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1. RESUMO

O sistema imune vegetal é constituido por dois niveis de defesa baseados na acéo
combinada de receptores com variadas especificidades para o reconhecimento de
patdgenos e subsequente ativacdo de respostas bioquimicas. O primeiro nivel de defesa
depende de receptores transmembranares para o reconhecimento de moléculas
extracelulares. O segundo nivel é formado por receptores intracelulares denominados
NLRs (nucleotide binding—leucine-rich repeat) que reconhecem moléculas de patdgenos
no interior das células vegetais. Estas moléculas, na auséncia de seus receptores cognatos,
costumam ser efetores de viruléncia que contribuem para o estabelecimento da infeccéo.
Em bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas, a classe de efetores TAL
(transcription activator-like) desempenha um importante papel na colonizagéao e adaptacéo
ao hospedeiro. Tais efetores sdo capazes de se ligar ao DNA da planta em sitios especificos
e ativar a transcricdo de genes que irdo facilitar a infeccdo. Recentemente, nosso
laboratorio verificou que ao menos um efetor da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
306 (Xcc306), patogénica em citros, é reconhecido pelo sistema imune da planta ndo-
hospedeira Solanum lycopersicum (tomateiro). Uma vez que esta planta carrega uma
proteina NLR (denominada Bs4) capaz de reconhecer efetores TAL, este projeto testara se
0 receptor Bs4 tem alguma participacdo na resposta imune do tomateiro contra Xcc306.
Para isso, os quatro efetores TAL de Xcc306 serdo clonados e transferidos para X.
euvesicatoria 85-10, a qual & naturalmente patogénica em tomateiros. Ensaios de
inoculacdo bacteriana em tomateiro serdo entdo realizados para testarmos se algum dos
TALSs de Xcc306 confere aviruléncia a X. euvesicatoria 85-10. O mesmo experimento sera
realizado com o tomateiro mutante bs4 S. lycopersicum, o qual ndo possui o receptor Bs4.
Assim, esperamos determinar geneticamente o possivel papel do receptor Bs4 no
reconhecimento dos efetores TAL de Xcc306. Este trabalho apoiard o entendimento dos
mecanismos de resisténcia de plantas ndo-hospedeiras contra Xcc306, podendo levar a

identificacdo de um receptor imune com potencial de reconhecer esta bactéria.

Palavras-chave: receptores NLRs, efetores TAL, Xanthomonas.



2. INTRODUCAO

2.1 O sistema Imune Vegetal

O sistema imune vegetal disp&e de dois mecanismos de reconhecimento de patégenos. O
primeiro deles é mediado por receptores transmembranares denominados PRRs (pattern
recognition receptors), 0s quais reconhecem moléculas de microrganismos no meio
extracelular. O segundo mecanismo de percepcdo dependente de receptores citoplasmaticos
denominados NLRs (nucleotide binding—leucine-rich repeat), que sdo responsaveis pelo
reconhecimento de moléculas efetoras no interior da célula vegetal (figura 1) (JONES &
DANGL, 2006). O reconhecimento por NLRs pode ser indireto, quando o0s receptores
reconhecem a presenca de patdgenos por meio da atividade enzimatica de moléculas efetoras
capaz de modificar proteinas alvo na célula hospedeira, ou direto, quando as moléculas efetoras

séo reconhecidas por sua estrutura através da interacdo com o receptor (SAUR et al., 2020)

A primeira camada de receptores (PRRs) € capaz de reconhecer padr6es moleculares
associados a microrganismos/patégenos (MAMPS/PAMPS; microbe/pathogen — associated
molecular pattern) que sdo, em geral, moléculas altamente conservadas em classes inteiras de
microrganismos por desempenharem papeis indispensaveis. Exemplos bem caracterizados de
MAMPs incluem a proteina flagelina do flagelo bacteriano e o carboidrato quitina da parede
celular dos fungos (JONES & DANGL, 2006). O reconhecimento dessas moléculas por PRRs
desencadeia uma resposta imunologica denominada MT1 (MAMP-triggered immunity; também
chamada de PTI — PAMP-triggered immunity), a qual é eficaz contra a maioria dos
microrganismos ndo adaptados. A MTI compreende uma ampla gama de respostas, incluindo
a rapida producdo de espeécies reativas de oxigénio (ROS), a ativacdo de proteinas quinases
ativadas por mitégeno (MAPKs) e a expressdo de genes codificadores de proteinas
antimicrobianas (MACHO et al., 2014).

Por outro lado, patdgenos adaptados utilizam moléculas denominadas efetores para
auxiliar na colonizacdo do tecido vegetal através da supressdo da MTI. Esse processo €
conhecido como susceptibilidade desencadeada por efetor (ETS; effector-triggered
susceptibility). A célula hospedeira, por sua vez, utiliza a segunda camada de receptores para
conter o avanco do patdgeno. Esses receptores citoplasmaticos (NLRs) serdo capazes de
reconhecer moléculas efetoras provenientes de patégenos e irdo desencadear uma resposta

imunoldgica denominada ETI (effector-triggered immunity), a qual é muito mais forte que a



MT]I e pode resultar em morte do tecido vegetal infectado (resposta de hipersensibilidade; HR),
impedindo que o patdgeno se espalhe por uma area maior (JONES & DANGL, 2006). No
processo evolutivo, a alterndncia entre ETI e ETS determina o resultado de interacdes planta-
patdgeno (resisténcia ou susceptibilidade) e, com base nessas interacdes, desenvolveu-se o

modelo conhecido como “modelo zigue- zague” (figura 1).

Figura 1: O modelo zigue-zague ilustra
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Na fase 1, as plantas detectam padrdes

moleculares associados a

microrganismos (MAMPs, diamantes

vermelhos) por meio de PRRs para
0 %o g induzir imunidade desencadeada por
MAMPs (MTI). Na fase 2, os patogenos
bem-sucedidos utilizam efetores que interferem na MTI, ou permitem a dispersdo de pat6genos, resultando em
suscetibilidade desencadeada por efetor (ETS). Na fase 3, um efetor (indicado como um circulo vermelho) é reconhecido
por uma proteina NLR (codificada por um gene R), ativando a imunidade desencadeada por efetor (ETI), uma versao
amplificada da MTI que muitas vezes passa um limiar para induc&o da resposta de hipersensibilidade (HR; morte celular).
Na fase 4, séo selecionados isolados de patégenos que perderam o efetor vermelho e talvez tenham ganhado novos efetores
(circulo azul), que podem ajudar os patdgenos a suprimir a ETI. A sele¢io favorece novos alelos NLR da planta que podem
reconhecer um dos efetores recém-adquiridos, resultando novamente na ETI. Figura adaptada de JONES & DANGL
(2006).

Os patdgenos continuam evoluindo, sofrendo mutagdes, perdendo ou alterando os efetores
ja existentes enquanto a selecdo natural é responsavel por permitir o sucesso evolutivo dos mais
adaptados. Os genes de resisténcia da planta que codificam as proteinas de reconhecimento sao
conhecidos como genes R. A selecdo natural sera a responsavel por selecionar patégenos que
carreguem efetores que ndo sejam reconhecidos pelo hospedeiro. De maneira similar, plantas
que evoluem receptores (codificados por genes R) capazes de reconhecer efetores especificos
podem ser selecionadas, de forma que, quanto maior for a gama de patdgenos que ela consiga
reconhecer, maior sera a chance de ela sobreviver no ambiente e propagar seu precioso
patrimdénio génico (MAYR, 1970). Essa constante corrida evolutiva pode ser explicada pela

“Hipotese da Rainha Vermelha” de Leigh Van Valen em alusdo a personagem do livro “Alice

através do espelho”. Nele, a personagem Rainha Vermelha diz para Alice: "It takes all the



running you can do, to keep in the same place" ("E preciso todo o esforgo possivel para
permanecer no mesmo local™). De acordo com essa hipdtese, muito utilizada no estudo de
interacOes ecoldgicas, existe uma constante corrida evolutiva entre hospedeiro e parasita, na
qual ambos co-evoluem de maneira que a competicdo se mantenha estavel. A hipotese da
Rainha Vermelha prevé “Guerras Armamentistas”, com predadores se aprimorando para obter
suas presas, e as presas por sua vez se aprimorando em escapar dos predadores; hospedeiros se
esforcando para despistar seus parasitas e parasitas tentando constantemente enganar 0s
sistemas de defesa dos hospedeiros (BIAZOLI JUNIOR et al., 2020).

2.2. Reconhecimento de efetores por receptores NLR

Como descrito acima, NLRs sdo receptores citoplasmaticos capazes de reconhecer
moléculas efetoras de diferentes patdgenos atraves de interagdes especificas de forma direta
(contato direto com o efetor) ou indireta (por reconhecer alguma atividade incomum na célula
causada por ele; por exemplo, uma proteina da propria planta que foi fosforilada ou clivada).
Esse reconhecimento desencadeia, geralmente, uma resposta de hipersensibilidade (HR),
associada a morte celular programada (MONTEIRO & NISHIMURA, 2018).

Os NLRs possuem uma estrutura tipica que consiste em uma regido central contendo NBS
(nucleotide-binding site) juntamente com um dominio de oligomerizacdo e uma repeticéo rica
em leucina (LRR) na regido C - terminal responsavel pela determinacéo do ligante. Além disso,
NLRs possuem um dominio N-terminal variavel, o qual pode ser um TIR (Toll-interleukin-1
receptor), um CC (coiled-coil) ou um dominio semelhante a HeLo (HET-S e LOPB), tipico
das recém-descritas helper NLRs (SAUR et al., 2020). O dominio N-terminal é essencial e
muitas vezes suficiente para desencadear a morte celular. PropGe-se que as proteinas NLRs
funcionem como comutadores de multiplos dominios com estados inativos e ativos
impulsionados pelo estado ligado ao nucleotideo do dominio central da NLR. Quando ligado a
ADP, o0 NLR se encontra em uma conformacao fechada e inativa. Porém, o receptor assume
uma conformacao aberta e ativa ao se ligar ao ATP (figura 2) (MONTEIRO & NISHIMURA,
2018).



ﬁ\ Figura 2: Representa¢do de um receptor NLR tipico de plantas. (A)
Effector (—. Na parte superior, a regido N-terminal contendo um dominio variavel
CCI/TIR (CCITIR), na regido central o dominio NB (sitio de ligagcdo ao
' NG n nucleotideo) e na parte inferior o dominio LRR na regido C-terminal. (B)
f: 18y, Observa-se na parte superior da imagem a NLR em seu estado inativo
—~ |RR ADP ¥ } — . ATP ligada a um ADP. Quando o receptor entra em contato com o efetor,
= i ocorre uma mudanga na conformagdo do complexo resultando na
&? liberagdo da molécula de ADP e ligacdo a uma molécula de ATP. Dessa
forma, a proteina NLR agora se encontra em seu estado ativo. Figura
Ihtramsleailar extraida de BONARDI et al., (2012)
Single NLR interactions

Pouco ainda se sabe sobre como se da a sinalizacdo dos mecanismos de defesa e inducdo
da morte celular apds ativacao de um receptor NLR. Recentemente, descobriu-se que o receptor
CC-NLR ZAR1 de Arabidopsis thaliana, quando ativado pelo efetor AvrAC da bactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris, sofre uma remodelacao estrutural. Cinco moléculas
do receptor se oligomerizam em um resistossomo do tipo roda pentamérica apos a substituicao
de difosfato de adenosina (ADP) por trifosfato de adenosina ou trifosfato de desoxiadenosina
(ATP) na regido de ligacdo de nucleotideos do dominio NB (figura 3). Essa modificacdo
estrutural projeta alfa-hélices dos dominios CC para fora do plano deste pentamero, formando
um “funil” que perfura a membrana plasmatica de dentro para fora, causando a morte celular e
consequente resisténcia ao patégeno (WANG et al., 2019). Ja existem estudos que buscam
descobrir se os demais CNLs funcionam de forma similar a ZAR1. Trabalhos publicados no
ano de 2022 mostraram que o receptor CNL Sr35 de trigo (Triticum monococcum) forma um
complexo pentamérico com o efetor AvrSr35 do patdgeno da ferrugem do caule do trigo
(Puccinia graminis f. sp . tritici) denominado resistossomo Sr35, o qual apresenta semelhancas
estruturais marcantes com ressistossomo ZAR1 de A. thaliana (FORDERER et al., 2022;
ZHAO et al., 2022).

Por outro lado, a ativacdo de TIR-NLRs leva a formacdo de uma estrutura TIR tetramérica
(figura 4) com atividade de nicotinamida adenina dinucleotideoglicohidrolase (NADase), 0 que
resulta na formacao de ribose de difosfato de adenosina (ADPR) ou uma variante de ADPR
ciclico (v-cADPR) (BAYLESS et al., 2020; SAUR et al., 2020). Essa atividade enzimatica é
ativada pelo reconhecimento de patdgenos. Ainda ndo esta claro como a atividade de NADase
de TIR-NLRs se relaciona com a morte celular observada apds a ativacdo destes receptores

(WAN et al., 2019). Estudos recentes tém demonstrado que os dominios TIR desempenham
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uma série de atividades enziméticas adicionais que regulam a imunidade vegetal. Essas
atividades enzimaticas realizam a quebra de NAD™, ATP e outros acidos nucléicos, gerando
metabdlitos de nucleotideos estruturalmente diversificados que podem atuar como segundos
mensageiros para induzir a imunidade da planta. Além da hidrélise de NAD™, proteinas com
dominio TIR, como a Arabidopsis TIR-only Response to HopBAl (RBA1) também tém a
atividade de degradar acidos nucleicos, particularmente dsRNA, resultando na gera¢do de 2',3'-
CAMP/cGMP, os quais parecem ter um papel importante na resposta imune mediada por
RBA1, regulando a expressdo de genes necessarios para a sinalizacdo de EDS1 (JIA et al.,
2023).

ZAR1 resistosome

AvrAC-mediated ZAR1-RSK1 complex ZAR1-RSK1-PBL2MP
uridylation of PBL2 complex
P2 D cc
UMP RSK1 ADP
AVAC * NOD LRR ,
effector
L = | (d)ATP

reLz (K ZAR1

Figura 3: Representacdo esquematica da formacao do resistossomo ZAR1. O efetor de Xanthomonas AvrAC uridila
a quinase PBL2 de Arabidopsis thaliana. PBL2 uridilado (PBL2UMP) associa-se a pseudoquinase RSK1 de A. thaliana
ligada ao receptor de oligomerizacéo de ligagdo ao nucleotideo (dominio NB) (NLR) de ZARL. Isso leva a uma mudanga
conformacional do receptor (ndo mostrado) e substituicio de difosfato de adenosina (ADP) por trifosfato de adenosina
ou trifosfato de desoxiadenosina ((d) ATP) na bolsa de ligagdo de nucleotideos do NOD de ZAR1. Em dltima instancia,
isso resulta na formacdo de um resistossomo ZAR1 do tipo roda pentamérica, que é composto por cinco protémeros
ZAR1 — RSK1 - PBL2UMP com os dominios CC formando uma estrutura central (em laranja). Essa estrutura similar a

um funil perfura a membrana plasmatica da célula vegetal, induzindo a sua morte. Figura extraida de SAUR et al. (2020).
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Figura 4: Formac&o do complexo TIR- tetramérico. O reconhecimento direto de um efetor de aviruléncia do patégeno
pela repeticéo rica em leucina (LRR) e dominios carboxi-terminal (CT) de um dominio do receptor candnico de Toll /
interleucina-1 (TIR) contendo o dominio de oligomerizacédo de ligagdo aos nucleotideos (NB) como o receptor (TIR-
tipo NLR) leva a formagéo de uma estrutura TIR tetramérica com atividade de nicotinamida adenina dinucleotideo
glicohidrolase (NADase). Isso resulta na formacdo de ribose de difosfato de adenosina (ADPR) ou uma variante de
ADPR ciclico (v-cADPR). Figura extraida de SAUR et al. (2020)

Notavelmente, as diferentes classes de NLRs (TIR-NLR e CC-NLR) apresentam
requerimentos genéticos distintos para seu funcionamento, indicando que atuam por
mecanismos moleculares diferentes. Alguns genes sdo necessarios para ambas as classes
de receptores, como aqueles que codificam as chaperonas e co-chaperonas Hsp90, SGT1
e RARL. Por outro lado, membros da familia do gene do tipo lipase chamado EDS1 sdo
essenciais para o funcionamento de TIR-NLRs (PARKER et al., 2022), ao passo que
muitos CC-NLRs séo dependentes da fun¢do de NDR1, uma proteina com homologia com
integrinas (MONTEIRO & NISHIMURA, 2018). A funcdo destes componentes na

ativacdo de NLRs é ainda desconhecida.

2.3. A Importancia do género Xanthomonas na agricultura

O género Xanthomonas constitui-se num dos mais importantes géneros de patdgenos
bacterianos que afetam a agricultura, atacando principalmente a parte aérea de diversas
espécies de plantas de importancia econdmica (MARCUZZO, 2009). Vérias espécies
desse género ja afetaram severamente plantacdes de arroz na Asia e causaram grandes
danos econdmicos na industria citrica dos Estados Unidos e Brasil, além de prejudicar
plantacdes de mandioca, pimenta, soja, tomate, manga, nozes, entre outras no mundo todo
(SCHORNACK et al., 2013).



O cancro citrico, por exemplo, é resultado da interacdo compativel entre a bactéria
Xanthomonas citri e Citrus spp. Os principais sintomas dessa doenca, decorrentes dos
processos de hipertrofia (aumento do volume celular) e hiperplasia (aumento da divisdo
celular), sdo dependentes da proteina efetora PthA4 de X. citri. Essa proteina integra a
familia de fatores de transcricdo conhecidos como efetores ativadores de transcricdo
(transcription activator-like ou TAL) (PEREIRA, 2011). O primeiro relato de
Xanthomonas citri subsp. citri no estado de S&o Paulo foi em 1957. A ocorréncia dessa
bactéria também foi registrada no Parana no mesmo ano. Esses eventos fizeram com que
algumas regides fossem impedidas de cultivar citros por mais de 30 anos, sendo que a sua
liberacdo foi realizada associada a varias medidas de manejo integrado da doenca no final
da década de 1980 (VARGAS et al., 2013).

2.4. A NLR Bs4 de tomateiro reconhece efetores TAL de Xanthomonas

A proteina TIR-NLR codificada pelo gene Bs4 em tomateiro (Solanum lycopersicum)
atua no reconhecimento de efetores TAL (Transcription activator-like). Os efetores TAL
sdo codificados por bactérias patogénicas de plantas dos géneros Xanthomonas, Ralstonia
e Burkholderia, e induzem a expressdo de genes do hospedeiro que irdo facilitar a
viruléncia, como genes de transportadores de acucares (SCHORNACK et al., 2013). Esses
efetores séo injetados no citoplasma da célula hospedeira pelo sistema de secre¢éo do tipo
I11 bacteriano e, uma vez no nucleo, so capazes de se ligar a promotores especificos no
genoma do hospedeiro de forma a ativar a transcricdo dos chamados genes de
susceptibilidade (BOGDANOVE et al., 2010).

A estrutura de um efetor TAL tipico consiste em trés partes principais (SCHORNACK
et al., 2013): (1) a por¢do N-terminal responsavel pela secrecédo e translocacdo do efetor
para o interior da célula do hospedeiro; (2) uma sequéncia de residuos de aminoacidos
repetitiva e variavel que determina a especificidade do efetor (a sequéncia de DNA ao qual
ele se liga); (3) a regido C-terminal, que contém a sequéncia de localizacdo nuclear (NLS,

nuclear localization signal) e o dominio de ativacdo da transcricdo (figura 5).
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Figura 5: Estrutura dos efetores do tipo ativador de transcricdo (TAL). (a) Os efetores TAL consistem em trés dominios
funcionais. O N-terminal é necessario para secre¢ao e translocagao para o interior da célula do hospedeiro. O dominio central
consiste em repeti¢des com di-residuos variaveis de repetigdo de aminoacidos (RVDs) que se associam a uma sequéncia de
DNA especifica. O C-terminal confere a ativagao transcricional de genes do hospedeiro. (b) A estrutura terciaria das proteinas
efetoras TAL consiste em uma super hélice que serpenteia em torno do sulco principal do DNA de fita dupla, interagindo com
as bases das fitas de DNA. (c) Um conjunto minimo de RVDs e suas preferéncias de base de DNA sdo mostrados. Figura
extraida de SCHORNACK et al., (2013).

As plantas, por sua vez, pressionadas pela selecdo natural no decorrer do processo
evolutivo, desenvolveram formas de identificar e combater esses efetores se utilizando de ao
menos trés mecanismos diferentes: (1) mutacdo nos promotores ou na maquinaria de transcricéo
de forma a impedir a interacdo dos mesmos com o efetor TAL, o0 que impede a ativacédo de
genes de susceptibilidade; (IT) uso de um “promotor armadilha”, o qual, ao ser ativado por um
efetor TAL, transcreve um gene de resisténcia (executor) que compromete o estabelecimento
da infeccdo pelo patdgeno; (111) uso de NLRs capazes de reconhecer efetores TAL (figura 6)

(SCHORNACK et al., 2013).
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Figura 6: Mecanismos de resisténcia das plantas contra
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and target gene transcription ativacdo da transcricdo pelos efetores de TAL. A falta de
i expressao do gene S resulta em uma incapacidade de sustentar a

infeccdo. (d) O efetor TAL se liga a um promotor que é acoplado

d Promoter mimics 3 TAL target and a um gene executor (gene E). A ativacdo desencadeada pelo

transcription is activated

efetor de TAL desse gene leva a HR e resisténcia. Fonte:

E :u\‘
gene DO (SCHORNACK et al., 2013)

Executor expression
results in resistance

O gene de resisténcia Bs4 do tomateiro codifica um receptor do tipo TIR-NLR capaz
de reconhecer o efetor TAL avrBs4 presente em algumas estirpes de Xanthomonas
euvesicatoria, causando HR e levando a resisténcia (SCHORNACK et al., 2004). Estirpes
desta bactéria que carregam o efetor TAL avrBs3, ao invés de avrBs4, ndo séo
reconhecidas pelo receptor Bs4 e, portanto, estabelecem uma interacdo compativel com a
planta. Curiosamente, as sequéncias de aminoacidos de avrBs4 e avrBs3 sdo 97%
idénticas, indicando que poucas alteracdes na estrutura do efetor podem influenciar seu
reconhecimento por Bs4. Ainda assim, o nivel de expressao do efetor é determinante para
seu reconhecimento, uma vez que avrBs3 passa a ser reconhecido por Bs4 quando presente
em altos niveis na célula vegetal por meio de superexpressdo (SCHORNACK et al., 2004;
SCHORNACK et al., 2005).

2.5. Xanthomonas citri subsp. citri 306 é reconhecida pelo tomateiro

Experimentos realizados em nosso laboratério revelaram que tomateiro inoculado
com Xcc306 (Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306) apresenta uma rapida HR (com
clara morte celular), que ndo ocorre em plantas inoculadas com o mutante AarpB2 (figura
7). HrpB2 é uma proteina necessaria para o transporte de efetores da bactéria para dentro
da célula vegetal através do sistema de secrecdo do tipo 111 (ROSSIER et al., 2002). Assim,

a inexisténcia de HR em plantas inoculadas com esse mutante indica que o reconhecimento
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de Xcc306 pelo tomateiro requer a presenca de efetores no interior da célula vegetal,
sugerindo o envolvimento de receptores NLR. Neste contexto, o aluno de iniciacdo
cientifica Caio Vinicius Mendes (Processo Fapesp 20/04773-8) vem investigando quais
dos 30 efetores identificados em Xcc306 sdo reconhecidos pelo tomateiro através da
inoculacdo de cada um deles nas folhas desta planta. Uma vez que esta bactéria carrega
quatro efetores TAL (denominados PthA 1 a 4), hipotetizamos que o receptor Bs4 do
tomateiro desempenhe um papel no reconhecimento e ativacdo de uma resposta imune
efetiva contra Xcc306. Assim, este projeto visa verificar se o receptor TIR-NLR Bs4 é, de
fato, capaz de reconhecer algum dos efetores TAL de Xcc306, fazendo parte de uma
iniciativa maior em nosso grupo que busca entender os mecanismos que determinam a
incompatibilidade entre Xcc306 e plantas ndo-hospedeiras.

Figura 7: Folhas de tomateiro (S.

lycopersicum)  inoculadas  com

Xanthomonas citri subsp. citri 306.

MgCl, Xcc306 AhrpB2

-
o Pode-se observar HR nas folhas de
tomateiro inoculadas com Xcc306
selvagem, porém nas folhas inoculadas
com o mutante Xcc306 AhrpB2 ndo
houve resposta de hipersensibilidade.
A solugdo de MgCl, (veiculo da
bactéria) foi utilizada como controle

negativo.

2. JUSTIFICATIVA

O Laboratorio de Genética e Imunologia de Plantas da ESALQ/USP, coordenado pelo
Prof. Paulo Teixeira, foi um dos 24 contemplados com 0 apoio a pesquisa através da
segunda chamada de propostas do Instituto Serrapilheira. Posteriormente, o projeto foi um
dos trés selecionados para a renovagdo do apoio por mais trés anos. Neste projeto, nosso
grupo tem buscado entender os mecanismos moleculares que governam a chamada
resisténcia de ndo-hospedeiro, com especial énfase ao papel do reconhecimento de efetores
por NLRs. Utilizando a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri como modelo (um
patdgeno de citros), nosso grupo avalia a hipdtese de que plantas ndo-hospedeiras
reconhecem multiplos efetores desta bactéria simultaneamente, o que torna a resisténcia

dificil de ser quebrada e, portanto, duradoura. Neste contexto, identificamos uma forte
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resposta de hipersensibilidade em tomateiro inoculado com Xcc306 (figura 7). Essa
resposta requer a presenca de efetores da bactéria no interior da célula do hospedeiro e,
portanto, sugere a participacao de receptores NLRs. Uma vez que o tomateiro possui um
receptor TIR-NLR (Bs4) capaz de reconhecer o efetor TAL avrBs4 de Xanthomonas
euvesicatoria, iremos avaliar se este receptor possui alguma participagdo no
reconhecimento de Xcc306. Os quatro efetores TAL de Xcc306 (PthAs) possuem alta
identidade entre si e diferem essencialmente no nimero de repeti¢des do dominio central
e por residuos polimérficos encontrados dentro das unidades repetitivas. Ainda, a
identidade na sequéncia de aminoacidos destes efetores com avrBs4 varia entre 88% e
96%, sendo PthA4 o mais similar a avrBs4. Ainda assim, apenas o grau de similaridade
entre os efetores PthAs e avrBs4 ndo nos permite anteciparmos resultados com confianca,
pois os fatores moleculares que determinam o reconhecimento eficiente de efetores TAL
de Xanthomonas por Bs4 ainda sdo pouco compreendidos. Portanto, a realizacdo de
experimentos € essencial. Este projeto aborda uma importante pergunta no contexto de
uma iniciativa maior que visa entender quais componentes moleculares do tomateiro (e de
outras plantas ndo-hospedeiras) sdo responsaveis pela resisténcia contra Xcc306. Trata-se
de um projeto de pesquisa basica que Vvisa testar uma hipotese que ird expor o aluno a uma
grande variedade de técnicas de biologia molecular. Em Gltima instancia, a identificacdo
de receptores imunes efetivos contra este patdgeno podera embasar esforgos futuros que
visem a obtencdo, por biotecnologia, de citros resistentes ao cancro, doenca causada por
Xcc306.

3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo testar a hipdtese de que o receptor Bs4 presente no
tomateiro domesticado (Solanum lycopersicum) reconhece pelo menos um dos quatro efetores
TAL (PthAs) da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri 306 (Xcc306), sendo dividido em

quatro objetivos especificos:

e Clonagem dos quatro efetores TAL de Xcc306 no vetor pVSP61;

e Transformacdo de X. euvesicatoria 85-10 com os efetores TAL de Xcc306;

e Avaliacdo da compatibilidade da interacdo entre o tomateiro (selvagem e mutante bs4
CRISPR/Cas9) e os transformantes de X. euvesicatoria 85-10 carregando os efetores TAL de
Xcc306.
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4. CRONOGRAMA

Meses

Atividades 1 2 3 4 5 6

Clonagem dos efetores TAL de Xcc306 no vetor
pGWB614

Clonagem dos efetores TAL de Xcc306 no vetor
pVSP61

Transformagéao de X. euvesicatoria 85-10 com
efetores TAL de Xcc306

Inoculagéo de tomateiro com X. euvesicatoria
85-10 carregando efetores TAL de Xcc306

Redagéo do Trabalho de Concluséo de Curso

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Resumo do Plano Experimental

Neste projeto, iremos avaliar se o receptor Bs4 do tomateiro (Solanum lycopersicum)
é capaz de reconhecer efetores TAL de Xcc306 (PthAs). Para isso, utilizaremos um sistema
experimental baseado na bactéria X. euvesicatoria 85-10, a qual é virulenta em tomateiro,
para “entregar” os efetores nas células da planta no contexto de uma infeccdo.
Inicialmente, iremos clonar cada um dos genes PthA com seu promotor no vetor pVSP61.
Plasmideos carregando os genes PthA serdo entdo transformados em X. euvesicatoria 85-
10 de forma a obtermos quatro transformantes (cada um carregando um gene PthA
diferente). Os transformantes serdo entdo utilizados em ensaios de infec¢cdo de tomateiro
de forma a testar se a presenca do gene PthA confere aviruléncia a X. euvesicatoria 85-10.
Bactérias transformadas com avrBs4 serdo utilizadas como controle positivo para ativagdo
de Bs4. Ainda, o tomateiro S. lycopersicum mutante bs4 o qual foi gerado por
CRISPR/Cas9 e obtido por meio de uma colaboracdo com o Prof. Thomas Lahaye

(Universidade de Tubingen, Alemanha) sera utilizado como controle negativo, uma vez
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que esta planta ndo carrega o gene Bs4. Um resumo do plano experimental é apresentado

na figura 8.

Objetivo 1: Clonagem dos quatro
efetores TAL no vetor pVSP61

Xanthomonas citri subsp. citri 306 (Xcc306)
Avirulenta em tomateiro

}

Efetores TAL de Xcc306:
PthA1, PthA2, PthA3 e PthA4

Xanthomonas euvesicatoria 85-10
Virulenta em tomateiro

Objetivo 2: Transfromagdo
de X. euvesicatoria 85-10
com cada efetor TAL de Xcc
306

Objetivo 3: Inoculagdo de tomateiro S. lycoperscium (contém Bs4)
e do mutante CRISPR/Cas9 (ndo contém Bs4) com X, euvesicatoria
85-10 carregando efetores TAL de Xcc306

Quatro transformantes:
'.-—-’
Xanthomonas euvesicatoria 85-10 + PthA1
Xanthomonas euvesicatoria 85-10 + PthA2

Xanthomonas euvesicatoria 85-10 + PthA3

Xanthomonas euvesicatoria 85-10 + PthA4

—)

Solanum lycopersicum
(Bs4)

P

Solanum Tycopersicum
mutante
(CRISPR/Cas9 bs4)

[@]
Z"Resultado: Caso algum efetor TAL de Xcc306 seja reconhecido por Bs4, X. euvesicatoria 85-10 transformada com o
mesmo se tornara avirulenta em S. lycipersicum (BS4), mas ndo em S. lycopersicum mutante bs4.

Figura 8. Estratégia experimental adotada neste projeto. Os quatro efetores PthAs de Xcc306 serdo clonados,
juntamente com seus promotores, no vetor pVSP61. Cada gene PthA sera entdo transferido para X. euvesicatoria 85-10,

a qual é naturalmente patogénica no tomateiro. Ensaios de infeccdo de plantas serdo entdo realizados para verificarmos
se algum dos quatro efetores PthAs de Xcc306 confere aviruléncia a X. euvesicatoria 85-10 especificamente em S.

lycopersicum, o qual carrega o receptor Bs4.

5.2 Material bioldgico e condicGes de crescimento

Neste projeto, utilizaremos as bactérias Xanthomonas citri. subsp. citri 306 (Xcc306)

e Xanthomonas euvesicatoria 85-10. Xcc306 é um importante patdgeno de citros e carrega
quatro efetores TAL (PthAs) em seu genoma (ABE et al., 2016; SILVA et al., 2002). A

estirpe 85-10 de X. euvesicatoria é virulenta em pimenteira e tomateiro e apresenta um

efetor TAL (avrBs3) em seu genoma. Essa estirpe ndo é reconhecida pelo receptor Bs4 de

tomateiro por ndo carregar o efetor avrBs4 (SCHORNACK et al., 2013). O cultivo das

bactérias se dard a 28°C em placas de Petri contendo meio NYGA (250 mL: 1,25 g de

peptona, 0,75 g de extrato de levedura, 5 ml de glicerol e 3,75 g de agar) contendo 100
pg/mL de ampicilina (Xcc306) ou 100 pg/mL de rifampicina (X. euvesicatoria 85-10).

O cultivo do tomateiro domesticado (S. lycopersicum FL8000; BS4) e mutante

CRISPR/Cas9 (S. lycopersicum; bs4) se dard em casa de vegetacdo localizada na

ESALQ/USP, sob temperatura média de 25°C e umidade de 70% em Substrato Vegetal
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“Biogrow Germina/Enraiza Premium”, cujo pH é de 5,5, capacidade de retencdo de agua
(CRA) de 247,6%, condutividade elétrica (CE) igual a 0,8 e densidade de matéria seca de
166,7 kg/m?. Apresenta em sua composicdo casca de Pinus, turfa de Sphagnum, perlita,

areia, correcdo de acidez e fertilizante de base.
5.3 Clonagem dos efetores TAL de Xcc306 no vetor pVSP61

Nosso laboratério teve acesso a plasmideos pENTR (vetor de entrada) carregando 0s
genes PthAl, PthA2, PthA3, PthA4, AvrBs4 e Bs4 e a plasmideos pDSK602 (vetor de
expressao) carregando os genes PthAl, PthA3 e PthA4 através da colaboracdo do Prof.
Thomas Lahaye (Universidade de Tubingen, Alemanha). A partir desse material,
realizaremos a transformacdo de células eletrocompetentes da cepa Topl0 por meio de
eletroporacdo com os genes PthAs contidos no vetor de entrada (pENTR), extrairemos
DNA plasmidial das ceélulas transformadas e prepararemos as amostras para 0
sequenciamento Sanger. Apos analisar os resultados, utilizaremos esse material em
reacdes LR do procedimento de clonagem Gateway, transferindo os genes de interesse
para 0 vetor de expressaio pGWB614. O qual sera utilizado para transformar células
eletrocompetentes da cepa Topl0 por meio de eletroporacdo. Feito isso, serd extraido o
DNA plasmidial e enviado para o sequenciamento a fim de confirmar as sequéncias.
Posteriormente, 0s genes de interesse serdo transferidos para plasmideo pVSP61 através
da reacdo Gateway LR (ThermoScientific). O plasmideo pVSP61 é um shuttle vector que
pode ser propagado tanto em Escherichia coli quanto em Xanthomonas spp. Os
procedimentos de transformacdo de E. coli para propagacdo de plasmideo se dara por
eletroporacdo. A extracdo de plasmideos sera realizada pelo método da lise alcalina.

Ambos sdo procedimentos rotineiros em laboratorios de biologia molecular.
5.4 Transformacao de X. euvesicatoria 85-10 com efetores TAL de Xcc306

Cada um dos quatro genes PthA clonados no vetor pVSP61 sera transferido para a
bactéria X. euvesicatoria 85-10, a qual é naturalmente patogénica em tomateiro. O gene
avrBs4 da estirpe 82-8 de X. euvesicatoria (reconhecida por Bs4) sera também transferido
para X. euvesicatoria 85-10 de forma a constituir um controle nos ensaios de inoculacéo
de tomateiro (descrito abaixo). A transformacdo se dara por eletroporacdo segundo o
protocolo descrito por Amaral et al. (2005). Células transformadas serdo selecionadas em

meio NYGA (250 mL: 1,25 g de peptona, 0,75 g de extrato de levedura, 5 ml de glicerol
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e 3,75 g de 4gar) contendo rifampicina (100 pg/mL) e canamicina (50 pg/mL) apo6s

incubagdo a 28°C por 48 horas.

5.5 Inoculagdo de tomateiro com X. euvesicatoria 85-10 carregando efetores TAL de
Xcc306

Coldnias de X. euvesicatoria 85-10 carregando os genes PthA de Xcc306 serdo
estriadas em meio s6lido NYGA contendo os antibiéticos apropriados e cultivadas a 28°C.
Apos 48h, as bactérias serdo ressuspendidas em MgCl> 10 mM e diluidas para uma ODgoonm
de 0,4. Folhas de tomateiro serdo inoculadas na face abaxial utilizando-se uma seringa sem
agulha e monitoradas por até uma semana quanto ao desenvolvimento de morte celular
indicativa de HR. X. euvesicatoria 85-10 transformada com o vetor pVSP61 vazio (i.e.,
sem efetores) ou carregando um gene irrelevante (e.g, GFP) seréo utilizadas como controle
(i.e., ndo causardo HR no tomateiro). Tomateiros S. lycopersicum mutantes para o gene
Bs4, que foram gerados por CRISPR/Cas9 e obtidos por meio de uma colaboragdo com o
Prof. Thomas Lahaye (Universidade de Tiibingen, Alemanha), serdo utilizados como
controle incapaz de reconhecer efetores TAL. A ocorréncia de HR em S. lycopersicum,
mas ndo no mutante sera indicativo da participacdo do receptor Bs4 no reconhecimento do
efetor PthA em questdo. Ensaios de gPCR serdo realizados para confirmar a expressao dos

genes PthA por X. euvesicatoria 85-10 durante as inoculagdes.
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