecdo apresentavam o transgene, um novo
PCR foi feito e foi observado que as plantas 7, 19, 2 e 6 das 39, 43, 33 e 45 da progénie de
CiSAMT], CiSAMT2, CiSAMT3 e CiSAMT4 respectivamente ndo eram transgénicas (Figura
25) e, dessa forma foram descartadas. Apenas os eventos PCR positivos foram usados nos

demais experimentos descritos a seguir.

L 12345678 9101112131415 161718

56 78 910 1121314151617 18

L 19202122 2324 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

L 1920 2122 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

S S Foleale L 37 38 39 40 41 42 43 + c1C2
1540pb

1540pb
4—

—

PCR progénie SAMT1-5 PCR progénie SAMT2-10

L 1234567 8910111213141516171819 L1 23 456 7 89 10111213 1415161718

™~ 1540pb
-  —

PCR progénie SAMT3-7 PCR progénie SAMT4-4

Figura 25 - PCR da progénie das plantas selecionadas para cada evento. Marcador: Ladder de
1Kb Plus da Invitrogen; (*): Controle positivo (Mini-prep com o plasmideo de cada construcdo; (C1):

Controle negativo (DNA de planta ndo transgénica); (C2) Controle negativo (Agua).
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Foram selecionadas cinco plantas positivas da geracdo T2 para cada um dos eventos e
cinco plantas controle, para fazer a avaliacdo do volétil. Durante todas as etapas, a confirmacao
dos procedimentos foi feita através da analise cromatogréafica. Nas figuras 26 e 27 estdo
demonstrados os cromatogramas do padrdo comercial do salicilato de metila analisados por
cromatografia gasosa com detector de chama (GC/FID) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC/MS), com o0s respectivos tempos de retengdo: 16 minutos no
GC/FID e 17,5 minutos no GC-MS.
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Figura 26 - Cromatografia do padrdo comercial de MeSA (Sigma 99%) analisado por GC-FID.
Programa de temperatura: 60°-280°; 3°C/min 280° (15 min). Tempo de retencdo: 17,5 min.
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Figura 27 - Cromatografia do padrdo comercial de MeSA (Sigma 99%) analisado por GC-MS.
Programa de temperatura: 60°-280°; 3°C/min 280° (15 min). Tempo de retencdo: 16 min.
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O espectro de massas determinado pela estrutura quimica do Salicilato de Metila e exibido

pelo GC-MS pode ser observado na figura 28.
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Figura 28 - Espectro de massas do Salicilato de Metila (MeSA). Mostrando a abundancia relativa
para cada ion caracteristico do MeSA.

Com as informacGes de tempo de retencdo nos dois equipamentos e perfil de massas no
GC-MS, foi possivel proceder a analise, quantificacdo e classificacdo do MeSA nas amostras.
Ao todo foram analisadas 150 amostras entre testes e experimentos.

Um total de 50 cromatogramas foi analisado para as amostras injetadas no GC-MS ja que
foram feitas duas injecdes: uma no modo SCAN e outra no modo SIM (SELECTED ION
MONITORING). E um total de 35 cromatogramas foi analisado como resultado da injecdo das
amostras no CG-FID.

Com os dados obtidos, foram selecionadas as réplicas mais significativas para cada
evento, realizadas as devidas integracOes e obtidos os dados de area para cada um dos picos do
MeSA em cada uma das cromatografias. Na figura 29 e 30 sdo mostradas as cromatografias das
amostras representativas das plantas controle ndo transformadas (Figura 29A — 30A) e das
plantas transformadas (Figura 29B — 30B) no modo SIM do GC-MS e no GC-FID

respectivamente.
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Figura 29 - Cromatografias no modo SIM pelo GC-MS. (A) Cromatograma de uma planta
controle, ndo transformada. (B) Amostra correspondente a uma planta transformada. As setas vermelhas
apontam o pico representativo do MeSA no tempo de retencéo correspondente (16 min). Na amostra A

ndo é evidenciado o pico do composto e na amostra B é possivel identificar o MeSA.
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Figura 30- Cromatografias no GC-FID. (A) Cromatograma da amostra de uma planta controle,
ndo transformada. (B) Amostras correspondentes a uma planta transformada. As setas vermelhas

apontam o pico representativo do MeSA no tempo de retencéo correspondente: 17,5 min.
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Com os dados de é&rea obtidos atraveés da integracdo dos valores obtidos nos
cromatogramas foram determinados os valores maximos e minimos de leitura do composto e
com esta informacéo foram tracados os sete pontos da curva de calibracdo do padréo através do
método de padrdo externo. A média de trés valores de area obtidos para cada dilui¢do constitui
cada ponto da curva padrdo para o volatil.

Obtidos os dados de &rea ap0s a injecao das diluigdes no mesmo programa de temperatura
no GC-MS no modo SIM e no GC-FID e considerando também os valores de massa obtidos
para cada uma das dilui¢des injetadas foi tracada a curva para cada um dos aparelhos (Figura
31).

A Curva MeSA- GC-MS (SIM) B. Curva MeSA - GC-FID
5000 50000
y=708,82x-123,87 * y =3346,5x-1023,9
R?=0,9769 L 2o
4000 40000 R =0,9977
3000 e 30000 I
3 ]
z =
2000 20000 -
1000 10000 —
RS}
- o
0 oY 0 ‘oo
0 1 2 3 4 5 6 7 0 2 4 6 8 10 12
Massa (x10-7 mg) Massa (ng)

Figura 31 - Curva analitica do padrdo comercial de MeSA para cada um dos equipamentos.
(A) GC-MS modo SIM com a massa determinada em miligramas (mg) e (B) GC-FID com a massa

expressa em nanogramas (ng). Cada ponto representa a média de trés repeticdes.

Com os valores de area obtidos nas analises realizadas no GC-MS no modo SIM, os
valores de eluicdo, peso fresco de cada uma das amostras e a equagéo da curva foram realizados
os calculos para a obtencdo da concentracdo do volatil em miligrama por grama de peso fresco
(mg.g * FW). Para analise estatistica foi utilizado o teste T.

Houve maior producdo do composto volatil nas plantas transformadas que
superexpressaram o0 gene CiSAMT. Entretanto € possivel ver uma diferenca na emissdo do
MeSA entre os eventos, sendo que 0 menor valor de concentracdo foi para o evento CiSAMT4,
seguido do CiSAMT3 com 10,2 e 8,1 mg/g FW respectivamente. J& a média de concentragdo

maior foi para o evento CISAMT1 com 60 mg/g FW que representa quase o dobro do valor da
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média do evento CISAMT2 com 36,45 mg/g FW (Figura 32). Assim, as plantas da progénie do
evento CiSAMT1 foram significativamente diferentes quanto a emissdo do volatil das plantas
WT, e nos demais eventos também foram encontradas diferencas na emissdo do MeSA quando
comparados as plantas WT. Estes valores de concentracdo encontram-se de acordo com o
intervalo de dados de: 2 + 5 mg.g™ FW a 60 + 2 mg.g™* FW sugeridos por SHULAEV et al.,
(1997); KOO et al., (2007) e ATTARAN et al., (2009) quando analisado 0 mesmo composto.

Concentracao MeSA- GC-MS (SIM)

80 %

60

40

Concentragdo (mg.g-1 FW)
*

20

I ;

CiSAMT1 CiSAMT2 CiSAMT3 CiSAMT4
EVENTOS

Figura 32 — Concentracdo de MeSA (mg.g "FW). Médias de cada um dos eventos avaliados, a
partir dos dados obtidos no GC-MS no modo SIM. As barras representam o valor de erro padrdo. O

valor para plantas ndo transformadas (WT) foi zero.

Para confirmar se de fato as plantas transformadas utilizam SA como substrato para
produzir MeSA, trés plantas transformadas e trés plantas ndo transformadas foram selecionadas
para induzir esta resposta atraves da aplicacdo exogena de SA (2,5mM), estas plantas foram
comparadas a trés plantas ndo transformadas e trés plantas transformadas ndo induzidas. Estas
amostras foram injetadas no GC-FID e as analises de concentragdo do volétil foram realizadas
a partir da informacdo obtida nas cromatografias, o peso fresco de cada amostra e a curva de

calibracdo obtida para este equipamento.
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Na figura 33 é observada a diferenca de concentracao entre as plantas ndo transformadas
(WT), com as plantas ndo transformadas induzidas (WT+SA) e as plantas transformadas
(CiISAMT) com as plantas transformadas induzidas (CiSAMT+SA). As plantas WT
apresentaram uma concentracdo de 10 ng/g FW, enquanto que as plantas WT+SA tiveram um
aumento na producao do volatil em trés vezes a mais quando comparadas as plantas WT. Ja as
plantas transformadas CiISAMT apresentaram uma concentracdo de 26ng/g FW e as plantas
transformadas induzidas tiveram uma maior producdo do volatil, sendo sete vezes a mais do

valor da concentracdo das plantas WT.
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Figura 33 — Concentracdo de MeSA (ng.g FW). Médias de trés amostras de plantas nao
transformadas (WT), plantas ndo transformadas induzidas (WT+SA), plantas transformadas (CiSAMT)
e plantas transformadas induzidas (CiSAMT+SA) a partir dos dados obtidos no GC-FID.

6.5 Analise de expressao de genes marcadores do SA e JA nas plantas transgénicas

Como uma das hipdteses desse trabalho era verificar se 0 gene SAMT estaria na via do
SA ou do JA, a expressdo dos genes marcadores para essas vias, PR1 e JAZ1 respectivamente,
foram avaliados nas plantas transgénicas. Para isto, foram utilizados as medias de expressdo

genica dos quatro eventos transgénicos e com oito repeticdes por evento. Os resultados
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mostram que plantas transformadas expressaram PR1, em média 4 vezes a mais do que plantas
ndo transformadas, por outro lado o gene JAZ nédo foi modulado, ou seja, expressou igual a
planta ndo transformada (WT) (Figura 34). Desta maneira foi possivel inferir que a presenca do
transgene ativou a via do SAR por meio do SA e por esta razdo a expressao do gene marcador

PR1a foi significativamente maior.

Expressdo genes marcadores vias SA e JA

ok

Fold Change

.

PR1a JAZ1

Genes Marcadores

Figura 34 — Expressao relativa do gene PR1a e JAZ1. Expressdo média de 4 plantas transgénicas

com 8 réplicas técnicas. O calibrador corresponde a plantas ndo transformadas (WT) definido como 1.

6.6 Desafio com Xylella fastidiosa das Plantas Transformadas com o gene CiSAMT

Como foi confirmado que as plantas transformadas estavam superexpressando o gene
CiISAMT que por sua vez produziram MeSA e induziram a expressao do gene PR1a, essas
plantas foram usadas para desafio com o fitopatdégeno X. fastidiosa, visando verificar se as
mesmas seriam mais tolerantes ao patogeno.

As plantas inoculadas com X. fastidiosa foram diagnosticadas por PCR para confirmagéo
da eficiéncia de inoculacdo (Figura 35). A eficiéncia de inoculagéo foi de 75 % e apenas as
plantas positivas foram usadas nos experimentos. O evento CiISAMT3 néo foi utilizado pois a
presenca da bacteria sé foi confirmada em duas plantas. No total pelo menos cinco réplicas

foram usadas para 0s eventos transgénicos selecionados.
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Figura 35 - PCR detecg¢do de bactéria. Marcador: Ladder de 1Kb Plus da Invitrogen; (*); Controle
positivo (Mini-prep da diluicdo da bacteria); (--): Controle negativo (DNA de planta ndo infectada);
(H20) Controle negativo (Agua)

Aos 40 dias ap6s infeccdo foram observados os primeiros sintomas, e as avaliagdes de
incidéncia e severidade foram entdo realizadas aos 50, 70 e 80 dias apds infeccdo. No inicio
dos sintomas, as pontuacdes necréticas aconteceram na borda da folha representando no
méaximo 5% (nota 1 e 2) de area infectada em folhas proximas ao ponto de infec¢do. Entre 0s
50 e 70 dias os sintomas foram mais visiveis atingindo notas entre 4 e 5 nas primeiras folhas a
partir da base da planta e notas de 2-3 nas folhas superiores. Na Ultima avaliacdo as notas
maiores foram obtidas para folhas prdximas ao ponto de inoculagdo atingindo notas 6
equivalentes a uma area de mais de 45% da folha infectada e nota 7 para as folhas com queima
quase total, enquanto que folhas na altura de 15-20 cm apresentam sintomas com notas 4-5. Um
aspecto geral do sintoma causado pela X. fastidiosa em plantas de N. tabacum no time course
realizado a partir dos 40 dias até os 80 dias ap6s a infec¢cdo é demonstrado na figura 36.

Figura 36 - Progresséo de sintomas. E possivel observar a diferenca de notas e sua progresséo no

tempo. De esquerda & direita: notas de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 respectivamente.
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Para descrever melhor o desenvolvimento de sintomas, 0 que por sua vez esta
correlacionada com a colonizacdo da bactéria, a partir do ponto de inoculacdo (PEREIRA,
2014), a planta foi dividida em trés partes a partir do ponto de inoculagdo, sendo de 0-15 cm,
de 15a 30 cm e de 30 a 45 cm (Figura 37).
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Figura 37 - Aspecto geral planta WT inoculada com PBS comparada com WT inoculada com X.

fastidiosa 70 dias apos inoculagdo. O ponto azul representa o ponto de inoculagéo. A seta vermelha
indica a folha com nota 7. A seta preta aponta a folha da planta sadia. Os intervalos a partir do ponto de
inoculacdo estéo identificados: 15 cm, 30 cm e 45 cm.

Desta maneira foram tiradas as medias das notas atribuidas por cada avaliador as folhas
com sintoma correspondentes a cada intervalo de distancia. Na primeira avaliacdo a media de
notas ndo atingiu o valor de 2 para o intervalo de dados que se encontra mais préximo ao ponto
de inoculacdo, isto significa que a severidade ndo afetou mais do que 5% da area das folhas
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avaliadas, sendo que o evento CiISAMT2 foi 0 que apresentou menor severidade com notas
proximas a 1. Aos 70 dias os dados houve um aumento significativo no valor das notas no
intervalo de 0-15 cm, isto porque comegaram a aparecer notas no valor de 6 (45% da &rea com
sintoma) e 7 (folhas com queima generalizada), fazendo com que a média atinja valores maiores
de nota 5 para plantas WT e CiSAMT1 respectivamente, enquanto que o evento CiISAMT2 e
CiSAMT4 mantem as notas ao redor de 3, uma diferenca significativa quando comparado ao
controle. Para a mesma avaliagéo o intervalo de 15 a 30 cm apresentaram folhas com 10% de
sintomas ou equivalente a notas 2 e 3. Aos 80 dias plantas WT e algumas CiSAMTL1
apresentaram mais folhas com queima (nota 7) afetando diretamente a média das notas e
atingindo valores méximos de 6,4 para o intervalo de 0-15 cm. O evento CiSAMTA4 e
CiSAMT2 novamente apresentaram notas menores, proximas a 4 uma diferenca
estatisticamente significativa quando comparada a porcentagem de sintoma nas folhas das
plantas CISAMT1 e WT. S0 neste tempo foram observadas folhas com inicio de queima em
algumas das plantas avaliadas para estes eventos (CiSAMT2 e CiSAMT4). O aparecimento de
notas maiores para os intervalos médios superiores se torna mais obvio, e a média atinge valores
préximos a 3 para WT e CiSAMT1 e 2 e 1,3 para CiISAMT2 e CiSAMT4 respectivamente. No
intervalo de folhas superiores as notas atingem o valor de 1 para as plantas WT, enquanto que

nos demais eventos a média de valor ndo atinge valores superiores a 0,5 (Figura 38).
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Figura 38 - Notas de severidade nas avaliacGes aos 50, 70 e 80 dias ap6s infeccdo. Sdo mostradas
as notas medias obtidas a partir de 6 plantas por evento atribuida por 3 avaliadores e analisadas por
intervalo de distancia a partir do ponto de inoculagdo: 0-15 cm; 15-30 cm e 30-45 cm.
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Além da severidade, também foi avaliada a incidéncia dos sintomas, que consiste na
divisdo do namero de folhas com sintomas pelo nimero total de folhas da planta multiplicado
por 100. Na primeira avaliagdo os valores de incidéncia foram similares para todos os eventos.
Na avaliacdo aos 70 dias foi observada uma diferenca entre as plantas, onde as plantas WT e
CiSAMT1 atingiram porcentagens proximas a 50% enquanto que foi observada uma diferenca
significativa para os eventos CiSAMT2 e CiSAMT4 cuja incidéncia ndo ultrapassa os valores
de 30% e 25% respectivamente. Na Gltima avalia¢do as plantas WT resultaram com valores
préximos a 70% de folhas infectadas, enquanto que o evento CiSAMTL1 apresentou 60% e 0s
eventos CiSAMT2 e CiSAMT4 menos que 50%. O evento CiSAMT2 e CiSAMT4
apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa quando comparado as plantas
infectadas WT, os valores de incidéncia, ou seja, a quantidade de folhas infectadas em relagéo

ao total de folhas ndo chega nem a metade do total das folhas da planta (Figura 39).
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Figura 39 - Médias de Incidéncia. VValores obtidos através da razdo de folhas infectadas sobre o

total de nimero de folhas vezes 100. ** Teste T (5%)
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6.7 Efeito do MeSA na Ativagdo de SAR em Plantas ndo Transformadas

As plantas dos eventos CISAMT1 e CiSAMT2 destacaram-se pela maior producdo do
volatil MeSA e pela maior expressdao do PR1a inferindo a possivel ativacdo da via do SAR.
Desta maneira, estas plantas foram selecionadas para fazer o teste de ativacdo de SAR em
plantas ndo transformadas. Para isso foi comparada a expresséo dos genes marcadores de SAR
das plantas ndo transgénicas que cresceram em camaras junto com as plantas transgénicas em
relacdo as plantas ndo transformadas que cresceram em camaras sem plantas transgénicas.
Como pode ser observado na figura 40, aos 15 dias apds o inicio do experimento, a expressao
desses dos genes ICS1 e PR1a ndo foram significativamente diferentes das plantas controle.
Entretanto 30 dias ap6s o inicio do experimento, houve uma expressao significativamente maior
dos genes ICS1 e PR1a, sendo 2 e 10 vezes a mais respectivamente, nas plantas ndo transgénicas

que cresceram na camara contendo a planta transgénica.
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Figura 40 - Expressao relativa do gene ICS1 (A) e PR1a (B) apds 15 e 30 dias de avaliagdo para
plantas transformadas CiSAMT1 e CiSAMT2 e plantas ndo transformadas dentro de c&maras com
plantas transgénicas WT-CiS1 e WT-CiS2. WT-CiS1 e WT-CiS2 correspondem a plantas ndo
transformadas ao lado de plantas transformadas do evento CiSAMT1 e CiSAMT2, respectivamente. A
expressdo das plantas ndo transformadas dentro de cdmaras sem plantas transformadas foi usada como

calibrador e foi definida como 1.
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7 DISCUSSAO

A familia de proteinas de planta SABATH abrange um grupo de metiltransferases que
catalisam a metilacéo de metabolitos dependentes de S - adenosil - L- metionina (SAM) (ZHAO
et al., 2008; ZHAO et al., 2012). A maioria das metiltransferases caracterizadas pertence ao
grupo de O-metiltransferases e catalisam a metilacdo de acidos carboxilicos como SA (CHEN,
AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL & PICHERSKY, 2003; D’AURIA et al.,
2003), BA (MURFITT etal., 2000), IA(ZHAO et al., 2007), JA (SEO et al., 2001) e BS (CHEN,
AURIA, THOLL, ROSS, GERSHENZON, NOEL, PICHERSKY, et al., 2003; POTT, 2004)
produzindo ésteres volateis e SAH (S - adenosil - L-homocisteine). Os resultados obtidos
indicam que a sequéncia de SAMT de tangerina (CiSAMT), se classifica dentro da superfamilia
de metiltransferases, tendo a transferéncia do metil no atomo de O e por tanto sdo classificadas
como O-metiltransferases.

O agrupamento gerado a partir de sequéncias caracterizadas de metiltransferases do
trabalho de LIN et al., (2013) mostrou que a sequéncia do CiISAMT estd mais estreitamente
relacionada as metiltransferases que tem como substrato o SA. Os dois modelos tridimensionais
sugerem que a CiSAMT é estruturalmente similar a CbSAMT descrita pelo grupo de
pesquisadores ZUBIETA et al., (2003). O alinhamento entre as duas sequéncias, identificou 0s
sitios de ligacdo com SAH/SAM e SA descritos em CbSAMT com 0S mesmos sitios
conservados na molécula de CiSAMT, assim como as estruturas caracteristicas de B-folha e a-
hélice para este tipo de metiltransferases. Desta maneira, os resultados obtidos indicam que
CiSAMT é um ort6logo do CbSAMT e que possivelmente a metiltransferase utiliza SAM (S-
adenosyl — L- methionine) como fonte de metila para catalisar a reacdo de metilacéo a partir de
SA, obtendo SAH e 0 metil éster de SA, MeSA, assim como ocorre na CoOSAMT (ZUBIETA
etal., 2003).

MeSA, esta relacionado a diferentes processos bioldgicos: na ativacdo do SAR
(SHULAEV et al., 1997; PARK et al., 2007), como componente do aroma de Varias espécies
de plantas com flores (KNUDSEN et al., 1993), na atracdo de polinizadores (RAGUSO &
PICHERSKY, 1995; DUDAREVA et al., 1998) e na inducdo de volateis como resposta a
insetos (ZHAO et al., 2010).

A emissdo deste volatil pode estar diretamente relacionada a infecdo por um patégeno ou
a aplicacdo exogena de um indutor (SHULAEYV et al., 1997; SESKAR et al., 1998; KESSLER,
2001; LIN etal., 2013). Os dados obtidos na cromatografia demostram maior emissao do volatil

em plantas transformadas quando comparadas a plantas ndo transformadas (WT) apesar de ndo
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ter nenhum tipo de inducéo externa. A comparacao de valores de concentracéo do volatil entre
plantas transformadas e plantas WT encontra-se em concordancia com os dados obtidos em
estudos que demostram que folhas de N. tabacum saudéveis sob condi¢des normais ou com
injurias mecanicas ndo emitem MeSA (SHULAEV et al., 1997; KOO et al., 2007; ATTARAN
et al., 2009). E possivel observar uma diferenca entre a concentracdo do volatil e o evento
avaliado, isto possivelmente esta relacionado as diferentes concentragdes do SA em cada uma
das plantas avaliadas inferindo diretamente na utilizacdo dele como substrato pelo CISAMT
que esta sendo superexpresso nas plantas transgénicas para produgdo de MeSA.

Para reforcar a hipotese que o SA é o principal substrato para 0 CISAMT na producao de
MeSA, as plantas transformadas foram induzidas com uma aplicacdo exdgena de SA,
resultando em uma diferenca significativa no valor da &rea gerada entre o pico da planta
transformada em relacdo a planta transformada induzida. Foi possivel observar que a producgédo
de MeSA aumento em 20 vezes a mais na planta induzida, confirmando que SA € o substrato
utilizado pelas plantas transformadas superexpressando o gene CiSAMT.

Em um estudo em tangerina durante a interacdo com X. fastidiosa, foi sugerido haver um
crosstalk entre SA e JA nas vias de defesa devido a superexpressdo de LOX e SAMT, enzimas
percursoras dos compostos de sinalizacao das vias de JA e SA respectivamente aos 30 dias de
infeccdo, podendo estar relacionados com a ativagéo de vias de defesa da planta contra este
patdégeno (SOUZA et al., 2007). Outro exemplo de crosstalk entre estas vias é apresentado no
trabalho desenvolvido por KOO et al., (2007) onde a inducdo do gene CiSAMTL1 provocou 0
acumulo de SA e ativou as vias de resposta de defesa através de NPR1 e WRKY70. NPR1
reprimiu a expressao de LOX e a sinteses de genes de defesa mediados por JA. Reciprocamente,
foi demonstrado que JA conseguiu inibir a producdo de WRKY70 (fator de transcricdo) e os
genes de defesa mediados por SA. Para verificar a possivel interacdo entre vias nas plantas
superexpressando CiSAMT, foram selecionados os genes downstream da via de SA e JA: PR1a
e JAZ1 respectivamente. A expressdo de 4 vezes a mais do gene PR1a, junto a ndo modulagéo
do gene JAZ1 em plantas transformadas, quando comparadas a plantas ndo transformadas,
permite inferir que a superexpressdo do gene CiISAMT utiliza a via do SA para ativar o0 SAR.
Resultados similares referentes a inducdo de PR1 como resultado do acumulo de SA e ativagdo
do SAR foram observados também em N. tabacum quando infectados com TMV (YALPANI
etal., 1991; SHULAEV et al., 1997).

Levando em consideragéo esses resultados de maior expressédo de PR1a e maior emissao
do volatil e para um melhor entendimento do papel do CiISAMT nas respostas de defesa, plantas

de N. tabacum de trés eventos transformados foram avaliadas quanto a sintomatologia devido
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a infeccdo com X. fastidiosa. Uma reducgéo na incidéncia e severidade foi observada com maior
significancia nos eventos CISAMT2 e CISAMT4 quando comparado a plantas WT infectadas.
A reducéo da severidade da doencga assim como o retardo do aparecimento de sintomas em
partes distais da planta, pode ser atribuido a ativacdo dos mecanismos de defesa da planta
transgénica ativados pelo MeSA, o que pode ter restringido a colonizacdo da bactéria. Apesar
da diminuicdo da severidade e incidéncia da doenca em alguns eventos, foi possivel observar
sintomas da doenga, 0 que significa que a bactéria ainda foi capaz de colonizar o hospedeiro.
Provavelmente isso ocorreu porque o mecanismo de reconhecimento inicial da X. fastidiosa no
hospedeiro ndo é mediado pelo SA e sim pelas vias de auxina, JA e ET (RODRIGUES et al.,
2013), ocorrendo reprogramacao de genes da parede celular e aumento de lignina no xilema
primario de plantas resistentes infectadas (RODRIGUES et al., 2013; NIZA et al., 2015). A
participacdo do SA no mecanismo de defesa a X. fastidiosa, parece ser mais tardio, pois através
da analise de time course da infeccdo usando genes marcadores da via de auxina e SA foi
possivel confirmar que as respostas de defesa iniciais envolviam a auxina, mas a respostas mais
tardias envolviam a ativagéo da via do SA (RODRIGUES et al., 2013; SOUZA et al., 2007).

Assim, possivelmente, como as plantas foram transformadas com um gene que aumenta
SAR e este mecanismo estaria envolvido mais tardiamente no processo de defesa a X. fastidiosa
(RODRIGUES et al., 2013), a bactéria foi capaz de infectar as plantas transgénicas, porém de
forma menos eficiente, e por esse motivo, foi observado menor nivel severidade e incidéncia
nas plantas transgénicas. Resultados similares de reducdo de sintomas em plantas
superexpressando SAMT foram observados em soja (LIN et al., 2013) e em tomate (TIEMAN
et al., 2010) quando desafiados com nematoides e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
respectivamente, assim como na presenca ou emissao de MeSA em N. tabacum (SHULAEYV et
al., 1997; SESKAR et al., 1998; YALPANI et al., 1999; PARK et al., 2007) quando infectado
com TMV.

Aparentemente ndo ha uma correlagdo direta entre 0s niveis de expressdo génica e a
concentracdo do MeSA e os niveis de expressdo com os resultados de incidéncia e severidade
nas plantas transformadas. 1sso pode ser devido ao local onde o transgene foi inserido durante
a transformacéo, podendo influenciar a expressdo do gene (BHAT & SRINIVASAN, 2002).

Como j& mencionado o MeSA é um composto organico volatil (VOC) emitido pelas
plantas em resposta a diferentes estresses, bidticos ou abioticos. O MeSA se caracteriza por ter
um maior peso molecular comparado a outros VOC’s. Esta caracteristica permite realizar sua
funcdo como sinalizador por longas distancias (BALDWIN, 2006). A utilizagdo das camaras e

os dados resultantes das analises de expressao possibilitou estabelecer que as quantidades de
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volatil emitido pelas plantas transformadas modularam a via do SAR em plantas néo
transformadas e saudaveis dentro da mesma camara. A possivel expressao reduzida dos genes
ICS1 e PR1 das plantas ndo transformadas em camaras contendo plantas transformadas aos 15
dias pode estar relacionada a quantidade e transporte do MeSA entre plantas dentro da camara.

A maior ativacdo destes genes aos 30 dias, coincidem com efeitos similares em plantas
controle (WT) néo transformadas descritos em A. thaliana (KOO et al., 2007) e em N. tabacum
(SHULAEV etal., 1997; SESKAR et al., 1998; PARK et al., 2007). A maior expressdao em ICS
e proteinas PR, especificamente PR1a sugere que o gene CiSAMT esta sendo produzido
constantemente de maneira suficiente a ativar a resposta e producdo em plantas vizinhas e que
a via de sinteses de SA esta acontecendo atraves do isocorismato. Este resultado é condizente
com os dados expostos em A. thaliana (WILDERMUTH et al., 2001) onde o incremento de SA
induziu a expressdo de ICS e PR1.

O resultado da anélise dos genes da via do SAR selecionados como marcadores permitem
uma maior abrangéncia quando comparado aos demais estudos realizados. Nao s6 por avaliar
mais do que um gene da via, mas também porque ndo houve a aplicagdo exdgena de qualquer
tipo de indutor (SA ou MeSA), nem o desafio por algum patogeno.

Através das andlises de expressdo € possivel confirmar a ativacdo da via do SAR em
plantas ndo transformadas pela producdo do MeSA por plantas transformadas. Faz-se
necessario ainda, elucidar algumas interacbes dos genes marcadores para a via do SAR
especialmente em plantas WT, sendo também imprescindivel entender melhor os mecanismos
de interacdo do volatil com o ambiente: a emissdo e transporte do sinal e a absorcéo e percepgéo
pela planta receptora, mas de maneira geral, com os resultados obtidos abre-se a possibilidade
de utilizar estas plantas transformadas como sinalizadores/ativadores da via do SAR. Essa
aplicacdo é particularmente interessante para o controle de bactérias onde a ativacdo da via do
SAR seja fundamental para o sucesso de defesa do hospedeiro, como é o caso de muitas
bactérias fitopatogénicas biotroficas, como por exemplo, em citros, a Xanthomonas citri subsp.
Citri (WANG & LIU, 2012). Neste caso, vislumbra-se o uso de plantas transgénicas para ativar

0 SAR em plantas ndo transgénicas.
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8 CONCLUSOES

o A arvore filogenética e as analises de estrutura tridimensional permitiram inferir que CISAMT
se classifica dentro da familia SABATH das metiltransferases, que tem como substrato o SA.
¢ As plantas transformadas superexpressando CiISAMT produziram MeSA.

e Houve maior expressdo em plantas transformadas de genes PR1 e JAZ ndo foi expresso,
indicando que o gene SAMT esté apenas envolvido na via do SA.

¢ A aplicacdo exdgena de SA e consequente aumento do MeSA nas plantas transformadas
permitiu concluir que o CiSAMT usa esse hormdnio como substrato.

¢ Dois dos trés eventos avaliados apresentaram um retardo no desenvolvimento dos sintomas
quando desafiados por X. fastidiosa.

e A expressdo maior dos genes ICS e PR1 (percursor e marcador da via de SA) das plantas ndo
transformadas em cdmaras com plantas transformadas, permitiu inferir que a via do SAR é

ativada através do MeSA volatilizado pelas plantas transgénicas.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1.
Alinhamento multiplo de regiGes conservadas de proteinas de metiltransferases funcionalmente
caracterizadas, através da ferramenta de Clustal W do Programa Mega 7.

Species/Abb: Group Name

. CiSAMT

. CbSAMT

AmSAMT

SESAMT

. HCSAMT

DwSAMT

AmBAMT

. NsBSMT

. AtBSMT

10. A1BSMT

11. AbSAMT

12. OsBSMI1

13. PhBSMI

14. OsIAMI1

15. PtSAMT1

16. AtIAMT

17. ATGAMI1

18. CaCasl

19. CaXMT1
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