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Análise da expressão dos genes pertencentes aos sistemas secretórios Tipo III e 

Tipo IV e genes pthAs em Xanthomonas citri subsp. citri sob condições infectante 

e não infectante 

 

 

RESUMO - A citricultura é uma atividade agro-industrial de suma importância 

para o Estado de São Paulo e para o Brasil. Com uma área plantada em torno de 

aproximadamente 1 milhão de hectares o país mantém a posição de maior produtor 

mundial de citros. Desse total, 77% encontram-se localizados na região Sudeste. O 

sistema citrícola representa 4,47% das exportações de produtos do agronegócio 

nacional, sendo que o suco de laranja concentrado representa 72% do valor dessas 

exportações. Entretanto, todo este potencial econômico vem sendo prejudicado por 

várias doenças dentre elas uma denominada Cancro Cítrico, a qual é causada por um 

fitopatógeno bacteriano denominado Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc). Com o 

objetivo de analisar os feitos da interação entre essa bactéria e seu hospedeiro natural, 

utilizou-se a técnica de Análise da Transcrição Reversa em Tempo Real (qRT-PCR) 

para quantificar a expressão dos genes que compõem o SSTT, SSTQ, algumas ORFs 

hipotéticas e as quatro cópias 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 referência no processo de normalização de dados em experimentos 

dessa natureza. O experimento contou com quatro replicatas biológicas e duas 

replicatas técnicas. Com base nos resultados, verificou-se que os genes rpoB e rpoC 

parecem ser os mais indicados para a normalização de dados em experimentos de 

expressão gênica por qRT-PCR que envolvam analises intergrupos. A maioria dos 

genes que compõem 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 expressão gênica evidenciaram que ao 

contrario do que ocorre em outros fitopatógenos, o SSTQ parece não ser essencial para 
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o processo de infecção por Xcc. Por fim, apesar de duas das quatro cópias dos genes 

pthAs terem tido a expressão estimulada pelo contato com o hospedeiro, ficou clara a 

importância de inativar cada uma dessas cópias no processo de infecção por Xcc. 

 

Palavras-chave: Análise da Expressão Gênica, Cancro Cítrico, Xanthomonas citri 

subsp. citri,  qRT-PCR. 
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Gene expression analysis of Type III 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 

São 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, 

qRT-PCR.
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I. INTRODUÇÃO 

 

A história da citricultura brasileira tem seu início por volta dos anos 30 e 40 do 

século XVI quando os colonizadores portugueses introduziram as primeiras sementes 

de laranja doce no nordeste do país. Desde então o Brasil vem sendo reconhecido 

como local de produção de frutos de excelente qualidade. Entretanto, somente após 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 à produção de suco concentrado. Além de poder ser 

consumido diretamente pela população, ele também pode ser utilizado na fabricação de 

refrigerantes e refrescos em pó instantâneos. A casca da laranja contém uma essência 

oleosa e muito inflamável que pode ser utilizada na preparação de geleias e licores. O 

óleo das flores e folhas é utilizado na fabricação de perfumes, essências e chás, 

enquanto que o bagaço da laranja é empregado na produção de ração para o gado 

(COROL 2008). 

Atualmente, o Brasil mantém a posição de maior produtor mundial de laranjas, 

com uma área cultivada de aproximadamente 1 milhão de hectares, 77% dos quais 

estão na região Sudeste. A laranja representa 49% de toda a produção brasileira de 

frutas e o agronegócio citrícola brasileiro movimenta capital ao redor de R$ 5 bilhões 

por ano, gerando cerca de 400 mil empregos diretos e outros 3 milhões indiretamente 

(FUNDECITRUS 2008). 

Entretanto, todo este potencial econômico da citricultura nacional vem sendo 

prejudicado por uma vasta gama de doenças que podem ser causadas por: fungos, 

como por exemplo no Estiolamento (“damping-off”), Gomose, Rubelose, Cancro do 

tronco do limão Tahiti, Verrugose, Melanose, Pinta preta, Estrelinha ou queda de frutos 

jovens; por vírus, 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 Cítrico sendo esta última uma das 
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mais perversas doenças que atinge a citricultura nacional (EMBRAPA 2008). 

Devido ao fato de ainda não existir uma maneira que combata o Cancro Cítrico 

de forma eficiente e economicamente viável, atualmente, várias metodologias que 

buscam a solução deste problema vem sendo desenvolvidas. Dentre as diversas 

ferramentas que podem ser usadas para este fim a genômica funcional passou a ser 

um instrumento de grande serventia. Com a publicação do sequenciamento completo 

do genoma do agente causador (Xanthomas citri subsp. citri - Xcc) desta doença no 

ano de 2002 (DA SILVA et al. 2002), tornou-se possível a utilização de diversas 

técnicas para o estudo da expressão gênica em Xcc. Neste sentido, fazendo-se o uso 

da Análise da Transcrição Reversa em Tempo Real (qRT-PCR), este trabalho teve por 

objetivo analisar as taxas de expressão de diversos genes tidos como importantes para 

o processo de patogenicidade do agente causador do cancro cítrico. 
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II. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Agente etiológico e o Cancro Cítrico 

O cancro cítrico é causado por uma bactéria aeróbica, gram negativa, 

monotriquia, em forma de bastonete, medindo entre 0,2 e 0,6 μm de diâmetro e 0,8 e 

2,9 μm de comprimento (MOREIRA et al. 2005) (Figura 1) chamada Xanthomonas citri 

subsp. citri (Xcc), que forma colônias amarelas e mucoides em meios de cultura 

artificiais (WHITESIDE et al. 1988), resultado da produção de xantomonadina (JENKINS 

& STARR 1985). Esta doença, com alto poder destrutivo em regiões citrícolas, ocorre 

em diversas regiões do mundo, como a América do Sul, Japão, África, Estados Unidos, 

dentre outras (GOTO et al. 1992), ocasionando inúmeros prejuízos e reduzindo 

drasticamente a produção (FUNDECITRUS 2008).  

 

                  

Figura 1: Microscopia eletrônica de transmissão mostrando o flagelo polar de Xcc. Fonte: Elliot     
Watanable Kitajima, NAP-NEPA-Esalq-USP. 

 
 

A bactéria causadora do cancro espalha-se de forma muito fácil, podendo ser 

levada de um lugar para o outro nos equipamentos de colheita, em veículos, máquinas, 

pelo vento, quando associado com chuvas e também através de mudas contaminadas. 

Xcc instala-se no espaço intercelular após adentrar no tecido vegetal por meio de 

estômatos, hidatódios ou ferimentos, lançando mão, na sequência, de seu arsenal de 

ataque (grupo específico de genes) à planta hospedeira, possibilitando o seu 

estabelecimento e consequente doença, levando a indução dos sintomas. A 
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temperatura ótima para infecção varia entre 20°C e 30°C (KOIZUMI 1977). Estando no 

mesófilo foliar do hospedeiro, Xcc multiplica-se nos espaços intercelulares e produz 

abundante polissacarídeo extracelular, principalmente goma xantana. Sob condições 

favoráveis, as células podem emergir das aberturas dos estômatos em menos de cinco 

dias após a infecção (Figura 2A). A diminuição dos espaços intercelulares e o acúmulo 

de goma resultam em um aspecto de encharcamento no tecido infectado. A água do 

xilema é aprisionada devido ao alto potencial higroscópico da goma, pequenas bolhas 

amarelas salientes aparecem devido à hiperplasia induzida no vegetal, tipicamente 

visíveis em ambos os lados das folhas, sintoma este exclusivo do cancro cítrico e que 

ajuda na identificação da doença. À medida que as lesões envelhecem, tornam-se 

escuras, adquirindo uma tonalidade marrom. O sintoma de encharcamento aparece 

frequentemente circundado por um halo clorótico (Figura 2B) devido ao decréscimo da 

produção das clorofilas a e b, caroteno e xantofila nessas regiões (PADMANABHAN et 

al. 1974). Esse sintoma desaparece com o envelhecimento da lesão, cujo centro torna-

se elevado com aspecto esponjoso ou corticoso (Figuras 2C e 2D) proporcionando um 

inóculo para a transmissão futura da bactéria em outros tecidos e plantas. A cancrose 

também pode ser observada em ramos e frutos (AMARAL 2003), que, quando da 

incidência da doença, se desprendem da planta antes do amadurecimento. 

 

 

 

Figura 2: Microscopia eletrônica de varredura de Xcc na superfície abaxial da folha (A). Folhas com 
lesões circundadas por anel clorótico (B). Microscopia eletrônica de varredura mostrando a 
erupção do mesófilo infectado (C). Crescimento da lesão resultando em aspecto corticoso em 
folhas (D). Fonte: www.fundecitrus.com.br. 

 
 

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

A B C D 
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Phyllocnistis citrella, após eclodir do ovo depositado sobre a folha, ao iniciar sua 

alimentação, forma galerias nas superfícies das folhas, potencializando a incidência 

dessa doença, bem como a disseminação do patógeno (FUNDECITRUS 2008). 

Os sintomas do cancro em si não constituem o maior problema ocasionado pela 

doença, pois raramente mata a planta. Todavia, devido ao estresse biótico, a planta 

responde produzindo diversas substâncias, dentre elas o etileno, que ocasiona um 

desequilíbrio hormonal (CROZIER et al. 2001) no vegetal. Desta forma, além dos 

sintomas típicos da cancrose, o excesso desse hormônio induz a queda prematura de 

frutos, que por não estarem suficientemente maduros, tornam-se inaproveitáveis para a 

produção de suco, para o consumo in natura e para todos os demais usos comerciais 

realizados com a laranja (BROWN 2001). 

 

 

 

Figura 3: Lesões típicas de Cancro Cítrico em ramos (A) e frutos (B). Fonte: www.fundecitrus.com.br. 

 
 

Na tentativa de controlar a incidência da doença, anualmente são realizadas 

inspeções urbanas e rurais, que tem como finalidade a detecção e eliminação de 

A A A 

B B 
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possíveis plantas contaminadas. No ano de 2008, mais de 100 mil talhões e pomares 

não comerciais foram erradicados, sendo registrados mais de 100 novos casos e 

aproximadamente 300 ressurgências de cancrose cítrica na zona rural do estado de 

São Paulo e Sul do Triângulo Mineiro. Já a chamada inspeção urbana, que tem por 

finalidade a verificação de cancrose em plantas situadas nas áreas urbanas, registrou 

4.327 plantas contaminadas e promoveu a erradicação de mais de 10.000 plantas 

(FUNDECITRUS 2008). Portanto, o cancro cítrico é uma importante doença, não só 

devido ao seu poder devastador, mas, também, devido à falta de um método que o 

controle de maneira eficaz e economicamente viável. 

Devido aos vultuosos prejuízos causados pelo agente etiológico do Cancro 

Cítrico, várias foram as tentativas de se descobrir maneiras ou métodos eficazes para o 

controle da doença. Um marco importante na busca por soluções foi o sequenciamento 

completo do genoma de Xcc (DA SILVA et al. 2002) que trouxe possibilidades de se 

implementar estratégias de análise genômica funcional, o que desencadeou a busca 

por genes alvos que proporcionem o conhecimento do conjunto gênico utilizado por 

essa fitobactéria para causar a doença Cancro Cítrico. 

Após o sequenciamento do genoma, descobriu-se que Xcc possui um 

cromossomo circular de 5,1 Mb e dois plasmídeos, pXac64 (64Kb) e pXac33 (33Kb). 

Foram identificados 4.318 possíveis regiões codificantes (“open reading frames”, 

ORFs), das quais, 2.710 ORFs possuem homologia com proteínas já conhecidas, 1.272 

apresentaram homologias com proteínas de função desconhecida (proteínas 

conservadas hipotéticas) e 331 não apresentaram nenhuma homologia com as 

proteínas existentes nos bancos de dados públicos. 

Comparações, em escala genômica, de patógenos de animais e plantas 

identificaram a presença de sistemas conservados para a exportação de proteínas de 

virulência (como os genes hrp - “hypersensitive response and pathogenicity”), 

mecanismos associados à virulência para a obtenção de ferro e estratégias de 

patogênese. Das proteínas de Xcc, muitas estão associadas à patogenicidade, 

virulência e adaptação, tais como: proteínas de virulência AvrBs3, que estão 

relacionadas ao Sistema de Secreção do Tipo III (SSTT) e a resposta de 
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hipersensibilidade (HpaA, Hrp e Hrc); as proteínas relacionadas ao Sistema de 

Secreção do Tipo IV; proteínas associadas à degradação da parede celular do 

hospedeiro; enzimas envolvidas na síntese de exopolissacarídeos; mais de cem 

proteínas possivelmente envolvidas na produção de toxinas e destoxificação; proteínas 

de superfície de membrana; proteínas envolvidas em mecanismos de adaptação à 

condições atípicas (como as proteínas de choque térmico e vias de transdução de 

sinais); além de duas cópias de genes que codificam para proteínas do Sistema de 

Secreção do Tipo II e proteínas envolvidas na secreção de enzimas extracelulares. 

 

 

2.2. Sistemas de secreção de macromoléculas envolvidos na patogênese 
 

Os fitopatógenos Gram-negativos podem realizar a colonização de seus 

hospedeiros através de vários sistemas. Enquanto alguns fitopatógenos secretam 

enzimas para que ocorra a maceração e a necrose do tecido vegetal hospedeiro, como 

por exemplo, Erwinia carotovora (patógeno de batata e tabaco) e Erwinia amylovora 

(patógeno de Rosáceas, maça e pera), há outros fitopatógenos que utilizam a secreção 

de macromoléculas, principalmente proteínas (por exemplo, Pseudomonas) e em 

alguns casos, complexos núcleo-proteicos para dentro da célula hospedeira (por 

exemplo, Agrobacterium tumefasciens). 

Em se tratando da secreção de proteínas, é necessário 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 I a V), que podem ser agrupados em Sec-dependentes (Tipos II e 

V), Sec-independentes (Tipos I e III), ou ainda conter vias que podem ser Sec-

dependentes ou independentes (Tipo IV) (Fígura 4). 

Os sistemas Sec-dependentes envolvem um complexo de proteínas Sec que 

catalisa a translocação de proteínas através da membrana interna para o espaço 

periplasmático através do reconhecimento de um peptídeo de sinalização localizado na 

porção N-terminal. Por outro lado, nos Sec-independentes, os próprios constituintes do 



8 
 
complexo de secreção encaminham os substratos para o meio externo (DUONG & 

WICKNER 1997; REMAUT & WAKSMAN 2004). 

 

 

Figura 4: Principais sistemas de secreção de bactérias Gram-negativas. Tipo I, exemplo de secreção de 
hemolisinas em Escherichia coli. Tipo V, montagem do P-pili em E. coli. Tipo II, secreção de pululanase 
por Klebsiella axytoca. Tipos III e IV, para a secreção de proteínas em Xcc. C: meio intracelular 
bacteriano. MI: membrana interna bacteriana. P: espaço periplasmático. ME: membrana externa.  E: 
espaço extracelular bacteriano (REMAUT & WAKSMAN 2004).  

 
 
 

O Sistema de secreção do tipo I, constituído pelas proteínas HlyD, HlyB e TolC, é 

conhecido por secretar toxinas, proteases e lipases, sendo responsável pelo transporte 

de proteínas diretamente do citoplasma para o meio extracelular. O principal exemplo é 

o sistema de secreção de �-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 secreção possui três componentes estruturais: 

uma ATPase localizada na membrana interna, que fornece energia para o sistema e é 

responsável pela passagem pela membrana interna; uma proteína de membrana 

externa, que forma o poro externo de passagem; e, finalmente, uma proteína de fusão 
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de membrana, que é ancorada na membrana interna e faz ligação entre as proteínas da 

membrana interna e externa. Apesar do processo de secreção ser independente de 

Sec, a montagem do aparato secretor não é, pois a proteína externa é transportada 

através da membrana interna pelo sistema Sec. As proteínas secretadas por este 

sistema não possuem sequência na extremidade aminoterminal clivável, mas elas 

possuem uma sequência sinal carboxiterminal de aproximadamente 60 aminoácidos, 

que não é submetida à clivagem proteolítica. O sinal parece estar relacionado com a 

conformação secundária da região carboxiterminal. Este sinal de secreção parece ser 

específico para as subfamílias do sistema de secreção do tipo I (HUECK 1998; 

REMAUT & WAKSMAN 2004). 

O sistema de secreção do tipo II é responsável pela secreção de exoenzimas, 

incluindo pectatoliase, poligalacturonase e celulases geralmente associadas à 

degradação de tecidos do hospedeiro (SALMOND & REEVES 1993). Em Xcc, os genes 

que codificam para este sistema estão presentes em duas cópias (DA SILVA et al. 

2002). O mecanismo de secreção por esta via ocorre em duas etapas. Primeiramente, a 

maquinaria Sec exporta o produto a ser secretado, com o peptídeo de sinalização, 

através da membrana interna para o espaço periplasmático e, posteriormente, os 

componentes do sistema de secreção do tipo II secretam o produto através da 

membrana externa (PUGSLEY 1993). 

O sistema de secreção do tipo V, também chamado de autotransportador, utiliza 

o sistema Sec para exportação da proteína para o periplasma. O domínio �, localizado 

na porção C-terminal do autotransportador, associa-se a membrana externa formando 

um poro por onde a porção N-terminal da proteína passa e, através de auto-proteólise, 

é liberada no meio extracelular (THANASSI et al.1998). 

Todavia, durante o processo infeccioso, uma grande variedade de bactérias 

patogênicas Gram-negativas de animais e plantas, além de secretar proteínas para o 

meio externo, são capazes de injetar os fatores patogênicos, diretamente, dentro das 

células. Os dois principais sistemas de secreção deste tipo são denominados de 

Sistema de Secreção do Tipo III (SSTT) e de Sistema de Secreção do Tipo IV (SSTQ). 

O genoma de Xcc codifica para um SSTT e para dois SSTQ. 
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2.3. As interações Planta-Patógeno 
 

A infecção de uma planta por um fitopatógeno pode ocasionar a chamada reação 

de hipersensibilidade ou, então, ao desenvolvimento da doença em si. A ocorrência de 

um processo ou de outro depende da presença de pares de genes combinantes: de 

resistência na planta e de avirulência no patógeno. Isto gerou uma hipótese que passou 

a ser conhecida de “gene-a-gene”, que diz que o gene de resistência da planta (R) 

codifica um receptor para a proteína de avirulência (Avr) da bactéria, sinalizando o início 

de uma cascata de eventos que irá resultar na reação de hipersensibilidade [8]. A 

reação de hipersensibilidade ou HR é caracterizada por necrose tecidual e pela 

formação de compostos fenólicos e agentes antimicrobianos no local de contato com o 

patógeno, prevenindo a disseminação deste nas plantas resistentes (HUECK 1998; 

MUDGETT & STASKAWICZ 1998). 

Sugere-se que as proteínas R atuam acelerando, em geral, as respostas de 

defesa do hospedeiro. Já foi demonstrado que em plantas hospedeiras suscetíveis a 

doença se manifesta após alguns dias, enquanto que em plantas resistentes a reação 

de hipersensibilidade pode ser observada após 24 horas (HUECK 1998; CHANG 2004; 

ALFANO, & COLLMER 1997; GALÁN & COLLMER 1999). Qualquer que seja a 

resposta na interação bactéria-planta, o SSTT parece ser essencial para desencadear a 

resposta à interação. Os genes necessários para o desenvolvimento de doenças em 

plantas suscetíveis ou para o desencadeamento de reações de hipersensibilidade em 

plantas resistentes (que são proteínas formadoras do SSTT e proteínas secretadas) 

foram denominados de hrp (“hypersensitive response and pathogenicity”). Esta 

denominação é mantida como padrão para o SSTT em fitopatógenos (HUECK 1998). 

As proteínas secretadas pelo sistema hrp incluem fatores essenciais para a 

patogenicidade, proteínas de avirulência e outros fatores não específicos. Um fato 

interessante é que as proteínas secretadas por este sistema não possuem nenhum tipo 

de peptídeo sinal (KIM, 2003 & CORNELIS, 2000). 

As primeiras proteínas identificadas, cuja secreção ocorre por este sistema, 

foram as “harpins” (WEI, 1992). Estas proteínas apresentam em comum o fato de 

serem estáveis ao calor, ácidas, ricas em glicina e não possuírem cisteínas. O papel 
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destas proteínas não é completamente compreendido. Entretanto, análises de mutação 

revelaram que a maioria das “harpins” não possui um controle direto da especificidade 

ou promoção da reação de hipersensibilidade (BÜTTNER, 2002; VIVIAN, 1997). 

Outro grupo de proteínas secretadas por este sistema não possui a capacidade 

de desencadear a reação de hipersensibilidade. Como exemplos há as proteínas 

DspA/E de Erwinia amylovora e PopB e PopC de Ralstonia solanacearum, que são 

necessárias para a virulência destes microrganismos (CORNELIS, 2000). 

Na terceira classe de proteínas secretadas pelo SSTT se encontram as proteínas 

de avirulência (Avr). Sabe-se que elas são peças-chave na interação planta-patógeno, 

sendo responsáveis pela especificidade da interação. Estas proteínas são espécie-

específicas e limitam a amplitude de hospedeiros para o patógeno (CORNELIS, 2000; 

BÜTTNER, 2002 & VIVIAN, 1997). Para que a interação das proteínas Avr com a planta 

seja funcional é necessária a presença de um sistema de secreção Hrp ativo. A maioria 

dos “Agrupamentos gênicos hrp” conhecidos estão localizados em regiões 

cromossômicas de aproximadamente 25 kb. Em alguns casos, a transferência dos 

genes presentes no “grupamento hrp” de bactérias patogênicas para não patogênicas, 

são suficientes para causar a reações de hipersensibilidade, porém não a doença 

(ALFANO, 1997). Na Figura 5 está representado o sistema hrp de Xcc, a exceção dos 

genes hrpX e hrpG (mostrados posteriormente) que agem como ativadores 

transcricionais dos genes hrp. 

 

 

 

Figura 5: Mapa gênico do agrupamento hrp de Xcc. 

 

 Semelhante às proteínas efetoras Yops de Yersinia spp., a maioria das 

proteínas Avr não possui segmentos transmembrana ou peptídeos sinal e, quando 
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aplicados em células de planta ou infiltrados, não apresentam efeito. Desta forma, a 

ação destas proteínas parece ser dependente do sistema hrp e seu sítio de ação é 

intracelular (ALFANO, 1997 & CORNELIS, 2000). Existem, até mesmo, evidências de 

que a proteína AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv vesicatoria (Xcv) atue como um 

fator de transcrição no núcleo de suas células hospedeiras (GALÁN, 1999 & BÜTTNER, 

2002). Membros da família avrBs3 foram identificados por sua capacidade de induzir 

HR em hospedeiros resistentes. Eles são responsáveis por aumentar o processo de 

encharcamento e induzir sintomas virulentos de cancrose. As diferenças entre os 

membros avrBs3 estão quase que exclusivamente confinadas ao domínio central, 

composto por um número variável de aproximadamente 17,5 repetições idênticas, cada 

uma com 102 pares de bases, codificando 34 aminoácidos (Figura 6a). Outras 

características marcantes das proteínas AvrBs3 são a presença dos chamados Sinais 

de Localização Nuclear (NLSs) e dos Domínios Ácidos de Ativação Transcricionais 

(AAD) na sua porção C-terminal. Estudos com duplo-híbridos usando a proteína AvrBs3 

revelaram que os motivos NLS interagem especificamente com a �-importina de 

pimenteiro (Capsicum annuum) que junto com a �-importina, mediam a passagem de 

proteínas para o núcleo celular. A interação entre AvrBs3 e a �-importina sugere que a 

proteína procariótica é direcionada ao núcleo da célula hospedeira e modula seu 

processo de transcrição (Figura 6b). Dependendo da variação que ocorra na porção 

NLS também podem ser observadas reações de HR em pimenteiros ou em tomateiros 

como mostrado na Figura 6b. Em Xcc há quatro cópias do gene pthA que possuem 

97% de similaridade com os genes avrBs3 de Xcv e estas características serão 

discutidas a seguir na seção 2.6. 
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�
Figura 6: (a) Estrutura da proteína AvrBs3 de Xcv. Seu domínio central é composto por aproximadamente 

17,5 repetições praticamente idênticas, cada uma com 102 pares de bases (codificando 34 
aminoácidos). (b) Modelo proposto do mecanismo de virulência e avirulência da proteína 
AvrBs3 que é translocada para dentro da célula hospedeira através do SSTT. 

 

2.4. O Sistema de Secreção do Tipo III (SSTT) 
 

O processo de interação planta-bactéria, embora bastante complexo e variável 

para cada organismo, parece envolver algumas etapas em comum. Aparentemente, 

muitas bactérias que interagem com hospedeiros eucarióticos possuem um tipo de 

sistema de secreção classificado como tipo III (HE, 2004). Este sistema exporta uma 

série de fatores proteicos, diretamente no citoplasma da célula eucariótica, a fim de 

modular respostas celulares do hospedeiro e permitir a interação. Caracterizado 
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primeiramente em bactérias patogênicas, o SSTT também foi encontrado em 

simbiontes, como Rhizobium sp. e em associativos, como Pseudomonas fluorescens 

(VIPREY, 1998 & PRESTON, 2001). 

 A secreção protéica é definida como qualquer processo em que uma proteína 

atravesse a membrana externa da célula, incluindo saída de proteínas que 

permanecem ligadas à superfície da célula, ou que vão fazer parte de estruturas 

especiais montadas na superfície celular (THANASSI, 2000 & HUECK, 1998). Este 

processo é necessário em vários aspectos no ciclo de vida de uma bactéria, incluindo 

biogênese de flagelo, aquisição de nutrientes e expressão de fatores de virulência. Para 

isso as bactérias Gram-negativas enfrentam um desafio maior, pois as proteínas 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 proteína 

atravesse a membrana externa. Primeiro as proteínas adquirem sua conformação já no 

periplasma, incluindo a formação de pontes dissulfeto e, depois, adquirem sua 

conformação completa antes de atravessar a membrana externa. Considerando que a 

presença de ATP ou de qualquer outra fonte de energia seja praticamente inexistente 

na membrana externa, para que haja a secreção de proteínas os sistemas de 

transporte devem possuir um mecanismo especial para que seja gerado energia na 

porção externa do sistema ou possuir algum mecanismo que preserve e transfira a 

energia para a membrana externa (THANASSI, 2000). 

Os tipos I e III, como também já citados, são independentes de Sec e podem 

transportar as proteínas diretamente do citoplasma para o exterior da bactéria. O SSTT, 

possui um mecanismo de secreção semelhante a sistemas de biogênese de organelas 

e um dos mecanismos se dedica à montagem de estruturas de superfície (THANASSI, 

2000). No caso dos sistemas de secreção dos tipos I e III, que são independentes de 

Sec, a secreção de proteínas acontece de maneira contínua, sem a presença de 

intermediários periplasmáticos (HUECK, 1998). 

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

genes, cujas proteínas formam um complexo que atravessa as membranas interna e 
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externa da célula bacteriana. Também fazem parte do sistema uma proteína formadora 

do poro na membrana externa e uma ATPase citoplasmática, provavelmente ancorada 

à membrana interna (THANASSI, 2000 & HUECK, 1998). Essas proteínas associam-se 

numa estrutura supramolecular que lembra uma seringa com uma agulha, sendo que o 

corpo da seringa está presente na membrana interna e a agulha atravessa a membrana 

externa, fazendo o contato com a célula hospedeira (Figura 7) (ANDERSON, 1999; 

BÜTTNER, 2002 & ALFANO, 1996). 

 

 

 

 

Figura 7: Representação do aparato do sistema de secreção do tipo III. O complexo protéico atravessa a 
membrana e a parede do patógeno, formando um longo pilus bacteriano que projeta-se no 
espaço intercelular e penetra na célula hospedeira. Proteínas efetoras são translocadas para o 
citoplasma da célula vegetal por este aparato. Fonte da Figura: www.kegg.com, com 
modificações. 
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Inicialmente este aparato foi verificado em patógenos animais como Salmonella 

typhimurium e E. coli (HUECK, 1998; GALÁN, 1999 & THANASSI, 2000), mas 

posteriormente ele foi identificado em fitopatógenos e recebeu o nome de pili Hrp (LI, 

2002 & BÜTTNER, 2002). 

O pilus Hrp atravessa ambas as membranas, interna e externa. A subunidade 

formadora do pilus é uma pequena proteína em �-hélice, não conservada entre 

patógenos animais e fitopatógenos (EBEL, 1998 & DELAHAY, 1999). Esse Hrp pilus é 

formado por subunidades secretadas via SSTT e montado na superfície da bactéria 

decorrente de contato com as células do organismo hospedeiro (LI, 2002). Sugere-se 

que este pilus, filamento ou agulha forme um canal entre a bactéria e as células 

eucarióticas proporcionando um contato físico entre o patógeno e o hospedeiro 

(HUECK, 1998; THANASSI, 2000; GALÁN, 1999 & LI, 2002). 

O pilus Hrp presente em patógenos animais possui um diâmetro maior que o 

encontrado em fitopatógenos, porém o último é consideravelmente maior em 

comprimento, podendo se estender por alguns micrômetros (LI, 2002 & BÜTTNER, 

2002). 

O SSTT exporta proteínas bacterianas efetoras para a célula hospedeira, a qual 

acaba por ter seu metabolismo modificado. Embora similaridade seja encontrada nas 

proteínas estruturais para o sistema, as proteínas secretadas dependem de cada 

bactéria, não havendo um consenso evidente. As proteínas secretadas por esse 

sistema variam muito de tamanho, estrutura e função (HUECK, 1998; GALÁN, 1999 & 

ANDERSON, 1999). Em muitos casos, os genes que as codificam localizam-se fora do 

agrupamento que codifica o sistema de secreção, porém geralmente ambos parecem 

ser corregulados (HUECK, 1998; ANDERSON, 1999 & ANDERSON, 1997). As 

proteínas secretadas já identificadas não possuem peptídeo sinal na porção amino-

terminal e, análises de mutações de algumas destas mostraram um alto grau de 

tolerância para as alterações da porção amino-terminal, sem que haja a interrupção de 

sua secreção (ANDERSON, 1997). 

Nove genes do SSTT são conservados entre os principais gêneros de 

fitopatógenos e entre os patógenos animais. Para estes genes utilizou-se a 
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denominação hrc (hrp conservada) e a última letra conforme a homologia com as 

proteínas Ysc de Yersinia spp. O restante dos genes do sistema são denominados hrp 

e a última letra é utilizada em ordem alfabética conforme a ordem de descobrimento. A 

escolha dos genes ysc de Yersinia como padrão para a nomenclatura dos genes hrc é 

devido a uma maior similaridade com os respectivos genes de fitopatógenos (HUECK, 

1998 & BOGDANOVE, 1996). 

Estudos mostram que a expressão dos genes hrp é controlada por sinais 

oriundos da planta (hospedeiro) e por múltiplos fatores fisiológicos e ambientais, como 

pH, força osmótica e repressão catabólica (RAHME, 1992 & XIAO, 1992). A indução 

dos genes do agrupamento é observada em meios com o mínimo de sais, enquanto 

que fontes complexas de nitrogênio, alto pH, alta osmolaridade e algumas fontes de 

carbono, reprimem sua expressão em alguns microrganismos. Sugere-se que as 

condições nutricionais durante o estágio de indução da resposta de hipersensibilidade 

afetem a expressão dos genes hrp. Não existe um consenso de condições ideais para a 

expressão destes genes, cada bactéria responde diferentemente quando submetidas a 

diferentes fatores e condições (HUECK, 1998; RAHME, 1992; XIAO, 1992 & 

LINDGREN, 1997). 

Estudos com fitobactérias têm revelado que o SSTT envolve uma variedade de 

fatores, tais como pili, fatores de sinalização bacteriana, receptores externos e fatores 

derivados da planta, proteínas envolvidas na transdução de sinais, fatores de 

transcrição especializados e fatores sigma substitutos, dentre outros. No entanto, 

somente uma pequena quantidade desses processos é conhecida em detalhes ao nível 

molecular, sobretudo no que diz respeito às características particulares da interação 

entre patógeno e hospedeiro. Adicionalmente, pouco se conhece sobre a importância 

dos genes do SSTT para a patogenicidade/virulência 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, não se sabe se 

todas são funcionais, nem em quais condições elas são utilizadas. 
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2.5. O Sistema de Secreção do Tipo IV (SSTQ) 
 

O SSTQ possui grande importância dentre os demais sistemas de secreção, 

pois, além de estar envolvido na secreção de proteínas patogênicas em algumas 

bactérias, também desenvolve a função de conjugação em muitas outras (CHRISTIE, 

2004). No processo de conjugação, um complexo proteína-ácido nucleico é transferido 

de uma bactéria para outra através de uma estrutura que forma um canal secretório e 

uma ponte (pilus) entre a célula doadora e a receptora. O SSTQ é mais bem 

compreendido em A. tumefaciens, um fitopatógeno que causa tumores do tipo galha da 

coroa, onde é codificado pelo operon virB, localizado no plasmídeo Ti (indutor de tumor) 

e requerido para a transferência do T-DNA, juntamente com um complexo proteico, 

diretamente para o citoplasma da planta. Este DNA bacteriano é posteriormente 

incorporado no cromossomo do hospedeiro (CHRISTIE, 2000). Nessa bactéria, o SSTQ 

é formado por 11 proteínas VirB e por uma proteína VirD sendo que há três ATPases 

(VirB4, VirB11 e VirD4) que ficam associadas à membrana interna e possivelmente 

proveem energia determinante para o funcionamento deste sistema de secreção 

(CASCALES, 2005 & SCHRODER, 2005) (Figura 8). As proteínas VirB8, VirB9 e VirB10 

formam o complexo do canal secretor. VirB8 é o centro periplasmático para a 

montagem do complexo. VirB10 percebe o estado energético de VirB11 e VirD4 e 

responde a essas mudanças abrindo ou fechando o canal para VirB9, a qual ancora o 

canal na membrana externa, juntamente com VirB7 (SCHRODER, 2005). Através de 

sua atividade transglicosilásica, VirB1 auxilia na formação de poros na camada 

peptideoglicana que irá permitir a formação do pilus de secreção (CHRISTIE, 2005). 

VirB6 controla a formação do canal e o modula para a secreção de diferentes 

substratos. A lipoproteína 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: Representação do aparato do sistema de secreção do tipo IV. Fonte da Figura: www.kegg.com. 

 

O sequenciamento do genoma de Xcc revelou que neste fitopatógeno o SSTQ é 

codificado por dois loci virB, sendo um localizado no cromossomo e um no plasmídeo 

pXac64 (DA SILVA et al., 2002 & ALEGRIA, 2004). Segundo Alegria e colaboradores 

(ALEGRIA et al., 2005), o SSTQ do plasmídeo pXac64 de Xcc provavelmente codifica 

um sistema conjugativo tradicional, pois o locus vir presente neste plasmídeo possui 

maior similaridade ao sistema mpfa-J presente no plasmídeo pWWO de Pseudomonas 

putita, o qual é requerido para a conjugação 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 são ordenados em uma mesma sequência. O SSTQ 

codificado pelo locus virB do cromossomo de Xcc possui uma organização diferente da 

encontrada no plasmídeo. 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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plasmídio, por exemplo, as proteínas VirB1 respectivas apresentam 51% de 

similaridade, as VirB11 apresentam 34%, VirB10 e VirB4 apresentam 27%, as VirB9 

22% e as demais não possuem similaridade significativa. O que se observa é que 

enquanto o cluster virB do plasmídeo possui grande similaridade com o plasmídeo 

pWWO de Pseudomonas putita, as proteínas codificadas pelo cluster virB do 

cromossomo possuem similaridade (em torno de 40%) com os componentes dos SSTQ 

codificados pelos plasmídeos pSB105 e pIPO2 isolados de comunidades microbianas 

de rizosferas de alfafa e trigo, respectivamente (SCHNEIKER et al., 2001 & TAUCH et 

al., 2002). Tanto o plasmídeo pSB105 quanto o pIPO2 possuem uma organização 

gênica similar ao plasmídeo pXF51 do fitopatógeno Xylella fastidiosa (SIMPSON et al. 

2000). 

Alegria e colaboradores (2005) identificaram interações com a proteína VirD4, 

presente no locus vir cromossomal, com um grupo de 12 proteínas, incluindo a proteína 

hipotética XAC2609 que também encontra-se dentro do locus vir cromossomal. 

Denominaram essas proteínas de VIPs (“VirD interacting proteins”) por possuírem um 

domínio comum na região C-terminal. Qian e colaboradores (QIAN et al., 2005), 

utilizaram o método de mutação gênica por elementos de transposição (EZ::TN 

transposon) e constataram que a mutação do gene virB8, que codifica uma das 

proteínas formadoras do canal periplasmático, suprimiu os sintomas de podridão 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 fitopatógenos. 

 

2.6. Os genes pthAs 
 

Além dos genes discutidos anteriormente, Xcc (isolado 306) possui quatro cópias 

do gene pthA, sendo duas cópias em cada plasmídeo. Os genes pthAs de Xcc 

possuem 97% de homologia com os genes de avirulência avrBs3 de Xcv (BONAS et al., 

1989). Uma característica importante desta família é a presença de aproximadamente 

17,5 repetições em tandem praticamente idênticas, cada uma com 102 pares de bases 
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(codificando 34 aminoácidos), na região central desses genes, as quais definem 

precisamente os limites de homologia entre os componentes do grupo. Além deste 

domínio central, pthA contém uma região N-terminal e um domínio C-terminal ácido 

(AAD), característico de fatores de transcrição (SWARUP et al., 1991). 

Por meio de experimentos de imunocitoquímica Szureck e colaboradores 

(SZUREK et al., 2002) verificaram a translocação da proteína AvrBs3 pelo SSTT. 

Anticorpos específicos contra AvrBs3 detectaram a proteína no núcleo das plantas 

suscetíveis e resistentes após a infecção por Xcv. Demonstraram também que a região 

N-terminal é essencial para essa translocação embora não seja necessária para sua 

atividade na célula hospedeira.  

Em Xcv, o gene pthA foi um dos primeiros genes de avirulência da família 

AvrBs3 para o qual se demonstrou um fenótipo no hospedeiro. Kanamori e 

colaboradores (1998) ao expressar o gene pthA em E. coli, bactéria que também possui 

o SSTT, verificaram o surgimento de lesões do tipo cancro em algumas espécies de 

Citrus. Isso indicou que a proteína PthA é um importante fator de indução de hipertrofia 

celular e hiperplasia. 

As ORFs XACa0022-(pthA1) (1127 aminoácidos) e XACa0039-(pthA2) (1097 

aminoácidos) estão localizadas no plasmídeo menor, pXAC33, e contém 16,5 e 15,5 

repetições, respectivamente. As ORFs XACb0015-(ptha3) (1097 aminoácidos) e 

XACb0065-(pthA4) (1164 aminoácidos) estão localizadas no plasmídeo maior, pXAC64, 

e apresentam 15,5 e 15,7 repetições, respectivamente (LI et al., 2002). 

Segundo Swarup e colaboradores (1991), os produtos da expressão dos genes 

pthAs de Xcc são necessários para provocar os sintomas do Cancro Cítrico em plantas 

cítricas. Quando Duan e colaboradores (1999) introduziram um gene pthA numa cepa 

de Xanthomonas não patogênica para os citros, ela passou a causar os sintomas do 

cancro. A proteína PthA é secretada pelo SSTT, possui três motivos de localização 

nuclear e um domínio de ativação transcricional, que são fundamentais para o 

desenvolvimento da doença (YANG et al., 1994). 

Entretanto, mutações no gene pthA de Xcc, na região de repetição, resultaram 

em alteração na indução de hiperplasia no hospedeiro (SWARUP et al., 1991), mas Xcc 
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continuou causando doença. Do mesmo modo, estudos onde foi realizada mutação 

gênica em uma cópia do gene pthA de Xcc isolado 306 não se observou alteração na 

virulência do patógeno (D’AVILA, 2004). Em outro estudo, Laia (2007) verificou que um 

mutante para o gene  pthA de Xcc isolado 306 apresentou uma pequena diminuição na 

virulência. Mas, devido a grande similaridade entre as cópias do gene pthA de Xcc 

isolado 306 não foi possível precisar, neste último estudo, qual das 4 ORFs foi mutada. 

Desse modo, pode-se supor que o gene pthA desempenhou papel fundamental 

para a virulência em alguns isolados, como demonstrado por Brunings e Gabriel (2003) 

e papel secundário, como detectado por Yang et al., 1994; Laia, 2007 & D’Avila, 2004. 

Mas tanto Laia (2007) quanto D’Avila (2004) analisaram mutantes para uma única cópia 

do gene pthA, sendo que as outras 3 estavam intactas e provavelmente funcionais. 

Assim sendo, outros estudos utilizando outras abordagens poderão gerar 

subsídios que permitam identificar, com precisão, qual, ou quais são as cópias 

funcionais desse gene em Xcc isolado 306 para, em seguida, determinar a sua 

contribuição para a virulência nesse microrganismo. 

 

2.7. A técnica de qRT-PCR 
 

Os estudos sobre a função gênica, basicamente, podem ser executados por 

meio de técnicas simples, como “Northern blot”, ou altamente sofisticadas, como 

bibliotecas genômicas, bibliotecas subtrativas de cDNA, microarranjos de DNA, 

inserção de elementos transponíveis (transposons) para obtenção de mutantes e 

análise da transcrição reversa em tempo real por PCR (qRT-PCR), dentre outras. No 

primeiro caso há a possibilidade de caracterizar a função de poucos genes e, no 

segundo pode-se caracterizar todos os genes ativados em um dado sistema, como por 

exemplo, identificar quais genes são necessários ao patógeno durante o processo de 

colonização do hospedeiro em dado momento (BIOTECHBRASIL, 2008). 

Dessa forma, a genômica funcional em larga escala tornou-se uma importante 

ferramenta para o estudo e o entendimento da patogênese bacteriana, possibilitando a 

identificação de quais genes são necessários ao patógeno para se estabelecer no 
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interior do hospedeiro, em quais momentos eles são requeridos e em que quantidade 

são necessários (DA SILVA et al., 2002). 

Dentre as técnicas citadas acima, o uso da análise da transcrição reversa em 

tempo real por PCR (qRT-PCR) é uma metodologia que vem ganhando espaço nos 

diferentes tipos de diagnósticos da expressão gênica pelo fato de apresentar resultados 

quantitativos, não apenas qualitativos, como a maioria das demais técnicas (VITZHUM 

et al., 1999), além de ser uma técnica altamente sensível. 

Essa técnica permite a quantificação da expressão gênica de modo exato e 

reprodutível, baseada na emissão de fluorescência por fluoróforos. Dentre os 

compostos fluorescentes mais utilizados destacam-se o sistema “SYBR® Green” e o 

“TaqMan®” (BIOTECHBRASIL, 2008). 

O sistema “SYBR® Green” tem como vantagem frente ao sistema “TaqMan®” o 

menor custo e a facilidade na manipulação. Como desvantagem apresenta menor 

especificidade ao se ligar na molécula de DNA, podendo proporcionar resultados 

enviesados. Mas isso é raro e há como prever, contornar e eliminar os erros (NEIL, 

2006). 

Já o sistema “TaqMan®” possui, além do par de oligonucleotídeos iniciadores, 

mais uma sequência de nucleotídeos, chamada de sonda. Desse modo, uma molécula 

de DNA somente será contabilizada se os oligonucleotídeos e sonda, se ligarem a ela, 

tornando esse sistema muito mais específico que o primeiro, “SYBR® Green”. Todavia, 

o sistema “TaqMan®” apresenta um custo muito maior quando comparado à 

metodologia “SYBR® Green” (HEID, 1996). 

Dada a sua alta especificidade e sensibilidade, qRT-PCR permite realizar uma 

quantificação absoluta, onde é determinado o número exato de moléculas produzidas, 

ou então, uma quantificação relativa, onde a expressão gênica pode ser comparada 

entres genes e/ou situações diferentes. A quantificação absoluta possibilita uma fácil 

interpretação dos resultados, porém oferece maior dificuldade em se desenvolver os 

padrões experimentais, enquanto que a quantificação relativa proporciona baixa 

dificuldade em se desenvolver os padrões experimentais, porém exige uma criteriosa 

análise dos dados obtidos (BIOTECHBRASIL, 2008). 
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Entretanto, para se obter resultados confiáveis com o uso de qRT-PCR, 

determinadas exigências são necessárias. Dentre elas estão a obtenção de RNA de 

interesse, um conjunto de oligonucleotídeos com alta qualidade e especificidade, uma 

reação de PCR com alta eficiência e, principalmente, a escolha de apropriados genes 

de referência para a normalização dos dados (NOLAN et al., 2006). 

Segundo Robinson e colaboradores (ROBINSON et al., 2007), os genes de 

referência devem ser aqueles genes que manifestam o mesmo padrão de expressão 

entre diferentes tecidos ou células sob investigação, oriundas de diferentes tratamentos. 

Apesar de haver uma ampla gama de genes de referência para normalização da 

expressão gênica obtida por meio de qRT-PCR (NICOT et al., 2005), descrita na 

literatura, a maioria desses genes é específica para estudos em tecidos humanos 

(Radonic et al., 2007). Além disso, recomenda-se que para cada espécie seja 

estabelecido um grupo de genes de referência e que para cada tipo de experimento seja 

realizado um teste para se certificar da estabilidade dos mesmos naquela situação 

particular. Mesmo com tal evidência, muitos são os trabalhos que, ainda, realizam 

análises de expressão gênica, fazendo uso da técnica de qRT-PCR, sem uma prévia 

escolha de quais são os melhores genes de referência 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 �-ACTINA (NICOT et al., 2005; VANDESOMPELE et al., 

2002 & GOOSSENS et al., 2005). 

Kok e colaboradores (2005) demonstraram que o uso de genes de referência, 

sem uma análise previa de sua estabilidade, vem proporcionando equivocadas 

conclusões quanto aos níveis de expressão gênica estudados. Além disso, tem-se 

verificado que são raros os desenhos experimentais onde um único gene de referência 

seja suficiente (VANDESOMPELE et al., 2002). Assim, a não utilização dos mais 

adequados genes de referência certamente interfere, de forma negativa, na 

interpretação dos resultados (Ohl et al., 2006). Desse modo, pesquisadores têm 

desenvolvido técnicas e métodos computacionais para a identificação de quais são os 

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

Tomando-se os devidos cuidados necessários, diversos estudos tem empregado 

a técnica de qRT-PCR para verificar a expressão gênica em bactérias, tais como 

Kundinger e colaboradores (KUNDINGER et al., 2008), que estudaram a expressão 

diferencial do gene hilA, que é muito importante no processo patogênico de Salmonella 

typhimurium, Pecharki e colaboradores (PECHARKI et al., 2008), que analisaram a 

expressão de fatores de virulência em estirpes mutantes de Streptococcus intermedius, 

e Lim e colaboradores (2007), que investigaram os efeitos da radiação gama na 

expressão de genes de virulência de Salmonella typhimurium e de Vibrio spp. Nesta 

mesma linha, utilizou-se a técnica de qRT-PCR para a análise da expressão de genes 

importantes para o processo de patogenicidade de Xcc durante o processo infeccioso 

da doença Cancro Cítrico. 
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III. Objetivos 

 
O objetivo principal do projeto foi verificar quais genes, de um grupo pré-definido, 

são necessários durante o processo infeccioso de Xcc em folhas de laranja Pêra. 

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

a) Selecionar os melhores genes endógenos dentro de um grupo de dez 

candidatos; 

b) Analisar a expressão dos genes que compõem o SSTT, SSTQ e algumas 

ORFs hipotéticas localizadas próximas aos loci vir do SSTQ; 

c) Analisar a expressão dos genes pthAs. 

Fazer uma seleção prévia de quais seriam os melhores genes endógenos a 

serem usados como normalizadores de dados de Xcc em experimentos que utilizem a 

técnica de qRT-PCR e analisar, com o uso da técnica de qRT-PCR, as diferenças de 

expressão dos genes que compõem o SSTT, SSTQ, algumas ORFs hipotéticas 

localizadas próximas aos locus vir do SSTQ e também dos genes pthAs de Xcc isolado 

306 nas condições infectante (bactéria cultivada em folhas de laranjeira Pêra) e não 

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

 

Neste experimento foi verificada a expressão diferencial de genes de Xcc quando 

a bactéria foi cultivada em folhas de Citros sinensis. Para isso, a expressão de um dado 

gene in planta foi comparada com a expressão do mesmo gene quando as células 

bacterianas foram cultivadas em meio de cultura. Quando houve indução na expressão 

de um dado gene, concluiu-se que o gene em questão é importante para a virulência de 

Xcc. 

A fim de minimizar possíveis erros, o experimento contou com 4 repetições 

biológicas (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 análise da expressão dos genes pertencentes ao SSTT, 

SSTQ, ORFs hipotéticas, genes pthAs e dos genes candidatos a melhores 

normalizadores de dados, além de 2 repetições técnicas para todas as situações 

avaliadas. 

 

4.1. Isolado bacteriano, meio de cultura e condições 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 ágar e água destilada suficiente para 1 

L), a 28º C. Após 24 h de cultivo, uma colônia isolada foi transferida para outra placa de 

Petri contendo meio de cultura NA e incubada por 12 h nas mesmas condições 

anteriores. Este foi o pré-inóculo para todos os demais passos experimentais. 

 

4.2. Inoculação e extração das células bacterianas de folhas de laranjeira 
 
Para a obtenção de RNA total, folhas de laranjeira Pêra cultivadas em vasos de 

20 litros de capacidade foram infiltradas (Figura 9) com uma solução de células de Xcc, 

isolado 306, a uma DO igual a 0,3 a 600nm, obtidas de colônias de bactérias com 24h 

de incubação em meio de cultura NA. As plantas inoculadas foram mantidas por 72 h 
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em laboratório a 28º C. Foram empregadas quatro plantas para o mesmo período de 

inoculação. 

Decorrido o período de multiplicação, as folhas inoculadas foram coletadas e 

imediatamente fracionadas em tiras bem finas e colocadas em um becker esterilizado 

contendo água destilada, o qual foi mantido em banho de gelo. Para cada planta foi 

utilizado um becker diferente. Para facilitar o processo de exudação, o banho de gelo foi 

mantido sob agitação suave por 5 min. Em seguida, os restos foliares foram separados 

por filtração em gaze e as células recuperadas por centrifugação a 5.000 g por 5 min a 

4º C. A extração do RNA total deu-se logo em seguida, conforme descrito adiante. 
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Figura 9: Inoculação de Xcc em folhas de laranjeira Pêra através da técnica de infiltração e recuperação 

das bactérias por exudação três dias após a inoculação. 

 

4.3. Extração de RNA total de Xcc 
 

A partir do pré-inóculo em placa de Petri foi produzida uma suspensão de células 

a uma DO 0,3 a 600nm e 1 mL dessa suspensão foi transferida para um Erlenmeyer de 

250 mL contendo 50 mL de meio de cultura NA líquido. As células foram submetidas à 

multiplicação por 24h a 28°C sob agitação constante a 200 RPM. Após esse período as 

células foram coletadas por centrifugação e submetidas à extração de RNA com o 

conjunto de reagentes para purificação de RNA total “Illustra RNAspin Mini RNA 

Isolation Kit” (Amersham Biosciences), segundo as instruções sugeridas pelo fabricante. 

As amostras obtidas foram submetidas à eletroforese, em gel de agarose 1% em 

tampão TAE, para verificar a qualidade do RNA extraído. O RNA das amostras foi 

quantificado em um aparelho “NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer” e as amostras 

armazenadas a -80º C para serem usadas posteriormente. Esse procedimento também 

foi utilizado para as amostras provenientes de folhas. 

 

4.4. Desenhos dos oligonucleotídeos 
 

Para a análise de genes do SSTT, do SSTQ, das ORFs hipotéticas e dos genes 

candidatos a melhores genes de referência, foi empregada a metodologia de qRT-PCR 

que utiliza a química “SyBR® Green”, uma vez que essa metodologia tem alto poder de 

discriminação e resolução quando há suficiente polimorfismo entre os alvos, além de 

possuir menor custo. Já para a discriminação de quais das cópias do gene pthA são 

funcionais, foi empregada a metodologia de qRT-PCR que utiliza a química “TaqMan®” 

com sondas MGB. Esse tipo de técnica permite discriminar Polimorfismo de 

Nucleotídeo Único (SNP), segundo o fabricante1. 

A confecção dos oligonucleotídeos 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 recomendações do fabricante. Estes oligonucleotídeos 
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são 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 

conteúdo de GC. Logo, se por acaso algum oligonucleotídeo não se apresentar 

satisfatório, é possível produzir outro sem onerar o projeto. No total, 148 

oligonucleotídeos foram produzidos sendo 20 oligonucleotídeos correspondentes aos 

10 genes candidatos a controle endógeno (vide próxima seção), 58 oligonucleotídeos 

correspondentes aos 29 genes do SSTT, 32 oligonucleotídeos correspondentes aos 16 

genes do SSTQ e 18 oligonucleotídeos correspondentes aos 9 genes hipotéticos. 

Para a análise dos genes pthAs, inicialmente, as 4 cópias desse gene foram 

alinhadas de modo a poder identificar os possíveis polimorfismos entre elas. A partir da 

identificação dessas regiões polimórficas, 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 daí, com base nos critérios definidos 

pelo fabricante2, produziram-se os dois oligonucleotídeos, mais a sonda, para cada uma 

das 4 cópias. Esse processo foi realizado no programa Primer Express v.3 (Applied 

Biosystems). Abaixo estão identificados os locais exatos onde foram ancorados os 

oligonucleotídeos e as sondas em cada uma das cópias do gene pthA. 

 
 
XCCb0015        CCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTG 120 
XCCa0039        CCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTG 120 
XCCb0065        CCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTG 120 
XCCa0022        CCCGATGGGGTTCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGGCCCCCTG 120 
                ************************************************************ 
 
XCCb0015        GATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATCTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCC 180 
XCCa0039        GATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCC 180 
XCCb0065        GATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCC 180 
XCCa0022        GATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCCTGCCCCC 180 
                ************************** ********************************* 
 
XCCb0015        CTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAAT 840 
XCCa0039        CTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAAT 840 
XCCb0065        CTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGCATGCATGGCGCAAT 840 
XCCa0022        CTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGTATGCATGGCGCAAT 840 
                ********************************************* ************** 
 
XCCb0015        GCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT 900 
XCCa0039        GCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT 900 
XCCb0065        GCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT 900 
XCCa0022        GCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT 900 
                ************************************************************ 
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XCCb0015        CTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGT 1620 
XCCa0039        CTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGT 1620 
XCCb0065        CTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGT 1617 
XCCa0022        CTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGG- 1613 
                *************************** * *****************************  
 
XCCb0015        GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 1680 
XCCa0039        GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 1680 
XCCb0065        GGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 1677 
XCCa0022        --CAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 1671 
                  ********************************************************** 
 
XCCb0015        CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC 2220 
XCCa0039        CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC 2220 
XCCb0065        CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCC 2217 
XCCa0022        CTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGCACAGGTGGTGGCCATCGCC 2208 
                ****************************************  ****************** 
 
XCCb0015        AGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC 2280 
XCCa0039        AGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC 2280 
XCCb0065        AGCAATAGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC 2277 
XCCa0022        AGCAATATTGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGC 2268 
                *******  ** ************************************************ 

 

 Em azul estão identificados os oligonucleotídeos e em vermelho estão as 

sondas. Em verde estão identificados os nucleotídeos que conferiram especificidade a 

cada sonda. Existem outras regiões polimórficas entre as quatro cópias, sendo estas as 

escolhidas por propiciarem os melhores parâmetros, tanto para a sonda quanto para os 

respectivos oligonucleotídeos. Assim, uma vez que a sonda está em uma região 

polimórfica, mesmo que haja amplificação das outras sequências, somente aquela onde 

a sonda estiver perfeitamente pareada será contabilizada, já que, nesta técnica, a 

sonda é a responsável por produzir a energia contábil. 

 

4.5. Seleção dos genes candidatos e confecção dos oligonucleotídeos 
iniciadores 

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

dois parâmetros. O primeiro é o que considera a provável função do gene, isto é, 

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

estádio de desenvolvimento e em qualquer condição ambiental. O segundo parâmetro 
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foi baseado em seu usual emprego como gene normalizador de dados em 

experimentos que utilizem a técnica de qRT-PCR. Os genes selecionados como 

candidatos a melhores genes de referência foram: gyrB; rpoB; rpoC; gyrA; atpD; ndh 

;tmRNA; NADH; NAD(P)H; e, 16S rRNA. Na Tabela 1 estão presentes informações 

sobre estes genes. 

 

Tabela 1 – Detalhes dos genes candidatos a melhores genes de referência e suas respectivas funções. 
 

ORF Nome do Gene Definição do Gene 

Xac0004 gyrB DNA gyrase subunit B 

Xac0965 rpoB RNA polymerase subunit beta 

Xac0966 rpoC RNA polymerase subunit beta' 

Xac1511 tmRNA tmRNA 

Xac1631 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 confecção dos oligonucleotídeos foi feita com o programa Primer Express v.3 

(Applied Biosystems), seguindo todas as recomendações do fabricante. Na Tabela 2 

estão presente as respectivas ORFs dos genes, as sequências dos oligonucleotídeos 

utilizados para as reações de qRT-PCR e os tamanhos dos produtos amplificados. As 

análises das expressões dos dez genes candidatos a melhores genes de referência, 

foram realizadas com o uso dos programas geNorm (geNorm Software) e NormFinder 

(NormFinder Software). 
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Tabela 2 – Oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações de qRT-PCR, respectivas ORFs e o 

tamanho dos produtos amplificados. 
 

ORF Oligonucleotídeo Direto [5’� 3’] Oligonucleotídeo Reverso [5’� 3’] Amplicon 

Xac0004 CGTCCCGGCATGTATATCG ACCACCTCGAACACCATGTGA 67pb 

Xac0965 GGATTCCTATCGCGAATTCCT TGTAGCTGGAAATCGGGAACA 103 pb 

Xac0966 AGCGTGATGGCCTGTTCTG CCGCACAGGCATTCGTAGT 63 pb 

Xac1511 GCTGCCTGGGAACGAGATC CACTCCATCCCCAGCACTACA 56 pb 

Xac1631 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. Síntese da primeira fita de cDNA e reações de qRT-PCR 
 

A síntese da primeira fita de cDNA, bem como todas as reações de qRT-PCR, 

foram realizadas com o uso do conjunto de reagentes “SuperScript III First-Strand 

Synthesis SuperMix for qRT-PCR” da Invitrogen, de acordo com as especificações do 

fabricante, à exceção da quantidade de cDNA inicial nas reações, que foi de 2,0μL 

(20ng) por amostra. Todas as reações de PCR foram feitas com quatro replicatas 

biológicas e duas replicatas técnicas usando o aparelho Applied Biosystems 7500 real-

time PCR. Os parâmetros para as reações 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 certificação de que os pares de oligonucleotídeos usados produziram um único 

produto, o protocolo de dissociação foi adicionado após o término dos ciclos para 

amplificação dos produtos de interesse, determinando a dissociação dos produtos da 

PCR de 60°C a 95°C. 

 As curvas de amplificação e dissociação geradas pelo sistema foram usadas 

para a análise. Em todos os casos, os controles negativos (água ao invés de cDNA) 

para a transcrição reversa foram incluídos.  
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V. Resultados e Discussões 

 
 

5.1.   Extrações de RNA 

 
As primeiras extrações de RNA foram feitas a partir de bactérias multiplicadas 

em meio de cultura líquido, após 24 horas da inoculação.    

Posteriormente às obtenções do RNA oriundo de bactérias multiplicadas em 

meio de cultura, procedeu-se às extrações a partir de células bacterianas provenientes 

de laranjeira Pêra, previamente inoculadas. As plantas utilizadas para a inoculação 

estavam devidamente adubadas, livres de quaisquer contaminantes, irrigadas por 

tecnologia de gotejamento e acondicionadas em casa de vegetação, sob umidade e 

temperatura adequadas. Decorridas 72 horas após o momento da inoculação, as 

bactérias foram exsudadas das folhas, coletadas e utilizadas no processo de extração 

do RNA.             

                  

 
5.2.       Análises para determinação dos genes mais estáveis 

 
Os dez genes candidatos a melhores genes de referência tiveram suas taxas de 

expressão analisadas pelos programas geNorm (geNorm Software) e NormFinder 

(NormFinder Software).  

O programa geNorm é uma poderosa ferramenta a ser usada na seleção dos 

melhores genes de referência usando o princípio de que a taxa de expressão de dois 

genes de referência deva ser a mesma entre todas as amostras testadas, 

independentemente das condições experimentais, isto é, não faz distinção entre 

situações intra e inter-grupos (Ohl et al., 2001). 

De acordo com a análise 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 II, 

dependente de ATP, que catalisa quebras nas moléculas de DNA, mas usa ligações 

covalentes entre elas para segurar as fitas que foram quebradas e realizar, na 
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sequência, novas ligações para recompor a dupla hélice e assim retirar as superespirais 

que se formam quando o DNA é aberto para que ocorra o processo de duplicação do 

material genético. 

 

                  

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

 

 
O programa NormFinder (NormFinder Software) é outra ferramenta usada para 

selecionar os genes de referência a serem usados como normalizadores. A 

determinação é feita baseada na variação da expressão inter e intra-grupos dos genes 

candidatos. Esta análise identificou os genes rpoB e rpoC como os mais estáveis 

(Figura 11). Estes genes são responsáveis pela confecção das subunidades beta e beta 

“linha” da enzima RNA polimerase, que está diretamente relacionada com os processos 

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

 
 

Vandesompele e colaboradores (2002), definem como parâmetro para quantificar 

a estabilidade de genes candidatos a genes de referência um valor da média da 

estabilidade de expressão (M-value), onde um baixo valor de “M-value” é indicativo de 

uma expressão mais estável. Fazendo-se o uso do programa geNorm os dez genes 

candidatos a melhores genes de referência foram ranqueados de acordo com seus 

respectivos valores M.  

Os resultados apresentados pelos programas não se mostram exatamente 

iguais. Entretanto, o programa geNorm avalia que a taxa de expressão de dois genes 

normalizadores deve ser a mesma em todas as amostras testadas, não fazendo 

distinção entre as situações inter-grupos (entre diferentes tecidos e células, por 

exemplo) e nem intra-grupos (entre indivíduos, por exemplo). Por outro lado, o princípio 

do programa NormFinder é baseado na escolha de dois genes que tenham a menor 

variação de expressão tanto nas situações inter como na intra-grupos. 

Na literatura são encontradas publicações que mostram resultados idênticos 
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entre as análises 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 

discrepâncias entre os resultados obtidos por esses dois programas para um mesmo 

experimento. Mas, há publicações como a feita por Ahn e colaboradores (2008) que 

revela discordâncias entre os resultados apresentados pelos programas geNorm e 

NormFinder. 

Ingerslev e colaboradores (2006) mostraram que o fato de haver, em um 

experimento, situações inter-grupos pode fazer com que a variação da expressão entre 

os genes candidatos a normalizadores varie e isto associado ao fato de apenas um dos 

programas levar em conta tal ocorrência, pode fazer com que os resultados 

apresentados por ambos os programas não sejam idênticos. 

Um importante fato que pode ser observado é que tanto o programa geNorm 

quanto o programa NormFinder não apresentaram o gene 16S rRNA como o mais 

indicado a ser usado como gene de referência e esta é mais uma evidência de que os 

genes ribossomais nem sempre são os melhores a serem usados para a normalização 

de dados. Observação esta já feita por Tang e colaboradores (2007) quando verificaram 

que este e outros genes rRNAs, tais como 18S rRNA, 28S rRNA, 30S rRNA, 60S rRNA, 

que têm sido usados sistematicamente como genes de referência (ALFÉREZ et al., 

2008; KLOK et al., 2002; GONZALEZ et al., 2002 & Radonic et al., 2007) podem sofrer 

grande variação devido às condições experimentais. Além disso, há outros riscos de se 

usar genes rRNA, como genes de referência, uma vez que a transcrição da subunidade 

ribossomal pode ser afetada tanto por fatores biológicos 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 

necessária a realização de diluições das amostras de cDNA antes das reações de qRT-

PCR fazendo com que as chances de erros experimentais aumentem (NICOT et al., 

2005). 

Portanto, em condições experimentais similares às realizadas neste estudo (com 

situações 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 qRT-PCR 

são os genes rpoB e rpoC. 

5.3. Análise da expressão de genes do SSTT 
 

O funcionamento deste sistema permite que o patógeno, uma vez aderido à 

superfície da célula hospedeira, realize o envio de proteínas de virulência da célula 

bacteriana diretamente para o citoplasma da célula hospedeira eucariota. De acordo 

com Van Gijsegem e colaboradores (VAN et al., 1993), esta intercomunicação ocorre 

em função de um aparato estrutural do tipo pilus (Figura 7), através do qual o patógeno 

pode injetar proteínas especializadas (efetoras) no hospedeiro, de modo a desorganizar 

o funcionamento das células atacadas, o que favorece a sobrevivência e multiplicação 

da bactéria no local invadido e leva à indução dos sintomas da doença no hospedeiro. 

Acredita-se que a patogenicidade e a virulência da Xcc esteja relacionada com o 

funcionamento deste sistema, o qual é altamente conservado em bactérias Gram-

negativas patogênicas às plantas (BÜTTNER et al., 2002). No presente trabalho, 29 

ORFs que codificam proteínas relacionadas a este sistema tiveram suas taxas de 

expressão analisadas com o uso da técnica de qRT-PCR utilizando a metodologia 

“SyBR® Green”. As diferenças entre os níveis de cada gene expresso quando a bactéria 

foi cultivada em meio de cultura ou em laranjeira Pêra estão apresentadas nas Figuras 

12, 14 e 17.  
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Figura 12: Expressão gênica relativa de genes do SSTT de Xcc cultivada em planta (folhas de laranjeira 
Pêra) 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 expressão foi o 

gene hpa1 (Figura 12) que codifica uma proteína (Hpa1) citoplasmática que contém 138 

aminoácidos e é rica em resíduos de glicina (característica que está presente em 

proteínas excretadas pelo SSTT). Hpa1 possui grande homologia com a proteína HpaG 

de Xanthomonas axonopodis pv. glycines e com Hpa1 de Xanthomonas oryzae pv 

oryzae (Xoo). Zhu e colaboradores (2000) estudaram a ação da proteína Hpa1 no 

patossistema Xoo::arroz e, em um experimento onde fora realizada mutagênese e 

deleção do gene hpa1, eles constataram que a perda deste gene resultou em uma 

drástica redução da patogenicidade na planta hospedeira. No ano de 2004, Furutani e 

colaboradores (2006) demonstraram, através de análises do sobrenadante de um meio 

indutor (XOM2), utilizado para cultivo de Xoo, que a proteína Hpa1 teve sua expressão 

regulada pela proteína HrpX, e que é secretada por meio da maquinaria de secreção do 

SSTT. O gene que codifica a proteína 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 evidência de que HrpX regula a expressão de Hpa1. 

O gene hrpF codifica a proteína HrpF que é um fator de patogenicidade essencial 

em  X. campestris pv. vesicatória (Xcv). Homólogos desta proteína estão presentes em 

diferentes Xanthomonas, rizóbios, R. solenacearum e P. syringae pv. tomato. Dunger e 

colaboradores (2005) ao realizarem mutação neste gene e no operon hrpB e hrpD 

observaram que os mutantes não eram capaz de produzir cancro em citrus. Nesse 

mesmo estudo, os autores realizaram, por meio de conjugação, a complementação do 

gene hrpF sob o controle do seu próprio promotor, e verificaram que a virulência foi 

restabelecida por completo. No presente trabalho, as reações de qRT-PCR utilizando a 

tecnologia “SYBR® Green” também mostraram que a proteína HrpF é um fator 

importante na patogenicidade de Xcc, uma vez que o gene codificante desta proteína 

teve sua expressão 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 patogênico. 

A cascata regulatória que controla a expressão destes genes varia nos diferentes 

patógenos de plantas. Em Xanthomonas, as proteínas que regulam a expressão do 

conjunto de genes hrp (agrupamento hrp) são as proteínas regulatórias HrpG e HrpX, 

codificadas numa região 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 responsável pela integração de 

diferentes sinais ambientais, sendo necessário para a ativação de hrpB na presença de 

sinais oriundos da planta e estímulos do estado metabólico (GENIN, 2005 & BRITO, 

1999). Porém ainda não se conhece a proteína sensora quinase responsável pela sua 

ativação (GENIN, 2005). Já em Xcc foi identificado um candidato a sensor histidina 

quinase que interage com HrpG (ALEGRIA, 2004). Em Xcv, o gene hrpG é de extrema 

importância para a regulação da expressão do grupamento hrp (Figura 13). O produto 

de sua expressão interfere tanto no controle da expressão de hrpA,  como no controle 

de hrpX, o qual está diretamente relacionado com a expressão dos demais genes do 

grupamento hrp (hrpB a hrpF). 
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Figura 13: Modelo da regulação gênica do agrupamento hrp em Xcv. Fonte da figura: Buttner e Bonas 
[17], com modificações. 

 

 
Wengelnik e Bonas (1996) demonstraram que em Xcv o gene hrpX, denominado 

hrpXv, age como um ativador transcricional para os genes do grupo hrp, sendo assim, 

este gene é necessário para a ativação da transcrição de cinco genes hrp dos loci hrpB 

até hrpF (Figura 13) o que é extremamente importante para o estabelecimento dos 

sintomas da doença. O gene hrpXv foi caracterizado e sua função foi determinada. A 

sequência de aminoácidos deduzidas indicam similaridade com proteínas da família 

AraC, que atuam na regulação da expressão gênica. Mutações neste gene 

impossibilitaram a bactéria de causar doença em pimenteiros e tomateiros, bem como 

de causar HR em plantas suscetíveis. A concentração de células bacterianas do 

mutante hrpXv- in planta foi 105 vezes menor do que a concentração de Xcv selvagem 

também na situação in planta. Laia e colaboradores (2009) ao produzirem um mutante 

para o gene hrpXct de Xcc observaram a total ausência de sintomas do cancro. O que 

ocorreu provavelmente pela inabilidade da bactéria em levar até a célula hospedeira os 

fatores de virulência necessários ao seu desenvolvimento in planta. Nesta análise da 

expressão gênica de Xcc, o gene hrpXct, como mostrado na Figura 12, também teve 
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sua expressão induzida quando Xcc esteve em contato com a planta hospedeira 

(laranjeira Pêra), 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 não foram capaz de causar a doença e nem HR em plantas de pimenteiro que 

carregava o respectivo gene R compatível com o gene avr presente no isolado de Xcv 

utilizado no estudo. Foi também observado que estes mutantes hrpB4-
 não foram 

capazes de excretar as proteínas AvrBs3 e nem HrpB2 em Xcv. Em um estudo 

utilizando elementos de transposição (transposon) para a construção de mutantes, Laia 

e colaboradores (2009) obtiveram um mutante para o gene hrpB4, no isolado 306 de 

Xcc, que não era capaz de causar os sintomas do cancro cítrico em Citrus limonia. 

Assim, o resultado obtido por Laia e colaboradores (2009) associado ao apresentado 

por Rossier e colaboradores [78], revela grande relação entre a inativação de hrpB4 e o 

fato do mutante hrpB4- deixar de ser patogênico, o que provavelmente ocorreu devido à 

inabilidade do mutante em levar até a célula do hospedeiro os fatores de virulência 

necessários ao seu desenvolvimento in planta. No presente trabalho, o gene hrpB4 

também se mostrou mais expresso quando Xcc foi cultivada em laranjeira Pêra do que 

quando cultivada em meio de cultura (Figura 14), o que fornece mais uma evidência de 

que este gene seja realmente muito importante para a patogenicidade de Xcc, assim 

como é para a de Xcv. 

 

 



43 
 

  
 

Figura 14: Expressão gênica relativa de genes do SSTT de Xanthomonas citri subsp. citri cultivada em 
folhas de laranjeira pêra e em meio de cultura.  

 

Além da análise de expressão dos genes hrpB4 e hrpXct no isolado 306 

(selvagem) de Xcc desenvolvido em meio de cultura e planta, como já descrito 

anteriormente, também foram realizadas as análises das expressões 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 período de 24 horas e, posteriormente, suas taxas de expressão foram 

analisadas (utilizando os mesmos parâmetros usados para a análise dos demais genes 

pertencentes ao SSTT)  e comparadas com as taxas de expressão dos mesmos genes 

(hrpB4 e hrpXct) porém do isolado selvagem (306) de Xcc cultivado em meios de 

cultura (NA) e inoculados em plantas (laranjeira Pêra). Os resultados obtidos revelam 

que a taxa de expressão dos genes hrpB4 e hrpXct dos mutantes hrpB4- 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 mutação alterou 

profundamente a expressão 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 Cítrico como apresentado por Laia e colaboradores 

(2009). Esta constatação indica que os genes hrpB4 e hrpXct possuem papeis 

fundamentais no processo patogênico de Xcc e assim sendo, podem ser potenciais 

alvos para a produção de drogas que visam o combate desta doença. 

 

 

 

Figura 15: Comparação da taxa de expressão do gene hrpB4  no isolado 306 (selvagem) de Xcc 
cultivado em planta e meio de cultura, com sua taxa de expressão no mutante hrpB4- cultivado 
em meio indutor de patogenicidade (XVM2). 
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Figura 16: Comparação da taxa de expressão do gene hrpXct  no isolado 306 (selvagem) de Xcc 
cultivado em planta e meio de cultura, com sua taxa de expressão no mutante hrpXct- cultivado 
em meio indutor de patogenicidade (XVM2). 

 

Na Figura 17 estão representadas as taxas de expressão de alguns dos genes 

que participam desta cascata regulatória que controla a expressão dos genes hrp. 

As proteínas HrpD5 e HrpD6 são codificadas por genes que fazem parte de um 

“operon” do agrupamento hrp. HprD6 é uma pequena proteína citoplasmática (81 

aminoácidos) e HrpD5 (313 aminoácidos) é uma proteína de membrana interna com 

domínio citoplasmático. Os dois genes hrpD5  e hrpD6 possuem homólogos 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 proteínas, 

HrpD5 e HrpD6, fazem parte do sistema de secreção do tipo III e são essenciais para a 

interação de Xcv com a planta hospedeira. Além disso, informações depositadas no 

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) demonstram que a proteína 

HrpD5 localiza-se na membrana interna da bactéria Xcc e é parte integrante do 

componente estrutural do sistema de secreção do tipo III. Alegria e colaboradores 

(2004) ao realizarem estudos utilizando o sistema de duplo-híbrido em Xcc, relataram a 

interação da proteína HrpD6 com a proteína HrpW que também teve sua expressão 

induzida neste trabalho (Figura 17). Embora este gene foi nomeado hrpW, o mesmo 
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não faz parte do agrupamento hrp em Xcc. O gene hrpW codifica uma proteína efetora 

(304 aminoácidos) translocada pelo SSTT (CHARKOWSKI et al., 1998). 

Estruturalmente trata-se de uma proteína contendo domínio “harpin”, com repetições 

ricas de glicina (predizendo sua translocação através da maquinaria de secreção do 

sistema tipo III) e possui um domínio homólogo à pectato liase (enzima pectinolítica). 

Alegria e colaboradores (2004) sugerem, a partir dos resultados de interação proteína-

proteína (duplo-híbrido), que HrpD6 esteja envolvida no direcionamento de HrpW, assim 

como de outras proteínas efetoras, para o aparato de secreção do tipo III. 

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem uma regulação coordenada da 

expressão de hrpD6 e hrpW quando a bactéria foi cultivada em laranjeira Pêra,  sendo, 

assim, suportado pelos dados obtidos por duplo-híbrido. Outro dado a ser constatado é 

o fato da proteína HrpW estar envolvida, tanto, nos mecanismos de ação da proteína 

Hpa1 como na expressão do gene hrpD6, o que revela um papel fundamental desta 

proteína para a patogenicidade e virulência de Xcc.  

Outro gene que se mostrou induzido no presente trabalho foi o gene hpaA 

(Figura 14). Estudos de mutagênese em hpaA de Xcv demonstraram que a proteína 

HpaA afeta a patogenicidade da bactéria em plantas suscetíveis, mas a proteína não é 

necessária para a indução de HR (resposta de hipersensibilidade) em interações não 

compatíveis. Portanto, em Xcv, HpaA é especificamente requerida para causar doença 

(HUGUET et al., 1998). Os mesmos autores também relataram que HpaA possui dois 

domínios funcionais de localização nuclear e propuseram que ela seja uma proteína 

efetora, sendo translocada para a célula vegetal através do sistema de secreção do tipo 

III. Alegria e colaboradores (2004) também relataram, através de ensaios de duplo-

híbrido, que em Xcc, HpaA interage com as proteínas HpaB (Figura 17) e HrcV (Figura 

12) de maneira a resultar no direcionamento de HpaA para a maquinaria de secreção 

do sistema tipo III e consequente translocação para o interior da célula hospedeira. 

Aqui, nessa análise, 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 fitopatógenos a proteína HrcV se localiza na membrana interna, compondo o 

SSTT. HrcV é homóloga a LcrD, proteína do sistema de secreção do tipo III de Yersinia 
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spp., que é responsável pela formação do poro da membrana interna e juntamente com 

várias outras proteínas Hrp/Hrc compõe o núcleo interno do sistema (BÜTTNER & 

BONAS 2002; HUECK, 1998). A proteína HrcC está envolvida na formação do poro de 

membrana externa do sistema de secreção do tipo III. É uma proteína com alta 

similaridade com PulD, proteína que possui função semelhante dentro do sistema de 

secreção do tipo II. HrcC provavelmente forma um complexo multimérico em forma de 

anel na membrana externa (DENG & HUANG 1999). 

 

 

 

Figura 17: Expressão gênica relativa de genes do SSTT de Xanthomonas citri subsp. citri cultivada em 
folhas de laranjeira Pêra e em meio de cultura. 

 
A proteína citoplasmática HpaP (205 aminoácidos) é codificada pelo gene 

hpaP, que também mostrou-se induzido em nosso experimento, porém, até o momento 

não foi determinada nenhuma função para esta ORF que faz parte do agrupamento hrp. 

Todavia, vários autores, a exemplo de (HUGUET et al., 1998; HUGUET et al., 2002; 

PETNICKI-OCWIEJA et al., 2002 & CUNNAC et al., 2004) em estudos de bioinformática 

associados a resultados experimentais de translocação de proteínas efetoras, 

deduziram alguns requisitos para que uma proteína seja considerada como efetora e 
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secretada pelo SSTT. A proteína HpaP de Xcc obedece às exigências relatadas pelos 

autores citados acima e, desta forma, pode-se supor que ela seja secretada pelo SSTT, 

embora ainda não existam evidências experimentais a este respeito. 

O gene hrpM é codificador de uma proteína que está implicada no metabolismo 

da parede celular bacteriana. Especificamente na biossíntese de uma macromolécula 

complexa e majoritária denominada peptideoglicana (também chamada de 

mucopeptídeo ou mureína) que confere rigidez à parede celular resultando em proteção 

contra variações osmóticas, além de contribuir para a forma de célula. As bactérias 

Gram-positivas possuem grandes quantidades de peptídoglicanas, conferindo uma 

camada mais espessa à 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 situações em que uma bactéria patogênica confronta-se com a célula 

hospedeira, todo um repertório de genes tem sua expressão alterada, com a 

consequente produção de proteínas necessárias ao seu desenvolvimento no ambiente 

em que se encontra, adaptando-se, assim, à situação de confronto à célula vegetal. 

Como é sabido, em espécies de Xanthomonas, assim como em outras bactérias 

patogênicas, existe a necessidade de ancoragem de proteínas na membrana da célula 

bacteriana, de modo a permitir a adesão e interação com as células do hospedeiro e 

conseqüente sucesso na indução da doença. No entanto, para que o patógeno esteja 

preparado para o ataque ao hospedeiro, é necessário uma rearquitetura da membrana 

bacteriana assim como da parede celular (LANG, 2000). Sendo o gene hrpM, como já 

dito anteriormente, codificador de uma proteína integral de membrana relacionada com 

a biossíntese de glucanas periplasmáticas, ele está diretamente relacionado com a 

síntese dos Glucanos Periplasmáticos Osmorregulados (GPOs), que são encontrados 

nos espaços periplasmáticos de bactérias Gram-negativas. Bohin (2000) afirma que a 

concentração destes glucanos aumenta em resposta ao decréscimo da osmolaridade 

do ambiente em que a bactéria se encontra. Esta condição de baixa osmolaridade, 

possivelmente, ocorre nos espaços intercelulares do vegetal durante o estabelecimento 

da bactéria (início da infecção), período este em que há pouca disponibilidade de 
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nutrientes para o fitopatógeno. Page e colaboradores (2001) relataram que mutantes 

para os genes relacionados à confecção dos GPOs em Erwinia chrysanthemi 

apresentaram-se não patogênicos em plantas hospedeiras e, interessantemente, 

também mostraram uma redução na síntese e secreção de pectato liase (enzima 

degradativa de componentes da parede celular do vegetal). Esta redução da produção 

de pectato liase está associada ao decréscimo de sua secreção através da parede 

bacteriana, sugerindo que os GPOs são constituintes essenciais da parede, uma vez 

que favorecem a funcionalidade de secreção de pectato liase através da mesma. Os 

GPOs também foram relatados como necessários para o desenvolvimento de sintomas 

induzidos por P. syringae pv. syringae em feijoeiro, bem como para a resposta de 

hipersensibilidade em plantas não hospedeiras (WINANS, 1992). Tais evidências 

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 questão. 

Dentre os genes pertencentes ao SSTT e/ou implicados no seu funcionamento, 

analisados neste experimento, o único que não se mostrou induzido quando Xcc estava 

em contato com a planta hospedeira (laranjeira Pêra, neste caso) foi o gene hrpA 

(Figura 12), que codifica a proteína HrpA, composta por 1.373 aminoácidos e que 

mesmo estando implicado no funcionamento do SSTT não teve um alto nível de 

expressão, o que pode indicar sua menor importância para o funcionamento deste 

sistema de secreção quando a bactéria se encontra em contato com a planta 

hospedeira. Em contraste com o observado em Xcc, em Pseudomonas syringae, duas 

proteínas foram isoladas e caracterizadas como formadoras do pilus Hrp. Uma delas, 

identificada como HrpA, é uma proteína hidrofílica de 11 kDa, secretada sem 

processamento amino terminal e é necessária para a patogenicidade (HUECK, 1998 & 

CORNELIS, 2000). Uma proteína similar a HrpA está presente no grupamento hrp de 

Erwinia amylovora (HUECK, 1998 & CORNELIS, 2000). O pilus Hrp também pode ser 

encontrado em Ralstonia solanacearum e seu monômero formador foi denominado de 

HrpY (LI et al., 2002; HUECK, 1998 & CORNELIS, 2000). 
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requeridas para o processo de virulência (ALFANO & COLLMER 1997) no interior de 

células hospedeiras, assim como ocorre com a bactéria A. tumefaciens que causa a 

doença chamada de Galha-da-Coroa e tem seus genes virB induzidos, dentre outros 

fatores, pelos compostos fenólicos produzidos pela planta, era de se esperar que os 

genes que compõem este sistema em Xcc também tivessem sua expressão induzida 

quando a bactéria estivesse em contato com seu hospedeiro. 

Entretanto, após a análise da expressão 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 expressão quando a bactéria estava em contato com a planta 

hospedeira (laranjeira Pêra) ou em meio de cultura. Três deles se mostraram induzidos 

quando a bactéria estava em contato com a planta hospedeira. Sendo que dois, dos 

genes induzidos, estão localizados no cromossomo, virB6 ‘C’ (Figura 20) e virB4 ‘C’ 

(Figura 20). Enquanto o outro está presente no plasmídeo pXac64, virB2 ‘P’ (Figura 20). 

Os demais genes que compõem o SSTQ de Xcc e que foram analisados neste trabalho, 

tiveram sua expressão reprimida quando a bactéria estava em contato com a planta 

hospedeira (laranjeira Pêra), como pode ser visto nas Figuras 20 e 21. 

Ao observar a representação do SSTQ na Figura 8, pode-se constatar que os 

três genes induzidos codificam proteínas muito importantes para o funcionamento deste 

sistema de secreção. A proteína VirB2 é aquela que forma uma espécie de “tubo”, por 

onde as proteínas ou fatores de virulência são transportados da células bacteriana para 

a hospedeira. VirB6 fica ancorada à membrana interna e dá sustentação para o “tubo” 

formado por VirB2. Enquanto que a proteína VirB4 está envolvida com os processos 

energéticos de quebra das moléculas de Adenosina Tri-Fosfato (ATP) e consequente 

captação da energia que é usada para o funcionamento de todo o SSTQ. 

Sabe-se, que no plasmídeo Ti de A. tumefaciens, está presente um agrupamento 

gênico de aproximadamente 25 genes, dentre eles os genes vir (virB1 a virB11), os 

quais são induzidos por compostos fenólicos produzidos pela planta. Esta indução é 

potencializada por certos açúcares, principalmente monossacarídeos. O produto dos 

genes vir promove a transferência, para o núcleo da célula hospedeira, de um 

fragmento de DNA, também carregado pelo plasmídeo Ti, chamado de T-DNA. Este T-
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DNA contém dois tipos de genes: uns que estão envolvidos com a biossíntese de 

hormônios da planta; e outros que codificam enzimas para a síntese de aminoácidos 

conjugados com açúcares chamados de opinas. 

 

 

             
 

Figura 20: Expressão gênica relativa de genes do SSTQ de Xcc cultivada em folhas de laranjeira Pêra e 
em meio de cultura. 

 

A produção de hormônios dirige a proliferação ilimitada de células vegetais 

formando os tumores característicos da doença Galha-da-Coroa, enquanto que a 

síntese de opinas é iniciada e vem a ser a fonte de carbono e nitrogênio utilizada pela 

bactéria para sua multiplicação no hospedeiro (WINANS, 1992; WINANS et al., 1994 & 

ZAMBRYSKI, 1992). A descoberta de que os genes vir são induzidos por compostos 

fenólicos produzidos pela planta, foi imediatamente acompanhada pela observação de 

que as condições ambientais como pH ácido e baixas temperaturas são também muito 

importantes para uma indução eficiente destes genes. Assim sendo, pode-se constatar 

que a indução dos genes vir está associada a quatro diferentes estímulos: produção de 

compostos fenólicos, açúcares, pH e temperatura (ZAMBRYSKI, 1992).  
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Figura 21: Expressão gênica relativa de genes do SSTQ de Xcc cultivada em folhas de laranjeira Pêra e 
em meio de cultura. 

 

Desta forma, algumas hipóteses podem ser levantadas para explicar esta 

ocorrência. A primeira delas seria a de que os genes do SSTQ analisados neste estudo, 

realmente, não sejam muito utilizados por Xcc para se instalar no hospedeiro e causar 

os sintomas da doença. A segunda hipótese estaria baseada no fato de que o resultado 

encontrado deva ter ocorrido devido a análise da expressão gênica ter sido feita após 

72 horas do contato de Xcc com a planta hospedeira e neste período os genes vir já 

poderem estar sendo expressos em baixos níveis uma vez que eles são induzidos pela 

produção dos compostos fenólicos e estes serem produzidos nos estágios iniciais da 

infecção, geralmente devido a ocorrência de ferimentos na planta. 

Em outro experimento de análise de expressão gênica, utilizando a técnica de 

microarranjos de DNA, Laia (2007) ao analisar a expressão 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 Pêra) por um período de até 120 horas, não detectou indução 

destes genes. O fato de Laia (2007) não ter observado a indução 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 análise da 

transcrição reversa por PCR (qRT-PCR), usada neste estudo. Todavia, o perfil da 

expressão gênica dos demais genes vir aqui analisados corrobora com o perfil da 

expressão obtida por Laia (2007). 

Em outro estudo Docena (2006), após realizar nocaute no gene virD4 presente 

no cromossomo de Xcc, notou fenótipo de virulência alterado em apenas um de cinco 

mutantes infiltrados em folhas de laranjeira Pêra. No mesmo trabalho, um mutante para 

o gene virB4 presente no plasmídeo de Xcc não apresentou alteração na virulência, 

quando infiltrado em folhas de laranjeira Pêra e limão Cravo. Tal ocorrência, corrobora 

com a hipótese de que o SSTQ de Xcc codificado pelos genes plasmidiais não esteja 

envolvido com a virulência, mas sim com processos conjugativos para troca de material 

genético, tal como se dá em outras bactérias. 

 

5.5. Análise da expressão gênica de ORFs hipotéticas localizadas 

Concomitantemente a analise dos genes que compõem o SSTQ, foram 

analisadas algumas ORFs hipotéticas que estão localizadas nas proximidades destes 

genes, tanto no cromossomo principal de Xcc como no plasmídeo pXac64. Na Figura 

22 estão representadas, na cor vermelha, os genes vir que compõem o SSTQ e na cor 

verde as ORFs hipotéticas (analisadas neste experimento), todas presentes no 

cromossomo principal de Xcc.

 

Figura 22: Localização, no mapa genômico, dos genes vir que compõem 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 estão dentro da região demarcada pelo 

quadrado azul são aquelas que foram induzidas quando a bactéria estava em contato 

com a planta. Na Figura 23 estão representadas as taxas de expressão 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 proteínas VirB6 e VirB4. A ORF 

hipotética XAC2622 mostrou-se reprimida, assim como as demais ORFs vizinhas que 

compõem o SSTQ. Pose-se observar na Figura 22 que, da ORF XAC2606 até a ORF 

XAC2614 (virB4), ocorreu indução 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. 

 

 

  

Figura 23: Expressão gênica relativa de ORFs hipotéticas localizadas no cromossomo principal de Xcc 
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cultivada em folhas de laranjeira Pêra e em meio de cultura. 

 

Na Figura 24 estão representadas, na cor vermelha, os genes vir que compõem 

o SSTQ e na cor verde as ORFs hipotéticas (que tiveram sua taxa de expressão 

analisadas neste experimento), presentes no plasmídeo pXac64. As ORFs destacadas 

na Figura 24, que estão dentro das regiões demarcadas pelos quadrados azuis, são 

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

 

 

Figura 24: Localização, no mapa genômico, dos genes vir que compõem o SSTQ (cor vermelha) e das 
ORFs hipotéticas (cor verde), analisadas neste experimento, ambos localizados no plasmídeo 
pXac64 de Xcc. 

 

 

Na Figura 25 estão representadas as taxas de expressão de cada uma das 

ORFs hipotéticas localizadas no plasmídeo 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 proteína VirB2 (já comentada anteriormente). As demais ORFs hipotéticas localizadas 

próximas as ORFs que compõem o SSTQ mostraram-se reprimidas assim como as 

outras ORFs que fazem parte do SSTQ de Xcc e que estão localizadas no plasmídeo 

pXac64. 
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Figura 25: Expressão gênica relativa de ORFs hipotéticas localizadas no plasmídeo pXac64 de Xcc 
cultivada em folhas de laranjeira Pêra e em meio de cultura. 

 

5.6. Análise da expressão gênica dos genes pthAs 
 

Como já discutido, no genoma de Xcc estão presentes quatro cópias do gene 

pthA e segundo alguns estudos (SWARUP et al., 1991; ANDERSON & SCHNEEWIND 

1997), o produto da expressão desse gene é necessário para provocar os sintomas do 

Cancro Cítrico em plantas cítricas. Duan e colaboradores (1999) comprovaram que a 

expressão constitutiva de pthA em células bacterianas se multiplicando em folhas de 

Citrus é suficiente para causar lesões, além de causar ruptura da epiderme, indicando 

que a proteína PthA é o fator principal de hipertrofia celular e hiperplasia. Os sintomas 

diretamente desencadeados pela expressão de pthA quando o fitopatógeno está em 

Citrus são Citrus-específicos, logo, a expressão de pthA em plantas não hospedeiras, 

como algodão, feijão 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 análise da transcrição reversa em tempo real por PCR (qRT-PCR) mostrou que 

todas as quatro cópias do gene pthA se mantém funcionais quando a bactéria encontra-

se na presença do hospedeiro. Entretanto, nem todas elas foram induzidas quando do 

contato da bactéria com a planta. A Figura 26 ilustra os diferentes níveis de expressão 

das quatro cópias do gene pthA no momento da infecção. É possível ser observado que 

as cópias pthA2 e pthA4 se mostraram induzidas, enquanto que pthA1 e pthA3 foram 

reprimidos. O gene pthA2 está presente no plasmídeo pXac33 enquanto o gene pthA4 

se localiza no plasmídeo pXac64. As quatro cópias apresentam algumas características 

semelhantes e o fato de todas estarem funcionais mas, duas terem sido induzidas e 

outras duas reprimidas, demonstram que, para definir com segurança a função e a 

importância desse gene para Xcc se faz necessário obter um mutante nulo para as 

quatro cópias. Assim, cada uma das cópias do gene pthA de Xcc poderá ser 

complementada e a virulência poderá ser verificada em folha de laranjeira Pêra. 

 

 

Figura 26: Expressão gênica relativa dos genes pthAs de Xcc cultivada em folhas de laranjeira Pêra e em 
meio de cultura. 
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VI. Conclusões 

 
 

Diante dos resultados encontrados pode-se concluir que: 

 

− Com situações inter-grupos, a exemplo deste trabalho, o uso dos genes rpoB e 

rpoC, como normalizadores, proporciona uma análise de dados mais confiável; 

 

− o uso de genes normalizadores com base apenas na literatura pode levar a 

resultados equivocados; 

 

− os genes que fazem parte do SSTT, na sua maioria, possui papel muito 

importante no processo de patogenicidade de Xcc, uma vez que tiveram sua expressão 

induzida quando do contato da bactéria com a planta hospedeira; 

 

− os genes hrpXct e hrpB4 mostraram-se como bons alvos para a produção de 

drogas que visem o controle da doença Cancro Cítrico, uma vez que em situações onde 

a síntese de seus respectivos mRNAs foi interrompida os sintomas do Cancro Cítrico 

deixaram de ser observados; 

 

− como a maioria dos genes analisados que codificam proteínas para a 

montagem do aparato de secreção do SSTQ não se mostraram induzidos, concluímos 

que, ao contrario do que se pensava, este sistema deva ser menos utilizado em Xcc, 

para a colonização do hospedeiro, do que em outros organismos patogênicos; 

 

− em relação aos genes pthAs, como apenas duas das quatro cópias se 

mostraram induzidas e elas possuem uma semelhança muito grande entre si, 

concluímos que seja necessária a produção de um mutante nulo para que a virulência 

de cada um deles possa ser analisada em laranjeira Pêra e, assim, permitir que sejam 
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feitas conclusões mais concretas a respeito da importância de cada uma das cópias do 

gene pthA para o processo de patogenicidade de Xcc. 
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