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RESUMO

ABREU, José Renato. Identificacio de Genes Diferencialmente Expressos
Associados ao Declinio dos Citros (Citrus Spp.). 2007. 71 p. Dissertagdo
(Mestrado em Agroquimica e Agrobioquimica) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.'

O Brasil ¢ o maior produtor de citros do mundo, sendo responsavel por mais de
20% da producdo mundial. No entanto, a producdo ainda ¢ baixa devido a
muitos problemas fitossanitarios, a exemplo do Declinio dos Citros. O Declinio
dos Citros ¢ uma anomalia cuja causa ainda ndo foi determinada. As arvores que
comegam a declinar ndo se recuperam, chegam a um estagio de declinio cronico,
mas raramente morrem. Embora o Declinio dos Citros tenha sido descrito ha
mais de 100 anos, sua etiologia ainda é desconhecida. Consequentemente, ndo
existem medidas de controle para minimizar as perdas na produgdo, fato esse
que piora, considerando que os sintomas sé sdo detectados apo6s 3 anos, quando
as plantas entram em producdo. O uso de variedades resistentes ¢ considerada a
medida de controle mais adequada. Contudo, pouco se conhece sobre os genes
envolvidos na resposta de defesa das plantas a essa anomalia. Considerando que
muitas alteracdes fisiologicas associadas com respostas a estresses em plantas
sdo controladas ao nivel transcripcional, neste estudo objetivou-se a
identificacdo e caracterizagdo de produtos de expressdo génica expressos
diferencialmente na resposta ao Declinio dos Citros. Para isso, foi utilizada a
técnica de biblioteca subtrativa supressiva (Supression Subtractive
Hybridization) utilizando de mRNAs isolados de raizes de limoeiro “Cravo”
(Citrus limonia L. Osbeck) sob laranja “Pera” (Citrus sinensis L. Osbeck) com e
sem o Declinio. A identifica¢do da possivel fungdo dos genes/ESTs isolados foi
realizada por comparagdo de seqiiéncia com outros genes descritos em bancos de
dados de genes. Adicionalmente, a presenga da anomalia Declinio foi
confirmada mediante andlise eletroforética do perfil protéico em gel “SDS-
PAGE” (Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide Gel Eletrophoresis) das
proteinas de raiz de limao “Cravo” (Citrus limonia Osbeck). Foram construidas
duas bibliotecas subtrativas de cDNAs, uma enriquecida com cDNA
diferencialmente de arvores com alto grau do Declinio (forward) e outra
enriquecida com genes expressos em plantas amostradas como sadias (reverse).
Foram obtidos 129 clones de genes diferencialmente expressos, dos quais 38
representam a biblioteca forward e 91, a biblioteca reverse. Apds analise,
constatou-se que 45% dos clones da biblioteca subtrativa supressiva vindas de

' Comité Orientador: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Orientador), Antonio Chalfun
Junior - UFLA
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mRNA isolados de arvores com alto grau do Declinio estavam associados a
proteinas de senescéncia, enquanto somente 20% desses clones foram
identificados na biblioteca subtrativa supressiva vindas de mRNA isolados de
plantas sadias. Outros genes foram isolados, apresentando fungdes similares
relacionadas a proteinas, como: LEA do tipo dehidrina, citocromo P450 tipo
TBP, provavel germina, proteina do tipo metalotioneina, hidrolase, ubiquitina,
proteina 14-3-3, que t€ém a fung@o de responder a uma gama de estimulos e/ou
fatores ambientais bioticos ou abioticos e principalmente o de estresse hidrico,
também aquelas com fungdes hipotéticas e as que ndo tiveram nenhuma
similaridade com proteinas depositadas em banco de dados. Pelos resultados
obtidos, infere-se que todas as plantas coletadas em Bebedouro, SP, inclusive
aquelas coletadas como sadias, estavam com Declinio dos Citros, porém, em
estagios diferentes da anomalia.
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ABSTRACT

ABREU, José Renato. Identification of differently expressed genes associated
with Citrus Blight (Citrus Spp.). 2007. 71 p. Dissertation (Master Program in
Agrochemistry/Agrobiochemistry) — Federal University of Lavras, Lavras,
Minas Gerais, Brazil.?

Brazil is the world’s greatest citrus grower, its being responsible for over 20% of
the world’s production. Nevertheless, the production is still poor due to a great
deal of phytosanitary problems, for instance Citrus Blight. Citrus Blight is a
anomaly the cause of which has been not determined yet. The tree which begin to
decliner, do not recover, they reach a chronic Blight stage, but they hardly die.
Although, Citrus Blight has been reported for more than 100 years, its etiology is
still unknown. Consequently, there are no control measures to minimize the
losses in production, a fact that worsens markedly considering that the symptoms
only are detected after three years” period, when the plants begin to yield. Use of
resistant varieties is regarded as a more adequate control measure. However, little
is known about the genes involved in the defense response of the plants to this
anomaly. Taken into account that a great deal of physiological alterations
associated with stress responses in plants are controlled at the transcriptional
level, in this study, the identification and characterization of the products of the
gene expression expressed differently in the response to Citrus Blight was
intended. So, the Suppression Subtractive Hybridization technique by utilizing
mRNAs isolated from lemon tree “Cravo” (Citrus limonia L. Osbeck) under
orange “Pera” (Citrus sinensis L. Osbeck) both with and without Declinio was
utilized. The identification of the possible function of genes/ESTs isolated was
performed by sequence comparison with other genes reported in gene databanks.
In addition, the presence of declinio anomaly was confirmed by means of protein
profile electrophoretic analysis on SDS-PAGE gel. (Sodium Dodecyl Sulfate
polyacrylamide Gel Electrophoresis) of the“Cravo” lemon root proteins (Citrus
limonia Osbeck). Two cDNAs subtractive libraries were built, one enriched with
cDNA differentially from trees with a high degree of Blight (forward) and
another enriched with genes expressed in plants sampled as healthy (reverse).
129 clones of differently expressed genes were obtained, 38 genes standing from
the forward library and 91 clones the reverse library. After analysis, it was found
that 45% 6of the clones of the suppression subtractive library coming from
mRNAS isolated from tree with a high degree of Blight were associated with the
senescence proteins, while only 20% of these clones were identified in the

? Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva — UFLA (Major Professor), Antonio
Chalfun Junior - UFLA
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suppression subtractive library coming from mRNA isolated from healthy plants.
Other genes were isolated, presenting similar functions related with proteins such
as LEA dehydrin-like, cytochrome P450 like TBP, putative germin,
metallothionein-like protein, hydrolase, ubiquitin, protein 14-3-3 which have
function of responding to a range of stimuli and/or biotic or abiotic
environmental factors and mainly the one water stress, also those with
hypothetical functions and the ones which had no similarity with proteins
deposited in databank. The results obtained suggest that all the plants collected in
Bebedouro — SP, including those collected as healthy were with Blight, but at
stages different from anomaly.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura mundial foi responsavel pela producdo de
aproximadamente 700 milhdes de toneladas em 2005, sendo que desse volume,
aproximadamente 150 milhoes de toneladas sdo representados pela citricultura, o
que faz dos citricos as frutas mais produzidas no mundo. Nesse contexto, o
Brasil destaca-se por ser o maior produtor, com uma média aproximada de 20
milhdes de toneladas anuais e, juntamente com Estados Unidos, China, Espanha
e México, produzem mais de 50% dos citros consumidos no planeta (FAO,
2006).

Apesar da importancia do Brasil como maior produtor mundial de citros,
a produtividade dessa cultura no pais tem sido muito afetada principalmente por
problemas fitossanitarios, a exemplo do Declinio dos Citros (Azevedo, 2005).

Os sintomas visuais dessa anomalia, de causa ainda desconhecida, sdo
em geral observados em pomares com mais de cinco anos de idade (Marais,
1990). No entanto, isso ndo significa que o Declinio somente ocorra em plantas
dessa idade.

As plantas afetadas raramente morrem, mas tornam-se economicamente
inviaveis devido a baixa quantidade e qualidade dos frutos que produzem.
Pomares afetados t€m uma reducao na produgdo de frutos/planta em torno de 50
a 60% (Prates et al., 1984). Um dos possiveis motivos ¢ a restricao hidrica
decorrente do estrangulamento dos vasos lenhosos que ocorre em plantas
afetadas. Esses sintomas podem ser confundidos com os de plantas sob estresse
hidrico ou infectadas por nematdides, virdide da exocorte ou ainda pelo virus da
tristeza (Lee et al., 1984).

Os primeiros métodos de diagnostico para o Declinio utilizados

baseiam-se na quantificacdo de zinco (o caule das plantas afetadas possui



concentragdo de zinco trés vezes maior que o de plantas sadias) e na taxa de
absor¢do de agua injetada diretamente no caule “teste da seringa”, que consiste
em perfurar o tronco da laranjeira a aproximadamente 30 cm acima da regido de
enxertia com uma broca ou prego de 1/8 de polegadas, a 3-5 cm de
profundidade. Nessa perfuracdo, conecta-se a extremidade de uma seringa de 20
ml, sem agulha, na qual se completam 10 ml de agua, a qual ¢ injetada no
interior do tronco durante 30 segundos. As arvores sadias devem absorver 10 ml
de 4agua em 30 segundos, sendo que as arvores que apresentam o decinio nio
absorvem o mesmo volume (Lee et al., 1984).

Um avango na diagnose provém do desenvolvimento de um teste
sorologico obtido de uma proteina presente em plantas doentes (Derrick et al.,
1990). Com esse teste detectam-se plantas afetadas ainda assintomaticas. No
entanto, em condi¢des brasileiras, foram identificadas duas proteinas de
aproximadamente 23 e 26 kDa, especificas de plantas doentes (Paiva, 1993).
Essas proteinas foram identificadas até mesmo em mudas com até 18 meses de
idade, demonstrando que a diagnose precoce da anomalia pode ser obtida
mediante a utilizacdo de teste sorologico.

Como ndo existem medidas profilaticas para o controle da anomalia, a
unica pratica recomendada para plantas identificadas com Declinio é a sua
remoc¢do, quando encontram-se com produgdo economicamente invidvel, pois
até o momento ndo existem alternativas disponiveis para recupera-las. Como
muitos esforcos foram investidos, na tentativa de identificar uma possivel causa
para essa anomalia e até o presente momento sem sucesso, muitos pesquisadores
abandonaram suas pesquisas devido a uma sensa¢do de morte profissional e
impoténcia diante do Declinio dos Citros. Atualmente, novas perspectivas tém
sido reavivadas com a possibilidade de aplicacdo de ferramentas moleculares,
com o intuito de obter subsidios que permitam melhor interpretagdo dos eventos

biolégicos e moleculares que ocorrem nas plantas sob condigdo de Declinio.



Uma vez que muitas alteragdes fisioldgicas associadas com respostas a estresses
em plantas sdo controladas em nivel transcripcional, genes preferencialmente
(diferencialmente) expressos em raizes de plantas com Declinio possivelmente
possuem uma funcdo associada a resposta ao Declinio. A identificagdo de genes
diferencialmente expressos em plantas afetadas pelo Declinio poderiam gerar
informagdes chaves sobre os processos fisiologicos € moleculares envolvidos na
resposta a essa anomalia. Esses conhecimentos poderiam servir como subsidios
para desenhar novas estratégias para a controle dessa doencga, seja no
aprimoramento do diagndstico precoce ou mesmo pela obtengdo de plantas
resistentes. Contudo, apesar da importancia, estudos deste tipo ndo foram
encontrados no Brasil.

A técnica de biblioteca subtrativa supressiva (SSH — Supression
Subtractive Hybridization) permite a obten¢do de pequenas bibliotecas de cDNA
enriquecidas com transcritos diferencialmente expressos que estdo presentes em
apenas uma das amostras comparadas (Diatchenko et al., 1996), e tem sido
usada de forma eficiente para obter esse tipo de informagdo em varios
patossistemas, como, por exemplo, na identificacdo de genes induzidos em
respostas a infec¢ao de plantas por patogenos, identificagdo de genes induzidos
em resposta a diferentes estresses bioticos e abioticos (Birch et al., 1999; Dellagi
et al., 2000; Guzzo, 2004).

O porta-enxerto predominante na citricultura brasileira, principalmente
apos a entrada do virus da tristeza dos citros (CTV) na década de 40, ¢ o limao
‘Cravo’, devido as suas caracteristicas horticulturais muito favoraveis. E
altamente tolerante a seca devido ao sistema radicular vigoroso e profundo
(Rossetti, 1991). Mais de 80% das plantas citricas estdo enxertadas sobre esse
porta-enxerto, o limdo 'Cravo' (Citrus limonia Osbeck) (Pompeu Junior, 2001),
porém, esse porta-enxerto ¢ susceptivel ao Declinio dos Citros. A anomalia afeta

praticamente todas as combinagdes de copa X porta-enxerto.



Também ndo foram encontrados dados publicados sobre a aplicacdo de
técnicas de biblioteca subtrativa para clonagem e estudo de genes relacionados
ao Declinio em plantas de limdo ‘Cravo’ sob laranjeira ‘Péra’, cultivadas no
pais.

Nesse contexto, objetivo-se com este trabalho realizar estudos de
genomica funcional em raizes de limoeiro ‘Cravo’, mediante a construcdo de
biblioteca subtrativa por supressdo, visando a identificacdo de genes

diferencialmente expressos associados ao Declinio dos Citros.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Declinio dos Citros

Os primeiros relatos sobre a anomalia Declinio dos Citros foram em
1874, porém, a primeira publicacdo sobre o tema foi na Florida, EUA,
Underwood (1891), citado por Swingle & Webber (1896). Foi apresentada uma
descri¢do detalhada da anomalia, detectando-se a ocorréncia de plantas com
ponteiros secos, brotagdes internas a partir do tronco, baixa producdo de frutos,
resultando em 4arvores sem valor econdémico. Por terem notado que a
disseminag@o ocorria em areas adjacentes ao foco inicial, sugeriram uma origem
infecciosa para a anomalia e a erradicacdo das arvores inicialmente afetadas.

O Declinio dos Citros ¢ uma alteracdo no desenvolvimento normal da
planta, caracterizada por perdas acentuadas de folhas, excesso de brotagcdo no
tronco e ramificagdes (pernadas), gradativo secamento de galhos, floradas
extemporaneas, deficiéncias acentuadas de nutrientes, especialmente zinco,
mesmo em pomares adequadamente fertilizados, acimulo de fenoéis soluveis no
caule, presenca de obstrugdes amorfas e/ou filamentosas nos vasos do xilema e
baixa produgdo (Baldassari, 2003).

Embora o Declinio dos Citros seja conhecido ha mais de um século,
como ¢ o caso na Florida, EUA, ndo h4, ainda, o diagndstico do agente causal. A
natureza etioloégica do problema ¢é controversa, encontrando-se na literatura
citagdes tanto quanto ao envolvimento de agentes bidticos quanto fatores
abioticos. O Declinio dos Citros foi constatado no Brasil na década a de 70
(Rossetti, 2001) e, atualmente, tem presenca assinalada em praticamente todas as
regides produtoras do mundo (Wutscher, 1989). Nos EUA, é chamado de
“Blight” e tem sido considerado um dos maiores problemas fitopatolégicos na

Florida (Derrick et al.,, 1990). Na Argentina, ¢ chamada de “Declinamento”



(Anderson, 1990), e no Uruguai, de “Marchitamiento repentino” (Muller & Biso,

1990).

2.2 Testes Diagnosticos

Sintomas visuais semelhantes aos do Declinio dos Citros podem ser
induzidos por outras causas, como o dano causado por déficit hidrico,
nematdides, virdide da exocorte, virus da tristeza e da xiloporose, dificultando a
sua identificagdo (Lee et al., 1984). Para auxiliar a diagnose visual, surgiram
metodologias por meio das quais se avaliam caracteristicas ou sintomas
especificos do Declinio dos Citros.

O actmulo de zinco no lenho constituiu-se como um dos testes-padrdes
utilizados para diagnosticar o Declinio dos Citros, distinguindo-o de outras
doencas, uma vez que plantas afetadas com a anomalia apresentam
concentragdes, em média, cinco vezes maior que as plantas sadias (Wutscher,
1989). Os autores enfatizaram, no entanto, a importincia de se comparar
amostras de plantas afetadas e sadias de um mesmo local, visto que hd uma certa
variagdo nos teores de zinco no lenho das plantas de um local para outro.
Resultados de varias pesquisas confirmaram a observagdo apresentada por
Wautscher et al. (1977), a respeito dessa variagdo nas concentragcdes de zinco no
tronco das plantas de um local para outro (Giroto, 1990; Lee et al., 1984;
Wutscher, 1989).

Baseados no bloqueio do xilema pela ocorréncia de obstrugdes amorfas
ou filamentosas, desenvolveu-se um teste de diagnoéstico rapido, que passa a
avaliar a capacidade da planta em absorver dgua injetada no tronco.

A principio realizado, durante um periodo de 24 horas (Cohen, 1974),
no qual a agua ¢ injetada pela forca gravitacional, as arvores sdo consideradas
afetadas pelo Declinio se absorvem menos de 50 ml de agua no periodo. O

método foi modificado para um teste rapido utilizando-se pressao manual e uma



seringa (Lee et al., 1984). Por esse método, arvores sadias absorvem um minimo
de 10 m1 em 30 segundos, ao passo que arvores com Declinio normalmente nao
absorvem agua, ou chegam a absorver 1 a 2 mL no mesmo periodo.

Um avango na diagnose provém do desenvolvimento de um teste
sorologico obtido de uma proteina presente em plantas doentes (Derrick et al.,
1990). Neste teste, detectarm-se plantas afetadas ainda assintomaticas. No
Brasil, foram identificadas duas proteinas de aproximadamente 23 e 26 kDa,
especificas de plantas doentes que usavam o limao ‘Cravo’ como porta-enxerto.
Essas proteinas também foram identificadas em mudas da cultivar “Cravo”
(Paiva, 1993). Isso permite uma diagnose precoce mediante o desenvolvimento

de um teste soroldgico aplicavel até mesmo antes da implantagdo do pomar.

2.3 Argumentos contra fatores bidticos como possiveis agentes causais do

Declinio dos Citros

Varias foram as tentativas de controle ou recupera¢dao de plantas com
Declinio, porém, os trabalhos realizados mostram que os sintomas do Declinio
dos Citros sdo irreversiveis. Também foram varias as tentativas de associagdo do
Declinio com agentes patogénicos, todos sem a comprovagao.

Segundo Berger (1998), a tentativa de explicar a transmissdao de um
agente infeccioso por meio da enxertia de raizes pode ser interpretada como uma
transferéncia de acido abcisico (ABA) de uma raiz para outra, uma vez que esse
hormonio ocorre em niveis elevados em raizes de arvores sob estresse. O mesmo
autor, revisando o assunto, faz uma ampla abordagem sobre as possiveis causas
dessa anomalia, tornando evidente a auséncia do envolvimento de um agente
bidtico. Entre essas evidéncias, tém-se: 1- Nao foi encontrado nenhum patoégeno
associado a anormalidade, mesmo ap6s exaustivos estudos, amparados com
técnicas modernas de investigag@o e analises, como microscopia eletronica de

transmissdo e varredura, sorologia, sondas de DNA, meios seletivos para



isolamento em cultura pura de microorganismos e corantes especificos; 2- Os
sintomas do Declinio dos Citros apresentam semelhanca aqueles que ocorrem
em outras espécies de arvores, como por exemplo, em carvalhos (Quercus spp),
freixo (Fraxinus excelsio), acer (Acer spp), dendezeiro (Elaeis guineensis) e
mangueira (Mangifera indica). O Declinio dessas espécies € tido como causado
por fatores de natureza ndo-patogénica; 3- O perfil de aumento da incidéncia do
Declinio dos Citros, no tempo, ¢ diferente daquele associado a varias epidemias
causadas por patdgenos de plantas. De acordo com Sonoda et al. (1992) e
Yokomi et al. (1984), na Florida, o progresso do Declinio dos Citros ao longo do
tempo da-se de forma linear, assemelhando-se a varios outros tipos de Declinios,
de causa ndo parasitaria. No Brasil, de acordo com Tubelis et al. (1988), o
progresso temporal da doenca poderia ser descrito como uma funcdo
exponencial, divergindo dos resultados obtidos nos EUA. Nesse caso,
epidemiologicamente esperava-se um progresso acentuado da doenga, ocupando
gradativamente todos os pomares, de tal forma que todas as plantas acima de
seis anos estariam afetadas, o que ndo tem ocorrido na realidade. Tal fato suscita
e fortalece a idéia da auséncia de agentes bidticos associados a doenga; 4- De
acordo com Sonoda et al. (1992), a distribuicao espacial de plantas citricas com
sintomas de Declinio ocorre geralmente ao acaso, cujo perfil enquadra-se mais
apropriadamente a problemas de natureza abidtica. Certamente, o envolvimento
de um agente patogénico levaria, ao longo do tempo, & ocorréncia na forma de
agregado, fato esse ndo observado nas condigdes do Brasil; 5- Tem-se verificado
que tanto na Florida (Wutscher, 1989) como no Brasil, mesmo apods varios anos,
a co-existéncia de plantas sadias ao lado de plantas assintomaticas é fato comum
nos pomares citricos. Tal fato contraria a dinamica espacial, temporal e espago-
temporal resultante da influéncia de agentes biodticos; 6- A presenga de proteina-
RS (RS = relacionada ao estresse), inicialmente designada proteina PR (PR =

relacionada com a patogénese), constitui indicagdo da presenga de plantas



sintomaticas e assintomadticas ¢ ndo do envolvimento de um agente bioldgico
especifico na ocorréncia da doenca. De acordo com Berger (1998), a proteina-
RS esta associada a presenga de um fator responsavel por estresse na planta.
Segundo esse autor, a causa do Declinio dos Citros ¢ a mesma identificada para
o Declinio de outras espécies arboreas, qual seja: o estresse. Fatores como
desfolha, injurias por baixas temperaturas, indices elevados de salinidade do
solo, redugoes do sistema radical por atividades de nematoides e insetos do solo
e época inadequada de poda sdo alguns dos véarios fatores responsaveis por
estresse. Entre esses fatores, o autor cita o envolvimento direto de altas
concentragdes de sais soliveis no solo, resultante de fertilizacdo ou calagem
excessivas e déficit ou excesso de umidade. Segundo Castro (1991), ja foi
estabelecido associacdo entre injuria no sistema radical e a incidéncia do
Declinio dos Citros. De acordo com esse autor, ha possibilidade de que, nas
diferentes fases de formagdo das mudas, fatores desencadeadores de estresse,
como poda de raizes e tratos culturais inadequados predispdem as plantas ao
Declinio. Segundo Anderson (1980), poda de raizes de laranjeira 'Valéncia'
enxertada em limoeiro 'Rugoso’, com nove anos de idade, causou sintoma de
Declinio nas plantas, o que corrobora a hipdtese do estresse radical e presenca de
plantas sintomaticas; 7- As ocorréncias de desequilibrio nutricionais sdo também
fatores capazes de ocasionar estresse nas plantas e, dessa forma, contribuir para
a ocorréncia de sintomas. De acordo com Wutscher (1989), verificou-se a
relagdo direta entre baixas taxas de capacidade de troca catidnica e maior
incidéncia de plantas sintoméaticas. Normalmente, a manifestacdo dos sintomas
tem sido mais evidente em solos com teores limitantes de fosforo e potassio,
exibindo, por outro lado, altos niveis de célcio e magnésio e baixos teores de
cloro e enxofre. Segundo Wutscher (1989), nas condi¢des da Florida, aplicagdes
de grande quantidade de hidréxido de célcio levou a uma remissao dos sintomas.

Sabe-se, entretanto, que dificilmente uma planta afetada por um determinado



agente apresentaria recuperacdo, o que invalida a hipotese do envolvimento de
um patogeno; 8- Solos pouco profundos, de baixa fertilidade, com drenagem
deficiente, arenosos e capazes de interferir negativamente no desenvolvimento
do sistema radical estdo relacionados com maior incidéncia de Declinio (Castro,
1991). A unica pratica recomendada até o momento ¢ a eliminagdo da planta,
uma vez que ela passa a produzir em niveis abaixo do economicamente viavel. A
auséncia de medidas profilaticas, etiologia desconhecida e a manifestacdo tardia
dos seus sintomas, que s6 aparecem apds trés anos, tornam essa anomalia
preocupante para a citricultura mundial, uma vez que essa se encontra
disseminada praticamente por todas as regides citricas do globo (Wutscher,
1989).

2.4 Argumentos contra fatores abioticos como possiveis agentes causais

As hipoteses que sustentavam uma origem abidtica para a anomalia,
como desordem nutricional ou estresse fisioldgico, ndo puderam ser mantidas
apods a transmissdo do Declinio por enxertia de raizes. Para varios autores, deve
existir algum patogeno relacionado ao sistema radicular dos porta-enxertos, uma
vez que a anomalia ndo se transmite por enxertia de ramos (Carlos et al., 1997).

As plantas citricas raramente sdo cultivadas na forma de “pé-franco” e o
método de propagacdo mais usual ¢ a enxertia, ou seja, a unido da variedade
copa com um porta enxerto mais adaptado a condigdes adversas, resultando em
tolerancia a estresses diversos, melhoria da qualidade dos frutos e aumento da
producdo (Grosser & Gmitter Junior, 1990).

Uma estratégia alternativa ¢ a aplicacdo de novas técnicas de Biologia
Molecular, as quais poderdo contribuir para adicionar informagdes e introduzir
novas idéias, visando a elucidag¢do do agente causal ¢ medidas de controle para o

Declinio dos Citros.
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A identificagdo de genes diferencialmente expressos tem sido usada
como uma importante abordagem experimental para conhecer ndo somente a
funcdo génica, mas também para compreender como 0S mecanismos
moleculares estdo relacionados com processos biologicos (Vedoy et al., 1999).
No entanto, a andlise funcional do genoma de citros sob a condi¢cdo da anomalia

Declinio nao foi ainda elucidada completamente.

2.5 Bibliotecas subtrativas supressivas (SSH- Suppression Subtractive

Hybridization)

Uma metodologia alternativa para o isolamento de genes
diferencialmente expressos foi desenvolvida por Diatchenko et al. (1996). Esse
método, denominado Hibridacdo Subtrativa por Supressdo (SSH do inglés
“Supression Subtractive Hybridization™), baseia-se na amplificagdo preferencial,
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de seqiiéncias diferencialmente
representadas em duas populagdes de cDNA, ao passo que o fendomeno da
supressao impede a amplificacdo das seqiiéncias comuns. Distintamente de
outros métodos de obtengdo de genes diferencialmente expressos, que permitem
a identificagdo de pequena quantidade de genes, como a selecdo diferencial
(“differential display”), por exemplo, a SSH resulta em uma minibiblioteca
enriquecida desses genes, fornecendo amplo material para a comparagdo de
populacdes de mRNAs. Dada a sua eficiéncia, a SSH vem sendo amplamente
empregada para a identificagdo de genes envolvidos em diferentes tipos de
cancer e em processos de diferenciagdo celular. Ainda sdo poucos os trabalhos
na area vegetal que fizeram uso da SSH, entretanto, ja se confirmaram a
eficiéncia dessa técnica (Birch et al., 1999; Guzzo, 2004; Takemoto et al., 2003).

As varias etapas da SSH e seu principio estdo representados de forma
esquematica na Figura 1. Para a constru¢do da Biblioteca 1, a populagdo de

cDNA das plantas doentes, denominada de tester, ¢ ligada separadamente a dois
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tipos de adaptadores (adaptador 1 e 2R). A populagdo de cDNA de planta-
controle (sadia), denominada driver, nio € ligada a qualquer adaptador. Apos a
denatura¢do dos cDNAs tester ¢ driver, os cDNAs da planta-controle (driver)
sdo adicionados em excesso a cada uma das duas amostras das plantas doentes,
para a primeira reagdo de hibrida¢do. Essa reacdo resulta na formacdo de
diferentes produtos, como a molécula C, que representa o hibrido formado entre
seqiiéncias de cDNA comuns a planta doente ¢ a planta-controle sadia. Para a
segunda reacdo de hibridagdo, as amostras sdo misturadas sem denaturacio
prévia, juntamente com a adi¢do de um excesso de c¢cDNA denaturado
proveniente de planta-controle sadia. Ocorre, entdo, a formagdo do hibrido E,
que representa os cDNAs presentes apenas em plantas doentes, ndo comuns as
plantas-controle sadias. Apos o preenchimento das extremidades dos hibridos de
cDNAs com os adaptadores, as amostras sdo submetidas a PCR com primer
especifico para as seqiiéncias dos adaptadores (PCR primer 1). Apenas os
hibridos de cDNA do tipo E que contém os dois tipos de adaptadores apresentam
os sitios de anelamento para o primer. Esse processo permite, portanto, a
amplificagdo exponencial por PCR apenas dos cDNAs que representam os genes
expressos diferencialmente em plantas doentes. Em seguida, os produtos da PCR
sdo submetidos a uma segunda reagdo de amplificagdo (Nested PCR) com os
primers especificos Nested PCR primer 1 e Nested PCR primer 2R,
correspondentes as regides mais internas dos adaptadores 1 e 2R,
respectivamente. Essa reacdo possibilita um enriquecimento das seqiiéncias
expressas diferencialmente. Para a constru¢do da Biblioteca 2, utiliza-se a
mesma técnica anteriormente descrita com a modificagdo da ligagdo dos

adaptadores usando as plantas sadias como tester e as doentes como driver.
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FIGURA 1. Representagdo diagramatica da hibridag¢ao subtrativa por supressao.
As linhas sélidas representam os cDNAs tester ou driver; as caixas
solidas representam a regido externa dos adaptadores 1 e 2R que
correspondem a seqiiéncia do primer utilizado no PCR (PCR primer
1); as caixas claras representam a regiao interna do adaptador 1 e da
seqliéncia do Nested PCR primer 1 correspondente; as caixas
sombreadas representam a regido interna do adaptador 2R ¢ da
seqiiéncia do Nested PCR primer 2R correspondente.



2.6 Bibliotecas subtrativas supressivas: Aplicacdes na interacio Planta-

Extresse

Birch et al. (1999) isolaram genes de batatateira, induzidos nos
primeiros estidgios da resposta de hipersensibilidade (RH) a P. infestans,
utilizando a técnica da SSH para gerar uma biblioteca de cDNA enriquecida de
seqiliéncias induzidas na RH. As seqiiéncias de cDNA obtidas foram comparadas
com aquelas depositadas em bancos de dados internacionais (“National Center

for Biotechnology Information”, NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os

produtos dos genes isolados apresentaram similaridade com moléculas
sinalizadoras envolvidas na diferenciacdo celular, apoptose (morte celular
programada) e na transdu¢do de sinal da RH.

Essa técnica também foi utilizada para o isolamento de genes de batata,
ativados na interagdo compativel com a bactéria patogénica Erwinia carotovora.
Foi identificado, em batata, um importante fator de transcricdo da familia
WRKY, envolvido na indu¢do de genes codificadores de PR-proteinas. A
regulacdo desse gene foi investigada durante as interagdes compativeis e
incompativeis de plantas de batata com Phytophthora infestans (Dellagi et al.,
2000). Em tomateiro, Xiao et al. (2001) empregaram também a SSH,
possibilitando o isolamento de 82 clones de ¢cDNAs em plantas de tomate
35S::Pto correspondendo a genes envolvidos em diversos mecanismos de
defesa, como transdugdo de sinal, resposta de hipersensibilidade, estresse
oxidativo e proteodlise. Em cafeeiros, a técnica foi utilizada com o objetivo de
identificar genes associados aos mecanismos bioquimicos e moleculares
envolvidos na resisténcia sistémica adquirida (SAR) em plantas suscetiveis
contra fitopatdogenos (Guzzo, 2004).

A técnica também foi utilizada por Takemoto et al. (2003), para gerar
uma biblioteca de cDNA enriquecida de genes induzidos em plantas de fumo,

apos o tratamento com o elicitor de respostas de defesa, constituido por
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componentes da parede celular de hifas de Phytophthora infestans. Foram
isolados 19 genes, incluindo aqueles codificadores de PR-proteinas, como -1,3-
glucanase, ou de proteinas da parede celular vegetal, como a extensina ¢ uma
proteina rica em glicina. Os autores verificaram, também, o padrao de expressao
desses genes, em resposta ao tratamento com acido salicilico e metil jasmonato
ou a inoculagdo com a bactéria Pseudomonas syringae pv. glycinea, ndo
patogénica a Nicotiana tabacum. Pelos resultados obtidos, verificou-se que a
ativacdo da transcricdo desses genes ¢ regulada por diferentes moléculas
sinalizadoras e que os respectivos produtos estdo envolvidos em processos
distintos relacionados a resisténcia.

Além de ser utilizada para identificar genes induzidos em resposta a
infecgdo por patdgenos, a técnica SSH também foi utilizada para identificar genes
induzidos em resposta a estresses abioticos, como demonstrado em estudo no qual
foram identificados genes de Arabidopsis thaliana que sido diferencialmente
expressos em resposta a aplicagdes de 0zonio e moléculas sinalizadoras, como acido
salicilico e jasmonico (Mahalingam et al., 2003), também para o isolamento de
genes que podem estar envolvidos na tolerancia de frutos de citrus a condigdes de
variacdo de temperatura (Sanchez-Ballesta et al., 2003).

A técnica também foi usada para identificar genes ligados a resisténcia
ao aluminio em cana-de-agucar (Watt, 2003), também no estudo dos
mecanismos moleculares envolvidos no processo de senescéncia em Arabidopsis
thaliana (Gepstein et al., 2003).

A vantagem dessa técnica em relagdo as demais consiste no fato de
promover uma normalizagdo dos fragmentos subtraidos, reduzindo a
redundancia das seqiiéncias diferencialmente expressas abundantes em relagdo
aquelas mais raras na amostra, permitindo o enriquecimento dessas seqiiéncias

raras cerca de 1000 vezes. Essa normalizacdo também pode facilitar a clonagem
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de genes diferencialmente expressos pouco abundantes, em relagdo as demais
técnicas de analise de expressdo génica diferencial (Diatchenko et al., 1996).

O unico relato atual sobre a aplicagdo de técnicas para o estudo da
expressdo de genes associados ao Declinio dos Citros refere-se a andlise do
genoma funcional de plantas de limdo ‘Rugoso’ sob laranjeira ‘Valéncia’, nas
condi¢des da Florida, EUA (Carlos, 2004). Nesse estudo, o autor construiu duas
bibliotecas de cDNAs provenientes de mRNAs isolados de raizes de limdo
‘Rugoso’ sob laranjeira ‘Valéncia’ saudaveis, ligeiramente afetadas com o
Declinio e completamente afetadas com o Declinio, € mostrou que a SSH foi um
modo efetivo para criar uma biblioteca de cDNA enriquecida, e que a regulagao
de alguns genes dependia do grupo de planta avaliado.

Ainda ndo existem dados publicados sobre a aplicacdo de técnicas de
biblioteca subtrativa para clonagem e estudo de genes relacionados ao Declinio

em plantas de limdo ‘Cravo’ sob laranjeira ‘Péra’, nas condi¢des do cultivo no

Brasil.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta do Material e Plantas Doadoras

A coleta das amostras de raizes de limoeiro “Cravo” (Citrus limonia L.
Osbeck) sob laranja “Pera” (Citrus sinensis L. Osbeck) foi efetuada em uma
Fazenda pertencente a Empresa Cutrale, localizada na cidade de Bebedouro —
SP.

As amostras foram coletadas de arvores com aproximadamente 12 anos
de idade, de mesmo talhdo e submetidas as mesmas condi¢des de cultivo. Essas
foram colhidas ao acaso, com base em sintomas visuais tipicos de plantas sadias
e com Declinio. As arvores escolhidas foram caracterizadas em diferentes
estagios do desenvolvimento da anomalia:

Estagio 0 — Planta Sadia;

Estagio 1 — Planta em estagio inicial de Declinio dos Citros (plantas
isentas de brotagdes novas e folhas com coloracio verde fosco;

Estagio 2 — Planta em estagio intermediario do Declinio (plantas isentas
de brota¢des novas, folhas com coloragdo verde fosco, desfolhamento e seca de
ponteiros;

Estagio 3 — Plantas no estagio final de Declinio (plantas isentas de
brotagdes novas, exceto no interior das pernadas, folhas com coloragdo verde
fosco, desfolhamento abundante e seca severa dos galhos na copa da planta.

Apos avaliagdo visual, as plantas escolhida foram submetidas ao teste da
seringa para confirmacdo de sintomas visuais. O teste consiste em perfurar o
tronco da laranjeira a aproximadamente 30 cm acima da regido de enxertia com
uma broca ou prego de 1/8 de polegadas, a 3-5 cm de profundidade; nessa
perfuragdo, conecta-se a extremidade de uma seringa de 20 ml, sem agulha, na

qual se completam 10 ml de agua, a qual ¢ injetada no interior do tronco durante
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30 segundos. As arvores sadias devem absorver 10 ml de 4gua em 30 segundos,
as arvores que apresentam o Declinio ndo absorvem esse volume (Lee et al.,
1984).

Apos avaliagdo visual e teste da seringa, de cada arvore, foram coletadas
raizes/radicelas superficiais, para extragdo de RNA, e segmentos de raizes de
cerca de 20 cm de comprimento e 1-2 cm de didmetro, para extragdo de
proteinas, ambas localizadas radialmente ao tronco (60 a 150 cm). Dez arvores
foram amostradas, identificadas e classificadas como sadias ou em diferentes

estagios da anomalia (Tabela 1).

TABELA 1. Identificagdo e classificacdo das plantas de laranja ‘“Pera”sob limao
“Cravo” amostradas.

Planta Estagio
1
2
3 Sadia
4
5
6 Inicial
7
8 Intermediaria
9 Final
10

As amostras foram devidamente identificadas e acondicionadas em

recipientes adequados. As amostras para extragdo de RNA foram imediatamente
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colocadas em nitrogénio liquido e as para extragdo de proteina, acondicionadas
em gelo seco e transportadas até o Laboratorio Central de Biologia Molecular da
UFLA (LCBM), Lavras MG, onde foram imediatamente armazenadas em

freezer -80 °C e 4 °C, respectivamente, até 0 momento das analises.

3.2 Extracao e Quantificacao Protéica

Proteinas soliveis presentes no xilema foram isoladas, conforme
metodologia descrita por Paiva (1993), em que as raizes de 1-2 cm de didmetro
foram divididas em pedagos de 10-20 cm de comprimento e tiveram os tecidos
da casca das extermidades retirados. Através de uma bomba a vacuo, um
quitasato e com auxilio de mangueiras, foi passada pelos vasos do xilema uma
solugdo tampdo de Tris 1 mol.L™" (pH 7.4).

Cada pedago de raiz recebeu 5 ml desse tampao; em seguida, foi
imediatamente congelada e, ao final, liofilizadas. A quantificacdo protéica foi

feita pelo método descrito por Bradford (1976).

3.3 Analise Protéica

Apb6s a extracdo, liofilizagdo e quantificagdo, as amostras foram
avaliadas por eletroforese.

As proteinas presentes na fragdo soluvel do xilema foram analizadas em
gel SDS — PAGE (sodyum dodecyl sulfate-polyacrilamide gel), contendo 12,5%
de poliacrilamida e 0,1% dodecil sulfato de sodio, baseando-se no sistema de
eletroforese descrito por (Laemmli, 1970).

Os géis foram polimerizados com 1,5 mm de espessura em sistemas
descontinuos, e a corrida se deu com tampao contendo 0,2M Glicina + 0,025M

Tris + 0,1% SDS, e submetidos a uma carga elétrica de 200 mA. O periodo de
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corrida foi de aproximadamente 2-3 horas, até o marcador de frente alcangar o
final do gel.

Apos as corridas, os géis foram revelados utilizando-se solugdo de
coloragdo, contendo 0,5% do corante Coomassie Blue R-250 + 50% etanol +
10% 4acido acético e a descoloracdo com uma solu¢do contendo 10% 4cido

acético + 5% etanol.

3.4 Extracao de RNA total

O RNA total foi extraido baseando-se no método desenvolvido por
Chomczynski & Sacchi (1987), conhecido como o método do TRIZOL. O
TRIZOL® Reagent (Invitrogen™) é uma solugdo monofisica de fenol e
isotiocianato de guanidina, que permite a extragdo de RNA em uma etapa Unica.

As raizes/radicelas superficiais descritas em 3.1. foram trituradas em
almofariz com nitrogénio liquido. Do pé fino resultante, 100-150 mg foram
colocados em tubos de 2 mL e misturados com 1 ml de TRIZOL® Reagent
( Invitrogen™).

Apds a adicdo do reagente a cada amostra e homogeneizagdo sob
agitacdo suave, a mistura permaneceu por 5 minutos a temperatura ambiente
para permitir a completa dissociagdo do complexo nucleoprotéico. O material
insoluvel foi removido por centrifugacdo (10.000 xg, 10 min, 4°C).

Em seguida, a separagao do material soluvel contida no sobrenadante foi
feita adicionando-se 0,3 ml de cloroformio e os tubos foram mantidos em
temperatura ambiente por 3 minutos e, logo apos, feita uma centrifugagio
(10.000 xg, 15 min, 4°C), O RNA presente na fase aquosa foi precipitado com
0,3 ml de alcool isopropilico + 0,3 ml tampdo citrato (0,8 mol.L™" citrato de
sodio e 1,2 mol.L™" cloreto do sodio), deixando 10 minutos a temperatura

ambiente e apos centrifugacao (10.000 xg, 10 min, 4°C).
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No final do procedimento, apds lavagem do sedimento com 1 mL de
etanol 75% (10.000 xg, 10 min, 4°C), secagem 10 minutos em camara de fluxo
laminar, o RNA extraido foi dissolvido em 50 pL de agua livre de RNase.

A concentracdo de RNA das amostras foi quantificada em
espectrofotometro a 260 nm. O perfil do RNA extraido foi visualizado por
eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo (EtBr), em
tampdo TAE pH 8,3 (Tris-acido acético-EDTA; Tris-acetato 40 mmol.L™,
EDTA 1 mmol.L"). Todas as amostras de RNA foram mantidas em freezer
—80°C.

Toda extragdo foi realizada da forma mais asséptica possivel, usando-se
luvas; todo o material (vidraria, ponteiras, tubos, etc) foram tratados com DEPC

(1 mL/L) overnight e, posteriormente, autoclavados.

3.5 Tratamento do RNA total com DNase

As amostras de RNA total, apds quantificacdo, foram tratadas com
Deoxyribonuclease I Amplification Grade (Invitrogen™), para inativagdo de
possiveis DNAs gendmicos remanescentes. Apds o tratamento 15 pl (10 ul RNA
total + 1 ul DNase + 1,5 pl tampao + 2,5 ul 4gua), foram adicionados 40 pl de
fenol/cloroformio/alcool isoamilico na propor¢ao 24:1:1, misturado em vortex
por 30 segundos, em seguida as amostras foram deixadas por 10 minutos no gelo
e entdo centrifugadas (12.000 xg, 5 min, 4°C).

Coletada a fase superior, foram adicionados a essa 5 ul de acetato de
sodio 3 mol.L™" e 0,2 ml de etanol 100%, para precipitar o RNA por uma hora a
— 80 °C.

Apds centrifugagdo (12.000 xg, 5 min, 4°C) e lavagem do pellet com 0,5
ml etanol 75%, o RNA foi dissolvido em 10 pl de agua livre de RNase.

A concentragdo de RNA total das amostras tratadas foi determinada em

espectrofotometro a 260 nm e o perfil dos tratamentos foi visualizado por
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eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo (EtBr), em
tampdo TAE pH 8,3 (Tris-acido acético-EDTA; Tris-acetato 40 mmol.L™,
EDTA 1 mmol.L"). Todas as amostras de RNA foram mantidas em freezer

-80 °C.

3.6 Purificacdo do mRNA

O mRNA foi obtido utilizando-se o kit Oligotex mRNA Spin-Column
Protocol (QIAGEN), de acordo com as especificagdes do fabricante. Para isso,
adicionaram-se a0 RNA total tratado com DNase descrito em 3.5., 250 pl de
agua livre de RNase + 250 pl de tampao OBB + 15 ul de oligotex suspension e,
em seguida, incubou-se essa mistura por 3 minutos a 70 °C.

As amostras foram removidas da incubagao e deixadas por 10 minutos a
temperatura ambiente para a hibridacdo e formagdo do complexo oligo dt do
oligotex + poly A do mRNA e entdo centrifugadas por 2 minutos a 18.000 g a
temperatura ambiente. O pellet de mRNA foi ressuspendido em 0,4 ml do
tampao OW?2, transferidos para uma coluna de purificacdo (spin-column) e
centrifugados por 1 minuto a 18.000 g a temperatura ambiente. Essa etapa foi
repetida novamente, porém, transferindo a coluna para um novo eppendorf.
Nessa etapa, o complexo oligo dt/mRNA ficam retidos na coluna, enquanto todo
0 resto passa por sua resina.

Transferindo-se a coluna contendo a resina + complexo para um novo
tubo e adicionando 20 pl de tampao OEB quente (70 °C), centrifugou-se por 1
minuto a 18.000 g a temperatura ambiente, onde este tampao rompe o complexo
e somente 0 mRNA passa pela coluna. Para maior eficiéncia do método
adicionou-se mais 20 ul de tampao OEB quente (70 °C) e centrifugou-se por 1
minuto a 18.000 g a temperatura ambiente.

O perfil do RNA extraido foi visualizado por eletroforese em gel de

agarose 1% contendo brometo de etideo (EtBr), em tampao TAE pH 8,3 (Tris-
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4cido acético-EDTA; Tris-acetato 40 mmol.L"', EDTA 1 mmol.L'l). Todas as

amostras de RNA foram mantidas em freezer —80 °C.

3.7 Construcio da Biblioteca Subtrativa Supressiva (SSH)

A construgdo da biblioteca subtrativa supressiva foi realizada utilizando-
se o Kit “PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit” (CLONTECH), segundo as
instrucoes do fabricante “CLONTECH PCR-Select™ c¢DNA Subtraction Kit
User Manual” (2002).

Foram construidas duas bibliotecas de cDNAs: uma contendo clones da
subtracdo “planta doente menos planta sadia” (Biblioteca 1: Doente — Sadia
Figura 2) e outra biblioteca contendo clones da subtracdo “planta sadia menos

planta doente” (Biblioteca 2: Sadia — Doente), de acordo com a Tabela 1.

Plantas sadias Plantas com Sintomas
Amostras coletadas Amostras coletadas
Planta 1:2:3:4:5 Planta 6:7:8:9:10
RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA RNA
| Mistura de RNA (1:1:1:1:1) | | Mistura de RNA (1:1:1:1:1) |

Amostra “ Tester”

FIGURA 2. Representagdo diagramatica visando a identificar genes expressos
nos diferentes estagios do Declinio amostrados. As amostras de
RNA total obtidas foram misturadas proporcionalmente para a
construgdo das bibliotecas SF e SR.
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3.7.1 Sintese da primeira fita de cDNA

Para a sintese da primeira fita de cDNA, 2pg de mRNA purificados no
item 3.6. (2-4 pl) foram misturados com 1 pl de cDNA Synthesis Primer (10 p
mol.L") e 4gua estéril para um volume final de 5 pul. Apés incubagio a 70°C por
2 minutos em termociclador e logo apds 2 minutos no gelo, foram acrescentados,
a cada mistura, 2 pl de tampéo da primeira fita [5x] (250 mmol.L™" Tris-HCI pH
8.5, 40 mmol.L”" MgCl, 150 mmol.L"" KCI, 5 mmol.L" Dithiothreitol), 1ul de
Mix dNTP 10 mmol.L™" [50x] (desoxirribonucleosideo trifosfato), 1 pul de agua
estéril e 1ul de AMV Transcriptase reversa [20 U/ pl].

As amostras foram incubadas a 42 °C por 90 minutos em termociclador,
depois colocadas em gelo 2 minutos para interromper a sintese da primeira fita

de cDNA e entdo procedeu-se imediatamente a sintese da segunda fita de cDNA.

3.7.2 Sintese da segunda fita de cDNA

O tubos de reagdo de sintese da primeira fita de cDNA foram, resfriados
em gelo, sendo adicionados os seguintes compostos: 48,4 ul de dgua estéril, 16
ul de tampdo da segunda fita [5x] (500 mmol.L" KCL, 50 mmol.L"" Ammonium
sulfate, 25 mmol.L" de MgCl,, 0,75 mmol.L" de B-NAD, 100 mmol.L" Tris-
HCL pH 7.5, 0,25 mg/ml BSA), 1,6 ul Mix dNTP 10 mmol.L™' [50x], 4 pl de
coquetel da enzima da segunda fita [20x] (DNA polymerase I [6 U/ul], RNase H
[0,25 U/pl], E. coli DNA ligase [1,2 U/ul], para um volume final de 80 pl.

As amostras foram incubadas em termociclador a 16 °C por duas horas,
e, entdo, adicionados 2 pl de T4 DNA Polymerase [3 U/ul]. Apds 30 minutos, 16
°C em termociclador, adicionaram-se 4 pul da mistura EDTA/Glicogénio [20x]
para terminar a sintese da segunda fita de cDNA.

Em seguida, 100 pl de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na proporc¢ao

25:24:1 foram adicionados, misturados e centrifugados (14000 xg, 10 minutos) a
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temperatura ambiente. O mesmo se repetiu com 100 pl de cloroférmio/alcool
isoamilico na proporg¢do 24:1.

Para o procedimento de precipitacdo, adicionaram-se 40 pl de NH,Oac
[4 mol.L'l] e 0,3 ml de etanol 95%, temperatura ambiente, ¢ as amostras foram
centrifugadas (14000 xg, 20 minutos a temperatura ambiente), e entdo o pellet
foi lavado com 0,5 ml de etanol 80% (14000 xg, 10 minutos & temperatura
ambiente). O sobrenadante foi removido e evaporou-se o residuo de etanol por
20 minutos em capela de fluxo laminar. O pellet foi ressuspendido em 50 pl de

agua estéril.

3.7.3 Digestao dos cDNAs com a enzima de restricio Rsa I

Os ¢cDNAs de ambas as amostras tester e driver foram digeridos com a
enzima de restrigdo Rsal, com o objetivo de reduzir a complexidade dos
fragmentos de cDNA fita dupla apresentando extremidades abruptas, necessarios
para a ligacdo dos adaptadores e de gerar mais representagdes de cada cDNA
para a subtragao.

Essa digestdo € necessaria para se evitar que ocorra, nas etapas
posteriores de PCR, amplificagdo de fragmentos pequenos em detrimento dos
grandes. Além disso, a cinética de hibridagdo de fragmentos desse tamanho &
mais homogénea. Outras duas vantagens sdo: evitar formagdo de hibridos
complexos entre diversos cDNAs diferentes e, ainda, permitir que um mesmo
gene seja representado por diversos fragmentos na biblioteca, aumentando sua
probabilidade de ser clonado.

Foram adicionados os seguintes reagentes: 43,5 ul de cDNA, 5 ul de
tampao da enzima de restri¢do Rsa I [10x] (100 mmol.L™" Bis Tris Propane-HCl
pH 7.0, 100 mmol.L™' MgCl, 1 mmol.L" Dithiothreitol) e 1,5 ul de Rsa 1[10 U/
pl]. Apds a incubacao das amostras a 37°C por 90 minutos foi adicionado a cada

mistura, 2,5 pl de EDTA/Glicogénio para interromper a reacdo. Foram
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adicionados 50 pl de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na propor¢ao 25:24:1 e
centrifugados a 14000 xg por 10 minutos a temperarura ambiente. Apds remover
o sobrenadante para um novo tubo, repetiu-se esse passo com 50 pl de
cloroférmio/alcool isoamilico na proporgao 24:1.

A precipitacio foi realizada adicionando 25 pul de NH4Oac [4 mol.L"] e
187,5 ul de etanol 95%, centrifugacdo 14000 xg por 20 minutos a temperatura
ambiente. A lavagem feita com 200 pl de etanol 80% e centrifugacdo 14000 xg
por 5 minutos a temperatura ambiente, sobrenadante removido e o pellet foi seco
em capela de fluxo laminar por 20 minutos. Ao final o pellet foi dissolvido em

5,5 ul de 4gua estéril e armazenado a — 20 °C.

3.7.4 Ligacio dos Adaptadores ao cDNA

Para a ligagdo dos adaptadores, uma aliquota de 1 pL de amostra de
cDNA proveniente de plantas doentes (Biblioteca 1) e plantas sadias (Biblioteca
2), obtidas conforme descrito no item 3.7.3. (digerida com Rsa I), foi diluida
com 5 pL de agua esterilizada (cDNA tester diluida). Em seguida, a amostra
cDNA tester diluida foi ligada separadamente aos dois tipos de adaptadores
(adaptador 1 e adaptador 2R), preparando-se as seguintes misturas de reagao:

Mistura de reagdo tester 1: foram adicionados a 2 pL. de amostra cDNA
tester diluida, 2 pL de adaptador 1 (10 p mol.L™"), 3 uL de agua, 2 uL de tampio
de ligagdo [5X] e 1 uL de T4 DNA ligase (400 unidades/uL).

Mistura de reagdo tester 2: foram adicionados a 2 uL. de amostra cDNA
tester diluida, os mesmos componentes, adicionando-se 2 pL de adaptador 2R
(10 p mol.L™") em vez de adaptador 1.

A reagdo de ligacdo foi realizada em termociclador Eppendorf
Mastercycler gradiente a 16 °C durante 14 h, sendo entdo interrompida pela
adicdo de 1 pL de uma mistura de EDTA/glicogénio. As amostras foram

aquecidas a 72 °C por 5 min para inativar a enzima ligase. Em seguida, as
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amostras testerl (ligada ao adaptador 1) e a tester2 (ligada ao adaptador 2R),

foram utilizados na primeira reacao de hibridagao.

3.7.5 Primeira Reacao de Hibridacao

Para a primeira rea¢do de hibridagdo, foram utilizadas as amostras
tester1- ligada ao adaptador 1 e tester2-ligada ao adaptador 2R (item 3.7.4.) e as
amostras de ¢cDNAs driver proveniente de plantas doentes (Biblioteca 1) e
plantas sadias (Biblioteca 2) digeridas com Rsa I. Essa amostra, denominada
c¢DNA driver , foi adicionada separadamente as amostras tester, preparando-se
as seguintes misturas de hibridacao: Mistura de hibridagdo 1: foram
misturados 1,5 pL. de amostra cDNA driver ndo diluida, 1,5 pL de testerl-ligada
ao adaptador 1 e 1 puL de tampao de hibridacao [4X] .

Mistura de hibridagdo 2: foram misturados 1,5 pL de amostra cDNA
driver nio diluida, 1,5 pL de tester2-ligada ao adaptador 2R ¢ 1 uL de tampao
de hibridacao [4X] .

As misturas de reacdo foram aquecidas, separadamente, a 98°C, por 1,5
minutos, para desnaturacdo das amostras de cDNAs tester e driver. Em seguida,
a primeira reagdo de hibridagdo foi realizada em termociclador Eppendorf
Mastercycler gradiente a 68°C por oito horas. Apds esse periodo, os produtos da
reagdo foram imediatamente utilizados para a segunda reagao de hibridacao.

Nessa etapa, ap6s a denaturagdo, ocorre o anelamento entre as
seqiiéncias similares de cDNA fita simples presentes nas amostras cDNAs tester
e driver. Os ¢cDNAs fita simples remanescentes, disponiveis para a segunda
reacao de hibridagdo, representam as seqiiéncias menos abundantes presentes
nas duas populagdes. Dessa forma, ocorre a equalizacdo e enriquecimento das

seqiiéncias expressas diferencialmente nas plantas induzidas.
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3.7.6 Segunda Reacio de Hibridac¢ao

Na segunda reacdo de hibridagdo, as duas amostras provenientes da
primeira reagdo de hibridagdo foram misturadas e uma aliquota de cDNA driver
recém-denaturado foi adicionada a mistura, para propiciar um maior
enriquecimento das seqiiéncias expressas diferencialmente. As etapas seguintes
foram executadas: a) Denaturagdo do cDNA driver: foram misturados 1 uL de
amostra cDNA driver ndo diluida, 1 uL de tampdo de hibridagdo [4X] e 2 uL de
agua esterilizada. Uma aliquota de 1 pL dessa mistura foi incubada em
termociclador a 98°C por 1,5 minutos; b) Mistura da segunda reagdo de
hibridagdo: as amostras de hibridacdo 1 e 2 provenientes da primeira reagdo de
hibridagdo foram misturadas sem serem removidas do termociclador e foi
adicionada a essa mistura, simultaneamente, o cDNA driver desnaturado (a).

Em seguida, a segunda reagdo de hibridagdo foi realizada em
termociclador Eppendorf Mastercycler gradient a 68°C por quatorze horas. Apés
esse periodo, foi adicionado ao produto da reagdo de hibridagdo 200 pL de
tampdo de diluigdo (HEPES-HCI 20 mmol.L"' pH 8,3, NaCl 50 mmol.L" ¢
EDTA 0,2 mmolL"' pH 80). A mistura foi incubada em termociclador
Eppendorf Mastercycler gradiente a 68°C por 7 min e utilizada nas reagdes de
PCR.

Nessa etapa, ocorre a formagdo de novas moléculas hibridas que
consistem nos cDNAs expressos diferencialmente nas plantas doentes
(Biblioteca 1) e plantas sadias (Biblioteca 2), apresentando os dois tipos de

adaptadores em cada extremidade.
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3.7.7 Primeira Amplificacio do Produto da Hibridacio pela Reacdo em

Cadeia da Polymerase

Os cDNAs expressos diferencialmente nas plantas presentes no produto
da segunda reacdo de hibridag¢do foram amplificados seletivamente por PCR. Na
primeira reacdo de amplificagdo, apenas os cDNAs dupla fita apresentaram em
cada extremidade as seqiiéncias distintas de adaptadores amplificadas
exponencialmente. A reacdo de amplificacdo foi feita com o produto da segunda
reagdo de hibridacdo constituido pelo cDNA tester subtraido. As seguintes
misturas de reagdo foram preparadas:

a) Mistura para amplificacdo da amostra subtraida: foram misturados 1
uL de cDNA tester proveniente da segunda hibridagdo, 19,5 pL de 4gua
esterilizada, 2,5 yL de tampdo de PCR [10X], 0,5 puL de dNTPs Mix (10
mmol.L"' cada), 1 uL de PCR primer 1 (10 pmol.L™") ¢ 0,5 uL de Advantage
cDNA Polymerase Mix [50X].

As misturas de reacdo foram incubadas em termociclador Eppendorf
Mastercycler gradiente a 75°C por 5 min para a extensdo dos adaptadores.
Imediatamente foi realizada a amplificagdo utilizando-se o programa: 94°C por
25 s, seguido de 27 ciclos de 94°C por 10 s, 66°C por 30 s e 72°C durante 1,5
min. Em seguida, 3 pL de cada produto do primeiro PCR foram misturados com
27 uL de 4gua e as amostras assim diluidas foram utilizadas na segunda reagao
de amplificagdo (Nested PCR) ou, posteriormente, no procedimento da selegdo
diferencial. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de

agarose 2%/EtBr em tampao TAE [1X] (dados ndo mostrados).

3.7.8 Segunda Amplificacdo pela Reacdo em Cadeia da Polimerase

Para a segunda reacdo de amplificagdo, 1 pL do produto do primeiro

PCR diluido, obtido para cada amostra conforme descrito no item 3.7.7., foi
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misturado com 18,5 pL de agua esterilizada, 2,5 pL de tampao de PCR [10X], 1
uL de Nested PCR primer 1 (10 pmol.L™"), 1 pL de Nested PCR primer 2R (10
umol.L™), 0,5 uL de dNTP mix (10 mmol.L™") ¢ 0,5 uL de Advantage cDNA
Polymerase Mix [50X].

A reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando-se o programa: 18
ciclos de 94°C por 10 s, 68°C por 30 s e 72°C durante 1,5 min em termociclador
Eppendorf Mastercycler gradiente. Essa etapa possibilitou um enriquecimento
das seqiiéncias de cDNAs expressas diferencialmente.

Os produtos do segundo PCR foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose 2%/EtBr em tampao TAE [1X].

Em seguida, foram submetidos a clonagem para obteng¢do da mini-
biblioteca de cDNA de genes obtidos de plantas doentes (Biblioteca 1) e de
plantas sadias (Biblioteca 2).

Essa hibridacao subtrativa foi realizada utilizando-se como amostra
tester os ¢cDNAs obtidos de plantas doentes (Bibliotecal), os quais foram
subtraidos com os c¢cDNAs da planta sadias (cDNAs driver). Esse tipo de
hibrida¢do ¢ denominado de subtracdo forward (SF). Foi realizada, também,
uma hibridagdo inversa (Biblioteca 2), denominada de subtragdo reverse (SR),
em que os cDNAs de plantas sadias foram utilizados como amostra tester, sendo
subtraidos com os cDNAs da planta doentes, os quais foram utilizados como
driver.

Para a subtracdo reverse, foram seguidas as mesmas etapas descritas a
partir do item 3.7.4., sendo realizada simultaneamente com a subtracao forward.
A realizacdo da subtragdo reversa é necessaria para o procedimento da selegéo

diferencial.
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3.7.9 Clonagem do produto final da hibridacido subtrativa por supressio no

vetor

O produto do segundo PCR proveniente da SSH forward e reverse foi
submetido a clonagem no vetor pDrive Cloning Vetor (QIAGEN® PCR Cloning
Kit)

A reagdo de ligagdo de cada uma das bibliotecas ao vetor foi realizada a
10°C por 16 horas, misturando-se 2 pl da biblioteca (1 e 2) diluida cinco vezes,
2 wl de agua deionizada, 1 pl de pDrive Cloning Vetor e 5 ul de Ligation Master
Mix 2x' (contendo a enzima T4 DNA ligase).

3.7.10 Transformacao Bacteriana

O produto da reagdo de ligagdo item 3.8. foi utilizado para transformar
células competentes das bactérias E. coli DH5a™ T1 Phage Resistant
(Promega), em que 2 pl do produto da ligagdo do item 3.7.9. foram misturados
com 50 pl de células competentes DH5a™ T1 e colocados em gelo por 20
minutos, logo em seguida, 45 segundos a 42°C e, novamente, 2 minutos no gelo.
Em seguida, adicionou-se 0,9 ml de meio SOC e incubou-se por uma hora a
37°C. Logo ap6s a incubagdo, o plaqueamento foi feito utilizando-se aliquotas
de 250 pl de ligacdo por placa de Petri, contendo 20 ml de meio de cultura
Luria-Bertani (LB) + Agar, 40 pl ampicilina [100 pg/ml], 25 pl de X-Gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo [40 mg/ml]) e 12 pl de IPTG
(isopropil-p-Ditiogalactopiranosideo, indutor do operon Lac de E. coli [100
mg/ml]).

Apos o plaqueamento, as culturas foram mantidas a 37°C durante 16
horas para permitir o crescimento das colonias bacterianas.

Apo6s esse periodo, as colonias brancas transformadas foram coletadas

com auxilio de palitos esterilizados, sendo transferidas individualmente para
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tubos Falcons de 15 ml contendo 2 ml de meio Luria-Bertani (LB liquido) com
ampicilina (100 pg/mL). Em seguida, os tubos foram mantidos a 37°C sob
agitacdo durante 18 horas, em agitador orbital ajustado para 300 xg, para
possibilitar o crescimento das células de E. coli. Em seguida, um estoque de
glicerol para culturas individuais dos clones foi feito a partir de 300 pl de
suspensdo bacteriana misturados com 600 pl de glicerol 10% para serem

mantidos em freezer -80 °C.

3.7.11 PCR de Coldnia para confirmacao da ligacio e transformacéo

Para confirmagdo da ligagdo, foram realizadas realizadas reagdes de
PCR de colonias transformadas, utilizando-se o primer M13 Fwr ¢ M13 Ver,
que sdo reconhecidos no vetor pDrive Cloning. Cada rea¢dao contendo 15 pl de
Mix de PCR (9,5 pl de agua estéril, 2 pl de tampao de PCR [10X], 0,5 ul de
MgCl,, 0,6 pl de DNTP [10 mmol.L™'], 1 pl primer M13 Fwr, 1 ul primer M13
Rev, 0,4 pl de Taq DNA Polimerase [5 U/ml]), foi colocada em contato com o
residuo de um palito de madeira estéril encostado na colénia transformada da
placa de Petri.

A reacdo foi submetida a temperatura de 95°C por 4 min para lise inicial
das bactérias, seguido de 95°C por 45 s para desnaturacdo, 55°C por 45 s para
anelamento, 72°C por 1,5 min para extensdo, por 40 ciclos, e extensdo final a
72°C por 5 min em termociclador Eppendorf Mastercycler gradient. Os produtos
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1.5%/EtBr em tampao

TAE [1X].

3.7.12 Extracao dos plasmideos contendo insertos dos cDNA obtidos

Os plasmideos foram extraidos das células bacterianas por lise alcalina,

baseando-se em método desenvolvido por Birnboim & Doly (1979).
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Apbs o crescimento das coldnias por um periodo de 16 h (item 3.7.10.),
foram retirados 300 pl para o armazenamento permanente da biblioteca (estoque
de glicerol) item 3.7.10., e, os 1700 pl restantes foram submetidos a
centrifugacdo por 3 min a 20°C, 10.000 xg, para sedimentacdo das células
bacterianas. Em seguida, o meio de cultura foi descartado e os tubos foram
invertidos sobre papel absorvente. As células sedimentadas (pellet) foram
ressuspendidas em 100 pl de solucdo I (GET: glucose 50 mM, EDTA 10
mmol. L™, Tris-HCI 25 mmol.L"' pH 8,0) e mantidas no gelo. Para a lise celular
foram adicionados para cada tubo 200 ul de solugdo II (880 ul de agua, 100 pl
de SDS 10% e 20 ul de NaOH 10 mol.L™"), misturados por inversio e estocados
no gelo. Apos resfriamento foram adicionados 150 pl de uma solucgdo de acetato
de potassio 3 mol.L" em cada tubo e deixados em gelo por 5 minutos. Essa
etapa permite a separagdo entre o DNA gendmico e o DNA plasmidial.
Enquanto o DNA gendmico ¢ desnaturado e retido no sedimento com os
residuos celulares, 0 DNA plasmidial permanece solivel no sobrenadante. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 5 minutos a 20°C. Apos
centrifugacdo, o sobrenadante contendo o DNA plasmidial foi transferido para
um novo tubo e adicionado 0,9 ml de etanol 95%, invertendo-se os tubos varias
vezes e deixando a temperatura ambiente, até que a precipitacdo se torne visivel
a olho nu (aproximadamente 3 minutos). Logo apOs essa precipita¢do, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos a 20°C, para a formagdo
de um pellet de DNA plasmidial e descarte do sobrenadante. Adicionou-se 1 ml
de etanol 70% para lavagem do pellet que, apds agitacdo, foi centrifugado a
10.000 g por 2 minutos a 20°C. Descartou-se o sobrenadante e o pellet contendo
o DNA plasmidial foi seco totalmente em capela de fluxo laminar, e
ressuspendido em 104 pl de solugdo de RNAse (100 pl de TE pH 8,0 e 4 pl de
RNAse A [10 mg/ml]), seguido de encubacdo a 37°C por 40 minutos. Uma

limpeza do produto foi feita adicionando-se 104 ul de fenol:cloroférmio na
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propor¢ao 1:1, e apdés 5 minutos a temperatura ambiente as amostras foram
centrifugadas 10.000 g por 10 minutos e a fase superior recolhida para um novo
tubo. A precipitacdo desse sobrenadante (fase superior) foi realizada
adicionando-se 10 pl de acetato de sodio 3 mol.L" pH 7,5 e 220 pl de etanol
95%. Centrifugagdo a 10.000 g por 5 minutos a 20°C. Descartado o
sobrenadante adicionou-se ao pellet 0,5 ml de etanol 70%, dissolvido o pellet,
nova centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos a 20°C. Ao término descartou-se o
sobrenadante e o pellet foi seco totalmente em capela de fluxo laminar por 15
minutos. Apds secagem completa, o pellet foi ressuspendido em 35 pl de agua
estéril, os DNAs plasmidiais foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1.2%/EtBr em tampao TAE [1X] e armazenados a - 20°C até serem

submetidos a sequenciamento.

3.7.13 Sequénciamento dos plasmideos

Os plasmideos contendo os insertos de cDNA, extraidos dos clones
obtidos, conforme descrito no item 3.7.12., foram seqiienciados em aparelho
seqiienciador de DNA, Mega Bace 1000 (AMERSHAM BIOSCIENCES). Para
o seqiienciamento, foi utilizado o método enzimatico baseado na sintese de DNA
in vitro na presenca de nucleosideos trifosfatados terminadores de cadeia
(Sanger et al., 1977).

Os cDNAs purificados foram amplificados por PCR na presenca de
DNA polimerase, de um primer universal que se anela a seqiiéncia do vetor
utilizado para a clonagem, de dNTPs em excesso ¢ de uma pequena quantidade
de didesoxirribonucleosideos trifosfatos terminadores de cadeia (ddNTPs),
marcados com substancia fluorescente (diclororhodamina ligada a fluoresceina).
Quando ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCTP e ddGTP), os quais ndo apresentam o
grupo 3’-OH da desoxirribose presente em nucleotideos normais, sio

aleatoriamente incorporados na cadeia de DNA que esta sendo sintetizada, a
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adi¢do do nucleosideo seguinte ¢ bloqueada. Dessa forma, a reacdo enzimatica
gera fragmentos de DNA marcados com substancia fluorescente, os quais sdo
posteriormente separados por eletroforese e detectados, permitindo a
determinagdo da seqiiéncia completa da fita molde de DNA. O seqiienciamento
foi realizado com o kit “Big Dye Terminator” (Applied Biosystems).

Para a reacdo de seqilienciamento, foram adicionados a uma microplaca
para PCR contendo 96 cavidades, 1 pl de cada plasmideo e 4 pl de “Big Dye
Terminator” (DNA polimerase/dNTPs/ddNTPs) diluido [4X] no tampdo de
seqiienciamento (Tris-HC1 50 mmol.L" e cloreto de magnésio 1,25 mmol.L™),
acrescido de 5 picomoles de primer forward M13. A reagdo foi realizada em
termociclador Eppendorf Mastercycler gradient, utilizando-se o seguinte
programa: 30 ciclos de 95°C por 20 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C
durante 1 minuto.

Os produtos amplificados da reacdo de seqlienciamento foram
precipitados, adicionando-se 1 pl de acetato de aménio 7,5 mol.L" as amostras
em cada cavidade da microplaca de PCR. Em seguida, adicionaram-se duas
vezes 0 volume com etanol 95%. Posteriormente, as placas foram vedadas com
adesivo, agitadas manualmente por inversdo, permanecendo a temperatura
ambiente por 15 min. Apds centrifugacdo por 45 min a 4.000 xg, 20°C, os
sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram lavados com 100 pl de
etanol 70%. As placas foram centrifugadas por 15 min a 4.000 xg, 20°C. Os
sobrenadantes foram descartados e as microplacas foram novamente
centrifugadas de forma invertida sobre papel absorvente (1.000 xg, 1 min) para
remover o excesso de etanol, sendo, em seguida, mantidas a 37°C por 10 min
para secagem.

Apos adicionar 10 pl de loading solution em cada poco da microplaca,
essa foi injetada no Mega Bace 1000. Os parametros de eletroforese utilizados

foram: voltagem de injecdo: 2 Kv; tempo de inje¢ao: 80 segundos; voltagem de
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corrida: 6 Kv; tempo de corrida: 240 minutos. As sequéncias foram

determinadas utilizando-se o programa Sequence Analyzer.

3.7.14 Analises das Sequéncias de cDNA em Bancos de Dados

As seqiiéncias de cDNAs de genes isolados de plantas doentes
(Biblioteca 1) e plantas sadias (Biblioteca 2) foram comparadas com aquelas
presentes em bancos de dados internacionais “National Center for
Biotechnology Information”, (NCBI), (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
A fung¢fo de cada gene foi detectada por compara¢do com seqiiéncias homologas
do NCBI, utilizando-se o programa BlastX (Altschul et al., 1997). Apos cada
seqiiéncia de cDNA isolada de limoeiro ter sido submetida a analise, foi avaliada
a relacdo de seqiiéncias mais similares de genes presentes no GenBank,
encontradas pelo programa. Foi atribuida para cada clone de cDNA analisado a
funcdo associada a seqiiéncia de maior homologia detectada, sendo referida
juntamente com a espécie do organismo utilizado para o isolamento do gene ¢ o
respectivo nimero de acesso do GenBank. O valor de E (“expectation value™), o
qual representa a probabilidade de que a homologia encontrada seja devida ao
acaso, foi utilizado para indicar a significancia da similaridade de seqiiéncia
encontrada para cada gene. Nelson et al. (1997) estabeleceram trés classes para
descrever o nivel de significancia encontrado para as seqiiéncias expressas,
isoladas de Neurospora crassa (“expressed sequence tags”, ESTs). As classes
foram definidas como: altamente significativas, P <10"; moderadamente
significativas, P = 10 a 10™"; e fracamente significativas, P = 102 a 10™.

Utilizou-se da mesma metodologia acima descrita, com 0s mesmos
valores de probabilidade, quando comparados com sequéncias do banco de
dados do Centro de Citricultura de Cordeirdpolis

(http://www.centrodecitricultura.br/).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracdo de RNA total de raizes limoeiro “Cravo” (Citrus limonia L.

Osbeck) de plantas sadias e com Declinio

O RNA total de raizes de limoeiro “Cravo” de todas das plantas
amostradas foram extraidos pelo método do TRIZOL®, de acordo com
recomendagdes do fabricante. Como observado na Figura 3, a presenca no gel de
duas bandas nitidas representando os RNAs ribossomicos 28S e 18S de célula

vegetal mostra que o método do Trizol foi eficiente.

Pb
2,04 -
1,64 - - 288
1,02 - 188
506 --

FIGURA 3. Eletroferograma em gel de agarose (1,2 %) de RNA total na
concentragdo média de 1 pg/pl extraido de raizes de plantas sadias
e em diferentes estagios da doenga. 1: Padrdo peso molecular de
DNA de 1kb; 2 e 3: doente inicial; 4 e 5: doente final; 6 e 7: sadia
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Em seguida, os RNAs foram tratados com Deoxyribonuclease I
Amplification Grade (Invitrogen™) para eliminar possiveis contaminagdes com
DNA provenientes do protocolo de extragdo. Posteriormente, procedeu-se a uma
nova corrida eletroforética, para verificar a integridade dos RNAs tratados com

DNase (Figura 4).

FIGURA 4. Eletroferograma em gel de agarose (1,2 %) de RNA total extraido
de raizes de plantas sadias e em diferentes estagios da doenga,
tratados com Deoxyribonuclease 1 (DNase I) 1: Padrio peso
molecular de DNA de 1kb; 2 e 3: doente inicial; 4 e 5: doente final;
6 ¢ 7: sadia.

Apos verificar que os RNAs mantiveram sua integridade, procedeu-se
ao isolamento da fragdo mRNA do conteudo total RNA, utilizando-se o kit

Oligotex™ Handbook (QIAGEN), de acordo com recomendagdes do fabricante.
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4.2 Obtencao das Bibliotecas Subtrativas Supressivas

Os mRNAs obtidos foram utilizados na construgdo de duas bibliotecas
Subtrativas Supressiva, em que a primeira biblioteca foi designada como
forward (SF) e a segunda, como reverse (SR). Na primeira, utilizaram-se os
cDNAs das plantas doentes como tester ¢ os cDNAs das plantas sadias como
driver, e na segunda biblioteca (SR), o inverso.

Os perfis eletroforéticos dos produtos provenientes da segunda reacao
da PCR de ambas bibliotecas encontram-se na Figura 5. Foi possivel verificar
que tanto na subtragdo forward (SF) quanto na subtragdo reverse (SR) foram
gerados produtos de amplificacdo, que variaram de tamanho de 100 pb até 1 kb.

Esse resultado era esperado porque os cDNAs dupla-fita sintetizados de
ambas as amostras foram digeridos com a enzima de restricdo Rsa I, que realiza
corte freqliente e geram fragmentos em média, de 500 pb. Isso reduz a
complexidade dos fragmentos e gera mais representacdes de cada cDNA,
evitando, dessa forma, que ocorra amplificagdo de fragmentos pequenos em
detrimento dos grandes. Além disso, a cinética de hibridacdo de fragmentos
desse tamanho ¢ mais homogénea. Essa digestdo também evita a formagao de
hibridos complexos entre diversos cDNAs diferentes e, ainda, permite que um
mesmo gene seja representado por diversos fragmentos na biblioteca,

aumentando a probabilidade de ser clonado.
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FIGURA 5. Eletroferograma em gel de agarose (2,0 %) de cDNAs obtidos apds
hibridagdo subtrativa por supressdo (SSH) e segunda amplificacdo
por PCR, provenientes de plantas de limoeiro “Cravo” sob laranja
“Pera” com Declinio e sadias, respectivamente. 1: Padrdo peso
molecular de DNA de 1kb; SF: biblioteca 1 (cDNAs obtidos apos
subtragdo doente menos sadia); SR: biblioteca 2 (cDNAs obtidos
apos subtracdo sadia menos doente). Foram aplicados no gel 8 pL
do produto da segunda PCR.

4.3 Transformacao bacteriana

Os fragmentos de cDNA obtidos da biblioteca de subtracdo foram
clonados em vetor pDrive Cloning Vetor (QIAGEN® PCR Cloning Kit),

posteriormente, utilizados para transformar células competentes da bactérias E.
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coli DH5a™ T1 Phage Resistant (Promega). Apds plaqueamento em meio
seletivo, selecionaram-se 129 clones, sendo 38 clones representando a biblioteca
1 (SF) e 91 clones representando a biblioteca 2 (SR).
A selecdo baseou-se na identificacdo de colonias que apresentaram
coloracdo branca, ou seja, aquelas que possivelmente continham insertos.
As coldnias de colorag@o branca selecionadas da subtragdo 1 e 2 apos
plaqueamento foram testadas quanto a presenca de inserto utilizando os primers

M13 Fwr e M13 Ver, que sdo reconhecidos no vetor pDrive Cloning.

4.4 Extracao de plamideos, sequenciamento e analise de seqiiéncias

Apés verificar em quantificador espectrofotométrico “Gene Quant”
AMERSHAM que as amostras apontam DNA, foi realizado eletroforese em gel
de agarose para confirmar os resultados; para isso, foram coletados
aleatoriamente 9 clones da biblioteca SF e 10 clones da biblioteca SR, como

mostrado na Figura 6.
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FIGURA 6. Eletroferograma em gel de agarose (1,2 %) da extracdo de DNA
plasmidial para sequenciamento.1: Padrdo peso molecular de DNA
de 1kb; canaletas 2 a 20: mini preparacdo plasmidial para
sequenciamento amostrados aleatoriamente das duas bibliotecas
subtrativas supressivas (SR e SF).

Foram seqiienciados 129 clones resultantes das duas bibliotecas. Essas
seqiiéncias foram analisadas por compara¢do com sequencias depositadas no
banco de dados National Center for Biotechnology Information, (NCBI),
utilizando o programa "BLAST X", (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

As seqiliéncias obtidas foram separadas (limpas) do vetor e dos
adaptadores usados na subtracdo e clonagem, utilizando o software VecScreen

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/).

4.4.1 Biblioteca enriquecida com genes diferencialmente expresso em

plantas apresentando declinio (SF)

Foram obtidos 38 clones, dos quais 16 clones correspoderam a genes

cujos produtos apresentam provavel associagdo com a senescéncia (“putative
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senescence-associated proteins”), 7 clones com proteinas LEA (Late
Embriogenesis Protein) do tipo deidrina (“LEA dehydrin-like protein™) e 1 clone
com a proteina do citocromo P450 tipo TBP (“cytochrome P450 like TBP”).
Adicionalmente, 6 clones apresentaram similaridade com seqiiéncias depositadas
no banco de dados, designadas como proteinas hipotéticas ‘“hypothetical
protein”, que correspondem a genes com fungdes desconhecidas, e 8 clones ndo
apresentaram similaridade com as seqiiéncias presentes nos banco de dados de

genes analisados (Tabela 2 e Figura 7)

TABELA 2. Genes expressos em raizes de plantas doentes e ausentes em plantas
sadias, gi: gene index indicando nome da EST, a homologia dessa
seqiiéncia com o banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information- http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
Tamanho: tamanho do clone com maior nimero de nucleotideos
sequenciados, E-value: identidade com seqiiéncias do banco de
dados e numero de clones. Numero de clones identificados com a
mesma anotagao.

gi Homologia Tamanho E-value Nede
(NCBI) (bp) ESTs
2i[13359451|dbj|BAB33421.1] proteina 861 2e-43 16
provavelmente
associada a
senescéncia
2i|82734183|emb|CAJ44125.1| proteina LEA do 719 1e-06 7
tipo deidrina
gi|1545805|dbj|BAA10929.1| proteina citocromo 780 9e-20 1
P450 tipo TBP
gi[110740129|dbj|BAF01964.1]  proteina hipotética 866 3e-15 6
sem similaridade 643 8
significativa

43



sem similaridade
significativa —~
21%

proteina
hipotética—
16%
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18%

teoricamente com o Declinio.

senescéncia

Dezesseis clones da biblioteca enriquecida com genes de plantas com

A senescéncia em plantas estd sujeita a ser afetada por uma gama de

traduzidos gera um polipeptideo de 282 residuos.
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FIGURA 7. Genes isolados por hibridacdo subtrativa por supressdo (SSH), a
partir de mRNAs de raiz de limoeiro cravo sob laranja péra,

4.4.1.1 Genes que codificam para proteinas com provavel associada a

declinio apresentaram homologia ou similaridade com proteinas associadas

coma senescéncia. O maior desses clones possui 861 nucleotideos que, quando

fatores ambientais e internos, e podem ser mais lenta ou acelerada, dependendo



do fator atuante (Gan & Amasino, 1997; Nooden et al., 1997). Genes que
codificam para essas proteinas (“senescence-associated protein”) podem estar
envolvidos com a codificacdo de enzimas de degradag¢do (Drake et al., 1996),
com proteinas relacionadas a patogénese (Dopico et al., 1993; Meyer et al.,
1996), com proteinas de resposta a estresses (Davies & Robinson, 2000), e/ou
estarem envolvidos em translocacdo de nutrientes (Watanabe et al., 1994).

Pariasca et al. (2001) utilizaram uma biblioteca de cDNA para isolar
genes associados com senescéncia em vagens de ervilha, inclusive o que
codifica para as duas enzimas ACC (l-aminocyclopropane-1-carboxylate
sintase) e ACC oxidase, e mostraram que esses estavam sendo diferencialmente
expressos durante o armazenamento das vagens. Nesta biblioteca foi verificado
uma mudanga dramatica na abundancia dos niveis deste mRNA durante o
armazenamento da vagem. Os mesmos autores sugerem que a progressio de
senescencia da vagem ¢é provavelmente uma conseqiiéncia dos efeitos em
comuns com os cDNAs senescence-associated diferencialmente expressos.

A sintese de etileno ocorre mediada por duas enzimas: a ACC sintase e
ACC oxidase, que catalisam a conversdao de etileno. A ACC oxidase (1-
aminociclopropano-1-carboxilato oxidase), conhecida previamente como a
enzima formadora de etileno, catalisa a ultima etapa na biossintese de etileno
(Guzzo, 2004).

Segundo alguns autores, o etileno acelera a senescencia de frutos ndo
climatéricos (Saltveit, 1999), funcionando como um mediador de resposta para
estimulos externos como ferimento e invasdo de patégeno (Abeles et al., 1992;
Kende,1993).

Genes de ambas as enzimas foram clonados e caracterizadas de uma
gama de tecidos em muitas plantas. A expressdo delas foi observada em ervilhas
(Peck & Kende,1998; Peck et al., 1993), em tomate (Barry et al., 1996), meldo
(Ishiki et al., 2000; Yamamoto et al., 1995) e brécolis, depois da colheita
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(Pogson et al., 1995), e toranja, durante o amadurecimento (Davies & Robinson,
2000).

Muitos genes codificadores de proteinas envolvidas com senescéncia
sdo induzidos nas interagcdes planta-patogeno e sdo regulados pelo etileno
(Guzzo, 2004). A mesma autora, utilizando-se da técnica de hibridagdo
subtrativa supressiva, observou que a expressdo de alguns desses genes em
determinadas plantas de café, quando tratadas com acido salicilico para indugéo
de resisténcia, era independente, mas requeria a ativacdo da via sinalizadora
regulada pelo etileno. Verificou-se também que a sintese desse metabolico
poderia ter sido ativada em resposta a inoculagdo de H. Vastatrix um fungo
prejudicial a planta.

No caso do Declinio é provavel que a expressdo diferencial dessas
proteinas seja devida ao processo em que ocorre downstream da resposta de
defesa, que leva ao proprio Declinio da planta e ndo como uma resposta inicial a

essa anomalia

4.4.1.2 Genes que codificam para proteinas LEA (Late Embriogenesis

Abundant) do tipo deidrinas.

Sete clones da biblioteca SF apresentaram homologia ou similaridade
com proteina LEA do tipo dehidrina (“LEA dehydrin-like protein”). Dos sete
ESTs, o maior clone possui 719 nucleotideos que, quando traduzidos, gera um
polipeptideo de 239 residuos. As deidrinas pertencem a uma familia de proteinas
produzidas em células de plantas em resposta a estimulos ambientais, incluindo
estresses abidticos como baixas temperaturas, seca e excesso de salinidade; esse
tipo de proteinas ¢ também encontrado em sementes na fase de germinagdo e
maturagdo do grao de pélen (Close, 1997; Svensson et al., 2002).

Os mesmos autores observaram que seca, resfriamento, salinidade e a

aplicagdo de ABA sdo alguns fatores que promovem a expressdo do gene e a
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acumulagcdo de “LEA dehydrin protein”. Segundo Desikan et al. (2000),
ferimentos também induzem a expressdo desses genes. Plantas trangénicas
expressam essas proteinas mostraram-se mais tolerantes ao frio do que os seus
tipos selvagens (Hara et al., 2003; Puhakainen et al., 2004).

Algumas deidrinas de citros (Hara et al., 2001), trigo (Houde et al.,
1995), e espinafre (Kazuoka & Oeda, 1994) mostraram efeitos crioprotetivos em
enzimas sensiveis ao congelamento, como a lactato. Atividade anticongelante
também foi demonstrada em deidrina de péssego (Wisniewski et al., 1999).
Neste trabalho, a experiéncia in vitro indicou que a proteina funcionou como um
protetor, reduzindo o grau de dano celular a baixas temperaturas.

Hara et al., (2003) e Hara et al., (2004) informaram que um tabaco
transgénico que expressa a proteina LEA do tipo dehidrina tem menos
peroxidacdo de lipideos que o tipo selvagem, quando incubados a baixas
temperaturas. Eles também mostraram que essas proteinas tem atividades contra
radicais hidroxil e peroxil. Alguns autores sugerem que os radicais hidroxil, que
sdo extremamente citotoxicos, sdo produzidos durante a resposta das plantas ao
estresse hidrico (Iturbe-Ormaetxe et al., 1998).

Um estudo realizado com a proteina de citros LEA do tipo dehidrina,
obtida através de uma biblioteca de cDNA, concluiu que a atividade antioxidante
dessa enzima pode ser discutido de dois aspectos. Uma ¢ o envolvimento na
eliminagdo de radicais que ja foram gerados e a outra, na ligagdo com metais que
sdo fontes para geracdo desse radical. Os autores relatam que por causa da
contracao do citoplasma pela falta de 4gua, os metais cataliticos podem produzir
mais radicais e, nesse caso, as proteinas citricas podem reduzir a toxicidade de
metais ligando-se a eles, impedindo que formem radicais (Hara et al., 2005).

Essa atividade antioxidante pode ser uma funcdo crucial dessas

proteinas porque nao sé sdo produzidos pelo resfriamento, mas também por
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seca, salinidade e outros estimulos ambientais que geram os radicais em plantas

(Iturbe-Ormaetxe et al., 1998; McKersie et al., 1993; Shen et al., 1997).

4.4.1.3 Genes que codificam para proteinas Citocromo P450 tipo TBP

Um clone da biblioteca SF apresentou homologia ou similaridade com a
proteina citocromo P450 tipo TBP “Cytochrome P450 like TBP”. Esse EST
contendo 780 nucleotideos parece ser parte de uma ORF (Open Reading Frame)
de um gene que codifica para a proteina do tipo citocromo P450 tipo TBP. Essa
seqiiéncia parcial foi traduzida em um polipeptideo de 260 residuos de
aminoacidos de comprimento.

“Cytochrome P450 like TBP” estd relacionado a proteinas do
metabolismo secundario, como manutengdo e desenvolvimento celular.
Cytochromes P450 incluem uma gama de familias diferentes, que, por exemplo,
podem estar envolvidos na oxidacdo de diferentes isoflavonoides. Os
isoflavondides representam um grupo de compostos que sdo produzidos pela
maioria das leguminosas em resposta a condigdes de estresse sofridas pelas
plantas. (Dixon & Sumner, 2003).

Liu et al. (2003) reportaram que o citocromo P-450, que funciona como
uma hidrolase de isoflavona, teve uma expressdo elevada durante a interagdo de
fungos micorrizicos com raizes de plantas. Essas enzimas também t€m sido
relacionadas a resposta de plantas ao ataque de patogenos e de insetos (Dixon,
1999).

Cytochrome P-450 monoxigenases cataliza reagdes oxidativas no
metabolismo secundario, assim como no metabolismo xenobio6tico em plantas
superiores (Sugiura et al., 1996). As enzimas monooxigenases do citocromo
P450 sdo as principais enzimas envolvidas na fase inicial (fase I) do
metabolismo xenobiodtico, muitas vezes referido como uma biotransformagao,

para distingui-lo do metabolismo intermediario (energia), Além disso, embora o
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papel fisiologico dessas enzimas ndo esteja claro, elas podem ser importantes
para remoc¢do de compostos toxicos enddgenos que sdo gerados durante o
metabolismo celular normal. Muitos pesticidas, incluindo os compostos
organoclorados e os organofosforados, podem inibir a atividade e/ou alterar a
expressdo de varias isoformas dessas enzimas (Timbrell, 2000). Sugerindo,
assim, que o uso de inseticidas pode inativar essas enzimas, podendo, também,
de alguma forma, contribuir para o desenvolvimento de alguma anomalia.

Um xenobiodtico ¢ qualquer substancia que ndo tenha sido produzida
pelo organismo, tais como os produtos industriais, drogas terap&uticas, aditivos
de alimentos, compostos inorganicos, etc. Ao conjunto de caminhos
metabdlicos, nos quais os tecidos aumentam a polaridade de um toxico chama-se
biotransformagdo. Pode-se dizer que a biotransformagdo de um toéxico consiste
fundamentalmente em converter um xenobidtico ndo-polar em um composto
solivel em dgua. Esse ¢ 0 mecanismo mais comum que 0S organismos usam
para eliminar as substancias toxicas ambientais. Em alguns casos, a
biotransformacao resulta na produgdo de um metabolito que é mais toxico que o
composto original, esse processo denomina-se bioativagdo. Se estes metabolitos
se acumulam e vencem as defesas do organismo, entdo podem produzir uma
lesdo que se manifesta por uma resposta toxica (Timbrell, 2000).

Para estudo dessa proteina, Sugiura et al. (1996) construiram uma
biblioteca de cDNA de tabaco. O RNA foi extraido apds tratamento das células
com 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), que ¢ um indutor de resisténcia.
Foi realizada uma sele¢do pontual de regides correspondentes a uma P-450
conhecida (CYP). Seus clones foram designados como ¢TBP. Pelos resultados,
verificou-se que essas proteinas estdo relacionadas com a atividade enzimatica

no metabolismo xenobidtico em plantas superiores.
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4.4.2 Biblioteca enriquecida com genes diferencialmente expresso em

plantas sadias (SF)

Foram obtidos 91 clones, dos quais 18 clones correspoderam a genes
cujos produtos apresentam provavel associacdo com a senescéncia (“putative
senescence-associated proteins”), 13 clones com proteinas LEA (Late
Embriogenesis Protein) do tipo deidrina (“LEA dehydrin-like protein”) e 11
clones com a proteina do citocromo P450 tipo TBP (“cytochrome P450
like TBP”), 6 clones com a proteina possivel germina (“putative germin”), 2
clones com a proteina hydrolase, 2 clones com a proteina ubiquitina, 2 clones
com a proteina do tipo metalotioneina (“metallothionein-like”) e 4 clones com a
proteina 14-3-3. Adicionalmente, foi verificado também que 8 clones
apresentaram similaridade com seqiiéncias depositadas no banco de dados,
designadas como proteinas hipotéticas “hypothetical protein”, que correspondem
a genes com fun¢des desconhecidas e 25 clones ndo apresentaram similaridade
com as seqiiéncias presentes nos banco de dados de genes analisados (Tabela 3 e

Figura 9)
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TABELA 3. Genes expressos em raizes de plantas visivelmente sadias ¢ ausentes em plantas doentes. gi: gene index
indicando nome da EST, a homologia dessa seqiiéncia com o banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information- http://www.ncbi.nlm.nih.gov), Tamanho: tamanho do clone com maior
numero de nucleotideos sequenciados, E-value: identidade com seqiiéncias do banco de dados e nimero de
clones. Numero de clones identificados com a mesma anotagao.

gi

2i|13359451|dbj|BAB33421.1|

21|82734183|emb|CAJ44125.1]

gi[1545805|dbj|BAA10929.1]|

2i[16225430|gb|AAL15887.1|AF417299.1

2i[15232958|ref]NP_186921.1]

gi|2760345|gb|AAB95250.1]

gi|3308980|dbj|BAA31561.1|

£i|8099061[gb|AAD27824.2|

gi[89282373|gb|[EARB1082.1]

Homologia (NCBI)

proteina provavelmente
associada a senescéncia
proteina LEA do tipo
deidrina
proteina citocromo P450

tipo TBP
possivel germina
hidrolase
ubiquitina
proteina do tipo
metalotioneina
proteina 14-3-3

proteina hipotética

sem similaridade
significativa

Tamanho

(bp)
861

654
715
630
406
698
711
611
484

862

E-value

2e-42

9e-07

2e-43

1le-06

4e-08

le-59

8e-12

8e-27

le-24

Ne de ESTs

18

13

11

25




proteina
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28% 20%
\
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hipotética—
9%
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A 7%

FIGURA 8. Genes isolados por hibridacdo subtrativa por supressdo (SSH), a
partir de mRNAs de raiz de limoeiro cravo sob laranja péra,
visualmente sem o Declinio.

4.4.2.1. Genes que codificam para proteinas com provavel associacio com a

germinacio “putative germin”

Seis clones da biblioteca SR apresentaram homologia ou similaridade
com proteinas cuja provavel denominacdo sejam germininas (‘“Putative germin”).
Dos seis ESTs, o maior clone possui 630 nucleotideos que, quando traduzidos,
resultam em um polipeptideo de 210 residuos. Esse tipo de proteinas sdo

altamente encontradas em sementes na fase de germinagao .
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Em estudo realizado com Medicago truncatula colonizadas por
micorrizas arbusculares, verificou-se que o gene denominado como MtGlpl foi
altamente induzido em raizes colonizadas pelo fungo Glomus intraradices.
Embora o gene tenha sido induzido na interacdo fungo - raiz, nenhum transcrito
foi detectado nas raizes ndo colonizadas ou em raizes infectadas com fungos
oomicetos, tipo Aphanomyces euteiches ou com Rhizobium. Conseqiientemente,
indugdo de MtGlpl parece ser um fendmeno especifico de mycorrizas,
indicando que a regulagdo de um membro dessa familia de GLP pertencem a um
mecanismo conservado dentro em espécies de planta diferentes (Doll et al.,

2003).

4.4.2.2 Genes que codificam para hidrolases

Dois clones da biblioteca SR apresentaram homologia ou similaridade
com a proteina hidrolase (“hydrolase”). Dos 2 ESTs, o maior clone possui 406
nucleotideos e parece ser parte de uma ORF (Open Reading Frame) de um gene
que codifica para a proteina do tipo hydrolase. Esta seqiiéncia parcial foi
traduzida em um polipeptideo de 135 residuos.

Hidrolases sdo enzimas que promovem a cisdo de uma molécula
orgédnica mediante a utilizagdo de agua. As referidas enzimas catalizam também
a hidrdlise dos polimeros B-1,3-glucana e quitina, componentes principais das
paredes celulares de muitos fungos, podendo apresentar atividade
antimicrobiana (Guzzo, 2004).

Essas hidrolases detectadas em varias plantas ap6s o contato com
patdogeno, metabolitos provenientes de microorganismos ou substancias
quimicas que agem como indutores de resisténcia, t€ém sido associadas aos
mecanismos de defesa de planta contra fitopatdgenos (Stangarlin & Pascholati,

2000).
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Estudo desenvolvido anteriormente com os aspectos bioquimicos e
moleculares da resiséncia sistémica adquirida em cafeeiro contra ferrugem
isolou, por meio da constru¢do de uma biblioteca subtrativa supressiva, genes
codificadores de proteinas relacionadas ao sistema de resisténcia adquirida.
Pelos resultados, infere-se que o aumento da expressdo desses genes e,
consequentemente, da atividades dessas hidrolases estd relacionado com a
resisténcia local e sistémica, induzida por acibenzolar-S-metil em cafeeiro
contra ferrugem (Guzzo, 2004). A mesma autora sugere que o aumento da
expressdo dessas enzimas com a indugdo de resisténcia, observada em diferentes
interagdes hospedeiro-patoégeno, indica que essas hidrolases podem desempenhar
um papel relevante na restri¢do do desenvolvimento de fitopatogenos nas plantas

previamente tratadas com indutores de resisténcia.

4.4.2.3 Genes que codificam para ubiquitinas

Dois clones da biblioteca SR apresentaram homologia ou similaridade
com a proteina ubiquitina. Dos 2 ESTs, o maior clone possui 698 nucleotideos
parece ser parte de uma ORF (Open Reading Frame) de um gene que codifica
para a proteina do tipo ubiquitina. Esta seqiiéncia parcial foi traduzida em um
polipeptideo de 232 residuos.

A ubiquitina é uma proteina pequena com apenas 76 aminoacidos, mas
extremamente importante, pois age como uma etiqueta pela qual a maquinaria de
proteina-transporte transporta uma proteina ao proteossomo visando &
degradagdo (Ciechanover, 2004).

A proteina selecionada para degradacdo na célula vegetal é ligada a
ubiquitina por meio da acdo de ubiquitina ligases. A proteina marcada com
ubiquitina é, entdo, reconhecida e degradada no proteassomo. A protedlise
dependente de ubiquitina/proteossomo ndo ¢ necessaria apenas para a

degradacdo de proteinas mal formadas ou danificadas e para proteinas funcionais
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que ndo sdo mais necessarias para a célula, mas também ¢é requerida, em outros
processos, como por exemplo, na morte celular e na regulagdo da expressao
génica através do controle de fatores de transcri¢ao especificos (Guzzo, 2004).

Essa proteina também foi encontrada em estudo realizado na Flérida em
plantas com o Declinio dos Citros (Carlos, 2004). Uma biblioteca subtrativa
supressiva foi construida, e o autor sugeriu que esta proteina estava relacionada
com o processo de ubiquitinizagdo de proteinas e regulagdo do ciclo da célula, e
que o clone encontrado diferencialmente expresso em plantas doentes poderia
funcionar no processo de ubiquitinizagdo selecionando as proteinas para a
degradagao e/ou prejudicando o ciclo normal das células das plantas afetadas.

Em cafeeiro, foram detectados genes que apresentaram similaridade
com ubiquitina pela técnica SSH, ap6s induzidos com indutor de resisténcia
ASM (acibenzolar-S-metil) e inoculados com Hemileia vastatrix, indicando que
pode ter sido ativado na resisténcia induzida em planta suscetivel. Porém o
codificador de ubiquitina, envolvida na degradagdo controlada de proteinas,
hibridizaram com a sonda controle proveniente de plantas ndo inoculadas. O
estudo de expressdo revelou algumas diferencgas, que podem estar relacionadas
com mecanismos distintos de resisténcia ativados nessas interagdes. O complexo
proteossomo/ubiquitina pode desempenhar um papel importante na indugdo de
respostas de defesa e na expressdo da SAR em plantas, e genes envolvidos na
degradagdo controlada de proteinas podem exercer um controle na expressdo de
genes relacionados a resisténcia, por exemplo, realizando a proteodlise de
inibidores da ativagdo de vias sinalizadoras de defesa (Guzzo, 2004).

A ubiquitina foi induzida, também, em cultura de células de soja em
suspensao, quando tratadas com elicitor proveniente de fungo ou H,O, (Levine

etal., 1994).
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4.4.2.4 Genes que codificam para proteinas do tipo metalotioneina

Dois clones da biblioteca SR apresentaram homologia ou similaridade
com a proteina do tipo metalotioneina (“metallothionein-like”). Dos 2 ESTs, o
maior clone possui 711 nucleotideos e parece ser parte de uma ORF (Open
Reading Frame) de um gene que codifica para a proteina do tipo
“metallothionein-like”. Esta seqiiéncia parcial foi traduzida em um polipeptideo
de 237 residuos.

A metalotioneina € uma proteina intracelular ndo-enzimatica, que
contém 60 a 68 aminoacidos e apresenta alto conteudo de cisteina e capacidade
de ligacdo a varios metais pesados, podendo apresentar uma fungfo na
destoxificacdo celular. Todos os 7 atomos de zinco presentes na proteina, estdo
ligados nestas moléculas de cisteinas. Elas participam na captagdo, transporte, e
regulagdo de zinco em sistemas bioldgicos. Metalotioneina também leva iones
de zinco (sinais) de uma parte para outra da célula. Quando zinco entra em uma
célula, pode ser capturando através da thionein (que se torna "metallothionein")
e o levando para outra parte da celula onde ¢ disponibilizado para outra organela
ou proteina, deste modo o thionein-metallothionein se torna um componente
fundamental do zinco que sinaliza sistemas em células (Maret, 2000).

Metalotioneina desintoxica mercurio e metais pesados, ligando-se ao
metal antes que o mesmo possa causar dano. Forma inclusdes subcelulares ou
cristais, nos quais estas podem acumular dentro de tecidos (Maret, 2000).

Em um estudo realizado com limdo Rugoso sob laranja Valéncia por
Carlos (2004) demonstrou-se, pela constru¢do de uma biblioteca subtrativa
supressiva enriquecida com cDNAs de plantas com Declinio dos Citros, a
expressdo diferencial dessa proteina em plantas com alto grau de Declinio.

Ja Guzzo (2004), também construindo uma biblioteca subtrativa
supressiva de plantas de café tratados com indutor de resisténcia (acibenzolar-S-

metil, ASM), encontrou essa proteina; entretanto, todos os clones encontrados
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para essa proteina ndo foram diferencialmente expressos nas plantas induzidas a
resisténcia com ASM, pois também foram encontrados em plantas nao tratadas
com ASM.

Segundo Harra (2005), metallothionein ndo sdo s6 proteinas que se
ligam a metais, mas também sdo antioxidantes em plantas, reduzindo a dano de

oxidagdo induzido em plantas por estresses ambientais abioticos.

4.4.2.5 Genes que codificam para proteinas 14-3-3

Quatro clones da biblioteca SR apresentaram homologia ou similaridade
com a proteina 14-3-3 (“14-3-3-like protein”). Dos quatro ESTs, o maior clone
possui 611 nucleotideos parece ser parte de uma ORF (Open Reading Frame) de
um gene que codifica para a proteina do tipo 14-3-3. Esta seqiiéncia parcial foi
traduzida em um polipeptideo de 203 residuos.

Proteinas 14-3-3 sdo uma familia de moléculas reguladoras conservadas,
com 9 a 10 dominios do tipo a-hélice. Expressas em todas as células eucariotas,
ttm a habilidade de si ligar a uma gama de proteinas sinalizando o
funcionamento dessas, por sua natureza anfipatica, resultando em varias
isoformas. Algumas sdo induzidas por patdgenos, outras por baixas temperaturas
e até por altas concentragdes salina (Lapointe, 2001). Essa familia de proteina
esta relacionada com rotas de sinais de transdugdo de sinais em resposta a
estresses.

Uma fungdo dessa proteina esta na associacdo com fatores de transcrigdo
que regulam transcri¢do de um gene. A interacdo com proteinas quinases ¢ um
mecanismo pelo qual proteinas 14-3-3s desenvolvem muitas fungdes.
Igualmente a associagdo dessas proteinas com o fator de ligacdo G-box sugere
seu provavel envolvimento diretamente na regulagdo transcricional (Kuramae,

2001).
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Em estudo realizado em cana-de-agucar, demostrou-se que as proteinas
14-3-3 foram expressas em todas as bibliotecas de cDNAs obtidas a partir de
orgdos diferentes de plantas (meristema, calo, flor, broto, folhas, raiz, talo,
semente) e bem como de plantulas infetadas com bactérias (Kuramae, 2001).

Outro estudo com essa familia de genes foi realizado para entender seu
papel na defesa da planta contra patdgenos. Uma biblioteca de cDNAs de
plantas do género Populus foi construida de folhas cortadas e simuladas com
ataques de patogenos. A presenca do gene codificador para a proteina da familia
14-3-3 foi comfirmada. E a expressdo deste na folha foi relacionada com a
resposta contra patégeno (Lapointe, 2001).

Esses genes também foram encontrados em Citrus unshiu uma espécie
de citros tolerante ao frio (-10 °C). A técnica de PCR quantitativa em tempo real
(qRT-PCR) foi utilizada para estudo de expressdo de estes genes sob condi¢des
de baixa temperatura confirmando sua expressdo diferencial nestas condig¢des
(Lang et al., 2005).

Analisando as duas bibliotecas obtidas no presente trabalho, verificou-se
que a maioria dos clones obtidos apresenta homologia com as seqiiéncias
depositadas no banco de dados do Centro de Citricultura em Cordeirépolis, SP

(http://citeste.centrodecitricultura.br). Esses genes apresentaram diferentes niveis

homologias com clones de diferentes bibliotecas presentes nesse banco de
dados, como por exemplo, bibliotecas obtidas a partir de casca de caule de
citros, induzido por ferimento (TS27-C2-300-012-D03-CT.F, com identidade de
97% e e-value igual a 5¢”%), do estadio 2 da biblioteca de frutos de tangerina
(CR05-C3-702-100-F11-CT.F, com identidade de 95% e e-value de 3e™),
biblioteca de sementes em papel de germinagdo de Poncirus trifoliata (PT11-
C9-005-012-GO8-CT.F, com identidade de 90% e e-value de 5e‘52), C. limonia
cravo biblioteca de raiz sob estresse hidrico (CL06-C4-500-045-GO1-CT.F, com
identidade de 90% e e-value de 5¢™).
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4.5 Diferenciacao dos Perfis Protéicos de Plantas Sadias e Doentes

A classificagdo das plantas em termos de nivel de incidéncias da
anomalia foi feita baseando-se no teste da seringa, por meio do qual se tentou
injetar 10 mL de 4gua durante o periodo de 30 segundos. Aquelas plantas que
conseguiram absorver esse conteido no prazo mencionado foram classificadas
como sadias. As plantas que absorveram apenas uma pequena quantidade foram
classificadas como no estagio inicial e aquelas que ndo absorveram nada, foram
identificadas como no estagio final da anomalia (Tabela 1).

Na andlise eletroforética das proteinas totais presentes nos vasos
xilematicos das raizes (dados ndo mostrados) observou-se a presenca das
proteinas 23 e 26 KDa no perfil protéico de todas as plantas utilizadas neste
experimento. Isto sugeriu que possivelmente todas as plantas amostradas
encontravam-se afetadas pela anomalia, divergindo do teste da seringa segundo
o qual determinadas plantas testadas estavam na condi¢do de sadias no momento
da coleta. Uma possivel explicagdo pelos resultados divergentes entre os dois
métodos utilizados reside na precocidade e maior sensibilidade de diagnose
possibilitada pela analise do perfil protéico, como relatado em trabalhos

anteriores (Barrios et al., 2006; Paiva, 1993; Paiva, 1997).
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5 CONCLUSOES

Estudos moleculares que utilizam duas bibliotecas subtraidas contendo
um total de 129 clones de cDNA e obtidas pela técnica de hibridagdo subtrativa
por supressdo (SSH) permitiram a identificacdo de genes diferencialmente
expressos na resposta ao Declinio dos Citros.

Foram isolados genes apresentando fungdes similares relacionadas a
proteinas denominadas de proteina provavelmente associada & senescéncia,
proteina LEA do tipo deidrina, proteina citocromo P450 tipo TBP, possivel
germina, proteina do tipo metalotioneina, hidrolase, ubiquitina, proteina 14-3-3
e também aquelas com fungdes hipotéticas e as que ndo tiveram nenhuma
similaridade com proteinas depositadas em banco de dados

As informagdes obtidas no presente trabalho constituem um importante
subsidio para o melhor entendimento da resposta das plantas ao Declinio dos
Citros. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar sua
expressdo diferencial (como, por exemplo, qRT-PCR), bem como para elucidar
a possivel fungdo desses genes. Com base nessas informagdes poderdo ser
realizados estudos mais detalhados usando esses genes como alvos, como, por
exemplo, estudos nos quais se objetiva verificar sua expressdo temporal
(diferentes estagios do Declinio), estudos com diferentes variedades e/ou a
associag@o enxerto - porta-enxerto, bem como estudos mais especificos visando
a entender sua fun¢do quando silenciados ou superexpressados em plantas.

Adicionalmente, uma vez realizados estudos anteriores, a associa¢do dos
genes obtidos os resultados obtidos também podem auxiliar o desenvolvimento
de novas estratégias visando ao controle do Declinio, como, por exemplo, o
desenvolvimento de métodos de deteccdo precoce de plantas doentes baseados

na expressdo de genes, ou o uso dos genes identificados para a obtencdo de
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plantas mais tolerantes a essa anomalia. Nesse ltimo caso, a sele¢@o assistida
por marcadores gerados a partir dos genes identificados e a obtenc¢ao de plantas
transgénicas superexpressando algum desses genes mostram-se como duas
possiveis alternativas.

Também se pode concluir que plantas visivelmente sadias podem, na
verdade, estar em estados inicias do Declinio, e ainda discutir sobre os métodos
que sdo usados para detectar precocemente o Declinio com um possivel

marcador gerado a partir de resultados como os obtidos neste trabalho.
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