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EXPRESSÃO GÊNICA DE Xanthomonas citri subsp. citri COLONIZANDO 
LARANJA DOCE ‘PÊRA RIO’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e LIMA ÁCIDA 

‘GALEGO’ (Citrus aurantifolia Swingle) 
 
 
RESUMO - A citricultura é uma das principais atividades do agronegócio 

brasileiro. Entretanto, inúmeras pragas e doenças atacam os citros, causando 
grandes prejuízos econômicos. O cancro cítrico, causado pela bactéria 
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), é um grave problema para o setor, não havendo 
ainda um método eficaz para o seu controle. Neste estudo, utilizando RNASeq, 
foram analisados os perfis transcricionais de Xac inoculada em duas espécies de 
citros contrastantes à doença: laranja doce „Pêra Rio‟ (Citrus sinensis L. Osbeck), 
menos suscetível e lima ácida „Galego‟ (Citrus aurantifolia Swingle), altamente 
suscetível, às 48 e 72 horas após a infecção (hai), com o objetivo de identificar 
genes de Xac envolvidos no processo de infecção. Foram identificados 80 genes de 
Xac diferencialmente expressos (GDEs) no hospedeiro laranja doce „Pêra Rio‟, 
sendo 41 e 39 nos tempos de 48 e 72 hai, respectivamente. Em lima ácida „Galego‟ 
foram identificados 82 GDEs, sendo 40 no tempo de 48 hai e 42 em 72 hai. Alguns 
destes genes diferencialmente expressos foram avaliados pela técnica de PCR 
quantitativa em tempo real, sendo estes hpa1, hrpE, hrpW, virK, ahpC, katE, katG, 
cydA e cydB, os quais estão envolvidos na patogenicidade e virulência, na defesa ao 
estresse oxidativo e na fosforilação oxidativa. Os genes de patogenicidade e 
virulência foram induzidos em Xac em ambos os hospedeiros, enquanto que os 
genes relacionados à cadeia respiratória foram inibidos em ambos os hospedeiros, 
com maior inibição em lima ácida „Galego‟. No entanto, os genes relacionados ao 
estresse oxidativo apresentaram um perfil de expressão maior em Xac na interação 
com laranja doce „Pêra Rio‟ do que em lima ácida „Galego‟, principalmente ahpC e 
katG. A determinação da concentração de H2O2 nas folhas revelou que laranja doce 
„Pêra Rio‟, espécie menos suscetível ao cancro cítrico, possui maior quantidade de 
H2O2 do que lima ácida „Galego‟, espécie altamente suscetível. Isso sugere que a 
menor susceptibilidade ao cancro cítrico da laranja „Pêra Rio‟ pode estar relacionada 
com a maior quantidade de H2O2 presente nesta espécie, o que leva a bactéria a 
ativar seu arsenal de enzimas para combater o estresse oxidativo do meio, 
retardando a infecção. 

 
Palavras-chave: cancro cítrico, estresse oxidativo, interação planta-patógeno, qRT-
PCR e RNA-Seq. 
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GENE EXPRESSION OF Xanthomonas citri subsp. citri COLONIZING SWEET 
ORANGE  'PÊRA RIO ' (Citrus sinensis (L.) Osbeck) and MEXICAN LIME 

'GALEGO' (Citrus aurantifolia Swingle) 
 

 
ABSTRACT - The citrus industry is one of the main activities of Brazilian 

agribusiness. However, many pests and diseases attack citrus, causing great 
economic losses. The citrus canker, caused by Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), 
is a major problem for the sector, there is not yet an effective method for its control. 
In this study, the transcriptional profiles of Xac inoculated in two species of 
contrasting citrus disease were analyzed using RNA-Seq : sweet orange 'Pêra Rio' 
(Citrus sinensis L. Osbeck), moderately tolerant and Mexican Lime 'Galego' (Citrus 
aurantifolia Swingle) highly susceptible at 48 and 72 hours after infection (hai) aiming 
to identify Xac genes involved in the infection process. We identified 80 Xac 
differentially expressed genes (DGE) in sweet orange 'Pera Rio', 41 and 39 at 48 and 
72 hai, respectively. In Mexican Lime 'Galego' 82 DGE were identified, 40 at 48 and 
42 at 72 hai. Some of these differentially expressed genes were evaluated by real 
time quantitative PCR : hpa1, hrpE, hrpW, Virk, ahpC, KatE, katG, cyda and cydB, 
which are involved in pathogenicity and virulence, oxidative stress defense and 
oxidative phosphorylation. The pathogenicity and virulence genes were induced in 
Xac in both hosts, whereas the respiratory chain-related genes were inhibited in both 
hosts with greater inhibition in Mexican lime 'Galego'. However, genes related to 
oxidative stress showed a higher expression profile in Xac interaction with sweet 
orange 'Pera Rio' than with Mexican lime 'Galego', mainly ahpC and katG. The 
determination of H2O2 concentration in leaves revealed a higher amount of H2O2 in 
sweet orange 'Pêra Rio' moderately tolerant to citrus canker, than in Mexican Lime 
'Galego' highly susceptible to citrus canker. The results suggests that the lower 
susceptibility to citrus canker orange 'Pera Rio' may be related to the greater amount 
of H2O2 present in this specie, which leads the bacteria to activate their arsenal of 
enzymes to fight oxidative stress environment, slowing the infection. 

 
Keywords: citrus canker, oxidative stress, plant-pathogen interaction, qRT-PCR and 
RNA-Seq. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A citricultura é uma das atividades agroindustriais que contribui enormemente 

para a economia mundial, mas sua produção vem sendo constantemente ameaçada 

por várias doenças, entre elas o cancro cítrico asiático ou cancrose A, forma mais 

agressiva e propagada da doença. Esta doença é causada pela bactéria 

Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), que afeta diversos hospedeiros de citros de 

importância comercial. Como não há um método curativo para esta doença, a 

mesma leva a significativas perdas de produção não só no Brasil como em todo o 

mundo (GUO et al., 2011), ocasionando assim um grande impacto econômico na 

atividade citrícola.  

A Xanthomonas citri subsp. citri é uma bactéria Gram-negativa, aeróbica 

estrita, bastonetiforme e uniflagelar. Ela invade os tecidos da planta hospedeira 

através dos estômatos ou hidatódios, ou por meio de ferimentos mecânicos, 

instalando-se no apoplasto de folhas, frutos e ramos jovens (BRUNINGS; GABRIEL, 

2003; ZIMARO et al., 2013). Além disso, a presença nos pomares da larva minadora 

dos citros (Phyllocnistis citrella Stainton) auxilia na disseminação do cancro cítrico, 

devido à formação de galerias na superfície foliar, facilitando a penetração da 

bactéria (CHAGAS et al., 2001). Comercialmente, existem vários hospedeiros de 

citros que se comportam de maneira diferente em relação ao cancro cítrico, podendo 

apresentar suscetibilidade ou resistência à doença. A maioria das espécies 

cultivadas são hospedeiras da Xac e suscetíveis à doença (GOTTWALD et al., 

2002). 

Os sintomas da doença incluem lesões de cancro nos frutos e partes aéreas 

da planta, e as infecções podem resultar em desfolha e queda de frutos, diminuindo 

desse modo a produtividade de árvores afetadas. Até o momento não há uma 

maneira eficiente de controle do cancro cítrico (AN; MOU, 2012). Uma forma de 

conter essa doença é por meio da erradicação e queimada das plantas suspeitas ou 

infectadas (FU et al., 2013). 
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 As informações sobre os mecanismos de resposta de defesa das plantas é 

um passo indispensável para um possível sucesso no controle efetivo da doença, 

uma vez que estes mecanismos estão sob controle genético. Compreender a 

interação dos genes de tolerância do hospedeiro com genes de virulência do 

patógeno é extremamente importante para se interferir positivamente a favor do 

hospedeiro. Após o sequenciamento completo do genoma da Xac isolado 306 (DA 

SILVA et al., 2002), tornou-se possível a utilização de ferramentas de genômica 

funcional para a identificação dos genes responsáveis pela interação com o 

hospedeiro citros.  

Diversos genes envolvidos em patogenicidade e virulência foram descritos no 

genoma da Xac. No entanto, o conhecimento completo do arsenal utilizado pela Xac 

na colonização e no desenvolvimento da doença ainda não é totalmente conhecido, 

considerando que 31% das ORFs contidas no genoma correspondem a proteínas 

sem função definida e que, dentre essas, muitas podem codificar proteínas com 

funções importantes na patogenicidade e virulência da bactéria, porém ainda 

desconhecidas (DA SILVA et al., 2002).  

Desta forma, estudos de expressão gênica no patossistema Xac-citros se 

fazem necessários para a identificação dos genes envolvidos na patogenicidade e 

virulência de Xac. O sequenciamento em larga escala, por sequenciadores de 

segunda geração, dos mRNAs expressos em um dado momento ou situação, 

denominado de RNA-Seq, é uma ferramenta poderosa para o estudo da expressão 

gênica, sendo capaz de revelar transcritos raros e até mesmo transcritos ainda não 

identificados em banco de dados, proporcionando assim um quadro mais preciso e 

acurado do transcriptoma (MARTINELLI et al., 2012). O conhecimento do 

transcriptoma comparativo de Xac infectando genótipos contrastantes quanto aos 

níveis de suscetibilidade ao cancro cítrico, é uma estratégia que possibilita uma 

melhor compreensão dos mecanismos moleculares utilizados pela Xac para 

sobrepujar os mecanismos de defesa da planta. Assim, no presente trabalho, 

analisou-se o transcriptoma de Xac infectando laranja doce „Pêra Rio‟ (Citrus 

sinensis (L.) Osbeck), hospedeiro menos suscetível ao cancro cítrico, e lima ácida 

„Galego‟ (Citrus aurantifolia Swingle), hospedeiro altamente suscetível à doença 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

2.1.  Citricultura  

 

A citricultura é uma atividade economicamente importante em termos 

mundiais, possuindo uma produção em mais de 80 países. Os citros são cultivados 

em diferentes regiões do mundo, sendo que a exploração comercial se concentra, 

predominantemente, nas regiões tropicais e subtropicais (SENTELHAS, 2005). As 

áreas de maior produção são encontradas nas Américas, liderada pelo Brasil e, em 

segundo, pelos Estados Unidos. 

Anualmente, a produção total de citros é estimada como sendo maior que 

124,5 milhões de toneladas, sendo, os principais países produtores a China, Brasil, 

Estados Unidos, México e Índia. Dentre os citros, as laranjas, os limões, as 

tangerinas e as toranjas são os mais cultivados (FAO, 2011). Em função do clima, 

das condições hidrográficas e de solos favoráveis, além dos esforços tecnológicos e 

logísticos, desde a década de 80 o Brasil lidera a produção mundial de laranja 

(atualmente 26% da produção mundial) e a exportação de suco concentrado 

congelado (85% do comércio internacional), sendo a Europa, seu principal mercado 

consumidor (CITRUS BR, 2014).  

Mesmo ocupando a liderança do setor no mundo, a citricultura brasileira vem 

enfrentando problemas nos últimos anos. Em 2012 encarou uma de suas maiores 

crises, ocasionada por fatores climáticos, fitopatológicos e mercadológicos, que 

impactou a safra de 2013/2014 (CONAB, 2013). A produção de suco de laranja do 

Brasil, na temporada 2015/2016, deverá cair para 810 mil toneladas congeladas e 

concentradas, contra 1,122 milhão de toneladas no período anterior, com uma 

queda da safra da fruta destinada à indústria (CITRUS BR, 2015). 

O aumento na incidência das doenças pode comprometer seriamente a 

economia e a competitividade de um dos setores agroindustriais mais importantes 

do país. Entre as doenças mais importantes que afetam a citricultura estão o 

Huanglongbing (HLB ou Greening), causado pela bactéria Candidatus Liberibacter 
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spp., a Clorose Variegada do Citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa, 

a Morte Súbita dos Citros (MSC), causado pelo Vírus da Tristeza e o Cancro Cítrico, 

causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), sendo o agente causal 

desta última doença, alvo de investigação do presente trabalho (NEVES et al., 

2010). 

 

2.2. Cancro Cítrico 

 

2.2.1. Histórico e sintomas da doença 

 

O conhecimento da origem da doença é essencial para compreender a 

evolução do patógeno. No entanto, a origem geográfica exata desta doença ainda é 

motivo de controvérsia (DAS, 2003). LEE (1918) relatou a presença da doença no 

sul da China, no hospedeiro Fortunella hindsii. Mas uma investigação posterior 

relatou a presença de lesões de cancro em folhas herborizadas de Citrus medica 

(cidra), coletadas na Índia (1827-1831) e em Citrus aurantifolia (lima), coletadas na 

Indonésia (1842-1844), sugerindo que o cancro cítrico pode ter se originado em 

áreas tropicais da Ásia, como sul da China, Indonésia e Índia.  

A distribuição geográfica do cancro cítrico tem continuado a expandir-se para 

novas áreas de citrinos, uma vez que foi observada pela primeira vez no Sudeste 

Asiático. A doença se espalhou por todos os continentes produtores de citros, exceto 

a Europa (SCHUBERT et al., 2001; DAS, 2003). Em 1915, a doença foi descrita na 

região do Golfo do México e acredita-se que a sua introdução ocorreu pelo 

transporte de mudas em navios cargueiros (DAS, 2003).  No Brasil, a doença foi 

diagnosticada pela primeira vez em 1957 no estado São Paulo, na região de 

Presidente Prudente (BITTANCOURT, 1957). De imediato, medidas de exclusão e 

erradicação foram tomadas e foi iniciada uma campanha de erradicação do cancro 

cítrico (GIMENESFERNANDES et al., 2000). Apesar dos esforços iniciais, o cancro 

cítrico propagou-se rapidamente pelo Brasil e foi encontrado nos estados do Paraná 

e do Mato Grosso do Sul (AMARAL, 1957). Recentemente, em 2002, foram 

encontradas plantas com cancro cítrico no Estado de Roraima (NASCIMENTO et al., 
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2003). Atualmente o cancro cítrico está presente nos estados de São Paulo, Paraná, 

Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Roraima. 

Plantas infectadas por Xac podem apresentar lesões em todos os órgãos da 

parte aérea (SCHUBERT; SUN, 1996). Em infecções severas pode ocorrer desfolha, 

queda de frutos e seca de ramos, sendo mais comuns em hospedeiros mais 

suscetíveis (GOTTWALD et al., 1988; GOTTWALD et al., 1989). Os sintomas da 

doença constituem-se em lesões circulares, corticosas, salientes, de coloração 

amarronzada, aspecto eruptivo e rodeadas por anasarca, presentes em folhas, 

ramos e frutos (BITTANCOURT, 1957; ROSSETTI, 2001) (Figura 1). A doença pode 

comprometer a produção e frutos com sintomas têm seu valor comercial reduzido 

(RYBAK et al., 2009).  

 

 

Figura 1. Sintomas de cancro cítrico na forma de lesões em folha, ramo e fruto de 
citros. Fonte: FUNDECITRUS. 
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A disseminação do patógeno ocorre através de chuvas ou ventos e por 

interferência humana, por meio de mudas, materiais de colheita e veículos. Após 

entrar em contato com a planta, a bactéria penetra pelas aberturas dos estômatos 

ou por ferimentos mecânicos. A presença de água na superfície da planta é um fator 

fundamental para a entrada da bactéria e isso faz com que o estado de São Paulo 

possua condições favoráveis ao desenvolvimento da doença devido às chuvas que 

ocorrem durante a primavera (FUNDECITRUS, 2013). 

No Brasil o controle do cancro cítrico baseia-se principalmente em medidas 

de exclusão e erradicação de plantas e pomares quando afetados pela doença 

(BARBOSA et al., 2001). Pela lei estadual em vigor (Resolução SAA - 147, publicada 

em 1º de novembro de 2013, no Diário Oficial), passa a adotar eliminação da planta 

contaminada e pulverização com cobre das outras plantas cítricas existentes em um 

raio de 30 metros. A pulverização deve ser repetida a cada brotação. O citricultor 

deverá realizar, no mínimo, uma vistoria trimestral em todas as plantas de citros da 

propriedade com o objetivo de identificar e eliminar plantas que apresentem 

sintomas do cancro cítrico. No Sul do Brasil (Estados do Paraná, Santa Catarina e 

Rio Grande do Sul) a erradicação de plantas doentes, e das suspeitas de infecção, 

não é obrigatória e é permitida a adoção de práticas de manejo da doença, como a 

pulverização com agentes cúpricos e implantação de cortinas quebra-vento (LEITE 

JÚNIOR; MOHAN, 1990). 

 

2.2.2.  Agente etiológico 

 

O cancro cítrico asiático ou cancrose A é a forma mais agressiva e propagada 

da doença. Esta doença é causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri 

(Xac), Gram-negativa, em forma de bastonete, aeróbica, e que possui um único 

flagelo polar. Em meio de cultura, apresenta colônias de formato côncavo de 

pigmentação amarela e aspecto viscoso devido à produção de polissacarídeos 

extracelulares (BEDENDO, 1995; BRUNINGS; GABRIEL, 2003). Esta bactéria 

desenvolve-se facilmente na maioria dos meios de cultura utilizados em 

microbiologia e é facilmente isolada do tecido vegetal infectado. Quando cultivada 
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em meio de cultura Ágar Nutriente apresenta colônias visíveis após dois ou três dias 

de incubação a 28º C (ROSSETTI; FEICHTENBERGER; SILVEIRA, 1981; 

CARDOSO, 2008).  

As condições ideais para o crescimento da bactéria são temperatura entre 28º 

e 30º C e umidade elevada. No ambiente, a Xac sobrevive por poucos dias em 

materiais inertes e por até três meses em solo. Entretanto, pode conservar-se viável 

por vários anos em tecidos do hospedeiro, mesmo após a queda destes ou quando 

estes se encontram desidratados (FEICHTENBERGER et al., 2005). 

Bactérias do gênero Xanthomonas tornaram-se modelos importantes para o 

estudo da interação planta-patógeno e para a compreensão de patogenicidade 

bacteriana e mecanismos de virulência (BÜTTNER; BONAS 2010). 

O sequenciamento do genoma completo da Xac isolado 306 possibilitou a 

identificação de um cromossomo circular, de 5.175.554 pares de base (pb), e de 

dois plasmídeos: pXAC33 (33.699 pb) e pXAC64 (64.920 pb). A anotação dos genes 

presentes no genoma possibilitou a identificação de alguns mecanismos que a Xac 

utiliza para a sua sobrevivência e para a infecção da planta hospedeira (DA SILVA et 

al., 2002). 

As bactérias fitopatogênicas modulam a expressão de seu arsenal de genes 

responsáveis pelos processos de infecção e virulência, que suplantam os 

mecanismos de defesa da planta, e propiciam um meio adequado para sua 

sobrevivência e multiplicação. Desta maneira, o estudo da interação planta-patógeno 

é um dos principais desafios para compreender os mecanismos moleculares que 

regulam esta interação (BUTTNER; BONAS, 2009). 

 

2.3.  Interação Planta-Patógeno 

 

As plantas desenvolveram uma completa rede de defesa contra 

microrganismos invasores patogênicos. O encontro entre células da planta e 

microrganismos iniciam uma série de respostas celulares dinâmicas na planta como 

reorganização do citoesqueleto, translocação de organelas, produção de enzimas 

hidrolíticas, de proteínas relacionadas à patogenicidade (PR), de peroxidases, de 
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inibidores de proteases e a deposição de calose, lignina e hidroxiprolina na parede 

celular e a resposta de hipersensibilidade (HR) (LINDGREEN et al., 1992; DANGL; 

JONES, 2001; STASKAWICK, 2001; LIPKA; PANSTRUGA, 2005).  

A resistência específica de hospedeiro, chamada de “effector-triggered 

immunity” (ETI), é baseada na interação específica entre efetores do patógeno e 

produtos de genes de resistência (genes R) da planta. De acordo com esta teoria, 

denominada de Teoria Gene a Gene (CUI et al., 2009), a resistência genética é 

controlada por um gene de resistência (R) na planta e um gene de avirulência (avr) 

correspondente no genoma bacteriano. O termo avirulência (avr) é definido para 

genes bacterianos que determinam o reconhecimento específico das bactérias por 

plantas que possuem os genes de resistência (R) correspondentes; tal interação é 

chamada de incompatível. Este reconhecimento leva à indução de reações de 

defesa que geralmente incluem a reação de HR (MOREL; DANGL, 1997; FRITIG et 

al., 1998; DANGL; JONES, 2001). Na ausência do gene R ou do correspondente 

avr, o reconhecimento não ocorre e o patógeno infecta a planta, o que caracteriza 

uma interação compatível (FLOR et al., 1971; FRITIG et al., 1998; STASKAWICZ, 

2001). Assim, o receptor de resistência possui duas funções: reconhecimento 

específico do patógeno e habilidade para sinalizar genes de resposta de defesa 

(ELLIS et al., 2000). 

A resposta HR é caracterizada por sintomas visíveis nas folhas da planta 

como morte celular localizada, lesões necróticas para limitar e conter o patógeno no 

local de infecção (MUR et al., 2008), modificações estruturais, produções de 

espécies reativas de oxigênio (EROS), acúmulo de proteínas relacionadas à 

patogênese (PR-Proteínas) em espaços intracelulares e a expressão dos fatores de 

transcrição que ativam os genes das plantas que caracterizam a resposta do 

hospedeiro (DAURELIO et al., 2013).  

Entretanto, se a planta é incapaz de reconhecer o patógeno ou não consegue 

ativar rapidamente as vias de defesa, como é o caso das plantas suscetíveis, a 

doença se instala e esta interação é conhecida como interação compatível 

(GREWAL et al., 2012). Nesse caso a interação Avr/R não ocorre (FEBRES et al., 
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2009; DOMINGUES et al., 2011) e se dá a multiplicação do patógeno às custas do 

hospedeiro (DAURELIO et al., 2013).  

O reconhecimento do patógeno pela planta hospedeira é resultante da 

evolução conjunta do hospedeiro e do patógeno (HAMMOND-KOSACK; JONES, 

1996). A maioria dos genes R codifica proteínas citoplasmáticas contendo um sítio 

de ligação de nucleotídeo (nucleotide binding site-NBS) e um domínio C-terminal rico 

em leucina (leucine rich reapets-LRR), razão pela qual são geralmente denominados 

de genes NBS-LRR (TOR et al., 2002). Alguns genes de resistência apresentam um 

terceiro domínio variável no N-terminal, com homologia aos receptores Toll e 

interleucina 1 (TIR), que são fatores envolvidos na imunidade inata em animais, ou 

um domínio coiled-coil (CC) (DEYOUNG; INNES, 2006). A análise das sequências 

de genes de resistência a doenças de plantas mostram que, apesar de conferirem 

resistência a patógenos diferentes tais como vírus, bactérias e fungos, os mesmos 

contém sequências similares e codificam peptídeos com semelhanças estruturais 

(KANAZIN et al., 1996). 

 Alguns trabalhos sugerem que várias vias metabólicas são estimuladas após 

a ativação do sistema imune PTI e ETI das plantas. As vias do ácido salicílico (SA), 

ácido jasmônico (JA) e do etileno resultam na ativação de fatores de transcrição de 

genes de defesa (DE SOUZA et al., 2009; AN; MOU., 2012). 

 A ativação dos mecanismos de defesa do hospedeiro pode acontecer tanto 

nas interações compatíveis quanto incompatíveis, variando, no entanto, na 

magnitude e velocidade para cada tipo de interação. Para compreender esses 

mecanismos do estabelecimento da interação planta-patógeno, estudos do 

transcriptoma em condições infectantes ajudam a prever papéis de genes individuais 

ou interações mais complexas de vias de sinalização e a interação entre elas 

(DAURELIO et al., 2013). Esta informação pode contribuir para o uso efetivo desse 

conhecimento no desenvolvimento de novos métodos para o controle das doenças. 
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2.4. Espécies reativas de Oxigênio (EROS) 

 

A interação entre os patógenos de plantas e seus hospedeiros é complexa. 

Esta complexidade surge como resultado de uma batalha evolutiva de longa data, na 

qual o patógeno tenta invadir e se multiplicar e a planta tenta reconhecer e defender-

se desta invasão. O agente patogênico deve, então, tomar medidas para evitar a 

detecção e o desencadeamento uma resposta por parte da planta, o que impediria a 

sua entrada nos tecidos da planta.  

Um processo bem caracterizado sobre a resposta de uma planta à invasão do 

patógeno é conhecido como o estresse oxidativo, o qual parece ter papel crucial nos 

estágios iniciais da indução das respostas da planta. As seguintes ações são 

atribuídas a ele: ação como sinalizador para outras respostas de defesa, 

participação em reações catalisadas por peroxidases que levam à polimerização de 

fenóis e a formações de lignina e de ligações cruzadas de glicoproteínas ricas em 

hidroxiprolina e ao fortalecimento da parede celular vegetal e toxidez direta sobre 

patógenos (LABANCA, 2002). 

As concentrações elevadas de espécies reativas de oxigênio (EROs), são 

produzidas na membrana plasmática nas imediações do agente patogénico (DOKE, 

1983; LAMB; DIXON, 1997; WOJTASZEK, 1997). Embora EROS são produzidas 

como parte do metabolismo normal, durante a fotossíntese como também na 

respiração celular (KIM et al., 1999), as concentrações produzidas pela planta após 

a invasão do patógeno aumentam muito (VANACKER et al., 1998), podendo 

manifestar-se tóxico para os patógenos invasores (PENG; KUC, 1992; LAMB; 

DIXON, 1997).  

Em bactérias, a maioria dessas espécies reativas de oxigênio é derivada da 

redução sequencial do oxigênio molecular catalisada por enzimas da cadeia 

transportadora de elétrons associadas à membrana (CABISCOL et al., 2000; CASH 

et al., 2007). A membrana das bactérias é sensível a radicais livres e, desse modo, o 

estresse oxidativo é considerado como parte das estratégias de defesa das plantas 

na limitação da colonização pelo patógeno invasor (ELSTNER, 1982). 
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Os tecidos da planta respondem a invasão por bactérias fitopatogênicas 

através da elevação da produção de H2O2 e superóxido e hidroxílicos que podem 

inibir o desenvolvimento da doença. A capacidade de bactérias fitopatogênicas se 

multiplicarem nos tecidos da planta pode ser, em parte, devido à capacidade de 

desintoxicar o meio ao redor do sítio de infecção da presença do H2O2, o qual, 

dentre os compostos de oxigênio, é o que penetra mais facilmente através da 

membrana, afetando uma série de processos celulares. 

 O provável candidato para modulação da ação de H2O2 é a enzima catalase, 

que converte H2O2 em H2O e O2. Para minimizar os efeitos danosos dessas espécies 

os organismos desenvolveram mecanismos capazes de combater as mesmas, 

denominado de sistema antioxidativo de defesa, que pode ser enzimático ou não 

enzimático. As defesas não-enzimáticas incluem compostos com propriedades 

antioxidante, os quais ajudam manter o ambiente redutor (CABISCOL et al., 2000), 

como o β-caroteno, α-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH), ácido 

ascórbico, NADPH e NADH. Já os mecanismos enzimáticos envolvem a superóxido 

dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), guaiacol peroxidase 

(GOPX, EC 1.11.1.7), glutationa redutase (GR, EC 1.6.4.2), glutationa S-transferase 

(GST, EC 2.5.1.18), dentre outras (GRATÃO et al., 2005). 

 

2.5.  PCR quantitativa em Tempo Real 

 

A PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR), devido à sua alta sensibilidade 

e reprodutibilidade, vem sendo muito utilizada com a finalidade de quantificar níveis 

de expressão de um determinado gene.  

Na técnica qRT-PCR, diferentemente da técnica de PCR convencional, não é 

necessário a análise do produto de PCR através de eletroforese em gel de agarose 

ou poliacrilamida após o último ciclo de amplificação (PELT-VERKUIL et al., 2008). 

Os produtos da PCR em tempo real podem ser mensurados a cada ciclo e este 

monitoramento é feito durante a fase exponencial de amplificação, e com isso, pode-

se definir a quantidade inicial do alvo com grande precisão (AHMED, 2002). Para 

isso, a técnica utiliza corante (sistema de detecção) que se associa à amplificação 
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do gene alvo e emite fluorescência, que aumenta em proporção direta ao número de 

moléculas de produtos de PCR (fragmentos) gerados (BUSTIN; NOLAN, 2004; 

WONG; MEDRANO, 2005). Os sistemas de detecção mais utilizados são o SYBR® 

Green e o TaqMan® (APPLIED BIOSYSTEMS).  

O sistema SYBR® Green, possui capacidade de se ligar à fita dupla de DNA 

de forma covalente e emitir uma fluorescência que é medida e convertida numa 

quantidade de DNA (MACKAY et al., 2007), enquanto o sistema TaqMan® utiliza 

uma sonda fluorescente que se liga à sequência alvo, a qual tem total 

complementaridade, e que permite a detecção de um produto específico, conforme 

este se acumula durante os ciclos da PCR (PELT-VERKUIL et al., 2008). A principal 

diferença entre os dois sistemas é que o SYBR® Green se intercala por todo o DNA 

fita dupla, inclusive produtos inespecíficos da reação e, por isso, é necessário que 

as reações sejam otimizadas para a obtenção de resultados precisos.  

A qRT-PCR pode ser realizada por meio de duas técnicas: quantificação 

absoluta ou quantificação relativa. O ensaio de quantificação absoluta descreve um 

experimento de qRT-PCR no qual amostras de quantidades conhecidas são diluídas 

em série e em seguida, amplificadas para gerar uma curva padrão. As amostras 

desconhecidas são então quantificadas por comparação com essa curva. Essa 

técnica permite que se saiba o número exato de cópias do DNA ou RNA alvo em 

uma determinada amostra biológica (MA et al., 2006; PELT-VERKUIL et al., 2008). 

Em um experimento de quantificação relativa por qRT -PCR, a expressão de um 

gene de interesse é comparada entre duas amostras diferentes (amostra sob algum 

tipo de tratamento comparada às amostras sem tratamentos). Para isto, são 

necessários genes de referência. Segundo Robinson e colaboradores (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. Recomenda-se utilizar mais de um gene de referência, como 

forma de controlar possíveis valores discrepantes e grandes diferenças entre os 

genes (VANDESOMPELE et al., 2002). No presente trabalho fizemos as 

quantificações relativas, utilizando genes de referência cuja expressão não foi 

alterada pelas condições experimentais. 
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1. Objetivo geral 

 

Este trabalho teve como objetivo analisar a expressão gênica da bactéria 

Xanthomonas citri subsp. citri, agente causal do cancro cítrico, quando inoculada em 

dois hospedeiros de citros contrastantes quanto à susceptibilidade ao cancro cítrico: 

laranja doce „Pêra Rio‟ (Citrus sinensis L. Osbeck), menos suscetível, e lima ácida 

„Galego‟ (Citrus aurantifolia Swingle), altamente suscetível ao cancro cítrico, aos 48 

e 72 horas após a infecção.   

 

3.2. Objetivos específicos  

 

 Analisar e identificar, através de ferramentas de bioinformática, os genes 

diferencialmente expressos quando a bactéria infecta laranja doce „Pêra Rio‟, menos 

suscetível ao cancro cítrico, nos tempos iniciais de 48 e 72 horas após a inoculação 

da bactéria; 

 

 Analisar e identificar, através de ferramentas de bioinformática, os genes 

diferencialmente expressos quando a bactéria infecta lima ácida „Galego‟, altamente 

suscetível ao cancro cítrico, nos tempos iniciais de 48 e 72 horas após a infecção;  

 

 Analisar as alterações no estresse oxidativo que ocorre nas plantas hospedeiras 

em resposta à presença do patógeno; 

 

 Integrar as informações obtidas e os dados da literatura de modo a ser capaz de 

estabelecer hipótese(s) sobre os mecanismos moleculares utilizados pela bactéria 

para sobrepujar os mecanismos de defesa de hospedeiros citros com diferentes 

níveis de suscetibilidade ao cancro cítrico.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1.  Material vegetal e estirpe bacteriana 

 

Os experimentos foram conduzidos com plantas de laranja doce „Pêra Rio‟ 

(Citrus sinensis L. Osbeck) e de lima ácida „Galego‟ (Citrus aurantifolia Swingle), 

com idades de aproximadamente três anos, enxertadas em limão Cravo e cultivadas 

em vasos de doze litros. As mudas, livres de patógenos, foram adquiridas do viveiro 

Frutabella, localizado em Limeira - SP, e foram cultivadas em casa-de-vegetação. 

Para a realização dos experimentos, as plantas foram podadas e, após 60 dias, 

foram selecionadas as que apresentaram tamanho uniforme de expansão foliar em 

folhas jovens. 

Neste estudo foi utilizada a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), 

isolado 306, do estoque do Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular da 

FCAV/UNESP, mantido à temperatura ambiente em frascos contendo água de 

torneira estéril. Este é o mesmo isolado sequenciado pelo projeto Genoma/FAPESP 

(DA SILVA et al., 2002). 

 

4.2. Curva de crescimento e avaliação dos sintomas 

 

Para a preparação do inóculo, a bactéria Xac 306 armazenada em água de 

torneira estéril foi plaqueada em placa de Petri contendo meio de cultura sólido Ágar 

Nutriente NA (5 g de peptona, 3 g de extrato de carne, 15 g de ágar, q.s.p 1000 mL 

com água destilada) e cultivada em estufa a 28 °C por 72 horas. Uma colônia isolada 

foi repicada para outra placa de Petri contendo o mesmo meio de cultura e, após o 

crescimento a 28 °C, por 72 horas, a massa de células foi coletada e diluída em 

tampão fosfato estéril (0,1 M, pH 7,0) em tubo Falcon estéril de 50 mL. A suspensão 

foi ajustada inicialmente para uma densidade ótica (DO) igual a 0,3 a 600nm 

(DO600nm = 0,3), equivalente a 108 unidades formadoras de colônia por mL 

(UFC/mL), após o que foi ajustada para uma concentração de 106 UFC/mL por meio 

de diluição seriada. 
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A suspenção bacteriana de 106 UFC/mL foi inoculada nas folhas através do 

método de infiltração por pressão, com uso de uma seringa hipodérmica sem 

agulha. As inoculações foram feitas em quatro pontos por folha. Foram utilizadas 

três plantas (repetição biológica) por hospedeiro e inoculadas 20 folhas por planta. 

As folhas inoculadas foram coletadas aos 0, 1, 3, 6, 10, 15 e 20 dias após a 

inoculação.  

Para cada tempo de coleta, quatro discos foliares com 1 cm de diâmetro 

foram recuperados do ponto de inoculação de cada hospedeiro. Imediatamente, o 

tecido vegetal foi macerado em 1 mL de tampão fosfato estéril (0,1 M, pH 7,0), 

seguido por uma diluição seriada de 10 vezes. Uma alíquota de 50 µL de cada 

diluição foi plaqueada em meio NA com auxílio de um plaqueador em espiral 

(Autoplate 4000, Spiral Biotech). As placas foram mantidas em estufa a 28 ᵒC por 72 

horas, após o que foi feita a contagem de unidades formadoras de colônias (UFC). 

Os pontos inoculados foram fotografados para a caracterização dos sintomas. 

Durante todo o experimento as plantas inoculadas foram mantidas em ótimas 

condições de temperatura (28 C) e luminosidade (fotoperíodo de 12/12 horas de 

luz/escuridão) em um laboratório de segurança para a manipulação e inoculação de 

Xanthomonas citri subsp. citri em plantas cítricas. Este local, pertencente ao 

Laboratório de Bioquímica e de Biologia Molecular (LBM) da FCAV/UNESP, possui 

um sistema de filtragem absoluta de ar (filtros EPA), além de possuir antecâmara e 

pressão negativa, evitando, dessa maneira, o escape do organismo fitopatogênico 

para o meio ambiente.  

 

4.3.  Extração de RNA total de Xac 

 

As folhas de laranja doce „Pêra Rio‟ e lima ácida „Galego‟ foram inoculadas 

com suspensão bacteriana em água estéril na concentração de 108 UFC/mL (OD600 

= 0,3). A suspensão bacteriana foi infiltrada em folhas jovens (30-60 folhas por 

planta) por todo o limbo foliar utilizando o método de infiltração por pressão, como 

descrito no item anterior.  
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O experimento foi conduzido em triplicata biológica para ambos os 

hospedeiros de citros nos tempos de 48 e 72 horas após a inoculação (hai) com 

Xac. Como controle (Xac em estágio não infectante) foi utilizada Xac cultivada em 

meio de cultura NA por 72 horas a 28 °C. Após 48 e 72 hai, as folhas inoculadas 

foram coletadas e foi feito um pool das triplicatas biológicas para cada hospedeiro de 

citros. Logo após a coleta, as folhas foram cortadas em tiras bem finas, com lâmina 

de bisturi estéril, e imersa em água bi-destilada gelada e esterilizada por 

autoclavagem, seguido de agitação suave por 20 minutos, em banho de gelo, para 

exsudação da bactéria. Os restos foliares foram separados por filtração em gaze 

estéril e as células bacterianas exsudadas foram recuperadas por centrifugação a 

9000 xg por 10 minutos a 4 °C. A extração do RNA total das amostras de Xac, tanto 

da bactéria exsudada das folhas quanto da cultivada em meio de cultura sólido 

(controle), foi realizada com o “kit RNeasy Protect Bacteria Mini” (QIAGEN) conforme 

as recomendações do fabricante.  

 

4.4.  Concentração, pureza e integridade do RNA Total extraído 

 

A determinação da concentração e pureza do RNA foi realizada através da 

determinação da absorbância no espectrofotômetro NanoDrop 1000 

Spectrophotomether (Thermo Fischer Scientific, Santa Clara, CA, EUA, 2007), nos 

comprimentos de ondas de 260, 280 e 230 nm. O valor de absorbância a 260 nm foi 

utilizado para determinar a concentração (ng/µL), a razão A260nm/A280nm foi 

utilizada para avaliar contaminação por proteínas e a razão A260nm/A230nm foi 

avaliada para avaliar a presença ou ausência de compostos aromáticos (como fenol) 

ou de contaminantes como carboidratos e peptídeos. As preparações que 

apresentam razão A260nm/A280nm entre 1,8 a 2,0 e razão A260nm/A230nm acima 

de 2,0 são consideradas de boa qualidade (SAMBROOK et al., 1989).  

A concentração de preparações de RNA pode ser estimada pelo valor da 

absorbância a 260nm, sendo que valor de A260nm igual a 1,0 corresponde a uma 

solução com concentração igual a 40 µg/mL (SAMBROOK et al., 1989). Entretanto, 

se houver presença de DNA na solução ou de outros compostos que absorvam luz a 
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260nm, esta concentração estará sobrestimada. Portanto, o melhor método para se 

determinar a quantidade de RNA em uma solução e se há ou não a presença de 

DNA contaminante na mesma é através de métodos fluorimétrico, utilizando 

fluoróforos específicos que se ligam à fita simples ou dupla de ácido nucleico. Assim, 

a quantificação do RNA nas amostras foi feita no aparelho Qubit 2.0 Fluorometer 

(Invitrogen) utilizando o kit Qubit RNA BR Assay (Invitrogen) e, para averiguar 

possível contaminação com DNA, foi utilizado o kit Qubit dsDNA HS Assay 

(Invitrogen), que identifica quantidades de DNA de dupla fita presentes nas amostras 

em uma faixa de 0,2 a 100 ng. 

A qualidade do RNA total foi verificada através do aparelho Agilent 2100 

Bioanalyzer  (Agilent, Santa Clara, CA, EUA, 2009), utilizando o kit Agilent RNA 

6000 Nano Chips (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). Assim, pode ser gerado um 

relatório através do programa 2100 Expert Software (Agilent, Santa Clara, CA, EUA, 

2009), no qual, a integridade do RNA pode ser visualizada através de um 

eletroferograma. Para que o RNA seja considerado íntegro, o eletroferograma deve 

apresentar dois picos bem definidos referentes às subunidades de RNA ribossomal 

23S e 16S, com uma razão 23S:16S de 2:1. Caso haja degradação, esses picos 

diminuem sua amplitude e outros picos ficam evidentes, correspondendo a 

fragmentos de RNA degradados. Além disso, o relatório apresenta o Número de 

Integridade do RNA (RIN), que varia de 1 a 10, sendo 1 o resultado de um RNA 

totalmente degradado e 10 o resultado de um RNA completamente intacto 

(SCHROEDER et al., 2006). 

 

4.5. Sequenciamento RNA-Seq 

 

O sequenciamento RNA-seq de Xac infectando laranja doce „Pêra Rio‟ e lima 

ácida „Galego‟ foi realizado anteriormente no laboratório. Neste trabalho foram 

analisados os dados obtidos. Tendo em vista que a descrição de como foi obtido o 

material para sequenciamento, a montagem do banco de dados e as análises 

realizadas, estas etapas serão descritas a seguir.  
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Para o sequenciamento dos RNAs mensageiros (mRNA) de Xac em estágio 

infectante (48 h e 72 h após infecção de laranja doce „Pêra Rio‟ e lima ácida 

„Galego‟) e não infectante (crescimento em meio de cultura NA por 72 horas a 28 

°C), foi utilizado o kit TruSeq RNA Sample Preparation v2 (Illumina Inc., San Diego, 

Ca, USA) seguindo as recomendações do fabricante. O mRNA foi fragmentado, 

seguido da síntese da primeira e segunda fita de cDNA, reparo das extremidades e 

ligação dos adaptadores. Em seguida foi realizada a etapa de clusterização 

utilizando o Kit TruSeq™ SR Cluster Kit v3 (Illumina Inc., San Diego, Ca, USA) e o 

aparelho cBot (Illumina Inc., San Diego, Ca, USA). Após o processo de 

clusterização, os “clusters” presentes na “flow cell” foram sequenciados na Facility 

de sequenciamento da FCAV/UNESP utilizando a plataforma HiScanSQ System 

Illumina, seguindo as instruções do fabricante para sequenciamento de fragmentos 

do tipo pairedend de 50 pb em cada extremidade. 

 

4.6. Análise dos transcriptomas nas duas interações de Xac com citros 

 

Para o estudo do transcriptoma de Xac foi realizada uma análise de 

expressão diferencial durante os tempos de 48 e 72 horas após a infecção em citros. 

Na construção do banco de dados de transcriptoma de Xac foi utilizado como 

referência o genoma completo da bactéria e seu transcriptoma previamente anotado 

e disponível no NCBI. Utilizando a ferramenta Bowtie2, os fragmentos sequenciados 

durante cada um dos tempos por RNA-Seq foram filtrados e alinhados contra o 

genoma de referência (LANGMEAD et al., 2012). A identificação dos genes e o 

cálculo normalizado de expressão gênica foram feitos com o software Cufflinks 

(TRAPNELL et al., 2010). Com os dados normalizados, foram realizados os cálculos 

dos Fold-change, Log base 2 do Fold-change e a significância estatística (p-valor). O 

Fold-change indica a variação de expressão normalizada entre duas amostras 

(controle e inoculada). No presente trabalho os genes considerados diferencialmente 

expressos (GDEs) foram aqueles que apresentaram significância estatística (p-valor) 

menor ou igual a 0,05. Além do p-valor, foi adotado o valor de alteração absoluta 

(Fold-change) de pelo menos duas vezes (≥2 ou ≤0,5) para considerar um transcrito 
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induzido ou reprimido. Os transcritos com uma expressão maior no tecido infectado 

de duas vezes ou mais (Fold-change ≥ 2) foram denominados genes induzidos e os 

transcritos com uma expressão maior no controle de duas vezes ou mais (Fold-

change ≤0,5) foram denominados genes reprimidos. 

 

4.7. PCR Quantitativa em Tempo Real (qRT-PCR) 

 

4.7.1. Síntese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) 

 

Fleige e Pfaffl (2006) sugerem que, na qRT-PCR, a eficiência da PCR em 

geral não é afetada pela integridade do RNA e recomendam um RIN superior a cinco 

como de boa qualidade e maior do que oito como perfeito para esta aplicação. No 

presente trabalho, as amostras de RNA utilizadas para análise por qRT-PCR 

apresentavam RIN entre 5.1 e 8. 

Para a síntese da primeira fita de cDNA, realizada com o RevertAid H Minus 

First Strand cDNA Synthesi kit (Thermo Fisher Scientific), segundo as instruções do 

fabricante, foi utilizada a concentração final de 1 µg de RNA total para cada amostra. 

Após a síntese, o cDNA foi quantificado utilizando o valor da A260nm obtida no 

NanoDrop 1000 Spectrophotomether (Thermo Fisher Scientific) e estocado a -80 °C. 

 

4.7.2. Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores 

 

As sequências de nucleotídeos das ORFs alvo (XAC0907, XAC0416, 

XAC0397, XAC0435, XAC1211, XAC1301, XAC2336, XAC2337 e XAC2922) foram 

obtidas no GenBank (NCBI) e submetidas ao programa Repeat Masker 

(www.repeatmasker.org/) a fim de “mascarar” as sequências de nucleotídeos com 

repetições e sequências de baixa complexidade, substituindo-as pela letra N, 

possibilitando assim, a obtenção de pares de oligonucleotídeos adequados. Após 

este processo estas sequências foram submetidas ao programa Primer Express v.3 

(Applied Biosystems) e foram selecionados os pares que apresentaram menores 

valores de penalidade. Os oligonucleotídeos adequados para a qRT-PCR devem 
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amplificar uma região de 50 a 150 pb, possuir de 30 a 80% de C e G, ter uma 

variação de Tm de 58 a 60 °C e não conter mais do que duas bases C e/ou G na 

extremidade 3‟ (APPLIED BIOSYSTEMS, 2001). Todos os oligonucleotídeos 

selecionados foram alinhados ao genoma da Xac selvagem utilizando o algoritmo 

BLASTn (NCBI), e foram escolhidos os pares que apresentaram um menor grau de 

similaridade com outras partes do genoma, de modo a evitar resultados falso 

positivos. Os oligonucleotídeos iniciadores dos genes de referência gyrB e rpoB 

foram os descritos no trabalho de Jacob (2011) (Tabela 1). Tais genes são 

indispensáveis para o experimento, pois são normalizadores de dados, tendo a sua 

expressão constante em qualquer estágio de desenvolvimento da Xac e em 

qualquer condição ambiental (JACOB et al., 2011).  

 
 

Tabela 1. Sequência dos iniciadores dos genes alvos e de referência e suas 
respectivas identificações no NCBI e tamanho dos fragmentos gerados. 

Gene XAC ID* 
Identificação 

no NCBI 
Iniciadores (5’- 3’)** 

Tamanho do 
Fragmento 

(pb) 

gyrB XAC0004 1154075 
D: CGTCCCGGCATGTATTCG 

R: ACCACCTCGAACACATGTGA 
67 

rpoB XAC0965 1155036 
D: GGATTCCTATCGCGAATTCCT 

R: TGTAGCTGGAAATCGGGAACA 
103 

hrpE XAC0397 1154468 
D: ACGAGGCCCAGAAGTCCAT 

R: CCACGTTGAAGTCCAGATCATTT           
66 

hpa1 XAC0416 1154487 
D: GCAGCAGGCCGGTCAGT 

R: TTCATCAGCATCTGGGTGTATTG 
57 

virK XAC0435 1154506 
D: ATGCCACGTCTTGTTCCTG 

R: GTGCTCACACTGACATCG 
138 

ahpC XAC0907 1154978 
D: GCGTTCGGCGTGCATATT 

R: CCTTCCGGATTGATGATGAAG 
564 

katE XAC1211 1155282 
D: AGCTTCCGTTTCCTCAATGA 

R: GACGCCAATGGAATTTGAC 
2112 

katG XAC1301 1155372 
D: GGAATCGATGGGCTTGAAGA 

R: GGCCCCAGTACAGATCCTGAT 
2247 

cydA XAC2336 1156407 
D: TGGCGATCGAGGGACTGA 

R: GCGATTCCAGCCAAGAAAGA 
1623 
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cydB XAC2337 1156408 
D: GTTGTTCGTCGGCGGTTT 

R: GTGTAGAACGTGCGCATGCT 
1152 

HrpW XAC2922 1156993 
D: GGCGGACACACCGACATC 

R: TGCCTTTCAGGGTGGAGTCTT 
58 

*Número da ORF (Open Reading Frame) correspondente ao gene no genoma da Xac, como descrito na 

anotação original. 
**D: iniciador direto (forward); R: iniciador reverso (reverse) 

 

4.7.3. Titulação dos oligonucleotídeos iniciadores 

 

A etapa de titulação dos oligonucleotídeos é importante para garantir a 

amplificação apenas do fragmento de interesse, eliminando possíveis dímeros e 

produtos inespecíficos. Este procedimento é necessário devido ao uso do fluoróforo 

Sybr Green (Applied Biosystems), um intercalante de DNA. Na titulação foi fixada 

uma concentração de cDNA de 160 ng e foram testadas concentrações próximas 

àquelas indicadas no manual do fabricante (Real Time PCR Handbook, disponível 

em www.lifetechnologies.com). Para cada reação foram realizadas 3 réplicas 

técnicas nas concentrações de oligonucleotídeos diretos e reversos (100, 300 e 600 

nM), totalizando 9 condições (Tabela 2). Além disso, realizou-se também três 

réplicas do controle negativo (água no lugar do cDNA) utilizando as mesmas 

concentrações de oligonucleotídeos diretos e reversos. 

 

Tabela 2. Diferentes concentrações dos oligonucleotídeos iniciadores utilizadas nas 
titulações. 

 

Iniciadores 

Reversos (nM) 

Iniciadores Diretos (nM) 

     100   300   600 

100 100/100 100/300 100/600 

300 300/100 300/300 300/600 

  600 600/100 600/300 600/600 

 

As reações, foram realizadas no aparelho Applied Biosystems 7500 Real-

Time PCR utilizando-se o kit SYBR Green Power Master Mix (Applied Biosystems, 

http://www.lifetechnologies.com/
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Foster, CA, USA). Cada reação consistiu em 6,5 µL de Syber Green; 1,25 µL de 

iniciador direto, 1,25 µL de iniciador reverso; 1 µL do pool de cDNA dos controles 

das duas cultivares analisadas (20 ng) e água ultra pura para um volume final de 

12,5 µL. A placa foi inserida no equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied 

Biosystems) e submetida ao seguinte ciclo de amplificação: 50 °C por 2 minutos, 95 

°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundo e 60 °C por 1 

minuto. Os resultados gerados foram analisados através do programa 7500 software 

v 2.0.6 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA, 2011). 

 

4.7.4. Curva Padrão e eficiência da amplificação da PCR 

 

Após o estabelecimento da concentração de oligonucleotídeos iniciadores 

mais adequada para o experimento, foi realizada a construção de uma curva padrão 

para cada gene alvo e de referência, a fim de verificar a eficiência de amplificação 

das reações. Esta curva é necessária para a verificação da especificidade do 

oligonucleotídeo à molécula alvo e identificação de possíveis contaminações na 

reação, já que o SYBR Green se liga inespecificamente a qualquer molécula de DNA 

de fita dupla. A eficiência de amplificação de cada gene foi calculada por meio da 

construção de uma curva de diluição em série dos cDNAs das amostras controle e 

inoculada, com 7 pontos (80 ng, 40 ng, 20 ng, 10 ng, 5 ng, 2,5 ng e 1,25 ng). Foram 

determinados 7 pontos de diluição para que houvesse uma margem de segurança, 

sendo que a eficiência de amplificação pode ser calculada com o mínimo de 5 

pontos. Os resultados de todas as curvas padrão foram analisados no mesmo 

programa Applied Biosystems 7500 real-time PCR, sendo consideradas eficientes 

aquelas reações que apresentaram valores de R2 igual a 0,99 (pipetagem precisa) e 

EFF%: 90 a 110% (eficiência aceitável) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2012). 
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4.7.5. Método do Ct Comparativo (ΔΔ Ct) 

 

A quantificação da expressão dos genes de Xac foi realizada através do 

método do Ct Comparativo (ΔΔCt). O Ct (threshold cycle) representa o número do 

ciclo no qual o sinal fluorescente da reação cruza o limiar (threshold) onde é 

detectado um aumento estatisticamente significativo no sinal detectado em relação 

ao sinal de linha de base. O Ct é usado para calcular o número inicial de cópias de 

DNA, sendo inversamente proporcional à quantidade inicial de DNA alvo. Ou seja, 

quanto menor o Ct, maior a expressão do gene em questão. As reações de 

amplificação foram feitas como descrito no item 4.7.3., utilizando desta vez a 

concentração de cDNA definida como ideal na análise da curva padrão (40 ng). 

Cada placa continha todas as amostras (controle e inoculada), assim como todos os 

genes (referência e alvo), controles negativos e triplicatas técnicas. Os resultados 

foram analisados através do programa Expression Suite Software v1.0.3 (Applied 

Biosystems, Foster, CA, USA). 

 

4.7.6. Análises estatísticas dos dados 

 

Os dados gerados após a realização da quantificação pelo programa 7500 

v 2.0.6 (Applied Biosystems) foram exportados para o programa Expression suíte a 

fim de normalizar os genes de referência. A normalização foi feita analisando os 

valores ou pontuações (Score) gerados por este programa, que são medidas de 

estabilidade da expressão de um gene de referência comparado aos outros, sendo 

considerados satisfatórios valores menores que 1,5 (EXPRESSION SUIT 

SOFTWARE HELP, 2012; VANDESOMPELE et al., 2002). Os dados obtidos foram 

analisados de uma maneira relativa, utilizando a metodologia do 2-ΔΔCt. O método de 

análise proporciona os resultados em relação ao ΔCt de um gene normalizador. 

Para cada tratamento (inoculada e controle) foi obtido o valor de Ct, tanto para o 

gene alvo quanto para o de referência. Este valor representa o ponto em que o sinal 

de amplificação foi detectado. O valor do Ct do gene alvo foi subtraído do valor da 

média do Ct dos três genes de referência para ajustar a reação nos diferentes 
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tratamentos e em cada hospedeiro analisada, sendo obtido o valor de ΔCt. O valor 

de ΔCt de cada gene alvo do tratamento (planta inoculada) foi subtraído do valor do 

ΔCt da amostra controle (calibrador – planta controle) para cada hospedeiro 

analisada, tendo-se o valor de ΔΔCt. Este valor foi então utilizado para o cálculo do 

nível de expressão, onde o número 2 representa a somatória da eficiência do gene 

alvo e do gene de referência, considerando que ambos os genes possuem 100% de 

eficiência. 

 

4.8. Peroxidação Lipídica 

 

A peroxidação lipídica em folhas de laranja doce „Pêra Rio‟ e lima ácida 

„Galego‟, inoculadas e não inoculadas com Xac, foi determinada pela estimativa do 

conteúdo de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) seguindo o 

método de Heath e Packer (1968), com modificações. Assim, em três réplicas 

biológicas, foram coletados 300 mg de material vegetal e macerados em 2,0 mL de 

ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v), contendo aproximadamente 20% de 

polivinilpolipirrolidona (PVPP). Após a perfeita homogeneização o extrato foi 

centrifugado a 11.780 xg, a 4°C por 15 min. A um volume de 250 µL do 

sobrenadante adicionou-se 1 mL de solução contendo TCA 20% (p/v) e ácido 

tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (p/v). As amostras foram mantidas por 30 minutos a 95 °C 

e, em seguida, transferidas para banho de gelo. Após o completo resfriamento, as 

amostras foram centrifugadas a 11.780 xg, a 4 °C por 10 minutos, com o intuito de 

separar qualquer resíduo sólido formado durante o aquecimento e também clarear 

as amostras. As leituras foram realizadas, em triplicata, em espectrofotômetro Perkin 

Elmer – Lambda 40, a 535 e 600 nm. A determinação do equivalente da 

concentração de malondialdeído (MDA) foi calculada utilizando o coeficiente de 

extinção molar de 155 mM.cm1. Os resultados foram expressos em nmoles de 

MDA/mg de MF (Matéria Fresca). 
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4.9. Quantificação de peróxido de hidrogênio (H2O2)  

 

A determinação dos níveis de peróxido de hidrogênio (H2O2) em folhas de 

laranja doce „Pêra Rio‟ e lima ácida „Galego‟, inoculadas e não inoculadas com Xac 

foi realizada segundo o protocolo de Alexieva e colaboradores (2001). As amostras 

frescas foram maceradas com 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) 0,1%. Após a 

perfeita homogeneização, foram centrifugadas a 11.780 xg, a 4°C por 15 minutos. 

Do sobrenadante, foram retirados 200 L aos quais foram adicionados 200 L de 

tampão fosfato de potássio 100 mM (pH 7,5) e 800 L de solução 1 M de iodeto de 

potássio. As amostras foram mantidas no gelo e permaneceram no escuro durante 

uma hora. Após este período, as amostras foram retiradas do gelo e mantidas em 

temperatura ambiente para estabilização da reação e, em seguida, foram realizadas 

as leituras, em triplicatas, em espectrofotômetro Perkin Elmer – Lambda 40, a 390 

nm. Os resultados foram expressos em μmol/g de MF (Matéria Fresca). Os dados 

foram analisados pelo teste de Tukey a 5% (Assistat 7.6 Beta) para verificar se havia 

diferença estatística entre os mesmos. 

  
 

5. RESULTADO E DISCUSSÃO 

 
 

5.1. Curva de crescimento e avaliação dos sintomas de Xac em laranja doce 

‘Pêra Rio’ e lima ácida ‘Galego’ 

 

O uso de plantas com genótipos contrastantes em relação a um dado 

patógeno (estresse biótico) é uma estratégia efetiva para o estudo dos mecanismos 

moleculares envolvidos na interação, tendo já sido utilizada com sucesso para o 

cancro cítrico (FU et al., 2012). Entretanto, apenas as respostas das plantas foram 

analisadas. No presente trabalho foram analisadas as respostas do patógeno.  

Em pesquisas anteriores foi demonstrado que o hospedeiro laranja doce „Pêra 

Rio‟ é menos suscetível à doença cancro cítrico, enquanto que o hospedeiro lima 

ácida „Galego‟ é altamente suscetível (LEITE JUNIOR, 1990; TAZIMA et al., 2008). 
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Para confirmar os níveis de suscetibilidade ao cancro cítrico dos hospedeiros 

utilizados neste trabalho, foi realizada a avaliação do crescimento de Xac em folhas 

inoculadas com suspensão bacteriana por meio de infiltração por pressão.  

A curva de crescimento de Xac nas plantas de laranja doce „Pêra Rio‟ e lima 

ácida „Galego‟ aos 0, 1, 3, 6, 10, 15 e 20 dias após a inoculação (DAI), revelou que a 

bactéria se multiplica de maneira semelhante em ambos os hospedeiros até o 3° 

DAI. Entretanto, no 6º DAI, na laranja doce „Pêra Rio‟ o valor de log foi 5,6, enquanto 

que na lima ácida „Galego‟ o valor de log foi 6,4 (Figura 2), demostrando um 

aumento que persistiu até o último dia de coleta. Assim, pode-se sugerir que no 

hospedeiro laranja „Pêra Rio‟, tida como menos suscetível, os mecanismos de 

defesa ativados pela planta são mais eficientes em conter a bactéria do que aqueles 

ativados pelo hospedeiro lima ácida „Galego‟, altamente suscetível. Esta diferença 

pode estar relacionada tanto à velocidade e/ou intensidade da resposta como à 

diferença nos mecanismos ativados, uma vez que nos dois hospedeiros a barreira 

física de entrada da bactéria foi sobrepujada pela inoculação por pressão. 

 

 

Figura 2. Curva de crescimento de Xac nos hospedeiros laranja doce „Pêra Rio‟ e 
lima ácida „Galego‟ até o 20° dia após a inoculação. Valores em Log10 UFC/mL.  
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Além da curva de crescimento, os sintomas ocasionados por Xac nas folhas 

dos dois hospedeiros foram documentados (Figura 3).  No hospedeiro lima ácida 

„Galego‟, aos 6 dias após a inoculação (DAI) já começaram a aparecer os primeiros 

sintomas de cancro, com o surgimento de lesões bem visíveis, enquanto no 

hospedeiro laranja doce „Pera Rio‟ quase não aparece a manifestação da doença 

neste período. Transcorridos 25 DAI, nas folhas de lima ácida „Galego‟ os sintomas 

evoluíram e as lesões espalharam-se rapidamente pelo tecido foliar, aumentando de 

diâmetro e tornando-se mais escuras, com aspecto corticoso e saliente; já nas folhas 

do hospedeiro laranja doce „Pera Rio‟  os sintomas ficaram mais contidos, restritos 

ao ponto de inoculação, demonstrando menor multiplicação e propagação da 

bactéria (Figura 3). 

 

Figura 3. Comparação dos sintomas de cancro cítrico em ambos os hospedeiros 

aos 6, 11, 16 e 25 dias após inoculação com suspensão de Xac a 106 UFC/ml. 
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5.2. Análise do transcriptoma da Xac infectando laranja doce ‘Pêra Rio’ ou 

lima ácida ‘Galego’ 

  

Durante o seu trabalho de Dissertação de Mestrado no Laboratório de 

Bioquímica e Biologia Molecular (LBM), Cavallini (2013), utilizou a técnica de RNA-

seq para analisar o transcriptoma de laranja doce „Pêra Rio‟ e lima ácida „Galego‟, 

infectadas por Xanthomonas citri subsp. citri. No presente trabalho está sendo 

analisado o transcriptoma da Xac. 

A anotação inicial do genoma da Xac identificou 4.543 genes (DA SILVA et 

al., 2002). Estes 4.534 genes de Xac foram utilizados como referência para analisar 

os transcritos encontrados nos transcriptomas de Xac, oriundos das bibliotecas de 

cDNA sequenciadas. Um total de aproximadamente 121 milhões de fragmentos 

foram gerados a partir de sequências de 50 pares de base obtidas de 5 bibliotecas 

de cDNA construídas a partir de mRNA de Xac: cultivada em meio de cultura sólido 

AN (amostra controle – XC), inoculada e exsudada de folhas do hospedeiro menos 

suscetível laranja doce „Pêra Rio‟ 48 e 72 horas após a inoculação (XPR48 e 

XPR72) e inoculada e exsudada de folhas do hospedeiro altamente suscetível lima 

ácida „Galego‟ 48 e 72 horas após a inoculação (XLG48 e XLG72) (Tabela 3). O 

tratamento dos dados removeu de 7 a 11% das sequências, mas mantendo ainda 

uma grande cobertura de sequenciamento. Para todas as bibliotecas, o 

alinhamento contra o genoma de Xac foi de 100% para as sequências obtidas 

(Tabela 3). 
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Tabela 3. Dados gerados pelo sequenciamento RNA-Seq (Illumina). 

Biblioteca de 
cDNA 

Número de 
fragmentos com 

50 pb 

Cobertura* 
(número de vezes) 

Sequências 
alinhadas com o 

genoma da Xac (%) 

   XC 17.804.274 168,78 100 

XPR48 16.184.319 153,43 100 

XPR72 14.443.283 136,93 100 

XLG48 19.473.518 184,61 100 

XLG72 14.916.362 141,41 100 

XC: Xac cultivada em meio de cultura sólido NA; XPR48 e XPR72: Xac inoculada e exsudada de folhas do 
hospedeiro menos suscetível laranja doce „Pêra Rio‟ 48 e 72 horas após inoculação, respectivamente; XLG48 e 
XLG72: Xac inoculada e exsudada de folhas do hospedeiro altamente suscetível lima ácida „Galego‟ 48 e 72 
horas após inoculação, respectivamente. 
*Calculada a partir do tamanho do genoma da Xac, que é de 5.274.173 pb (DA SILVA et al., 2002). 

 

5.3. Expressão gênica global e temporal de Xac inoculada em laranja doce 

‘Pêra Rio’ e lima ácida ‘Galego’ 

 

A expressão gênica apresentada por Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) na 

interação com os hospedeiros laranja doce „Pêra Rio‟ e lima ácida „Galego‟ foi 

avaliada pela tecnologia RNA-Seq. Foram considerados genes diferencialmente 

expressos (GDEs) aqueles que atendiam as condições descritas item no 4.6. No 

hospedeiro laranja doce „Pêra Rio‟, Xac apresentou 80 GDEs, sendo 41 em 48 horas 

após a inoculação e 39 em 72 horas após a inoculação, com 25 deles comuns aos 

dois tempos (Figura 4). Já em lima ácida „Galego‟, apresentou 82 GDEs, sendo 40 

em 48 horas após a inoculação e 42 em 72 horas após a inoculação, com 28 deles 

comuns aos dois tempos (Figura 4). 
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Figura 4. Diagramas de Venn mostrando o número de genes diferencialmente 
expressos de Xac inoculada em laranja doce „Pêra Rio‟ (A) e lima ácida „Galego‟ (B) 
nos tempos de 48 e 72 horas. Os diagramas mostram o número de genes em cada 
tempo e o número de genes que são expressos em comum ou que são exclusivos 
de cada tempo. 
 
 

Quando se analisou os genes induzidos ou reprimidos em Xac pela interação 

com laranja doce „Pêra Rio‟, observou-se que no tempo de 48 horas após a 

inoculação, foram encontrados 22 genes induzidos, enquanto 19 genes foram 

reprimidos (Figura 5 e Tabela 4). No tempo de 72 horas, 31 genes foram induzidos e 

8 genes foram reprimidos (Figura 5 e Tabela 5). Por outro lado, em Xac inoculada 

em lima ácida „Galego‟, foram encontrados 33 genes induzidos e 7 genes reprimidos 

no tempo de 48 horas após a inoculação (Figura 5 e Tabela 6), enquanto que no 

tempo de 72 horas foram encontrados 37 genes induzidos e 5 genes reprimidos 

(Figura 5 e Tabela 7). 
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Figura 5. Distribuição dos genes diferencialmente expressos (GDEs) de Xac nos 
hospedeiros menos suscetível laranja doce „Pêra Rio‟ (XPR) e altamente suscetível 
lima ácida „Galego‟ (XLG), 48 e 72 horas (RNA-seq). As barras vermelhas indicam a 
quantidade de genes induzidos e as barras verdes indicam a quantidade de genes 
reprimidos. 
 
 
 
Tabela 4. Genes induzidos em Xac na interação com laranja doce „Pêra Rio‟. 

Laranja doce ‘Pêra Rio’ 

XAC ID Descrição 48 horas 72 horas 

XAC0396 hpaB - HpaB protein 4,741 4,266 
XAC0397 hrpE - HrpE protein 7,628 7,654 
XAC0398 hrpD6 - HrpD6 protein 7,346 6,666 
XAC0399 hrpD5 - HrpD5 protein 5,002 3,994 
XAC0407 hrpB1 - HrpB1 protein 5,202 4,196 
XAC0408 hrpB2 - HrpB2 protein 5,195 4,104 
XAC0409 hrcJ - HrcJ protein 5,172 4,435 
XAC0416 hpa1 - Hpa1 protein 10,297 9,506 

*Valores de Log2 Fold-Change.                                                                                       (continua) 

 

 

 

 

https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0396_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0397_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0398_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0399_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0407_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0408_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0409_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0416_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
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Tabela 4. Genes induzidos em Xac na interação com laranja doce „Pêra Rio‟. 

Laranja doce ‘Pêra Rio’ 

XAC ID Descrição 48 horas  72 horas 

XAC0435 virK - VirK protein 5,085 4,971 
XAC2370 Hypothetical protein 5,498 4,834 
XAC2371 IS1479 transposase 4,662 4,034 
XAC2654 Hypothetical protein 5,153 4,750 
XAC2832 Hypothetical protein 6,998 5,152 
XAC2853 Cysteine protease 6,503 6,232 
XAC2922 hrpW  HrpW protein 4,975 3,970 
XAC3615 Hypothetical protein 4,708 4,160 
XAC0394 HrpF protein 5,255 4,035 
XAC0661 Peh 5,750 4,592 
XAC2786 Hypothetical protein 5,976 6,235 
XAC2831 Extracelular serine 4,537 4,658 
XAC0239 Hypothetical protein 4,791 ― 
XAC0281 Transcrip.regulator 4,564 ― 
XAC0543 Hypothetical protein ― 4,502 
XAC0906 AhpF  subunit F ― 4,344 
XAC0907 AhpC  subunit C ― 3,930 
XAC1251 RpsT 30S rib S20 ― 4,178 
XAC1301 KatG  catalase ― 4,062 
XAC1443 YybA Regulator ― 4,423 
XAC2787 Hypothetical protein ― 4,253 
XAC3241 FimA  fimbrillin ― 4,334 
XAC3506 Truncated cell S ― 5,942 
XAC3507 CelS  cellulase S ― 4,327 
XAC4030 CatB  catalase ― 3,911 

*Valores de Log2 Fold-Change.                                                                                         (continuação)                                     

                                           

Tabela 5. Genes reprimidos em Xac na interação com laranja doce „Pêra Rio‟. 

Laranja doce ‘Pêra Rio’ 

XAC ID Descrição 48 horas 72 horas 

XAC2483 Hypothetical protein -4,361 ― 

XAC3893 SSU 23S rib RNA -5,839 ― 

XAC3896 SSU 16S rib RNA -5,603 ― 

XAC2336 CydA -4,874 -4,260 

XAC2337 CydB -6,141 -4,231 
*Valores de Log2 Fold-Change                                                                                                 (continua) 

 

https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0435_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC2922_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0394_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?what=xanac&docid=XAC0661&#NP_641014.1
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?what=xanac&docid=XAC2831&#NP_643140.1
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?what=xanac&docid=XAC0906&__wb_url=4edoc068edocXDC28edoc328edocQFA38edoc2edoc928edocT5D58edocXV7edocID28edocWC38edocED28edocW7B1edocG928edocD58edocPFC38edocUD58edocE8WD58edocU7FXDC28edoc048edoc4edoc328edocQFA38edoc2edoc928edocT5D58edocXV7edocID28edocWC38edocED28edocW7B1edocW73edoc92A38edocGD28edocVB28edocND58edoc6A38edocT528edoc2edoc1edocOYF7edocAD58edoc28I928edoc79TD28edoc68BD58edoc2F28edocM4edocH178PD58edoc59IMV7edocOD28edocV7B1edocW73edoc95edocC38edocSY68XY5edocA38edocT578D58edoc467edocAYV7EEVA38edocOD58edocV83edoc928edocV1edoc3edocD58edocE928edocM#NP_641258.1
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0907_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC1251_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?what=xanac&docid=XAC4030&#NP_644329.1
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Tabela 5. Genes reprimidos em Xac na interação com laranja doce „Pêra Rio‟. 

Laranja doce ‘Pêra Rio’ 

XAC ID Descrição 48 horas 72 horas 

XAC0145 Hypothetical protein -4,950 ― 
XAC0527 Hypothetical protein -Inf ― 
XAC1816 Hemagglutinin -3,763 ― 
XAC2223 Hypothetical protein -5,104 ― 
XAC2642 P phage terminase - Inf ― 
XAC2986 PelB pectate lyase II -4,518 ― 
XAC3026 Transcriptional reg - Inf ― 
XAC3282 Integrase -4,210 ― 
XAC3736 CioB cyanide -4,733 ― 
XAC3874 Hypothetical protein -5,132 ― 
XAC4140 ClpB -4,461 ― 
XAC4146 Hypothetical protein - Inf ― 

XACa0017 Hypothetical protein -3,749 ― 
XACb0067 TnpA, Tn5045 -3,614 ― 
XAC0899 Hypothetical protein ― -4,645 
XAC2616 VirB2 protein ― -3,421 
XAC4045 Hypothetical protein ― -3,429 

*Valores de Log2 Fold-Change.                                                                                      (continuação) 

    

Tabela 6. Genes induzidos em Xac na interação com lima ácida „Galego‟. 

Lima ácida ‘Galego’ 

XAC ID Descrição 48 horas 72 horas 

XAC0286 AvrXacE1protein 3,939 3,747 
XAC0396 HpaB protein 5,427 4,900 
XAC0397 HrpE protein 7,834 8,451 
XAC0398 HrpD6 protein 7,690 7,027 
XAC0399 HrpD5 protein 5,021 4,730 
XAC0407 HrpB1 protein 5,193 4,800 
XAC0408 HrpB2 protein 5,234 4,857 
XAC0409 HrcJ protein 5,450 5,092 
XAC0416 Hpa1 protein 9,938 10,285 
XAC0417 Hpa2 protein 3,908 4,067 
XAC0435 VirK protein 5,698 4,157 
XAC0543 Hypothetical protein 5,068 4,125 
XAC2370 Hypothetical protein 5,884 4,606 

*Valores de Log2 Fold-Change.                                                                                            (continua) 

https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0396_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0397_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0398_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0399_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0407_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0408_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0409_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0416_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0435_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
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Tabela 6. Genes induzidos em Xac na interação com lima ácida „Galego‟. 

Lima ácida ‘Galego’ 

XAC ID Descrição 48 horas 72 horas 

XAC2371 IS1479 transposase 5,345 4,098 
XAC2654 Hypothetical protein 4,673 4,467 
XAC2787 Hypothetical protein 4,324 4,759 
XAC2832 Hypothetical protein 5,929 5,872 
XAC2853 Cysteine protease 6,787 6,248 
XAC2922 HrpW protein 4,920 5,149 
XAC3506 Truncated cellulase S 5,165 4,859 
orf00066  3,926 4,939 
orf00301  4,610 4,491 
XAC0394 HrpF protein 5,311 5,241 
XAC0661 Peh-1 5,816 4,846 
XAC2786 Hypothetical protein 6,457 5,947 
XAC2831 Serine protease 4,620 5,244 
XAC2372 IS1479 transposase 4,023 ― 
XAC3507 CelS 4,209 ― 
XAC3647 PheA 6,206 ― 
XAC3856 Hypothetical protein 4,361 ― 
XAC0552 Proteinase 4,839 ― 
XAC1266 HrpX 3,455 ― 
XAC4199 Polyvinylalcohol 4,485 ― 
XAC0401 HrcS protein ― 3,951 
XAC0403 HrcQ protein ― 4,086 
XAC1955 FliE  flagellar protein ― 4,544 
XAC1981 FlgG ― 4,396 
XAC1986 FlgB flagellar protein ― 4,317 
XAC3241 FimA  fimbrillin ― 3,609 
XAC4333 Hypothetical protein ― 4,139 
XAC0404 HpaP protein ― 3,884 
XAC0612 EngXCA cellulase ― 4,345 
XAC1172 Hypothetical protein ― 3,673 
XAC1947 FliN ― 4,324 

*Valores de Log2 Fold-Change.                                                                                      (continuação) 

 

 

 

 

 

https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC2922_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0394_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?what=xanac&docid=XAC0661&#NP_641014.1
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?what=xanac&docid=XAC2831&#NP_643140.1
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?what=xanac&docid=XAC3647&#NP_643954.1
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?what=xanac&docid=XAC1266&#NP_641601.1
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0401_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC0403_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC1955_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC1981_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
https://iant.toulouse.inra.fr/bacteria/annotation/cgi/xansp.cgi?__wb_main_menu=Genome&__wb_function=WBFormDrawMap&IN=XAC1986_AA&ZOOM_ORF_BEFORE=20&ZOOM_ORF_AFTER=20&SCALE=10&LEGEND=&LEGEND=YES&NAME_BAC=xanac_chromosome
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Tabela 7. Genes reprimidos em Xac na interação com lima ácida „Galego‟. 

Lima Ácida ‘Galego’ 

XAC ID Descrição 48 horas 72 horas 

XAC0899 Hypothetical protein -4,501 -4,482 

XAC2483 Hypothetical protein -5,352 -4,458 

XAC0767 RnpB -3,353 ― 

XAC0900 Pms -3,496 ― 

XAC4045 Hypothetical protein -3,633 ― 

XAC2336 CydA -4,363 ― 

XAC2337 CydB -4,810 ― 

XAC3874 Hypothetical protein ― -4,229 

XAC3893 SSU 23S rib RNA ― -7,292 

XAC3896 SSU 16S rib RNA ― -7,653 
 *Valores de Log2 Fold-Change.  

 

Estes resultados revelam que o perfil transcricional de Xac apresenta 

diferenças frente aos hospedeiros laranja doce „Pêra Rio‟ e lima ácida „Galego‟. 

Entretanto, para os dois hospedeiros, o número de GDEs induzidos foi maior do que 

os reprimidos nos dois tempos analisados, sendo mais discrepante às 72 hai. Por 

outro lado, quando se compara a expressão gênica de Xac nos dois hospedeiros, 

nos dois tempos analisados, observa-se uma maior quantidade de genes reprimidos 

pelo hospedeiro laranja doce „Pêra Rio‟ e uma maior quantidade de genes induzidos 

pelo hospedeiro lima ácida „Galego‟ (Figura 5). Chama a atenção o fato da 

quantidade de genes reprimidos em Xac quando inoculada em laranja doce „Pêra 

Rio‟ (menos suscetível), principalmente às 48 hai, ser 2,7 maior do que a da Xac 

inoculada em lima ácida „Galego‟ (hospedeiro altamente suscetível) (Figura 5).  

A diferença na quantidade de GDEs reprimidos em Xac quando inoculada no 

hospedeiro laranja doce „Pêra Rio‟, principalmente no início da infecção, pode estar 

relacionada ao fato do patógeno ser reconhecido mais rapidamente pelo hospedeiro 

menos suscetível. Por outro lado, o fato da quantidade de GDEs induzidos em Xac 

inoculada em lima ácida „Galego‟ ser maior do que quando inoculada em laranja 

doce „Pêra Rio‟, indicando que um arsenal maior de ataque é disparado pela 

bactéria contra o hospedeiro altamente suscetível, o que levaria a vencer mais 
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rapidamente as defesas desse hospedeiro, garantindo uma colonização mais rápida 

e o aparecimento dos sintomas da doença.  Nesse trabalho, os GDEs de Xac 

inoculada em cada hospedeiro de citros foram analisados para se obter uma 

descrição funcional de cada transcrito, sendo categorizados de acordo com o 

processo biológico. Os resultados obtidos para Xac inoculada em laranja doce „Pêra 

Rio‟ estão apresentados nas Figuras 6 e 7 e os obtidos para a Xac inoculada em 

lima ácida „Galego‟ estão apresentados nas Figuras 8 e 9. 

 

 

 

Figura 6. Classificação dos genes induzidos de Xac inoculada no hospedeiro laranja 
doce „Pêra Rio‟ nos tempos de 48 e 72 horas. Os genes foram categorizados de 
acordo com o processo biológico do qual participam. O número acima de cada barra 
indica o número de genes em cada grupo. 
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Figura 7. Classificação dos genes reprimidos de Xac inoculada no hospedeiro 
laranja doce „Pêra Rio‟ nos tempos de 48 e 72 horas. Os genes foram categorizados 
de acordo processo biológico do qual participam. O número acima de cada barra 
indica o número de genes em cada grupo. 
 

 

 

Figura 8. Classificação dos genes induzidos de Xac inoculada no hospedeiro lima 
ácida „Galego‟ nos tempos de 48 e 72 horas. Os genes foram categorizados de 
acordo processo biológico do qual participam. O número acima de cada barra indica 
o número de genes em cada grupo. 
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Figura 9. Classificação dos genes reprimidos de Xac inoculada no hospedeiro lima 
ácido „Galego‟ nos tempos de 48 e 72 horas. Os genes foram categorizados de 
acordo processo biológico do qual participam. O número acima de cada barra indica 
o número de genes em cada grupo. 
 

A categorização dos transcritos revelou que a maioria dos genes de Xac 

inoculado no hospedeiro laranja doce „Pêra Rio‟, e que foram induzidos nos tempos 

de 48 e 72 horas, estão envolvidos, principalmente, com patogenicidade e estresse 

oxidativo (Figura 11), enquanto que os reprimidos estão envolvidos com a 

fosforilação oxidativa.  Por outro lado, os genes de Xac inoculado no hospedeiro lima 

ácida „Galego‟, e que foram induzidos nos tempos de 48 e 72 horas, estão 

envolvidos, principalmente, com patogenicidade (Figura 10) e locomoção (Figura 

11), enquanto que os reprimidos estão envolvidos com a fosforilação oxidativa 

(Figura 11). Uma possível interpretação para estes resultados seria que em ambos 

os casos a bactéria diminui o seu metabolismo energético e direciona a sua 

maquinaria para a produção de agentes patogênicos e de combate às defesas da 

planta, mas com diferenças em relação ao hospedeiro. 
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Figura 10. Matriz de expressão (“Heatmap”) dos genes relacionados à 
patogenicidade de Xac nos hospedeiros lima ácida „Galego‟ (LG) e laranja doce 
„Pêra Rio‟ (PR), ambos nos tempos 48 e 72 horas após a inoculação. A escala de 
cores varia da cor verde, que indica os genes reprimidos para a cor vermelha, que 
indica os genes induzidos. 

 

 

Figura 11. Matriz de expressão (“Heatmap”) dos genes relacionados ao estresse 
oxidativo, fosforilação oxidativa e sistema locomotor de Xac nos hospedeiros lima 
ácida „Galego‟ (LG) e laranja doce „Pêra Rio‟ (PR), ambos nos tempos 48 e 72 horas 
após a inoculação. A escala de cores varia da cor verde, que indica os genes 
reprimidos para a cor vermelha, que indica os genes induzidos. 
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 Zhang e colaboradores (2013), usando RNA-seq e crescimento em meio de 

cultura que mimetiza o apoplasto da planta, investigaram a expressão gênica de três 

isolados da bactéria Xanthomonas oryzae pv. oryzae provenientes de diferentes 

locais e que apresentavam diferença na virulência para o hospedeiro arroz. Eles 

encontraram que os isolados apresentaram um padrão diferente de genes 

diferencialmente expressos, com a maioria dos genes estando associados à 

virulência, incluindo exopolissacarídeos (EPS), os genes HR e efetores do tipo III. 

Liu e colaboradores (2013), também utilizando a técnica de RNA-seq, analisaram o 

transcriptoma da Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) isolado 8004, 

cultivada em meio MMX (meio mínimo) e médio NYG. Os genes induzidos estavam 

envolvidos principalmente no metabolismo de aminoácidos, sistemas de transporte, 

adaptação à condição atípica e patogenicidade, especialmente o sistema de 

secreção do tipo III, enquanto os genes reprimidos estavam envolvidos 

principalmente com quimiotaxia e degradação de moléculas pequenas. Dos 

trabalhos descritos acima, todos feitos in vitro (meio de cultura), o grupo de genes 

comum encontrado nos transcriptomas foi o de patogenicidade e virulência, que foi 

também encontrado em nosso estudo. Entretanto, por ser tratar de um estudo in 

vivo, outros grupos de genes se destacaram no nosso estudo, como os relacionados 

ao estresse oxidativo, à fosforilação oxidativa, ao sistema de dois componentes e à 

locomoção. Assim, para validar os resultados do RNA-Seq, foram escolhidos alguns 

dos genes pertencentes a esses grupos, entre eles o hrpE, hpa1, hrpW e Virk, que 

são genes relacionados à patogenicidade, os genes ahpC, katE e katG, que estão 

relacionados ao estresse oxidativo e os genes cydA e cydB, que estão relacionados 

à fosforilação oxidativa. Estes genes tiveram suas taxas de expressão analisadas 

pela técnica da qRT-PCR. 

  

5.4. Análise da expressão relativa dos genes de patogenicidade  

 

O funcionamento do sistema de secreção tipo III 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 
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eucariota. Acredita-se que a patogenicidade e a virulência da Xanthomonas citri 

subsp. citri  esteja relacionada com o funcionamento desse sistema, que é altamente 

conservado em bactérias Gram-negativas patogênicas às plantas (BÜTTNER et al., 

2002). No presente trabalho, a confiabilidade dos resultados do transcriptoma em 

relação à expressão de genes relacionados à patogenicidade foi comprovada pelos 

resultados obtidos na qRT-PCR para a expressão dos genes hrpE, hpa1, hrpW e 

Virk (Figura 12). A expressão de todos estes genes, em ambos os hospedeiros, nos 

tempos de 48 e 72 horas, se mostrou induzida, assim como havia sido observado no 

RNA-Seq (Tabelas 4 e 6). 

 

 

 

Figura 12. Análise por qRT-PCR da expressão dos genes hpa1, hrpE, hrpW e virK  
de Xac nos hospedeiros laranja doce „Pêra Rio‟ e lima ácida „Galego‟. (A) 48 horas 
após a infecção. (B) 72 horas após infecção. 
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O gene hpa1, que codifica uma proteína citoplasmática que contém 138 

aminoácidos (Hpa1), foi o que apresentou maior expressão em relação aos demais 

genes testados. Zhu e colaboradores (2000) estudaram a ação da proteína Hpa1 no 

patossistema Xanthomonas oryzae pv. oryzae:arroz. Em um experimento onde 

realizaram mutagênese e deleção do gene hpa1, eles verificaram que a perda deste 

gene resultou em uma drástica diminuição da patogenicidade na planta hospedeira. 

 Sgro e colaboradores (2012) sugerem que, embora Hpa1 induza a resposta 

de defesa nas plantas não hospedeiras em menor grau, em plantas hospedeiras sua 

principal característica é alterar a estrutura do mesófilo, onde fica a maior parte das 

células e agregar as células bacterianas, aumentando assim a virulência do 

patógeno. Para o gene hrpE, que codifica a proteína HrpE, a expressão desse gene 

foi maior às 72 horas. Weber e Koebnik (2006) analisaram a taxa evolutiva do gene 

hrpE e verificaram a natureza alfa-helicoidal anfipática do sinal do sistema de 

secreção tipo III (SST3) presente no seu produto, que foi o primeiro relato da 

estrutura da superfície de uma bactéria patogênica que evoluiu sob a restrição da 

seleção positiva. Em um outro trabalho, o gene hrpE foi nocauteado e observou-se 

que o mutante hrpE perdeu patogenicidade em arroz e a capacidade de provocar 

HR (reação de hipersensibilidade) no tabaco, sendo então sugerido que o gene hrpE 

era essencial para a formação do pilus Hrp através do qual o SST3 injeta efetores 

em células de arroz (YINPENG et al., 2009). 

O gene hrpW codifica uma proteína efetora (304 aminoácidos) translocada 

pelo SST3 (CHARKOWSKI et al., 1998). Estruturalmente trata-se de uma proteína 

contendo domínio “harpin”, com repetições ricas de glicina e possui um domínio 

homólogo à pectato liase (enzima pectinolítica). Este gene se manteve com uma 

expressão similar para as duas interações planta-patógeno („Pêra Rio‟:Xac e 

„Galego‟:Xac), nos dois tempos analisados. A proteína HrpW está envolvida, nos 

mecanismos de ação da proteína Hpa1, o que revela um papel fundamental desta 

proteína para a patogenicidade e virulência de Xac. Além disso, estudos 

demonstraram que HrpW poderia ser utilizada como marcador de diagnóstico para o 

cancro cítrico (PARK et al., 2006). Um mutante de hrpW demostrou perder a sua 
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capacidade para induzir a resposta de hipersensibilidade (HR) em folhas de tabaco, 

implicando na virulência de P. cichorii (KAJIHARA et al., 2012). 

Em lima ácida „Galego‟, a expressão do gene virK, que codifica a proteína 

VirK, foi bem maior às 72 horas após infecção do que às 48 horas, enquanto que 

praticamente não houve diferença em laranja doce „Pera Rio‟ (Figura 9). A região 

Virk foi descrita como altamente conservada entre os grandes plasmídeos de 

virulência de Shigella e Escherichia coli, sugerindo que a função de virK é um 

determinante de virulência essencial para Shigella flexneri (NAKATA et al., 1992). 

Esta proteína Virk mostra uma relação estreita com a proteína HrpF (ROSSIER et 

al., 2000). Em Xanthomonas oryzae pv. oryzea (Xoo), a proteína Virk é essencial 

para patogenicidade (WANG et al., 2013). 

 

5.5. Identificação e classificação dos genes modulados em Xac em resposta 

ao estresse oxidativo dos citros  

 

As diferenças nas respostas de hospedeiros citros podem estar relacionadas 

com as características anatômicas e também com as características bioquímicas e 

moleculares das plantas (CERNADAS et al., 2008; JALAN et al., 2013). Caso a 

barreira física de entrada da bactéria fosse vencida pela inoculação sob pressão do 

patógeno, restariam as características bioquímicas e moleculares de cada 

hospedeiro. 

O malondialdeído (MDA), um dos produtos da peroxidação lipídica, é um 

indicador em análises de estresse oxidativo em diversos modelos experimentais. Em 

lima ácida „Galego‟ inoculada com Xanthomonas citri subsp. citri a concentração de 

MDA demonstrou um aumento de estresse oxidativo em ambos os tempos quando 

comparado com amostra da planta sem inoculação e inoculada com H2O (controle), 

sendo ligeiramente maior no tempo de 72 horas após a inoculação (Figura 13). Os 

resultados para laranja doce „Pêra Rio‟ demonstraram um aumento do estresse 

oxidativo nas plantas inoculadas com Xac, principalmente no tempo de 48 horas 

após a inoculação (Figura 14). O nível de estresse apresentado pela laranja doce 

„Pera Rio‟, às 48 horas após a inoculação, foi maior do que a apresentada pela lima 
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ácida „Galego‟. Ou seja, o hospedeiro menos suscetível apresentou uma produção 

de EROS maior do que o hospedeiro altamente susceptível. 

 

 

Figura 13. Quantidade de MDA (nmol/mg massa fresca) em folhas de lima ácida 
„Galego‟ nos tempos de 48 horas e 72 horas. 

 

 

Figura 14. Quantidade de MDA (nmol/mg massa fresca) em folhas de laranja doce 
„Pêra Rio‟ nos tempos de 48 horas e 72 horas. 
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O SST3 é responsável por injetar os fatores patogênicos diretamente dentro 

das células hospedeiras, sendo um dos mais importantes sistemas de virulência e 

patogenicidade das bactérias Gram-negativas (BÜTTNER; BONAS, 2002). O 

reconhecimento da bactéria pelo hospedeiro, geralmente, se dá por meio da ligação 

de um elicitor, produzido pelo patógeno, a um receptor presente na membrana 

plasmática da parede celular da célula vegetal. Os elicitores podem ser hospedeiro-

específicos, que são moléculas codificadas por genes de avirulência (Avr) do 

patógeno, ou não ser hospedeiro-específicos, como fragmentos da parede celular da 

planta liberados durante o processo de infecção, que originam uma resposta de 

defesa para minimizar a doença (DE WIT, 2007).  

Devido ao potencial metabólico da Xac, acredita-se que essa bactéria possua 

uma gama complexa de genes relacionados à proteção contra danos oxidativos 

(MOREIRA, 2006).  Segundo Nelson e Cox (2006), os hospedeiros reativas de 

oxigênio (EROS) são muito reativas, podendo danificar enzimas, lipídios de 

membrana e ácidos nucleicos. São produzidas nas células em resposta ao estresse 

oxidativo e é um dos fatores que ocasionam a morte celular programada (apoptose). 

A vulnerabilidade natural de organismos às EROS  tem sido utilizada como 

alvo de plantas e microrganismos que esperam suprimir o desenvolvimento de seus 

competidores, sendo que os principais são peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido 

nítrico, que atuam não somente nos mecanismos de defesa, mas também na 

sinalização sinérgica com outras moléculas de sinalização (BOLWELL; DAUDI, 

2009).  

Quando a concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi determinado em  

folhas de laranja doce „Pêra Rio‟ e de lima ácida „Galego‟ inoculadas com Xac, 

verificou-se  que laranja doce „Pera Rio‟ possui, naturalmente, uma maior 

concentração de H2O2 do que a lima ácida „Galego‟, que é estatisticamente 

significante (Figuras 15 e 16). No tempo de 48 horas após a inoculação de Xac a 

quantidade de H2O2 apresenta um ligeiro aumento nas duas variedades de citros, 

mas que não é estatisticamente significante (Figura 15). Entretanto, para o tempo de 

72 horas após a inoculação, pode-se observar uma diminuição da quantidade de 

H2O2, em ambos os hospedeiros, quando comparado com seus repectivos controles 
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(Figura 16). Acredita-se que a diminuição na concentração de H2O2 deve-se ao fato 

da Xac produzir enzimas que degradam o H2O2. 

 

Figura 15. Quantidade de H2O2 em lima ácida „Galego‟ e laranja doce „Pêra Rio‟ 48 
horas após a inoculação de Xac. Os dados acompanhados por asteriscos (*) 
possuem significância estatística segundo o teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
 

 

Figura 16. Quantidade de H2O2 em lima ácida „Galego‟ e laranja doce „Pêra Rio‟ 72 
horas após a inoculação de Xac. Os dados acompanhados por asteriscos (*) 
possuem significância estatística segundo o teste de Tukey, a 5% de probabilidade. 
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A quantidade de H2O2 presente nas células é de grande importância, visto que 

a mesma é um oxidante relativamente estável e pode iniciar o dano oxidativo nas 

células, levando à interrupção da função metabólica e perda da integridade celular. 

A geração de H2O2 é aumentada em resposta a diferentes condições de estresse, 

que geralmente desencadeiam a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROS). Apesar de ser um composto danoso quando acumulado na célula, a H2O2 

também desempenha um papel importante no processo de aclimatação e tolerância 

cruzada. Isso quer dizer que quando a planta é exposta previamente a um 

determinado estresse, pode induzir tolerância a subsequentes exposições ao 

mesmo estresse ou a outro tipo diferente deste (NEILL et al., 2002). 

Principalmente através da respiração aeróbica, os organismos eucariotos e 

procariotos geram EROS como produto do seu metabolismo. Assim, sistemas 

antioxidantes são utilizados para prevenir danos causados pelas EROS, incluindo as 

enzimas superóxido dismutase, catalase e peroxidase (AGUIRRE et al., 2005). Os 

componentes liberados podem elevar a taxa de formação intracelular de EROS 

como parte de uma complexa rede de sinais em resposta ao ataque do patógeno e 

mediação de múltiplas respostas, algumas vezes com efeitos opostos, em diferentes 

contextos ou em resposta a diferentes patógenos, participando inclusive do processo 

de fortalecimento da parede celular vegetal (IMLAY, 2008; TORRES et al., 2006). As 

EROS geradas através da fosforilação oxidativa possuem um papel central no 

desenvolvimento da morte celular do hospedeiro durante a resposta de 

hipersensibilidade (GRANT; LOAKE, 2000). 

A infecção por Xac altera o metabolismo de H2O2 das folhas de toranja, 

através de mudanças nas atividades de enzimas que controlam a ação das EROS 

(KUMAR et al., 2011). A habilidade de multiplicação da bactéria patogênica no tecido 

da planta hospedeira deve-se, em parte, à capacidade de desintoxicar o H2O2 

produzido pela planta, que pode penetrar através da membrana e afetar uma 

variedade de processos celulares da bactéria. A Xanthomonas citri subsp. citri é uma 

bactéria estritamente aeróbia e esta fisiologia pode levar à geração de estresse 

oxidativo intracelular durante a respiração normal com o oxigênio molecular. Além 

disso, como um microrganismo patogênico, ela se depara com uma grande 
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quantidade de EROS produzido pela planta hospedeira. Assim, ela tem que 

combater tanto o estresse oxidativo gerado pelo seu metabolismo aeróbico como 

aquele gerado pela planta hospedeira como uma resposta de defesa. Portanto, Xac 

deve possuir e empregar uma defesa versátil de enzimas antioxidantes (GRANT; 

LOAKE, 2000; TONDO et al., 2010). 

Os resultados obtidos por Tondo et al., (2010) indicam que o padrão de 

expressão de antioxidantes é modificado em resposta a qualquer estímulo associado 

com a planta ou o microambiente que ela fornece. A indução da atividade destas 

enzimas pode servir como proteção contra a exposição à H2O2 nos primeiros 

estágios da infecção, sendo que as EROS são produzidas pela planta como um dos 

primeiros eventos de resposta de defesa (O'BRIEN et al., 2012). O elevado número 

de genes que codificam enzimas antioxidantes em Xac fornece uma indicação da 

importância dos sistemas antioxidantes para a sobrevivência da bactéria (TONDO et 

al., 2010).  

Klotz e Hutcheson (1992), trabalhando com estirpes do fitopatógeno 

Pseudomonas syringae, verificaram que esta bactéria era capaz de resistir a 

concentrações mais elevadas de H2O2 quando comparada a bactérias não-

patogênicas, com taxas de atividade de catalase variando de 10 a 100 vezes mais. 

Esses mesmos autores verificaram ainda a presença de múltiplas atividades da 

catalase no espaço periplasmático e no fluído citoplasmático da bactéria e sugeriram 

que essa alta atividade da catalase em diferentes locais da célula são decisivos para 

o combate ao estresse oxidativo, sendo um fator de virulência determinante no 

sucesso da colonização.  

Os genes cydA e cydB são genes do complexo da citocromo d oxidase que 

faz parte da cadeia respiratória, onde algumas de suas funções são atividade de 

oxidoredutase e transporte de elétrons, catalizando a oxidação do ubiquinol e a 

redução do oxigênio molecular a água. Assim, quanto maior a expressão dos genes 

cydA e cydB, maior deve ser a atividade respiratória, com o consequente aumento 

da produção de EROS, e vice-versa.  Quando a expressão destes dois genes foi 

avaliada pela técnica de qRT-PCR em Xac inoculada nos hospedeiros laranja doce 

„Pêra Rio‟ e lima ácida „Galego‟, observou-se que, em ambos os hospedeiros, houve 
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uma drástica redução da expressão destes genes às 72 horas após a inoculação em 

comparação com a expressão dos mesmos às 48 horas após a inoculação (Figuras 

17 e 18). A repressão destes dois genes, em ambos os tempos, é maior em lima 

ácida „Galego‟ do que em laranja doce „Pêra Rio‟ (Figuras 17 e 18). 

 

 

Figura 17. Análise por qRT-PCR da expressão dos genes cydA e cydB de Xac no 
hospedeiro lima ácida „Galego‟ nos tempos de 48 e 72 horas após a infecção. 

 

 

Figura 18. Análise por qRT-PCR da expressão dos genes cydA e cydB de Xac no 
hospedeiro laranja doce „Pêra Rio‟ nos tempos de 48 e 72 horas após a infecção. 
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A proteína OxyR é um regulador transcricional sensível a H2O2 (KULLIK et al., 

1995). A existência de uma resposta adaptativa a H2O2 foi inicialmente descoberta 

em E. coli, sendo demonstrado que esta bactéria possui um sistema de defesa 

específico induzido por peróxidos que é intermediado pelo ativador de transcrição 

OxyR (CABISCOL et al., 2000). A proteína atua principalmente como um ativador 

transcricional sob condições oxidantes (DUBBS; MONGKOLSUK, 2012). A proteína 

OxyR, codificada pelo gene oxyR, possui dupla função, agindo tanto como sensor de 

estresse causado por peróxidos e como ativador de transcrição de um regulon de 

genes induzidos por H2O2. 

O regulon OxyR de E. coli inclui genes envolvidos no metabolismo e proteção 

contra peróxidos (katG, ahpC, ahpF). A catalase-peroxidase katG e as duas 

subunidades da alquil-hidroperóxido redutase (codificadas pelo operon ahpCF) 

protegem contra os efeitos tóxicos dos peróxidos por meio da eliminação direta dos 

oxidantes (STORZ; ZHENG, 2000). Em outras bactérias, OxyR também regula 

genes envolvidos na resposta a estresse oxidativo. Ele reprime a expressão de katG 

de Burkholderia pseudomallei e katA de Sinorhizobium meliloti durante o 

crescimento normal, e ativa estas catalases-peroxidases durante a exposição ao 

estresse oxidativo (LOPRASERT et al., 2003; LUO et al., 2005). Em Xanthomonas 

campestris, OxyR promove a regulação compensatória entre os genes katA e ahpC 

(CHAROENLAP et al., 2005).  

Alguns dos genes diferencialmente expressos se mostraram importantes para 

ativar mecanismos utilizados pela Xac em resposta à defesa dos dois hospedeiros 

de citros à infecção. Cinco destes genes estão envolvidos na degradação de 

espécies reativas de oxigênio produzidas pelas plantas em resposta à invasão do 

patógeno (Tabelas 4 e 6). Os genes ahpF e ahpC codificam hidroperóxido redutase, 

katE e katG codificam peroxidase e catB codifica uma catalase.  

Os dados de expressão obtidos no RNA-seq para os genes ahpC, katE e 

katG foram validados por qRT-PCR (Figuras 19 e 20). Em Xac infectando lima ácida 

„Galego‟, a expressão destes três genes é maior às 48 horas após a infecção do que 

às 72 horas (Figura 19), enquanto que em Xac infectando laranja doce „Pêra Rio‟ a 

expressão é ligeiramente maior às 72 horas após a infecção (Figura 20). Quando se 
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compara a expressão destes genes de Xac nos dois hospedeiros, eles são mais 

expressos quando Xac se encontra infectando laranja doce „Pêra Rio‟, exceto para o 

gene katE (Figuras 19 e 20). Este resultado está em concordância com o fato de que 

laranja doce „Pêra Rio‟ produz mais H2O2 do que lima ácida „Galego‟ quando 

infectada com Xac (Figuras 15 e 16), o que exigiria da bactéria uma maior 

quantidade de enzimas envolvidas na eliminação de EROS, principalmente no início 

da infecção. 

 

 

Figura 19. Análise por qRT-PCR da expressão dos genes ahpC, katE e katG de Xac 
no hospedeiro lima ácida „Galego‟ nos tempos de 48 e 72 horas após a infecção. 
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Figura 20. Análise por qRT-PCR da expressão dos genes ahpC, katE e katG de Xac 
no hospedeiro laranja doce „Pêra Rio‟ nos tempos de 48 e 72 horas após a infecção. 

 

O gene ahpC codifica a enzima hidroperóxido redutase que desempenha um 

papel importante de proteção contra a toxicidade do peróxido. O gene ahpC foi 

isolado a partir de Salmonella typhimurium e foi caracterizado como um membro da 

regulação de estresse oxidativo (TARTAGLIA et al., 1989). A proteína AhpC está 

associada com a desintoxicação das baixas concentrações de H2O2 gerada pelo 

metabolismo aeróbio normal e de hidroperóxidos orgânicos (SEAVER; IMLAY, 

2001).  

Jung e Kim (2003) produziram um mutante de E. coli deficiente em poliamina, 

o qual apresentou susceptibilidade aumentada à H2O2. Este mutante apresentou um 

baixo nível intracelular da capacidade de remoção de H2O2, devido à falha na 

indução dos genes ahpC, KatG e KatE, assim como falha na indução de oxyR. Li e 

colaboradores (2014) produziram um mutante do gene ahpC em Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae (Xoo), o qual apresentou diminuição  significativa da H2O2 

endógena produzida pela respiração aeróbica normal do patógeno, afetando a 

quantidade total de H2O2 presente em plantas de arroz durante a interação com o 

patógeno. Este resultado sugere que Xoo contribui diretamente no acúmulo de H2O2 

em arroz numa interação compatível e que este H2O2 produzido pelo patógeno está 

associado com o colapso das células do arroz. 
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Em Xanthomonas campestris pv. campestris, katA, katG, katE, e ahpC estão 

envolvidas na degradação de H2O2, sendo que a que tem a melhor capacidade para 

desintoxicação de níveis elevados de H2O2 é a katG (JITTAWUTTIPOKA et al., 

2009). As catalases de microrganismos patogênicos têm atraído a atenção como 

potenciais fatores de virulência (GUO et al., 2012). A KatG está entre as principais 

catalases envolvidos na virulência, sendo que KatE também pode fornecer alguma 

proteção in planta.  Nossos resultados também indicam que estas catalases são 

potenciais fatores de virulência e são, coletivamente, necessárias para a patogênese 

de Xac. 

Os genes fliE, flgG, flgB e fliM são genes que auxiliam no processo de 

motilidade do flagelo e também tiveram a expressão alterada em Xac em resposta 

ao hospedeiro lima ácida „Galego‟ (Tabela 6).  

Agrupando todos os genes de Xac que tiveram a expressão alterada de 

maneira significativa pela interação com o hospedeiro citros, foi possível sugerir um 

modelo dos mecanismos de resposta da Xac frente aos mecanismos de defesa 

ativados pela planta hospedeira (Figura 21). 
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Figura 21.  Modelo esquemático dos mecanismos envolvidos na interação da Xac 
com o hospedeiro citros. (1) Um sinal externo da planta induz a expressão de 
diversos genes de virulência na Xac, principalmente os relacionados com o SST3, 
efetores proteicos do tipo III e genes do sistema de secreção tipo II (SST2). 
Paralelamente, os LPS e outros PAMPs (Padrões moleculares associados à 
patógeno) da bactéria são identificados por receptores específicos da planta 
hospedeira, ativando os genes de defesa contra o patógeno. (2) Esta resposta é 
denominada imunidade ativada por PAMP (PTI- PAMP-triggered immunity), que 
induz uma cascata de sinais, resultado na produção de espécies reativas de 
oxigênio (EROS) e reação de hipersensibilidade (HR) se a planta for resistente. (2) 
Por outro lado, a bactéria também produz e transloca proteínas da família 
AVrB3/PthA que modulam a expressão de genes da planta hospedeira. (3) No caso 
de EROS, a bactéria tenta anular a ação desses produtos através da produção de 
catalases e peroxidases que são reguladas pelo regulador OxyR. (4) Diminuindo 
também a expressão de genes envolvidos na própria cascata respiratória. 
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6. CONCLUSÕES  

 

Tanto no hospedeiro laranja „Pêra Rio‟, menos suscetível ao cancro cítrico, 

como em lima ácida „Galego, altamente suscetível à doença, houve indução de 

genes de patogenicidade e virulência de Xac, principalmente os do sistema de 

secreção tipo III (SST3).  

Os genes relacionados à cadeia respiratória de Xac foram inibidos em ambos 

os hospedeiros, com maior inibição em lima ácida „Galego‟. 

 Os genes relacionados ao estresse oxidativo apresentaram um perfil de 

expressão maior em Xac na interação com laranja „Pêra Rio‟ do que em lima ácida 

„Galego‟, principalmente ahpC e katG. 

 A concentração de H2O2 nas folhas revelou que o hospedeiro menos 

suscetível ao cancro cítrico (laranja doce „Pêra Rio‟) possui maior quantidade de 

H2O2 do que no hospedeiro altamente suscetível (lima ácida „Galego‟); 

A menor susceptibilidade ao cancro cítrico da laranja „Pêra Rio‟ pode estar 

relacionada com a maior quantidade de H2O2 presente neste hospedeiro, o que leva 

a bactéria a ativar seu arsenal de enzimas para combater o estresse oxidativo do 

meio, retardando a infecção.  
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Apêndice A - Quantificação e integridade do RNA  

 

A qualidade das amostras de RNA total extraídos de bactéria foram avaliadas 

através da determinação da absorbância nos comprimentos de onda de 260, 280 e 

230nm em um espectrofotômetro NanoDrop ND-1000. A relação A260/A280nm para 

a maioria das amostras ficou entre 1,95 e 2,00, quanto mais próximo de 2,0 menor é 

a contaminação por proteína; na relação A260/A230nm as amostras ficaram acima 

de 2,00, maior que 2,0 indica baixa contaminação por compostos como fenol, álcool, 

entre outros. As concentrações de RNA total (ng/μL) variaram de 60 a 413,1 ng/μL. 

As concentrações de RNA total (ng/μL) foram quantificadas pelo equipamento 

Qubit® 2.0 Fluorometer e os resultados variaram de 53 a 362 ng/μL. Não ocorreram 

contaminações por DNA genômico. As quantificações das contaminações foram 

realizadas em equipamento Qubit® 2.0 Fluorometer e os resultados revelaram que 

nas amostras de RNA total extraídas de Xac, a contaminação média foi de 0,09% 

(mínimo 0,01% e máximo 0,20%). 

A integridade do RNA total, os picos referentes ao RNA ribossomal 16S e 

23S, foi observada no eletroferograma gerado com o Bioanalyser. Além disso, as 

médias dos RINs (RNA integrity number) obtidos nas amostras estudadas ficaram 

em torno de 5,1 e 8,0. Assim, confirmou-se que as amostras não estavam 

degradadas e poderiam ser utilizadas na técnica de qRT-PCR.  

 

 

Figura 1. Eletroferograma e RIN obtidos para amostras de RNA total extraídas de 
Xac inoculada em laranja doce „Pêra Rio‟ (72 horas). 
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Apêndice B – Resultados da titulação dos oligonucleotídeos do experimento 

de PCR em tempo real. 

 

As melhores concentrações dos oligonucleotídeos para os genes alvo, ahpC 

(XAC0907), katE (XAC 1211), katG (XAC1301), hrpE (XAC0397), hpa1 (XAC0416), 

virK (XAC0435), cydA (XAC2336), cydB (XAC2337) , hrpW (XAC2922) e XAC 3086, 

estão demostradas na Tabela 1. No entanto, para os genes de referência, gyrB 

(XAC0004) e rpoB (XAC0965), as concentrações utilizadas foras as mesmas de 

Jacob et al. (2011). 

 

Tabela 1. Concentrações dos iniciadores dos genes de referência e dos genes 
alvos, diretos (F) e reversos (R). 

Gene        XAC ID 
Concentração 

Iniciadores (F/R) 
gyrB* XAC 0004 300 nM 

hrpE XAC 0397 300 nM 

hpa1 XAC 0416 300 nM 

virK XAC 0435 300 nM 
ahpC XAC 0907 100 nM 

rpoB* XAC 0965 300 nM 

katE XAC 1211 100 nM 

katG XAC 1301 100 nM 

cydA XAC 2336 300 nM 

cydB XAC 2337 600 nM 

hrpW XAC 2922 300 nM 

(*) Endógenos.   

 
 

  

Estas concentrações foram determinadas primeiramente, analisado as curvas 

de dissociação (Figura 1), as quais devem exibir apenas um único pico bem definido, 

referente ao ponto em que 50% das moléculas estão em fita simples e 50% em fita 

dupla. 

A presença de dímeros ou hairpins é constatada pela formação de mais de 

um pico na curva de dissociação. A análise da curva de dissociação aceita verificar a 

especificidade da reação, pois o corante se liga a qualquer molécula de fita dupla de 

DNA, podendo ser dímeros de iniciadores, DNA genômico e outros produtos 
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inespecíficos. A formação de dímeros de iniciadores é identificada pela formação de 

um pico da curva de dissociação em temperaturas mais baixas que a do amplicon. 

Somente um pico deve ser ressaltado na curva de dissociação, sugerindo a 

amplificação de apenas um alvo. Entretanto, os dados da curva de dissociação não 

podem ser analisados como definitivos, mas sim, combinados com outras 

informações para ter mais confiança na especificidade (LIFE TECHNOLOGIES, 

2012).  

 

Figura 2. Curva de desnaturação da qRT-PCR, em triplicata, para os genes alvo 

cydB, XAC2483, ahpC e katE. Entre parênteses estão às concentrações escolhidas 

para os iniciadores diretos e reversos (F/R). 
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Apêndice C - Curva padrão e eficiência de amplificação da qRT-PCR 

 

Foram construídas as curvas padrão para os genes de referência gyrB, rpoB 

e os genes alvo ahpC, katE, katG, hrpE, hpa1, virK, cydA, cydB e hrpW (Tabela 10). 

Nesse experimento, foram consideradas eficientes as reações em que 

as eficiências de amplificação, calculadas por meio da inclinação da curva 

padrão (slope), do gene alvo e do gene de referência, foram aproximadamente 

iguais, com tolerância de 10% de variação, 90 a 110% (LIVAK; SCHMITTGEN, 

2001), o que corresponde a uma inclinação da reta (slope) entre -3,58 e -3,10 (LIFE 

TECHNOLOGIES, 2012). O coeficiente de correlação (R2) é uma medida de quão 

próximos os dados estão da curva padrão, demostrando pequena variação entre as 

replicatas técnicas. O valor ideal para R2 é 1, porém, é aceitável valores que sejam 

muito próximos a 1. Fatores que ocasionam variações entre as réplicas técnicas, 

como pipetagem imprecisa, influenciam no valor de R2 (LIFE TECHNOLOGIES, 

2012). No presente trabalho, todos os genes obtiveram resultados de eficiência 

dentro dos limites estabelecidos, portanto, as quantificações relativas dos genes 

alvos puderam seguir pelo método do Ct comparativo (ΔΔCt). 

 

Tabela 2. Valores das curvas padrões, inclinação da reta (slope), coeficiente R2, e 
eficiência de amplificação (eff%) gerados para os genes gyrB, hrpE, hpa1, virK, 
ahpC, rpoB, katE, katG, cydA, cydB e hrpW. 

Gene ID XAC ID Slope Y-Inter R2 Eff % 

gyrB XAC 0004 - 3,444 29,738 0,994 95,165 
hrpE XAC 0397 - 3,296 27,202 0,991 101,085 
hpa1 XAC 0416 - 3,22 23,707 0,997 104,437 
virK XAC 0435 - 3,41 27,52 0,998 96,455 

ahpC XAC 0907 - 3,138 24,016 0,995 108,273 
rpoB XAC 0965 - 3,233 27,952 0,996 103,859 
katE XAC 1211 - 3,16 25,274 0,907 107,208 
katG XAC 1301 - 3,554 25,837 0,969 91,139 
cydA XAC 2336 - 3,15 30,89 0,997 107,687 
cydB XAC 2337 - 3,347 29,29 0,996 98,981 
hrpW XAC 2922 - 3,55 28,966 0,997 91,279 
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Figura 2. Curva Padrão, inclinação da reta (slope), coeficiente R2, e eficiência de 

amplificação (eff%) gerados para os genes rpoB, cydB, hpa1 e hrpW. 

 


