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"Achei que vocês gostariam de ver o que os anjos calçam. Só por curiosidade mesmo. Não estou tentando 
provar nada, a propósito, sou um cientista e sei muito bem o que pode ser chamado de prova. Mas o motivo 
pelo qual desejo ser chamado pelo meu apelido de infância é exatamente esse: lembrar-me de que um 
cientista deve, acima de tudo, ser como uma criança. Se ele vê algo, deve dizer o que está vendo, 
independentemente daquilo ser o que ele imaginava ver ou não. Ver primeiro, testar depois. Mas sempre 
ver primeiro. Senão, você só vai ver o que você esperava ver. A maioria dos cientistas esquece-se disso. Mais 
tarde, vou mostrar uma coisa a vocês pra demonstrar o que estou falando. Então, o outro motivo pelo qual 
gosto de ser chamado de Wonko, o São, é para que as pessoas pensem que eu sou bobo. Isso me permite 
dizer o que eu vejo quando eu vejo. Não dá para ser um cientista se você for ficar se preocupando se as 
pessoas vão ou não te achar bobo. Enfim, imaginei que vocês fossem gostar de ver isso também." 

 

Douglas Adams (1984) 
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Resumo 

O cancro cítrico, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), é uma doença que afeta a 

maioria das espécies do gênero Citrus, ocorrendo praticamente em todos os continentes, e se destaca como 

uma das ameaças à citricultura brasileira. O mecanismo molecular pelo qual Xac causa o cancro não é 

inteiramente conhecido, entretanto, sabe-se que a bactéria ao infectar a planta, utiliza o sistema secretório 

tipo ΙΙΙ (TTSS) para injetar proteínas de patogenicidade, entre elas PthAs da família AvrBs3/PthA. Quando 

expresso na célula hospedeira, PthA induz lesões características do cancro como hipertrofia e hiperplasia. 

Estudos recentes demonstram que membros dessa família atuam como fatores de transcrição. Portanto, a 

elucidação de como PthA ativa a transcrição é de grande importância para o entendimento do seu 

mecanismo de ação e desenvolvimento das lesões do cancro. Neste contexto, o presente projeto teve como 

objetivo caracterizar interações entre a proteína PthA de Xac e as proteínas CsARF (Auxin Response Factor) e 

CsHMG (High-mobility group) de laranja doce (Citrus sinensis), previamente identificadas em ensaios de 

duplo híbrido de leveduras. CsARF tem elevada similaridade com AtARF2, um repressor transcricional 

envolvido na via de sinalização por auxinas. Hormônios vegetais desempenham um importante papel na 

interação planta-patógeno e em nosso laboratório verificamos que auxinas são importantes para o 

desenvolvimento dos sintomas do cancro. CsARF foi capaz de interagir com a maioria das variantes de PthA 

tanto in vitro quanto em ensaios de duplo-híbrido de leveduras. A interação de CsARF com PthA se dá 

através dos domínios C-terminal Aux/IAA e B3 de ligação ao DNA.  Verificamos que o promotor do gene de 

uma expansina de citros, induzido por Xac e auxina, apresenta possíveis sítios de ligação das proteínas CsARF 

e PthA. Dados de EMSA indicam que PthA e CsARF ligam em sítios adjacentes no promotor da expansina de 

citros e que a interação de PthA com CsARF poderia deslocá-la do promotor. A proteína CsHMG é 

semelhante a AtHMGB1 de Arabidopsis thaliana, envolvida em crescimento celular. CsHMG interagiu com 

todas as variantes de PthA, sendo que essa interação envolve uma região rica em leucinas (LRR), idêntica nas 

quatro variantes de PthA. Verificou-se também que CsHMG é capaz de ligar DNA de forma inespecífica. Por 

outro lado, CsHMG ligou RNA in vitro, com especificidade para RNAs ricos em uridina (poly-U). Como PthA 

age como fator de transcrição eucarioto, não é surpreendente que proteínas do hospedeiro envolvidas com 

regulação gênica sejam capazes de interagir com esse efetor, sugerindo um novo modo de ação de proteínas 

efetoras bacterianas. 
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Abstract 

Citrus canker disease, caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), affects almost all citrus species and 

represents a major threat to the Brazilian citriculture. The molecular mechanism by which Xac causes citrus 

canker disease is poorly understood, however the bacterium injects pathogenicity proteins through a type III 

secretion system (TTSS) including proteins of AvrBs3/PthA family proteins. When transiently expressed in 

host cells, PthAs alter transcription of the host cell to the benefit of the pathogen, leading to the 

development of the cancer lesions, including hypertrophy and hyperplasia. These proteins are thought to 

acts as eukaryotic transcriptional factors, binding and activating directly promoters of host genes. Therefore, 

elucidating how activates PthA transcription is very important to understanding the mechanisms governing 

the development of canker lesions. To elucidate how PthA activates transcription and to establish its 

molecular mode of action, a two-hybrid approach was used to identify host proteins that interact with PthA 

and therefore could be important for the development of the canker lesions. Among the citrus proteins 

identified, we selected for studies a CsARF (Auxin Response Factor) and a CsHMG (High-mobility group), both 

involved in regulation of gene transcription. CsARF shares high similarity to the Arabidopsis thaliana ARF2, 

involved in the auxin signaling pathway. This is in line with our previous studies showing that auxin is 

required for canker development. The interactions between all variants of PthA were analyzed both in vivo 

and in vitro and depend on the repeat domain of PthAs. The B3 DNA binding and the Aux/IAA domains of 

CsARF are both involved in protein-protein interactions. Interestingly, the citrus promoter of a citrus 

expansin gene that is up-regulated by Xac and auxin contains putative CsARF and PthA binding sites. Since 

these sites are located adjacent in this promoter, it is suggested that the interaction of PthA with CsARF 

might somehow affect the regulation of the expansin promoter. CsHMG is highly similar to the A. thaliana 

HMGB1 involved in cell growth. CsHMG interacts with all PthA variants and its interaction was shown to be 

mediated primarly by the leucine-rich repeat (LRR) region of PthAs. CsHMG binds to DNA in a non-specific 

fashion; surprisingly, however, CsHMG shows an as yet unreported ability to bind to synthetic RNA forms 

with an apparent specificity to poly-U probes. PthA acts like an eukaryotic transcription factor and is not 

surprising that host proteins involved with gene regulation can interact with this effector, suggesting a new 

mode of action of these bacterial effector proteins. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
1 Introdução 

1. Introdução 

1.1 Interação Patógeno-Hospedeiro 

A relação entre organismos patogênicos e seus hospedeiros é um exemplo de como uma pressão 

co-evolutiva constante na natureza pode culminar na seleção de estratégias cada vez mais eficientes e 

específicas de ambas as partes, como uma “corrida armada” (McCann & Guttman, 2008). A ilustração mais 

recorrente dessa relação é a adaptação do princípio da Rainha Vermelha, criado pelo escritor e matemático 

inglês Lewis Carroll, em uma de suas obras mais conhecidas, Alice Through the Looking Glass de 1872: “Now, 

here you see, it takes all the running you can do to keep in the same place. If you get to somewhere else, you 

must run at least twice as fast as that” . Em ambiente natural, no entanto, os hospedeiros não são 

acometidos por um só patógeno, mas sim por um grupo gigantesco e extremamente diversificado deles. É 

no mínimo surpreendente que doenças causadas por patógenos sejam tão raras em populações naturais, 

mesmo que as estratégias de virulência sejam cada vez mais refinadas, exigindo que hospedeiros 

desenvolvam estratégias de defesa cada vez mais eficientes contra organismos patogênicos (Stavrinides et 

al, 2008). 

A especificidade de reconhecimento de organismos estranhos é uma característica herdada 

provavelmente de mecanismos existentes em organismos eucariotos basais. E é condizente dizer que essa 

especificidade é uma das características básicas de qualquer sistema imune. Sendo assim, é parcimonioso 

que eucariotos superiores, como animais e plantas, dividam mecanismos moleculares semelhantes de 

reconhecimento de organismos estranhos (Nürnberger & Brunner, 2002). Um dos exemplos mais 

interessantes disso são os motivos de interação proteína-proteína ricos em leucina - LRR (leucine rich 

repeats) presentes em células animais nos receptores de antígenos Toll-like (Aderem & Ulevitch, 2000; 

Underhill & Ozinsky, 2002). Esses motivos também estão presentes em receptores transmembrana de 

células vegetais e têm como função o reconhecimento de PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) 

(Gómez-Gómez, 2004; Altenbach & Robatzek, 2007). Os mecanismos de virulência utilizados por patógenos 

para vencer as defesas do hospedeiro também co-evoluíram com os sistemas de defesa existentes e são tão 

conservados que podem atingir tanto animais quanto plantas (Prithiviraj et al, 2005), como é o caso da 
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bactéria Pseudomonas aeruginosa, causadora de doenças oportunistas no homem e que também pode 

infectar plantas (Cao & Rahme, 2001). 

Plantas possuem um tipo de imunidade não específica, diferente da imunidade inata em animais, 

conhecida como PTI (PAMP-triggered immunity) (Jones & Dangl, 2006). Ela também é baseada no 

reconhecimento de PAMPs e flagelinas (Gómez-Gómez & Boller, 2002), como em animais. O 

reconhecimento de PAMPs é mediado por receptores transmembrana conhecidos por PRRs (pathogen 

recognition receptors) (Gómez-Gómez, 2004). Esse reconhecimento ativa vias de sinalização mediadas por 

MAPKs (mitogen-activated protein kinases) que podem conter a proliferação dos patógenos (Felix  et al, 

2009), como esquematizado na Figura 1A. Esse reconhecimento pode induzir o fechamento dos estômatos 

das folhas antes que o patógeno atinja o mesófilo, através de interferências em vias hormonais como 

auxinas e ácido abscíscico (Melotto  et al, 2006). Patógenos bacterianos de sucesso podem driblar a PTI 

através da translocação de proteínas efetoras para a célula vegetal (Jones & Dangl, 2006). Uma grande 

quantidade de efetores bacterianos podem ser translocados por cepa virulenta através de um complexo 

protéico conhecido como TTSS (type III secretion system) e por isso são conhecidos por efetores tipo III 

(Tampakaki et al, 2004). Esses efetores contribuem para a virulência e/ou supressão de defesa, mimetizando 

ou inibindo vias de sinalização do hospedeiro (Jones & Dangl, 2006). Um exemplo interessante são os 

efetores AvrPto e AvrPtoB de Pseudomonas syringae, que inibem precocemente uma via de sinalização de 

defesa da planta, dependente de MAPKs (Zipfel & Rathjen, 2008). Nesse caso há o que se chama de ETS 

(effector-triggered susceptibility) e o patógeno consegue se proliferar e crescer nos tecidos vegetais (Jones & 

Dangl, 2006).  

A imunidade “específica” em plantas é conhecida como ETI (effector-triggered immunity) e é 

mediada pelos genes de resistência (R). A maioria dos genes R codifica proteínas NB-LRR (nucleotide-binding 

leucine rich repeats) que reconhecem alvos diretos específicos do patógeno, como os próprios efetores tipo 

III ou subprodutos de sua ação (Jones & Dangl, 2006), como mostrado na Figura 1B. Devido a essa habilidade 

de serem reconhecidas por não hospedeiros essas proteínas podem ser chamadas de proteínas Avr 

(avirulentas) (Tampakaki et al, 2004). A resposta ETI é uma versão acentuada e mais efetiva de PTI, que 

ocasiona freqüentemente uma reação de hipersensibilidade (HR), caracterizada por intensa morte celular 
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local das células vegetais, freando o crescimento do patógeno (Jones & Dangl, 2006). A dinâmica e 

especificidade do reconhecimento mediado por NB-LRRs ainda é pouco conhecida, mas seu modo de ação 

consiste em um cross-talk entre vias de sinalização mediadas por MAPKs e hormônios vegetais. Proteínas 

efetoras bacterianas podem inibir a ETI e nesse caso há novamente um estado ETS e ploriferação do 

patógeno (Jones & Dangl, 2006).  

 

 

 

 

Um exemplo que abrange a alternância entre ETI - ETS é o caso da proteína RIN4 de Arabidopsis 

thaliana e os efetores tipo III de P. syringae (van der Hoorn & Kamoun, 2008). RIN4 é um alvo de fosforilação 

dos efetores AvrRpm1 e AvrB (ETS) que quando fosforilada ativa a proteína de defesa NB-LRR RPM1 (ETI) 

(Mackey et al, 2002; Mackey et al, 2003). Um último efetor, AvrRpt2, é uma cisteína-protease que é ativada 

dentro da célula hospedeira (Coaker & Staskawicz, 2006) e cliva RIN4 em dois pontos, eliminando-a e 

gerando uma resposta tipo ETS (Day et al, 2005). A clivagem de RIN4 por sua vez ativa outra proteína NB-

LRR, RPS2 gerando uma resposta tipo ETI (Kim et al, 2005; Kim et al, 2005B).  

 

1.2 O Cancro Cítrico 

O Brasil é o maior produtor mundial de frutas cítricas e exportador de suco concentrado de laranja 

(Rodrigues & Baldini-Ribeiro et al, 2002) A citricultura no país gera divisas superiores a um bilhão de dólares 

Figura 1 – Tipos de imunidade em plantas.  (A) PTI– PAMPs presentes nos patógenos, como LPS (lipopolissacarídeos) e flagelinas, 

podem interferir com receptores transmembrana e ativar cascatas de sinalização envolvendo MAPKs e ativar uma resposta de 

defesa. (B) ETS – Proteínas efetoras são translocadas por TTSS para o interior da célula vegetal, interferindo em mecanismos de 

defesa PTI e/ou induzindo virulência. ETI – As próprias proteínas efetoras, ou subprodutos de sua presença, são reconhecidos por 

produtos dos genes de resistência que em sua maioria são receptores NB-LRR. O reconhecimento ativa vias de sinalização, que 

resultam comumente em uma rápida resposta de morte celular, conhecida como HR, contendo o avanço do patógeno. 
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anuais e estima-se que mais de três bilhões de dólares sejam movimentados anualmente em toda a cadeia 

produtiva de suco cítrico (Neves et al, 2001). 

Entre as doenças causadas por bactérias que afetam os citros, o cancro cítrico se destaca como uma 

das maiores ameaças à citricultura brasileira. A doença é facilmente disseminada e pode atacar todas as 

variedades comerciais de citros. Ainda não há método curativo para a doença e a única forma de eliminar o 

cancro cítrico é por erradicação e queima das árvores contaminadas e quarentena por dois anos da área 

erradicada (Rodrigues & Baldini-Ribeiro, 2002). Atualmente a doença está sob controle, mas ainda há 

ocorrências em praticamente todo o Estado de São Paulo com um índice de incidência em pomares 

comerciais de cerca de 0,14% (Fonte: Fundecitrus -2009). 

O cancro cítrico é causado por dois grupos de linhagens da bactéria do gênero Xanthomonas: 

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), que afeta principalmente a laranja doce e Xanthomonas axonopodis 

pv. aurantifolii (Xaa), que é restrita ao limão galego. Os dois grupos causam sintomas idênticos, sugerindo 

um comum mecanismo de patogenicidade, porém atingem hospedeiros diferentes. Todas as culturas de 

citros são suscetíveis ao cancro, entretanto o grau de suscetibilidade difere entre as culturas (Brunings & 

Gabriel, 2003). 

Os sintomas do cancro cítrico são caracterizados por lesões circulares (water soaked) tornando-se 

elevadas como bolhas à medida que a infecção aumenta. Dentro das lesões crescem pústulas amarelas ou 

brancas que então escurecem e engrossam. O cancro causa desfolhação, caimento prematuro dos frutos e 

hiperplasia tecidular (Civerolo, 1984 ; Gottwald et al, 2002). 

Xac é disseminada pelas chuvas de tempestades e penetra no hospedeiro naturalmente através dos 

estômatos ou pequenos ferimentos na epiderme das folhas, frutos e ramos e pode ser facilitada por insetos 

herbívoros. A bactéria cresce abundantemente no espaço intracelular; grandes pústulas ou cânceres são 

formados nas folhas, caules e frutos; o patógeno induz a hipertrofia (aumento no tamanho celular) e 

hiperplasia (divisão celular) do tecido (Swarup et al, 1991). Após proliferação, a epiderme é rompida e a 

bactéria é liberada para a superfície da planta, estando disponível para iniciar um novo ciclo de infecção 

(Duan et al, 1991). 
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Embora Xac possa causar cancro em todas as variedades de citros, Xaa é restrita ao limão galego, 

causando uma resposta de defesa HR em C. sinensis (Swarup et al, 1992 ; Cernadas et al, 2008). Análises do 

transcriptoma de folhas de C. sinensis infiltradas com Xac e Xaa resultaram em mudanças na expressão de 

2% do total de genes examinados (Cernadas et al, 2008). Tanto Xac quanto Xaa são capazes de modular 

genes comuns associados à PTI. Entre 6-48h pós-inoculação (HPI), porém, há uma mudança considerável na 

expressão gênica e Xac modula genes exclusivos, associados ao remodelamento e crescimento celular, 

tráfico de vesículas e supressão de defesa. Xaa também modula genes exclusivos, como WRKY e fatores de 

transcrição associados ao hormônio etileno, envolvidos em cascatas de defesa da planta. Isso é consistente 

com o fato de que Xac suprime a resposta de defesa da planta ao mesmo tempo em que induz virulência 

através de proteínas específicas, como aquelas codificadas pelos genes pthas (Cernadas et al, 2008). 

 O gene ptha é necessário e suficiente para causar lesões do tipo cancro para outras espécies de 

Xanthomonas que usualmente não causam cancro, como X. campestris pv. citrumelo (Swarup et al, 1992). 

Todas as cepas virulentas de Xac testadas possuem homólogos de pthA sendo que somente a expressão 

transiente desse gene em folhas de citros, através de transformação por bombardeamento, foi capaz de 

causar pequenas lesões do tipo cancro em folhas (Duan et al, 1991). Esse gene foi o primeiro a ser descrito 

como tendo função de patogenicidade na família PthA/AvrBs3 em Xanthomonas. Os genes dessa família 

possuem similaridade de 90 a 97%, codificam proteínas efetoras tipo III e podem ser translocadas pelo 

sistema TTSS para o interior da célula hospedeira (Swarup et al, 1992). 

 

1.3 Proteínas Efetoras Tipo III 

Bactérias gram-negativas utilizam diferentes sistemas de secreção de moléculas para células 

hospedeiras. Um dos sistemas mais complexos de secreção é o sistema secretório tipo III (TTSS), formado 

por mais de 20 proteínas envolvidas em um complexo em formato de agulha, que evoluiu provavelmente de 

estruturas flagelares. Esse complexo é responsável pela translocação de proteínas, processo intimamente 

regulado para que seja formado somente em condições de stress como carência nutricional, situação esta 

encontrada no espaço extracelular apoplástico in planta (McCann & Guttman, 2008). 
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Para que uma proteína possa ser exportada pelo TTSS e para que haja seletividade na exportação, 

motifs de reconhecimento devem estar presentes nos alvos (Büttner & Bonas, 2002). Além disso, acredita-se 

que as proteínas sejam translocadas parcialmente ou totalmente desenoveladas para a passagem por TTSS, 

sugerindo mecanismos de reenovelamento e ativação pós translocação (Cheng & Schneewind, 2000). Foi 

demonstrado também que AvrBs3 (membro da família PthA/AvrBs3 de Xanthomonas) é translocada pelo 

sistema TTSS de Xanthomonas campestris pv vesicatoria para o interior da célula vegetal (Van den 

Ackerveken et al, 2003) sugerindo que os membros dessa família também devem ser translocados através 

de TTSS (Szurek et al, 2002). 

 

 

1.3.1 Efetores TAL e a família PthA/AvrBs3 

Os membros da família de proteínas PthA/AvrBs3 de Xanthomonas têm domínios característicos de 

fatores de transcrição e atuam como transativadores na célula hospedeira (Kay & Bonas, 2009). Por essa 

razão são classificados como uma nova classe de efetores, denominada de Efetores TAL (Transcription 

Activators-like). Fazem parte dessa classe de proteínas diversos efetores de patógenos bacterianos que 

afetam pimentão, tomate, arroz dentre outros. Pelo menos AvrBs3 pode agir como fator de transcrição na 

planta promovendo virulência (Kay et al, 2007) ou resistência em não hospedeiros (Römer et al, 2007). 

As proteínas PthA/AvrBs3 possuem uma estrutura de domínios semelhantes, composta por 3 

regiões básicas: uma região N-terminal, um domínio central repetitivo e uma região C-terminal ácida (Figura 

2). O membro mais estudado da família PthA/AvrBs3 é a proteína efetora AvrBs3 de X. campestris pv 

vesicatoria, bactéria que causa a “bacterial spot disease” em tomate e pimentão (Szurek et al, 2002). Essa 

proteína tem similaridade de aminoácidos que variam de 90-97% com as proteínas PthAs. A região N-

terminal de AvrBs3 é essencial para a secreção através de TTSS, mas não para a indução de HR em não-

hospedeiros (Büttner & Bonas, 2002). Sua região central consiste em 17,5 repetições in tandem de 34 

aminoácidos (Figura 2), está envolvida na interação com DNA e pode estar implicada também em interações 

proteína-proteína (Gürlerbeck et al, 2005). As principais diferenças entre os membros dessa família estão 

justamente na região central da proteína, que pode conter de 5,5 a 28,5 repetições.  
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A proteína efetora AvrBs3 dimeriza-se no interior da célula hospedeira (Gurlebeck et al, 2005), 

através da região central e interage por meio de NLS com importinas da planta, sendo direcionada para o 

núcleo onde interage diretamente com promotores de genes-alvo, ativando genes envolvidos com o 

desenvolvimento de hiperplasia celular no caso de plantas susceptíveis (Kay et al, 2007) ou genes de 

resistência em plantas resistentes (Römer et al, 2007).  

Foi demonstrado também que AvrBs3 pode se ligar com certa especificidade a uma região consenso 

localizado na região do TATA box, denominada de UpaBox (Kay et al, 2007). Esse box está presente em 

vários genes com expressão dependente de AvrBs3, os chamados genes UPA (upregulated by AvrBs3). Um 

desses genes é um tipo de fator de transcrição que, quando ativado por AvrBs3 em plantas susceptíveis, 

gera um fenótipo diretamente relacionado com hipertrofia tecidular.  

AvrBs3 interage com o UpaBox nos promotores dos genes upa20 e bs3 próxima ao TATA box, (Kay 

et al, 2007; Römer et al, 2007) ativando esses genes, sendo que um deles, upa20, é um gene que codifica um 

fator de transcrição basic helix-loop-helix envolvido em hipertrofia celular em plantas suscetíveis (Kay et al, 

2007). Em não hospedeiros, a ativação direta de bs3 ativa uma cascata do tipo ETI de resistência, sendo esse 

um novo mecanismo de resposta imune da planta não-hospedeira, que também culmina em HR e, 

conseqüentemente, resistência à infecção (Römer et al, 2007). 

Essa região consenso de ligação no DNA varia de acordo com pares de aminoácidos localizados no 

domínio central da proteína de seu domínio central (responsável pela interação com DNA), em que cada par 

de aminoácidos tem relação com uma base no DNA, formando uma espécie de código (Boch et al, 2009). 

Esse tipo de código foi validado também com efetores de Xanthomonas oryzae e é conservado em efetores 

da família AvrBs3/PthA (Moscou & Bogdanove, 2009).  

Figura 2 – Estrutura das proteínas da família PthA/AvrBs3. As principais diferenças estão no domínio interno, que pode conter 

de 5,5 a 28,5 repetições in tandem de 34 aminoácidos.  
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Sendo assim, a elucidação desse código pode permitir a construção de proteínas ligadoras de uma 

sequência-alvo de um determinado gene R, dando origem a uma nova técnica de tratamento de doenças 

que afetam a agricultura (Römer et al, 2009). 

Xac possui quatro variantes de PthA, sendo que elas diferem entre si principalmente no número de 

repetições do domínio central (Figura 3): PthA1 possui 16,5 repetições, PthA2 e PthA3 possuem 15,5 

repetições e PthA4 possui 17,5 repetições (da Silva et al, 2002). A região C-terminal é composta por uma 

seqüência rica em leucinas (LRR), dois NLS e um domínio ácido de transcrição (AD) (Figura 3). A região NLS 

de AvrBs3 interage com uma alfa-importina de pimentão, endereçando a proteína efetora para o núcleo 

(Szurek et al, 2001). Como demonstrado pelo nosso laboratório, todas as variantes de PthA interagem com 

uma alfa-importina de C. sinensis pelas seqüências NLS e LRR (Domingues et al, 2010). O restante da região 

C-terminal, composto por um domínio ácido de ativação transcricional (AAD), é necessário para a 

transativação de genes do hospedeiro (Szurek,2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 – Variantes de PthA de Xac. (A) Esquema dos domínios e polimorfismos das quatro variantes de PthA de Xac. As variantes 

PthA1 (16.5) e PthA4 (17.5) são maiores em tamanho sendo que PthA2 e PthA3 possuem o mesmo tamanho e o mesmo número 

de repetições do domínio interno (15.5). LRR indica a região rica em leucinas e AD o domínio ácido ativador da transcrição. (B) 

Alinhamento da sequência de aminoácidos da região central repetitiva de 34 aminoácidos das quatro variantes de PthA e os 

polimorfismos existentes entre elas ao longo das repetições in tandem. 
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O contexto eucarioto de transcrição gênica que PthA pode estar envolvido como fator de 

transcrição compreende uma extensa e complexa maquinaria de regulação, composta por diversos tipos de 

proteínas e elementos cis-reguladores no DNA. Sendo assim, não é surpreendente que duas proteínas 

encontradas no screening de duplo-híbrido, como parceiros de interação de PthA, sejam proteínas 

diretamente relacionadas com o processo de transcrição gênica. A primeira delas, um membro do grupo de 

fatores de resposta à auxina (ARFs), é um fator de transcrição diretamente relacionado à sinalização desse 

hormônio in planta, podendo reprimir ou ativar genes específicos. A segunda é uma HMG (proteína do 

grupo de alta mobilidade) e que faz parte de uma família de proteínas arquiteturais ligadoras de DNA que 

facilitam o acesso de outros fatores ao próprio DNA. A elucidação do contexto funcional de interação dessas 

proteínas no desenvolvimento do cancro cítrico é o objetivo desse estudo. 

 

1.4 Auxin Response Factor (ARF) 

Os ARFs formam, em A. thaliana, uma família de fatores de transcrição de 23 proteínas sendo que 

todas elas possuem uma estrutura em comum de domínios conservados (Figura 4). Esses fatores de 

transcrição têm módulos envolvidos na ligação ao DNA, ativação/repressão da transcrição e na regulação 

gênica, como a extensa maioria de proteínas desse tipo. São fatores de transcrição envolvidos com a 

sinalização por auxina em plantas (Guilfoyle & Hagen, 2007). 

 

 

 

A região N-terminal possui um domínio de ligação ao DNA conhecido como domínio B3, semelhante 

ao encontrado na proteína Viviparous-1 de A. thaliana. Esse domínio está presente em vários fatores de 

transcrição e parece ser exclusivo de plantas superiores (Swaminathanm et al, 2008). Uma segunda região 

sem função definida, mas conservada em todos os ARFs, é definida como AuxR . Na região central encontra-

se uma região aparentemente desestruturada, mas rica em determinados aminoácidos (Tiwari et al, 2003). 

Figura 4 – Estrutura de domínios de proteínas do grupo das ARFs. A região N-terminal é formada pelo domínio de ligação ao DNA 

B3 e o domínio AuxR. Uma longa região predita como desestruturada liga o N-terminal ao domínio de dimerização proteína-

proteína Aux/IAA CTD. 
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A região C-terminal consiste no domínio Aux/IAA CTD muito semelhante ao domínio de interação proteína-

proteína encontrado nas proteínas Aux/IAA, mas sem os motifs-alvo de ubiquitinação I e II, sendo que as 

ARF possuem apenas os motifs III e IV não envolvidos na ubiquitinação (Guilfoyle & Hagen, 2007). Os ARFs 

são componentes essenciais na via de sinalização por auxina, descrita a seguir e esquematizada na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A auxina é produzida por uma via dependente de triptofano no citoplasma das células e pode ser 

transportada ativamente para outras células de maneira coordenada e polar através da via de endossomos 

PIN1 (Teale et al, 2006). No citoplasma, a auxina passa pelos poros nucleares passivamente e entra em 

contato com um complexo hormônio receptor, o primeiro desse tipo a ser caracterizado, conhecido como 

SCF
TIR1

. A auxina interage com TIR1 (como um adesivo molecular), aumentando sua afinidade por outras 

proteínas conhecidas como Aux/IAA. Esse aumento de afinidade recruta o restante do complexo, que 

adiciona cadeias de ubiquitinas K-48 a resíduos presentes nos motifs I e II das proteínas Aux/IAA (Tan et al, 

2007), que são direcionadas para o proteassomo e degradadas (Dharmasiri & Estelle, 2004).  

Essas proteínas Aux/IAA contêm um potente domínio de repressão transcricional (Ulmasov et al, 

1997) e interagem com fatores de transcrição denominados fatores de resposta à auxina (ARF) de forma 

auxina-independente (Guilfoyle & Hagen, 2007). Na presença de auxina, as Aux/IAA são degradadas (Rogg et 

Figura 5 – Esquema da sinalização molecular por auxina. 1) Na ausência de auxina as Aux/IAA estão interagindo com ARFs 

ligados em determinados promotores que podem conter um box AuxRE, bloqueando a expressão gênica. 2) A auxina pode ser 

produzida endogenamente ou ser transportada célula a célula por AUX1 ou PIN1. 3) Quando a auxina entra no núcleo, ela 

promove a formação do complexo SCFTIR1 que ubiquitina as Aux/IAA direcionando-as para degradação. 4) Sem as Aux/IAA, os 

ARFs são liberados ativando a expressão gênica . 5) Alternativamente, mesmo com auxina, alguns ARFs repressores podem 

bloquear a expressão gênica. 6) A ativação da transcrição gênica pode também ocorrer de maneira auxina-independente, pela 

interação com outros fatores de transcrição. Nesse caso, pode ocorrer ativação ou repressão da expressão gênica. 
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al, 2001), liberando os ARFs que podem ativar a expressão gênica de genes sensíveis à auxina (Abel & 

Theologis, 2006). Em A. thaliana as Aux/IAA formam uma grande família de potentes repressores (Tiwari et 

al, 2004) caracterizada por conter um domínio conservado de interação proteína-proteína chamado de 

domínio de dimerização Aux/IAA. As proteínas dessa família podem formar múltiplas interações entre si 

(com certa especificidade) e com os ARFs que também possuem o mesmo domínio de interação (Kim et al, 

1997). Como as proteínas Aux/IAA, os ARFs também formam uma extensa família de proteínas com 

diferentes características que podem interagir, além das proteínas Aux/IAA, também entre si (Li et al, 2004). 

Acredita-se que essa multiplicidade de possibilidades de interações esteja envolvida na fina regulação 

hormonal por auxina durante todo o desenvolvimento da planta (Weijers et al, 2005). Além disso, outras 

proteínas podem estar envolvidas com essa regulação estabelecendo complexos estáveis no DNA, através 

da interação proteína-proteína com ARFs, como no caso do fator MYB77 (Shin et al, 2007). Isso aumenta 

muito a possibilidade de parceiros e a complexidade da regulação gênica. 

Análises de mutantes dos genes tanto da família Aux/IAA (Wang et al, 2005 ; Fukaki et al, 2006) 

quanto ARF (Harper et al, 2000 ; Tian et al, 2004 ; Okushima et al, 2005) revelaram que esses mutantes 

possuem efeitos drásticos no desenvolvimento, porém com certo padrão nos fenótipos dependendo da 

classe dos genes mutados, revelando envolvimentos distintos e independentes (Liscum et al, 2002). 

AtARF2 é o ARF mais abundante em A. thaliana, sendo encontrado desde raízes até folhas e frutos 

(Ulmasov et al, 1999). É um regulador importante no desenvolvimento, como em flores, senescência (Ellis et 

al, 2005) e fenótipos associados à mutantes no gene arf2 tem hipersensibilidade à auxina e defeitos 

pleiotrópicos graves (Okushima et al, 2005), com o aumento no tamanho de sementes e ramos (hipertrofia e 

hiperplasia) (Schruff et al, 2005). Análises de transcriptoma desses mutantes apontam mudanças na 

expressão de vários genes envolvidos em regulação de crescimento celular e remodelamento, como 

expansinas, regulação de outros importantes hormônios e supressão de defesa (Okushima et al, 2005), 

semelhante ao observado em análises de transcrição gênica de plantas de citros infectadas por Xac 

(Cernadas et al, 2008). PthA pode contribuir, através da interação com CsARF, para que a planta fique mais 

sensível à própria auxina endógena como forma de patogenicidade, como o observado em ensaios de lesões 

in planta na presença de 2,4-D (Cernadas & Benedetti, 2009). AtARF2 é também um regulador chave na 
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comunicação entre as sinalizações por brassinoesteróides sendo alvo de regulação por fosforilação (Vert et 

al, 2008). 

Foi demonstrado que os ARFs são capazes de ligar especificamente uma região consenso, obtida 

através de análises de mutagênese dirigida, do promotor do gene gh3 de soja, precocemente ativado por 

auxinas (Ulmasov et al, 1995). Seleções mutacionais nessa região promotora permitiram o mapeamento da 

mínima região de DNA ligadora (Ulmasov et al, 1997b) que foi chamada de AuxRE box e consiste na 

seqüência TGTCTC (ou GAGACA) (Ulmasov et al, 1995). ARFs foram capazes de ligar in vitro e de ativar ou 

reprimir in vivo genes repórteres sob o controle de um promotor mínimo 35S e repetições in tandem 

variadas do AuxRE upstream ao promotor mínimo (Ulmasov et al, 1999). Essas construções repórteres são 

de extrema sensibilidade à auxina e constituem excelentes marcadores artificiais da ação da auxina em 

tecidos vegetais (Hagen & Guilfoyle, 2002). Recentemente foi descrita a primeira interação in vivo de um 

ARF (MONOPTEROS) com seu alvo no promotor do gene Dornröschen no desenvolvimento do cotilédone de 

A. thaliana (Cole et al, 2009). 

 

1.4.1 Hormônios Vegetais e Patógenos 

Vários sintomas de doenças vegetais como excessivo crescimento celular e tumores têm sido 

associados, desde o século 19, com níveis perturbados de hormônios vegetais. Técnicas bioquímicas 

possibilitaram o isolamento de hormônios vegetais de crescimento produzidos por bactérias e fungos. Um 

tipo de giberelina, o ácido giberélico (GA), por exemplo, foi encontrado inicialmente em um fungo 

patogênico para depois ser identificado em plantas (Robert-Seilaniantz et al, 2007). 

Muitos hormônios vegetais, como auxinas e citocininas, são produzidos em condição de infecção 

por vários patógenos virulentos, sugerindo uma interessante relação entre hormônios e o crescimento 

descontrolado do tecido vegetal quando infectado.  

Como forma de defesa, principalmente em ETI, as plantas também utilizam moléculas sinalizadoras, 

como os hormônios ácido salicílico (SA), ácido jasmônico (JA), e etileno (ET). O papel desses hormônios na 

aquisição de resistência e defesa contra patógenos é muito estudado (Jones & Dangl, 2006). Um dos 

modelos mais usados para entender essa situação é o sistema A. thaliana e a bactéria PstDC3000. A 
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virulência dessa bactéria é dependente de coronatina, um mímico de JA produzido pela própria bactéria que 

consegue induzir sistematicamente vários genes da biossíntese de auxinas e ácido abscícico (ABA) na planta. 

De fato, quando a sinalização por auxinas está ativada, A. thaliana se torna muito mais susceptível à 

PstDC3000 e quando essa via hormonal está inibida através de microRNAs há um aumento considerável da 

resistência também contra outras bactérias. A aplicação prévia da forma artificial de uma auxina, o 2,4-D, 

aumentou os sintomas cloróticos, mas sem afetar o crescimento de PstDC3000 (Robert-Seilaniantz et al, 

2007). 

Estudos recentes mostram que a ativação da via de sinalização por auxinas está associada ao 

desenvolvimento de doenças em plantas (Ding et al, 2008 ; Domingo et al, 2009 ; Navarro et al, 2006 ; Wang 

et al, 2007). Em trabalho recentemente publicado por nosso grupo (Cernadas & Benedetti, 2009), verificou-

se que a auxina é necessária para o desenvolvimento do cancro cítrico. Esses dados são corroborados por 

dados ainda não publicados do nosso grupo que mostram que PthAs de Xaa reprimem a via de sinalização 

de auxinas em laranja doce (dados não publicados). Além disso, vários genes regulados pela infecção 

também são regulados por auxinas, como genes de remodelamento de parede celular, sugerindo um cross-

talk entre as vias de sinalização do patógeno e vias hormonais do hospedeiro. Se isso ocorre diretamente 

pelos efetores tipo III ou não, ou se essa alteração envolve proteínas da própria planta hospedeira 

relacionadas com a auxina em nível molecular ainda é uma questão a ser respondida. 

 

1.5 High Mobility Group (HMG) 

As HMGs são a segunda classe mais abundante de proteínas cromossomais ligadoras de DNA 

conhecidas, sendo menos abundantes apenas que as histonas. Essas proteínas são subdivididas, em 

mamíferos, de acordo com características da estrutura primária em três grupos distintos (Grasser et al, 

2007): HMGA (formalmente HMGI/Y), HMGB (formalmente HMG1/2) e HMGN (formalmente HMG14/17). O 

primeiro grupo constitui uma família de proteínas que contem motifs de ligação a sequências ricas em AT 

(AT-hook sequences) (Webster et al, 2001). Os membros do grupo HMGB contém pelo menos um box 

conservado chamado de HMG-Box (Stros et al, 2007). Finalmente, o último grupo é caracterizado por ter um 

domínio de ligação a nucleossomos. Em plantas, o grupo HMGN é ausente e não há evidências, pelo menos 
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nos genomas disponíveis atualmente, de que plantas tenham proteínas dessa subfamília (Launholt et al, 

2006). 

Essas proteínas têm como função quebrar a barreira de rigidez do DNA para promover a formação 

de complexos nucleoprotéicos. Uma vez que o reconhecimento das HMG pelo DNA não é seqüência-

específico, acredita-se que a presença de outros fatores é necessária para determinar a especificidade da 

ligação à certas regiões do DNA(Grasser et al, 2007). A característica de ligar DNA das proteínas que têm 

pelo menos um domínio HMG box é bem descrita (Stros et al, 2007) sendo que membros da família HMGB1 

tem alta afinidade por formas aberrantes de DNA como minicírculos e four-ways junctions (Grasser et al, 

2006). Algumas proteínas dessa família, no entanto, não ligam DNA e sua função permanece desconhecida 

(Grasser et al, 2006). 

Os domínios HMG-box (responsáveis pela interação com DNA) são bem conservados e várias 

estruturas tridimensionais desse domínio em mamíferos já foram resolvidas. Ele é constituído por 

aproximadamente 75 aminoácidos formando 3 alfa-hélices, que se dispõe em formato de L, em ângulo de 

80° (Stros et al, 2007). Esse domínio em eucariotos pode ser dividido em A e B e é capaz de ligar DNA linear 

(A) ou aberrante (B) (Launholt et al, 2006). 

Dependendo da espécie de planta, um ou dois genes hmga estão presentes no genoma, enquanto 

várias proteínas HMGB são codificadas em genomas de plantas. As proteínas dessa família, que têm entre 13 

e 27kDa, são diferentes daquelas encontradas em mamíferos, sendo que todas têm somente um HMG-box 

central, flanqueado por um N-terminal básico exclusivo de plantas e podendo conter ou não uma região C-

terminal ácida, que pode variar de tamanho (Stros et al, 2007). Até o momento, a maioria das HMGB de 

plantas foi caracterizada como sendo proteínas envolvidas em remodelamento de cromatina e que ligam 

DNA de forma inespecífica, com alta afinidade por formas aberrantes, como minicírculos e four-way 

junctions (Grasser et al, 2006). O nível de expressão de AtHMGB1 tem enormes efeitos no transcriptoma da 

célula, influenciando entre outras características, o crescimento celular (Lildballe et al, 2008). 

A proteína AtHMGB1 localiza-se no núcleo, mais precisamente em speckles nucleares (Launholt et 

al, 2006). AvrBs3 também localiza-se no núcleo celular, de maneira bem semelhante aos mesmos speckles 

(Kay et al, 2007). Ensaios de localização com GFP em Nicotiana benthamiana de PthA também indicam a 



 
15 Introdução 

mesma localização (Domingues et al, 2010). Essas regiões são normalmente atribuídas à presença de fatores 

de transcrição e a complexos envolvidos na transcrição e regulação gênica em regiões muito ativas do DNA, 

com a presença de proteínas ligadoras de RNA e DNA (Handweger & Gall, 2006). 
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2. Objetivos e Justificativa 

A proposta desse trabalho foi caracterizar as novas interações protéicas entre a proteína PthA de 

Xac e as proteínas ligadoras de DNA CsARF e CsHMG de laranja doce (Citrus sinensis), identificadas em 

ensaio de screening de duplo-híbrido e verificar a interferência dessas interações na transcrição gênica 

mediada por proteínas do próprio hospedeiro no desenvolvimento do cancro cítrico. Para isso foram 

utilizadas diversas abordagens para a caracterização dessas interações tanto in vivo quanto in vitro, além de 

tentativas de contextualizar as interações e verificar a relevância biológica das mesmas.  

Diversos estudos mostram que membros da família PthA/AvrBS3 atuam como fatores de 

transcrição e alteraram o padrão transcricional da planta em benefício do patógeno, entretanto o 

mecanismo molecular pelo qual essas proteínas funcionam não está inteiramente claro. A análise das 

interações encontradas entre a proteína XcPthA e fatores de transcrição como CsARF e CsHMG poderão 

auxiliar no entendimento da patogenicidade de Xac em citros. A caracterização da interferência direta de 

uma proteína bacteriana de um patógeno na transcrição gênica através da própria maquinaria do 

hospedeiro pode abrir a nova perspectiva de interferência humana não só no caso de citros, mas de outras 

espécies vegetais afetadas por patógenos. 
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3. Materiais e Métodos 

3.1 Clonagem  

As técnicas gerais de biologia molecular foram realizadas de acordo com (Sambrook & Russel, 

2001). Todas as construções obtidas foram confirmadas por seqüenciamento de DNA. A Tabela 1 mostra 

todos os oligonucleotídeos usados nas clonagens e seqüenciamentos abaixo descritos. 

 

 

3.1.1 CsHMG 

A construção correspondente a ORF inteira de C. sinensis (DR909165.1 - GenBank) foi obtida 

através de PCR utilizando os oligonucleotídeos HMGF e HMGR, e como template cDNA total de folhas de C. 

sinensis. O produto de PCR obtido de aproximadamente 500bp foi clonado em pGEM-T-Easy (Promega) e 

então digerido com as enzimas de restrição NdeI e NotI. O fragmento liberado foi purificado e ligado nos 

plasmídeos pOAD e pET28a (Novagen), previamente digeridos com as mesmas enzimas. Células de 

Escherichia coli DH5α competentes foram transformadas por choque térmico ou eletroporação. As colônias 

transformantes foram selecionadas por PCR de colônia usando os mesmos oligonucletídeos HMGF e HMGR. 

Após confirmação da clonagem em pOAD, o plasmídeo obtido foi digerido com SalI e NotI e o inserto obtido 

foi então clonado em pGEX4T-1 (GE HealthCare). 

Nome Sequência 5’3’ Uso 

HMGF CAT ATG AAG GTT ACC AGG GGC Clonagem 

HMGR GCG GCC GCT CCT GAA TCT AGT C Clonagem 

HMGBOXF CATATGAAGAGGCCTTCTAGTGC Clonagem 

HMGBOXR GCGGCCGCTAGTTGTATGCTGTCATCAGC Clonagem 

ARFF CAG AGG TGC ATA TGA AGT CTT GTA AC Clonagem 

ARFR GCG GCC GCA ACA AAA CCT TGA ACC Clonagem 

ARF1 CGC AGT GTC ATA TGA CTA GGA GTT G Clonagem 

ARF2 CAT ATG TTG CCC TCA TCA CCT GAC Clonagem 

PthAIDF CGG GAT CCC CCA TGA ACC TGA CCC Clonagem 

PthAIDR GAG CTC GAG ATT ACT GGG CAA CAA TGC T Clonagem 

pOADF CAG GAT GTT TAA TAC CAC TAC AAT G Sequenciamento 

pOBDF CGG AAG AGA GTA GTA ACA AAG GTC Sequenciamento 

pOAD/BDR GTT GAA GTG AAC TTG CGG GG Sequenciamento 

T7 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C Sequenciamento 

SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA Sequenciamento 

pGEX/YEXF CCA GCA AGT ATA TAG CAT GG Sequenciamento 

Tabela 1 – Relação da sequência 5’3’` dos oligonucleotídeos usados na clonagem e sequenciamento 
das construções utilizadas. 
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3.1.1.1. Truncagens de CsHMG 

Formas truncadas de CsHMG foram obtidas através da amplificação por PCR da construção full-

length clonada em pET28a. Para a construção sem o N-terminal (CsHMGΔN) foram usados os 

oligonucleotídeos HMGBOXF (flanqueando o domínio central HMG-BOX) e HMGR. A construção contendo 

somente o domínio HMG BOX foi obtida através da amplificação com os oligonucleotídeos HMGBOXF e 

HMGBOXR. Uma última construção, sem o C-terminal, foi obtida com os oligonucletotídeos HMGF e 

HMGBOXR. Todas as construções foram clonadas no vetor pET28a nos sítios NdeI e NotI, sendo assim, em 

todas as construções, a cauda de polihistidina está no N-terminal da proteína. 

 

3.1.2 CsARF 

 Para a amplificação da ORF inteira CsARF (full-length) foi inicialmente proposta uma abordagem 

que envolveria a técnica 5`RACE (5´Rapid Amplification of cDNA Ends). Porém foi possível construir um 

contig in silico usando os ESTs de C. sinensis  (CB290624, CX5416 e CD575895 – Biblioteca CItEST). Dessa 

maneira, foram desenhados os oligonucleotídeos ARFF e ARFR e realizada uma reação de PCR usando como 

template o cDNA total de C. sinensis. Foi obtido um produto único na amplificação com tamanho 

correspondente de aproximadamente 2,5Kb. O produto de PCR foi clonado em pGEM-T-Easy (Promega), 

digerido com as enzimas NdeI e NotI e ligadas em pOAD (doado pelo Prof. Shaker C. Farah – USP) e pET28a 

(Novagen) previamente digeridos com as mesmas enzimas. A construção pOAD-CsARF foi digerida com SalI e 

PstI, subclonada no vetor pBluescript SK+ (Stratagene), novamente digerida com NdeI e XbaI e inserida no 

vetor pT7SUP23 (doado pelo Dr. Nilson Zanchin) para futuros testes de expressão in vitro usando 

reticulócitos de coelho. 

A obtenção das formas truncadas CsARFΔN(1-708) e CsARFΔN(1-257) foram obtidas por PCR com o uso 

dos pares de oligonucleotídeos ARF1 e ARFR, ARF2 e ARFR, respectivamente. Os produtos foram clonados 

em pGEM-T-Easy, digeridos com NdeI e NotI e ligados em pOAD.  

Algumas formas truncadas de CsARF foram obtidas por digestões específicas  da construção full-

length pOAD-CsARF. Foi realizada uma digestão com as enzimas NsiI e PstI liberando um produto único de 

digestão de aproximadamente 1,7Kb. O plasmídeo foi então religado originando a construção CsARFΔC(238-
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835) e o produto da digestão foi subclonado em pOAD previamente digerido com PstI, dando origem à forma 

truncada CsARFΔN(1-391). Essa construção foi novamente digerida com a enzima EcoRI. O fragmento obtido, 

de aproximadamente 300bp, foi subclonado em pOAD digerido com EcoRI, originando finalmente a 

construção CsARFMR(241-438).  

Para a obtenção da construção CsARF no vetor pCDNA-FLAG (INVITROGEN), o vetor pOAD-ARF foi 

digerido com as enzimas SalI e NotI e subclonado no vetor pET28a. Uma nova subclonagem foi feita através 

da digestão com os enzimas BamHI e NotI finalmente para o vetor pCDNA-FLAG, gerando uma construção 

com o cDNA do epítopo FLAG na porção 5´ do cDNA correspondente à ARF inteira de citros. 

  

3.1.3 Domínios Internos de PthA 

Para a obtenção do domínio interno repetitivo de PthA foram desenhados os oligonucleotídeos 

PthAIDF e PthAIDR, flanqueando o domínio em questão. Como template para reação de PCR foram 

utilizados separadamente as construções disponíveis pOBD-PthAΔN1 (16,5 repetições), pOBD-PthAΔN3 

(15,5 repetições) e pOBD-PthAΔN4 (17,5 repetições). Os três fragmentos obtidos foram clonados em pGEM-

T-Easy e então digeridos com as enzimas BamHI e SacI. Os fragmentos liberados, ao redor de 1,6Kb, 

correspondentes foram subclonados em pET28a e então novamente digeridos com NdeI e NotII. Os 

fragmentos resultantes foram finalmente subclonados em pOAD e pOBD para a geração dos clones 

PthAΔNΔC16,5; PthAΔNΔC15,5; PthAΔNΔC17,5. 

 

3.1.4 Demais Construções 

Foram utilizadas construções previamente disponíveis ou que foram preparadas paralelamente por 

outros membros de nosso laboratório. Nesse grupo estão as construções das formas truncadas e inteiras das 

quatro variantes de PthA em pET28a e pOBD, sendo elas: PthA1,2,3 e 4; PthAC; PthAΔN1, 2, 3 e 4; 

XcPthΔN5,5 e PthALRR. 

 

3.2 Duplo-híbrido de Leveduras 

3.2.1 Transformação  
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A linhagem de levedura PJ694-a (MATa trp1 – 901 leu 2-3, 112 ura 3-52 his3-200 gal 4Δ gal 80Δ 

LYS2:: GAL1 – HIS3 GAL2 – ADE2 met2 :: GAL7 – LacZ) foi crescida em meio YPAD (1% extrato de levedura; 

2% peptona; 2% de D-glicose; 0,003% adenina) à 30°C (250 rpm) até OD600 0.7 e então procedeu-se à 

transformação das leveduras com o plasmídeo pOBD contendo a construção de interesse pelo método 

PEG3350-acetato de lítio como descrito em (Gietz & Woods, 2002). As leveduras foram então plaqueadas 

em meio seletivo SC–W (0,66% base nitrogenada sem aminoácidos; 2% glicose; 0,008% adenina; 0,008% 

histidina; 0,008% leucina; 2% Bacto-ágar). Após confirmação da transformação as leveduras foram 

novamente crescidas e procedeu-se à nova transformação com os plasmídeo pOAD de interesse. As 

leveduras foram novamente plaqueadas e somente aquelas capazes de crescer em meio seletivo SC –W–L 

foram selecionadas para a análise dos genes repórteres. 

 

3.2.2 Ativação de genes repórteres ade2 e his3 

As colônias duplo-transformantes selecionadas pelos marcadores auxotróficos foram plaqueadas 

em meio SC –W –L –H  por 3-4 dias (30°C) e novamente plaqueadas em meio seletivo SC –W –L–H –Adenina 

contendo 0mM, 3mM e 5mM de 3-AT por 3-4 dias (30°C), para o teste de ativação dos genes repórteres 

ade2 e his3. 

 

3.3 Expressão e Purificação 

Todas as construções (em pET28a ou pGEX4T-1) para expressão heteróloga em E. coli foram 

inseridas na cepa BL21(DE3) por choque-térmico ou eletroporação e plaqueadas em meio LB (1% de 

peptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% de cloreto de sódio pH7,0) sólido contendo o antibiótico 

apropriado para seleção. O pré-inóculo em meio líquido LB ou TB (12 g/L triptona; 24 g/L extrato levedura; 

0.72M fosfato de potássio dibásico; 0,17M fosfato de potássio monobásico 0,4% Glicerol) foi preparado com 

as colônias transformantes  selecionadas e crescido por 16h à 37°C e 200 rpm. A melhor condição para 

crescimento do inóculo, indução, lise e etapas de purificação estão indicadas abaixo, conforme cada caso. 

Quando necessário, a concentração de proteína foi determinada pela medida da absorbância a 280nm 
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(usando o coeficiente de extinção molar específico obtido pelo algoritmo ProtParam) ou pelo método de 

BCA, de acordo com as normas do fabricante (Thompsom Scientific). 

 

3.3.1 6xHis-CsHMG 

O inóculo contendo o plasmídeo pET28a-CsHMG foi crescido em meio LB/TB contendo canamicina 

(50 µg/mL) até OD600=0.6 a 37°C e 200 rpm. A indução foi feita pela adição de 0,4 mM IPTG, sendo que no 

caso de indução em meio LB foi por 3 horas e no caso de meio TB foi feita por 20 horas. Após a indução as 

células foram centrifugadas por 20 minutos, 5000 rpm e 4°C. As células foram então congeladas e 

ressuspendidas em tampão de lise (PBS - 140mM NaCl; 2,7mM KCl; 10mM Na2HPO4; 1,8mM KH2PO4; pH 7,4) 

com o coquetel de inibidores de protease CompleteMini (Roche). Foi então adicionado 0,2 µL/mL de 

Nonidet-P40, lisozima (1 mg/mL) e DNAse I (0,1 U), as células foram incubadas no gelo por 30 minutos  e 

então procedeu-se 20 pulsos de sonicação (Branson Sonifier 450) de 10 segundos com intervalos de 20 

segundos. O lisado celular foi centrifugado à 20.000 x g por 30 minutos (4°C) para separação das frações 

solúveis e insolúveis. O lisado foi filtrado em filtro de 0,45 µm e submetido às etapas de purificação. 

A primeira etapa para a purificação de 6xHis CsHMG consistiu em uma cromatografia de afinidade 

utilizando colunas Hi-Trap (GE Healthcare) em FPLC (Äkta - GE Healthcare). A coluna foi lavada com tampão 

de lavagem PBS + (10 mM β-mercaptoetanol; 15 mM imidazol) e eluída em tampão (Tris-HCl pH8,0; 10mM 

β-mercaptoetanol) por gradiente crescente de imidazol (0-500 mM). As frações eluídas foram analisadas por 

SDS-PAGE e então dialisadas em tampão fosfato 20 mM; 50 mM NaCl; pH6,6. Procedeu-se então à etapa 

seguinte de purificação por cromatografia de troca iônica usando a coluna aniônica MonoQ (Pharmacia) e os 

tampões A (fosfato 20 mM; NaCl 50 mM) e B (fosfato 20 mM; NaCl 1M) e novamente dialisadas em tampão 

fosfato 20 mM; 50 mM NaCl; pH6,6 . Aproximadamente 2 mg/mL foram liofilizados e enviados para a 

produção de anticorpos policlonais a fim de serem utilizados em futuros experimentos e detecções.  

 

3.3.2 GST-CsHMG 

Diversas condições foram testadas para que houvesse expressão significativa da proteína CsHMG 

fusionada com GST (pGEX4T-1). A melhor condição obtida consistiu do crescimento do inóculo em LB 
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acrescido de ampicilina (100µg/mL) a 37°C até OD600=0.6 e indução com 0,4mM IPTG por 4 horas a 30°C e 

200 rpm. As células foram centrifugadas e ressuspendidas em tampão PBS + 1mM DTT e incubadas por 30 

minutos no gelo, sonicadas e as frações solúveis e insolúveis foram colhidas para análise em SDS-PAGE. 

Apenas a fração solúvel foi utilizada nos ensaios de GST-pulldown. 

 

3.3.3 Expressão e Purificação das formas truncadas 6xhis-HMGΔN, HMGΔNΔC e HMGΔC 

As formas truncadas de HMG foram expressas e purificadas conforme 3.3.1. Porém para a forma 

6xHis-HMGΔNΔC a etapa de troca-iônica foi realizada com a coluna catiônica Mono-S HR (Pharmacia). 

 

3.3.4 6xHis-CsARFΔN(1-257) 

O inóculo foi crescido à temperatura de 30°C até OD600 0.4 e induzido com 1 mM IPTG por 4 horas. 

As células foram centrifugadas 5000 rpm 4°C por 20 minutos e congeladas. As células foram ressuspendidas 

em tampão (20 mM TRIS-HCL pH 8,0; 5 mM imidazol; 150 mM NaCl; 1 mM PMSF, 20% glicerol e 0,5 mM 

DTT), adicionou-se lisozima em concentração final de 1mg/mL  e as células foram incubadas no gelo por 30 

minutos. Foram realizados pulsos no sonicador de 10s com intervalos de 10s , por 3 minutos, e o lisado foi 

centrifugado por 30 minutos à 20.000 x g (4°C). A fração solúvel foi filtrada e utilizada para uma etapa de 

purificação por cromatografia de afinidade com a resina TALON (Clontech). A resina foi equilibrada em 

tampão de lavagem (20 mM TRIS-HCl pH 8,0; 15mM imidazol; 150mM NaCl; 1mM PMSF, 20% glicerol e 

0,5mM DTT), incubada com a fração solúvel obtida e lavada com 20 volumes de coluna com o tampão de 

lavagem. A proteína de interesse foi eluída com 1 volume de coluna com o tampão 20 mM TRIS-HCl pH 8,0 

contendo 100 mM imidazol, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 20% glicerol e 0,5 mM DTT) e dialisada para o 

tampão 20 mM TRIS-HCl pH 8,0 contendo 150 mM NaCl. Além de análises por SDS-PAGE a concentração da 

proteína foi medida por absorbância a 280nm. A correta produção da proteína recombinante foi confirmada 

por espectometria de massas MALDI-TOF. Aproximadamente 2mg/mL de 6xhis-CsARFΔN(1-257) foi liofilizada e 

enviada para a produção de anticorpos policlonais e será utilizada em futuras detecções e experimentos. 

 

3.3.5 GST-CsARFΔN(1-257) 
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Suspensões de E. coli transformadas com a construção GST-CsARFΔN(1-257) foram crescidas a 37°C 

até OD600 0,4 induzidas com 0,4 mM IPTG por 4 horas,  centrifugadas 5000 rpm 4°C por 20 minutos e 

congeladas. As células foram então ressuspendidas em tampão PBS + 1 mM DTT foi adicionada lisozima e 

incubadas no gelo por 30 minutos. O lisado foi submetido a pulsos no sonicador de 10s com intervalos de 

10s e centrifugado por 30 minutos à 20.000 x g (4°C). A fração solúvel foi filtrada (filtro 0,45µm) e utilizada 

para os ensaios de GST pulldown. 

 

3.3.6 Expressão de FLAG-CsARF através de reticulócitos 

A expressão da proteína full-length foi realizada através de transcrição e tradução in vitro, uma vez 

que tentativas de produção da proteína em E. coli não foram bem sucedidas. O sistema utilizado foi o TNT® 

Coupled Rabbit Reticulocyte System (PROMEGA) e a expressão foi feita de acordo com as orientações do 

fabricante, em reações de 1h30min em um total de 50 µL ou 25 µL de reação total. O produto dessa reação 

foi utilizado para as reações de EMSA descritas a seguir. 

 

3.3.7 6xhis-PthAΔNΔC 

A expressão das três construções do domínio interno de PthA foi realizada com os os mesmos 

procedimentos usados para expressão e purificação das outras construções já disponíveis em nosso 

laboratório como descrito em 3.3.6.1. 

 

3.3.8 Demais Proteínas 

A expressão e purificação de todas as construções utilizadas nesse estudo envolvendo PthA foi 

efetuada de acordo com protocolos e otimizações feitas por outros membros de nosso grupo. Todas as 

formas truncadas de PthA foram expressas em E. coli  de acordo com o protocolo descrito abaixo: 

 

3.3.8.1 Expressão e Purificação das formas truncadas e inteiras de PthA. 

O inóculo foi crescido a 25°C em meio LB suplementado com canamicina até OD600=0,6 e induzido 

com 0,4 mM IPTG por 3 horas. As células foram coletadas, congeladas e ressuspendidas em tampão A (20 
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mM TRIS-HCL pH 8,0; 5 mM imidazol; 300 mM NaCl; 1 mM PMSF, 20% glicerol e 0,5 mM DTT). Foi 

adicionada lisozima por 30 minutos no gelo e a suspensão foi sonicada e centrifugada à 20.000 x g para 

coleta da fração solúvel. O extrato foi filtrado e carregado em coluna de Ni-NTA. Após a passagem do 

extrato solúvel a resina foi lavada com 20 volumes de coluna, com o tampão B (20 mM TRIS-HCl pH 8,0; 15 

mM imidazol; 300 mM NaCl; 1 mM PMSF, 20% glicerol e 0,5mM DTT) e eluída com um volume de coluna 

com o tampão C (20 mM TRIS-HCl pH 8,0; 100 mM imidazol; 300 mM NaCl; 1 mM PMSF, 20% glicerol e 0,5 

mM DTT) em 5 frações distintas. As frações coletadas foram analisadas em SDS-PAGE para confirmar o 

sucesso da purificação. 

 

3.4 GST pulldown 

A resina GST-Fastflow (GE-Healthcare) foi lavada 3 vezes com 4 volumes de coluna de água e 

equilibrada com tampão PBS +1mM DTT. A fração solúvel da proteína fusionada à cauda de GST foi incubada 

por 1 hora e 30 minutos (4°C). A resina foi lavada 4 vezes com 10 volumes de coluna com o mesmo tampão e 

novamente incubada com frações purificadas das proteínas fusionadas à cauda 6xhis por 3 horas (4°C). A 

resina foi novamente lavada por 7 vezes com 10 volumes de coluna. As proteínas foram então eluídas com 

tampão de eluição (20 mM Tris-HCl; pH8,0 ) contendo 12 mg/mL de glutationa reduzida (Sigma) e analisadas 

por SDS-PAGE e Western Blot. 

 

3.4.1 Western Blot 

As proteínas separadas em gel de SDS-PAGE foram transferidas para uma membrana PVDF 

(Milipore) em tampão de transferência (48 mM de Tris-base; 39 mM de glicina; 0,037% de SDS e 20% de 

metanol) por 1 hora (350 mA). A membrana foi então incubada em solução bloqueadora TBS(20 mM de Tris-

base; 150 mM de NaCl, 0,05% Tween 20,  pH 7,5) + 5% de leite por 1 hora e incubadas com diluições 

específicas dos anticorpos primários utilizados: Anti-GST (Assman et al, 2001) 1:5 e Anti-PthA 1:5000, 

também por uma hora. A membrana foi lavada com tampão TBS e incubada com os anticorpos secundários 

Anti-Rabbit ou Anti-Mouse (GE-HealthCare) e novamente lavada com tampão TBS.  A detecção foi realizada 

com o kit ECL Fast Blotting Analysis System (GE-HealthCare) de acordo com as recomendações do fabricante. 
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3.5 Clonagem da Região 5´UTR do Gene CsEXP 

A estratégia utilizada para o isolamento do provável promotor do gene de uma expansina (CsEXP) 

consistiu na modificação da técnica de 5´RACE. Foram construídos dois oligonucleotídeos reversos (EXPR1 e 

EXPR2) localizados perto da extremidade 5´ do maior EST anotado no banco de dados. Membros do 

laboratório construíram bibliotecas genômicas de C. sinensis digeridas com as enzimas de restrição NlaIII e 

SphI ligadas em ambas as extremidades com o adaptador Nested A. As duas bibliotecas foram utilizadas 

como templates separadamente para a realização de um primeiro ciclo de PCR envolvendo os 

oligonucleotídeos NESTEDA e EXPR1. Os produtos de PCR purificados na região entre 800kB e 3Kb e não 

purificados foram utilizados como templates separadamente na segunda reação de PCR envolvendo os 

oligonucleotídeos EXPR2 e NESTEDA. Alternativamente, para o aumento da eficiência e especificidade da 

reação o oligonucleotídeo NESTEDA era adicionado somente após 8 ciclos de PCR contendo apenas EXPR2. 

Os produtos de PCR obtidos foram purificados separadamente e clonados em sistema pGEM-T-Easy para 

seqüenciamento e análise dos dados obtidos. Os oligos utilizados para esse procedimento estão listados na 

Tabela 2. 

 

 

 

 

 

3.5.1 CsEXP 

Como citado acima, duas bibliotecas foram utilizadas como template para a realização dos 

experimentos. No caso de CsEXP, a utilização de ambas as bibliotecas tiveram resultados semelhantes e 

satisfatórios. Porém o clone encontrado foi amplificado à partir da biblioteca NlaIII. A primeira etapa de 

amplificação consistiu em 35 ciclos de PCR sendo o melhor ciclo composto por uma etapa de desnaturação 

de 95°C, anelamento de 57°C e alongamento de 72°C. A segunda etapa consistiu de primeiros 8 ciclos 

idênticos ao primeiro e mais 35 ciclos após a adição de EXPR2. Os produtos de amplificação decorrentes, 

compostos por fragmentos que variavam de 150bp-600bp foram clonados em pGEM-T-Easy e seqüenciados.   

Nome Oligonucleotídeos - Sequência 5` 3` 

EXPR1 GCC ATA CCC ACA AGC ACC ACC C 

EXPR2 GCC ACC CAC CAC CAT AGT CTC C 

CP450R1 CTC TGG GCA TGT TCT TCA AGC C 

CP450R2 CCG CAT AGA GCC TAT GTG ACC C 

NESTEDA GAT CTG CAC CAG AAT TCC ATG 

Tabela 2 – Oligonucleotídeos usados no isolamento dos promotores de citros. 
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3.5.2 EMSA com CsARF  

As reações de binding foram realizadas com o tampão de ligação (20 mM HEPES-KOH 50 mM KCl 

16% glicerol pH 7.9) utilizando as sondas marcadas com α-ATP através de preenchimento com o fragmento 

klenow da DNA polimerase. Os produtos da transcrição/tradução in vitro nos volumes indicados foram 

utilizados juntamente com o DNA competidor (nonsense) para formar o total da ligação. As reações foram 

incubadas por 25 minutos a temperatura ambiente e aplicados em gel não denaturante de poliacrilamida (4-

6%) a 180 V por 1 hora e 30 minutos, secos e expostos para revelação em filme.  

As sondas utilizadas para os ensaios de ligação de CsARF foram construídas a partir da provável 

região de ligação de PthA ao longo de um provável TATA box na região 5´UTR obtida do gene da expansina. 

Quatro sondas foram construídas (Tabela 3): 

 

 

 

 

  

As sondas fita simples foram aneladas em gradiente de temperatura, iniciando a denaturação à 

95°Cm durante 3 minutos, com decréscimo a cada 5°C, até a temperatura ambiente. As sondas foram 

resfriadas no gelo por 15 minutos e então marcadas radioativamente pelo método da polimerase Klenow. 

 

Nome Oligonucleotídeos - Sequência 5` 3` 

WT CCGCATCTCACTGTCTATATAAAGGAGGCTCCATTCCCCCTGC 

MUT1 CCGCATCTCACGGACTATATAAAGGAGGCTCCATTCCCCCTGC 

MUT2 CCGCATCTCACTGTCTACAGAAAGGAGGCTCCATTCCCCCTGC 

Nonsense GACGGCATGGCCAGGCCTCGAGACGTCGCAGTGGACCGGAGGC 

Tabela 3 – Sondas utilizadas nos ensaios de EMSA com CsARF 

Figura 6 – Esquema representando os oligonucleotídeos utilizados no isolamento da região 5´UTR de CsEXP. Oligonucleotídeos 

reversos foram desenhados em duas regiões da ORF de CsEXP para amplificação da região 5´UTR não anotada. Reações de PCR 

foram realizadas usando como template bibliotecas genômicas digeridas e ligadas ao adaptador NESTEDA primeiramente com 

EXPR1 e NESTEDA. O produto de amplificação dessa reação foi utilizado como template para um segundo ciclo de amplificação 

com NESTEDA e EXPR2. Os produtos dessa amplificação foram clonados em pGEM e seqüenciados.   
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3.6 Ensaios Estruturais e Bioquímicos de CsHMG 

Todos os ensaios foram realizados com a proteína 6xHisCsHMG purificada de acordo com o descrito 

no item 3.3.1 .  

 

3.6.1 Dicroísmo Circular (CD) 

Os experimentos de CD foram realizados em um espectropolarímetro J-810 (JASCO), acoplado a um 

sistema interno de controle de temperatura (Peltier Type Control System PFD 425S – JASCO) e controlador 

externo de temperatura (NESLAB RTE Series – NESLAB). As cubetas de quartzo usadas possuíam caminho 

ótico de 1 mm ou 0,1 mm e as proteínas foram diluídas suficientemente para fornecer um sinal em 222 nm 

entre – 20 e – 40 mDeg.  

Os espectros de CD foram coletados em temperatura constante de 20°C, sendo que os espectros de 

CD em ultravioleta distante iniciavam em 260 nm e cobriam até a banda na qual a voltagem do detector 

atingisse o limite de 600V. Espectros cumulativos de 6 coletas (velocidade de coleta = 100 nm/min e tempo 

de resposta 2s) foram analisados pela subtração do branco (tampão fosfato 20 mM 50 mM NaCl pH 6,6). A 

porcentagem de estrutura secundária foi calculada à partir do programa CDNN Decovoluntion. No caso dos 

experimentos de desnaturação térmica, foram utilizadas cubetas de quartzo de 1 mm e a temperatura foi 

controlada pelo sistema. 

 

3.6.2 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

A expressão e purificação de 6xhis-CsHMG foi efetuada como descrito em 3.3.1, porém foi utilizado 

meio mínimo M9 (1X sais de M9, 2 mM MgSO4, 0,1 mM CaCl2, 0,4% glicose) para padronizar protocolos 

futuros com aminoácidos marcados. Aproximadamente 0,6 mM de proteína concentrada através de filtro 

centripore 5 KDa foram utilizados para os ensaios de RMN, realizados em tampão fosfato 20 mM, pH5.6 

contendo 0,05% NaN3. O espectro unidimensional foi coletado em espectrômetro Varian Inova 600MHz do 

grupo de RMN do LNBio. 
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3.6.2.1 Expressão e Purificação em Meio Mínimo para Marcação Isotópica 

A melhor condição de expressão em meio mínimo foi obtida com um pré-inóculo fresco crescido e 

repicado por 16h a 37°C e 200 rpm em meio LB com canamicina. O inóculo foi centrifugado para retirada do 

meio LB duas vezes por 15 minutos a 5000 rpm e ressuspendido em meio M9 fresco, acrescido de NH4Cl 

marcado com 
15

N para simples marcação ou com glicose C
13

 dependendo do experimento em questão. Após 

crescimento até OD600=0,6 e 37°C, a indução foi feita com 0,4 mM de IPTG, por 16h, sob temperatura de 

25°C e 200 rpm. A purificação foi feita conforme descrito em 3.3.1. 

 

3.6.2.2 Coleta de Experimentos 

Todos os experimentos foram coletados no espectrômetro Varian Inova 600Mhz no LNBio/CNPEM 

sob colaboração do grupo de RMN cujo responsável direto foi o Dr. Maurício Sforça. Os experimentos 

realizados foram HNCA, HNCACB, CBCA(CO)NH, HN(CO)CA, HNCO, NHSQC e NOESY-NHSQC. Todos os dados 

foram coletados sob temperatura de amostra de 20°C e processados com o software NMRPIPE, NMRVIEW e 

SmartNotebook. 

 

3.6.2.2.1 Experimentos de Titulação RNA/Proteína e aquisição de espectros bidimensionais 

NHSQC 

Amostras concentradas de CsHMG de 0,3 mM foram utilizadas para os experimentos de titulação 

com RNA fita simples de 23 nucleotídeos de uridina ressuspendido em água. O cálculo da razão molar foi 

efetuado de modo a diminuir consideravelmente o volume total e a quantidade de RNA utilizado, sem que 

houvesse um decréscimo na intensidade do sinal de NHSQC. Após adição do RNA a mistura foi gentilmente 

agitada, incubada a temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos e o espectro era então 

coletado. 

 

3.6.3 Ensaios de Cristalização 

As tentativas de cristalização consistiram em screening iniciais com Kits de soluções de cristalização 

conduzidas pelas técnicas do ROBOLAB-LNBio. A proteína foi dosada e submetida (testes de concentração 
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da proteína e de DLS (Dynamic Light Scattering) para verificar a dispersão da proteína em solução. Para as 

análises de screening, 1 µL de proteína 6xhis-CsHMG purificada em concentração de 6,41 mg/mL foi 

adicionado em 2 µL dos tampões dos kits (Wizard I e II (Emerald Biosystems), PACT (Nextal/Qiagen), JCSG+ 

(Nextal/Qiagen), SaltRX (Hampton Research) e Precipitant Synergy (Emerald Biosystems). Observações 

foram realizadas nas placas de cristalização periodicamente. 

3.6.4 EMSA (Eletrophoretic Mobility Shift Assay) - DNA 

3.6.4.1 Sondas 

Foram utilizadas três sondas para esse ensaio. Duas consistiam de prováveis regiões promotoras de 

genes de C. sinensis up-regulados por Xac e que continham um provável alvo de ligação de PthA. Essas 

regiões foram isoladas por outros membros do grupo e gentilmente cedidas para esse estudo. Uma sonda 

foi chamada de pr5 de tamanho (150 pb) e a outra de cyp (180 pb). Por fim a última sonda chamada de pb 

(100 pb) foi construída através da amplificação por PCR do polylinker do plasmídeo pBlueScript SK+ 

(Stratagene) correspodendo à um tamanho de 100 pb. 

 

3.6.4.2 Binding e visualização 

As reações de binding contendo de 0,5 µg a 5 µg de 6xhis-CsHMG purificada, ~200 ng de sonda no 

tampão de ligação (em concentração final: 20 mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 10% glicerol e 1 mM EDTA,  pH 

7,5) foram incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente. Após incubação, a reação foi aplicada em 

gel de poliacrilamida nativo (6% e pré-corrido por 1 hora em tampão de corrida (50 mM Tris-HCl, 380 mM 

glicina e 2 mM EDTA). Os géis foram corridos por 1 hora à 4°C, submetidos à coloração com brometo de 

etídeo por 30 minutos e visualizados em luz ultravioleta. 

 

3.6.4.3 Proteína-RNA 

3.6.4.3.1 Sondas 

As sondas utilizadas nesse ensaio foram gentilmente cedidas pelo Dr. Alexandre Quaresma e 

consistiam de quatro segmentos de 25 bases compostos por polímeros de adenina (poly-A)25, uracila (poly-

U)25, citosina (poly-C)25 e guanina (poly-G)25. Foram também utilizadas sondas de tamanhos variados, como 
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poly-AU11 e poly-AU23 como indicado na Tabela 4. As sondas foram marcadas radioativamente usando 

[ 32P]-ATP, através da enzima polinucleotídeo quinase (PNK). As sondas marcadas foram purificadas com o 

kit Illustra de acordo com as recomendações do fabricante.  

 

 

 

 

 

 

3.6.4.3.2 Binding 

As reações de binding contendo concentrações crescentes de proteína purificada (0,5 µg a 5 µg) 

foram incubadas com 12,5 nM de cada sonda marcada, em tampão de binding (20 mM Tris-HCl, 100 mM 

NaCl, 1 mM MgCl2, 10% glicerol e pH 7,5) por 30 minutos no gelo. No caso dos ensaios competitivos as 

amostras foram incubadas somente com a sonda não marcada, e adicionado, após 10 minutos, a sonda 

marcada. Foi acrescentado o tampão de amostra de RNA e as amostras foram aplicadas em gel de 

poliacrilamida 6% em tampão 20 mM Trisma, 8 mM acetato, 0,1 mM MgCl2 e pH 8,0 e corridas por 3 horas à 

4°C. Após corrida os géis foram secos e expostos por 16h à -80°C para posterior autoradiografia. 

 

3.6.4.3.3 UV-Crosslinking 

Foram realizadas reações de binding conforme descrito em 3.6.4.1.2 . Após as reações de binding as 

amostras foram submetidas por 5 minutos em fonte de UV (UV-Stratalink 2400 – Stratagene) em 

comprimento de onda de 260 nM. As amostras foram submetidas à eletroforese em gel desnaturante (SDS-

PAGE) 10%, secas e incubadas por 16h à -80°C para posterior autoradiografia. 

 

 

Nome Oligonucleotídeos de RNA - Sequência 5` 3` 

PolyAU11 UUUAUUUAUUA 

PolyAU23 UUAUUAUUUAUUUAUUAUUUA 

PolyA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

PolyC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

PolyG GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 

PolyU UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU 

Tabela 4 – Sondas utilizadas nos ensaios de EMSA de RNA com CsHMG 
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3.7 Cultivo de Arabidopsis thaliana Col-0 e hmgb-1 

Com o intuito de utilizar um sistema mais robusto para caracterização de CsHMG, sementes 

mutantes e selvagens (Col-0) de A. thaliana oriundas do banco TAIR (WWW.arabidopsis.org), heterozigotas 

para o gene hmgb1 (provável homólogo de CsHMG) foram crescidas em meio MS (sais MS, 25 g/L sacarose, 

100 mg/L mio-inositol pH5,7) em estufa com temperatura e umidade controlada no CBMEG-UNICAMP, sob a 

supervisão do Prof. Michel Vincentz. Plântulas de 3 semanas foram utilizadas em análises preliminares para 

testes com o anticorpo anti-HMG e futuros experimentos de complementação com CsHMG como a 

caracterização funcional in planta e, principalmente, ensaios visando a complementação do mutante hmgb-

1 por CsHMG. 

 

3.8 Anticorpo Anti-HMG e Tentativas de Co-imunoprecipitação 

Foi utilizada aproximadamente 1mg/mL de proteína 6xhis-CsHMG purificada, como descrito 

anteriormente, visando a produção do soro policlonal. A amostra foi liofilizada completamente e enviada 

para a produção de soro por imunização seriada em coelhos, pela empresa Célula B anticorpos, sob 

supervisão do Prof. Itabajara da UFRGS. O soro foi testado usando diferentes diluições para detecção da 

própria proteína purificada através de Western Blot. A especificidade do anticorpo foi também testada para 

detecção das proteínas endógenas tanto em extratos protéicos de folha de citros quanto de seedlings de A. 

thaliana. Os extratos protéicos foram produzidos através de maceração mecânica em tampão de lise (20 

mM Tris-HCl, 100 mM NaCl pH 7,2)  dos tecidos congelados em nitrogênio líquido. As amostras foram 

acrescidas de tampão de amostra pra SDS-PAGE, aquecidas por 15 minutos em banho 95°C e então 

centrifugadas por 30 minutos à 20.000 x g. O extrato solúvel foi utilizado para Western Blotting. 

A tentativa de coimunoprecipitação foi realizada da seguinte maneira: O tecido transformado 

(epicótilos de citros, após co-cultivo com Agrobacterium tumesfaciens para expressão transiente de 35S-

PthA (Domingues et al, 2010) foram congelados em nitrogênio líquido e macerados em tampão de lise (20 

mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7,2). Após a obtenção de um extrato homogêneo, procedeu-se a 

centrifugações de 500 rpm até a obtenção de um lisado homogêneo e límpido. O extrato foi incubado com 

diluições de cada antissoro, a temperatura de 4°C, por 16h. Beads de resina proteína A-sepharose foram 
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adicionados e o conjunto foi incubado por mais 3h, centrifugados e o sobrenadante foi aplicado em géis 

SDS-PAGE para análises de western blot. 

 

3.9 Ferramentas de Bioinformática 

Todos as buscas por similaridade de sequência foram efetuadas com o algoritmo BLAST 

(www.ncbi.nih.gov/blast). Análises comparativas de alinhamento de sequências e a árvore filogenética 

foram feitas usando o algoritmo CLUSTALW (www.ebi.ac.uk/clustalw). Para as análises de busca de regiões 

promotoras e sequências regulatórias das regiões 5’UTR o  algoritmos utilizado foi o PlantCARE 

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).  

http://www.ncbi.nih.gov/blast
http://www.ebi.ac.uk/clustalw
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
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4. Caracterização das Interações Proteína-Proteína 

4.1 Identificação das proteínas CsARF e CsHMG como parceiras de interação da proteína efetora 

PthA de Xac. 

Screenings de duplo-híbrido de leveduras foram realizados com as variantes PthA2 e PthA3 como 

iscas e uma biblioteca de cDNA de folha de C. sinensis como presa.  Várias proteínas de citros candidatas 

foram identificadas e selecionadas (Domingues et al, 2010).  Neste estudo foram caracterizadas as 

interações entre as variantes de PthAs e as proteínas de C. sinensis CsARF e CsHMG selecionadas 

inicialmente pela isca PthA2 de 15,5 repetições. 

Na primeira parte serão discutidos os resultados obtidos com a proteína CsARF, incluindo sua 

interação com PthA, caracterizações iniciais de sua função e uma provável conexão entre a sinalização 

hormonal e o desenvolvimento de sintomas do cancro cítrico. 

Na segunda parte serão discutidos os resultados relacionados à interação de CsHMG com PthAs, 

caracterizações bioquímicas dessa proteína e tentativas de estudos estruturais.  

 

Primeira Parte: Caracterização da proteína CsARF e sua interação com a proteína efetora PthA. 

 

4.2  CsARF tem elevada similaridade com ARF2 de A. thaliana, um repressor transcricional da 

sinalização por auxinas 

A Figura 7A mostra um alinhamento múltiplo com todos os 23 membros da família ARF de 

Arabidopsis thaliana, cujos ARFs são em sua maioria, bem caracterizados. Dentre os membros da família de 

ARFs de A. thaliana, CsARF apresenta maior similaridade com AtARF2. A proteína CsARF tem cerca de 69% 

de identidade de seqüência de aminoácidos com AtARF2 (Figura 7B). A estrutura de domínios de CsARF é 

típica de um ARF e consiste em dois domínios bem caracterizados (Figura 7C): um domínio N-terminal B3 de 

ligação ao DNA e um domínio Aux/IAA de interação proteína-proteína. A região central é composta por um 

domínio conservado (MR) sem função definida e uma extensa região predita como desestruturada, que 

dependendo dos resíduos que a compõe, pode estar envolvida na ativação ou repressão transcricional. 
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A região central de CsARF é rica em resíduos S e P (cerca de 20% dessa região – Figura 7B). Os ARFs 

podem ser divididos em repressores ou ativadores de transcrição gênica, dependendo de sua capacidade de 

transativar genes repórteres sintéticos, como o DR5(7X)-GUS (Tiwari et al, 2003). No entanto foi observado 

que, pelo menos em A. thaliana, ARFs ricos em resíduos de P, S e T em sua região central são normalmente 

repressores da transcrição gênica enquanto os ricos em Q são ativadores da transcrição (Ulmasov et al, 

1999). Portanto, CsARF além de ter a maior similaridade de sequência com o repressor transcricional AtARF2 

possui também em sua região central uma composição de resíduos característica dos repressores dessa 

família. 

 

4.3  CsARF interage in vivo e in vitro com todas as variantes de PthA exceto a variante PthA1 

de 16,5 repetições. 

A 

C 

B 

Figura 7 –  CsARF tem elevada identidade de sequência de aminoácidos com AtARF2, um repressor transcricional. (A) O 

alinhamento múltiplo foi feito com todas os 23 ARFs de A. thaliana, a maioria já bem caracterizada, como AtARF7/NPH4, 

AtARF3/ETTIN, AtARF5/MONOPTEROS e o próprio AtARF2. O alinhamento a montagem da análise de similaridade foi feita com o 

algoritmo ClustalW.(B) Alinhamento das seqüências de aminoácidos de CsHMG e AtARF2 feito com o algoritmo ClustalW. Os 

resíduos marcados indicam identidade ou semelhança. A barra escura indica a região central rica em resíduos S e P. (C) Esquema 

de domínios de CsARF indicando os domínios conservados e suas posições ao longo da proteína.  
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CsARF foi identificada no screening de duplo-híbrido como parceiro de interação da variante PthA2, 

sendo que nesse ensaio CsARF estava truncada, sem a região N-terminal. A Figura 8 mostra os ensaios que 

confirmam essa interação e a interação com outras variantes de PthA. CsARF inteira (Figura 8A) é capaz de 

interagir com todas as variantes de PthA, em ensaio de duplo híbrido de leveduras, exceto com a variante 

PthA1, de 16,5 repetições. Não há transativação das presas nem das iscas, conforme mostrado na Figura 8B 

nas condições testadas (genes repórteres ade2, his3 e 3mM 3-AT).  

Todas as interações verificadas em duplo-híbrido foram confirmadas in vitro através de ensaios de 

GST-pulldown (Figura 8C) com as proteínas recombinantes CsARFΔN(1-257) fusionada à GST e PthAs (1-4) 

fusionadas à 6xHis. A forma truncada de CsARF utilizada no ensaio de GST-pulldown mantêm o mesmo 

padrão de interação em sistema de duplo-híbrido (Figura 8D) obtido com CsARF inteira (Figura 8A).    

 

 

 

 

 

Figura 8 – Interações entre CsARF e as variantes de PthA. (A) As leveduras duplo-transformantes foram crescidas por 4-5 dias em 

meio seletivo SC-L-W-H-A com 0,3 e 5 mM de 3-AT. As construções correspondentes às formas Gal4BD foram obtidas pela 

clonagem em vetores pOBD e as formas Gal4AD pela clonagem em pOAD. (B) Como controles de auto-ativação dos genes 

repórteres, as leveduras contendo pOBD-PthAΔNs foram transformadas com pOAD vazio e as leveduras contendo pOAD-CsARF 

foram transformadas com pOBD vazio e plaqueadas em meio seletivo SC –L-W. Não houve crescimento em meio SC-L-W-H-A 

indicando que as proteínas sozinhas não ativam os genes repórteres em levedura. (C) Houve ativação do gene repórter no 

mesmo padrão observado em A com a construção CsARFΔN(1-257) . (D) Para confirmação das interações a maior forma truncada 

expressa em bactérias, GST-CsARFΔN(1-257) (75kDa) foi imobilizada na resina (seta clara) e incubadas com as variantes purificadas 

de PthA (116-122kDa) fusionadas com cauda de histidina. A resina foi lavada e as proteínas imobilizadas foram eluídas com 

glutationa reduzida. A seta escura indica as bandas correspondentes às variantes de PthA. Não houve ligação quando GST 

(26kDa) era incubada na resina, indicando que não houve interação com a fusão e com resina de glutationa.  
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4.4  As repetições do domínio interno de PthA são suficientes para a interação com CsARF. 

CsARFΔN(1-257) é capaz de interagir fracamente com a construção PthAΔN5,5 in vitro mas não com a 

região C-terminal de PthA (PthAC), como mostrado pelo ensaio de GST-pulldown (Figura 9A), indicando que 

a região central é importante para a interação. A Figura 9B mostra que os três tipos de região central de 

PthA (15,5; 16,5 e 17,5 repetições) fusionadas com 6xHis são capazes de interagir com CsARFΔN(1-257)-GST, 

comprovando o envolvimento dessa região na interação.  CsARF não foi capaz de interagir com PthA1 

(Figura 9A) no entanto CsARFΔN(1-257) foi capaz de interagir fracamente com a forma truncada de 16,5 

repetições correspondente à variante 1 (Figura 9B).  

Segundo os dados obtidos tanto in vivo e em vitro (Figuras 8 e 9), a interação de CsARF com as 

variantes PthA2, 3 e 4 envolve seus domínios internos repetitivos. No entanto a razão pela qual PthA1 não 

interage com CsARF permanece desconhecida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Mapeamento do domínio de PthA envolvido na interação com CsARFΔN(1-257). (A) A resina de glutationa foi 

imobilizada com GST- CsARFΔN(1-257) e incubada com 6xhis-PthAC (45kDa) ou PthAΔN5,5 (55kDa), como indicado. Apenas a 
forma PthAΔN5,5 foi co-purificada (seta clara), de forma muito pouco efetiva. A seta  escura GST- CsARFΔN(1-257)  (75kDa). 

Nenhuma forma foi capaz de interagir com GST sozinha, indicando que não houve interação inespecífica. (B) GST-pulldown 

com os domínios internos de PthA. As setas brancas indicam as formas co-purificadas de PthA (em torno de 60kDa) e a seta 

escura indica a banda correspondente à CsARFΔN(1-257) . (C) Esquema das construções de PthA e (D) de CsARF. 

C D 
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4.5   Os domínios C-terminal Aux/IAA e N-terminal B3 estão envolvidos na interação com 

PthA. 

O mapeamento dos domínios de CsARF foi realizado através de ensaios de duplo-híbrido com várias 

construções truncadas como presas e com as quatro variantes de PthA como iscas (Figura 10). A Figura 10A 

mostra que a interação com os PthAs 2 e 3 (ambos com 15,5 repetições em seus domínios internos) foi 

mantida com as construções CsARFΔC(238-835), CsARFΔN(1-708) e CsARFΔN(1-257) mas não com CsARFMR(241-438). 

De acordo com os esquemas mostrados na Figura 10E, somente o domínio B3 de ligação ao DNA e o 

domínio Aux/IAA são suficientes para manter a interação de forma independente. A adição da região central 

(CsARFΔN(1-257)) ao domínio Aux/IAA não teve efeito na interação (Figura 10A e 10B). 

Os mesmos resultados foram obtidos com a variante PthA4, de 17,5 repetições (Figura 10B). 

Nenhuma construção foi capaz de transativar os genes repórteres his3 e ade2 nas condições testadas 

(Figuras 10C e 10D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Ensaios de mapeamento do domínio de interação de CsARF com PthA. (A) As leveduras duplo-transformantes foram 

plaqueadas em meio SC-W-L-H-A com 0, 3 e 5 mM de 3-AT. As análises de interação com PthA2ΔN e PthA3ΔN foram idênticas e 
optou-se por mostrar somente a interação com PthA2ΔN. (B) O padrão de interação com PthA4ΔN também foi semelhante. (C) 

Não houve transativação dos genes repórteres pelas variantes de PthAΔN. (D) As formas truncadas de CsARF também não foram 

capazes de transativar ade2 e his3 em levedura. (E) Esquema das construções de CsARF. 

E 
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O domínio Aux/IAA é um domínio de interação proteína-proteína, sendo descrito inicialmente como 

responsável nas interações entre ARFs e na interação com as proteínas Aux/IAA (Guilfoyle & Hagen, 2007). 

Porém, esse domínio também está envolvido na interação com outras proteínas, como MYB77 (Shin et al, 

2007). Não há descrições de interações proteína-proteína envolvendo o domínio B3, mas o tipo de contexto 

encontrado em nossos experimentos pode sugerir que as regiões das proteínas envolvidas com ligação ao 

DNA (no caso de PthA o domínio interno) possam estar próximas facilitando o acesso ao DNA. Outra 

hipótese poderia consistir no bloqueio da interação com o DNA de CsARF com boxes AuxREs  por PthA, 

ativando a transcrição de genes-alvo de PthA.  

 

4.6    A região de DNA 5`UTR do gene CsEXP apresenta uma sequência similar à encontrada em 

promotores regulados por AvrBs3 e um box putativo AuxRE. 

Um provável gene-alvo (CsEXP) de regulação conjunta por PthA e CsARF foi selecionado por ser up-

regulado por Xac (Cernadas et al, 2008) e por ser também up-regulado por análogos de auxina (Cernadas & 

Benedetti, 2009), além de estar envolvido diretamente com o processo de expansão celular (Li et al, 2003). 

A Figura 11A e 11B mostra a região 5´UTR de aproximadamente 330pb isolada do gene CsEXP que pode 

corresponder à região promotora desse gene. Como mostrado na Figura 113B, um provável TATA box foi 

identificado, distante 100pb do ATG correspondente ao primeiro aminoácido dessa expansina de citros. 

Adjacente ao TATA box há uma seqüência TGTCTA, que é muito similar ao box AuxRE (TGTCTC) cujos ARFs 

de A. thaliana ligam com especificidade. Essa mesma região é muito similar (Figura 11C) às regiões de 

ligação de AvrBs3 em genes regulados por essa proteína efetora, como Upa20 e principalmente Upa10, 

denominado de Upa Box. 

Essa mesma região em torno do provável TATA box é muito similar à uma outra região promotora 

isolada do gene PR5.1 de citros, também up-regulado por Xac (Cernadas et al, 2008), que é alvo de ligação 

de PthAs (Pereira, dados não publicados).  
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Dois boxes GARE também foram identificados a 170 e 205bp do ATG inicial. Esses boxes estão 

relacionados a genes regulados por giberelinas (Cercós et al, 1999) e de fato a expansina de citros também é 

induzida por GA3 (Cernadas & Benedetti, 2009). Esse gene é portanto, um alvo duplo de regulação hormonal 

por auxinas e giberelinas  

Trabalhos anteriores de nosso grupo revelaram que auxinas e giberelinas estão intimamente ligadas 

com o desenvolvimento de sintomas do cancro. Dentre esses hormônios, a auxina mostrou-se essencial para 

o desenvolvimento dos sintomas relacionados ao cancro (Cernadas & Benedetti 2009). Genes sensíveis ao 

tratamento por análogos desse hormônio (e provavelmente por ARFs) também são regulados 

prematuramente na infecção por Xac (Cernadas et al, 2008). Notavelmente,  PthAs de Xac ativam genes de 

resposta à auxina enquanto PthCs de Xaa reprimem genes dessa via (Pereira, dados não publicados). Além 

disso, a expressão transiente de AvrBs3 altera a expressão de vários genes induzíveis por auxinas, os 

chamados SAURs (small auxin-regulated RNAs) (Marois et al, 2002). 

ARFs podem se ligar em sequências de DNA específicas chamadas de AuxRE (Ulmasov et al, 1997; 

Ulmasov et al, 1999), encontradas nos promotores do gene gh3 de soja (Ulmasov et al, 1995). Mesmo que a 

sequência TGTCTC seja muito abundante, pelo menos no genoma de A. thaliana, há somente uma evidência 

direta da ligação de um ARF a um promotor específico de um determinado gene (Cole et al, 2009). Vários 

genes sensíveis ao tratamento por auxina possuem boxes AuxRE, alguns sendo muito degenerados (Hagen & 

Guilfoyle, 2002). Não se sabe o quão degenerado ou abundante um box desse tipo possa ser para que ainda 

Figura 11 –  Análise da sequência 5’UTR do gene de uma expansina (CsEXP). (A) Esquema do gene CsEXP com a região isolada. Um 

provável TATA box está -100 pb do ATG correspondente à ORF e um core AuxRE (TGTCTa) flanqueia o TATA. Dois GARE box, 

TAACAA estão à 170 e 205 pb do mesmo ATG. (B) Sequência 5’ UTR do gene exp. (C) Alinhamento das prováveis regiões 

promototoras em torno do TATA box dos genes upa20, upa10, pr5.2 e exp. As setas escuras indicam os alinhamentos mais 

relevantes: entre CsEXP e CsPR5.2 e entre CsEXP e Upa10. 
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seja alvo da ligação de ARFs, sendo que é esperado que pequenas alterações nesse box possam ocorrer de 

espécie para espécie (Guilfoyle & Hagen, 2007). Porém há indícios que essa região pode variar entre plantas 

(Nag et al, 2005) e somente o core TGTC seja conservado (Chung & Sano, 2007).  

Com o objetivo de testar se CsARF liga à sequência upstream do gene da expansina de citros, 

ensaios de EMSA foram realizados. A Figura 12A mostra um ensaio de EMSA tendo como sonda marcada a 

região 5´UTR inteira de CsEXP. De fato CsARF e PthA são capazes de ligar essa região in vitro como mostrado 

pelas bandas de shift da Figura 12A.  A proteína CsARF inteira foi produzida por transcrição e tradução in 

vitro em reticulócitos de coelho. O extrato expressando a proteína recombinante fusionada ao epítopo FLAG 

foi imunodetectada por western blot conforme demonstrado na Figura 12B, juntamente com duas proteínas 

controle fusionadas com FLAG (FLAG-HsNip7 e HsNip7-FLAG). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CsARF liga, pelo menos in vitro, a região ao redor do TATA box (que inclui o box TGTC) como 

demonstrado no ensaio de EMSA (sonda WT) da Figura 13. E essa interação depende da integridade do box 

TGTC adjacente ao TATA Box, uma vez que mutado nessa região (troca de TGTC por GGAC - sonda MUT1), a 

interação se torna bem mais fraca do que as bandas de shift obtidas com a sonda não mutada (WT). 

 

Figura 12 –  EMSA com a região inteira 5’ UTR de CsEXP e extrato de reticulócitos expressos com a construção PT7Sup23. (A) 

Aparentemente CsARF e PthA ligam em alguma região dessa possível região promotora. Porém não há como comprovar a 

expressão de CsARF nos reticulócitos através de Western Blotting. O extrato de reticulócitos expressando o gene da Luciferase 

foi usado como controle negativo. (B) Para comprovar a expressão de CsARF nos reticulócitos foi utilizada a construção 

pCDNA-Flag-CsARF, para que houvesse detecção através do anticorpo anti-Flag. Como mostrado CsARF é expressa em 

reticulócitoss sendo que as duas ultimas canaletas correspondem a dois controles positivos de uma proteína não relacionada e 

a segunda canaleta à expressão do vetor pCDNA vazio. 
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Nossos resultados sugerem um interessante mecanismo de regulação gênica. Embora ARFs possam 

se comportar diferentemente em outros organismos e condições (Guilfoyle & Hagen, 2007) e que ainda não 

esteja completamente estabelecido o papel funcional de CsARF, essa proteína têm características de um 

repressor transcricional e liga-se em uma região que corresponde à um provável TATA Box. Essa ligação 

depende de um box muito semelhante ao AuxRE e que está adjacente ao próprio TATA Box. CsARF pode 

reprimir o gene CsEXP, possivelmente através do impedimento da ligação da maquinaria de transcrição ao 

promotor. Quando há infecção por Xac, PthA entra no núcleo da célula vegetal e interage com CsARF através 

de seu domínio de dimerização (Aux/IAA) e de seu domínio B3 de ligação ao DNA. Essa interação proteína-

proteína impede que CsARF desempenhe sua função de repressão e ligação ao DNA e permite que PthA 

tenha acesso à sua seqüência alvo no DNA através do seu domínio central, ativando a transcrição de genes 

de maneira auxina-independente. Ensaios de competição de EMSA serão realizados para verificar se PthA 

compete com CsARF para a ligação no promotor da expansina de citros. 

Proteínas efetoras tipo III parecem participar ativamente nessa relação entre auxinas, 

desenvolvimento de sintomas e susceptibilidade. A expressão in planta do efetor AvrPt2 de P. syringae, na 

ausência de genes de resistência, altera completamente a resposta à auxina, tendo o crescimento alterado e 

com excessiva sensibilidade ao análogo de auxina 2,4D (Chen et al, 2007). A interação de CsARF com uma 

Figura 13 –  EMSA com a potencial região promotora de CsEXP e extrato de reticulócitos expressando CsARF. As sondas de 

41nt foram desenhadas e aneladas de acordo como descrito anteriormente. As reações foram corridas em gel não 

desnaturante de acrilamida 4% e expostas em filme radiográfico. Conforme demonstrado pelo asterisco houve uma maior 

ligação por CsARF na sonda CsEXP wt do que na sonda mutada CsEXP mut1. As quantidades de sonda e de extrato de 

reticulócitos foram normalizadas em todos os experimentos. 
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proteína tipo III como PthA pode ser uma ligação ainda não descrita entre sinalização hormonal por auxinas 

e virulência. 

4.7     Outros promotores podem ser alvos da ligação conjunta de PthA e CsARF. 

Outros genes induzidos prematuramente por Xac (Tabela 5) oriundos de estudos de expressão 

gênica são considerados alvos em potencial da ligação por PthA. Sendo assim alguns genes tiveram suas 

regiões 5´UTR (Pereira, dados não publicados) isoladas. 

 

5´UTR TGTC core  Origem 

PR5.2 1 CERNADAS et al (dados não publicados) 
PR1 1 CERNADAS et al (dados não publicados) 
CYP 3 PEREIRA et al (dados não publicados) 
WRKY-50 5 PEREIRA et al (dados não publicados) 
CHIT-2 1 PEREIRA et al (dados não publicados) 
   

 Todos os prováveis TATA box desses genes possuem elevada similaridade com as regiões de ligação 

de AvrBs3, principalmente PR5 (Benedetti, dados não publicados). Por isso esses genes também constituem 

prováveis alvos de ligação de PthA e ensaios para comprovar essa hipótese estão em andamento pelo aluno 

de doutorado André Pereira. No entanto todos esses genes têm pelo menos um TGTC em suas prováveis 

regiões promotoras, com destaque para PR5.2 e CYP com um core TGTC  distante (Tabela 5) do TATA box e 

WRKY com um distante AuxRE completo.  

 

4.8   Expressão e Purificação de 6xHis-CsARFΔN(1-257) 

Para a realização de futuros experimentos, como detecção de produtos de expressão in vitro, 

ensaios de co-imunoprecipitação in vivo e ensaios de imunoprecipitação de cromatina (ChIP) visando a 

identificação de alvos de ligação de CsARF, anticorpos policlonais foram produzidos contra a proteína 6xHis-

CsARFΔN(1-257) purificadas (Figura 14). A correta produção da proteína recombinante foi confirmada por 

espectometria de massa pela técnica MALDI-TOF. 

Tabela 5 –  Relação dos boxes TGTC encontrados nas prováveis regiões promotoras de genes up-regulados 

por Xac 
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Figura 14 – Purificação da forma truncada 6xHis- CsARFΔN(1-257). (A) A proteína purificada, indicada pela seta escura (53kDa) por 

cromatografia de afinidade (A) foi dialisada em tampão Tris-HCl 20 mM, 150 mM NaCl. (B) A identidade da proteína foi 

confirmada por espectometria MALDI-TOF e liofilizada para preparação dos anticorpos policlonais. 
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Segunda Parte: Caracterização da proteína CsHMG e sua interação com a proteína efetora PthA. 

4.9 CsHMG pertence à família HMGB1 de A. thaliana. 

CsHMG possui um HMG-BOX central conservado cercado por uma região N-terminal básica e por 

uma região C-terminal ácida (Figura 15A). A região central é composta por três alfa-hélices sendo que as 

porções flanqueadoras são desestruturadas (Figura 15B). CsHMG também possui alta similaridade de 

sequência de aminoácidos com HMGB1 de A. thaliana e está, provavelmente, dentro do chamado grupo B 

(Figura 15C), que é caracterizado por um domínio HMG-box conservado entre os membros, mas com grande 

variabilidade nas porções N e C-terminal. (Grasser et al, 2007). O alinhamento e a árvore filogenética 

descritos na Figura 15C foram feitos utilizando todas as proteínas com alguma caracterização funcional em 

plantas e incluem proteínas de A. thaliana e milho, além de CsHMG. 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 –  CsHMG tem elevada identidade de sequência de aminoácidos com o grupo B de HMGB. (A) CsHMG possui uma região 

básica, rica em lisina (K), até o 50° aminoácido, aproximadamente. A região entre o 56° até o 125° aminoácido é uma região com 

elevada similaridade com um HMG-box e uma cauda ácida nos últimos 45 aminoácidos, rica em ácido aspártico (D) e ácido 

glutâmico (E). (B) A predição de estrutura secundária de CsHMG indica que a região N-terminal e C-terminal são bem 

desestruturadas, com considerável confiabilidade (Conf)., dada pelo algoritmo PSIpred. O domínio HMG-Box possui, também com 

elevada confiabilidade, as três alfa-hélices I, II e III que compõe o domínio HMG-box. (C) O alinhamento das sequências de 

proteínas de plantas caracterizadas em diferentes grupos por (Grasser, 2007). CsHMG (seta vermelha) é mais semelhante com 

AtHMGB1 do que qualquer outra proteína testada e com outras proteínas do grupo B (seta escura). (D) Estruturas tridimensionais 

de HMG-Boxes de mamíferos, com diferentes afinidades por determinados tipos de DNA (Thomas, 2001). (E) Construções de 

CsHMG utilizadas nos experimentos. Em azul o HMG-BOX conservado, em amarelo o N-terminal básico e em cinza o C-terminal 

ácido. 
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Estruturalmente o domínio HMG-box é composto por três alfa-hélices dispostas em formato de “L” 

, com pequenas variações de conformação entre os boxes com estrutura resolvida (Figura 15D). Essas 

estruturas são derivadas somente de animais (especialmente mamíferos) e foram resolvidas tanto por RMN 

quanto por cristalografia de raios-X. 

 

4.10 CsHMG interage in vivo e in vitro com todas as variantes de PthA. 

Como mostrado na Figura 16 CsHMG foi capaz de interagir com todas as variantes de PthA tanto in 

vivo quanto in vitro. Todas as variantes de PthA foram usadas como iscas e a construção inteira de CsHMG 

usada como presa em ensaios de duplo-híbrido (Figura 16A). Não houve transativação de nenhuma 

construção utilizada (Figura 16B) nas condições usadas. Todas as interações obtidas em duplo-híbrido foram 

confirmadas por GST-pulldown (Figura 16C) com fusões GST-CsHMG e fusões 6xHis-PthA.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Interações entre CsHMG e as variantes de PthA. (A) As leveduras duplo-transformantes foram crescidas por 4-5 dias 

em meio seletivo SC-L-W-H-A com 0, 3 e 5mM de 3-AT. As construções correspondentes às formas Gal4BD foram obtidas pela 

clonagem em vetores pOBD e as formas Gal4AD pela clonagem em pOAD. (B) Como controles de auto-ativação dos genes 

repórteres, as leveduras contendo pOBD-PthAΔNs foram transformadas com pOAD vazio e as leveduras contendo pOAD-CsHMG 

foram transformadas com pOBD vazio e plaqueadas em meio seletivo SC –L-W. Não houve crescimento em meio SC-L-W-H-A 

indicando que as proteínas sozinhas não ativam os genes repórteres em levedura. (C) GST-CsHMG (44kDa) foi imobilizada na 

resina e incubadas com as variantes purificadas de PthA (116-122kDa) fusionadas com cauda de histidina. A resina foi lavada e 

eluída com glutationa reduzida. Não houve ligação quando GST (26kDa) era incubada na resina, indicando que não houve 

interação inespecífica com GST ou com a resina de glutationa. 
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A interação forte de CsHMG com todas as quatro variantes de PthA pode indicar, devido ao papel 

funcional de HMGs na maquinaria basal de transcrição, que todos os PthAs atuam funcionalmente como 

fatores de transcrição, mesmo que somente PthA4 seja essencial para o desenvolvimento do cancro em 

citros (Al Saadi et al, 2007). Além disso, é importante destacar que em ensaios conduzidos por outros 

membros de nosso grupo, verificou-se que PthAs com PthA2, PthA3 e PthA4 por exemplo, são capazes de 

formar heterodímeros (Domingues et al, 2010) e ambas ativam a transcrição de genes na laranja associados 

ao desenvolvimento do cancro (Pereira & Benedetti, dados não publicados).  

 

4.11   A interação pode ser dependente de dímeros de PthA e envolve a região rica em 

leucinas (LRR). 

Com a finalidade de mapear a região responsável pela interação com CsHMG algumas formas 

truncadas de PthA foram utilizadas em ensaios de GST-pulldown. As análises in vitro revelaram que CsHMG 

interage com a forma truncada PthAΔN5,5, composta pela região C-terminal (Figura 17A), incluindo LRR e 

AAD, adicionada de 5,5 repetições do domínio central. Como foi demonstrado em estudos anteriores que 

5,5 repetições do domínio central é o mínimo necessário para que AvrBs3 forme dímeros (Gurlebeck et al, 

2005) os dados podem sugerir que a interação de PthA com CsHMG também seja dependente da formação 

de dímeros (Figura 17A).  

CsHMG não interagiu, pelo menos em GST-pull-down, com os domínios repetitivos de 15,5, 16,5 e 

17,5 repetições. Ensaios biofísicos de fluorescência de triptofano (dados não mostrados) também não 

indicaram interação com um peptídeo composto por uma só repetição de 34 aminoácidos da região central 

de PthA2.  

Como CsHMG interage com todas as variantes de PthA era esperado que a região envolvida na 

interação fosse comum à todas elas. De fato CsHMG foi capaz de interagir em duplo-híbrido com a região 

LRR, idêntica em todas as variantes de PthA (Figura 17B) e essa interação foi confirmada  em um ensaio de 

GST-Pulldown (Figura 17C). Domínios ricos em leucinas são normalmente associados com interação 
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proteína-proteína e no caso de PthA são idênticos nas variantes, sem que nenhuma função (nem mesmo 

para AvrBs3) fosse identificada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HMGs estão envolvidas em ativação e repressão da transcrição como aumento da afinidade de 

ligação por vários fatores de transcrição como Oct, HoxD9, p53, Rel, receptores esteróides de mamíferos 

(Grasser, 2003) e o fator Dof2 de A.thaliana (Cavalar et al, 2003). Em muitos casos essa interação foi 

detectada in vitro e pode servir de mecanismo de recrutamento para sítios particulares no DNA. A interação 

com fatores de transcrição basais também foi reportada como é o caso da interação com TBP, TFIIB, TFIIA e 

TFIID (Das & Scovell, 2001). Além disso, há relatos do envolvimento de HMGs em processos de 

recombinação V(D)J mediada por RAG1/RAG2 na geração de variabilidade de anticorpos (van Gent et al, 

1997). Como a interação de CsHMG é mediada pela região LRR de PthA, o domínio central fica livre para 

interagir com DNA. Sendo assim, é coerente a hipótese de que CsHMG possa aumentar a afinidade de PthA 

Figura 17 – Mapeamento do domínio de PthA envolvido na interação com CsHMG. (A) A resina de glutationa foi imobilizada com 

GST-CsHMG e incubada com PthAΔN5,5 (55kDa), como indicado. Apenas a forma PthAΔN5,5 foi co-purificada (seta escura). A seta 

clara indica GST-CsHMG (44kDa). Nenhuma forma foi capaz de interagir com GST sozinha, indicando que não houve interação 

inespecífica. (B) As leveduras duplo-transformantes com as plasmídeos pOBD-PthALRR e AD-CsHMG  foram plaqueadas em meio 

selectivo SC –L-W-H-A com 0, 3 e 5 mM de 3-AT e crescidas por 4-5 dias. Não houve transativação dos repórteres nas leveduras 

transformadas com os plasmídeos pOAD vazio e pOBD vazio. (C) Após imobilização da região LRR de PthA (PthALRR) fusionada 

com GST a resina foi incubada com a proteína CsHMG purificada, fusionada com cauda de histidina. Indicando que a região LRR de 

PthA pode estar envolvida diretamente na interação com CsHMG. 

C Anti-GST 

Anti-HMG 
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por regiões específicas nos promotores de genes de citros que são up-regulados por PthA, como num 

complexo de transcrição gênica. 

Caracterização funcional e estrutural de CsHMG. 

4.12  Expressão e Purificação de 6xHis-CsHMG. 

Os primeiros testes de expressão foram realizados em meio LB, com indução por 3 horas com 0,4 

mM IPTG. Alternativamente, testes de indução overnight em meio TB também foram feitos. Em todos esses 

testes houve expressão satisfatória da proteína recombinante na fração solúvel, embora a purificação por 

cromatografia de afinidade (Figura 18A) indicou degradação parcial da amostra (Figura 18B). Para resolver 

esse problema, que dificultaria estudos biofísicos e bioquímicos, foram realizados testes com vários cocktails 

de inibidores de protease durante a lise, que diminuíram consideravelmente a degradação de 6xHis-CsHMG 

(Figura 18C).  

A proteína pura (Figura 18D), após as etapas de purificação descritas anteriormente no item 

materiais e métodos, foi dosada pelo método de BCA, devido à interferência de moléculas de DNA (que co-

purificavam com CsHMG) no método de dosagem por absorbância à 280nm, em até cerca de 6mg/mL.  

 Figura 18 – Expressão e purificação de 6xHis-CsHMG. (A) Cromatograma da purificação por afinidade de CsHMG (22kDa). A proteína de 

interesse foi eluída no terceiro pico após o início da eluição com imidazol, com a concetração de aproximadamente 200mM de imidazol. 

(B) SDS-PAGE das frações coletadas correspondentes à purificação descrita em (A). (C) Para solucionar o problema da degradação foi 

adicionado durante a lise um coquetel de inibidores de protease. A purificação foi semelhante à demonstrada em (A). (D) Após as diálises 

e cromatografia de troca-iônica, a proteína  foi submetida a diversos estudos estruturais e funcionais. 
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Todas as análises bioquímicas e biofísicas, incluindo os experimentos estruturais de CsHMG foram 

realizados em colaboração com o Dr. Alexandre Quaresma. 

 

4.13      CsHMG interage com DNA de forma inespecífica in vitro. 

A propriedade de ligação ao DNA linear é a característica mais comum em proteínas com domínio 

HMG-box. Essa característica foi observada em ensaios de EMSA realizados com a proteína recombinante 

purificada e sondas de DNA lineares (Figura 19). 

 

 

 

 

Foram utilizadas três sondas para esse experimento, sendo que duas delas foram gentilmente 

cedidas por outros membros de nosso grupo. A sonda cyp consiste de um fragmento de 120 pb oriunda de 

uma região 5´UTR de uma ciclofilina de C. sinensis. A sonda pr5 consiste de um fragmento de 100 pb 

correspondente à região 5´UTR da proteína de citros PR5. As duas sondas foram testadas pois contêm 

prováveis sítios de ligação de PthA (Pereira, dados não publicados) (Figura 19A). A terceira sonda “pb” 

utilizada correspondia ao polilynker do vetor pBluescript SK+ amplificada por PCR e serviria como DNA 

“inespecífico”. Como esperado CsHMG foi capaz de ligar as sondas cyp e pr5, como também à sonda pb 

formando um complexo DNA-proteína na região indicada pelas setas brancas (Figura 19B). Pelo menos nas 

condições testadas, com excesso de proteína, CsHMG liga DNA de forma inespecífica a DNA dupla-fita linear. 

De fato, a proteína recombinante expressa em E. coli foi purificada com DNA proveniente da bactéria, como 

Figura 19 – EMSA com 6xHis-CsHMG e sondas de DNA. (A) As sondas utilizadas nos experimentos pr5 e cyp são fragmentos 

amplificados por PCR das regiões promotoras de genes up-regulados por Xac. A sonda pb foi derivada do polilynker do vetor 

pBluescript SK+, também amplificado por PCR. (B) As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 6% e visualizadas em luz 

UV após coloração com brometo de etídeo. As setas claras indicam a banda deslocada e a formação do complexo DNA-proteína. As 

setas escuras indicam a formação de agregados protéicos que não entram totalmente no gel. A proteína sozinha interage com DNA 

proveniente da bactéria, sugerindo mais uma vez sua capacidade de ligar DNA de forma inespecífica. 
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indicada nas setas escuras (Figura 19B) sugerindo mais uma vez a capacidade de ligar DNA de forma não 

específica. Se o experimento fosse conduzido com sondas marcadas radioativamente não seria possível a 

constatação da co-purificação de DNA proveniente do sistema de expressão. 

Devido a sua característica de causar DNA bending, a proteína HMGB5, que liga DNA de forma 

inespecífica, foi capaz de interagir com o fator de transcrição DOF2 e aumentar sua afinidade pelo seu DNA-

alvo específico (Grasser et al, 2007). Sendo assim, experimentos visando o papel da interação PthA-CsHMG 

serão conduzidos para verificar o efeito dessa interação na ligação com o DNA. 

 

4.14    CsHMG é capaz de ligar RNA in vitro de forma específica para regiões ricas em uridina 

sem sofrer influência da presença de DNA linear dupla-fita. 

Surpreendentemente, CsHMG foi capaz de interagir com RNA in vitro de forma específica, 

principalmente para RNA rico em uridina (Figura 20). No entanto, nesse primeiro experimento, não houve 

um controle preciso da quantidade de cada tipo de sonda marcada na reação de binding, o que poderia 

acarretar conclusões equivocadas. Como observado na Figura 20, não foi possível analisar corretamente as 

reações com a sonda poli-G uma vez que além da marcação fraca não foi possível verificar a formação do 

complexo RNA-proteína. Mas mesmo assim, para concentrações crescentes de proteína, foi possível 

observar a formação de complexos RNA-proteína nas sondas poli-A e poli-U.  

 Figura 20 – EMSA com 6xHis-CsHMG com sondas de RNA . As reações foram feitas com concentrações crescentes de 

proteína, como indicado em cada caso. As setas brancas indicam as bandas deslocadas e a formação do complexo RNA-

proteína. A formação desse complexo só foi verificada na sonda poli-U, onde pode ser observada uma crescente diminuição 

na sonda livre. Houve também a formação de um complexo DNA-proteína na sonda poli-A, mas na concentração máxima de 

proteína. As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida não desnaturante 6% e expostos à autoradiografia. 
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Para a confirmação das ligações foi realizado em conjunto um ensaio de UV-crosslinking (Figura 21), 

que eliminaria a necessidade de um controle mais refinado na concentração das sondas marcadas, por ser 

um teste mais sensível. Nesse experimento, portanto, só houve ligação detectável com a sonda poly-U, na 

região de 22 kDa no gel desnaturante (Figura 21), sugerindo que essa ligação ocorre com maior afinidade.  

 

 

 

 

Só há um relato na literatura descrevendo a atividade de ligação à RNA pela família das HMGs  em 

humanos (Bell et al, 2008). Sendo assim, tem crescido especulações do envolvimento direto de HMGs na 

estabilização do RNA após ser transcrito, ou antes, como alteração do transcriptional start site no contexto 

da ação de PthAs. Isso é muito interessante pois o transcrito de Upa20 gerado por AvrBs3 tem o TSS 

alterado sem que haja uma explicação plausível para o fenômeno (Kay & Bonas, 2007). Regiões ricas em U e 

também A compreendem, em eucariotos, as regiões encontradas na porção 5’UTR de mRNAs, indicando um 

envolvimento no metabolismo de RNA (Bell et al, 2008). 

Para testarmos a hipótese de um possível envolvimento em vias de metabolismo de RNA foram 

feitos ensaios de EMSA com sondas de RNA ricas em AU (Figura 22A), porém não houve interação com esse 

tipo de RNA, nem de maior comprimento (poly-AU23) e nem menor (poly-AU11). Isso significa que a interação 

parece ser muito específica (e depende de mais de 3 nucleotídeos de uridina em sequência). Para testar essa 

Figura 21 – UV-crosslinking das sondas poli A, C, G e U com 6xHis-CsHMG. A seta escura indica a formação de ligação covalente 

entre a proteína e a sonda, catalisadas pela luz UV. Foi observada a formação apenas na sonda poli U, indicando certa 

especificidade. As amostras foram carregadas em gel 10% de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) e expostos à 

autoradiografia. 
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especificidade, um ensaio de competição com sondas poly-AU23 não marcadas e a sonda poly-U marcada foi 

efetuado, de forma a acentuar a estringência do ensaio. Como mostrado na Figura 22B não houve 

desligamento do complexo poly-U-CsHMG mesmo com excesso molar de 30 vezes de sonda competidora e a 

banda de shift desaparece com a adição de poly-U não marcado, demonstrando que a banda visualizada é 

devido à formação do complexo RNA-Proteína. 

 

 

 

Figura 22 – Especificidade e ensaios competititvos da ligação CsHMG-RNA poly-U e CsHMG-BOX (ΔNΔC). (A) Não foram 

observado banda correspondente ao shift deum eventual complexo das sondas polyAU23 e polyAU11 sugerindo que não há uma 

interação significativa com tais sondas. (B) Nesse ensaio de competição utilizando a sonda poly-U marcada e a sonda poly-AU23 

como competidor verificou-se que a interação proteína-RNA de até 30X de excesso molar foi mantida. A interação também é 

específica, pelo menos in vitro, já que a banda de shift desaparece pela adição de poly-U não marcado na reação.   (C) Todas as 

formas protéicas de CsHMG construídas foram capazes de interagir com RNA sugerindo que somente o HMG-box é suficiente 

para a interação. (D) A construção CsHMGΔNΔC que contem somente o HMG-BOX foi também suficiente para promover uma 

interação específica semelhante à observada em (B). 



 
53 Resultados e Discussão  

 Com o intuito de mapear o domínio de interação com RNA e se esse domínio é capaz de mediar 

uma interação específica com RNA poly-U, ensaios de EMSA utilizando truncagens de CsHMG foram feitos 

(Figura 22C) e todas as três truncagens foram capazes de interagir com RNA poly-U. É interessante notar que 

todas as três construções possuem o HMG-box central, sendo que somente o HMG-box (CsHMGΔNΔC) foi 

capaz de interagir com a sonda. De acordo com a Figura 22D somente o domínio HMG-box é suficiente para 

manter uma interação específica com poly-U.  

 Proteínas que possuem o HMG-box são descritas como proteínas ligadoras de DNA, o que foi 

confirmado para CsHMG conforme descrito anteriormente, pelo menos in vitro. Essa interação é mediada 

também pelo HMG-box que é suficiente para promover interação específica com RNA rico em uridina. Como 

mostrado na Figura 23 CsHMG prefere ligar RNA poly-U em relação às concentrações de DNA usadas no 

ensaio de competição Observa-se uma ligeira diminuição no sinal da banda do complexo RNA-HMG na 

presença de DNA (cerca de 50X), o que sugere que DNA compete pela ligação do RNA. Essa análise deverá 

ser repetida com excesso de DNA de até 250X para mostrar a preferência deligação por RNA poly-U. 

Considerando que o domínio HMG-box é relativamente conservado, a habilidade de ligação de DNA e RNA 

pode ter uma importante relevância biológica nas células. 

 

 

 

Porém qual seria a função biológica da interação com RNA rico em uridina? Quais seriam os 

prováveis alvos dessa proteína in vivo? A proteína UBF (Upstream binding factor) possui um HMG-box e esse 

Complexo HMG-RNA 

Figura 23 – Ensaio de competição in vitro utilizando DNA dupla-fita. Devido ao fato da possível coincidência de domínios de 

ligação de DNA e RNA (formado pelo HMG-box) foi realizado um ensaio de competição utilizando uma sonda de DNA fita-

dupla aleatória (fragmento do polylinker do plasmídeo pBluescript) não marcada e a sonda poly-U marcada. Como observado 

não houve competição considerável na faixa de relação molar de até 50X sugerindo que os sítios de ligação de DNA e RNA 

podem ser diferentes e que a proteína pode ligar simultaneamente RNA e DNA em uma faixa de excesso molar de DNA de até 

50X. 



 
54 Resultados e Discussão  

domínio é responsável pela interação com a RNA polimerase I e também pela transcrição de genes 

relacionados com síntese de RNA ribossomal (Sanji & Hannan, 2009). Porém essa questão ainda deve ser 

investigada. Um screening de duplo-híbrido usando como isca PthA4, no entanto, realizado pela doutoranda 

Adriana Soprano, detectou numerosas interações com proteínas de citros relacionadas à interação com 

RNA, sugerindo que PthA pode também interferir diretamente no metabolismo de RNA do hospedeiro. 

Experimentos para evidenciar um possível complexo envolvendo HMG e essas proteínas estão sendo 

conduzidos 

 

4.15     Estudos biofísicos revelam estrutura secundária composta por alfa-hélices e regiões 

desestruturadas. 

Mesmo esclarecido pelos ensaios de ligação ao DNA e RNA que a proteína recombinante deveria 

estar ativa e corretamente enovelada, decidiu-se conduzir experimentos de CD para verificar a estrutura 

secundária e possibilitar também outros estudos biofísicos para o estudo de CsHMG e seu contexto de 

interação com PthA.  

Como predito in silico, CsHMG possui uma estrutura secundária com prevalência de estruturas 

desenoveladas e um certo conteúdo de alfa-hélices (Figura 24A), sem que haja indicações de estruturas em 

folha beta (ausentes na predição de estrutura). O conteúdo de alfa-hélices é condizente com a região do 

domínio HMG-box, rico nesse tipo de estrutura. O alto conteúdo de random coils (regiões desenoveladas) 

também é condizente com a predição das regiões N e C-terminal da proteína. Experimentos de 

desenovelamento térmico (Figura 24B) demonstraram que a partir de 25°C já há indícios de desnaturação, 

sendo que ao redor de 56°C praticamente todas as moléculas se encontram desnaturadas. 

Surpreendentemente, quando diminuímos a temperatura, parte das moléculas volta a adquirir certa 

estrutura secundária, demonstrando considerável capacidade de reenovelamento (Figura 24B). Porém, não 

foi possível o cálculo de Tm, pois não houve recuperação total do estado inicial. 
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4.16           O alto índice de regiões desestruturadas de CsHMG impede a realização de estudos 

por Ressonância Magnética Nuclear (RMN) da proteína inteira. 

Análises de CD (Figura 25A) demonstraram que a proteína inteira é rica em regiões desestruturadas, 

mas tem certo conteúdo de alfa-hélices devido ao HMG-box. E é justamente um gráfico bem característico 

de alfa-hélice o obtido com a truncagem correspondente ao domínio HMG-BOX (CsHMGΔNΔC) com picos 

bem característicos em 208nm e 220nm. 

Embora o domínio HMG-Box tenha uma estrutura bem definida e conservada, não há estrutura 

resolvida dessa família de proteínas em plantas, nem mesmo de seu domínio HMG-box. Além do aspecto 

estrutural, o mais interessante seria o emprego de técnicas de RMN para mapear resíduos e mudanças 

conformacionais decorrentes da interação com DNA-RNA dependente de PthA. 

 

 

 

Figura 24 – Espectros de CD de 6xHis-CsHMG. (A) Espectro correspondente à 20 mM 6xhis-CsHMG. A região de 222 nm a 208 nm 

é característico de alfa-hélices, sendo que a região de 212 nm é característico de folhas betas. A região de 200 nm é característica 

de randon coils (desestruturadas). (B) Espectro de desenovelamento térmico de 6xHis-CsHMG. 

Figura  25 – Análises espectroscópicas e de RMN sobre a estruturação secundária de CsHMG. (A) Espectros de CD demonstrando que a 

região central correspondente ao domínio HMG-box é rico em alfa-hélices e a proteína inteira tem um nível considerável de regiões 

desestruturadas, conforme predito in silico. (B) O maior pico no deslocamento químico de 3,2ppm corresponde ao pico da água. É 

observado que o sinal que corresponderia à proteína alvo é muito fraco, indicando pouca concentração ou instabilidade estrutural.  
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Mesmo devido ao alto índice de regiões desestruturadas, que acarretam em muita instabilidade 

estrutural e dificultam a atribuição de dados de RMN, acreditamos em princípio que a região N-terminal 

positiva poderia interagir com a região C-terminal negativa estabilizando a proteína inteira, como sugerido 

no caso de AtHMGB1 (Thomsen et al, 2004). 

O experimento de 1D (Figura 25B) foi realizado com a proteína sem nenhum tipo de marcação por 

isótopos, devido ao fato de que somente os resíduos de hidrogênio são visíveis. Como esperado, houve 

pouca dispersão nos picos correspondentes da amostra, entre 6 e 9,5 ppm, aproximadamente, sugerindo 

uma estrutura altamente desenovelada e/ou a formação de polímeros da proteína (porém evidências de 

DLS sugerem que a proteína esteja monodispersa). Houve também um baixo sinal da amostra em 

comparação com o sinal da água, pico correspondente a um deslocamento químico de 3,2 ppm.  

Para contornar esse problema foram construídas formas truncadas de CsHMG, incluindo o HMG-

box e truncagem N e C-terminal para a realização de mais tentativas de estudos por RMN, além da 

possibilidade da investigação do papel das regiões básica e ácida na interação com PthA e na interação com 

RNA e DNA. A porção central, constituída pelo domínio HMG-BOX e representada pela construção 

CsHMGΔNΔC por suas características é um ótimo alvo de estudos por RMN tanto para estudos de interação 

com RNA e DNA quanto para a resolução de estrutura tridimensional. 

 

4.17         Estudos de RMN do domínio HMG-box da proteína CsHMG 

A maioria dos experimentos necessários para a resolução da estrutura do domínio HMG-box de 

CsHMG, incluindo a atribuição seqüencial das ressonâncias foram realizados. A Figura 26 é um exemplo de 

um espectro bidimensional NHSQC, que apresenta uma boa dispersão dos picos com relação ao 

deslocameto químico (PPM) sugerindo que a proteína está estruturada e possivelmente monomérica em 

solução.  Além disso, a maioria dos picos está situada entre 8,5 e 7,5ppm dos hidrogênios que é uma região 

característica de resíduos dispostos em alfa-hélice. 

 

 

 



 
57 Resultados e Discussão  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O primeiro passo para a resolução de uma estrutura por RMN e/ou mesmo para que haja 

possiblidade de estudos de interação é a atribuição seqüencial e identificação dos resíduos de aminoácidos 

nos espectros coletados. Existem, atualmente, formas que possibilitam a automatização desse tipo de 

procedimento através da utilização de softwares, como o SmartNotebook, que facilitam a atribuição dos 

picos mas exigem boa qualidade de uma série de experimentos que envolvem tripla-ressonância. Todo esse 

procedimento foi efetuado em colaboração com o Dr. Maurício Sforça, do grupo de RMN do CeBiME/LNLS. 

Porém os dados ainda são preliminares devido ao fato de que um experimento, chamado de TOCSY, deve 

ser repetido para maior confiabilidade tanto na atribuição das ressonâncias, quanto para estudos futuros de 

resolução de estrutura e interação. Porém o CSI (Figura 27) já indica que a atribuição é um sucesso, pois a 

estrutura secundária parece acompanhar com grande confiabilidade a predição in silico e os dados 

estruturais de estruturas com alta similiaridade no banco de dados. 

Figura 26– Espectro bidimensional NHSQC da proteína 6xHis-CsHMGΔNΔC – A boa dispersão dos picos indica que a proteína 

encontra-se estruturada sendo que a qualidade dos sinais também revela que a concentração de proteína é suficiente para 

esse tipo de experimento. O número de picos também mostra  que a proteína não está degradada e, provavelmente há um 

alto índice de estrutura secundária em alfa-hélice, uma vez que a maioria dos picos está no deslocamento químico de 7,5-

8,5. 
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Estudos de interação usando RMN estão em ascendência (Bonvin et al, 2005) e permitem estudos 

finos de relação ligante-ligante com experimentos consideravelmente rápidos e que podem gerar resultados 

com grande resolução e confiabilidade. Esse tipo de estudo também possibilita estudos de competição e 

cálculo de constantes de afinidade sem o conhecimento da estrutura tridimensional da proteína. 

A Figura 28 mostra a primeira tentativa de titulação de RNA poly-U com a proteína CsHMGΔNΔC. 

Como observado há mudança considerável nos picos do espectro de NHSQC na primeira titulação, de razão 

molar 1:16.  Com o aumento gradativo da concentração de RNA não há mudança significativa do 

deslocamento químico dos picos. Isso pode sugerir que pode ter ocorrido uma saturação da ligação já na 

primeira adição de RNA. Não houve, no entanto, precipitação da proteína na titulação devido à estabilidade 

na intensidade e deslocamento químico das cadeias laterais, indicadas pelas setas na Figura 28. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 – Chemical shift Index (CSI) preliminar dos resíduos presentes em CsHMGΔNΔC já atribuídos.  Conforme predito os 

resíduos se encontram em três alfa-hélices entremeadas por pequenos turns. A região correspondente à cauda de histidina 

adicionada do sítio de clivagem não foi atribuída. 

Figura 28 – Espectros NHSQC correspondentes à titulação RNA/proteína – O primeiro espectro corresponde à proteína 6xHis-

CsHMGΔNΔC sem RNA, seguidas por titulações crescentes de RNA poly-U conforme indicado nas figuras (em razão molar 

RNA:proteína). A diminuição da intensidade dos picos pode ter ocorrido por interação mas não foi possível observar o aparente 

deslocamento de picos. Porém como indicado não houve alteração da região correspondente às cadeias laterais, sugerindo que a 

proteína está estruturada e não houve precipitação de um eventual complexo. 
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Os estudos de interação de CsHMG usando RMN possibilitariam um aprofundamento no 

entendimento da ainda recente e não compreendida atividade de ligação ao RNA dessas proteínas. CsHMG 

pode manter uma interação específica com RNA ao mesmo tempo que ainda consegue manter interação 

não específica com DNA. Os estudos de RMN com o domínio conservado HMG-BOX podem esclarecer quais 

são os resíduos envolvidos nessa interação, identificá-los e indicar o envolvimento de outras proteínas que 

possuem o domínio HMG-BOX com metabolismo de RNAs, como UBFs, SRYs e outras. 

 

4.18        Detecção de HMGs de citros e Arabidopsis thaliana por Western Blot. 

Anticorpos policlonais contra a proteína recombinante 6xHis-CsHMG foram produzidos através de 

imunização pela empresa Célula B Anticorpos. O título do antisoro foi estabelecido em 1:8000 para a 

detecção da proteína por Western Blot. De acordo com a Figura 29 foi possível a detecção da proteína 

endógena nos extratos protéicos brutos tanto de folhas de citros quanto de epicótilos (utilizados para 

experimentos de transformação permanente e transiente, realizados em colaboração com a Dr. Maria L. 

Peixoto). Foi possível também confirmar a superexpressão de CsHMG através de transformação por 

Agrobacterium tumefasciens.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 29 – O anticorpo Anti-HMG é específico para a proteína CsHMG e reage cruzado com o provável homólogo em A. 

thaliana – (A) Extratos foram aplicados em cada poço, sendo possível a detecção de uma banda correspondente em todas as 

frações analisadas, inclusive houve um aparente aumento da quantidade de proteína nas frações correspondentes à 

superexpressão. (B) Foram analisadas também frações proteicas obtidas de seedlings de A.thaliana, onde houve também 

detecção de uma proteína menor, provavelmente AtHMGB1, e é  o possível homólogo de CsHMG. 
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A detecção da proteína AtHMGB1 no mutante de Arabidopsis thaliana era esperada uma vez que o 

mutante adquirido do banco de germoplasma é heterozigoto. Porém, como as amostras estão praticamente 

normalizadas é possível observar uma menor expressão da proteína na planta hmgb-1. 

 Como mostrado na figura 30, foi possível observar que houve imunoprecipitação da proteína 

CsHMG do extrato protéico de citros, porém não foi possível a detecção nem a imunoprecipitação de PthA 

superexpressa. Possivelmente essa detecção não foi possível devido à dificuldade na separação das cadeias 

pesadas e leves presentes no soro policlonal, ou ainda pela lise não efetiva das células e a liberação de 

poucas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Devido à boa especificidade e título do anticorpo anti-HMG alguns testes preliminares de co-

imunoprecipitação foram efetuados. Esses ensaios são importantíssimos para a confirmação das interações 

in planta com proteínas endógenas, gerando maior confiabilidade na descrição das interações e 

possibilitando também o uso de técnicas de imunohistoquímica para a caracterização do papel funcional das 

interações. 

 

Figura 30 – A proteína CsHMG endógena pôde ser imunoprecipitada porém não houve co-precipitação de um complexo com 

PthA – O ensaio de co-imunoprecipitação foi realizado com extratos de epicótilos transformados superexpressando PthA4. 

Os soros anti-PthA e anti-HMG foram utilizados para imunoprecipitação de proteínas pela conjugação com a resina proteína 

A-sepharose, em ensaios independentes. A resina foi eluída e então submetida a SDS-PAGE para análises por western blot. A 

membrana foi revelada com os anticorpos primários Anti-HMG e Anti-PthA. A seta escura indica a banda correspondente à 

proteína CsHMG imunoprecipitada.   
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4.19      Tentativas de cristalização de 6xhis-CsHMG. 

Com o objetivo de obter dados cristalográficos da proteína HMG de citros, foram realizados 

screening preliminares de cristalização da proteína fusionada com cauda de histidina usando os kits de 

matriz como descrito anteriormente. Em várias condições, após quatro semanas, foram observados 

pequenos esferolitos (Figura 31). Uma condição se destacou, surgindo esferolitos maiores e mais numerosos 

após um mês de observação. Essa condição era composta por 200 mM formato de magnésio e 20% w/v 

PEG-3350. 

 

 

 

Não há registro em bancos de dados de estruturas de proteínas HMG e nem do domínio HMG-box 

em plantas. CsHMG possui características muito interessantes devido às porções básica e ácida nas regiões 

flanqueadoras do HMG-box e a estrutura tridimensional de uma HMGB poderia ajudar a elucidar a função 

desses domínios na interação com outras proteínas e também com o DNA e RNA. 

 

 

Figura 31 – Presença de cristais na condição 200 mM formato de magnésio e 20 %w/v PEG-3350 – As setas escuras indicam a 

presença de numerosos esferolitos. As setas brancas indicam a presença de prováveis precipitados de proteína, que podem 

sugerir algum tipo de processo de cristalização em andamento. 
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5. Considerações Gerais e Perspectivas 

O mecanismo molecular pelo qual Xac induz os sintomas do cancro em citros não é inteiramente 

conhecido, porém proteínas efetoras da família PthA/AvrBs3 são necessárias ao desenvolvimento de 

hiperplasia e hipertrofia. Embora estudos demonstrem a importância das proteínas PthA na patogenicidade, 

a maneira como PthAs ativam a transcrição e quais são seus genes alvos ainda não está claro. Xac possui, 

como citado, quatro variantes de PthA que variam quanto ao número de repetições na região central da 

proteína. Embora exista uma pressão seletiva para que Xac as carregue em seu genoma, é desconhecido o 

papel funcional de cada uma delas, mesmo que demonstrado que as proteínas dessa família atuam como 

fatores de transcrição. PthAs podem contudo, formar heterômeros funcionais diversificados (Domingues et 

al, 2010), sugerindo a possibilidade da formação de complexos multiméricos. De fato, complexos desse tipo 

são comuns em plantas, como os fatores envolvidos na regulação do desenvolvimento floral (Robles & Pelaz, 

2005). Esses complexos multiméricos de PthA podem possibilitar uma mudança diversificada e acentuada no 

transcriptoma na planta, como o verificado em folhas de citros infiltradas com Xac (Cernadas, 2008). 

O processo de regulação da transcrição gênica em eucariotos é complexo e envolve além de 

especificidade na ligação com o DNA, complexas redes de interação proteína-proteína compostas por outros 

fatores de transcrição e proteínas regulatórias. Sendo PthA uma proteína bacteriana que age como um fator 

de transcrição eucarioto, é esperado que ela seja alvo de interações com proteínas do hospedeiro 

envolvidas com a regulação da transcrição gênica, como as interações com ARF e HMG descritas nesse 

trabalho.  

A caracterização da interferência direta de PthA na sinalização molecular de auxinas pode abrir um 

novo alvo de interferência humana não só no caso de citros, mas de outras espécies vegetais afetadas por 

patógenos. Além disso, visto que a principal forma de controle do cancro cítrico é a erradicação, 

consideramos que a obtenção de plantas resistentes à Xac baseadas nesses estudos poderão ser 

extremamentes úteis no controle dessa doença. 

Estudos para caracterizar a relevância biológica da interação ARF-PthA incluem: ensaios de ligação 

in vitro com DNA, para confirmar a ligação dos dois fatores nas regiões indicadas como prováveis sítios de 

ligação dessas proteínas no promotor da expansina de citros e ensaios de transativação do gene repórter in 
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vivo, para verificar o efeito do complexo identificado na regulação gênica da expansina. Além desses ensaios 

é muito importante a realização do silenciamento gênico de CsARF e a análise global de expressão gênica 

para a caracterização dessa proteína como um repressor e o efeito do seu silenciamento gênico no 

desenvolvimento dos sintomas do cancro cítrico.  

Com relação ao papel biológico da interação de CsHMG com PthA, estudos visando o provável 

efeito de aumento da afinidade de PthA pelos seus alvos no DNA de promotores através da interação com 

CsHMG deverão ser conduzidos, através de ensaios competitivos in vitro. Além disso, experimentos visando 

a caracterização do papel biológico dessas proteínas deverão ser realizados, como o silenciamento desse 

gene e análises de expressão gênica global por microarray. 

Finalmente, o estudo biofísico e bioquímico de CsHMG revelou uma função até então desconhecida 

para proteínas dessa família e provavelmente essa função não é restrita para citros, dada a conservação do 

domínio HMG-box. Estudos visando o entendimento do papel biológico da interação dessa proteína com 

RNA poderão ser muito importantes, até mesmo para a compreensão de doenças relacionadas com 

proteínas HMG em humanos como câncer e doenças inflamatórias. Para isso a finalização do mapeamento 

dos resíduos envolvidos na interação por RMN e a resolução da estrutura tridimensional de CsHMG são 

essenciais. 
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6. Conclusões 

 

1) CsHMG e CsARF interagem tanto in vitro quanto in vivo com todas as variantes de PthA, com 

exceção de PthA1 que não interage com CsARF. No caso de CsHMG, a interação envolve o domínio 

LRR, enquanto para CsARF a interação envolve as regiões repetitivas. 

2) Os domínios C-terminal Aux/IAA de CsARF e B3 estão envolvidos na interação com as variantes de 

PthA. Um provável alvo de ligação no DNA pode ser encontrado na região 5´UTR da expansina. Essa 

região possui uma sequência elementos semelhantes do promotor do gene Upa10, induzido por 

AvrBs3 e um box semelhante ao AuxRE, flanqueando o TATA box. Os dados sugerem que essa 

possível região promotora é um alvo conjunto de CsARF e PthA, pelo menos in vitro.  

3) CsHMG liga DNA inespecificamente, mas também pode interagir com RNA. A interação com RNA é 

específica para sondas ricas em uracila e somente o domínio conservado HMG-box é suficiente para 

promover uma interação específica, pelo menos in vitro. CsHMG possui estrutura secundária rica 

em alfa-hélices e random coils, o que impossibilita estudos por RMN da proteína inteira. Porém, o 

domínio central HMG-box é um bom alvo para estudos de interação por RMN, sendo composto 

majoritariamente por alfa-hélices e é bem estruturado. 
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Trabalho Apresentado: SOUZA, T. A., QUARESMA, A. J. C., ZERI, A.C., BENEDETTI, C.E.  

RNA binding properties of a citrus High Mobility group Protein involved in transcriptional 
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