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Analise da expressao dos genes pertencentes aos sistemas secretoérios Tipo lll e
Tipo IV e genes pthAs em Xanthomonas citri subsp. citri sob condicoes infectante

e nao infectante

RESUMO - A citricultura € uma atividade agro-industrial de suma importancia
para o Estado de Sdo Paulo e para o Brasil. Com uma area plantada em torno de
aproximadamente 1 milhdo de hectares o pais mantém a posigdo de maior produtor
mundial de citros. Desse total, 77% encontram-se localizados na regido Sudeste. O
sistema citricola representa 4,47% das exportacées de produtos do agronegdcio
nacional, sendo que o suco de laranja concentrado representa 72% do valor dessas
exportacdes. Entretanto, todo este potencial econdmico vem sendo prejudicado por
varias doencas dentre elas uma denominada Cancro Citrico, a qual é causada por um
fitopatdbgeno bacteriano denominado Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc). Com o
objetivo de analisar os feitos da interagdo entre essa bactéria e seu hospedeiro natural,
utilizou-se a técnica de Andlise da Transcricao Reversa em Tempo Real (qRT-PCR)
para quantificar a expressdo dos genes que compdem o SSTT, SSTQ, algumas ORFs
hipotéticas e as quatro cépias do gene pthA. Para tanto, realizou-se um estudo prévio
com 10 genes candidatos visando identificar os mais adequados para serem usados
como genes de referéncia no processo de normalizagdo de dados em experimentos
dessa natureza. O experimento contou com quatro replicatas biolégicas e duas
replicatas técnicas. Com base nos resultados, verificou-se que os genes rpoB e rpoC
parecem ser 0s mais indicados para a normalizagdo de dados em experimentos de
expressao génica por qRT-PCR que envolvam analises intergrupos. A maioria dos
genes que compdem o SSTT se mostraram induzidos quando a bactéria esteve em
contato com seu hospedeiro, com destaque para os genes hrpXct e hrpB4, o que
sugere que este sistema tenha um importante papel na patogenicidade dessa bactéria.
Por outro lado, os resultados e o estudo da expressao génica evidenciaram que ao

contrario do que ocorre em outros fitopatégenos, o SSTQ parece nao ser essencial para
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o processo de infecgao por Xcc. Por fim, apesar de duas das quatro copias dos genes
pthAs terem tido a expressao estimulada pelo contato com o hospedeiro, ficou clara a

importancia de inativar cada uma dessas cépias no processo de infeccao por Xcc.

Palavras-chave: Analise da Expressdao Génica, Cancro Citrico, Xanthomonas citri
subsp. citri, qRT-PCR.
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Gene expression analysis of Type lll and Type IV secretory system and pthAs
genes in Xanthomonas citri subsp. citri under infective and non infective
conditions

SUMMARY - The citrus is an agro-industrial activity of great importance for the State of
Sao Paulo and Brazil. With a planted area around 1 million hectares the country
maintains its position of world's leading producer of citrus. Of these, 77% are located in
the Southeast. The citrus system represents 4.47% of national agribusiness exportation,
being the orange juice concentrate responsible for 72% of the value of these exports.
However, all this economic potential is being hampered by diseases among them one
called citrus canker, which is caused by a phytopathogenic bacterium known as
Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc). With the aim of analyzing the achievements of the
interaction between this bacterium and its natural host, we used the technique of Real-
Time Reverse Transcription Analysis (QRT-PCR) to quantify the expression of genes
that comprise the SSTT, SSTQ, some hypothetical ORFs and the four copies of the
gene pthA. Thus, a preliminary study with 10 candidate genes were conducted to
identify the most suitable ones for use as reference in the process of data
standardization in such experiments. The experiment had four biological replicates and
two technical replicates. Based on the results, it was found that the rpoB and rpoC
genes seem to be the most suitable for the standardization of data in experiments of
gene expression by qRT-PCR analysis involving intergroup. Most of the genes that
comprise the SSTT was induced when the bacterium was in contact with its host, with

emphasis on the genes hrpXct and hrpB4, suggesting that this system has an important
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role in the pathogenicity of this bacterium. Results and the study of gene expression
showed that contrary to what occurs in other pathogens, the SSTQ doesn’t seem to be
essential to the process of infection by Xcc. Finally, although two of the four copies of
the genes pthAs had its expression stimulated by contact with the host, it was clear the

importance to inactivate each of these copies in the process of infection by Xcc.

Keywords: Analysis of Gene Expression, Citrus Canker, Xanthomonas citri subsp. citri,
gRT-PCR.



I. INTRODUCAO

A histéria da citricultura brasileira tem seu inicio por volta dos anos 30 e 40 do
século XVI quando os colonizadores portugueses introduziram as primeiras sementes
de laranja doce no nordeste do pais. Desde entdo o Brasil vem sendo reconhecido
como local de producéo de frutos de excelente qualidade. Entretanto, somente apds os
anos 30 do século passado é que a citricultura tornou-se um dos setores mais
importantes de nossa economia (EMBRAPA 2008).

O suco é o produto mais apreciado e consumido da laranja, sendo que grande
parte da safra nacional destina-se a producao de suco concentrado. Além de poder ser
consumido diretamente pela populacao, ele também pode ser utilizado na fabricacao de
refrigerantes e refrescos em pé instantaneos. A casca da laranja contém uma esséncia
oleosa e muito inflamavel que pode ser utilizada na preparagéao de geleias e licores. O
Oleo das flores e folhas é utilizado na fabricacdo de perfumes, esséncias e chas,
enquanto que o bagago da laranja € empregado na produgdo de ragdo para o gado
(COROL 2008).

Atualmente, o Brasil mantém a posicdo de maior produtor mundial de laranjas,
com uma &rea cultivada de aproximadamente 1 milhdo de hectares, 77% dos quais
estdo na regidao Sudeste. A laranja representa 49% de toda a producado brasileira de
frutas e o agronegdcio citricola brasileiro movimenta capital ao redor de R$ 5 bilhdes
por ano, gerando cerca de 400 mil empregos diretos e outros 3 milhdes indiretamente
(FUNDECITRUS 2008).

Entretanto, todo este potencial econémico da citricultura nacional vem sendo
prejudicado por uma vasta gama de doencas que podem ser causadas por: fungos,
como por exemplo no Estiolamento (“damping-off’), Gomose, Rubelose, Cancro do
tronco do limao Tabhiti, Verrugose, Melanose, Pinta preta, Estrelinha ou queda de frutos
jovens; por virus, como por exemplo na Leprose, Tristeza, Sorose, Exocorte, Cachexia
(Xiloporose); e, também, por bactérias, como por exemplo no Amarelinho ou Clorose

Variegada dos Citros (CVC), Greening e o Cancro Citrico sendo esta ultima uma das



mais perversas doencgas que atinge a citricultura nacional (EMBRAPA 2008).

Devido ao fato de ainda néo existir uma maneira que combata o Cancro Citrico
de forma eficiente e economicamente viavel, atualmente, varias metodologias que
buscam a solugdo deste problema vem sendo desenvolvidas. Dentre as diversas
ferramentas que podem ser usadas para este fim a genébmica funcional passou a ser
um instrumento de grande serventia. Com a publicagdo do sequenciamento completo
do genoma do agente causador (Xanthomas citri subsp. citri - Xcc) desta doenga no
ano de 2002 (DA SILVA et al. 2002), tornou-se possivel a utilizacdo de diversas
técnicas para o estudo da expressao génica em Xcc. Neste sentido, fazendo-se o0 uso
da Andlise da Transcricdo Reversa em Tempo Real (QRT-PCR), este trabalho teve por
objetivo analisar as taxas de expressao de diversos genes tidos como importantes para

0 processo de patogenicidade do agente causador do cancro citrico.



Il. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Agente etiologico e o Cancro Citrico

O cancro citrico é causado por uma bactéria aerdbica, gram negativa,
monotriquia, em forma de bastonete, medindo entre 0,2 e 0,6 um de didmetro € 0,8 e
2,9 um de comprimento (MOREIRA et al. 2005) (Figura 1) chamada Xanthomonas citri
subsp. citri (Xcc), que forma col6nias amarelas e mucoides em meios de cultura
artificiais (WHITESIDE et al. 1988), resultado da producao de xantomonadina (JENKINS
& STARR 1985). Esta doenca, com alto poder destrutivo em regides citricolas, ocorre
em diversas regides do mundo, como a América do Sul, Japao, Africa, Estados Unidos,
dentre outras (GOTO et al. 1992), ocasionando inimeros prejuizos e reduzindo
drasticamente a producao (FUNDECITRUS 2008).

Figura 1: Microscopia eletrdnica de transmissdo mostrando o flagelo polar de Xcc. Fonte: Elliot
Watanable Kitajima, NAP-NEPA-Esalg-USP.

A bactéria causadora do cancro espalha-se de forma muito facil, podendo ser
levada de um lugar para o outro nos equipamentos de colheita, em veiculos, maquinas,
pelo vento, quando associado com chuvas e também através de mudas contaminadas.
Xcc instala-se no espacgo intercelular apds adentrar no tecido vegetal por meio de
estbmatos, hidatédios ou ferimentos, langando méao, na sequéncia, de seu arsenal de
ataque (grupo especifico de genes) a planta hospedeira, possibilitando o seu
estabelecimento e consequente doenca, levando a indugdo dos sintomas. A
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temperatura 6tima para infeccao varia entre 20°C e 30°C (KOIZUMI 1977). Estando no
mesofilo foliar do hospedeiro, Xcc multiplica-se nos espacgos intercelulares e produz
abundante polissacarideo extracelular, principalmente goma xantana. Sob condi¢des
favoraveis, as células podem emergir das aberturas dos estématos em menos de cinco
dias apoés a infeccao (Figura 2A). A diminuigdo dos espagos intercelulares e o acumulo
de goma resultam em um aspecto de encharcamento no tecido infectado. A agua do
xilema é aprisionada devido ao alto potencial higroscépico da goma, pequenas bolhas
amarelas salientes aparecem devido a hiperplasia induzida no vegetal, tipicamente
visiveis em ambos os lados das folhas, sintoma este exclusivo do cancro citrico e que
ajuda na identificacdo da doenca. A medida que as lesdes envelhecem, tornam-se
escuras, adquirindo uma tonalidade marrom. O sintoma de encharcamento aparece
frequentemente circundado por um halo clorético (Figura 2B) devido ao decréscimo da
producéo das clorofilas a e b, caroteno e xantofila nessas regioes (PADMANABHAN et
al. 1974). Esse sintoma desaparece com o envelhecimento da lesdo, cujo centro torna-
se elevado com aspecto esponjoso ou corticoso (Figuras 2C e 2D) proporcionando um
indculo para a transmissdo futura da bactéria em outros tecidos e plantas. A cancrose
também pode ser observada em ramos e frutos (AMARAL 2003), que, quando da

incidéncia da doenga, se desprendem da planta antes do amadurecimento.

Figura 2: Microscopia eletrbnica de varredura de Xcc na superficie abaxial da folha (A). Folhas com
lesbes circundadas por anel clorético (B). Microscopia eletrénica de varredura mostrando a
erupcao do mesdfilo infectado (C). Crescimento da lesdo resultando em aspecto corticoso em
folhas (D). Fonte: www.fundecitrus.com.br.

Dentre os agentes propagadores do cancro citrico, a larva minadora dos citros,



Phyllocnistis citrella, apds eclodir do ovo depositado sobre a folha, ao iniciar sua
alimentagéo, forma galerias nas superficies das folhas, potencializando a incidéncia
dessa doenca, bem como a disseminagao do patégeno (FUNDECITRUS 2008).

Os sintomas do cancro em si ndo constituem o maior problema ocasionado pela
doencga, pois raramente mata a planta. Todavia, devido ao estresse bidtico, a planta
responde produzindo diversas substancias, dentre elas o etileno, que ocasiona um
desequilibrio hormonal (CROZIER et al. 2001) no vegetal. Desta forma, além dos
sintomas tipicos da cancrose, o excesso desse horménio induz a queda prematura de
frutos, que por ndo estarem suficientemente maduros, tornam-se inaproveitaveis para a
producao de suco, para 0 consumo in natura e para todos os demais usos comerciais
realizados com a laranja (BROWN 2001).

Figura 3: Lesoes tipicas de Cancro Citrico em ramos (A) e frutos (B). Fonte: www.fundecitrus.com.br.

Na tentativa de controlar a incidéncia da doenca, anualmente sao realizadas

inspecbes urbanas e rurais, que tem como finalidade a detec¢do e eliminagcdo de
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possiveis plantas contaminadas. No ano de 2008, mais de 100 mil talhbes e pomares
nao comerciais foram erradicados, sendo registrados mais de 100 novos casos e
aproximadamente 300 ressurgéncias de cancrose citrica na zona rural do estado de
Sao Paulo e Sul do Tridangulo Mineiro. J& a chamada inspe¢édo urbana, que tem por
finalidade a verificagdo de cancrose em plantas situadas nas areas urbanas, registrou
4.327 plantas contaminadas e promoveu a erradicacdo de mais de 10.000 plantas
(FUNDECITRUS 2008). Portanto, o cancro citrico € uma importante doencga, ndo so
devido ao seu poder devastador, mas, também, devido a falta de um método que o
controle de maneira eficaz e economicamente viavel.

Devido aos vultuosos prejuizos causados pelo agente etiolégico do Cancro
Citrico, varias foram as tentativas de se descobrir maneiras ou métodos eficazes para o
controle da doenca. Um marco importante na busca por solucdes foi 0 sequenciamento
completo do genoma de Xcc (DA SILVA et al. 2002) que trouxe possibilidades de se
implementar estratégias de analise genémica funcional, o0 que desencadeou a busca
por genes alvos que proporcionem o conhecimento do conjunto génico utilizado por
essa fitobactéria para causar a doenga Cancro Citrico.

Ap6s o0 sequenciamento do genoma, descobriu-se que Xcc possui um
cromossomo circular de 5,1 Mb e dois plasmideos, pXac64 (64Kb) e pXac33 (33Kb).
Foram identificados 4.318 possiveis regides codificantes (“‘open reading frames”,
ORFs), das quais, 2.710 ORFs possuem homologia com proteinas ja conhecidas, 1.272
apresentaram homologias com proteinas de funcdo desconhecida (proteinas
conservadas hipotéticas) e 331 nao apresentaram nenhuma homologia com as
proteinas existentes nos bancos de dados publicos.

Comparacdes, em escala gendmica, de patdégenos de animais e plantas
identificaram a presenca de sistemas conservados para a exportacdao de proteinas de
viruléncia (como os genes hrp - “hypersensitive response and pathogenicity”),
mecanismos associados a viruléncia para a obtencdo de ferro e estratégias de
patogénese. Das proteinas de Xcc, muitas estdo associadas a patogenicidade,
viruléncia e adaptacdo, tais como: proteinas de viruléncia AvrBs3, que estao

relacionadas ao Sistema de Secrecdao do Tipo Il (SSTT) e a resposta de
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hipersensibilidade (HpaA, Hrp e Hrc); as proteinas relacionadas ao Sistema de
Secrecao do Tipo IV; proteinas associadas a degradagdo da parede celular do
hospedeiro; enzimas envolvidas na sintese de exopolissacarideos; mais de cem
proteinas possivelmente envolvidas na produgéo de toxinas e destoxificagdo; proteinas
de superficie de membrana; proteinas envolvidas em mecanismos de adaptagdo a
condicbes atipicas (como as proteinas de choque térmico e vias de transducdo de
sinais); além de duas coépias de genes que codificam para proteinas do Sistema de
Secregéao do Tipo Il e proteinas envolvidas na secregéo de enzimas extracelulares.

2.2. Sistemas de secrecao de macromoléculas envolvidos na patogénese

Os fitopatogenos Gram-negativos podem realizar a colonizacdo de seus
hospedeiros através de varios sistemas. Enquanto alguns fitopatégenos secretam
enzimas para que ocorra a maceracao e a necrose do tecido vegetal hospedeiro, como
por exemplo, Erwinia carotovora (patdbgeno de batata e tabaco) e Erwinia amylovora
(patogeno de Roséaceas, maca e pera), ha outros fitopatdgenos que utilizam a secregao
de macromoléculas, principalmente proteinas (por exemplo, Pseudomonas) e em
alguns casos, complexos nucleo-proteicos para dentro da célula hospedeira (por
exemplo, Agrobacterium tumefasciens).

Em se tratando da secrecao de proteinas, é necessario que estas atravessem as
duas membranas bacterianas até atingir a célula hospedeira. Os sistemas, mais
conhecidos, que as bactérias usam para realizar esta tarefa, podem ser divididos em
cinco grupos (Tipos | a V), que podem ser agrupados em Sec-dependentes (Tipos Il e
V), Sec-independentes (Tipos | e lll), ou ainda conter vias que podem ser Sec-
dependentes ou independentes (Tipo IV) (Figura 4).

Os sistemas Sec-dependentes envolvem um complexo de proteinas Sec que
catalisa a translocacdo de proteinas através da membrana interna para o espaco
periplasmatico através do reconhecimento de um peptideo de sinalizagédo localizado na

porcao N-terminal. Por outro lado, nos Sec-independentes, os prdprios constituintes do



complexo de secrecdao encaminham os substratos para o meio externo (DUONG &
WICKNER 1997; REMAUT & WAKSMAN 2004).

Figura 4: Principais sistemas de secrecdo de bactérias Gram-negativas. Tipo |, exemplo de secreg¢ao de
hemolisinas em Escherichia coli. Tipo V, montagem do P-pili em E. coli. Tipo Il, secre¢ao de pululanase
por Klebsiella axytoca. Tipos Il e IV, para a secregcdo de proteinas em Xcc. C: meio intracelular
bacteriano. MI: membrana interna bacteriana. P: espaco periplasmatico. ME: membrana externa. E:
espaco extracelular bacteriano (REMAUT & WAKSMAN 2004).

O Sistema de secrecéao do tipo |, constituido pelas proteinas HIyD, HlyB e TolC, é
conhecido por secretar toxinas, proteases e lipases, sendo responsavel pelo transporte
de proteinas diretamente do citoplasma para o meio extracelular. O principal exemplo é
o sistema de secrecdo de a-hemolisina por E. coli (HUECK 1998). Seguido dos
sistemas de leucotoxina por Pasteurella haemolytica e de protease por P. aeruginosa e
Erwinia chrysanthemi. Este sistema de secrecdo possui trés componentes estruturais:
uma ATPase localizada na membrana interna, que fornece energia para o sistema e €
responsavel pela passagem pela membrana interna; uma proteina de membrana

externa, que forma o poro externo de passagem; e, finalmente, uma proteina de fusao
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de membrana, que é ancorada na membrana interna e faz ligacao entre as proteinas da
membrana interna e externa. Apesar do processo de secreg¢ao ser independente de
Sec, a montagem do aparato secretor ndo é, pois a proteina externa é transportada
através da membrana interna pelo sistema Sec. As proteinas secretadas por este
sistema ndo possuem sequéncia na extremidade aminoterminal clivavel, mas elas
possuem uma sequéncia sinal carboxiterminal de aproximadamente 60 aminoacidos,
que nao € submetida a clivagem proteolitica. O sinal parece estar relacionado com a
conformacgdo secundaria da regido carboxiterminal. Este sinal de secrecao parece ser
especifico para as subfamilias do sistema de secrecdo do tipo | (HUECK 1998;
REMAUT & WAKSMAN 2004).

O sistema de secrecao do tipo Il € responsavel pela secre¢cdo de exoenzimas,
incluindo pectatoliase, poligalacturonase e celulases geralmente associadas a
degradacéo de tecidos do hospedeiro (SALMOND & REEVES 1993). Em Xcc, os genes
que codificam para este sistema estdo presentes em duas cépias (DA SILVA et al.
2002). O mecanismo de secrec¢ao por esta via ocorre em duas etapas. Primeiramente, a
maquinaria Sec exporta o0 produto a ser secretado, com o peptideo de sinalizacéo,
através da membrana interna para o espago periplasmatico e, posteriormente, os
componentes do sistema de secre¢do do tipo Il secretam o produto através da
membrana externa (PUGSLEY 1993).

O sistema de secrecédo do tipo V, também chamado de autotransportador, utiliza
o sistema Sec para exportacdo da proteina para o periplasma. O dominio B, localizado
na porcao C-terminal do autotransportador, associa-se a membrana externa formando
um poro por onde a por¢édo N-terminal da proteina passa e, através de auto-protedlise,
é liberada no meio extracelular (THANASSI et al.1998).

Todavia, durante o processo infeccioso, uma grande variedade de bactérias
patogénicas Gram-negativas de animais e plantas, além de secretar proteinas para o
meio externo, sdo capazes de injetar os fatores patogénicos, diretamente, dentro das
células. Os dois principais sistemas de secre¢do deste tipo sdo denominados de
Sistema de Secrecao do Tipo Il (SSTT) e de Sistema de Secrecao do Tipo IV (SSTQ).
O genoma de Xcc codifica para um SSTT e para dois SSTQ.
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2.3. As interacoes Planta-Patégeno

A infeccao de uma planta por um fitopatégeno pode ocasionar a chamada reacao
de hipersensibilidade ou, entdo, ao desenvolvimento da doeng¢a em si. A ocorréncia de
um processo ou de outro depende da presenca de pares de genes combinantes: de
resisténcia na planta e de aviruléncia no patégeno. Isto gerou uma hipétese que passou
a ser conhecida de “gene-a-gene”, que diz que o gene de resisténcia da planta (R)
codifica um receptor para a proteina de aviruléncia (Avr) da bactéria, sinalizando o inicio
de uma cascata de eventos que ira resultar na reagdo de hipersensibilidade [8]. A
reacdo de hipersensibilidade ou HR €& caracterizada por necrose tecidual e pela
formacao de compostos fendlicos e agentes antimicrobianos no local de contato com o
patogeno, prevenindo a disseminacdo deste nas plantas resistentes (HUECK 1998;
MUDGETT & STASKAWICZ 1998).

Sugere-se que as proteinas R atuam acelerando, em geral, as respostas de
defesa do hospedeiro. Ja foi demonstrado que em plantas hospedeiras suscetiveis a
doenca se manifesta apds alguns dias, enquanto que em plantas resistentes a reacao
de hipersensibilidade pode ser observada apés 24 horas (HUECK 1998; CHANG 2004;
ALFANO, & COLLMER 1997; GALAN & COLLMER 1999). Qualquer que seja a
resposta na interacao bactéria-planta, o SSTT parece ser essencial para desencadear a
resposta a interacdo. Os genes necessarios para o desenvolvimento de doencas em
plantas suscetiveis ou para o desencadeamento de reagcdes de hipersensibilidade em
plantas resistentes (que séo proteinas formadoras do SSTT e proteinas secretadas)
foram denominados de hrp (“hypersensitive response and pathogenicity”). Esta
denominacao € mantida como padrao para o SSTT em fitopatégenos (HUECK 1998).
As proteinas secretadas pelo sistema hrp incluem fatores essenciais para a
patogenicidade, proteinas de aviruléncia e outros fatores ndo especificos. Um fato
interessante é que as proteinas secretadas por este sistema nao possuem nenhum tipo
de peptideo sinal (KIM, 2003 & CORNELIS, 2000).

As primeiras proteinas identificadas, cuja secrecdao ocorre por este sistema,
foram as “harpins” (WEI, 1992). Estas proteinas apresentam em comum o fato de

serem estaveis ao calor, acidas, ricas em glicina e ndo possuirem cisteinas. O papel
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destas proteinas nao é completamente compreendido. Entretanto, andlises de mutacao
revelaram que a maioria das “harpins” nao possui um controle direto da especificidade
ou promocao da reagao de hipersensibilidade (BUTTNER, 2002; VIVIAN, 1997).

Outro grupo de proteinas secretadas por este sistema néo possui a capacidade
de desencadear a reacdo de hipersensibilidade. Como exemplos h4 as proteinas
DspA/E de Erwinia amylovora e PopB e PopC de Ralstonia solanacearum, que sao
necessarias para a viruléncia destes microrganismos (CORNELIS, 2000).

Na terceira classe de proteinas secretadas pelo SSTT se encontram as proteinas
de aviruléncia (Avr). Sabe-se que elas sdo pecas-chave na interagdo planta-patégeno,
sendo responsaveis pela especificidade da interagdo. Estas proteinas sédo espécie-
especificas e limitam a amplitude de hospedeiros para o patégeno (CORNELIS, 2000;
BUTTNER, 2002 & VIVIAN, 1997). Para que a interacdo das proteinas Avr com a planta
seja funcional é necessaria a presenca de um sistema de secre¢do Hrp ativo. A maioria
dos “Agrupamentos génicos hrp” conhecidos estdo localizados em regides
cromossémicas de aproximadamente 25 kb. Em alguns casos, a transferéncia dos
genes presentes no “grupamento hrp” de bactérias patogénicas para nao patogénicas,
sao suficientes para causar a reacoes de hipersensibilidade, porém ndao a doenca
(ALFANO, 1997). Na Figura 5 esta representado o sistema hrp de Xcc, a excegao dos
genes hrpX e hrpG (mostrados posteriormente) que agem como ativadores

transcricionais dos genes hrp.

Figura 5: Mapa génico do agrupamento hrp de Xcc.

Semelhante as proteinas efetoras Yops de Yersinia spp., a maioria das
proteinas Avr ndo possui segmentos transmembrana ou peptideos sinal e, quando
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aplicados em células de planta ou infilirados, nao apresentam efeito. Desta forma, a
acao destas proteinas parece ser dependente do sistema hrp e seu sitio de acéo é
intracelular (ALFANO, 1997 & CORNELIS, 2000). Existem, até mesmo, evidéncias de
que a proteina AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv) atue como um
fator de transcricdo no nicleo de suas células hospedeiras (GALAN, 1999 & BUTTNER,
2002). Membros da familia avrBs3 foram identificados por sua capacidade de induzir
HR em hospedeiros resistentes. Eles sdo responsaveis por aumentar o processo de
encharcamento e induzir sintomas virulentos de cancrose. As diferengcas entre os
membros avrBs3 estdo quase que exclusivamente confinadas ao dominio central,
composto por um numero variavel de aproximadamente 17,5 repetigbes idénticas, cada
uma com 102 pares de bases, codificando 34 aminoécidos (Figura 6a). Outras
caracteristicas marcantes das proteinas AvrBs3 sdo a presenca dos chamados Sinais
de Localizagdo Nuclear (NLSs) e dos Dominios Acidos de Ativacdo Transcricionais
(AAD) na sua porcao C-terminal. Estudos com duplo-hibridos usando a proteina AvrBs3
revelaram que os motivos NLS interagem especificamente com a a-importina de
pimenteiro (Capsicum annuum) que junto com a B-importina, mediam a passagem de
proteinas para o nucleo celular. A interagao entre AvrBs3 e a a-importina sugere que a
proteina procariotica € direcionada ao nucleo da célula hospedeira e modula seu
processo de transcricdo (Figura 6b). Dependendo da variagcdo que ocorra na porgao
NLS também podem ser observadas reacdes de HR em pimenteiros ou em tomateiros
como mostrado na Figura 6b. Em Xcc ha quatro copias do gene pthA que possuem
97% de similaridade com os genes awrBs3 de Xcv e estas caracteristicas serao

discutidas a seguir na secao 2.6.
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Figura 6: (a) Estrutura da proteina AvrBs3 de Xcv. Seu dominio central € composto por aproximadamente
17,5 repeticdes praticamente idénticas, cada uma com 102 pares de bases (codificando 34
aminodcidos). (b) Modelo proposto do mecanismo de viruléncia e aviruléncia da proteina
AvrBs3 que é translocada para dentro da célula hospedeira através do SSTT.

2.4.0 Sistema de Secrecao do Tipo Ill (SSTT)

O processo de interacdo planta-bactéria, embora bastante complexo e variavel
para cada organismo, parece envolver algumas etapas em comum. Aparentemente,
muitas bactérias que interagem com hospedeiros eucaridticos possuem um tipo de
sistema de secrecao classificado como tipo Il (HE, 2004). Este sistema exporta uma
série de fatores proteicos, diretamente no citoplasma da célula eucariética, a fim de

modular respostas celulares do hospedeiro e permitir a interagdo. Caracterizado
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primeiramente em bactérias patogénicas, o SSTT também foi encontrado em
simbiontes, como Rhizobium sp. e em associativos, como Pseudomonas fluorescens
(VIPREY, 1998 & PRESTON, 2001).

A secrecao protéica € definida como qualquer processo em que uma proteina
atravesse a membrana externa da célula, incluindo saida de proteinas que
permanecem ligadas a superficie da célula, ou que vao fazer parte de estruturas
especiais montadas na superficie celular (THANASSI, 2000 & HUECK, 1998). Este
processo € necessario em varios aspectos no ciclo de vida de uma bactéria, incluindo
biogénese de flagelo, aquisicdo de nutrientes e expressao de fatores de viruléncia. Para
isso as bactérias Gram-negativas enfrentam um desafio maior, pois as proteinas para
serem secretadas necessitam atravessar o periplasma e a membrana externa, além do
citoplasma e a membrana interna (THANASSI, 2000 & PUGSLEY 1993).

Existem alguns fatores que devem ser superados para que uma proteina
atravesse a membrana externa. Primeiro as proteinas adquirem sua conformagéo ja no
periplasma, incluindo a formagdo de pontes dissulfeto e, depois, adquirem sua
conformacdo completa antes de atravessar a membrana externa. Considerando que a
presenca de ATP ou de qualquer outra fonte de energia seja praticamente inexistente
na membrana externa, para que haja a secrecdo de proteinas os sistemas de
transporte devem possuir um mecanismo especial para que seja gerado energia na
porcao externa do sistema ou possuir algum mecanismo que preserve e transfira a
energia para a membrana externa (THANASSI, 2000).

Os tipos | e lll, como também ja citados, sdo independentes de Sec e podem
transportar as proteinas diretamente do citoplasma para o exterior da bactéria. O SSTT,
possui um mecanismo de secrecado semelhante a sistemas de biogénese de organelas
e um dos mecanismos se dedica a montagem de estruturas de superficie (THANASSI,
2000). No caso dos sistemas de secrecdo dos tipos | e lll, que sdo independentes de
Sec, a secrecdo de proteinas acontece de maneira continua, sem a presenca de
intermediarios periplasmaticos (HUECK, 1998).

Em fitobactérias, o SSTT é codificado por um grupo de aproximadamente 25

genes, cujas proteinas formam um complexo que atravessa as membranas interna e
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externa da célula bacteriana. Também fazem parte do sistema uma proteina formadora
do poro na membrana externa e uma ATPase citoplasmatica, provavelmente ancorada
a membrana interna (THANASSI, 2000 & HUECK, 1998). Essas proteinas associam-se
numa estrutura supramolecular que lembra uma seringa com uma agulha, sendo que o
corpo da seringa esta presente na membrana interna e a agulha atravessa a membrana
externa, fazendo o contato com a célula hospedeira (Figura 7) (ANDERSON, 1999;
BUTTNER, 2002 & ALFANO, 1996).

Figura 7: Representagdo do aparato do sistema de secrecgdo do tipo Ill. O complexo protéico atravessa a
membrana e a parede do patégeno, formando um longo pilus bacteriano que projeta-se no
espaco intercelular e penetra na célula hospedeira. Proteinas efetoras sao translocadas para o
citoplasma da célula vegetal por este aparato. Fonte da Figura: www.kegg.com, com
modificagdes.
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Inicialmente este aparato foi verificado em patégenos animais como Salmonella
typhimurium e E. coli (HUECK, 1998; GALAN, 1999 & THANASSI, 2000), mas
posteriormente ele foi identificado em fitopatégenos e recebeu o nome de pili Hrp (LI,
2002 & BUTTNER, 2002).

O pilus Hrp atravessa ambas as membranas, interna e externa. A subunidade
formadora do pilus é uma pequena proteina em a-hélice, ndo conservada entre
patdgenos animais e fitopatégenos (EBEL, 1998 & DELAHAY, 1999). Esse Hrp pilus é
formado por subunidades secretadas via SSTT e montado na superficie da bactéria
decorrente de contato com as células do organismo hospedeiro (LI, 2002). Sugere-se
que este pilus, flamento ou agulha forme um canal entre a bactéria e as células
eucaridticas proporcionando um contato fisico entre o patégeno e o hospedeiro
(HUECK, 1998; THANASSI, 2000; GALAN, 1999 & LI, 2002).

O pilus Hrp presente em patégenos animais possui um didmetro maior que o
encontrado em fitopatdgenos, porém o Ultimo é consideravelmente maior em
comprimento, podendo se estender por alguns micrémetros (LI, 2002 & BUTTNER,
2002).

O SSTT exporta proteinas bacterianas efetoras para a célula hospedeira, a qual
acaba por ter seu metabolismo modificado. Embora similaridade seja encontrada nas
proteinas estruturais para o sistema, as proteinas secretadas dependem de cada
bactéria, ndo havendo um consenso evidente. As proteinas secretadas por esse
sistema variam muito de tamanho, estrutura e funcdo (HUECK, 1998; GALAN, 1999 &
ANDERSON, 1999). Em muitos casos, 0os genes que as codificam localizam-se fora do
agrupamento que codifica o sistema de secregéo, porém geralmente ambos parecem
ser corregulados (HUECK, 1998; ANDERSON, 1999 & ANDERSON, 1997). As
proteinas secretadas ja identificadas ndo possuem peptideo sinal na porcado amino-
terminal e, andlises de mutacdes de algumas destas mostraram um alto grau de
tolerancia para as alteracées da por¢cao amino-terminal, sem que haja a interrupcao de
sua secrecdao (ANDERSON, 1997).

Nove genes do SSTT sdo conservados entre os principais géneros de

fitopatogenos e entre os patdgenos animais. Para estes genes utilizou-se a
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denominacao hrc (hrp conservada) e a ultima letra conforme a homologia com as
proteinas Ysc de Yersinia spp. O restante dos genes do sistema sdo denominados hrp
e a ultima letra é utilizada em ordem alfabética conforme a ordem de descobrimento. A
escolha dos genes ysc de Yersinia como padrdao para a nomenclatura dos genes hrc é
devido a uma maior similaridade com os respectivos genes de fitopatdégenos (HUECK,
1998 & BOGDANOVE, 1996).

Estudos mostram que a expressdao dos genes hrp € controlada por sinais
oriundos da planta (hospedeiro) e por multiplos fatores fisiolégicos e ambientais, como
pH, forca osmoética e repressao catabdlica (RAHME, 1992 & XIAO, 1992). A indugao
dos genes do agrupamento é observada em meios com 0 minimo de sais, enquanto
que fontes complexas de nitrogénio, alto pH, alta osmolaridade e algumas fontes de
carbono, reprimem sua expressdao em alguns microrganismos. Sugere-se que as
condicbes nutricionais durante o estagio de inducédo da resposta de hipersensibilidade
afetem a expressao dos genes hrp. Nao existe um consenso de condigdes ideais para a
expressao destes genes, cada bactéria responde diferentemente quando submetidas a
diferentes fatores e condigdes (HUECK, 1998; RAHME, 1992; XIAO, 1992 &
LINDGREN, 1997).

Estudos com fitobactérias tém revelado que o SSTT envolve uma variedade de
fatores, tais como pili, fatores de sinalizagdo bacteriana, receptores externos e fatores
derivados da planta, proteinas envolvidas na transducdo de sinais, fatores de
transcricdo especializados e fatores sigma substitutos, dentre outros. No entanto,
somente uma pequena quantidade desses processos é conhecida em detalhes ao nivel
molecular, sobretudo no que diz respeito as caracteristicas particulares da interagéo
entre patdogeno e hospedeiro. Adicionalmente, pouco se conhece sobre a importancia
dos genes do SSTT para a patogenicidade/viruléncia de Xcc.

No isolado 306 de Xcc foram identificados 25 ORFs hrp, localizadas em um
agrupamento de aproximadamente 23.573 pares de bases. No entanto, ndo se sabe se

todas sdo funcionais, nem em quais condigdes elas s&o utilizadas.
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2.5.0 Sistema de Secrecao do Tipo IV (SSTQ)

O SSTQ possui grande importancia dentre os demais sistemas de secrecao,
pois, além de estar envolvido na secrecdo de proteinas patogénicas em algumas
bactérias, também desenvolve a funcdo de conjugacdo em muitas outras (CHRISTIE,
2004). No processo de conjugacao, um complexo proteina-acido nucleico é transferido
de uma bactéria para outra através de uma estrutura que forma um canal secretério e
uma ponte (pilus) entre a célula doadora e a receptora. O SSTQ é mais bem
compreendido em A. tumefaciens, um fitopatégeno que causa tumores do tipo galha da
coroa, onde é codificado pelo operon virB, localizado no plasmideo Ti (indutor de tumor)
e requerido para a transferéncia do T-DNA, juntamente com um complexo proteico,
diretamente para o citoplasma da planta. Este DNA bacteriano € posteriormente
incorporado no cromossomo do hospedeiro (CHRISTIE, 2000). Nessa bactéria, 0 SSTQ
é formado por 11 proteinas VirB e por uma proteina VirD sendo que ha trés ATPases
(VirB4, VirB11 e VirD4) que ficam associadas a membrana interna e possivelmente
proveem energia determinante para o funcionamento deste sistema de secrecdo
(CASCALES, 2005 & SCHRODER, 2005) (Figura 8). As proteinas VirB8, VirB9 e VirB10
formam o complexo do canal secretor. VirB8 é o centro periplasmatico para a
montagem do complexo. VirB10 percebe o estado energético de VirB11 e VirD4 e
responde a essas mudancgas abrindo ou fechando o canal para VirB9, a qual ancora o
canal na membrana externa, juntamente com VirB7 (SCHRODER, 2005). Através de
sua atividade transglicosilasica, VirB1 auxilia na formacdo de poros na camada
peptideoglicana que ira permitir a formagcdo do pilus de secrecao (CHRISTIE, 2005).
VirB6 controla a formagcdo do canal e o modula para a secrecdo de diferentes
substratos. A lipoproteina VirB7 conecta o complexo ao pilus extracelular, formado por
VirB2 e VirB5 onde VirB2 é seu principal constituinte (SCHRODER, 2005).
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Figura 8: Representacdo do aparato do sistema de secregéo do tipo IV. Fonte da Figura: www.kegg.com.

O sequenciamento do genoma de Xcc revelou que neste fitopatégeno o SSTQ é
codificado por dois loci virB, sendo um localizado no cromossomo e um no plasmideo
pXac64 (DA SILVA et al., 2002 & ALEGRIA, 2004). Segundo Alegria e colaboradores
(ALEGRIA et al., 2005), o SSTQ do plasmideo pXac64 de Xcc provavelmente codifica
um sistema conjugativo tradicional, pois o locus vir presente neste plasmideo possui
maior similaridade ao sistema mpfa-J presente no plasmideo pWWO de Pseudomonas
putita, o qual é requerido para a conjugacao desta bactéria (GREATED et al., 2002). A
maioria dos genes vir encontrados no pXac64 possui 40-50% de similaridade aos genes
correspondentes de pWWO e sdo ordenados em uma mesma sequéncia. O SSTQ
codificado pelo locus virB do cromossomo de Xcc possui uma organizacao diferente da
encontrada no plasmideo. Alguns produtos codificados por este locus compartilham
apenas um baixo grau de similaridade com os seus pares codificados pelo locus virB do
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plasmidio, por exemplo, as proteinas VirB1 respectivas apresentam 51% de
similaridade, as VirB11 apresentam 34%, VirB10 e VirB4 apresentam 27%, as VirB9
22% e as demais nao possuem similaridade significativa. O que se observa é que
enquanto o cluster virB do plasmideo possui grande similaridade com o plasmideo
pWWO de Pseudomonas putita, as proteinas codificadas pelo cluster virB do
cromossomo possuem similaridade (em torno de 40%) com os componentes dos SSTQ
codificados pelos plasmideos pSB105 e plPO2 isolados de comunidades microbianas
de rizosferas de alfafa e trigo, respectivamente (SCHNEIKER et al., 2001 & TAUCH et
al., 2002). Tanto o plasmideo pSB105 quanto o plPO2 possuem uma organizagao
génica similar ao plasmideo pXF51 do fitopatégeno Xylella fastidiosa (SIMPSON et al.
2000).

Alegria e colaboradores (2005) identificaram interacbes com a proteina VirD4,
presente no locus vir cromossomal, com um grupo de 12 proteinas, incluindo a proteina
hipotética XAC2609 que também encontra-se dentro do /locus vir cromossomal.
Denominaram essas proteinas de VIPs (“VirD interacting proteins”) por possuirem um
dominio comum na regidao C-terminal. Qian e colaboradores (QIAN et al., 2005),
utilizaram o método de mutacdo génica por elementos de transposi¢cdo (EZ: TN
transposon) e constataram que a mutacdo do gene virB8, que codifica uma das
proteinas formadoras do canal periplasmatico, suprimiu os sintomas de podridao negra
em repolho (Brassica oleraceae cv Jingfeng) causada por Xcv. Portanto, o SSTQ, além
de ser importante para a fitopatogenicidade de A. tumefaciens, também pode ser

importante para o processo de fitopatogenicidade de outros fitopatégenos.

2.6.0s genes pthAs

Além dos genes discutidos anteriormente, Xcc (isolado 306) possui quatro coépias
do gene pthA, sendo duas coOpias em cada plasmideo. Os genes pthAs de Xcc
possuem 97% de homologia com os genes de aviruléncia avrBs3 de Xcv (BONAS et al.,
1989). Uma caracteristica importante desta familia é a presenca de aproximadamente

17,5 repeticbes em tandem praticamente idénticas, cada uma com 102 pares de bases
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(codificando 34 aminoacidos), na regiao central desses genes, as quais definem
precisamente os limites de homologia entre os componentes do grupo. Além deste
dominio central, pthA contém uma regido N-terminal e um dominio C-terminal &cido
(AAD), caracteristico de fatores de transcricao (SWARUP et al., 1991).

Por meio de experimentos de imunocitoquimica Szureck e colaboradores
(SZUREK et al., 2002) verificaram a translocacdo da proteina AvrBs3 pelo SSTT.
Anticorpos especificos contra AvrBs3 detectaram a proteina no ndcleo das plantas
suscetiveis e resistentes apds a infeccdo por Xcv. Demonstraram também que a regiao
N-terminal é essencial para essa translocagdao embora nao seja necessaria para sua
atividade na célula hospedeira.

Em Xcv, o gene pthA foi um dos primeiros genes de aviruléncia da familia
AvrBs3 para o qual se demonstrou um fendtipo no hospedeiro. Kanamori e
colaboradores (1998) ao expressar o gene pthA em E. coli, bactéria que também possui
o SSTT, verificaram o surgimento de les6es do tipo cancro em algumas espécies de
Citrus. Isso indicou que a proteina PthA € um importante fator de indugéao de hipertrofia
celular e hiperplasia.

As ORFs XACa0022-(pthA1) (1127 aminoacidos) e XACa0039-(pthA2) (1097
aminoacidos) estdo localizadas no plasmideo menor, pXAC33, e contém 16,5 e 15,5
repeticdes, respectivamente. As ORFs XACb0015-(ptha3) (1097 aminoacidos) e
XACb0065-(pthA4) (1164 aminoacidos) estao localizadas no plasmideo maior, pXAC64,
e apresentam 15,5 e 15,7 repeti¢cdes, respectivamente (LI et al., 2002).

Segundo Swarup e colaboradores (1991), os produtos da expressdao dos genes
pthAs de Xcc sao necessarios para provocar os sintomas do Cancro Citrico em plantas
citricas. Quando Duan e colaboradores (1999) introduziram um gene pthA numa cepa
de Xanthomonas nao patogénica para os citros, ela passou a causar os sintomas do
cancro. A proteina PthA é secretada pelo SSTT, possui trés motivos de localizacéao
nuclear e um dominio de ativagdo transcricional, que sao fundamentais para o
desenvolvimento da doenca (YANG et al., 1994).

Entretanto, mutacées no gene pthA de Xcc, na regidao de repeticdo, resultaram

em alteracdo na indugao de hiperplasia no hospedeiro (SWARUP et al., 1991), mas Xcc
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continuou causando doenca. Do mesmo modo, estudos onde foi realizada mutacao
génica em uma copia do gene pthA de Xcc isolado 306 ndo se observou alteracdo na
viruléncia do patégeno (D’AVILA, 2004). Em outro estudo, Laia (2007) verificou que um
mutante para o gene pthA de Xcc isolado 306 apresentou uma pequena diminuigdo na
viruléncia. Mas, devido a grande similaridade entre as copias do gene pthA de Xcc
isolado 306 nao foi possivel precisar, neste ultimo estudo, qual das 4 ORFs foi mutada.
Desse modo, pode-se supor que 0 gene pthA desempenhou papel fundamental
para a viruléncia em alguns isolados, como demonstrado por Brunings e Gabriel (2003)
e papel secundario, como detectado por Yang et al., 1994; Laia, 2007 & D’Avila, 2004.
Mas tanto Laia (2007) quanto D’Avila (2004) analisaram mutantes para uma unica cépia
do gene pthA, sendo que as outras 3 estavam intactas e provavelmente funcionais.
Assim sendo, outros estudos utilizando outras abordagens poderdo gerar
subsidios que permitam identificar, com precisdo, qual, ou quais sdo as coépias
funcionais desse gene em Xcc isolado 306 para, em seguida, determinar a sua

contribuicdo para a viruléncia nesse microrganismo.

2.7.A técnica de qRT-PCR

Os estudos sobre a fungcado génica, basicamente, podem ser executados por
meio de técnicas simples, como “Northern blot”, ou altamente sofisticadas, como
bibliotecas genbémicas, bibliotecas subtrativas de cDNA, microarranjos de DNA,
insercdo de elementos transponiveis (transposons) para obtencdo de mutantes e
analise da transcri¢cdo reversa em tempo real por PCR (qRT-PCR), dentre outras. No
primeiro caso ha a possibilidade de caracterizar a fungdo de poucos genes e, no
segundo pode-se caracterizar todos os genes ativados em um dado sistema, como por
exemplo, identificar quais genes sao necessarios ao patégeno durante o processo de
colonizagao do hospedeiro em dado momento (BIOTECHBRASIL, 2008).

Dessa forma, a gendémica funcional em larga escala tornou-se uma importante
ferramenta para o estudo e o entendimento da patogénese bacteriana, possibilitando a

identificacdo de quais genes sdo necessdarios ao patégeno para se estabelecer no
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interior do hospedeiro, em quais momentos eles sdo requeridos e em que quantidade
sdo necessarios (DA SILVA et al., 2002).

Dentre as técnicas citadas acima, o uso da andlise da transcricdo reversa em
tempo real por PCR (QRT-PCR) € uma metodologia que vem ganhando espago nos
diferentes tipos de diagndsticos da expressao génica pelo fato de apresentar resultados
quantitativos, ndo apenas qualitativos, como a maioria das demais técnicas (VITZHUM
et al., 1999), além de ser uma técnica altamente sensivel.

Essa técnica permite a quantificacdo da expressao génica de modo exato e
reprodutivel, baseada na emissdo de fluorescéncia por fluoréforos. Dentre os
compostos fluorescentes mais utilizados destacam-se o sistema “SYBR® Green” e o
“TagMan® (BIOTECHBRASIL, 2008).

O sistema “SYBR® Green” tem como vantagem frente ao sistema “TagMan® o
menor custo e a facilidade na manipulagdo. Como desvantagem apresenta menor
especificidade ao se ligar na molécula de DNA, podendo proporcionar resultados
enviesados. Mas isso é raro e ha como prever, contornar e eliminar os erros (NEIL,
2006).

Ja o sistema “TagMan®

possui, além do par de oligonucleotideos iniciadores,
mais uma sequéncia de nucleotideos, chamada de sonda. Desse modo, uma molécula
de DNA somente sera contabilizada se os oligonucleotideos e sonda, se ligarem a ela,
tornando esse sistema muito mais especifico que o primeiro, “SYBR® Green”. Todavia,

o sistema “TagMan®

apresenta um custo muito maior quando comparado a
metodologia “SYBR® Green” (HEID, 1996).

Dada a sua alta especificidade e sensibilidade, qRT-PCR permite realizar uma
quantificacdo absoluta, onde € determinado o niumero exato de moléculas produzidas,
ou entdo, uma quantificacdo relativa, onde a expressao génica pode ser comparada
entres genes e/ou situagdes diferentes. A quantificagcdo absoluta possibilita uma facil
interpretacao dos resultados, porém oferece maior dificuldade em se desenvolver os
padroes experimentais, enquanto que a quantificacdo relativa proporciona baixa
dificuldade em se desenvolver os padrdes experimentais, porém exige uma criteriosa

andlise dos dados obtidos (BIOTECHBRASIL, 2008).
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Entretanto, para se obter resultados confidveis com o uso de gRT-PCR,
determinadas exigéncias sdo necessarias. Dentre elas estdo a obtencdo de RNA de
interesse, um conjunto de oligonucleotideos com alta qualidade e especificidade, uma
reacdo de PCR com alta eficiéncia e, principalmente, a escolha de apropriados genes
de referéncia para a normalizacao dos dados (NOLAN et al., 2006).

Segundo Robinson e colaboradores (ROBINSON et al., 2007), os genes de
referéncia devem ser aqueles genes que manifestam o mesmo padrdo de expressao
entre diferentes tecidos ou células sob investigacao, oriundas de diferentes tratamentos.
Apesar de haver uma ampla gama de genes de referéncia para normalizacdo da
expressdo génica obtida por meio de qRT-PCR (NICOT et al., 2005), descrita na
literatura, a maioria desses genes é especifica para estudos em tecidos humanos
(Radonic et al., 2007). Além disso, recomenda-se que para cada espécie seja
estabelecido um grupo de genes de referéncia e que para cada tipo de experimento seja
realizado um teste para se certificar da estabilidade dos mesmos naquela situacéo
particular. Mesmo com tal evidéncia, muitos sdo os trabalhos que, ainda, realizam
andlises de expressao génica, fazendo uso da técnica de gRT-PCR, sem uma prévia
escolha de quais sdao os melhores genes de referéncia a serem utilizados como
normalizadores de dados. Isto se deve ao fato de grande parte dos trabalhos publicados
atualmente fazerem uso de genes considerados bons normalizadores, como por
exemplo, rRNA, GAPDH e B-ACTINA (NICOT et al.,, 2005; VANDESOMPELE et al.,
2002 & GOOSSENS et al., 2005).

Kok e colaboradores (2005) demonstraram que o uso de genes de referéncia,
sem uma analise previa de sua estabilidade, vem proporcionando equivocadas
conclusées quanto aos niveis de expressao génica estudados. Além disso, tem-se
verificado que sao raros 0os desenhos experimentais onde um Unico gene de referéncia
seja suficiente (VANDESOMPELE et al., 2002). Assim, a nao utilizacdo dos mais
adequados genes de referéncia certamente interfere, de forma negativa, na
interpretacdo dos resultados (Ohl et al.,, 2006). Desse modo, pesquisadores tém
desenvolvido técnicas e métodos computacionais para a identificacdo de quais sao os

melhores genes de referéncia dentre um grupo de candidatos (geNorm Software &
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NormFinder Software).

Tomando-se os devidos cuidados necessarios, diversos estudos tem empregado
a técnica de qRT-PCR para verificar a expressdo génica em bactérias, tais como
Kundinger e colaboradores (KUNDINGER et al., 2008), que estudaram a expressao
diferencial do gene hilA, que € muito importante no processo patogénico de Salmonella
typhimurium, Pecharki e colaboradores (PECHARKI et al., 2008), que analisaram a
expressao de fatores de viruléncia em estirpes mutantes de Streptococcus intermedius,
e Lim e colaboradores (2007), que investigaram os efeitos da radiagdo gama na
expressdo de genes de viruléncia de Salmonella typhimurium e de Vibrio spp. Nesta
mesma linha, utilizou-se a técnica de gRT-PCR para a andlise da expressao de genes
importantes para o processo de patogenicidade de Xcc durante o processo infeccioso
da doenga Cancro Citrico.
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lll.Objetivos

O objetivo principal do projeto foi verificar quais genes, de um grupo pré-definido,
sao necessarios durante o processo infeccioso de Xcc em folhas de laranja Péra.

Esse objetivo principal foi divido em trés fases, como segue:

a) Selecionar os melhores genes enddgenos dentro de um grupo de dez
candidatos;

b) Analisar a expressdao dos genes que compdem o SSTT, SSTQ e algumas
ORFs hipotéticas localizadas proximas aos loci virdo SSTQ;

c) Analisar a expressao dos genes pthAs.

Fazer uma selecdo prévia de quais seriam os melhores genes enddgenos a
serem usados como normalizadores de dados de Xcc em experimentos que utilizem a
técnica de gRT-PCR e analisar, com o uso da técnica de gRT-PCR, as diferencas de
expressao dos genes que compdem o SSTT, SSTQ, algumas ORFs hipotéticas
localizadas proximas aos locus vir do SSTQ e também dos genes pthAs de Xcc isolado
306 nas condicdes infectante (bactéria cultivada em folhas de laranjeira Péra) e nao

infectante (bactéria cultivada em meio de cultura).
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IV.Material e Métodos

Neste experimento foi verificada a expressao diferencial de genes de Xcc quando
a bactéria foi cultivada em folhas de Citros sinensis. Para isso, a expressao de um dado
gene in planta foi comparada com a expressdo do mesmo gene quando as células
bacterianas foram cultivadas em meio de cultura. Quando houve indugédo na expressao
de um dado gene, concluiu-se que 0 gene em questdo é importante para a viruléncia de
Xcc.

A fim de minimizar possiveis erros, o experimento contou com 4 repeticoes
biologicas (4 amostras de cDNA das células cultivadas em folhas de diferentes plantas
e 4 amostras de cDNA de células cultivadas em diferentes Erlenmeyers contendo o
mesmo meio de cultura) para a analise da expressao dos genes pertencentes ao SSTT,
SSTQ, ORFs hipotéticas, genes pthAs e dos genes candidatos a melhores
normalizadores de dados, além de 2 repeticbes técnicas para todas as situagbes
avaliadas.

4.1.Isolado bacteriano, meio de cultura e condi¢cées de cultivo

Xcc, isolado 306, foi cultivada em placas de Petri contendo meio de cultura NA (3
g de extrato de carne, 5 g de peptona, 15 g de agar e agua destilada suficiente para 1
L), a 28° C. Apés 24 h de cultivo, uma coldnia isolada foi transferida para outra placa de
Petri contendo meio de cultura NA e incubada por 12 h nas mesmas condi¢coes
anteriores. Este foi 0 pré-indculo para todos os demais passos experimentais.

4.2.Inoculacao e extracao das células bacterianas de folhas de laranjeira

Para a obtencdo de RNA total, folhas de laranjeira Péra cultivadas em vasos de
20 litros de capacidade foram infiltradas (Figura 9) com uma solucéo de células de Xcc,
isolado 306, a uma DO igual a 0,3 a 600nm, obtidas de colénias de bactérias com 24h
de incubagcdo em meio de cultura NA. As plantas inoculadas foram mantidas por 72 h
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em laboratério a 28° C. Foram empregadas quatro plantas para o0 mesmo periodo de
inoculagéo.

Decorrido o periodo de multiplicagéo, as folhas inoculadas foram coletadas e
imediatamente fracionadas em tiras bem finas e colocadas em um becker esterilizado
contendo agua destilada, o qual foi mantido em banho de gelo. Para cada planta foi
utilizado um becker diferente. Para facilitar o processo de exudacao, o banho de gelo foi
mantido sob agitacdo suave por 5 min. Em seguida, os restos foliares foram separados
por filtracdo em gaze e as células recuperadas por centrifugacao a 5.000 g por 5 min a

42 C. A extracao do RNA total deu-se logo em seguida, conforme descrito adiante.
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Figura 9: Inoculacédo de Xcc em folhas de laranjeira Péra através da técnica de infiltracao e recuperacao
das bactérias por exudacéao trés dias apés a inoculagao.

4.3.Extracao de RNA total de Xcc

A partir do pré-inéculo em placa de Petri foi produzida uma suspensao de células
a uma DO 0,3 a 600nm e 1 mL dessa suspenséo foi transferida para um Erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL de meio de cultura NA liquido. As células foram submetidas a
multiplicacdo por 24h a 28°C sob agitacdo constante a 200 RPM. Apés esse periodo as
células foram coletadas por centrifugacao e submetidas a extracdo de RNA com o
conjunto de reagentes para purificacdo de RNA total “lllustra RNAspin Mini RNA
Isolation Kit” (Amersham Biosciences), segundo as instrugdes sugeridas pelo fabricante.

As amostras obtidas foram submetidas a eletroforese, em gel de agarose 1% em
tampéo TAE, para verificar a qualidade do RNA extraido. O RNA das amostras foi
quantificado em um aparelho “NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer” e as amostras
armazenadas a -80° C para serem usadas posteriormente. Esse procedimento também

foi utilizado para as amostras provenientes de folhas.

4.4.Desenhos dos oligonucleotideos

Para a andlise de genes do SSTT, do SSTQ, das ORFs hipotéticas e dos genes
candidatos a melhores genes de referéncia, foi empregada a metodologia de gRT-PCR
que utiliza a quimica “SyBR® Green”, uma vez que essa metodologia tem alto poder de
discriminagao e resolu¢cdo quando ha suficiente polimorfismo entre os alvos, além de
possuir menor custo. Ja para a discriminacao de quais das copias do gene pthA sao
funcionais, foi empregada a metodologia de qRT-PCR que utiliza a quimica “TagMan®
com sondas MGB. Esse tipo de técnica permite discriminar Polimorfismo de
Nucleotideo Unico (SNP), segundo o fabricante’.

A confeccao dos oligonucleotideos e das sondas a serem utilizados no sistema
“SYBR® Green” e “TaqMan®” foi feita com o programa Primer Express v.3 (Applied

Biosystems), seguindo todas as recomendagbes do fabricante. Estes oligonucleotideos
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sao parecidos com os de uma PCR comum, podendo diferir no tamanho do “amplicon”
a ser amplificado, entre 80 e 250 pb, no “Tm”, que pode variar de 58 a 62°C, além do
contetdo de GC. Logo, se por acaso algum oligonucleotideo ndo se apresentar
satisfatério, € possivel produzir outro sem onerar o projeto. No total, 148
oligonucleotideos foram produzidos sendo 20 oligonucleotideos correspondentes aos
10 genes candidatos a controle enddgeno (vide proxima secéo), 58 oligonucleotideos
correspondentes aos 29 genes do SSTT, 32 oligonucleotideos correspondentes aos 16
genes do SSTQ e 18 oligonucleotideos correspondentes aos 9 genes hipotéticos.

Para a andlise dos genes pthAs, inicialmente, as 4 cépias desse gene foram
alinhadas de modo a poder identificar os possiveis polimorfismos entre elas. A partir da
identificacdo dessas regides polimérficas, procurou-se ancorar a sonda MGB
exatamente no local onde ocorre o polimorfismo, de modo a garantir o pareamento da
sonda apenas com a sequencia desejada. A partir dai, com base nos critérios definidos
pelo fabricante?, produziram-se os dois oligonucleotideos, mais a sonda, para cada uma
das 4 copias. Esse processo foi realizado no programa Primer Express v.3 (Applied
Biosystems). Abaixo estdo identificados os locais exatos onde foram ancorados o0s

oligonucleotideos e as sondas em cada uma das copias do gene pthA.

XCCh0015 CCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTG 120
XCCa0039 CCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTG 120
XCCb0065 CCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTG 120
XCCa0022 CCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTG 120
KA A KA A A Ak hk kA A A A A A A A A A A A Ak bk Ak Ak Ak A A A A A A A A A Ak bk hkhhhAkhAdA A h vk hhk ok k%
XCCb0015 GATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATCTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCC 180
XCCa0039 GATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCC 180
XCCb0065 GATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCC 180
XCCa0022 GATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCC 180
Ak hkkhhkhhkhhkkhhkhhkhhkhkhkhhkhhhhhhd ,hkhhkhhdhrkhrhhkhhdrkhrkhkhkhhkhhkhhkhhkkhkx*k
XCCh0015 CTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAAT 840
XCCa0039 CTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAAT 840
XCCb0065 CTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAAT 840
XCCa0022 CTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGTATGCATGGCGCAAT 840
khkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhhkhhhkhkhkhkhhkhhhkhkhkhkhhkhhhkhhkhdhhkhkhrhhkhkhkdhkhdx *hkhkkhhrkhrkhhkhhkx*k
XCCb0015 GCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT 900
XCCa0039 GCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT 900
XCCb0065 GCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT 900

XCCa0022 GCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT 900

KA KK KR A A A A A A A A AR AR A A A A AR KA AR A A A A A A KRR A A A AR IR A A A A A AR A A AR KA KA, , K
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XCCh0015 CTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGT 1620
XCCa0039 CTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGT 1620
XCCP0065 CTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGT 1617
XCCa0022 CTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGG- 1613
khkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhhx * *khkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhbhkhbkhkhbhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkki
XCCp0015 GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 1680
XCCa0039 GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 1680
XCCb0065 GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGE 1677
XCCa0022 --CAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 1671
khkhkhkhkhkhkkhhhkhhkhhhhhdhkhhhhkhdhhdhhhkhhhdhdhhhkhhkhdhkdhrkhkhrhkhkdhrkhkrkhhkhhkx*k
XCCh0015 CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC 2220
XCCa0039 CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC 2220
XCCP0065 CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC 2217
XCCa0022 CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGCACAGGTGGTGGCCATCGCC 2208
khkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkrkhkhkhkhkhkhkhkhrkhkhrhkhkhkhrhkhkhxkhxk khkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkkhkkkx*k
XCCb0015 AGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC 2280
XCCa0039 AGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC 2280
XCCP0065 AGCAATAGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGE 2277
XCCa0022 AGCAATATTGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC 2268

*hkk kKKK KAk AKA KA A A A A A AR KA A A A A A AR AAA A A A A I AR A A A A A AR A A A AR KRR A K,k

Em azul estdo identificados os oligonucleotideos e em vermelho estdo as
sondas. Em verde estido identificados os nucleotideos que conferiram especificidade a
cada sonda. Existem outras regiées polimorficas entre as quatro cdpias, sendo estas as
escolhidas por propiciarem os melhores parametros, tanto para a sonda quanto para os
respectivos oligonucleotideos. Assim, uma vez que a sonda estd em uma regiao
polimérfica, mesmo que haja amplificacdo das outras sequéncias, somente aquela onde
a sonda estiver perfeitamente pareada sera contabilizada, j& que, nesta técnica, a

sonda € a responsavel por produzir a energia contabil.

4.5.Selecao dos genes candidatos e confeccdo dos oligonucleotideos
iniciadores

A escolha dos genes candidatos a melhores genes de referéncia foi baseada em

dois parametros. O primeiro é o que considera a provavel fungdo do gene, isto €,

escolheram-se genes cuja proteina codificada parecia ser essencial em qualquer

estadio de desenvolvimento e em qualquer condigdo ambiental. O segundo parametro
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foi baseado em seu usual emprego como gene normalizador de dados em
experimentos que utilizem a técnica de gRT-PCR. Os genes selecionados como
candidatos a melhores genes de referéncia foram: gyrB; rpoB; rpoC; gyrA; atpD; ndh
;ImRNA; NADH; NAD(P)H; e, 16S rRNA. Na Tabela 1 estdo presentes informacdes

sobre estes genes.

Tabela 1 — Detalhes dos genes candidatos a melhores genes de referéncia e suas respectivas fungdes.

ORF Nome do Gene Definiciao do Gene
Xac0004 gyrB DNA gyrase subunit B
Xac0965 rpoB RNA polymerase subunit beta
Xac0966 rpoC RNA polymerase subunit beta'
Xacl511 tmRNA tmRNA
Xacl631 gyrA DNA gyrase subunit A
Xac2172 NADH NADH dehydrogenase I subunit 5
Xac2229 NAD(P)H NAD(P)H dehydrogenase
Xac3649 atpD ATP synthase subunit beta
Xac3822 ndh NADH dehydrogenase
Xac3896 16S 16S ribosomal RNA

A confeccao dos oligonucleotideos foi feita com o programa Primer Express v.3
(Applied Biosystems), seguindo todas as recomendagdes do fabricante. Na Tabela 2
estdo presente as respectivas ORFs dos genes, as sequéncias dos oligonucleotideos
utilizados para as reagdes de qRT-PCR e os tamanhos dos produtos amplificados. As
analises das expressdes dos dez genes candidatos a melhores genes de referéncia,
foram realizadas com o uso dos programas geNorm (geNorm Software) e NormFinder

(NormFinder Software).
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Tabela 2 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagbes de qRT-PCR, respectivas ORFs e o
tamanho dos produtos amplificados.

ORF Oligonucleotideo Direto [5°— 3] Oligonucleotideo Reverso [5°— 3] Amplicon
Xac0004 CGTCCCGGCATGTATATCG ACCACCTCGAACACCATGTGA 67pb
Xac0965 GGATTCCTATCGCGAATTCCT TGTAGCTGGAAATCGGGAACA 103 pb
Xac0966 AGCGTGATGGCCTGTTCTG CCGCACAGGCATTCGTAGT 63 pb
Xacl511 GCTGCCTGGGAACGAGATC CACTCCATCCCCAGCACTACA 56 pb
Xacl1631 GCGCATCTACATCGAAGTCAAG  GGGTCTGCTGATACAGGTTGTTG 70 pb
Xac2172 TGCAGGCAGGCAATCTGA CGATGCTGGTGGCAATCC 53 pb
Xac2229 TCGGTGCCTCTGGCAAA CATCGCCGTGGCATAGC 52 pb
Xac3649 CGGCGCACCGTCGTAT CCGGTTTCCAGCAATTCG 53 pb
Xac3822 CGTCGCCTGGTGGTTCTG GCGGAAGCCGATCAAAAA 54 pb
Xac3896 AGCACGTAATGGTGGGAACTCT CCCACCTTCCTCCGGTTT 54 pb

4.6.Sintese da primeira fita de cDNA e rea¢ées de qRT-PCR

A sintese da primeira fita de cDNA, bem como todas as reagbes de qRT-PCR,
foram realizadas com o uso do conjunto de reagentes “SuperScript Il First-Strand
Synthesis SuperMix for gRT-PCR” da Invitrogen, de acordo com as especificagdes do
fabricante, a exceg¢do da quantidade de cDNA inicial nas reagbes, que foi de 2,0uL
(20ng) por amostra. Todas as reagbes de PCR foram feitas com quatro replicatas
biolégicas e duas replicatas técnicas usando o aparelho Applied Biosystems 7500 real-
time PCR. Os parametros para as reacdes da PCR foram: 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Para
a certificacdo de que os pares de oligonucleotideos usados produziram um Unico
produto, o protocolo de dissociacdo foi adicionado apdés o término dos ciclos para
amplificacdo dos produtos de interesse, determinando a dissociagdo dos produtos da
PCR de 60°C a 95°C.

As curvas de amplificagcdo e dissociagdo geradas pelo sistema foram usadas
para a andlise. Em todos os casos, 0s controles negativos (dgua ao invés de cDNA)

para a transcricao reversa foram incluidos.
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V. Resultados e Discussoes

5.1. Extracoes de RNA

As primeiras extragbes de RNA foram feitas a partir de bactérias multiplicadas
em meio de cultura liquido, apds 24 horas da inoculagao.

Posteriormente as obtencdes do RNA oriundo de bactérias multiplicadas em
meio de cultura, procedeu-se as extracdes a partir de células bacterianas provenientes
de laranjeira Péra, previamente inoculadas. As plantas utilizadas para a inoculagao
estavam devidamente adubadas, livres de quaisquer contaminantes, irrigadas por
tecnologia de gotejamento e acondicionadas em casa de vegetacdo, sob umidade e
temperatura adequadas. Decorridas 72 horas apés o momento da inoculagdo, as
bactérias foram exsudadas das folhas, coletadas e utilizadas no processo de extracao
do RNA.

5.2. Anadlises para determinacao dos genes mais estaveis

Os dez genes candidatos a melhores genes de referéncia tiveram suas taxas de
expressdao analisadas pelos programas geNorm (geNorm Software) e NormFinder
(NormFinder Software).

O programa geNorm é uma poderosa ferramenta a ser usada na selecdo dos
melhores genes de referéncia usando o principio de que a taxa de expressao de dois
genes de referéncia deva ser a mesma entre todas as amostras testadas,
independentemente das condigdes experimentais, isto €, ndo faz distingdo entre
situacodes intra e inter-grupos (Ohl et al., 2001).

De acordo com a analise feita pelo programa geNorm (geNorm Software) (Figura
10) os genes gyrA e gyrB mostraram maior estabilidade dentre os dez genes avaliados.
Ambos codificam subunidades da enzima DNA girase. Uma topoisomerase do tipo I,
dependente de ATP, que catalisa quebras nas moléculas de DNA, mas usa ligacdes

covalentes entre elas para segurar as fitas que foram quebradas e realizar, na
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sequéncia, novas ligacdes para recompor a dupla hélice e assim retirar as superespirais
que se formam quando o DNA é aberto para que ocorra o processo de duplicagdo do

material genético.
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Figura 10: Estabilidade de 10 genes candidatos a melhores genes de referéncia em experimentos com
Xanthomonas citri subsp. citri segundo o programa geNorm (geNorm Software). Os genes que
sofrem a menor interferéncia experimental sdo aqueles com o menor valor M (eixo “y”).

O programa NormFinder (NormFinder Software) é outra ferramenta usada para
selecionar os genes de referéncia a serem usados como normalizadores. A
determinacgéo € feita baseada na variacdo da expressao inter e intra-grupos dos genes
candidatos. Esta analise identificou os genes rpoB e rpoC como 0s mais estaveis
(Figura 11). Estes genes séo responsaveis pela confec¢cédo das subunidades beta e beta
“linha” da enzima RNA polimerase, que esta diretamente relacionada com os processos

de transcricao do material genético das células.
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Figura 11: Estabilidade de 10 genes candidatos a melhores genes de referéncia em experimentos com
Xanthomonas citri subsp. citri segundo o programa NormFinder (NormFinder Software). Os
genes que sofrem a menor interferéncia experimental sdo aqueles com o menor valor
“variability” (eixo “y”).

Vandesompele e colaboradores (2002), definem como parametro para quantificar
a estabilidade de genes candidatos a genes de referéncia um valor da média da
estabilidade de expressao (M-value), onde um baixo valor de “M-value” € indicativo de
uma expressao mais estavel. Fazendo-se 0 uso do programa geNorm os dez genes
candidatos a melhores genes de referéncia foram ranqueados de acordo com seus
respectivos valores M.

Os resultados apresentados pelos programas ndao se mostram exatamente
iguais. Entretanto, o programa geNorm avalia que a taxa de expressdo de dois genes
normalizadores deve ser a mesma em todas as amostras testadas, ndao fazendo
distincdo entre as situagdes inter-grupos (entre diferentes tecidos e células, por
exemplo) e nem intra-grupos (entre individuos, por exemplo). Por outro lado, o principio
do programa NormFinder é baseado na escolha de dois genes que tenham a menor
variacao de expressao tanto nas situagdes inter como na intra-grupos.

Na literatura sdo encontradas publicagcdes que mostram resultados idénticos



37

entre as analises feitas por estes programas, como mostrado por Balogh e
colaboradores (2008) e Tang e colaboradores (2007) e, também, trabalhos, como o
apresentado por Skovgaard e colaboradores (2007), que mostra pequenas
discrepancias entre os resultados obtidos por esses dois programas para um mesmo
experimento. Mas, ha publicacbes como a feita por Ahn e colaboradores (2008) que
revela discordancias entre os resultados apresentados pelos programas geNorm e
NormFinder.

Ingerslev e colaboradores (2006) mostraram que o fato de haver, em um
experimento, situagdes inter-grupos pode fazer com que a variagao da expresséo entre
0s genes candidatos a normalizadores varie e isto associado ao fato de apenas um dos
programas levar em conta tal ocorréncia, pode fazer com que os resultados
apresentados por ambos os programas nao sejam idénticos.

Um importante fato que pode ser observado é que tanto o programa geNorm
quanto o programa NormFinder ndo apresentaram o gene 716S rRNA como o mais
indicado a ser usado como gene de referéncia e esta é mais uma evidéncia de que os
genes ribossomais nem sempre sdo os melhores a serem usados para a normalizagéao
de dados. Observacao esta ja feita por Tang e colaboradores (2007) quando verificaram
gue este e outros genes rRNAs, tais como 78S rRNA, 28S rRNA, 30S rRNA, 60S rRNA,
que tém sido usados sistematicamente como genes de referéncia (ALFEREZ et al.,
2008; KLOK et al., 2002; GONZALEZ et al., 2002 & Radonic et al., 2007) podem sofrer
grande variagao devido as condi¢des experimentais. Além disso, ha outros riscos de se
usar genes rRNA, como genes de referéncia, uma vez que a transcricdo da subunidade
ribossomal pode ser afetada tanto por fatores biolégicos como por determinados tipos
de drogas (SPANAKIS et al., 1993), sem contar com o fato de que a quantidade de
rRNA presente nas células ser muito maior do que a de mRNA, o que faz com que seja
necessaria a realizacao de diluicdes das amostras de cDNA antes das reacdes de qRT-
PCR fazendo com que as chances de erros experimentais aumentem (NICOT et al.,
2005).

Portanto, em condigbes experimentais similares as realizadas neste estudo (com

situacgdes inter-grupos) pode-se sugerir que os melhores genes a serem usados como
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normalizadores de dados de Xcc em experimentos que utilizem a técnica de gRT-PCR
sa0 o0s genes rpoB e mpoC.

5.3. Analise da expressao de genes do SSTT

O funcionamento deste sistema permite que o patdégeno, uma vez aderido a
superficie da célula hospedeira, realize o envio de proteinas de viruléncia da célula
bacteriana diretamente para o citoplasma da célula hospedeira eucariota. De acordo
com Van Gijsegem e colaboradores (VAN et al., 1993), esta intercomunicagdo ocorre
em fungdo de um aparato estrutural do tipo pilus (Figura 7), através do qual o patégeno
pode injetar proteinas especializadas (efetoras) no hospedeiro, de modo a desorganizar
o funcionamento das células atacadas, o que favorece a sobrevivéncia e multiplicagcao
da bactéria no local invadido e leva a indu¢éo dos sintomas da doencga no hospedeiro.

Acredita-se que a patogenicidade e a viruléncia da Xcc esteja relacionada com o
funcionamento deste sistema, o qual é altamente conservado em bactérias Gram-
negativas patogénicas as plantas (BUTTNER et al., 2002). No presente trabalho, 29
ORFs que codificam proteinas relacionadas a este sistema tiveram suas taxas de
expressao analisadas com o uso da técnica de qRT-PCR utilizando a metodologia
“SyBR® Green”. As diferencas entre os niveis de cada gene expresso quando a bactéria
foi cultivada em meio de cultura ou em laranjeira Péra estdo apresentadas nas Figuras
12,14 e 17.
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Figura 12: Expressao génica relativa de genes do SSTT de Xcc cultivada em planta (folhas de laranjeira
Péra) e em meio de cultura (NA).

Dentre todos os genes pertencentes e/ou envolvidos com o funcionamento do
SSTT analisados neste trabalho, o que apresentou a maior taxa de expressao foi o
gene hpat (Figura 12) que codifica uma proteina (Hpa1) citoplasmatica que contém 138
aminoacidos e € rica em residuos de glicina (caracteristica que esta presente em
proteinas excretadas pelo SSTT). Hpa1 possui grande homologia com a proteina HpaG
de Xanthomonas axonopodis pv. glycines e com Hpal de Xanthomonas oryzae pv
oryzae (Xoo0). Zhu e colaboradores (2000) estudaram a acéo da proteina Hpal no
patossistema Xoo::arroz e, em um experimento onde fora realizada mutagénese e
delecao do gene hpal, eles constataram que a perda deste gene resultou em uma
drastica redugédo da patogenicidade na planta hospedeira. No ano de 2004, Furutani e
colaboradores (2006) demonstraram, através de andlises do sobrenadante de um meio
indutor (XOM2), utilizado para cultivo de Xoo, que a proteina Hpa1l teve sua expressao
regulada pela proteina HrpX, e que é secretada por meio da maquinaria de secrecao do
SSTT. O gene que codifica a proteina HrpX, como apresentado na Figura 12, também
se mostrou induzido, quando Xcc estava em contato com a planta hospedeira, e isto
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pode ser mais uma evidéncia de que HrpX regula a expressao de Hpal.

O gene hrpF codifica a proteina HrpF que é um fator de patogenicidade essencial
em X. campestris pv. vesicatoria (Xcv). Homologos desta proteina estdo presentes em
diferentes Xanthomonas, rizébios, R. solenacearum e P. syringae pv. tomato. Dunger e
colaboradores (2005) ao realizarem mutacdo neste gene e no operon hrpB e hrpD
observaram que os mutantes ndo eram capaz de produzir cancro em citrus. Nesse
mesmo estudo, os autores realizaram, por meio de conjugacéo, a complementacao do
gene hrpF sob o controle do seu préprio promotor, e verificaram que a viruléncia foi
restabelecida por completo. No presente trabalho, as reacées de gRT-PCR utilizando a
tecnologia “SYBR® Green” também mostraram que a proteina HrpF é um fator
importante na patogenicidade de Xcc, uma vez que o gene codificante desta proteina
teve sua expressao consideravelmente aumentada (Figura 12) quando a bactéria foi
colocada em contado com a planta hospedeira.

Os genes hrp formam um conjunto de genes implicados no processo patogénico.
A cascata regulatéria que controla a expressdao destes genes varia nos diferentes
patogenos de plantas. Em Xanthomonas, as proteinas que regulam a expressao do
conjunto de genes hrp (agrupamento hrp) sdo as proteinas regulatérias HrpG e HrpX,
codificadas numa regiao fora do agrupamento hrp (Figura 13) (NOEL et al., 2002 &
WENGELNIK et al., 1996).

O gene hrpG, como pode ser observado na Figura 12, mostrou-se induzido no
presente trabalho. Em Ralstonia solanacearum ele é responsavel pela integracdo de
diferentes sinais ambientais, sendo necessario para a ativacdo de hrpB na presenca de
sinais oriundos da planta e estimulos do estado metabdlico (GENIN, 2005 & BRITO,
1999). Porém ainda ndo se conhece a proteina sensora quinase responsavel pela sua
ativagdo (GENIN, 2005). Ja em Xcc foi identificado um candidato a sensor histidina
quinase que interage com HrpG (ALEGRIA, 2004). Em Xcv, o gene hrpG é de extrema
importancia para a regulacao da expressao do grupamento hrp (Figura 13). O produto
de sua expressao interfere tanto no controle da expressao de hrpA, como no controle
de hrpX, o qual esta diretamente relacionado com a expressdo dos demais genes do
grupamento hrp (hrpB a hrpF).
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Figura 13: Modelo da regulagdo génica do agrupamento hrp em Xcv. Fonte da figura: Buttner e Bonas
[17], com modificacdes.

Wengelnik e Bonas (1996) demonstraram que em Xcv 0 gene hrpX, denominado
hrpXv, age como um ativador transcricional para os genes do grupo hrp, sendo assim,
este gene é necessario para a ativacao da transcricao de cinco genes hrp dos loci hrpB
até hrpF (Figura 13) o que é extremamente importante para o estabelecimento dos
sintomas da doencga. O gene hrpXv foi caracterizado e sua fungéo foi determinada. A
sequéncia de aminoacidos deduzidas indicam similaridade com proteinas da familia
AraC, que atuam na regulacdo da expressdo @génica. Mutagdes neste gene
impossibilitaram a bactéria de causar doenca em pimenteiros e tomateiros, bem como
de causar HR em plantas suscetiveis. A concentracdo de células bacterianas do
mutante hrpXv in planta foi 10° vezes menor do que a concentracdo de Xcv selvagem
também na situagao in planta. Laia e colaboradores (2009) ao produzirem um mutante
para o gene hrpXct de Xcc observaram a total auséncia de sintomas do cancro. O que
ocorreu provavelmente pela inabilidade da bactéria em levar até a célula hospedeira os
fatores de viruléncia necessarios ao seu desenvolvimento in planta. Nesta analise da

expressao génica de Xcc, o gene hrpXct, como mostrado na Figura 12, também teve
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sua expressao induzida quando Xcc esteve em contato com a planta hospedeira
(laranjeira Péra), o que confirma o importante papel deste gene para a patogenicidade
de Xcc.

Rossier e colaboradores (2000) demonstraram que mutantes para o gene hrpB4
em Xcv ndo foram capaz de causar a doenca e nem HR em plantas de pimenteiro que
carregava o respectivo gene R compativel com o gene avr presente no isolado de Xcv
utilizado no estudo. Foi também observado que estes mutantes hrpB4 ndo foram
capazes de excretar as proteinas AvrBs3 e nem HrpB2 em Xcv. Em um estudo
utilizando elementos de transposicao (transposon) para a construcdo de mutantes, Laia
e colaboradores (2009) obtiveram um mutante para o gene hrpB4, no isolado 306 de
Xce, que ndo era capaz de causar os sintomas do cancro citrico em Citrus limonia.
Assim, o resultado obtido por Laia e colaboradores (2009) associado ao apresentado
por Rossier e colaboradores [78], revela grande relagao entre a inativagao de hrpB4 e o
fato do mutante hrpB4 deixar de ser patogénico, o que provavelmente ocorreu devido a
inabilidade do mutante em levar até a célula do hospedeiro os fatores de viruléncia
necessarios ao seu desenvolvimento in planta. No presente trabalho, o gene hrpB4
também se mostrou mais expresso quando Xcc foi cultivada em laranjeira Péra do que
quando cultivada em meio de cultura (Figura 14), o que fornece mais uma evidéncia de
que este gene seja realmente muito importante para a patogenicidade de Xcc, assim
como é para a de Xcv.
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Figura 14: Express@o génica relativa de genes do SSTT de Xanthomonas citri subsp. citri cultivada em
folhas de laranjeira péra e em meio de cultura.

Além da andlise de expressdo dos genes hrpB4 e hrpXct no isolado 306
(selvagem) de Xcc desenvolvido em meio de cultura e planta, como ja descrito
anteriormente, também foram realizadas as analises das expressdes desses genes nos
mutante hrpB4 e hrpXct obtidos por Laia e colaboradores (2009) . Os mutantes hrpB4
e hrpXct foram multiplicados em quatro Erlenmeyers diferentes contendo o meio
indutor de patogenicidade XVM2 (WENGELNIK & BONNAS 1996; WENGELNIK et al.,
1996) por um periodo de 24 horas e, posteriormente, suas taxas de expressao foram
analisadas (utilizando os mesmos parametros usados para a analise dos demais genes
pertencentes ao SSTT) e comparadas com as taxas de expressdao dos mesmos genes
(hrpB4 e hrpXct) porém do isolado selvagem (306) de Xcc cultivado em meios de
cultura (NA) e inoculados em plantas (laranjeira Péra). Os resultados obtidos revelam
que a taxa de expressao dos genes hrpB4 e hrpXct dos mutantes hroB4 e hrpXct
cultivados em meio de cultura indutor de patogenicidade XVM2 (WENGELNIK &
BONNAS 1996; WENGELNIK et al.,, 1996), foi praticamente nula como pode ser
observado nas figuras 15 e 16. Desta forma, fica evidente que a mutacdo alterou
profundamente a expressao dos genes hrpB4 e hrpXct nos mutantes hrpB4 e hrpXct,
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respectivamente e isto pode ter redundado na incapacidade desses mutantes em
causar os sintomas do Cancro Citrico como apresentado por Laia e colaboradores
(2009). Esta constatacdo indica que os genes hrpB4 e hrpXct possuem papeis
fundamentais no processo patogénico de Xcc e assim sendo, podem ser potenciais

alvos para a produgéao de drogas que visam o combate desta doenca.
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Figura 15: Comparagcao da taxa de expressdao do gene hrpB4 no isolado 306 (selvagem) de Xcc
cultivado em planta e meio de cultura, com sua taxa de expressao no mutante hrpB4 cultivado
em meio indutor de patogenicidade (XVM2).
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Figura 16: Comparagdo da taxa de expressdo do gene hrpXct no isolado 306 (selvagem) de Xcc
cultivado em planta e meio de cultura, com sua taxa de expressao no mutante hrpXct cultivado
em meio indutor de patogenicidade (XVM2).

Na Figura 17 estdo representadas as taxas de expressao de alguns dos genes
que participam desta cascata regulatéria que controla a expressao dos genes hrp.

As proteinas HrpD5 e HrpD6 sao codificadas por genes que fazem parte de um
“‘operon” do agrupamento hrp. HprD6 € uma pequena proteina citoplasmatica (81
aminoacidos) e HrpD5 (313 aminoéacidos) € uma proteina de membrana interna com
dominio citoplasmatico. Os dois genes hrpD5 e hrpD6 possuem homologos em Xcv e
foram induzidos em Xcc quando a bactéria estava em contato com a planta hospedeira
(Figura 14). De acordo com Huguet e colaboradores (1998), as respectivas proteinas,
HrpD5 e HrpD6, fazem parte do sistema de secrec¢ao do tipo Ill e sédo essenciais para a
interacdo de Xcv com a planta hospedeira. Além disso, informacdes depositadas no
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) demonstram que a proteina
HrpD5 localiza-se na membrana interna da bactéria Xcc e é parte integrante do
componente estrutural do sistema de secrecado do tipo Ill. Alegria e colaboradores
(2004) ao realizarem estudos utilizando o sistema de duplo-hibrido em Xcc, relataram a
interacdo da proteina HrpD6 com a proteina HrpW que também teve sua expressao

induzida neste trabalho (Figura 17). Embora este gene foi nomeado hroW, o mesmo
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nao faz parte do agrupamento hrp em Xcc. O gene hrpW codifica uma proteina efetora
(304 aminoacidos) translocada pelo SSTT (CHARKOWSKI et al.,, 1998).
Estruturalmente trata-se de uma proteina contendo dominio “harpin”, com repeticoes
ricas de glicina (predizendo sua translocacdo através da maquinaria de secre¢dao do
sistema tipo Ill) e possui um dominio homoélogo a pectato liase (enzima pectinolitica).
Alegria e colaboradores (2004) sugerem, a partir dos resultados de interacdo proteina-
proteina (duplo-hibrido), que HrpD6 esteja envolvida no direcionamento de HrpW, assim
como de outras proteinas efetoras, para o aparato de secregao do tipo Ill.

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem uma regulagdo coordenada da
expressao de hroD6 e hrpW quando a bactéria foi cultivada em laranjeira Péra, sendo,
assim, suportado pelos dados obtidos por duplo-hibrido. Outro dado a ser constatado é
o fato da proteina HrpW estar envolvida, tanto, nos mecanismos de acao da proteina
Hpal como na expressao do gene hrpD6, o que revela um papel fundamental desta
proteina para a patogenicidade e viruléncia de Xcc.

Outro gene que se mostrou induzido no presente trabalho foi o gene hpaA
(Figura 14). Estudos de mutagénese em hpaA de Xcv demonstraram que a proteina
HpaA afeta a patogenicidade da bactéria em plantas suscetiveis, mas a proteina nao é
necessaria para a indugdo de HR (resposta de hipersensibilidade) em interagbes néao
compativeis. Portanto, em Xcv, HpaA é especificamente requerida para causar doenca
(HUGUET et al., 1998). Os mesmos autores também relataram que HpaA possui dois
dominios funcionais de localizagdo nuclear e propuseram que ela seja uma proteina
efetora, sendo translocada para a célula vegetal através do sistema de secrec¢ao do tipo
lll. Alegria e colaboradores (2004) também relataram, através de ensaios de duplo-
hibrido, que em Xcc, HpaA interage com as proteinas HpaB (Figura 17) e HrcV (Figura
12) de maneira a resultar no direcionamento de HpaA para a maquinaria de secre¢ao
do sistema tipo Il e consequente translocacdo para o interior da célula hospedeira.
Aqui, nessa andlise, os genes hpaB e hrcV foram induzidos juntamente com o gene
hpaA, o que corrobora com os dados apresentados por Alegria e seus colaboradores.

Em fitopatdgenos a proteina HrcV se localiza na membrana interna, compondo o
SSTT. HrcV é homdéloga a LcrD, proteina do sistema de secregéo do tipo Il de Yersinia
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spp., que é responsavel pela formacao do poro da membrana interna e juntamente com
varias outras proteinas Hrp/Hrc compde o nucleo interno do sistema (BUTTNER &
BONAS 2002; HUECK, 1998). A proteina HrcC esta envolvida na formacao do poro de
membrana externa do sistema de secregdo do tipo Ill. E uma proteina com alta
similaridade com PulD, proteina que possui fungdo semelhante dentro do sistema de
secregao do tipo Il. HrcC provavelmente forma um complexo multimérico em forma de
anel na membrana externa (DENG & HUANG 1999).

T Planta
-

Figura 17: Expressao génica relativa de genes do SSTT de Xanthomonas citri subsp. citri cultivada em
folhas de laranjeira Péra e em meio de cultura.

A proteina citoplasmatica HpaP (205 aminoacidos) € codificada pelo gene
hpaP, que também mostrou-se induzido em nosso experimento, porém, até o momento
nao foi determinada nenhuma funcao para esta ORF que faz parte do agrupamento hrp.
Todavia, véarios autores, a exemplo de (HUGUET et al., 1998; HUGUET et al., 2002;
PETNICKI-OCWIEJA et al., 2002 & CUNNAC et al., 2004) em estudos de bioinformatica
associados a resultados experimentais de translocacdo de proteinas efetoras,

deduziram alguns requisitos para que uma proteina seja considerada como efetora e
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secretada pelo SSTT. A proteina HpaP de Xcc obedece as exigéncias relatadas pelos
autores citados acima e, desta forma, pode-se supor que ela seja secretada pelo SSTT,
embora ainda ndo existam evidéncias experimentais a este respeito.

O gene hrpM é codificador de uma proteina que esta implicada no metabolismo
da parede celular bacteriana. Especificamente na biossintese de uma macromolécula
complexa e majoritaria denominada peptideoglicana (também chamada de
mucopeptideo ou mureina) que confere rigidez a parede celular resultando em protecao
contra variagdes osmoticas, além de contribuir para a forma de célula. As bactérias
Gram-positivas possuem grandes quantidades de peptidoglicanas, conferindo uma
camada mais espessa a parede, assim como maior rigidez quando comparada com as
bactérias Gram-negativas, que possuem uma fina camada de peptideoglicana em sua
parede celular (PELCZAR et al., 1996).

Nas situacdes em que uma bactéria patogénica confronta-se com a célula
hospedeira, todo um repertério de genes tem sua expressao alterada, com a
consequente producao de proteinas necessarias ao seu desenvolvimento no ambiente
em que se encontra, adaptando-se, assim, a situacao de confronto a célula vegetal.
Como € sabido, em espécies de Xanthomonas, assim como em outras bactérias
patogénicas, existe a necessidade de ancoragem de proteinas na membrana da célula
bacteriana, de modo a permitir a adesao e interacdo com as células do hospedeiro e
consequente sucesso na indu¢ao da doencga. No entanto, para que o patégeno esteja
preparado para o ataque ao hospedeiro, € necessario uma rearquitetura da membrana
bacteriana assim como da parede celular (LANG, 2000). Sendo o gene hrpM, como ja
dito anteriormente, codificador de uma proteina integral de membrana relacionada com
a biossintese de glucanas periplasmaticas, ele estd diretamente relacionado com a
sintese dos Glucanos Periplasmaticos Osmorregulados (GPOs), que sdo encontrados
nos espacgos periplasmaticos de bactérias Gram-negativas. Bohin (2000) afirma que a
concentracao destes glucanos aumenta em resposta ao decréscimo da osmolaridade
do ambiente em que a bactéria se encontra. Esta condicdo de baixa osmolaridade,
possivelmente, ocorre nos espacos intercelulares do vegetal durante o estabelecimento

da bactéria (inicio da infeccado), periodo este em que ha pouca disponibilidade de
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nutrientes para o fitopatégeno. Page e colaboradores (2001) relataram que mutantes
para 0s genes relacionados a confeccdo dos GPOs em Erwinia chrysanthemi
apresentaram-se nao patogénicos em plantas hospedeiras e, interessantemente,
também mostraram uma redugdo na sintese e secrecdo de pectato liase (enzima
degradativa de componentes da parede celular do vegetal). Esta redug¢éo da produgao
de pectato liase esta associada ao decréscimo de sua secrecdo através da parede
bacteriana, sugerindo que os GPOs sao constituintes essenciais da parede, uma vez
que favorecem a funcionalidade de secreg¢do de pectato liase através da mesma. Os
GPOs também foram relatados como necessarios para o desenvolvimento de sintomas
induzidos por P. syringae pv. syringae em feijoeiro, bem como para a resposta de
hipersensibilidade em plantas ndo hospedeiras (WINANS, 1992). Tais evidéncias
associadas ao fato do gene hrpM ter se mostrado induzido quando Xcc estava em
contato com seu hospedeiro (Figura 17), leva a crer que este gene também representa
papel fundamental para o funcionamento do patossistema em questéo.

Dentre os genes pertencentes ao SSTT e/ou implicados no seu funcionamento,
analisados neste experimento, o Unico que nao se mostrou induzido quando Xcc estava
em contato com a planta hospedeira (laranjeira Péra, neste caso) foi o gene hrpA
(Figura 12), que codifica a proteina HrpA, composta por 1.373 aminoacidos e que
mesmo estando implicado no funcionamento do SSTT nao teve um alto nivel de
expressao, 0 que pode indicar sua menor importancia para o funcionamento deste
sistema de secrecdo quando a bactéria se encontra em contato com a planta
hospedeira. Em contraste com o observado em Xcc, em Pseudomonas syringae, duas
proteinas foram isoladas e caracterizadas como formadoras do pilus Hrp. Uma delas,
identificada como HrpA, é uma proteina hidrofilica de 11 kDa, secretada sem
processamento amino terminal e é necesséria para a patogenicidade (HUECK, 1998 &
CORNELIS, 2000). Uma proteina similar a HrpA esta presente no grupamento hrp de
Erwinia amylovora (HUECK, 1998 & CORNELIS, 2000). O pilus Hrp também pode ser
encontrado em Ralstonia solanacearum e seu mondémero formador foi denominado de
HrpY (LI et al., 2002; HUECK, 1998 & CORNELIS, 2000).
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5.4. Analise da expressao de genes do SSTQ

No genoma de Xcc, alguns dos genes vir estao localizados no cromossomo
(Figura 18) enquanto outros estdo no plasmideo pXac64 (Figura 19). Para facil
identificacdo destes genes nas figuras 20 e 21, foi feita a seguinte adaptacéo: aqueles
que estdo localizados no cromossomo estdo representados com o nome do gene
seguido pela letra ‘C’ (ex. virB6 ‘C) enquanto que aqueles que estao localizados no
plasmideo estdo representados com o nome do gene seguido pela letra ‘P’ (ex. virB6

‘P).
virB6 virB3 virB1 virBl0 virB8 virD4
AAC2684
AAC2683
7060081 <] <] 3090000
AAC2685 HAC2689
AAC2686
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HAC2608 virB4 virB2 virBI  virB9

Figura 18: Localizagdo, no mapa gendmico, dos genes vir que compdéem o SSTQ, localizados no
cromossomo principal de Xcc.

virBIl  virB9 virB6 virB4  virB2
HACbBA31
¥AChBA34
Japa1 QLF:] ::: : | GE080
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virBl  yirBl  VIrBS  virB5 virB3

Figura 19: Localizagdo, no mapa gendmico, dos genes vir que compdem o SSTQ, localizados no
plasmideo pXac64 de Xcc.

Tendo em vista que o SSTQ possui como funcao primaria a entrega de proteinas



51

requeridas para o processo de viruléncia (ALFANO & COLLMER 1997) no interior de
células hospedeiras, assim como ocorre com a bactéria A. tumefaciens que causa a
doenca chamada de Galha-da-Coroa e tem seus genes virB induzidos, dentre outros
fatores, pelos compostos fendlicos produzidos pela planta, era de se esperar que 0s
genes que compdem este sistema em Xcc também tivessem sua expressao induzida
quando a bactéria estivesse em contato com seu hospedeiro.

Entretanto, ap6s a andlise da expressao de 16 genes que fazem parte do SSTQ
de Xcc foi constatado que dois genes, virD4 ‘C’e virB11 ‘C’ (Figura 21), apresentaram a
mesma taxa de expressdao quando a bactéria estava em contato com a planta
hospedeira (laranjeira Péra) ou em meio de cultura. Trés deles se mostraram induzidos
quando a bactéria estava em contato com a planta hospedeira. Sendo que dois, dos
genes induzidos, estdo localizados no cromossomo, virB6 ‘C’ (Figura 20) e virB4 ‘C’
(Figura 20). Enquanto o outro esta presente no plasmideo pXac64, virB2 ‘P’ (Figura 20).
Os demais genes que compdem o SSTQ de Xcc e que foram analisados neste trabalho,
tiveram sua expressao reprimida quando a bactéria estava em contato com a planta
hospedeira (laranjeira Péra), como pode ser visto nas Figuras 20 e 21.

Ao observar a representacdo do SSTQ na Figura 8, pode-se constatar que os
trés genes induzidos codificam proteinas muito importantes para o funcionamento deste
sistema de secrecdo. A proteina VirB2 é aquela que forma uma espécie de “tubo”, por
onde as proteinas ou fatores de viruléncia sao transportados da células bacteriana para
a hospedeira. VirB6 fica ancorada a membrana interna e da sustentagéao para o “tubo”
formado por VirB2. Enquanto que a proteina VirB4 estd envolvida com o0s processos
energéticos de quebra das moléculas de Adenosina Tri-Fosfato (ATP) e consequente
captagao da energia que € usada para o funcionamento de todo o SSTQ.

Sabe-se, que no plasmideo Ti de A. tumefaciens, esta presente um agrupamento
génico de aproximadamente 25 genes, dentre eles os genes vir (virB1 a virB11), os
quais sao induzidos por compostos fendlicos produzidos pela planta. Esta inducéo é
potencializada por certos agucares, principalmente monossacarideos. O produto dos
genes vir promove a transferéncia, para o nucleo da célula hospedeira, de um

fragmento de DNA, também carregado pelo plasmideo Ti, chamado de T-DNA. Este T-
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DNA contém dois tipos de genes: uns que estdo envolvidos com a biossintese de
hormdnios da planta; e outros que codificam enzimas para a sintese de aminoacidos

conjugados com agucares chamados de opinas.
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Figura 20: Expressao génica relativa de genes do SSTQ de Xcc cultivada em folhas de laranjeira Péra e
em meio de cultura.

A producado de hormdnios dirige a proliferacao ilimitada de células vegetais
formando os tumores caracteristicos da doenca Galha-da-Coroa, enquanto que a
sintese de opinas ¢é iniciada e vem a ser a fonte de carbono e nitrogénio utilizada pela
bactéria para sua multiplicacdo no hospedeiro (WINANS, 1992; WINANS et al., 1994 &
ZAMBRYSKI, 1992). A descoberta de que os genes vir sdo induzidos por compostos
fendlicos produzidos pela planta, foi imediatamente acompanhada pela observagéao de
que as condi¢cdes ambientais como pH acido e baixas temperaturas sdo também muito
importantes para uma indugéo eficiente destes genes. Assim sendo, pode-se constatar
que a indugao dos genes vir esta associada a quatro diferentes estimulos: producao de
compostos fendlicos, agucares, pH e temperatura (ZAMBRYSKI, 1992).
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Figura 21: Expresséo génica relativa de genes do SSTQ de Xcc cultivada em folhas de laranjeira Péra e
em meio de cultura.

Desta forma, algumas hipdteses podem ser levantadas para explicar esta
ocorréncia. A primeira delas seria a de que os genes do SSTQ analisados neste estudo,
realmente, ndo sejam muito utilizados por Xcc para se instalar no hospedeiro e causar
os sintomas da doenca. A segunda hipo6tese estaria baseada no fato de que o resultado
encontrado deva ter ocorrido devido a andlise da expressao génica ter sido feita apds
72 horas do contato de Xcc com a planta hospedeira e neste periodo os genes vir ja
poderem estar sendo expressos em baixos niveis uma vez que eles séo induzidos pela
producado dos compostos fendlicos e estes serem produzidos nos estagios iniciais da
infeccao, geralmente devido a ocorréncia de ferimentos na planta.

Em outro experimento de andlise de expressado génica, utilizando a técnica de
microarranjos de DNA, Laia (2007) ao analisar a expressao dos genes virB1 “P”, virB3
“P”, virB4 “P”, virB8 “P”, virB9 “P”, virB11 “P”, virB1 “C”, virB2 “C”, virB4 “C”, virB6 “C”,
virB9 “C” e virB11 “C”, de Xcc quando a bactéria estava em contato com a planta
hospedeira (laranjeira Péra) por um periodo de até 120 horas, ndo detectou inducao
destes genes. O fato de Laia (2007) nao ter observado a indugéo dos genes virB4 “C” e
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virB6 “C” em seu experimento, em detrimento ao que ocorreu no presente trabalho
pode ser explicado pela maior sensibilidade e acuracia da técnica de andlise da
transcricao reversa por PCR (gqRT-PCR), usada neste estudo. Todavia, o perfil da
expressao génica dos demais genes vir aqui analisados corrobora com o perfil da
expressao obtida por Laia (2007).

Em outro estudo Docena (2006), apds realizar nocaute no gene virD4 presente
no cromossomo de Xcc, notou fendtipo de viruléncia alterado em apenas um de cinco
mutantes infiltrados em folhas de laranjeira Péra. No mesmo trabalho, um mutante para
0 gene virB4 presente no plasmideo de Xcc ndo apresentou alteragdo na viruléncia,
quando infiltrado em folhas de laranjeira Péra e limao Cravo. Tal ocorréncia, corrobora
com a hipo6tese de que o SSTQ de Xcc codificado pelos genes plasmidiais ndo esteja
envolvido com a viruléncia, mas sim com processos conjugativos para troca de material

genético, tal como se da em outras bactérias.

5.5.Analise da expressao génica de ORFs hipotéticas localizadas

Concomitantemente a analise dos genes que compdéem o SSTQ, foram
analisadas algumas ORFs hipotéticas que estdo localizadas nas proximidades destes
genes, tanto no cromossomo principal de Xcc como no plasmideo pXac64. Na Figura
22 estao representadas, na cor vermelha, os genes vir que compdem o SSTQ e na cor
verde as ORFs hipotéticas (analisadas neste experimento), todas presentes no

Cromossomo principal de Xcc.

Figura 22: Localizagdo, no mapa gendmico, dos genes vir que compdem o SSTQ (cor vermelha) e das
ORFs hipotéticas (cor verde), ambos localizados no cromossomo principal de Xcc.
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As ORFs destacadas na Figura 22 e que estao dentro da regido demarcada pelo
quadrado azul sdo aquelas que foram induzidas quando a bactéria estava em contato
com a planta. Na Figura 23 estédo representadas as taxas de expressao de cada uma
das ORFs hipotéticas analisadas neste experimento e localizadas no cromossomo
principal de Xcc.

Como pode ser constatado, as ORFs XAC2606, XAC2611 e XAC2613 foram
induzidas, juntamente com as ORFs XAC2612 (virB6) e XAC2614 (virB4) que fazem
parte de SSTQ e codificam respectivamente as proteinas VirB6 e VirB4. A ORF
hipotética XAC2622 mostrou-se reprimida, assim como as demais ORFs vizinhas que
compdem o SSTQ. Pose-se observar na Figura 22 que, da ORF XAC2606 até a ORF
XAC2614 (virB4), ocorreu inducao das ORFs, sendo elas pertencentes ao grupamento
vir ou ao conjunto de hipotéticas aqui analisadas. Da ORF XAC2615 (virB3) até a ORF
XAC2623 (virD4), todas se mostraram reprimidas, sendo elas pertencentes ao

grupamento vir ou ao conjunto das hipotéticas analisadas.
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Figura 23: Expressao génica relativa de ORFs hipotéticas localizadas no cromossomo principal de Xcc
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cultivada em folhas de laranjeira Péra e em meio de cultura.

Na Figura 24 estdo representadas, na cor vermelha, os genes vir que compdem
o SSTQ e na cor verde as ORFs hipotéticas (que tiveram sua taxa de expressao
analisadas neste experimento), presentes no plasmideo pXac64. As ORFs destacadas
na Figura 24, que estdo dentro das regides demarcadas pelos quadrados azuis, sdo

aquelas que foram induzidas quando a bactéria estava em contato com a planta.

Figura 24: Localizagdo, no mapa genémico, dos genes vir que compdem o SSTQ (cor vermelha) e das
ORFs hipotéticas (cor verde), analisadas neste experimento, ambos localizados no plasmideo
pXac64 de Xcc.

Na Figura 25 estdo representadas as taxas de expressdao de cada uma das
ORFs hipotéticas localizadas no plasmideo pXac64 e analisadas neste experimento.
Como pode ser constatado, as ORFs hipotéticas XACb0042 e XACb0048 foram
induzidas, juntamente com a ORF XACb0047 (virB2) que faz parte do SSTQ e codifica
a proteina VirB2 (ja comentada anteriormente). As demais ORFs hipotéticas localizadas
proximas as ORFs que compdem o SSTQ mostraram-se reprimidas assim como as
outras ORFs que fazem parte do SSTQ de Xcc e que estdo localizadas no plasmideo
pXac64.
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Figura 25: Expressdo génica relativa de ORFs hipotéticas localizadas no plasmideo pXac64 de Xcc
cultivada em folhas de laranjeira Péra e em meio de cultura.

5.6. Analise da expressao génica dos genes pthAs

Como ja discutido, no genoma de Xcc estao presentes quatro cépias do gene
pthA e segundo alguns estudos (SWARUP et al., 1991; ANDERSON & SCHNEEWIND
1997), o produto da expressado desse gene é necessario para provocar 0s sintomas do
Cancro Citrico em plantas citricas. Duan e colaboradores (1999) comprovaram que a
expressao constitutiva de pthA em células bacterianas se multiplicando em folhas de
Citrus é suficiente para causar lesdes, além de causar ruptura da epiderme, indicando
que a proteina PthA € o fator principal de hipertrofia celular e hiperplasia. Os sintomas
diretamente desencadeados pela expressdo de pthA quando o fitopatogeno estd em
Citrus sao Citrus-especificos, logo, a expressao de pthA em plantas ndo hospedeiras,
como algodao, feijao e tabaco levam ao desencadeamento da resposta de
hipersensibilidade (HR) (DUAN et al., 1999). Quando Swarup e colaboradores (1992)
produziram mutantes para o gene pthA os sintomas de HR deixaram de ocorrer em
feijoeiros mas continuaram ocorrendo em algodoeiros. A partir do momento em que o

gene pthA foi re-introduzido no mutante os sintomas de HR voltaram a ocorrer em
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pimenteiros (SWARUP et al., 1992).

A analise da transcri¢cao reversa em tempo real por PCR (qQRT-PCR) mostrou que
todas as quatro cépias do gene pthA se mantém funcionais quando a bactéria encontra-
se na presenga do hospedeiro. Entretanto, nem todas elas foram induzidas quando do
contato da bactéria com a planta. A Figura 26 ilustra os diferentes niveis de expressao
das quatro cépias do gene pthA no momento da infeccédo. E possivel ser observado que
as copias pthA2 e pthA4 se mostraram induzidas, enquanto que pthA1 e pthA3 foram
reprimidos. O gene pthA2 esta presente no plasmideo pXac33 enquanto o gene pthA4
se localiza no plasmideo pXac64. As quatro cépias apresentam algumas caracteristicas
semelhantes e o fato de todas estarem funcionais mas, duas terem sido induzidas e
outras duas reprimidas, demonstram que, para definir com seguranca a funcao e a
importancia desse gene para Xcc se faz necessario obter um mutante nulo para as
quatro coépias. Assim, cada uma das coépias do gene pthA de Xcc podera ser

complementada e a viruléncia podera ser verificada em folha de laranjeira Péra.

. . . . -
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Figura 26: Expresséo génica relativa dos genes pthAs de Xcc cultivada em folhas de laranjeira Péra e em
meio de cultura.
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VI. Conclusoes

Diante dos resultados encontrados pode-se concluir que:

—Com situagdes inter-grupos, a exemplo deste trabalho, o uso dos genes rpoB e

rpoC, como normalizadores, proporciona uma analise de dados mais confiavel,

—0 uso de genes normalizadores com base apenas na literatura pode levar a

resultados equivocados;

—0s genes que fazem parte do SSTT, na sua maioria, possui papel muito
importante no processo de patogenicidade de Xcc, uma vez que tiveram sua expressao
induzida quando do contato da bactéria com a planta hospedeira;

—0s genes hrpXct e hrpB4 mostraram-se como bons alvos para a produgéao de
drogas que visem o controle da doenga Cancro Citrico, uma vez que em situagdes onde
a sintese de seus respectivos mRNAs foi interrompida os sintomas do Cancro Citrico

deixaram de ser observados;

—como a maioria dos genes analisados que codificam proteinas para a
montagem do aparato de secrecdo do SSTQ nao se mostraram induzidos, concluimos
que, ao contrario do que se pensava, este sistema deva ser menos utilizado em Xcc,
para a colonizagdo do hospedeiro, do que em outros organismos patogénicos;

—em relagdo aos genes pthAs, como apenas duas das quatro cépias se
mostraram induzidas e elas possuem uma semelhangca muito grande entre si,
concluimos que seja necessaria a produgdao de um mutante nulo para que a viruléncia

de cada um deles possa ser analisada em laranjeira Péra e, assim, permitir que sejam
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feitas conclusdes mais concretas a respeito da importancia de cada uma das cépias do
gene pthA para o processo de patogenicidade de Xcc.
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