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RESUMO

A doenga cancro citrico, causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac),
emergiu como uma das principais ameacas 2 citricultura brasileira pois afeta todas as
variedades comerciais de citros, diminuindo a producio e qualidade dos frutos ¢ podendo se
dispersar rapidamente em dreas de cultivo de citros. Entre os géneros de Xanthomonas, foram
encontrados muitos genes associados com patogenicidade e viruléncia, entretanto, pouco se
conhece sobre os mecanismos envolvidos nas interagbes entre Xac e laranjeira e os genes
envolvidos no desenvolvimento dos sintomas do cancro citrico em folhas de citros (Citrus
sinensis) em resposta a infecg@o por Xac. Neste trabalho, foi analizada a expressio diferencial
de genes envolvidos no desenvolvimento do cancro citrico em folhas de laranja, em resposta
infec¢do por Xac. Para tanto foram construidas duas bibliotecas de Hibridizacio Subtrativa
Suprimida (SSH) com mRNAs de folhas infiltradas com Xac ou H0 apés 10 dias de inoculacio.
O “screnning™ das bibliotecas foi feito por dot blot e 17 genes diferencialmente expressos foram
sequenciados ¢ identificados por homologia no banco de dados ncbi-BLAST contra o banco de
dados de EST de citros. A expressdo génica diferencial foi analizada por Northern Blot ¢ PCR
em tempo real (QPCR). Para complementar nossos dados, a expressdo dos 17 genes diferenciais
foi analisada a partir de cDNAs de folhas de citros que foram infiltradas com Xac, H,0 ou
Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii (Xad), que nio é patogénica a laranja, mas causa
cancro no limao galego. Nossos resultados demonstraram que Xac e Xaa induzem e reprimem
o mesmo grupo de genes, porém em diferentes niveis. Nés identificamos que ambos patégenos
alteram as vias de transducdo de sinal de auxina, trifico e fusdo de vesiculas, resposta de
defesa e doenca, sfntese de proteinas e ciclo celular, metabolismo de carbono-nitrogénio e
metabolismo secunddrio. A andlise desses genes poderd ser de grande importancia para o

entendimento dos eventos que levam ao desenvolvimento dos sintomas do cancro.
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ABSTRACT

The citrus canker disease, caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), has emerged as
one of the major threats to the Brazilian citriculture because it affects all commercial citrus
varieties, decreases the production and quality of the fruits and can spread rapidly in the citrus
growing areas. The symptoms include canker lesions, leading to abscission of fruits and leaves
and general tree decline. Within the genus Xanthomonas, several genes have been found
associated with pathogenicity and virulence. However, little is known about the mechanisms
involved in the Xac- citrus interaction and the development of the canker disease. In this work
we analyzed the differential expression of genes involved in the development of the canker
disease in sweet orange (Citrus sinensis) leaves in response to Xac infection. Therefore we
constructed two Supression Subtracted Hybridization (SSH) libraries with mRNA from leaves
infiltrated with Xac or water after 10 days of inoculation. The libraries were screnned by dot
biot and the 17 differentially expressed genes were sequenced and identified through BLAST
searches against the Citrus EST and protein databases. The differential gene expression was
evaluated by Northern blot and Real Time PCR (qPCR). To complement our anatysis, the
expression of 17 genes was compared in cDNA samples from citrus leaves that had been
mfiltrated with Xac, water or X. axonopodis pv. aurantifolii (Xaa), wich is not pathogenic to
orange but causes canker in key lime. Our results show that Xac and Xaa induce and repress a
similar set of genes, however at different levels. We found that both pathogens altered the
pathways of auxin transport and signaling, vesicle trafficking and transport, cell cycle and
protein synthesis, photorespiration and disease response. Further analysis of these genes will
be of great importance to understand the events triggering the development of the canker

symptoms.
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1. Introducio
1.1 — A citricultura Brasileira

As atividades exportadoras de produtos citricos brasileiros t8m revelado sua importancia
para a economia do pafs, destacando-se no &mbito dos agronegécios e, principalmente,
refletindo-se favoravelmente na balanca comercial. Desde 1980 o Brasil é considerado o maior
produtor e malor exportador mundial de suco concentrado de laranja (Neves er al., 2001,
Rodrigues Neto ¢ Baldini Ribeiro, 2002). Entretanto, 2 laranja como fruta fresca de mesa (in
natura) tem pouca importincia nas exportacOes, pois sofre barreiras nzo-tarifirias, mas
técnicas e fitossanitdrias em importantes mercados importadores como os Estados Unidos.
Laranjas in natura sdo impedidas de entrar em territério americano por estarem fora das
especificagdes técnicas estabelecidas por 6rgdos internacionais, uma vez que o Brasil ndo é
considerado drea livre da "pinta preta” e do “cancro citrico”. Além disso, na década de 60, a
citricultura brasileira, particularmente a paulista, voltou-se para a producio de matéria-prima
para a indisiria de processamento de suco, ndio havendo uma preocupacgio com a produgio
comercial de frutas in natura adequada as rigidas exigéncias do mercado externo (Neves ef al.,
2001).

O forte das exportacOes da citricultura se dd no suco concenirado congelado, considet. 0
principal {tem de comercializacgdo, representando 72% do valor dessas exportagGes. Para se ter
uma idéia de sua importancia, em 2003 a produgio de suco concentrado ocupou a segunda
posi¢do entre os produtos comercializados no mercado intemacional, ficando somente atris
das exportactes de avides {Neves ¢t al., 2001 ; Fundecitrus, 2006).

O Brasil maniém a posicdo de maior produtor mundial de laranja (Tabela 1), com uma drea
de cultivo de 628 mil hectares. Somente o Estado de Sdo Paulo produz 53% da produgdo
mundial de suco & emprega atualmente mais de 400 mil pessoas, gerando divisas ao redor de
1,5 bilh&es anuais. Em 2003 o setor movimeniou US$ 3,23 bilhdes, sendo 49% de toda a
produgio brasileira de frutas representada pela producio de laranjas. No ano safra 2004/05
foram produzidas 360,7 milhdes de caixas de 40,8 Kg (Abecitrus, 2006; Fundecitrus, 2006).



Tabela 1. Principais produtores de laranja, Os nifmeros apresentados representam volume em
milhdes de caixas de 40,8 Kg (extraida do site http://www ghecitrus.com.br).

mro  Tadaie  sx Dol oy b
Estados Unidos 165,51 17,2 24025 16,4 452
Brasil 265.61 27,7 367.01 25,1 38,2
Mediterrineo 219,58 229 263,60 18,0 189
México 3245 34 9407 64 39.7
China 8.35 0,1 116,35 7.5 992.6
Gutros 266,84 278 388,92 26,6 54,2
Total 958.35 106,0 1.463.50 100,0 52,6

A citricultura também € alvo constante de indmeras pragas e doengas que podem causar
danos irreversiveis as plantagSes. A quantidade e a qualidade das frutas citricas sfo
freqiientemente ameagadas devido aos danos causados i planta, que dependendo da
intensidade do ataque, pode tomd-las improdutivas ou levar 4 sua erradicagio. Dentre as
principais doencas com grande impacto econdmico que afetam a citricultura brasileira
destacam-se a morte sibita dos citros, a clorose variegada dos citros (CVC), mancha de

alterndria, tristeza dos citros, huanglongbing (HLB) (ex- greening) € o cancro citrico.

1.2 - O canero citrico

O cancro citrico € uma doenga causada pela bactéria Xanthomonas axoropodis pv. citri
(Xac), origindria da Asia, provavelmente Sul da China, Indonésia ou fndia, onde se presume que
as espécies de citros tiveram origem, sendo disseminadas por toda a Asia, Japio, Africa,
Austrdlia, Nova Zeldndia, algumas ilhas do Pacifico, Oriente Médio, Estados Unidos e América
do Sul {Goto, 1992),

O cancro citrico foi diagnosticado no Brasil em 1957 no municipio de Presidente Prudente,
Estado de Sio Paulo (Bitancourt, 1957) e atingiu a regido da citricultura paulista em 1979.
Desde ento milhdes de reais sdo gastos annalmente com a erradicaciio de pomares infectados
com a doenga, que é considerada uma das mais graves da citricultura, pois ataca todas as

variedades comerciais de citros e é de ficil disseminag#o.



A doenga € causada por diferentes patotipos que sio classificados pela indugio de
 sintomas em diferentes hospedeiras. A forma asidtica ou cancrose A € causada por
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) e apresenta importincia econfmica por ser a mais
virulenta e por afetar todas as variedades de citros comerciais. As cancroses B e C sio
causadas pela bactéria X axonopodis pv. aurantifolii (Xaa). O tipo B infecia
preferencialmente o limio verdadeiro (Citrus limon), mas pode também afetar uma faixa
restrita de hospedeiros que ocorrem somente na Argentina, Uruguai e Paraguai (Cubero €
Graham, 2002). O tipo C ataca somente limido Galego (C. aurantifolia) e ocorre apenas em
determinadas regides do estado de Sdo Paulo (Schubert ef al., 2001). H4 ainda a cancrose E,
causada por X axonopodis pv. cifrumelo que afeta principalmente o porta-enxerto citrumelo
“Swingle” (C. paradisi X Porncirus trifoliata) e ocorre na Flérida (Graham e Gottwald, 1991)
X. axonopodis pv. citri “star” sdo linhagens atipicas de Xac adaptadas a temperaturas elevadas
e ocorrem no sudoeste da Asia (Vernitre ef al., 1998).

Os sintomas induzidos pelas vdrias formas de cancro sdo similares e facilmente visiveis nos
frutos, ramos, folhas e também em raizes expostas. Nas folhas, as lesSes ocorrem ¢como piistulas
esponjosas circundadas ou ndo por um halo amarelado, sendo aparentes em ambas faces da folha
devido & hiperplasia do tecido (Figural-A). Nos frutos a doenca se manifesta pelo surgimento
de pequenas manchas amarelas, que se desenvolvem e podem ocupar grande parte da epicarpo
do fruto. As manchas sio salientes, mais superficiais, semelhantes 2 verrugas e de cor marrom
no centro. Em estigio avangado, as lesdes provocam o rompimento do epicarpo favorecendo a
entrada de agentes secunddrios causadores da podriddo, depreciando o produto para o
consumo (Figura 1-B). Nos ramos também sio formadas lesdes salientes, corticosas e de
tamanhos varidveis. As lesdes bem desenvolvidas causam rompimento da epiderme, causando a
diminui¢do da vida ativa da planta além de promover a queda prematura de folhas e frutos € o
ndo desenvolvimento dos que permanecemn na planta (Rodrigues Neto e Baldini Ribeiro, 2002;
Graham et al., 2004; Fundecitrus, 2006).

O pat6geno se espalha com facilidade nos pomares e ndo existern medidas que eliminem
completamente a bactéria, dessa forma, quando detectadas as infecgSes, sdo exigidas medidas
drasticas de controle como a erradicagdo das plantas doentes e das demais plantas suspeitas de
conter a bactérial. Por tratar-se de uma praga quarentendria o comércio de frutos citricos, suco

concentrado e seus derivados sdo regulamentados por legislagdo internacional e a nfo adogfio de



medidas de exclusdo/ erradicacdo impede o comércio destes produtos para paises livres do
patdgeno (IAPAR, 2002; Abecitrus, 2006; Fundecitrus, 2006).

A dispersdo do patégeno € altamente influenciada por condi¢des ambientais de umidade e
temperatura, como chuvas, ventos e umidade nas lesdes, além da idade e variedade citrica, uma
vez que plantas na fase juvenil apresentam maior suscetibilidade a doenca. A bactéria também é
facilmente disseminada pelo homem através de veiculos, roupas, materiais utilizados para a
colheita e transporte de mudas contaminadas, e pode sobreviver por virios anos em material
vegetal citrico contaminado e destacado da planta. Em outros materiais, como metal, pldstico,
madeira e tecido, a sobrevivéncia da bactéria é mais curta, geralmente de dias a semanas. A
entrada do patgeno ocorre através dos estdmatos, ferimentos causados por materiais de colheta
ou pelas galerias formadas (Figural-C) pela larva minadora do citros (Phyllocnistis citrella), que
pode aumentar consideravelmente a susceptibilidade da planta a doenga (Bergamin-Filho et al,
2000; Rodrigues Neto e Baldini Ribeiro, 2002; Fundecitrus, 2006). A bactéria multiplica-se de
3-4 unidades de log por lesdo sob condigdes 6timas de umidade e temperatura (20 e 30° C) e as
células bacterianas podem emergir dos estomatos abertos (Figura 1-D) (Graham et al., 2004). A
resisténcia observada em condi¢des de campo pode estar relacionada com o ndmero e a

estrutura dos estomatos (Brunings e Gabriel, 2003).

Figura 1. A) Lesoes corticosas presentes em ambas faces da folha de laranja. (www.fundecitrus.com.br) B)
Sintomas de cancro nos frutos de laranja. (fotos de Rodrigues Neto e Baldini Ribeiro, 2002). C) Folha de laranja
com galerias formadas pela larva minadora dos citros, que expde o tecido i infecgdo. D) Liberacdo de bactérias
Xac de um estémato aberto apés 5 dias de infiltragdo no meséfilo da folha com 10°cfu/mL (fotos extraidas de
Graham et al, 2004).

Desde o aparecimento do cancro citrico no Brasil, foram iniciadas praticas de controle nas
culturas para impedir a dispersdo da bactéria. Para tanto foi implementada uma campanha
governamental de erradicagdo da doenca, onde plantas infectadas em pomares e em viveiros,
sintomaticas ou nao, foram erradicadas e o transporte de material citrico e novos plantios

foram proibidos (Bitancourt, 1957; Santos, 1983). Em 1974, o Ministério da Agricultura



instituiu a CANECC (Campanha Nacional de Erradicagio do Cancro Citrico) que adotou
vdrias metodologias para a eliminacdo das plantas doentes, como podas dristicas e
desfolhamento quimico (Ribeiro, 1983; Santos, 1983; Namekata et al., 1996). Em 1996,
concomitantemente com a introducdo da larva minadora do citros (Phyllocnistis citrella), a
campanha de erradicagdo da bactéria por meio da eliminagdo de partes da planta ndo obteve o
sucesso desejado (Rodrigues Neto e Baldini Ribeiro, 2002). Para auxiliar o trabalho realizado
pela CANECC, foi criado, em 1977, o Fundecitrus (Fundo de Defesa da Citricultura), uma
associagdo mantida por citricultores e industrias processadoras de frutas citricas, voltadas para
a promocdo da sanidade dos pomares.

Em 1999, a Comissdo Executiva Estadual da CANECC/SP prop6s a inclusdo de um novo
método oficializado pela Coordenadoria de Defesa Agropecudria do Estado de Sao Paulo,
através da Portaria n° 17/99. Tal portaria determina a eliminacdo total do talhdo (drea
comercial que apresenta no minimo 200 mudas) quando a contaminagdo de plantas for
superior a 0,5% ou a eliminacdo do foco e das plantas presentes em um raio minimo de 30
metros, sendo que por dois anos nao podem ser replantadas plantas citricas na drea erradicada
(Figura 2). Portanto, atualmente no Pafs, essa € a principal forma de controle, além da adogiio
de medidas preventivas como aquisi¢ao de plantas de viveiros certificados, controle quimico e
biologico (Ageniaspis citricola) da larva minadora, utilizacdo de bactericidas nos materiais de
colheita e transporte (solu¢do de amdnia quaterndria), inspecao regular dos pomares e viveiros

(educacao e conscientizacdo dos citricultores) e uso de quebra-ventos utilizados nas

plantacoes, constituindo-se em medidas efetivas no controle da doenca (Gottwald e Timmer,

1995; Rodrigues Neto e Baldini Ribeiro, 2002).

Figura 2. A) Erradicacio de
focos do cancro em um raio de 30
metros. B) Vista aérea de
propriedades nas dreas onde foi
feita a erracadicacdo no Estado de
Sdo Paulo (extraido do site:
www.fundecitrus.com.br)

A combinacdo de quebra ventos e sprays de cobre podem reduzir a incidéncia do cancro

em folhas e frutos até niveis ndo detectdveis em cultivares tolerantes no campo. Além disso,



recorre-se¢ as podas realizadas em épocas de seca, quando as condicBes ambientais sdo
desfavordveis a propagacio da bactéria para as drvores adjacentes nio infectadas (Leite Jr e
Mohan, 1990).

Os métodos de erradicacio das plantas contaminadas causam prejuizos incalculdveis ao
setor que emprega milhares de trabalhadores e € a principal atividade econdmica de mais de
300 municipios do Estadc de Sdo Paulo e do sul do Tridngulo Mineiro. Levantamentos
amostrais realizados pela Fundecitrus nos 1ltimos trés anos revelam incidéncias de talhSes
contaminados inferiores a 1% (Fundecitrus, 2006).

Devido aos prejuizos causados por patégenos que atacam cultivares de citros de
importincia econfmica, a FAPESP criou dois projetos na drea de genOmica de
microorganismos, ja finalizados, que consistiram no seqilenciamento completo dos genomas
das bactérias Xac (Da Silva et al., 2002) e Xylella fastidiosa, causadora da doenga Clorose
Variegada de Citros (CVC; Simpson et al., 2000).

1.3 - Interactes planta- patogeno

As plantas desenvolveram sofisticados mecanismos de resposta aos estresses bidticos e
abioticos. O encontro entre células da planta e microorganismos “amigos” e “inimigos”
(semelhantes as interacdes simbidticas e patogénicas, respectivamente) iniciam uma série de
respostas celulares dindmicas na planta como reorganizagio do citoesqueleto, translocagio de
organelas, rifico de vesiculas, alteracdes na localizacdo de proteinas subcelulares, producao de
fitoalexinas, enzimas hidroliticas, protefnas relacionadas & patogenicidade (PR), peroxidase,
inibidores de proteases e a deposicao de calose, lignina e hidroxiprolina na parede celular e a
resposta de hipersensibilidade (HR) (Lindgreen er af., 1992: Dangl e Jones, 2001; Staskawick,
2001; Lipka e Panstruga, 2005). A resposta de resisténcia € acompanhada pela HR, que € o
mais potente mecanismo de defesa que a planta possui para contencdo do avango do patdgeno.
A HR € responsivel pela morte celular no local da infecgfo, o alto acimulo de compostos
fendlicos e o reforco da parede celular das células préximas a drea de morte celular, além da
induciio sistémica de defesa prevenindo 2 infeccio em outras regides da planta. A HR s6
ocorre quando existe o reconhecimento do patdgeno pela planta (Melchers e Stuiver, 2000).
As bases bioquimicas da reacdo de HR nio s@o inteiramente conhecidas, entretanto, sabe-se

que a mesma tem fungdo de limitar a expansdo sistémica do patdégeno (Dorey ef al., 1998).



Semelhante ao sistema imunolégico de mamiferos, as plantas possuem moléculas especiais
que reconhecem os invasores e ativam seu sistema de defesa. O termo aviruléncia (avr) é
definido para genes bacterianos que determinam o reconhecimento especifico das bactérias por
plantas que possuem os genes de resisténcia (R) correspondentes; tal interacdo é chamada de
incompativel. Este reconhecimento leva 2 inducgio de reacGes de defesa que geralmente incluem
a reagdo de HR (Morel e Dangl, 1997; Fritig er al., 1998; Dangl e Jones, 2001). Na auséncia do
gene R ou o comrespondente avr, o reconhecimento ndo ocorre ¢ ¢ patdgeno infecta a planta, o
que caracteriza uma interagdo compativel (Flor et al., 1971; Fritig et ol., 1998; Staskawicz,
2001). Assim, o receptor de resisténeia possui duas fungdes: reconhecimento especifico do
patégeno e habilidade para sinalizar genes de resposta de defesa (Ellis ef al., 2000).

Apesar da grande diversidade de patdgenos, os genes R codificam apenas cinco classes de
proteinas. Dentre elas, a primeira classe, chamada “Nucleotide-Binding Site plus Leucine Rich
Repeat” (NBS-LRR), € a mais estudada. Proteinas NBS-LRR apresentam uma seqliéncia de
localizacdo nuclear na regido NB e variagdes no nimero de repetigbes de leucina na regido
LRR. Dominios semelhantes 4 NB e LRR sdc encontrados em diversas proteinas ¢ funcionam
como sitios de interagdo proteina-proteina, ligacdo de peptideos-ligantes e intera¢dio proteina-
carbohidrato (Dangl e Jones, 2001; Belkhadir ef al., 2004). A recombinacdo interalélica ¢ a
conversao dos genes podem gerar considerdveis variacGes que explicamn muitos dos dados de
instabilidade dos genes de resisiéncia (Michelmore ¢ Meyers, 1998).

A familia de protefnas NBS-LRR (1° classe) é subdividida de acordo com a presenga ou
auséncia da regido N-terminal TIR (Toll/Interlenkin-1 Receptor), assim chamados por serem
homologos a dominios intracelulares sinalizadores das protefnas Toll de Drosophila e receptor
de interleucina de mamiferos. As homologias entre reinos e similaridade na fungio de
proteinas que contém aregiic TIR sugerem que as mesmas podem estar envolvidas em vias de
sinaliza¢bes comuns a muitos organismos, além de possivelmente terem uma ligagio com
processos celulares e vias de resisténcia fundamentais (Martin e/ al., 2003; Torii, 2004; Hu et
al., 2005). A maloria das proteinas R que nf3o possuem esse dominio apresenta uma regifo
chamada “ceiled-coil” (CC), também na regidio N-terminal. Esses dominios apresentam
fungdes relacionadas com a resposta imune e transducio de sinal {Dangl e Jones, 2001).

As proteinas NBS-LRR também apresentam sitios de ligacdo de nucleotideos necessirios

as ligacOes de ATP e GTP. Estudos de genética cldssica mostram que grande parte dos genes



R € encontrada em “clusters” (grupos de genes) nos genomas de plantas. O rearranjo desses
“clusters” pode ser critico para a gera¢do de modelos de resisténcia especifica ¢ recombinacio
génica. O genoma de Arabidopsis é um exemplo da diversidade desses genes; nele foi
verificada a existéncia de, aproximadamente, 100 genes contendo dominios TIR-NB-LRRs,
um mimero supreendentemente pegueno, para mediar o reconhecimento de intimeras proteinas
Avr ligantes (Marathe e Dinesh-Kumar, 2003; Mevers et al., 2003). Como exemplo disso, o
gene de resisi€éncia RPM1 de Arabidopsis reconhece dois genes avr ndo homologos, avripml e
avrB, porém esse “duplo reconhecimento” foi demonstirade em pouncos casos (Dangl e Jones,
2001; Grant ef al., 1995).

A segunda classe de genes R inclui o gene Pfo que codifica uma serina treonina kinase,
que confere resisténcia a bactéria P. syringae pv. fomato, que contém o gene avrPro. A
terceira classe inclui os genes R Cf-2 e Cf-9 de tomate. Ambos codificamn receptores
transmembranares com grandes dominios LLRR citoplasmiticos. A quarta classe € representada
pelo gene de arroz Xa2!, que confere resisténcia ao patégeno bacteriano Xanthomonas oryzae
pv. oryzae Xa2l codifica um receptor transmembranar com um dominio extracelular e um
dominio intracelular serina-treonina kinase. A quinta classe mclul o gene HMI! que confere
resisténcia ao fungo Cochliobolus carbonum. HMI codifica uma redutase dependente de
NADPH que inativa a toxina produzida pelo fungo. Este iiltimo gene é diferente dos outros
citados devido a ndo dependéncia de um componente Avr na degradacdo da toxina por HM/
(Dangl e Jones, 2001; Baker et al., 1997).

Os genes avr, por sua vez, s3o diversos e codificam proteinas com baixa similaridade
(exceto na familia de genes avrBs3/pthd de Xanthomonas). Tais genes foram identificados em
bactérias fitopatogénicas por induzirem uma resposta tipo HR em plantas nido hospedeiras.
Embora 0s genes avr proporcionem um efeito negativo na aptidio da bactéria como patégeno
em plantas contendo genes R correspondentes, eles desempenham papel fundamental na
viruléncia e conferem vantagem seletiva nas interaces compativeis (Lahaye ¢ Bonas, 2001).
Estes genes sdo encontrados essencialmente em plasmideos ¢ sua transferéncia para cepas
adaptadas a uma determinada hospedeira pode gerar aviruléncia se detectado pelo sistema de
defesa da planta (Brunings € Gabriel, 2003; Chan e Goodwin, 1999; Gabriel, 1999b).

Foi demonstrado inicialmente por Flor ef al. (1971} que o reconhecimento do patégeno pela

planta ocorre através da existéncia de interacdes “gene a gene” que é um modelo de receptor-



ligante onde os produtos dos genes de resisténcia (R} atmam como receptores que detectam os
genes correspondentes de aviruléncia (avr) (Ellis et af., 2000). Um exemplo desse tipo de
interagdo foi demonstrada entre a proteina quinase Pio de tomate e awrPfo de Pseudomonas
syringae em leveduras (Tang ef al., 1996). Porém, estudos t€ém demonstrado que esse tipo de
interacdo n#o ¢ comum (Xia, 2004). Pto também confere resisténcia na planta através da
interagio do produto do gene Prf que é um alvo de avrPfo e, desse modo, hd uma interagio
indireta entre o gene R ¢ Avr (revisado por Kjemtrup ef al., 2000, Mysore ef al., 2002). Para
tanto, outro modelo, chamado de “guard model” foi criado para explicar como interacdes
indiretas entre proteinas da bactéria e da planta mediariam a HR. Neste, proteinas Avr
interagem ¢ ou modificam proteinas alvos no hospedeiro. Tais proteinas estdo envolvidas em
processos fisioldgicos importantes e a modificagdo causada pela proteina Avr pode suprimir o
mecanismo de defesa basal do hospedeiro criando um ambiente favordvel para o patdégeno.
Esses alvos também podem incluir componentes de defesa ou protefnas da planta que podem
ter suas funcgbes modificadas a fim de nutrir o meio extracelular da colénia bacteriana
(revisado por Xia, 2004; Dangl e Jones, 2001). O mesmo ocorre durante a interacio entre
Arabidopsis thaliana e o patogeno Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp), que
coloniza ¢ espaco apopldstico (extracelular) das folhas e causa a doenga crestamento
bacteriano aureolado (“haloblight™) em feijio. O gene R PBS1 de A. thaliana é o alvo de
avrPphb de Psp. Tal efetor cliva PBSI, e essa hidrélise € detectada pelo gene R RPSS que
inicia a via de sinalizacio de defesa. Desse modo o efetor AvrPphB ¢ detectado indiretamente
através da hidrélise proteolitica de PBS1 (Shao et al., 2003; revisado por Xia, 2004). Portanto,
no caso de existirem proteinas R correspondentes (planta resistente), chamadas de guardis, as
interacGes alvo-Avr sdo detectadas e a resposta de defesa é imiciada. Na auséncia da proteina
R especfifica, o alvo do hospedeiro néo serd “guardado” e o reconhecimento ndo ocorrers,
resultando no desenvolvimento da doenga (Dangl e Jones, 2001; Lahaye e Bonas, 2001).

A grande implicaciio desse novo modelo frente a estratégias de obtengio de plantas
transgénicas resistentes a bactérias € que a transferéncia de genes R entre espécies pode nio
ser suficiente se os respectivos alvos dos genes avr ndo estiverem também presentes. Portanto,
a transferncia de genes R entre espécies relacionadas pode ser mais realistico; por exemplo,
genes R de tabaco podem funcionar em tomate mas nio em Arabidopsis ou arroz {Marathe e

Dinesh-Kumar, 2003).



Ouiros genes que também s3o responsdveis pelo desenvolvimento de uma HR e gue
controlam a habilidade fitopatogénica da bactéria para infectar a planta sdo denominados Hrp
(hypersensitive response and pathogenecity) (Lindgreen ef al, 1986). Esses genes estio
organizados em “clusters” ¢ s@o encontrados em todos géneros principais de bactérias
fitopatogénicas gram-negativas, incluindo Xac, e codificam um especializado sistema de
transporte de proteinas chamado Sistema de Secre¢fio Tipo III (Type Three Secretion Systen: —
SST III). Esse sistema € conservado em bactérias patogénicas de plantas e animais, sendo
responsdvel pelo transporte de proteinas efetoras para o interior da ¢élula hospedeira (Lahaye e
Bonas, 2001; Revisado por Biittner e Bonas, 2002). Além dessas proteinas, o sistema secretério
tipo Il de fitopatégenos bacterianos & capaz de secretar harpinas, pilinas € outras proteinas
(Figura 3; Alfano e Collmer, 1997). Essas bactérias também transferem dcidos nucléicos e
complexos protéicos durante a conjugagio bacteriana através do SST IV (Type Four Secretion
System) (Christie e Vogel, 2000).

1.4 - Estudos relacionados a patogenicidade de Xanthomonas sp.

O género Xanthomonas compreende patégenos bacterianos que infectam uma variedade de
plantas economicamente importantes como citros, arroz, algodao, uva e feijdo (Swings e
Civerolo, 1993). Membros desse grupo causam doenca em 124 monocotileddneas e 268
dicotileddneas (Chan e Goodwin, 1999).

Efetores de viruléncia/aviruléncia sdo secretados por bactérias fitopatogénicas gram
negativas e injetados na célula da planta através do SST T (Hueck, 1998; Lahaye e Bonas,
2001; Chang et al., 2004). Um grande nidmero de proteinas efetoras j4 foi descrito, incluindo
membros da familia AvrBs3/PthA, presente em todas as Xanthomonas patogénicas a plantas
economicamente importantes como tomate, algodao, pimentéo, arroz e citros (Gabniel, 1999a).
Membros dessa familia apresentam 90-97% de identidade entre si e desempenham um papel
fundamental na patogenicidade (Swarup ef al., 1992; Lahaye e Bonas, 2001). A principal
caracteristica que deve ser ressaltada a respeito dessa familia de proteinas € a presenca de uma
regifio central composta de 7.5 a 25,5 repeticdes, em “tandem”, de 34 aminoicidos. Mudangas
no nimero e na seqiiéncia das repeticdes de tais genes demonstraram novos modelos de
especificidades indicando que as plantas possuem um enorme repertério de reconhecimento e

de resposta 2 determinantes bacterianos (Bonas e Arckerveken, 1999; Yang ef al., 2000). As
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regides amino {N-terminal) e carboxi terminais (C-terminal) das proteinas que compde esta
familia sdo altamente conservadas (Ballvora et «f., 2001; Zhu et al., 1998). O C-terminal das
mesmas contém dominios de localizacdo nuclear funcional (NLS) ¢ um dominio Acido de
ativagdo da transcricio (AAD) (Lahaye e Bonas, 2001). Os dominios NLS sdo necessarios
para funcdo de viruléncia do efetor quando transportados pelo sistema secretério tipo I e para
localizagio nuclear (Yang e Gabriel, 1995b; Van den Arckerveken ef al., 1996). Os dominios
AAD sugerem que estas proteinas apresentam uma funcfo como ativadores ranscricionais na
planta (Yang er al., 2000).

Em Xanthomonas, o gene avr melhor caracterizado € o gvrBs3 de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Xcv), agente causal da doenga “mancha bacteriana” em pimentéo e tomate. O
produto do gene avrBs3 € reconhecido especificamente em plantas que apresentam o gene Bs3
(resistentes), resultando na indugio de HR (Minsavage et al., 1990; Bonas ef al., 1989), Porém
a proteina AvrBs3 age como fator de viruléncia em plantas susceptiveis de tomate e pimentio
induzindo sintomas de hipertrofia (Marois et al., 2002).

Uma vez dentro da célula da planta, AvrBs3 € localizado no miicleo {Szurek et al., 2002) e
esse transporte € mediado pela protefna «-impertina que compde parte da maquinaria de
transporte nuclear em células eucaridticas. Essa interacdo € dependente da regido NLS de
AvrBs3 (Szurek ef al., 2001) e induz mudangas nos padrdes de expressdo génica da planta
(Marois er al., 2002). Alguns dos genes que sdo ativados por AvrBs3 codificam proteinas
homologas a o-expansinas, pectato liases e proteinas induzidas por auxinas, as quais podem
estar envolvidas na hipertrofia das células do meséfilo que ocorre em plantas susceptiveis
(Marois et al., 2002). Desse modo, a indugdo de hipertrofia € dependente da regido repetitiva
(central), do dominic de localizacio nuclear (NLS) e do dominic de ativagdo da transcri¢io
(AAD) de AviBs3. Esse dados sugerem, portanto, que o cfetor modula a transcri¢io ne
hospedeiro e provavelmente deve atnar como um fator de transcricdo (Figura 3; Cornelis e van
Gijsegem, 2000; Giirlebeck e al., 2005).

Experimentos de duplo-hibride em leveduras revelaram que AvrBs3 forma homodimeros
“in vivo”, esta interacdo também foi comprovada “in vitro” através de experimentos de GST
“puli-down assay”. Através da expressdo de diferentes formas truncadas de gvrBs3, mediada

por agroinfiltracZo em plantas de pimentdo, demonstrou-se que o efetor € translocado pelo SST

1



tipo III de Xcv e dimeriza-se no citoplasma da célula vegetal sem a necessidade de qualquer
outra proteina da bactéria, sendo a regido repetitiva LRR essencial e suficiente para essa
interacdo. Além disso, no dimero, € necessdrio apenas um dominio NLS para que o efetor seja
transportado até o ntcleo da célula hospedeira (Giirlebeck ef al., 2005). Provavelmente o efetor
AvrBs3 seria translocado como um monémero pois o dimero seria muito grande para passar
através do “complexo agulha” do sistema secretério tipo III, desse modo chaperones
moleculares interagiriam como controladoras no processo de secrecao de AvrBs3, uma vez
demonstrada a interacdo fisica entre AvrBs3 e HpaB, uma proteina com caracteristicas

semelhantes 2 uma chaperona do SST tipo III (Biittner ef al., 2004).
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Figura 3. Modelo de translocacdo e interacdo entre a proteina AvrBs3 de Xanthomonas vesicatoria com alvos
da célula hospedeira. AvrBs3 (1) € translocado da célula bacteriana para a célula vegetal pelo Sistema Secretério
Tipo III (2) onde se dimeriza (3) e se associa as protefnas o ¢ P-importina (4) para ser transportado para o
nicleo (5). Sugere-se que no nicleo AvrBs3 transative a expressio de genes da planta ligando sequéncias
regulatérias no DNA diretamente ou através de interacdes com outros fatores de transcricdo do hospedeiro.
(Extraido de Giirlebeck et al., 2005).

A capacidade de formacdo de dimeros ji foi demonstrada para virios reguladores
transcricionais eucaridticos (Landschulz ef al., 1988; Riechmann e Ratcliffe, 2000) e AvrBs3
apresenta caracteristicas comuns quando comparado com esses fatores de transcri¢dao, pois
possui uma regido de localizag@o nuclear (NLS) (Szurek ef al., 2002; Van den Arckerveken et
al., 1996), uma regido AAD (Szurek et al., 2001; Marois ef al., 2002) e apresenta caracteristicas
comuns com fatores bZIP que oligomerizam-se via repeticdes de ziper de leucina. Membros da
familia AvrBs3 possuem motivos imperfeitos de ziper de leucinas, presentes na regiao repetitiva

(Gabriel, 1999a). Portanto, a habilidade para a formacdo de complexos diméricos na célula da
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planta, sua importa¢do para o nicleo, a necessidade do domifmo AAD ¢ a atividade de inducéo
de genes da planta suporta a idéia de que AvrBs3 e proteinas homologas agem como ativadores

de transcricao nas hospedeiras (Giirlebeck ef al., 2005).

1.5 - Estudes relacionados a patogenicidade de Xanthomonas axonopodis pv. citri

Embora os mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade de Xac em citros nio
sejam inteiramente conhecidos, hd viérias evidéncias de que a proteina PthA (homéioga a
AvrBs3) desempenha um papel central no desenvolvimento dos sintomas do cancro. Na
verdade, o gene prad foi um dos primeiros genes avr para o qual se demonstron uma fungio
no desenvolvimento dos sintomas no hospedetro. Quando expresso transitoriamente em folhas
de citros é suficiente para causar lesdes tipo cancro, incluindo ruptura da epiderme, indicando
que a proteina PthA € o fator principal de induc¢io de hipertrofia celular e hiperplasia em citros
(Swarup et al., 1991; Duan et al., 1999). A expressdo transitéria de PthA em plantas ndo
hospedeiras como tabaco, feijao e algodao levam a formacdo de uma reacgio tipe HR (Duan et
al., 1999). De maneira semelhante, quando pthd foi inserido nas cepas X phaseoli e X
campestris pv. malvacearum, os transformantes permaneceram nfo patogénicos aos citros,
entretanto foi observado HR em feijao e algoddo (Swarup ef al., 1992). Portanto, dada a alta
identidade da seqiiéncia de aminodcidos entre PthA e AvrBs3 (aproximadamente 97%) e suas
atividades de mdugdo de hipertrofia em plantas, considera-se que PthA também atue como
fator de transcrigao em citros alterando a expressio génica na hospedeira.

Xac apresenta quatro 1soformas de proteinas PthA, cujos genes estio localizados em dois
plasmideos nativos, pXAC33 e pXAC64 (Da Silva ef al., 2002). O gene pthd ], representado
na Figura 4, apresenta 16,5 repeti¢cdes de 34 aminodcidos no dominio central, uma repeti¢éo a
menos que pthA4 (mesmo que pthd descrito por Swarup ef al., 1991) e uma repeticdo a mais
que pthd2 e pthA3. Os genes pthAs sfo expressos de forma constitutiva na bactéria, sendo
observados os mesmos padrdes de expressdo para as 4 isoformas em linhagens Xac 306,
crescidas em meios de cultura NB e XVM2 (meio de indugdo de genes Arps) Monge-Astua et
al., 2004). Portanto nZic hé dependéncia de fatores da planta para a expressdo destes genes na
bactéria (Knoop et al, 1991; Monge-Astua ef al, 2004). Do mesmo modo, avrBs3 também é
expresso de forma constitutiva, ao contririo de outros genes avr de Xcv os quais necessitam da

planta ou crescimentoe da bactéria em meio minimo para sua expressdo (Knoop et al., 1991).
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Contrastando com essas evidéncias, a ativagio do sistema secretorio tipo I requer a adeséo da
bactéria a célula vegetal, que € normalmente mediada por estruturas tipo fimbria ou pili (Kang
et al., 2002).
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Genes homologos a pthd sio essenciais para a inducio dos sintomas do cancro e estio
presentes em todas as Xawnthomonas que induzem cancro em citros, incluindo pihB e pthC,
provenientes de Xaa patotipos B e C, respectivamente e prhW, origindrio de Xac, isolado A™
(Brunings ¢ Gabriel, 2003). Genes pthAs sdo determinantes da formacdo do cancro que causa
ruptura da epiderme foliar ¢ consegiientemente liberacdo da bactéria na superficic da folha.
Portanto, pthA e homdlogos sdo considerados fatores de dispers@o da bactéria (Yang ef o/, 1994;
Brunings e Gabnel, 2003}

Como descrito, o cancro citrico € uma doenga que causa prejuizos nde sé no Brasil, mas em
todo o mundo. As informacgdes existentes sdo baseadas em modelos de infec¢do de patégenos
que possuem efetores da familia de genes avrBs3/ pth4 mas ndo sio conhecidas as interagdes

moleculares que ocorrem na laranja em resposta especificamente a infecgéo por Xac. Portanto, a
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identificacdo de genes diferencialmente expressos em plantas de (laranja Péra) Citrus sinensis
infectadas com Xac poderiam revelar tanio alvos especificos do gene piid quanto quais vias da
plania seriam ativadas quando ha infecgio pelo patGgeno. Essas informacdes levariam, portanto,

a um melhor entendimento das interacdes que ocorrem entre Xac e Citros.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
O presente estudo pretende identificar genes diferencialmente expressos em plantas de
laranjas {Cirrus sinensis) em resposta a infeccdo pela baciéria Xanthomonas axonopodis pv.

citri (Xac).

2.2. Objetivos Especificos

- Geragdo de bibliotecas de folhas de Citrus sinensis infiltradas com H,0 e Xac, através da
técnica de Hibridagdo Subtrativa Suprimida (SSH);

- Andlise dos clones gerados pelas bibliotecas através da técnica de dot blot;

- Confirmacdo da expressdo diferencial dos clones por Northern blot ¢ PCR em tempo reat
(9PCR);

- Anidlise da expressic dos clones diferenciais pela téenica de PCR em tempo real nos
tratamentos Xac, Xaa e H,;( apés 48 horas e 10 dias apds infiltracéo;

- Clonagem, expressio ¢ punficacio do dominio C-terminal do gene pthd para ensaios de
cristalizagdo;

- Experimentos de agrotransfecgdo do gene pthid em folhas de citros para andlise da expressio

génica dependente da proteina PthA.
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3. Material e Método
3.1 - Material Biologico

As bactérias Xanthomonas axonopodis pv. citri isolado 1421, e X axonopodis pv.
aurantifolii (Xaa), isolado 434 (patotipo C) foram gentilmente cedidas pelo pesquisador Hilio
Rodrigues Neto, a partir da Colecdo de Culturas de Fitobactérias da Sec¢do de Fitobacteriologia
do Instituto Biolégico (IBSBF) do Centro Experimental de Campinas. O isolado 306 de Xac foi
gentilmente cedido pela Dra. Yoko Bomura Rosato da Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP.

As mudas de laranjas Péra Rio, Hamlin e Valéncia (Cifrus sinensis) e limdo Galego (Citrus
aurantifolia), com idade entre 4 a 6 meses e certificadas como livre de patégenos, foram obtidas
de viveiros da regido de Limeira, mantidas em casa de vegetaciio e acondicionadas em sala de
crescimento equipada com luz branca fluorescente, sob condigbes controladas de fotoperiodo
(14 h de luz) e temperatura (28°C). Os experimentos de inoculacio em condicdes de casa-de-
vegetacdo foram realizados na Sessdo de Bacteriologia Fitopatolégica do Instituto Biolgico de
330 Paulo, Estagio Experimental de Camnpinas (IBSBF), sob a supervisio do pesquisador Jilio
Rodrigues Neto, uma vez que esta Instituicio estd autorizada pela Secretaria da Agricultura e

Abastecimento do Estado de Estado de Sao Paulo a realizar testes com as bactérias Xac e Xaa.

3.2 - Imoculacfio das folhas

Virios experimentos foram realizados a fim de se padronizar a metodologia de inoculagio
da bactéria e avaliar os sintomas do cancro obtidos em condigtes de sala de crescimento e casa
de vegetacdo. Duas cepas de Xac foram testadas: o isolade 306, cujo genoma foi seqiienciado
(da Silva et al., 2002) e o isolado 1421, da colegfio IBSBF, tido como mais virulento que o
1solado 306 (Jilio Rodrigues Neto, comunicagio pessoal), usado como controle para infeccio.

Uma curva de crescimento da cepa 306 crescida em meio LB sem sal (Luria Bertani -
triptona 10,0 g/L; extrato de levedura) a 30°C foi feita para verificar a fase exponencial de
crescimento da bactéria que ficou entre ODggonm 0.4 a 1.8. Uma estimativa do nimero de
células por mL de suspensdc de bactéria foi entdo realizada, correlacionando-se densidade
ética medida a 600 nm versus o niimero de bactérias contadas através de diluicdes seriadas.
Para tanto, uma ¢oldnia de bactéria foi inoculada em meio LB sem sal e crescida em shaker sob

agitacdo constante de 200 rpm a 30° C. Apés 30 horas, suspensdes bacterianas com ODgogam =
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0,6 foram diluidas (série 10 x) e posteriormente plaqueadas em meio LB sem sal. Apds 48 horas
de crescimento 2 30° C, contou-se o mimero de células. Foi assim estabelecido que 1 mL de
uma suspensio de Xac com ODgppam = 0.6 contém cerca de 10° células. As plantas foram entio
infectadas de acordo com os seguintes métodos de inocuiagio.

- Meétodo “pinprick”

O método “pinprick” de inoculac@io consiste na aplicagio de uma suspensdo de bactérias
(indculo) sobre um pequeno furo feito na superficie da folha (Gottwald ef al., 1993). Assim,
folhas de laranja Péra, Hamlin e Valéncia foram perfuradas com uma agulha de insulina e
sobre esse ferimento aplicados 20 uL de uma suspensdo bacteriana com ODgognm = 0.6,
crescidas emn meio LB sem sal sob agitacdo (200 rpm) a 30°C. As plantas foram mantidas em
casa de vegetacio ¢ observadas diariamente para evolucido dos sintomas do cancro.

Testamos um pré-cultivo da cepa 306 na presenca de pedacos de folhas de laranja para
analisarmos a velocidade do desenvolvimento dos sintomas. Para tanto, uma coldnia de Xac
foi inoculada em meio liquido LB sem sal, a 200 rpm a 30°C até atingir OD¢gonm= 0.2. O
in6culo foi entdo distribuido em frascos controles (ndo tratado) e em frascos contendo pedacos
de folhas de cada variedade (tratados), anteriormente esterilizadas em solucgio de hipoclorito
de s6dio 10% por 5 minutos. Os frascos ficaram no shaker a 30° C, 200 rpm até atingirem
ODsoonm= 0.6. Foi retirada uma aliquota de 2 mL de cada frasco, onde 1 mL foi centrifugado,
os “pellets” (precipitado de células) ressuspensos em dgua estéril e o restanie, em meio LB
sem sal. De maneira semelhante ao descrita acima, as suspensdes foram aplicadas sobre os
ferimentos na superficie das folhas, que foram monitoradas diariamente para a evolucio dos
sintomas do cancro.

- Infiltracdo no mesofilo

Suspensdes bactertanas de pré-cultivos como descrito acima também foram usadas para a
infiltracdo do mesdfilo das folhas com aexilio de seringa hipodémmica, porém, nesses
experimentos as duas cepas de Xac (306 e 1421) foram testadas. Para tanto, uma aliquota de 1
mL de cada pré-cultivo foi centrifugada e o “pellet” ressuspenso em dgua milli-Q autoclavada
para infiltracdo nas folhas. Com o auxilio de uma seringa hipodérmica, cada aliquota, tratada
e ndo tratada de cada cepa e a respectiva variedade de citros, foi infiltrada em cada folha,

paralelamente a nervura central.

18



Além disso, testaram-se indculos provenientes de cultura liquida e suspensdes obtidas de
colonias crescidas por 48 horas em LB sem sal a 30°C. As plantas infiltradas foram mantidas
€m casa de vegetacdo e sala de crescimento. Apds a andlise dos resultados, as infiltracées que

se seguiram foram a partir de suspensdes de Xac crescidas em meio sélido por 48 horas.

3.3 - Extracio do RNA

Folhas apds 48 horas e 10 dias de infiltragdo com Hy0, Xac ¢ Xaa foram coletadas e
imediatamente congeladas em N; lfquido para a extracio do RNA total. Inicialmente foi
utilizado ¢ método do Trizol (Invitrogen), segundo o protocolo do fabricante. Posteriormente,
0 passo de precipitagdo por isopropanol foi substitufdo pela precipitacio por LiCL 4M,
segundo o protocolo Verwoerd ef al. (1989), uma vez que foram obtidos amostras mais puras
de RNA total. As folhas foram entdo coletadas, congeladas em N; liquido ¢ maceradas
resultando em aproximadamente 250 g de pé. Ao pé foram adicionados 8 mL de Trizol e
incubou-se a suspensdo & 80° C no banho por 5 minutos. Adicionou-se 1/3 do volume de
cloroférmio ¢ as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas (8230xg, 4° C por 5
minutos) e a fase aquosa foi removida para um novo tubo contendo cloroférmio (1:1). As
amosiras foram homogeneizadas e centrifugadas (18000xg, 4° C por 5 minutos) e ao
sobrenadante adicionou-se 1 volume de LiCl 4M. Incubou-se 2 4° C “overnight” (durante a
noite). As amostras foram centrifugadas (8230xg, 4°C por 20 minutos) e o sobrenadante foi
descartado. O “pellet” foi ressuspendido em 300 ul. de 4gua tratada com DEPC (0,1%
dietilpirocarbonato). Foram adicionados 30 pL de acetato de sédio 3M, pH 5.2 (NaOAc) ¢ 3
vezes 0 volume de etanol absoluto. A solugdio foi homogeneizada e incubada durante 20
minutos a -20°C. Apés foi realizada a centrifugacio das amostras (18000xg, 4° C por 30
minutos}, o sobrenadante foi novamente descartado e adicionado ao “pellet” 1 mL de etanol
70% gelado. Nesse passo o “pellet” foi descolado do tubo para uma eficiente lavagem e
hidratagdo do mesmo. As amostras foram centrifugadas novamen.te (18000xg, 4°C por 5
minutos) € o sobrenadante foi descartado. O “pellet” foi seco (30 minutos a 37° C) e
ressuspendido em ~ 50 pl de 4dgua tratada com DEPC e mantidos 2 -80° C. A partir do RNA
total foi fetta a extracio do RNA mensageiro (mRNA) utilizando-se o Kit “Fast Track 2.0”

(Invitrogen), segundo o protocolo do fabricante. A integridade dos RNAs foram verificadas
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por eletroforese em gel de agarose com formaldeido e ou pela relacio de absorbincia
260/280nm (Sambrook e Russel, 2001). As amostras de mRNAs também foram mantidas a -
80°C.

3.4 - Eletroforese em gel agarose

Para analise dos RNAs foram feitos géis de agarose com formaldefdo (Sambrook e Russel,
2001) em tampao MOPS 1X (4,18g de MOPS, 0,656g de NaOAc, 0,372g de EDTA). O RNA
total (~ 5 pg) foi denaturado a 65° C por 10 minutos na presenca de 0,5X MOPS, 17,5% de
formaldeido, 50% de formamida, 12 ng de brometo de etidio ¢ 1X “loading buffer” RNA
(Sambrook e Russel, 2001). Quando necessdrio, os RNAs foram transferidos para membranas
de nylon para experimentos de Northern Blot, descritos a seguir.

Para a anilise dos DNAs, foram feitos géis de agarose (.8 — 1.0 % com tampido TAE IX
(40mM Tris Base, 5,7% NaQOAc , 50mM EDTA pH 8,0} ¢ o marcador utilizado em todos os
géis de agarose os quais foram aplicades DNA foi o 1 Kb DNA Ladder {Invitrogen).

3.5 - Hibridacdo Subtrativa Suprimida (SSH)

O método SSH compara duas populagfes de mRNA e obtém clones de genes que sdo
expressos em uma populagdo mas ndo na outra. Ambas populages de mRNA sido convertidas
em cDNA que contém transcritos especificos (expressos diferencialmente), chamados de
“tester” ¢ cDNA de referéncia, chamado “driver”. Ambos sdo hibridizados e as seqiiéncias
hibridas sdo removidas. Os cDNAs que ndo se hibridizaram represeniam genes que sdo
expressos o cDNA “tester”, mas ausentes no cDNA “driver”. Para a realizacdo das bibliotecas
utihzarnos apenas cDNAs de folhas infiltradas com H»0 ou Xac.

A partir de folhas com 10 dias apés infiltracio foram geradas bibliotecas subtraidas se
utilizado o kit SSH da Clontech (k1804), de acordo com as instrucdes do fabricante, salvo
alteracdes nos passos da transcri¢do reversa (RT) e PCRs primdrio ¢ secunddrio. Para a
transcricdo reversa ¢ sinteses da primeira ¢ segunda fita de ambos ¢cDNAs, utilizou-se ©
protocolo do kit Superscript (Invitrogen), utilizando-se 4,0 ug do RNA total 1 (folha infiltrada
com Xac- “tester’”) e 5,0 yg do RNA total 2 (controle infiltrado com H,0- “dniver”). O restante

do método foi seguido de acordo com o manual do kit SSH da Clontech, porém foram feitas
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alterac@es nos protocolos da 1° e 2° PCR. Desse modo, a 1 PCR foi feita para um volume final
de 25 pL, utilizando-se, 10 pM “primer” T7, 10X tampio, MgCl, (25mM), 5U/ pL Taq
polimerase (Promega) € cDNA das amostras 1 e 2 subtraidas e ndo subtraidas. O programa
utilizado no termociclador (Perkin-Elmer GeneAmp-9700) foi, 72°C por 5 minutos (extensio
inicial), 35 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacio inicial), 50°C por 30 segundos
(anelamento) e 72°C por 1 minuto e 30 segundos (extensiio). A 2° PCR fo1 feita utilizando-se 2
uL da 1 PCR e o mesmo protocolo descrito acima, porém com os “primers” 10 mM Nested 1
e 2 do Kit SSH, excluindo-se o passo de extensdo inicial de 72°C por 5 minutos. O produto da
2* PCR foi purificado pelo Kit Wizard SV gel (Promega), segundo o protocolo do fabricante e

acondicionado em freezer - 20°C.

3.6 - Clonagem e amplificacio dos fragmentos gerados pela técnica SSH
3.6.1 - Preparacio das células competentes

Foram preparadas c€lulas competentes para protocolos de eletroporagéo e transformagio
por PEG. Para a clonagem dos fragmentos gerados pela técnica de SSH, foram utilizadas
células para eletroporagdo. Nos demais experimentos foram utilizados ambos protocolos de

transformacao.

- Eletroporacio

As bactérias E. coli, cepa JM 109, foram preparadas segundo o protocolo para
eletroporagiio (manual do usudrio Gene Pulser BioRad), onde uma coldnia isolada foi crescida
em volume de 10 mL de meio LB durante a noite com agitagio constante a 200 rpm, 37°C. O
pré indculo foi diluido (1:100} e crescido (200 rpm , 37° C) até atingir ODgoonm= 0.6. Todo o
volume foi centrifugado a 4000xg, 4° C por 15 minutos e as c€lulas foram ressuspendidas em
1 litro de dgua estéril gelada. Centrifugou-se (4000xg, 4° C, 15 minutos) novamente, para a
ressuspensdo das c€lulas em 500 mL de dgua estéril autoclavada gelada e, em seguida,
realizada nova centrifugacdo (4000xg, 4°C, 15 minutos). O precipitado foi entdo ressuspenso
em 3 mL de glicerol 10% e aliquotas de 60 ul foram transferidas para tubos eppendorff de 1,5

mL e estocadas a uma temperatura de —80°C.,



-PEG

Inoculou-se uma coldnia isolada de E. coli JM109 em 5 mi de meio LB 24 37°C por 16 hs a
200 rpm. Em seguida, o pré-indculo foi diluide 1:100 em 10 ml de LB . A cultura de 10 ml
permaneceu a 37° C sob agitagio (200 rpm) até atingir uma ODgyoar, ~ 0.4. Transferiu-se esta
cultura para um novo frasco estéril contendo 40 ml de LB e esta cultura de 50 ml foi crescida
até atingir uma ODgoonm ~ 0.5. Posteriormente, a cultura foi transferida para um novo frasco
estéril contendo 200 ml de LB até atingir uma ODgooum ~ 0.6. A partir desta etapa, a cultura foi
imediatamente resfriada e as células mantidas sempre em banho de gelo. A cultura resfriada
foi transferida para garrafas, também resfriadas a 4° C, e centrifugada a 13000xg por 15
minutos a 4° C. O precipitado de células foi ressuspendido cuidadosamente em 100 mL da
solugdo TBF1 gelado (0,03 M de KOAc, 0,05 M de MnCl,, 0,10 M de KCl, 0,01M de CaCl; e
glicerol 15%) e centrifugado a 13000xg por 4 minuios a 4°_C em garrafas pré-resfriadas em
banho de gelo. O precipitado de células foi ressuspendido gentilmente em 10 mL de TBF2
(6,010M de MOPS (pH 7,0}, 0,075 M de CaCl,, 0,010 M de KCl e glicerol 15%) gelado. As

células foram aliquotadas (100 pl) em microtubos de 1,5 mL pré-resfriados em banho de gelo.

As aliguotas foram estocadas a —80° C.

3.6.2 - Transformacéo das bactérias e clonagem dos fragmentos

Tabela 2. “Primers™ utilizados nos experimentos desenvolvidos durante o projeto:

“Primer” Seqgiténcia
SP6 5TATT TAG GTG ACA CTATAG AA 37
T7 3"ATT TAG GTG ACA CTATAG AA 3"
Mi3F CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG
MI13R AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG
PihAN2 5°CAT ATG GCG TTG ACC AAC GAC CAC 3~
Ptha C 5" GAATTC TCA CTG AGG CAATAGCIC ¥
PthA 1 5'-GGTATGCCATATGGATCCC-3
Ptha 2 5 -TGGAATTCACTGAGGCAATAGCT-3
EGFP R 5 "CCT CCT TGA AGT CGATGC 3”7
Adaptador Sacl TCG AAGCT

- Transformacio por Eletroporacio
Os fragmentos gerados pela técnica de SSH foram ligados no vetor pGEM-T easy
(Promega), de acordo com as recomendagtes do fabricante. As bactérias E. coli cepa IM109

foram transformadas com o produto da ligagdo, pela técnica de eletroporagcdo (Sambrook e
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Russel, 2001). Todo o volume de cada liga¢fio foi adicionado ao tubo contendo as células
competentes (60ul) e transferido para a cubeta do eletroporador, que recebeu um pulso de
voltagem 2,5kV. O volume foi transferido para microtubos de 1,5 mL contendo 800 ul de
meio LB os quais foram incubados 4 37° C por I hora. As células foram plagueadas em meio
LB sélido contendo ampicilina (150ug/mL) e 20 ul de X-gal (40ug/mL) para selecio dos
clones positivos. Foram coletadas 1000 coldnias de cada biblioteca, que foram crescidas em
placas de 96 “wells” contende meio LB e antibidtico ampicilina (100mg/mL).

A partir dos 1ndculos, foram feitas tentativas de otimizacio de PCRs de coldnia com o0s
“primers” Nested 1 e 2 (integrantes do kit de SSH da Clontec) e os “primers” universais T7 e
SP6, M13 forward e M13 reverse. Para tanto foram escolhidas de forma aleatéria 13 amostras de
cada placa de 96 “wells” como moldes para a realizagio das PCRs. As reagdes foram aplicadas
em gel agarose 1,5% TAE para a verificacao da amplificacio dos fragmentos. Somente as placas
que apresentaram 100% de amplificacio das reactes foram usadas para as etapas seguintes. Foi
adicionado glicerol (concentragdo final de 20%) aos in6culos das placas para criopreservacio
das amostras em freezer —80°C.

Semelhante a técnica de “Differential Display” (Liang e Pardee, 1992), foram realizados
PCRs com “primers” OPP (Operon Technologies) (possuem 10 nucleotideos que anelam
aleatoriamente nas seqiiéncias alvos) para a observacdo de diferencas nas amplificactes das
amostras da primeira fita de cDNA da transcricio reversa (TR) dos mRNAs de folhas

infiltradas com Xac e H,0.

- Transformacgao por PEG

O produto da ligacio foi adicionado ao tampio “transfo buffer” (KCM 10X, PEG 10%)
para posteriormente serem adicionados as células competentes as quais foram previamente
descongeladas no gelo. Incubou-se a mistura por 30 minutos no gelo e posteriormente foi
incubada a temperatwra ambiente por 10 minutos. Foi entfio adicionade 1 mL de LB e
incubou-se a 37°C sob agitacdo (200 rpm) por 50 minutos. A amostra foi centrifugada e foi
retirado 700 nL do sobrenadante. O “pellet” foi ressuspendido e todo o volume foi plaqueado

em placas contendo meio LB-dgar com os antibi6ticos especificos.



3.7 - Dot e Northern Blot

Para os experimentos de dot blot foram feitas solu¢des com adigdo do corante bromofenol
blue € razdo 1:1 - PCR/NaOH para a denaturacio dos fragmentos amplificados. Foram
aplicados 0,5 puL dessa solugiio emn membranas de nylon Hybond N*, monitoradas com a
visualizacdo do corante. Em uma mesma membrana foram espotados em duplicata os produtos
de PCR de duas placas de 96 “wells” das bibliotecas. Para cada, fez-se uma réplica da mesma
para a hibridacio com sondas diferentes, ou seja, foi obtida uma membrana para a sonda
proveniente da planta ndo infectada e outra para a planta infectada. Apds a aplicagio, as
membranas foram colocadas na luz UV para a secagem e fixagio das amostras (Sambrook e
Russel, 2001).

Aplicaram-se nas membranas os PCRs gerados pelos “primers” MI13F ¢ R ¢ “primers”
Nested 1 e 2. As sondas utilizadas para essas membranas foram produtos de transcrigio reversa
das folhas infectada (Xac) e sadia (H,0), amostras de ¢DNA subtraido ¢ digerido (para a
retirada dos adaptadores) de ambas apds 10 dias de infiltracdo ¢ PCRs OPP. Para a marcagio
das sondas foi utilizado o Megaprime DNA Labelling System kit (Amersham Biosciences),
segundo o protocolo do fabricante. Apenas as marcacdes com valores superiores a 1,0x10%
cpm/ug de DNA foram utilizadas. Apds a revelacio e andlise comparativa da intensidade dos
“spots”, separaram-se as amostras que apresentaram padrio diferencial para a confirmagio

pela técnica de Northern blot. (Sambrook e Russel, 2001).

3.8 — Seqiienciamento de DNA e buscas por homologia

As reacbes de seqiienciamento foram baseadas na técnica de Sanger et al. (1977). Para tanto,
fol utilizado o kit de sequenciamenio DNA Sequencing kit Big DyeTM Terminator, de acordo
com a metodologia descrita pelo fabricante (Applied Biosystems). As amostras foram
seqiienciadas no equipamento 377 ABI PRISM Genetic Analyser (Applied Biosystems). As
seqiiéncias obtidas foram usadas para a identificacio dos ¢DNAs através da busca por
homologias nos bancos de dados NR e de EST usando o programa BLAST

(www.ncbinimonth.gov). Em geral, as seqgiliéncias derivadas dos clones isolados na andlise

diferencial identificaram ESTs de C. sinensis com “match” completo, os quais foram
considerados como clones ESTs correspondentes. Tanto as seqiiéncias de DNA derivadas dos

clones isolados no andlise diferencial como seus ESTs correspondentes foram usados na busca
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em banco de dados usando-se a versdo BlastX para a identificacio da providvel funcio dos

genes.

3.9 — Reacéo de transcrigfio reversa

Foram utilizados 3-4 g de RNA total e 1 pg de mRNA de folhas infiltradas com H,0, Xac
ou Xaa apos 48 horas ¢ 10 dias de infiltragdo para a obtencio dos cDNAs que foram utilizados
nos experimentos de gPCR. Desse modo, para cada 1 uL de RNA total (3 pg) foram adicionados
2 uL de tampdo 5x da DNAse I (MOPS 5X - MgCl, 30 mM) e 1 ul. de DNAsel (7,5 U/uL). O
volume foi completado com 4gua tratada com DEPC para 10 uL de volume final. As amostras
foram incubadas & 37° C por 30 minutos. Foi feita a inativagiio da enzima & 80° C por 10
minutos. Apos foi adicionado as amostras 2 pL de oligo DT (10 pM) e a mistura foi incubada a
68° C durante 5 minutos. Adicionaram-se 4 solugio: 4 pL 5x tampdo “first strand buffer”, 2 pL
0.1 M DTT, 2 pL 10mM dNTP’s e 0,5 pl. da enzima “SuperScript I RT”. Incubou-se a mistura
4 25° C por 5 minutos e 42° C por 50 minutos. A amostra foi denaturada a 70° C por 15 minutos
para a inativacio da enzima (Kit SuperScript - Invitrogen). Foram adicionados 20 UL de dgua
tratada com DEPC nas amostras as quais foram armazenadas em freezer —20° C. Para a
verificagfio da eficiéncia dos ¢cDNAs gerados, foram feitas PCRs atilizando-se “primers™ de

genes diferenciais para a amplificacdo dos fragmentos especificos.

3.10 - PCR guantitativo em Tempo Real (qPCR)

O padrio de expressio dos genes que apresentaram diferenciais nos Northemns foram
confirmados por gPCR. A deteccio de amplifica¢io em tempo real foi realizada no
equipamento “7500 Real Time PCR System®” (Applied Biosystems) utilizando o reagente
SyberGreen PCR Master Mix® (Applied Biosysiems) que além de conter todos os reagentes
necessdrios para a realizagdo de uma PCR (dNTPs, MgCl, tampdo, Tag Ampli-Gold), contém
também o corante SYBRGreen, componente intercalante de DNA dupla fita, necessdrio para a
deteccdo da reagdo ciclo a ciclo.

As seqiiéncias de DNA dos genes diferenciais foram carregadas no programa “Primer
Express 3.0” (Applied Biosystems) para a derivacdo dos oligos (detectores) usados nos

experimentos de qPCR. As segiiéncias desses oligos estdo mostradas na Tabela 3. Inicialmente,



foram feitas andlises de quantificaciio absoluta de alguns genes através de amplificacdes
obtidas variando-se a concentracdo de “primers” em diluigdes seriadas (logaritmicas) de
cDNA para a determinagiio da melhor relacio de concentragio “primer”/cDNA, tentando-se
obter > 90% de eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e controle endégeno. Foram utilizados
cDNAs gerados a partir de mRNAs ¢ RNAs totais de folhas infiltradas com Xac, Xaa ¢ Hy0
apos 48 horas e 10 dias de infeccdo. Em seguida, foram realizadas as reacbes para a
quantificacio da expresséo pelo método “andlise relativa dos dados™, que € expressa pela
formula 225¢T (Livak e Schmittgen, 2001). Foram utilizadas come amostras calibradoras os
c¢DNAs de folhas infiltradas com H»0. Utilizamos o EST CK937155 como controle endégeno
das reagdes pois apresentou o mesmo nivel de expressdo nas amostras dos tratamentos: folhas
infiltradas com Xac, Xaag ¢ Hy0. As PCRs foram feitas em triplicata, em placas de 96 “wells” e

os resultados foram analisados pelo programa *“7500 Software” usando-se o modo

“guantificacdo relativa” (Applied BioSystems).

Tabela 3: “Primers” gerados para amplificaciio dos clones diferenciais por gPCR.

Clone “Primer” 5" “Primer” 37

1A-F2 CCTCAACATCATGGCGAAGTT GCCACAACACAGTCCGCTAA
1A-B5 GAGTGGTACTTITTTGTCCCAAGAG TGTCCTGTTTGGCCTTCCA

1A-F3 GCTGGCTCTGTAGTCTCCTGAAA AGTTGGACAAGGGAGCAGTTCT
1A-C3 CCTGGAGCGGCAAGGAT CCCAGCAGCCTCATGACCTA
1G-E6 TTTTTCAGCGCCAGTTAGITAGAG CGGCCATTTCCCCAATTC

1A-H4 AAGGGCTTAACTCACGCATCA CCCTTGTTGTTGCCATTGC

1A-D3 GCCAAATCCTTGCGAAGATG AAGTTCCTTTTCGAGGCAAGTTT
1A-H3 AGGGACTCAAGGTTTTIGGTATACA  GCCATGGTTGATGCTAAATCC
21-B9 CGATATTGGAGGATGGAACCA TTCCCAACATTCACATCCTTCA
2I-F12 CAACTCCTGGAGCCAACCAT GGCCTGGCAGTATCAAACACA
2I-F9 CAGCAACAAGAAGAAGGAAAAGG ACATCTGAGATCGCCAAATGC
2D-B12 GCCAGAATGATCACCATCGA GCCGTGTCCCAGATTTGG

2H-BY CGGGAAGAGGGTTCGATATCA CTGACACGTGGCCTTTGTTCT
21-G12 TCACCTCGAGAGACGAAATCTG TCATGATAGCAGGATTGGTGTCA
2E-B5 AAAACAGCCTCTGAACCAAATCTT GGAGGAAATGTGAGAGGCATCT
2E-DI0  TCCCTGAGAATACCCCTGACA CCCTGGTAAGGCAGCAACTAA
2E-D12 CCCTTTTGTTCCACACGAGATT AAAAGATAACGCAGGTGTCCTAAGA
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3.11 — Clonagem e expressic do dominio C-terminal de PthAl com cauda de histidina
(cPthAl)

O dominio C-terminal de PthAl foi amplificado por PCR (“primers” pthAN2 e pthAC)
utilizando-se como molde o plasmideo extraido de Xac 306. O fragmento esperado foi
amplificado (~ 800 pb) e ligado ao vetor pGEM t-easy (Promega) de acordo com as instrucdes
do fabricante. O produto da ligacio foi usado para a transformacio de células competentes
IM109 pela técnica de PEG (Sambrook e Russel, 2001) e os clones transformados foram
clivados com as enzimas EcoR/[ e Ndel (Promega) para a liberacdo do fragmento correspondente
ao domimio C-terminal. Essas digestdes foram aplicadas em gel agarose 0,8% e os fragmentos
foram entdo extraidos para serem ligados no vetor pET28a, também digerido com as mesmas
enzimas de restricdo. O produto da ligagdo foi utilizado para a transformacio de células
competentes E. coli IM109 por PEG e para a confirmacfio das clonagens foram feitas PCRs de
col6nia (Sambrook e Russel, 2001). A seqiiéncia dos clones positivos foi verificada pela técnica
de sequenciamento. Confirmadas as seqliéncias, os plasmideos foram usados para a
transformacio (PEG) de células competentes BL21dE3 para expressdo do dominio C-terminal.

A inducdo foi feita em 2,5 litros de meio LB, a pariir da diluicdo de 1:100 do pré- indeulo
contendo meio LB, antibidtico kanarnicina (50 pg/mL) € o clone pET28a- cPthAl-BL21DE3.
Os indculos foram incubados a 30° C, sob agitagdo constante de 200 rpm até atingirem ODgoonm
~ 0,6. Nesse estdgio, adicionon-se IPTG 0,4 M para a inducdo da proteina cPthAl. Apds 3 horas
de indugio, as células foram coletadas por centrifugacio e o *pellet” foi ressuspendido em
tampdo TS 10 (20mM Tris, 300 mM NaCl e 10 mM Imidazol). Foi adicionado ao extrato, 2 mL
de lisozima (10mg/ml.) € o mesmo foi incubado por 30 minutos no gelo. A lise das bactérias foi
realizada por sonicacgio utilizando-se a poténcia de S0 W em pulsos de 30 segundos e mantidas
em gelo até o clareamento da solugfio. A suspensdo foi centrifugada a 4700xg por 15 minutos a
4°C e o “pellet” foi congelado para posterior purificagio. A andlise da indug¢fio do dominio C -

terminal foi verificada por gel SDS page 10% (Sambrook e Russel, 2001).

3.12 - Purificacao de cPthAl por cromatografia de afinidade.
O sobrenadante, obtido por centrifugacio do lisado de células que expressou cPthAl, foi

filtrado em uma membrana de 0,45 UM e aplicado a uma resina de Ni-NTA (Quiagen)
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previamente equilibrada com tampéo TRIS-HC1 20mM pH 8,0 com 10mM imidazol, 300mM
NaCl e 0.05mM DTT (TS10). A coluna foi lavada com 10 volumes de coluna de tampdo
TRIS-HCI 20mM pH 8,0 com 10mM imidazol, 300mM NaCl, e 0,05 mM DTT e a proteina de
interesse foi eluida com tampdes com concentragBes crescentes de imidazol (20 mM até 120
mM).

3.13 — Clonagem de pthAs 1, 2 e 4 em vetor pBI121 para experimentos de agroinfeccio em

folhas de laranja.

Plasmideos de Xac foram purificados usando-se o kit Qiagen ¢ usados como DNA
“template” em reagdes de PCR: DNA “template” (~25 ng), 10 uM de cada “primer” PthAl e
PthA?2, 240 pM dNTPs, 1x tampéo da Taq Pfu Turbo e 1U Taq Pfu Turbo (Stratagene) em 50
pL de reagio. As condigdes de PCR foram: 1 ciclo de 3 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 3 minutos. Os produtos de PCR
foram separados em gel de agarose e os fragmentos em torno de 3 a 3.5 kb foram purificados
do gel, digeridos com Ndel e EcoRI e subclonados em vetor pET28a previamente digerido com
as mesmas enzimas. O produto da ligagéo foi usado para transformar células eletrocompetentes
de E Coli IM109. Plasmideos recombinantes foram identificados por sequenciamento ¢
digestio com Sspl, que diferencia os diferentes PthAs. Os genes pthAs clonados foram

utilizados para a posterior clonagem em vetores pBI121 para experimentos de agroinfiltragao.

A fim de observar a localizagio da protefna PthA na célula da planta nos experimentos de
agroinfiltraciio, foram feitas construcdes com o gene EGFP que codifica a proteina GFP {Green
Fluorescent Protein). Para tanto o gene EGFP foi removido do vetor pEGFP (BD-Clontech)
com Sacl/Neti e subclonado em fusdo C-terminal com a proteina PthA2 em pET2%. A fusdo
PthA2-GFP foi removida do vetor pET2%9a com Xbal e Xhol e ligada no vetor pBI121
linearizado com Xbal e Sacl, usando-se adaptadores Xhol-Sacl Os pthAs 1, 2 e 4, sem fusdo
com GFP foram também subclonados em vetor pBIi21. Para tanto, os pthAs 1, 2 ¢ 4
previamente clonados em pET29a foram removidos desse vetor com Xbal e Xho! e ligados no
vetor pBI121 linearizado com Xbal e Sacl, usando-se adaptadores Xhol-Sacl. Os plasmideos
recombinantes foram seqiienciados e usados para transformar cepas de Agrobacterium

tumefasciens C58, LBA4404 e EHA105 e GV3101 eletrocompetentes.

28



3.14 - Preparagio e transformac¢iio de células eletrocompetentes de Agrobacterium

tumefaciens para agrotransfeccio

As bactérias Agrobacterium tumefaciens, cepas C58, LBA4404 e EHA105 ¢ GV3101,
foram preparadas segundo o protocolo para eletroporacio (manual do wsudrio Gene Pulser
BioRad). Para tanto, uma colénia isolada de cada cepa foi crescida durante a noite com
agitacio constante 4 200 rpm, 30° C em um volume de 1,5 L de meio YEP, até atingir ODeoonm
~ 0,6. Os inéculos foram centrifugados (4000g, 4° C por 10 minutos} para a obten¢io do
“pellet”. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 50 mL de
solugio estéril de 10% glicerol 2 4° C. Repetiu-se o passo anterior duas vezes ¢ apds, o “peliet”
foi ressuspendido em 25 mL de solucdo de glicerol 10% estéril. Todo o volume foi aliquotado

em tubos de 1,5 mL e armazenado em freezer —80° C.

A transformaciio das células competentes de Agrobacterium tumefaciens foi baseada no
protocolo de Sambrook e Russel (2001). As Agrobacterium transformadas foram crescidas
com os antibidticos especificos, em meio YEP (10g/L. peptona, 10g/L extrato de levedura, 5g/I.
NaCl), sob agitacio constante de 200 rpm, a 28°C, por 48 horas. Os indculos de Agrobacterium
foram coletados por centrifugacdo (4700xg por 5 minutos) e ressuspendidos em meio MS
(Sigma), mantidos sob agitagdo constante de 200 rpm a 28°C durante 3h. Uma suspensio
bacteriana de ODgoonm ~ 0.3 foi usada para infiltrar folhas de laranja. Fothas infiltradas foram
observadas em estéreo-microscépio. Cortes de tecido fresco foram feitos com auxilio de bisturi
¢ analisados em microscépio de fluorescéncia usando-se filiros para evidenciar fluorescéncia
de GFP.
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4. Resultados e Discusséo
4.1 - Ensaios de infiltracio nas folhas

Folhas de laranja doce das variedades Péra, Hamlin e Valéncia inoculadas pelo método de
“pin-prick” ndo apresentaram sintomas do cancro, apenas pequenas lesdes que ndo se
desenvolveram (dados ndo mostrados). Portanto, o método adotado para infec¢do das plantas
foi a infiltracdo da bactéria no meséfilo.

Folhas infiltradas com as suspensdes bacterianas crescidas em meio sélido durante 48
horas desenvolveram lesdes caracteristicas de cancro, em especial, hiperplasia e
“encharcamento” (“water soaking”) do tecido, cerca de 5 dias apés a infiltragdo, e a formacio
de pequenas pustulas cerca de 10 dias ap6s a infiltragdo (Figura 5). Folhas infiltradas com a
cepa 1421 apresentaram sintomas mais rapidamente que aquelas infiltradas com a cepa 306,

porém, nao foram observadas diferencas significativas na suscetibilidade entre as trés

variedades de laranja testadas.

306

Figura 5. Folhas de laranja, variedades Hamlin (H), Péra (P) e Valéncia (V), infiltradas com suspensio
bacteriana (cepas 1421 e 306) a partir de meio sélido mostrando os sintomas desenvolvidos 10 dias apés a
infiltracdo da bactéria. Plantas mantidas em casa de vegetacio. Setas indicam dreas infiltradas.

Segundo a literatura (Aldon et al., 2000; Lahaye e Bonas, 2001; Biittner e Bonas, 2002,
Fouts ef al., 2003), componentes da planta sdo necessdrios para a indugdo da expressio dos

genes hrps e avrs, essenciais para a infecgdo. Assim, avaliou-se o efeito do pré—cultivo da
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bactéria na presenca de pedagos de folhas sobre o desenvolvimento dos sintomas. Os resultados
demonstraram entretanto que nao houve diferenga significativa no grau ou no tempo de
aparecimento dos sintomas do cancro nas folhas infiltradas com bactérias previamente

“induzidas” ou controle (Figura 6).

1421 - §

306 +

Figura 6. Folhas de laranja, variedades Hamlin (H), Péra (P) e Valéncia (V), infiltradas com suspensio
bacteriana (Xac, cepas 1421 e 306) crescidas em meio liquido previamente incubadas (+) ou nao (-) com
pedagos de folhas das respectivas hospedeiras, mostrando os sintomas desenvolvidos 14 dias apds a infiltragdo
da bactéria. Plantas mantidas em casa de vegetacdo. Areas mais claras representam 4reas infiltradas.

O tempo de aparecimento dos primeiros sintomas do cancro (hipertrofia e hiperplasia), que
variou de 4 a 5 dias ap6s a infiltragdo, foi semelhante nas plantas mantidas em casa de
vegetagdo e em sala de crescimento e entre as trés variedades de laranja testadas. Apds esse
periodo, entretanto, as lesdes evoluiram mais rapidamente nas plantas mantidas em casa de
vegetacdo, em especial, o amarelecimento e posterior escurecimento das lesdes. Por outro
lado, observou-se uma taxa de abscisdo foliar maior na condi¢do de casa de vegetacio,
principalmente nas variedades Hamlin e Valéncia. Portanto, decidiu-se trabalhar com

suspensdo de bactérias a partir de meio sé6lido, com infiltracGes paralelamente a nervura

31



central e manutencdo das plantas em sala de crescimento usando-se a variedade de laranja Péra
aos 6 meses de idade. Apesar da cepa 1421 ser relativamente mais virulenta, os experimentos
foram realizados com a cepa 306, uma vez que seu genoma é conhecido.

Os resultados obtidos nesses experimentos estdo de acordo com os dados da literatura que
mostram que o0s sintomas do cancro citrico, incluindo hipertrofia celular, hiperplasia e
“encharcamento” do tecido foliar tornam-se visiveis de 4 a 5 dias apo6s a infiltracao da bactéria
(Brunings e Gabriel, 2003). Hd evidéncias de que o reconhecimento entre células de algodio e
X c. pv malvacearum ocorre 48 horas apos a inoculagao da bactéria (Al-Mousawi ef al., 1982) e
que Xac induz divisdo celular em citros dentro de 72 horas apds a sua inoculag@o (Lawson et al.,
1989). Portanto, com o objetivo de isolarmos genes envolvidos no desenvolvimento dos
sintomas, foram geradas bibliotecas subtraidas ao redor do décimo dia apés a inoculagdo da
bactéria. Exemplos de dois estdgios de desenvolvimento dos sintomas do cancro induzido por

Xac ao terceiro e décimo dia apds a infiltracdo da bactéria estao mostrados na Figura 7.

Figura 7. Folhas de laranja Péra infiltradas com suspensido de Xac (306), mostrando os sintomas desenvolvidos
ao terceiro dia (amarelecimento da drea infiltrada; esquerda) e décimo dia (encharcamento e hiperplasia;
direita) apos a infiltracdo da bactéria. Setas indicam 4reas infiltradas de folhas de plantas mantidas em sala de
crescimento.

4.2 - Extracao dos RNAs
Amostras de RNA total de folhas ap6s 10 dias de infiltragdo foram utilizadas na construgio
da primeira biblioteca subtrativa. Exemplos de amostras de RNA total utilizados para obten¢io

dos mRNAs estdo apresentados na Figura 8.

Figura 8. Gel de agarose 1%, MOPS 10X e formaldeido
mostrando 4 uL dos RNAs extraidos apds precipitagio com LiCl
4M. 1 e 2, RNA de folhas nao infiltradas; 3 e 4, RNA de folha
infiltrada; C — RNA total de Arabidopsis thaliana usado como
controle para verificar a integridade dos RNAs das amostras.




4.3 — Obtencdo da Biblioteca Subtrativa — SSH

Apesar de a técnica SSH ser descrita como simples e eficiente para a geracdo de cDNAs
altamente enriquecidos para genes de baixa e alta abundincia expressos diferencialmente
(Diatchenko et al., 1996; Johnsson ef al., 2000), dificuldades foram encontradas para a
geracdo das bibliotecas. Na primeira tentativa de utilizacdo do kit SSH da Clontech nio foi
possivel visualizar o cDNA “driver” em gel e a ligacdo dos adaptadores nao foi eficiente.
Supondo que algum dos componentes do kit ndo estava funcionando, decidiu-se fazer a sintese
do cDNA usando o kit Superscript (Invitrogen). Dessa forma, o protocolo SSH foi repetido com
algumas alteracdes: incubac¢do da sintese da primeira fita foi a 37° C por 60 minutos e aumento
do volume do produto da reacdo, facilitando as extragdes com fenol/cloroférmio.

Virios PCRs foram feitos apds a subtracdo dos cDNAs, entretanto, o “smear” esperado
nos géis ndo foi observado. Para testar se havia cDNA apds a subtracio, foram feitos PCRs
com “primers” aleatérios (10pb) da Operon. PCRs com tais “primers” geraram “smear”
esperado, indicando que havia cDNA apés a subtracdo e que as condi¢des do PCR deveriam

ser otimizadas. Desse modo, alterou-se a ciclagem do 1° PCR (material e métodos) e obteve-se

um pequeno “smear”’ que se manteve apés o 2° PCR feito com “primers” Nested (N) 1 e 2

(Figura 9).

B) .
M 12%3 4 Figura 9. Gel agarose 1,5% monstrando “smear”

correspondente a existéncia de cDNAs subtraidos e
nao subtraidos. Colunas 1 e 2: ¢cDNA 1, subtraido e
nao subtraido; colunas 3 e 4: cDNA 2, subtraido e
ndo subtraido. A) 1° PCR dos cDNAs ap6s subtracao
feitos com o primer T7; B) PCR feito com primers
nested 1 e 2 a partir do 1° PCR.

4.4 - Clonagem e amplificagio dos fragmentos gerados pela técnica SSH

Os produtos do 2° PCR clonados em vetor pPGEM-T resultaram em mais de 1000 colénias
recombinantes de cada biblioteca. Foram feitos PCRs de col6nia a partir de in6culos crescidos
O/N com as duplas de “primers” N 1 e 2 e com os “primers” M13 reverso (R) e “forward” (F).
A Figura 10 mostra o resultado da amplificacao de clones da biblioteca Xac (“forward”)
amplificados com os “primers” N1 e N2 indicando que apenas cerca de 23% dos clones
apresentam adaptadores em suas extremidades. Na biblioteca reversa, o niimero de clones com

adaptadores nas extremidades foi maior, cerca de ~ 69% (Figura 10).
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Figura 10. Exemplos de PCR de
clones das bibliotecas “forward”,
placa cDNA1-A (A) e reversa, placa
cDNAZ2E (B) usando-se os primers N
1 e 2, mostrando o nimero de cDNAs
obtidos com ambos adaptadores nas
extremidades.

flilii_

Quando as PCRs foram feitas usando-se os “primers” universais M13F e R, que anelam-se no
“polylinker” do vetor pGEM-T, a maioria dos clones gerou produtos de PCR em ambas
bibliotecas, indicando que os clones contém insertos sem adaptadores em suas extremidades, ou

seja, que ambas bibliotecas contém clones ndo subtraidos (Figura 11).

cDNA1-J :
(Bibl. forward) Figura 11. Gel de agarose 1,5% de amostras de

PCR de col6nia geradas com os primers M13F e
R, das bibliotecas “forward” (placa ¢cDNAI-J) e
reversa (placa cDNA2-H). Foram aplicadas

cDNA2-H amostras aleatorias de cada placa.

(Bibl. reversa)

Os produtos de PCR amplificados com os “primers” MI3F/M13R foram “espotados”
diretamente nas membranas pois a maioria das reacdes testadas em gel mostrou uma banda de
amplificacdo (Figura 11). Porém, essas membranas, especialmente no caso da biblioteca Xac,
contém em sua maioria clones sem seqiiéncias adaptadoras e que provavelmente ndo sofreram
subtracdao. Mesmo assim, decidiu-se testar tais membranas uma vez que um nimero maior de
clones (subtraidos e ndo subtraidos) seriam selecionados nos ensaios de hibridagéo.

Para gerar membranas apenas com os clones contendo adaptadores nas pontas, aliquotas dos
produtos de PCR gerados com os “primers” N1/N2 foram analisados em gel de agarose e
somente aqueles que amplificaram bandas foram aplicados nas membranas. Dessa forma, foram
aplicados 21 clones da biblioteca forward (Xac) e 67 clones da biblioteca reversa (H,0) em uma

tinica membrana.

34



4.5 — Dot e Northern Blotting

A Figura 12 mostra o resultado das hibridacoes de clones das bibliotecas forward (Xac) e
reversa (Hy0) gerados com “primers” N e MI13, hibridizados com as respectivas sondas
subtraidas ou com os produtos da transcricdo reversa de mRNAs de folhas infiltradas com H,0
ou Xac para comparacdo. Ao contrdrio do esperado, ndo foram observadas diferencgas
marcantes no padrao de hibridacdo entre os clones das duas bibliotecas os quais deveriam ser
diferenciados pelas respectivas sondas. Na Figura 12 A, por exemplo, os clones hibridizados
com a sonda reversa (deteccdo de genes reprimidos por Xac) deveriam apresentar um nimero
expressivo de clones positivos comparados aos clones hibridizados com a sonda forward

(genes induzidos por Xac), e vice-versa.

A) Xac H,0 - Sonda subtraida
o SRRt SRR }Biblioteca C)
rr = . E-:E-:: ¥ Forwa]’d Xac Agua
- i @D ot o2
4 Chladan . | f ke erwan S asemeae o = il
.O "® \ Biblioteca aes . - 9 ¥y "
@ i ® T.’:Z'" Reversa LI " & " @
B)  Sonda: TR-Xac TR-H,0 TR-Xac TR-H,0
il (TN . o B e s P &
chnemtlea el g aran s i
'. ,:-.- _-_.-- s ot _I ? \ :
pENGE 5 e SO,
5 L g B E e
eé &: e W D
ozt @ b ¢ B GOTRETEG S ™ TR,
. & b T
Blb]wteca Revcrsa Biblioteca Forward

Figura 12. A) Clones das bibliotecas forward e reversa amplificados com primers N e hibridizados com as
respectivas sondas subtraidas. Os baldes e retingulos (conectados como exemplo) indicam os clones em réplicas
que apresentaram padrao de hibridacio diferencial com as sondas reversa e forward, respectivamente. B) Clones
das bibliotecas forward e reversa amplificados com primers M3 e hibridizados com sondas geradas por
transcricao reversa de mRNAs extraidos de folhas infiltradas com Xac ou H,O. As setas indicam clones em
réplicas que apresentaram padrdo de hibridacdo diferencial entre as sondas testadas. C) Detalhe da hibridagio
diferencial do clone A2 (em réplica, retdngulo) da biblioteca reversa hibridizada com sonda subtraida Xac e H,0.
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Esse resultado indicou portanto que provavelmente a subtracao nao foi eficaz. Para saber se
estdivamos tendo problemas com a sonda e ndo com os clones “espotados”, as membranas
foram hibridizadas com sondas derivadas da transcri¢do reversa de mRNAs extraidos de
folhas infiltradas com Xac ou H;0 (Figura 12 B). Apesar dessas sondas ndo serem adequadas
ao “screening” diferencial devido a baixa abundancia relativa dos transcritos, elas poderiam
ainda detectar genes abundantemente expressos que apresentassem uma diferenca superior a
10 vezes no seu nivel de expressao (Sambrook e Russel, 2001). Diferencas significativas nas
intensidades das hibridacdes entre os clones das duas bibliotecas ndo foram observadas,
porém, alguns deles mostraram aparente expressdo diferencial (Figura 12 B). Decidiu-se testar
portanto, aqueles clones que visualmente apresentaram padrdo de hibridac@o diferencial com
as sondas subtraidas (Figura 12 A e C).

Uma vez que os resultados das hibridacoes indicaram que a subtracdo nao havia funcionado,
procurou-se obter sondas enriquecidas em transcritos diferenciais que pudessem detectar genes
diferencialmente expressos. Para tanto, sondas foram amplificadas a partir da 1° fita de cDNA da
transcricdo reversa dos tratamentos Xac ou H,0 com “primers” de seqiiéncia aleatéria (10 pb —
OPERON). Exemplos dos produtos de PCR gerados nessas reacoes estdo apresentados na Figura
13. Como esperado, verificou-se que a maioria das bandas visiveis em gel foi semelhante entre
as amostras Xac e Hy0, porém € possivel verificar pequenas diferencas no perfil de bandas,
sugerindo que os “primers” estariam amplificando seqiiéncias distintas entre as duas populacoes

de mRNA (Figura 13B).

A) B) Figura 13. Gel agarose 1,5% de cDNAs
Kac-H:0 Xac-Hy0 Xac-H:0 ac-mn Xac-Hi0 Xac-Hal) Xac-Hy0 ampli tif:adus da 1° fita de cDNA
provenientes dos mRNAs de folhas

infiltradas com Xac ou dgua usando-se

diferentes pares de 6ligos decimeros
(primers OPP). A) Amplificacio da
reagao de transcri¢do reversa de Xac e
H,0 com diferentes pares de primers
OPP. B) Exemplo de PCR em duplicata
da TR de Xac (1 e 2) e H,0 (3 e 4). As
TR Xac TR H,0 setas mostram bandas diferencialmente
expressas entre as duas amostras.
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Assim, escolheu-se um conjunto de produtos de PCR gerados com “primers” OPP que
mostraram perfil diferencial de bandas para a geracdo e marcacio das sondas utilizadas na
hibridacdo de membranas contendo clones amplificados com primers N1 e 2 e M13F/R.

As hibridacoes com sondas OPP, em comparagdo com sondas derivadas da transcri¢do
reversa de mRNAs extraidos de folhas infiltradas com Xac ou H;0, demonstraram ser mais
eficientes para a revelagido de genes diferenciais nas membranas de dot blot. Portanto, deu-se a
continuidade dos experimentos utilizando-se sondas OPP para a hibridacdo das membranas
restantes. A partir dos resultados de dot blot forai feita a andlise das membranas para a escolha

dos “spots” que apresentaram diferencas significativas de intensidades (Figura 14).

A B &
Figura 14: A) Clones das bibliotecas forward o gwass : s s geseimn oot
e reversa amplificados com primers N. B e C) : L. ?\ : KQ Rt
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amplificados com primers M13. Todas as ..:° :: '_ foTiLtatesihe (@) Sl
o siTIL Sva. .=t I0 ! .. . Sonda
membranas foram hibridizadas com sondas - ic..ociioollo o0 1 i r
geradas por PCR usando-se primers OPP e |:;>\ o ".;'_." £
cDNA de amostras de folhas infiltradas com ... |. s 3 : b
Xac ou H,0. “Spots” diferenciais estao X SRS . :
marcados com baldes conectados como Cﬂ\ TYRTrgetas :
exemplo. As setas indicam o clone 1A-F3 com R RRRES
hibridagao diferencial, que pode ser melhor O e
visualizado no detalhe abaixo (D). : -
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O screnning de dot blot resultou em 20 fragmentos de cDNA que apresentaram diferenciais
de expressao nos tratamentos Xac e H,O. Os plasmideos de duas coldnias independentes foram
seqiienciados para a identificacao dos insertos (Tabela 4). Apés digestio com Pstl e Sacll
(Figura 15) os insertos correspondentes foram purificados, marcados com oP** e utilizados como
sonda nos experimentos de Northern blot. Exemplos desses Northerns estao apresentados na
Figura 16. Trés dos cDNAs isolados foram identificados como proteina Rubisco e, portanto,
apenas um foi utilizado como sonda (2ZAA9). No total dos 20 genes isolados, apenas 17 foram
testados por Northern blot e gPCR sendo que em virios dos Northerns ndo foram verificadas

diferencas entre os tratamentos Xac e H20 devido a ndo detecgdo de bandas ou baixo sinal.
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Tabela 4: Apresentagio dos clones diferenciais isolados a partir das anilises de dot blot. A identificac@o dos clones
foi realizada através da busca por homologias nos bancos de dados NR e de EST usando o programa BLAST
(www.ncbi.nim.nih.gov).

|
| Clone Homologia
1A-BS EST: Citrus sinensis- gil61688812i¢hiDNAIYT12 11~ 1e-103
Z 2il66394320'ghlAAY 4 126.1) Dommlo da proteina NAC - NAC6 [Glveine max] - 1e-85
1A-C3 EST: Citrus sinensis - gilo1690190i25IDN621090. 11 - 0.0
2 i 806.11 Alcool dehidrogenase class I [Solanum ruberosum] - 4e-78
|
l 1A-D3 EST: Nao hd EST de citrus. gil30683133irefiNP_196599.2! - Helicase dependente de ATP/ helicase/ [4rabidopsis thaliana)
1A-F2 |
i
1A-F3 |
— T6igbICX673659.11 - 0.0 i
i proteina desconhecida - [Arabidopsis thaliana)- 3e-39
| A-H4 EST: cil20200003iehiION 1840661 - Citrus sinensis — 3e-129
3 117287 1 GlembiC il proteina do fotossistema I [Spinacia oleracea] — 9e-33
205 HgblCX672664.1- 0.0
1G-E6 4274¢ metionina sulféxido redutase A [Populus balsamifera subsp. trichocarpa x Populus deltoides]-
3e-90
D-BI2 EST: Citrus sinensis - cil346206707 ahiCN IR 1770. 1 - Se-156
E il 1323598 relINP 1934500 1- RAB2 [A rabidopsis thaliana)- 3e-117
2E-DIO EST: Nio hd EST de Citrus - Prunus pérsica - gil3949401 3iablDY 5198071 - 8e-44
- il 322238 01relINP_i 72218, 1i- ceramidase [4rabidopsis thaliana)- 3e-90
JE-DI2 E.ST C:Irm smem.ts - 'Zh‘nﬁ\("’ ehlCRI2220+. 1 - 3e-85
- citocromo P450 [Nicotiana tabacum]- 8e-38
2L.BY il - Citrus reticulata x Citrus temple - 0.0
| - 30 " proteina Kinase com repetigoes ricas em leucina [Arabidopsis thalianal- 2e-120
51O EST: Nao hd EST de Citrus - gil71885538igh!DT034595.1i- Viris vinifera - 1e-150
cil91984056!re1YP_567140.11 proteina hipotética de cloropiasto RF2 [Vitis viniferal- 6e-72
JLF12 i Curus sinensis - 0.0 |
2LG12 3 -“—f‘%
2H-BY
| 2E-B6 it . ;
ribulose-1,3-bifostato carboxilase [Gossypium hirsutum]- 1e-69
1A-AS iy 23031 - Vits vinifera - fe-115
protema h1p0tc11ca de cloroplasto -RF2 [ Fins viniferal- 6e-72
SH-D11 = Citrus sinensis - 2e-142
e ' ribulose-1,5-bifosfato carboxilase [ Gossypium hirsuium]- 1e-69
o 9.1 - Citrus sinensis - 0.0
- | subunidade menor da Rubisco [Coffea arabica] - 1e-81

38
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Figura 15: Exemplo de gel de agarose 0,8% mostrando a digestdo

3000 pb de 4 dos clones isolados por dot blot. Liberagio dos fragmentos
clonados (~ 100-650 pb) apés digestdo com as enzimas Pstf e
650 pb Sacll. As bandas de maior tamanho correspondem ao vetor
pGEM (~ 3000 pb).
100 pb
HZO Xac Hgo Xac
21I-F12 2A-A9
- |RSH2 = Rubisco Figura 16. Exemplos de Northern blot de
' RNA total de folhas de citros infiltradas com
ot | 1A-F3 Yo 21-G12 H)O e Xac ap6és 10 dias de infiltragdo
VSR 7 eF mostrando o padrdo de expressdo de 6 genes
diferencialmente expressos incluindo Rubisco,
W . 2D-B12 & o 1A-F2 RSH2, “vacuolar sorting receptor” (VSR),
RAB2 SHMT RAB2, provivel fator de elongacio (eF) e
serina-hidroximetil transferase (SHMT).
RINA total RNA total

4.6 - Analise da expressio dos genes identificados por dot blot através de PCR
quantitativo em Tempo Real (qQPCR)

Uma vez que cerca de 65% dos genes identificados ndo apresentaram diferencial nos
experimentos de Northern blot, decidiu-se utilizar a técnica de PCR quantitativo em tempo real
(qPCR) para quantificar as diferencas de expressdo génica entre as amostras infiltradas Xac e
H,0.

Inicialmente, analisou-se a expressdo diferencial dos genes a partir de amostras de RNA total
de folhas infiltradas com Xac ou H,O apds dez dias de infecgio. Entretanto, com o intuito de
complementar os dados iniciais obtidos neste projeto, foram estudadas também as diferencas na
expressdo dos genes identificados em resposta a infeccdo por Xaa, que causa cancro apenas no
limao galego (Brunings e Gabriel, 2003). A andlise da expressdo diferencial desses genes em
respostas as bactérias Xac e Xaa poderia revelar quais dos genes identificados estariam

relacionados ao desenvolvimento do cancro citrico, ou a reagdo de HR em folhas de laranja.
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Para validacdo e quantificacdo dos resultados obtidos, foram feitos QPCRs em triplicata
utilizando cDNAs provenientes de diferentes plantas infiltradas com Xac, Xaa e H,0, ap6s 48
horas e 10 dias da infecgdo. Os valores de expressdo génica foram calibrados com a referéncia
H0 e normalizados com o EST CK937155 de laranja doce o qual ndo apresentou variacdes na

expressao entre os tratamentos Xac, Xaa e Hy0 (Figura 17).

A) Xac Xaa Agua B)

1.0e+000

1 0e-001

Figura 17. A) Northern blot de RNA total de folhas de F
citros hibridados com a sonda EST CK937155, mostrando | '™
a expressdo similar entre os tratamentos Xac, Xaa e H,0 - \
48 horas. B) Exemplo de amplificacio por PCR-RT de et
amostras de cDNAs de folhas infiltradas com os trés ! .
tratamentos. A sobreposi¢do das curvas indica niveis e et g
equivalentes de mRNA nas amostras. Cce Numbir

As curvas de dissociacdo dos fragmentos amplificados foram analisadas e somente as
amostras que apresentaram um Unico produto de amplificacdo foram consideradas na andlise
dos resultados (Figura 18). Assim, do total de 17 clones testados por qPCR, os dados dos
genes 1A-C3 (dlcool desidrogenase) e 1A-H4 (Proteina fotossistema II) ndo foram
considerados pois estas amostras apresentaram mais de um produto de amplificacio na curva
de dissociac@o. Além disso, clone o 2A-A9 (proteina Rubisco) néo foi analisado por gPCR uma
vez que os dados de Northern eram claros e bastante concordante com os dados da literatura
que mostram regulacdo negativa da Rubisco em resposta a ataque de patégenos (Reinbothe ef
al., 1994; Desimone et al., 1996).

A Tabela 5 retine portanto os resultados de qPCR das amostras de folhas infiltradas com
H,O, Xac e Xaa ap6s 48 horas e 10 dias da infiltragdo. Embora tenha havido uma
correspondéncia entre os resultados de Northern blot e qPCR, a técnica de qPCR é mais
sensivel na deteccdo devido a facilidade na sua quantificagdo, maior sensibilidade,
reprodutibilidade, acurdcia e velocidade de andlise sendo necessdrias para isso, poucas
quantidades de material em comparacdo com o Northern. Portanto, a técnica de qPCR foi

importante para a validagdo dos genes diferencialmente expressos.
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Tabela 5. Resumo dos resultados de qPCR dos genes expressos diferencialmente em folhas de laranja doce
infiltradas com Xac, Xaa e H,0 apés 48 horas e 10 dias de infecgdo. Os valores de expressio génica foram
calibrados com a amostra H-0 (1,0).

| Clone Identificacio do gene | In(_i'l_:q:ﬁo |
| Infiltracdo 48 horas | Infiltracido 10 dias
| Transdugio de sinal de auxina H,0 | Xaa | Xac | H;0 | Xaa | Xac
1A-B5 | Fator de transcricio NAC 1.0 1.8 | 45 1.0 | 84 | 3.2
Trafico e fusdo de vesiculas | r ;
2D-B12 RAB2 1.0 | 2.0 2.0 10 | 46 | 18
1A-F3 Receptor vacuolar 10 | 28| 23 1.0 | 40 | 27
Resisténcia e resposta de defesa
21-B9 Proteina kinase LRR 1.0 09 | 09 1.0 | 7.0 6.2 |
21-F12 RSH2 1.0 6.0 4.5 1.0 | 0.6 1.0 |
Ciclo celular/sintese de proteinas
21-G12 Fator de elongacdo 1.0 0.5 0.5 1 4 ol e s 1.2
| 2I-F9 Proteina de cloroplasto RF2 / ycf2 1.0 0.8 0.8 1.0 | 34 0.7
1A-D3 | Helicase 1.0 | 1.6 1.0 [ 1.0 | 53 3.5
l Metabolismo C - N 5. ' ' : |
1A-F2 | Serina hidroximetiltransferase 1.0 04 04 1.0 1.0 | 08
2H-BY9 Regulador de pseudo resposta 1.0 1S ) L3 10 | 120 2.0 |
| 1G-E6 Metionina sulféxido redutase A 1.0 09 | 09 1.0 | 50 1.5 |
2E-D10 Ceramidase neutra/alcalina 10 | 09| 08 |10 | 50 | 14
; Metabolismo secundirio |
| 2E-D12 Citocromo P450 1.0 41 | 29 1.0 5.0 2.1
Proteinas hipotéticas/desconhecidas
1A-H3 Proteina desconhecida 1.0 25 2.6 1.0 | 1.0 1.0

4.7 - Identificacdo e provavel funcio dos genes diferencialmente expressos
4.7.1 - Genes envolvidos na percepcao e transducio de sinal de auxinas/giberilinas

O clone 1A-B5 é homdlogo a membros da familia de fatores de transcricdo NAC. Esses
fatores de transcricio controlam desenvolvimento floral (Sablowski e Meyerowitz, 1998),
transducdo de sinal de auxina e giberilina (Xie er al., 2000; Robertson, 2004), resposta a
estresse hidrico (Tran et al., 2004; Ohnishi et al., 20035) e senescéncia em folhas (Guo e Gan,
2006). 1A-BS é homdlogo a uma proteina tipo NAC (NAP) de Arabidopsis, isolada como alvo
imediato de APETALA3/PISTILATA que controla a transi¢ao entre divisao e expansao celular
em pétalas e estames (Sablowski e Meyerowitz, 1998). 1A-B5 também se assemelha a uma

proteina NAC de cevada que interage com o fator SPY, um regulador negativo da resposta a
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giberilinas (Robertson, 2004). Entretanto, SPY regula outras respostas nao relacionadas a agao
de giberilinas como a ativagdo do promotor do gene “dehydrin” induzido por dcido abcisico

(Robertson, 2003).
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Figura 18. Exemplo de resultados obtidos pelo software 7500 System SDS na amplificagdo do gene diferencial
1A-BS5 (provével proteina NAC1). A) Curvas de dissociagao dos PCRs em tempo real obtidos pela amplificagao
do clone diferencial 1A-BS a partir de amostras dgua, Xaa, Xac. B) Resultado da expressio diferencial do gene 1A-
BS5 nos tatamentos Hy0 (vermelho), Xaa (verde) e Xac (azul).

1A-B5 também é semelhante a NAC1 de Arabidopsis, uma proteina que media a transdugao
de sinal da auxina durante o desenvolvimento de raiz lateral. Plantas de Arabidopsis NAC
“antisense” apresentam menos raizes secunddrias e a expressao de NACI1 no mutante firl
(transport inhibitor resistance) restaura a formacdo dessas raizes (Xie ef al., 2000), indicando
que NAC1 age “dowstream” a TIRI e apresenta uma fun¢do no processo de iniciagdao do
desenvolvimento de raizes laterais. TIR1 é um receptor de auxina da familia F-box
(Dharmasiri ef al., 2005; Kepinski et al., 2005), uma proteina do complexo proteassoma que
controla a protedlise de reguladores da resposta a auxina. E interessante notar que uma
proteina tipo F-box semelhante a TIR1 foi isolada por “Differential Display” em nosso
laboratério a partir de folhas de laranja infiltradas com Xac e Xaa (Celso E. Benedetti e Raul
Andrés Cernadas, dados ndo publicados), sugerindo que essas bactérias alteram vias de
sinaliza¢do de auxinas. Consistente com esses dados, nosso laboratdrio também encontrou que
Xac e Xaa (em menor grau) alteram a expressdo de genes envolvidos no transporte polar de

auxinas (Raul Andrés Cernadas, dados nio publicados). Portanto, sugere-se que o clone 1A-B5
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esteja associado a transducdo de sinal de auxina durante o fendmeno de divisdo € expansao

celular que ocorre em resposta a infeccdo por Xac.

4.7.2 - Genes envolvidos no trafico, atracamento e fusio de vesiculas

Resumidamente, o transporte mediado por vesiculas envolve trés etapas principais: a
primeira € executada por complexos protéicos que recobrem as vesiculas ¢ incluem as
protefnas clathrina ¢ COP (coatomer), envolvidas no brotamento ¢ selecio do “cargo”; a
segunda envolve o movimento e direcionamento das vesiculas para o compartimento acepior,
sendo que proteinas da familia Rab-GTPases tem papel importante nesse processo; a terceira
etapa envolve o atracamento e fusio das vesiculas mediadas por receptores SNAP
denominados SNAREs (Xu ef al., 2002). Além disso, as plantas apresentam diferenies
vaciolos funcionais em uma mesma célula e apresentam dois compartimentos vacuolares
separados: os lticos e os de reserva. Estes contém marcadores TIP em suas membranas os
guais sdo lteis para distinguir vacdolos com fun¢des distintas (Jauh ef ai., 1999; Paris et al.,
1996; Okita, 1996). Vaciiolos de proteinas de reserva (PSV — “Protein Storage Vacuoles™)
caracterizam-se pela presenga de o-TIP em suas membranas (Jonhson ef al., 1989; Paris et al.,
1996). Tais proteinas de reserva, apds subseqiiente degradacéo, sdo utilizadas como fonte de
carbono e nitrogénio para a célula. O vaciolo litico possui pH 4cido, contém enzimas
proteoliticas, ¢ € caracterizado pela presenga da protefna marcadora TIP-Ma-27 (Okita, 1996;
Paris et al., 1996).

Devido & manutencdo de diferentes vias de separacdo, as plantas dependem de receptores
que devemn distinguir proteinas destinadas a vactiolos liticos daquelas destinadas 4 vaciolos
de armazenamento (Paris ef al., 1997). Jauh et al. (1999) sugere que células de plantas
apresentam habilidade para gerar e manter trés organelas vacuolares separadas, sendo que
cada uma seria marcada por uma TIP diferente. Desse mode, a diversidade funcional de
sistemas vacuolares poderia ser gerada por diferentes combinacGes dos trés tipos basicos de
TTPs.

O clone 1A-F3, que apresentou aumento de expressdo em resposta a infeccdo por Xac e
Xaa, codifica um provdvel “vacuolar sorting receptor” (VSR) semelhante aos receptores

vacuolares AtVSRI1 de A. thaliana e BP-80 de cevada. BP-80 foi purificada a partir vesiculas
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recobertas com clathrina (envolvida no transporie de proteinas do Golgi para vaciiolos) que se
liga a proteinas alvos em pH neutre no Golgi e as libera no vaciiolo sob pH 4cido (Kirsch et
al., 1994; Paris et al., 1997, Cao et al., 2000).

O clone 2D-B12 € homdlogo a uma Rab2-GTPase de tabaco que regula o trifico de
vesiculas entre RE (reticulo endoplasmiético) e corpiisculos de (Golgi durante o crescimento do
tbo polinico (Cheung et al., 2002). O alongamento do tubo polinico depende da deposicdo de
membrana e material de parede celular para sustentar o rdpido crescimento da ponta do tubo
(Hepler et al., 2001).

As Rab2, presentes na segunda etapa de transporte de vesiculas, sdo GTPases
monoméricas pequenas que regulam uma vaniedade de processos na célula, incluindo
crescimento, diferenciacdo celular e principalmente transporte de vesiculas (Tisdale, 2001).
Analises genéticas e bioquimicas mostram que essas (GTPases sdo essenciais para o transporte
de vesiculas para alvos especificos em compartimentos endomembranas ou para a membrana
plasmidtica (Batoko ef al., 2000; Cheung e al., 2002; Takai et al., 2001).

O trafico de vesiculas, entretanto, também ¢é importanie nos tecidos em crescimento e
elongacdo pois nesses setores hd a necessidade de se secretar grandes quantidades de
membrana ¢ material da parede celular, além das proteinas que modulam essas estruturas. A
expressdo aumentada dos clones 1A-F3 e 2D-B12 € portanto consistente com anilises
adicionais feitas em nosso laboratério que mostram que Xac € Xag (em menor grau) induzem
a expressdo de varias outras proteinas envolvidas em trdfico, atracamento e fusido de vesiculas,
como Epsina, COP e t-SNARES e de vinas proteinas envelvidas em remodelamento da
parede celuiar, como celulases, expansinas, glucanases e pectinoesterases (Raul Andrés
Cemadas e Celso E. Benedetti, dados ndo publicados). Portanto, o aumento da atividade dos
genes relatados acima indica fortemente uma associacio COm O Crescimento € expansio

celular causados por Xac.
4.7.3 - Genes envolvidos em resisténcia e defesa

O clone 2I-B9 codifica um provével receptor de defesa tipo LRR-RLK (“leucine-rich repeat
class of receptor-like kinase™), envolvido em diversas fungdes biolégicas como defesa contra

patégenos, processos de regulacdo do desenvolvimente e percepgdo ou transducio de sinais
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hormonais (Jones e Jones, 1996). Embora o clone 2I-B9 tenha apresentado indugdo nos
tratamentos Xac e Xaa ap6s dez dias da infeccfo, esse gene nio apresentou alteracdio de
express#o quando as amostras foram analisadas por Northern blot {dados ndo mostrados). Uma
vez que a curva de dissociagio do clone 21-B9 apresentou dois picos distintos, € possivel que a
expressdo diferencial detectada nas amostras Xac Xaa seja devido ao outro amplicon. Isso
explicaria a discrepancia entre o resuitado de Northern e gPCR para o clone 21-B9.

O clone 2I-F12 é semelhante a proteina RSH1 de Arabidopsis que interage com o gene de
resisténcia RPPS (van der Biezen er al., 2000). RSH1 € homdloga 2 uma RelA/SpoT de
Arabdopsis, que determina os niveis de guanosina tetrafosfato (ppGpp) e guanosina
pentafosfato (pppGpp), 0s quais sZo nucleotideos efetores da resposta estringente de bactérias
a restrigbes nutricionais de carbono, nitrogénio ¢ fosfato (Cashel e? af., 1995; van den Biezen
et al., 2000). RelA transfere grupos pirofosfatos do ATP para GDP ¢ GTP, resultando no
acimulo de ppGpp, que se liga a RNA polimerase e reprograma a transcricdo geral em
bactérias, inibindo a sintese de componentes de sintese protéica para poupar energia em
condi¢cBes de estresse. O fato que RSH1 de Arabidopsis complementa a fun¢io RelA em E.
coli (van der Biezen ef al., 2000) e RSH2 de tabaco apresenta atividade de sintese de ppGpp
em bactéria (Givens ef al., 2004) sugere que as RSHs sintetizam ppGpp em plantas. O papel
regulatério de (p)ppGpp em plantas entretanto ndo é conhecido, mas por analogia ao sistema
em bactérias, € possivel que (p)ppGpp seja um cofator de transcricdo de respostas rapidas
(estringentes) como as que ocorrem durante o ataque de patdgenos, ferimento e outros tipos de
estresse. (Genes relacionados com a sfntese protéica e fotossintese possivelmente estariam
envolvidos na desativagdo do sistema fotossintético na drea infiltrada. 2I-G12 (fator de
elongacio da siniese proteica) e Rubisco (Figura 16) estdo com a expressio reprimida tanto
por Xac quanto por Xaa (48 horas) e, por serem proteinas envolvidas na sintese protéica e
fotossintese, € possivel que o clone RSH2 de citros (2I-F12) esteja diretamente ligado a

regulacdo negativa desses genes.

4.7.4 - (zenes envolvidos no ciclo celular, sintese e degradaciio de proteinas
O clone 21-G12 € homdlogo ao fator de elongacdo eucaridtico EF-1¢, elemento chave na
tradugdo de proteinas eucariéticas (Negrutskii e El“skaya., 1998). Comeo discutido acima, 2I-

(12 teve expressdo reprimida por Xac e Xaa no inicio da infecgéio, o que sugere gue essas
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bactérias induzem uma resposta de estresse na planta que acarreta a queda da sintese protéica e
fotossintese. Esse fendmeno € bastante conhecido nas interagbes planta-patégeno e € regulado
por sinalizadores tipo jasmonatos, moléculas sinalizadoras de resposta de defesa a ataque de
insetos, paidgenos e injuria mecinica (Devoto e Turner, 2003). Os jasmonatos controlam
ainda varios aspectos do desenvolvimento da planta como deiscéncia de antera e crescimento
de raiz {(Feys er al., 1994; Ishiguro ef al., 2001), induz a expressdo de proteinas de defesa
{Devoto et al., 2005) e da clorofilase (Benedetti ¢ Arruda, 2002) e reprime a sintese de
proteinas relacionadas a fotossintese como Rubisco e protefnas do fotossistema I (PSID)
(Reinbothe ef al., 1994), que também foram isoladas em nossa anédlise diferencial por “dot
blot”, mas ndo foram testadas por qPCR (Tabela 4). A producdo de JA em resposta a Xaa e
Xac seria consistente com a diminuvigio na expressdo da Rubisco e do 2I-G12. Em reforgo a
essa idéia, genes que codificam enzimas da via de sintese de jasmonatos, como fosfolipases e
lipoxigenases, foram isolados em resposta a infec¢d@o por estas bactérias em “screening”
adicional feito em nosse laboratdério (Raul Andrés Cernadas e Celso E. Benedett, dados ndo
publicados). Além disso, um ¢cDNA homélogo ao gene VAR de Arabidopsis que codifica
umna proteina de tilacéide envolvida no “turnover” de PSH foi isolado em resposta a Xaa (Raul
Andrés Cernadas e Celso E. Benedetti, dados nido publicados). Assim, esses dados em
conjunto sugerem que Xac ¢ Xaa (em menor grau) inibem sintese protéica e fotossintese € que
a ativacio da fosfolfpase e lipoxigenases sugere a sintese aumentada de JA no tecido infiltrado
e comseqiiente inducdo da clorofilase gerando clorose, fendmeno observado nas lesdes
causadas por Xac e Xaa.

O clone 1A-D3 € homdlogo a um dominio de proteinas helicases que catalisam o
desenrolamento da dupla fita de DNA ou RNA e portanto apresentam funcio essencial em
processos celulares como replicacdo, reparacio, recombinagdo e transcrigio de DNA/RNA
(Tuteja e Tuteja, 2004). 1A-D3 € semelhante a proteina helicase PDH45 de Pisum sativum ¢
que apresenta 93% de identidade com o fator de elongacio elF4A de tabaco (Pham ef al.,
2000}. A proteina PDH45 foi localizada no micleo e citoplasma das células e além de
apresentar atividade de catdlise do desenrofamento da dupla fita de DNA nas direcbes 57e 3°
interagiu com a protefna topoisomerase I, estimulando sua atividade na célula. Esses dados
sugerem que a proteina helicase de Pisum sativum tenha miiltiplas funcSes na sintese de

proteinas, manutencdo das atividades bdsicas da célula e na regulacde da atividade da
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topoisomerase I (Pham er al., 2000). As helicases também podem apresentar fungbes na
regulacio do crescimento da planta e no desenvolvimento da mesma sob condi¢des de estresse
através da regulagio de algumas vias induzidas por estresse.

De acordo com nossos resultados, o gene 1A-D3 apresentou um aumento de expressao nos
tratamentos Xac e Xaa principalmente aos 10 dias apds a infecgdo, o que correlaciona com &
alta atividade de divisdo celular do tecido infectado.

O clone 2I-F9 apresentou similaridades com proteinas hipotéticas de cloroplasto sem

funcio relacionada aos fendmenos de hiperplasia e hipertrofia celular.

4.7.5 - Genes envolvidos no metabolismo, transporte de carbone e nitrogénio e
fotorrespiracao

O clone 1A-F2 & semelhante 3 serina hidroximetiltransferase (SHMT), enzima relacionada
a fotorrespiragio e A resisténcia a estresses bidticos e abidticos (Moreno ef al., 2005). A
inibicdio da expressio de uma SHMT de citros (clone 1A-F2) em resposta & infec¢io por Xac e
Xaa é consistente com a diminuicio da fotossintese nas folhas infectadas. E interessante notar
que plantas de batata antisense para o gene SHMT apresentam menor capacidade
fotossintética (Schjoerring ef al., 2006).

O clone 2H-B9, pouco induzido nos tratamentos Xac ¢ Xaa, é homdlogo ao regulador 7 de
pseudo resposta (PRR - Pseudo-Response Regulator) de Arabidopsis thaliana. Esses
reguladores apresentam fungdes relacionadas com ritmos circadianos (Nakamichi ef al., 2005;
Salome € McCiung, 2005). Ndo hd relatos da funcdo desses genes associada ao ataque de
patégenos ou desenvolvimento de hipertrofia e hiperplasia.

1G-E6 apresentou homologia com uma metionina sulfoxide redutase (MSR), uma enzima
antioxidante que catalisa a redugdio de residuos de metionina sulféxido para metionma.
Anilises do banco de dados de EST de 4rabidopsis indicam que MSR € expressa em altos
niveis na planta (Sadanandom ef al., 2000). Estudos de longa exposi¢io de fothas de
Arabidopsis ao virus do mosaico da couve-flor demonstraram aumento expressivo na indugdo
da MSR ap6s infeccdo, sugerindo novas fungdes para MSRs em tecidos fotossintéticos e na
resposta de defesa contra patégenos em plantas (Sadanandom ez al., 2000). As plantas podem
responder ao ataque de patdgenos através da HR e esta envolve a liberacfio de espécies

reativas de oxigénio (ROS). Este mecanismo pode ser comparado & resposta de neutréfilos a
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infec¢do microbiana, qguandoe MSRs podem reparar protefnas danificadas por ROS (Moskovitz
et al., 1996). Os niveis de proteinas MSR plastidiais também diminuem de forma significativa
nos eventos anteriores & senescé€ncia de folhas. Nesse periodo, ocorre elevada protedlise de
enzimas como a Rubisco, seguida do aumento dos niveis de ROS e consequentemente levando
a sintomas visiveis de senescéncia nas folhas. (He et al., 1997; Oh et al., 1997; Desimone et
al., 1998). Verificamos que a expressio de 1G-E6 estd aumentada preferencialmente no
tratamento com Xaa com 10 dias de infec¢do. Uma vez que Xaga causa HR em laranja,
provavelmente a inducic desse gene estaria relacionado i reparacio de proteinas que podem
ter sofrido danos consequentes da produgdo de ROS na HR.

O clone 2E-D10 apresentou semelhancas com uma ceramidase de Arabidopsis. As
ceramidases hidrolizam a ligagdo N-Acil entre o dcido graxo e uma base da esfingosina de
ceramidas, que s3o formadas pela combinacdo de um 4cido graxo livre ou acetil CoA e
esfingosina.

As ceramidas sfo o principal mensageiro intracelular que media a resposta celular a
apoptose, controle do ciclo celular e diferenciacao através dos seus metabdlitos esfingosinas e
esfingosinal-fosfato (Cuvillier, 2002; Choi ef al., 2003). Portanto, a regulaciio da expressio e
da atividade do gene da ceramidase é demasiado importante no controle de respostas
biolégicas especificas (Choi et al., 2003). Ha evidéncias de que esfingolipideos de plantas
podem estar envolvidos na transducéio de sinal, estabilidade de membrana, interages planta-
patégeno e resposta a estresse (Sperling e Heinz, 2003). Até o momento, entretanto, njo foram
descritas ceramidases de plantas, apenas verifica-se homologia de seqiiéncias nos bancos de
dados.

O clone 2E-D10 mostirou aumento de expressdo nos tratamentos Xac e Xaa apés 10 dias de

infecc¢do, mas a expressio foi similar ao do controle H,0 num periodo de 48 horas.

4,7.6 - Genes envolvidos na sintese de metabélitos secundarios
G clone 2E-D12, induzido nos tratamentos Xac e Xaa, apresentou homologia com um
citocromo P450 monooxigenase de tabaco que apresenta atividades relacionadas ao

metabolismo de xenobidticos (Sugiura er al., 1996). Citocromos P450 sfo enzimas que
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apresentam fungdes relacionadas 4 sintese e degradacio de metabdlitos secunddrios de
terpendides em plantas (Ro et al., 2005).

E interessante notar que em andlises adicionais de expressio génica diferencial feitas em
nosso laboratdrio, vdrios genes da via de sintese de terpendides e giberelinas foram isolados
com expressdao aumentada nos tecidos infiltrados com Xac. Assim, o clone 2E-D12 pode ter
papel na via de sintese de giberelinas e estar associado a formacdo da lesdo do cancro ou

hipertrofia celular.

4.7.7 - Proteinas Hipotéticas/desconhecidas

O clone 1A-H3 ¢ homdiogo a uma protefna desconhecida de Arabidopsis. O clone 1A-H3
fo1 pouce induzido em folhas com 48 h de infecclio, porém nio foram observadas alteragdes
na expressdo deste gene nos tratamentos Xac e Xaa ap6s 10 dias de infeccio.

Diferente do esperado, observamos padrio de expressdo gémica semelhante entre os
tratamentos Xac € Xaa. Isso ocorreu também com um conjunto mais extenso de genes (cerca
de 100) identificados em uma andlise mais global, exceto que para a maioria desses genes o
aumento na expressio foi superior no tratamento com Xac (Raul Andrés Cemadas e Celso E.
Benedetti, dados nao publicados). Esses resultados nos intrigou ¢ nos fez reavaliar o modelo
de patogenicidade de Xaa, uma vez que estdvamos trabalhando com a premissa de que Xaa
causa HR em laranja, € portanto, ndo esperdvamos encontrar expressio de genes relacionados
ao desenvolvimento do cancro. Uma forma de entender esses dados foi analisar o crescimento
das duas bactérias em folha de laramja (Figura 19). Observa-se que Xaa & capaz de se manter
vidvel no mesofilo sem entretanto crescer exponencialmente como Xac. Esse padrio de
crescimento € caracteristico dos chamados “non-pathogens” e néo representa um padro tipico
de HR, que deveria mostrar um rdpido declinio no nimero de células ao longo dos trés
primeiros dias apés a infiltragio. Esses dados indicaram portanto que tal crescimento de Xaa
nas folhas de laranja poderia explicar a indug@o de genes sem o aparecimento dos sintomas do
cancro.

Em resumo, o presenie estudo analisou, através da técnica de hibridacdo subtrativa
suprimida (SSH), diferencas na expressdo génica de folhas de laranja (variedade Péra)
infiltradas com a bactéria Xac (cepa 306) em comparacdo com folhas infiliradas com 4dgua

estéril. Foram 1dentificados 20 genes diferencialmente expressos em resposta a infecgdo por
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Xac em relagdo ao controle. A expressio diferencial desses genes for validada por Northern
blot ¢ gPCR em amostras independentes de mRNA provenientes de fothas infiltradas com
Xac, Xaa ou H;0 48h e 10 dias apds a infiltracdo. Para o nosso conhecimento, este € o

primeiro trabalho de analise da expressdo de genes de laranja em resposta a Xac e Xaa.
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Nossos resultados demonstraram que nas interagdes Xac/Xaa e Citrus sinensis foram
verificadas a expressdo diferencial de genes envolvidos em vias de transducio de sinal de
auxina, trafico e fusfio de vesiculas, resisténcia e resposta de defesa, sintese de proteinas e
ciclo celular, metabolismo de carbono-nitrogénio e fotorrespiraco ¢ metaboelismo secunddrio.
Embora neste trabalho tenha sidoanalisado um pequeno mimero de genes, vdrios deles estio
associados a vias, j4 relatadas na literatura relacionadas a resposta de defesa em plantas (Lipka e
Panstruga, 2005; Dangl e Jones, 2001; Staskawick, 2001; Lindgreen, ef al., 1992).

O trabalho apresentado aqui € complemetar 2 uma andlise mais global de expressdo génica
em citros em resposta 2 Xac e Xaa, utilizando-se as técnicas de SSH e “differential display”.
Ap6s a identificagfio do problema da baixa eficiéncia de ligagdo dos adaptadores do kit SSH da
Clontech, foram feitas mudangas nos oligos adaptadores ¢ melhores bibliotecas foram obtidas.
Além disso, vérios genes diferencias foram isolados por “differential display” (Radl Andrés
Cernadas e Celso E. Bepedetti, dados ndo publicados). Os resultados dessa andlise mais global
de cerca de 120 genes, incluindo os apresentados neste trabalho, mostram de forma clara que
Xac e Xaa (em menor grau) ativam genes que controlam o remodelamento da parede celular,

ransporte € percepcdo de auxina, sfntese de terpeno, giberelina ¢ brassinosterdides, trafico ¢



transporte de vesiculas e respostas de defesa, entre outros processos. A atividade desses genes
explica portanto parte dos sintomas do cancro como hiperplasia e hipertrofia das células.

A identificacio e o estudo aprofundado dos genes diferencialmente expressos em Citrus
sinensis infectadas com Xac pode contribwir na revelacdo dos alvos do gene pthd e poderia
levar a um melhor entendimente das resposias de hipertrofia e hiperplasia. Tais genes
poderiam ser silenciados em resposta a infeccio por Xac através da expressio dos respectivos
antisenses sob controle de promotores que respondam especificamente a infecgio por Xac.
Tais plantas poderiam apresentar redugio na formacio de lesdes e portanto menor dispersdo

dz bactéria.

4.8 - Clonagem, expressdo e purificagao do dominio C-terminal de PthAI com canda de
histidina (cPthAl)

Como descrito na introdugio deste irabatho, a regido C-terminal da proteina PthA apresenta
sinais de localizacdo nuclear funcional (NLS) e um dominio dcido de ativagdo da transcrigdo
(AAD). Devido a4 importincia desse dominio para o funcionamento da proteina PthA, decidiu-
se expressa-lo para a realizagdo de ensaios de cristalizacdo da proteina, uma vez que nfo hé
até o momento, nenhuma estrutura tridimensional conhecida para qualquer dos membros da
familia de proteinas AvrBs3/PthA.

Desse modo, a construgde pET28a-cPthA 1 foi expressa em células de £ coli. Os
resultados de indugdo demonstraram que o clone cPthAl expressou a proteina de forma
eficiente, porém apds a lise das células, a maior parte da protefna permaneceu na fragio
insoldvel. Uma pequena fracdo da proteina solivel pode ser purificada por cromatografia de
afinidade (Figura 20). Entretanto, apds a concentracio das fragBes contende a proteina de
interesse, nfo se obteve uma quantidade suficiente para os experimentos iniciais de
cristalizacdo. Além disso, foram observados alguns contaminantes (Figura 20), o que
demonstra a necessidade de uma etapa adicional de purifica¢do. Decidiu-se repetir a indugao
do clone cPthA 1 com maior volume de inéculo a fim de aumentar a concentrag@o da proteina
solivel. Para analisarmos guais seriam as melhores condicdes para a inducfio do C-terminal da
PthA, foram realizadas mini-inducdes de 10 ml, as quais foram crescidas em diferentes
condigbes de temperatura e indugio. Os indculos foram entdo incubados sob agitacio

constante de 200 rpm sob temperaturas de 28° e 30° C e as inducées foram feitas com lactose e
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IPTG para a verificagdo do melhor indutor. Os resultados demonstraram que as inducdes

deveriam ser feitas sob temperatura de 28° C e induzidas por IPTG (dados nio mostrados).

M 1 2 3 45 6 7891011 12 1314 M 1516 17 18 19 20 21

—

Figura 20. Exemplo da expressdo e purificacdo do dominio C terminal da proteina PthA por cromatografia de
afinidade. Gel SDS 10%. A) M: Protein Molecular weight (MBI Fermentas), 1: amostra nio induzida; 2:

induglo por 2h; 3: “pellet” do lisado; 4: sobrenadante do lisado; 5: “flowtrought”; 7 : lavagem com 1 volume de
coluna (vc); 8, 9 e 10: eluigdo com TS20; 11 e 12: eluicdo com TS30; 13, 14 e 15: eluigdo com TS50; 16, 17 e
18: eluigio com TS80; 19, 20 e 21: eluigio com TS100. As bandas circuladas correspondem ao

cPthA linduzido.

No presente trabalho ndo foi finalizada a obten¢do do dominio carboxi-terminal da proteina
PthA, entretanto, ensaios continuam sendo realizados para que futuramente seja obtida uma
concentragdo suficiente da proteina para estudos de estrutura e para ensaios de transfecgio com

o peptideo AID (Chang et al., 2005).

4.9 — Clonagem de pthAs 1, 2 e 4 em vetor pBI121 para experimentos de agroinfeccio em
folhas de laranja.

Paralelamente ao desenvolvimento do projeto foram realizados também ensaios de
agrotransfeccdo a fim de se obter a expressdo transiente da proteina PthA em folhas de Citrus
sinensis e dessa forma seria analisada a expressiao dos genes diferenciais, obtidos nos
tratamentos Xac e H,0O, que poderiam ser dependentes da proteina PthA. Além disso, foram
feitas construcdes de PthA2 e 4 fusionados a proteina EGFP, para estudos de localizagdo
nuclear de PthA.

Os plasmidios dos clones pthA-pET29a, previamente obtidos em nosso laboratorio (Celso E.
Benedetti), foram digeridos com a enzima Ssp/ para identificacdo dos pthds (Figura 21A).
Subseqiientemente, os pthds 1, 2 e 4 e pthAs 2 e 4 fusionados a EGFP foram ligados no vetor
pBI121 (Figura 21B) e inseridos nas cepas de A. tumefaciens C58, LBA4404, EHA105 e
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GV3101. Os clones transformantes foram identificados por PCR (Figura 22) e confirmados por

sequenciamento das extremidades.

A) M ol o2 cl3 cl4 5

Banda correspondente ao
B > vetor pBI121

— ¥ Extragdo das bandas
correspondentes aos
pthAs

Figura 21. A) Gel de agarose 0.8%. Digestdo dos clones transformados com diferentes pthAs com a ezima
Sspl. De acordo com o padrae de digestdo, os clones 1, 2 e 4 correspondem ao gene prhd 2 e os clones 3 e 5,
correspondem ao gene pthd 1. B) Exemplo de gel de agarose 0.8% com: 1- Digestdo de um clone para a
liberagdo do vetor pBI121; 2 e 3 — digestdo dos clones que contém os pthds 2 e 4 para a ligagdo no vetor

M pthAl pthA4 C+

‘ Figura 22. Gel agarose 1% mostrando
o exemplo de PCR de col6nia. Amplificagdo

s e - ; 1200pb  dos genes pthAs | e 4 fusionados a GFP
"“*‘ﬂﬁug E!qu! _' : com os primers pthAN2 e EGFP-R. O
el &

= & ﬂ e bk b h controle positivo pode ser visualizado na
dltima canaleta (~1200 pb).

Uma vez que a expressdo transiente do gene pthAd em folhas de citros jd havia sido descrita
(Duan et al., 1999), pensou-se em analisar a variacdo de expressdo génica, dos genes
diferenciais obtidos, em folhas de citros transfectadas com o gene pthA. Para tanto, foram feitas
suspensoes de Agrobacterium (cepas C58, LBA4404, EHA105 e GV3101) transformadas com
os clones pBI121-pthA-GFP (ODggonm ~ 0,3) em H0, para serem infiltradas em folhas de
citros, como descrito no item infiltracao nas folhas no capitulo materiais e métodos. As cepas
de A. tumefaciens contendo os plasmidios pBI-pthAds induziram uma espécie de hipertrofia
nas folhas cerca de 40 dias apdés a infiltracio. Porém tais “‘sintomas” também foram
observados nas folhas infiltradas com as cepas controle contendo apenas o vetor pBI121. A
observacdo de que a cepa C58, principalmente, estava induzindo uma espécie de tumor nas

folhas de citrus inviabilizou nossas andlises. Curiosamente, hd apenas um relato na literatura
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sobre a expressio transiente de genes em folhas de citros através de agrotransfecgdo, e esse
trabalho € justamente o que analisou a expressao de PthAl (Duan et al., 1999).

Futeramente, serfio realizados em nosso laboratério experimentos de transfeccio de
protoplastos de citros usando-se a protefna PthA recombinante fusionada a um peptideo sinal

carreador (Chang er al., 2005).
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5 - Conclusoes

- Foram obtidos 17 genes diferencialmente expressos nos tratamentos Xac € HxO apés 10

dias de infiltragZo.

- 14 dos genes apresentaram padrdes de expressdo semelhante entre as amostras de folhas
infiltradas com Xaa e Xac, que demonstram respostas de patogenicidade distintas em

laranja

- A técenica de gPCR demonstrou ser mais eficiente na detec¢o da expressdo de genes pouco

expressos quando comparado aos resultados de northern blot.

- A andlise dos genes diferencialmente expressos revelou que os mesmos estdo envolvidos em
vias de transducdo de sinal de anxina, tréfico e fusdo de vesiculas, resposta de defesa e
doenca, sintese de proteinas e ciclo celular, metabolismo de carbono-nitrogénio e

metabolismo secundario.

- A expressio do dominio C-terminal da proteina PthA demonstrou que a mesma se apresenta

pouco soltivel, dificultando sua obtengio para ensaios de CD ¢ cristalizagio.

- A agrotransfec¢iio de folhas de citros com quatro inhagens de Agrobacterium tumefaciens

(C58, LBA4404, EHA105 e GV3101) contendo o gene pthA néo foi eficaz.
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6. Perspectivas

- Transfecgdo de protoplastos de citros usando-se a proteina PthA recombinante fusionada a
um peptideo sinal carreador

- Anilise da expressdo dos genes diferenciais nas amostras de protoplastos transfectados
com a proteina PthA

- Obtencio da proteina PthA e formas truncadas para andlises estruturais através das
técnicas de Dicroismo circular e cristalografia.
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