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RESUMO

PAIVA, LV. Marcadores bioquimicos para o declinio dos citros. Lavras: UFLA,
1997. 69p. (Tese - Doutorado em Fitotecnia)

Este estudo teve por objetivos o desenvolvimento de um teste imunoldgico para
o diagndstico precoce de plantas com declinio dos citros, a caracterizagéo estrutural e
funcional da proteina 23 kD, associada a esta anomalia, e a obtencdo de marcadores
de cDNA que se relacionem a anomalia. Para a produgéo de anticorpos policlonais, a
proteina 23 kD foi isolada a partir de SDS-PAGE e injetada em galinhas em fase de
postura. A caracterizac&o estrutural e funcional da proteina 23 kD se deu através da
determinag&o da sua composicdo aminoacidica e da sequéncia de aminoacidos na
regido do terminal amino. Estudos da sua presenca em outras espécies e da sua
acumulagao em resposta a diferentes tipos de estresses também foram realizados. Os
resultados indicam que os anticorpos policlonais produzidos contra a proteina de 23 kD
utilizados no teste “western blot” foram eficientes na distingdo entre plantas sadias e
doentes e no diagnostico de plantas pré-sintomaticas. Verificou-se também que a
proteina 23 kD ou outra proteina com antigenicidade semelhante a esta proteina, é
sintetizada em plantas afetadas pela anomalia “macrophylla decline”. A alta

concentragdo de aminoacidos acidicos na composigdo da proteina 23 kD e sua

*Orientador: Mauricio A. Lopes. Membros da Banca: Kathryn C. Taylor, Marcos A.
Machado, Mauricio de Souza e Jodo Bosco dos Santos.



presenca na fracdo de pH em torno de 1,8, verificada por focalizagdo isoelétrica,
indicam que ela & uma proteina acida. Os resultados indicam ainda que a proteina 23
kD € acumulada em plantas de citros e péssego em resposta a estresse mecanico,
mas nao pode ser detectada em plantas de tomate, feijdo, abdbora, milho e mamona,
sugerindo que a sua expressdo possa estar relacionada com resposta de plantas
lenhosas a ferimentos. Os marcadores cDNAs foram obtidos pela técnica “mRNA
differential display”. A técnica “mRNA differential display” também se mostrou eficiente
na constatagcéo da expresséo diferencial de genes entre plantas sadias e com declinio
dos citros. Esta técnica possibilitou a identificacdo de oito cDNAs com presenca
aparentemente exclusiva em plantas com declinio dos citros. Os mRNAs precursores
destes cDNAs podem ter envolvimento com eventos metabdlicos que ocorrem no

tronco de plantas afetadas pela anomalia.



ABSTRACT
BIOCHEMICAL MARKERS FOR BLIGHT

The objectives of this study were the development of a serological test for
early detection of blight disease in citrus plants, the structural and functional
characterization of the disease specific 23 kD protein and the obtainment of cDNA
markers which correlate with the anomaly. To produce the specific polyclonal
antibodies, the 23 kD protein exclusively found in blight plants was isolated from SDS-
PAGE and injected in a laying hen. The structural characterization of the 23 kD protein
was done through the determination of its amino acid composition and its N-terminal
amino acid sequence. The 23 kD was also investigated by measuring its accumulation
in response to different types of stress imposed in healthy plants and by assessing the
cross-reactivity of 23 kD specific antibodies with protein extracted of other different
plants specie. The polyclonal antibodies raised against the 23 kD protein, used in the
immuno blot analysis, were able to efficiently distinguish healthy from blight affected
plants. The use of this serological test allowed the identification of young plants affected
by blight before visual symptoms developed. It was also observed that the 23 kD protein
or another protein with epitopes which react to the anti-23 kD was produced in plants
affected by the anomaly macrophylia decline. Due to high concentration of glutamic acid
found in its composition and its presence in the lowest pH fraction obtained from
preparative isoelectric focusing, the 23 kD polypeptide can be characterized as an acid
protein. The 23 kD protein was also found to accumulate in citrus and peach plants in
response to wounding but not in tomatoes, beans, cucumber, Ricinus communis and
maize plants, suggesting that its expression may be related to response of woody plant
to wounding. The mRNA differential display technique also demonstraded differential
gene expression betweeen healthy and blight affected plants. This technique allowed
the identification of eight cDNAs with expressions apparently specific in blight affected
plants. The eight corresponding mRNAs may have involvement with metabolic events
which occur in the trunk of blight affected plants.



1 INTRODUGAO

O declinio dos citros ou "blight” como & conhecido nos Estados Unidos,
anomalia diagnosticada a mais de cem anos e cuja etiologia ainda permanece
desconhecida, continua sendo um dos maiores problemas nas principais regides
mundiais produtoras de citros. No Brasil, 0 declinio dos citros esta sendo responsavel
pela morte de aproximadamente 10 milhdes de arvores a cada ano, 0 que corresponde
um prejuizo em torno dos 50 milhdes de reais por ano (Sérgio T. Mendes, 1996%). A
causa desta anomalia permanece obscura, e ainda ndo existem medidas disponiveis
para a sua prevencgao e controle.

Observagdes da expansdo da anomalia sugerem que o declinio dos citros
pode inicialmente vir das matrizes, provavelmente numa baixa incidéncia, criando
pequenos focos que possibilitam a sua expans@o no pomar (Derrick et al., 1992). Alguns
pomares permanecem livres da anomalia por muitos anos, sugerindo que se a causa e 0
meétodo de expansdo forem conhecidos, estratégias poderdo ser desenvolvidas para
controlar a doenca.

Devido & semelhanga dos sintomas externos apresentados pelas plantas
com declinio dos citros com sintomas causados por outros fatores, como déficit hidrico,
“foot root”, “rio grande gummosis”, nematdides, e os virus da tristeza (Lee et al., 1984),
foram desenvolvidos alguns testes padrdes para o diagnéstico do declinio. Os mais
utilizados s&o o teste de acumuio de Zn no lenho e o teste de absor¢éo de agua através
do usoda seringa (Wutscher, 1989). A desvantagem destes testes é que eles dao

* Sérgio T. Mendes - Comunicagio Pessoal



resultados positivos somente quando as plantas ja estdo no estadio avancado da
doenga, néo diagnosticando, portanto, plantas afetadas no estédio inicial da anomalia.

Até recentemente o declinio dos citros era considerado uma anomalia de
plantas adultas, porque as plantas afetadas somente mostram os sintomas externos
apds cinco anos de idade, ou seja, apds a primeira produgéo econdmica (Marais, 1990).
No entanto, Derrick et al. (1990) comparando o perfil protéico de raizes do limoeiro
‘Rugoso’ de plantas sadias e com "blight", verificaram que plantas jovens também sdo
susceptiveis, embora demorem algum tempo para apresentarem os sintomas externos.
No limoeiro ‘Rugoso’, porta-enxerto analisado por Derrick et al., (1990), foram
identificadas trés proteinas com pesos moleculares de aproximadamente 35, 23 e 15
kD, presentes somente nas plantas afetadas com “blight’. Estas proteinas foram °
designadas como “blight specific proteins” ou BSP. No Brasil, no porta-enxerto limoeiro
"Cravo” com declinio dos citros, encontrou-se duas proteinas com pesos moleculares de
aproximadamente 26 e 23 kD, que também foram caracterizadas como especificas de
plantas doentes (Paiva, 1993). Baseando-se no peso molecular, somente a proteina 23
kD parece ser a mesma e exclusiva dos dois porta-enxertos com a anomalia.

Com a descoberta das proteinas especificas do “blight”, tornou-se possivel
o diagnostico precoce e preciso da anomalia através da utilizacdo de testes
imunoldgicos. Nestes testes utilizam-se anticorpos como marcadores. Devido a sua alta
especificidade, estas moléculas tem despertado grande interesse na diagnose pratica e
eficiente de doencas. Desde o inicio deste século 6s métodos imunolégicos vem sendo
desenvolvidos e aperfeicoados em diversos ramos da biologia, para muitiplas finalidades
e fungbes. Técnicas imunolégicas como imunodifusdo, imunoeletroforese,
imunoprecipitagdo, imunositulocalizagio, “western blot”, “dot blot” e “ELISA” (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) permitem detectar, quantificar e visualizar pequenas
diferencas entre macromoléculas (Clark e Adams, 1977), possibilitando diagndsticos
precoces de doengas. Uma vantagem da diagnose precoce do declinio dos citros é a
possibilidade de se desenvolver um programa de monitoramento das plantas infectadas



(assintomaticas efou pré-sintomaticas) no pomar. Outra importante aplicacdo dos
mesmos pederd ser na indexagdo de matrizes, visando reduzir uma possivel
propagac¢éo de plantas doentes via enxertia de borbulhas.

Para identificar e caracterizar pequenas mudancgas na expressdo génica
que sao dificeis de serem detectadas pelas técnicas diretamente envolvidas com o
estudo de proteinas, utilizou-se a técnica “mRNA differential display”. A técnica “mRNA
differential display’ bem como as técnicas conhecidas como selecdo diferencial de
bibliotecas de cDNAs e hibridagdo subtrativa de bibliotecas de cDNAs, tém sido
utilizadas com sucesso na identificagdo de genes expressos diferencialmente, pela
simples comparacéo de diferen¢as ao nivel de mRNA encontrado entre diferentes tipos
de células, ou nas mesmas células sob diferentes condigdes bioldgicas (Maser e Calvet,
1995; Mészaros e Morton, 1996). Entre as vantagens da técnica “mRNA differential
display”, utilizada neste trabalho, sobre as outras duas técnicas, destacam-se a maior
faciidade de identificar e clonar os mRNAs raros, ndo limitacdo pela redundéncia de
mRNAs que possuem expressdo elevada e necessidade de pequenas quantidades de
RNA para analise.

Um dos objetivos do presente trabalho foi a obtengdo de anticorpos
policlonais contra a proteina 23 kD, especifica de limoeiro ‘Cravo’ com declinio dos
citros (Paiva, 1993), para serem utilizados no desenvolvimento de testes imunolégicos
visando o diagndstico precoce da anomalia. Foi feita também a caracterizagao estrutural
e funcional da mesma. O outro objetivo deste trabalho foi identificar novos marcadores
moleculares, como cDNAs especificos de plantas com declinio dos citros, por meio da
técnica “mRNA differential display”.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacao do declinio dos citros

Como sintomas caracteristicos, as plantas com declinio dos citros
apresentam declinio setorial ou da planta inteira quando estdo no estadio mais
avancado da doenca, desaparecimento dos surtos de crescimento e algumas alteracdes
no balanco de nutrientes, (Tavares, 1987; Giroto, 1990; Paiva, 1993), sendo a mais
proeminente, a redistribuico de Zn (Albrigo e Young, 1981; Taylor et al., 1988). Os
surtos de florescimento sdo irregulares e nos estadio mais avancados as arvores
infectadas langam brotagSes na parte interna da copa e no porta-enxerto. As plantas
afetadas demoram para morrer, mas apresentam uma expressiva reducdo na producgéo,
no tamanho dos frutos e na longevidade. Internamente, as plantas apresentam acima da
regido da enxertia, nos vasos do xilema, obstrugdes amorfas que reduzem a
translocacdo hidrica nestes tecidos (Brlanskly et al., 1984). Teoricamente o
declinio/"blight” tém sido confinado a regiées produtoras Umidas. No entanto, anomalia
com sintomas bastante semelhantes, conhecida como “Macrophylia decline” tém sido
observada em limGes localizados no deserto do Arizona (U.S.A.) (Schneider, 1960). Esta
anomalia ocorre somente em porta-enxertos “Citrus macrophylla“.

O agente causal do declinio dos citros ainda permanece desconhecido,
apesar de muitas pesquisas terem sido realizadas desde 1874, época provavel do
surgimento da anomalia (Smith, 1974). A incapacidade de se transmitir o declinio via
enxertia de borbulhas (Wutscher et al., 1983) levou alguns pesquisadores a defender
que a causa da anomalia € um disturbio fisiolégico. Experimentos realizados por



Wutscher e Smith (1988), constataram que borbulhas de laranjeiras Valéncia
severamente atacadas pelo declinio e borbulhas de piantas sadias usadas como
controle, enxertadas nas brotacdes dos proprios porta-enxertos mostraram falhas na
propagagc3o do “blight”. A proporgcdo de plantas com “blight” foi idéntica no controle e nas
plantas onde se enxertaram borbulhas de plantas infectadas, indicando que o “blight’
ndo é propagado, mas sim induzido pelo local onde as plantas crescem.

Varias foram as tentativas de correlacionar o “blight” com fatores abiéticos.
O tipo de solo e seu preparo (Fisher et al., 1984), bem como aplicacdes de calcario,
matéria organica, macro e micronutrientes (Trani et al., 1986), e de reguladores de
crescimento (Castro et al.,, 1992) nadc afetaram o desenvolvimento da anomalia, e
portanto ndo foram correlacionados com a mesma.

No entanto, demonstragcdes que os sintomas do declinio dos citros sé@o
reproduzidos atraves de enxertia de raizes podem indicar o envolvimento de um agente
patogénico (Tucker et al., 1984). Para demonstrar a transmissibilidade, Tucker et al.
(1984) desenvolveram estudos onde laranjeiras sadias 'Pineaple’ sobre o porta-enxerto
limoeiro '‘Rugoso’, tiveram suas raizes enxertadas com raizes provenientes de plantas
da mesma espécies, afetadas pelo declinio dos citros. Foi constatado que apés quatro
anos, sete das oito plantas enxertadas tinham os sintomas visuais tipicos do declinio,
como concentragéo significativamente aita de zinco no lenho, baixa absorgéo de agua e
obstrugdes amorfas nos vasos ienhosos. Das oito plantas controles, as quais ndo

tiveram suas raizes enxertadas, somente uma desenvolveu os sintomas tipicos do
declinio.

Estudos para correlacionar o declinio dos citros com o ataque de varias
espécies de nematdides, fungos (Rossetti e Beretta, 1988), micoplasmas, bactéria e
virus (Marais, 1990) também n&o foram capazes de confirmar estas hipoteses.



Tentativas de recuperar as plantas doentes mostraram que os sintomas
s3o irreversiveis. Aplicages nas raizes do antibiético tetraciclina (Timmer et al., 1981),
de escodrias, produto rico em silicio, calcio e magnésio (Beretta e Rossetti, 1988),
pesticidas Aldicarb e Carbofuran (Muller et al., 1982), reguladores de crescimento
(Prates et al., 1983), injecdes em troncos com soluc&o diluida de acido citrico (Rossetti
e Beretta, 1984), afrancamento com poda drastica da copa (Beretta e Rossetti, 1988) e
sub-enxertia (Rossetti et al., 1984), ndo foram capazes de recuperar as plantas

afetadas.

Aparentemente todas as combinagdes enxerto/porta-enxerto sao
susceptiveis ao declinio, mas o nivel de incidéncia varia com o tipo de porta-enxerto. Os
porta-enxertos laranja ‘Doce’, laranja "Azeda’, ‘Sunki” e tangerina "Cleopatra” possuem
uma certa tolerancia visto que a incidéncia da doenga ocorre em menor quantidade e os
sintomas visuais normalmente aparecem em plantas com mais de 15 anos de idade
(Beretta e Lefevre, 1986). Ja o limoeiro ‘Cravo’, provavelmente por ser o porta-enxerto
mais utilizado na citricultura nacional, se revela como o mais susceptivel ao declinio.

Estudos recentes da anatomia do xilema de alguns porta-enxertos
mostraram que nas plantas com “blight” as densidades dos vasos aumentaram e os
diametros decresceram quando comparado com as plantas sadias. Entre as plantas
sadias, as densidades e os didmetros dos vasos foram similares com as plantas
enxertadas no ‘Citrange Carrizo’ [C. sinensis (L.) Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf] e no
limoeiro ‘Rugoso’ (C. jambhiri Lush) e maiores que nas plantas enxertadas na laranja
‘Azeda’ (C. aurantium L.) e na “Cleopatra’ (C. reshi Hort. ex Tan.) (Vasconcelos e
Castle, 1994). Segundo os mesmos autores existem associagdes entre a anatomia dos
vasos com a tolerédncia do porta-enxerto ao “blight”. Plantas enxertadas nos porta-
enxertos com didmetro pequeno dos vasos sao tolerantes ao “blight” (laranja ‘Azeda’) ou
séo afetadas tardiamente (‘Cleopatra’). Porta-enxertos com didmetros largos (‘Rugoso’ e
‘Citrange Carrizo’) estdo entre os mais susceptiveis. Embora as plantas com “blight”
apresentem maior numero e maior area de vasos em relagdo as plantas sadias, a



explicagdo dada pela reduzida translocagéo hidrica nas plantas doentes, € que as
pequenas mudancas no didmetro dos vasos apresentam grandes efeitos na

condutividade hidraulica.

2.2 Testes para diagnose do declinio dos citros

Dentre as técnicas modernas utilizadas no estudo de proteinas, destacam-
se os testes imunoldgicos, onde anticorpos séo utilizados como ferramentas poderosas

na caracterizacédo, quantificagao e localizagao celular de véarias proteinas.

A falta de sintomas visuais em plantas novas, ou seja, em plantas com
menos de cinco anos de idade, tem dificultado os esforcos para determinar a causa da
doenga e o desenvolvimento de estratégias para o seu controle. Nao ha um sintoma
visual caracteristico do declinio dos citros que o distingua de outras anomalias que
também ocorrem nos citros, o que representa um entrave no diagnéstico preciso da

anomalia.

Plantas afetadas frequentemente apresentam deficiéncia de zinco nas
folhas indicando que o declinio interfere na translocagdo deste nuiriente dentro da planta
(Marais, 1990). Sintomas de deficiéncia de zinco nas folhas podem ser resultado de
varios fatores, e portanto no sdo utilizados como um métocdo acurado para o
diagnéstico do declinio.

Como resultado da redistribuicdo de Zn nas plantas doentes, Lee et al.
(1984), verificaram um acumulo deste nutriente no lenho. Baseando-se no fato gue esta
cencentragédo de Zn no lenho ocorre somente em plantas com declinio dos citros, foi
desenvolvido um dos testes mais utilizados para o diagndstico da anomaiia, conhecido
como teste de acumulo de Zn no lenho. Neste teste, plantas sdo consideradas doentes
quando possuem mais de 3 pg de Zn/g de lenho, o que representa trés vezes a

concentragdo normal presente nas plantas sadias. A causa deste actimulo é



desconhecida e a principal localizagdo tem sido controvertida. Segundo Taylor et al.,
(1988), o acumuio de Zn no lenho, ocorre somente quando o teor de Zn no floema for
alto. Em trabalhos nutricionais realizados com o porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’ (Tavares,
1987, Paiva, 1993), ndo foram identificadas diferengcas nas concentracbes de Zn no
lenho entre plantas sadias e doentes. Nestes trabalhos 0 acimuio de Zn na casca do
tronco das plantas doentes foi o parametro que melhor representou a evolugio da
doenca.

Outro teste de diagnéstico bastante utilizado para o declinio dos citros é o
teste de absorcdo de agua. No teste de absorgdo de agua, um orificio € feito acima da
regido da enxertia onde com o auxilio de uma seringa tenta-se injetar 10 ml de agua
durante 20 segundos (Lee et al., 1984). As plantas com declinio dos citros, por
possuirem obstrugdes amorfas e filamentosas nos vasos do xilema, apresentam nula ou
reduzida absorg&o de &gua, enquanto que nas plantas sadias a absorgdo & total.
Segundo Wutscher e Bistline (1980), as plantas sadias podem absorver até 12 vezes
mais agua do que as plantas doentes. A grande desvantagem tanto do teste de
absorgédo de agua, bem como do teste de acumulo de Zn no lenho é que eles dao
resultado positivo somente quando as plantas ja estdo no estadio avancado da doenga.

Grande avango no que se refere a um teste mais rapido e preciso para o
declinio foi possivel a partir dos experimentos de Derrick et al. (1990), ‘que veriﬂcafam
alteragdo no perfil protéico das plantas doentes a partir de trabalhos com extratos de
Xilema de raizes do limoeiro 'Rugoso’. Foram identificadas sete proteinas relacionadas
com a doenga, sendo qt:ne as proteinas com pesos moleculares de aproximadamente 35,
23 e 15 KD, foram consideradas exclusivas de plantas doentes, ou seja, nao aparecem
em tecidos sadios. As demais proteinas apresentaram expressao alterada entre as
plantas sadias e doentes. Estas proteinas passaram a ser chamadas proteinas
especificas do “blight” ou “blight specific proteins” (BSP).

No Brasil, através da andlise dos perfis protéicos do extrato do xilema de
raizes de limoeiro 'Cravo’ de plantas sadias e doentes, foram identificadas duas



proteinas (26 e 23 kD) presentes somente em ‘plantas com declinio dos citrps
(Paiva, 1993)» (Fig.1). Estas proteinas ndo foram observadas nos vasos lenhosos de
ramos de plantas doentes, suportando a idéia, de que se o declinio for causado por um
patogeno, ele se encontra em concentracéo extremamente baixa no caule e em maior
concentracéo nas raizes. Foi verificado também que n&o ha influéncia dos efeitos
ambientais de diferentes locais amostrados na expressdo destas duas proteinas. A
proteina de 23 kD é a unica entre as exclusivas da doenga presente nos porta-enxertos
limoeiros "Cravo’ e ‘Rugoso’ afetadas pelo declinio.

InvestigagcGes também no floema de plantas citricas mostraram que um
polipeptideo com peso molecular de aproximadamente 4.5 kD e alta afinidade por Zn é
acumulado em excesso nas plantas doentes (Taylor et al., 1989).

Com a identificacdo das proteinas especificas da doenca tornou-se
possivel o desenvolvimento de testes imunologicos que si3o mais rapidos e precisos.i A
aplicagéo de técnicas imunolégicas na pesquisa basica, como estudo da taxonomia de
patdgenos, fisiologia de doengas, interagdo patégeno-hospedeiro, ecologia do patdégeno
e epidemiologia possui imenso potencial. Pdpula§6es de patégenos de solo., agua ou
culturas podem ser amostradas e correlacionadas com os danos na cultura, permitindo o
desenvolvimento de medidas de controlé. Assim que os padrGes basicos sejam
desenvolvidos pelos pesquisadores, estes poderdo ser utiiizados pelos produtores como
um teste relativamente simples.

O principio basico das técnicas imunolégicas é a intrcdugdo de corpos
estranhos (antigenos) em organismos vivos (cobaia), induzindo o ultimo a produzir
anticorpos que irdo combater o corpo estranho. Os anticorpos s&o populacdes de
proteinas (imunogiobulinas), cuja funco é neutralizar ou eliminar o antigeno que induziu
sua formagdo. Anticorpos produzidos contra proteinas especificas s&o capazes de
reconhecé-las com alta especificidade e, portanto podem ser usados como marcadores
moleculares altamente eficazes.
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Figura 1 - Padréo eletroforético de proteinas extraidas dos vasos lenhosos de plantas
de citros sadias (colunas 1 e 2) e com declinio dos citros (colunas 3 e 4)

obtido em gel de poliacrilamida 12,5%. Pesos moleculares encontram-se a
direita.
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Os animais p&ssuem um repertério muito grande de células produtoras de
anticorpos, conhecidas como linfocitos (células B),. cada uma pro‘duzindo um anticorpo
com uma s6 especificidade. Estes anticorpos produzidos sdo considerados poIicrohais,
ou seja, sdo heterogéneos com respeito a'especiﬂcidade e afinidade para o antigeno
(Stryer, 1988).

Anticorpos policlonais geralmente possuem especificidade apropriada para
uso pratico.em testes imunolégicos para detecgéo de viroses, micoplasmas e bactérias.
Entretanto, para ‘alguns patégenos nestes grupos e para microrganismos mais
compiexos ﬁsiologibamente, como fungos e nematdides, reagbes ndo egpeciﬁcgs
ocorrem e 0 usO deste tipo de anticorpo é limitado.. Nestes casos, a puriﬁcagéo' de
componentes especificos e/ou desenvolvimento de anticorpos monoclonais podem
promover a especificidade necessaria. Os anticorpos monoclonais, em contraste com
os policlonais, sdo homogéneos porque séo sintetizados por uma populagéo de células
idénticas (um clone). Cada uma dessas populaces € descendente de uma sé célula de
hibridoma que é formada pela fusdo de uma célula produtora de anticorpo com uma
célula tumoral que tem capacidade de proliferagéo ilimitada. Devido ao fato que os
hibridomas serem imortais, um suprimento constante e uniforme de anticorpos pode
estar disponivel, o que € uma distinta vantagem sobre os anticorpos policlonais, os
quais podem variar significativamente de uma amostra para outra (Dumbar, 1987).

Um dos testes imunoldgicos mais utilizados é conhecido como “western
blot’. O termo “blotting” refere-se a transferéncia de amostras biolégicas para uma
membrana e a sua detecgdo na superficie desta matriz. “Western blot” ou
“immunobloting”, combina a resolugio do gel de eletroforese com a especificidade da
detecgéo imunoldgica e consiste de varios passos interrelacionados. Primeiramente as
proteinas s&o fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida. Em seguida séo
transferidas do gel para uma membrana (nitrocelulose ou PVDF) onde ficam
imobilizadas como uma réplica do padrdo de banda obtido no gel. Normalmente na
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transferéncia a membrana € colocada em contato com o gel e este sanduiche na
presenca de solugédo tamponante é submetido a um campo elétrico que direciona as
proteinas do gel para a membrana. Apds a transferéncia os sitios ndo ocupados pelas
proteinas na membrana sdo saturados para prevenir ligagdes nao especificas dos
anticorpos. Em seguida as proteinas de interesse sdo hibridadas com o anticorpo
primario. Para localizar os anticorpos primarios usam-se anticorpos secundarios
especificos 0s quais s&o conjugados com um grupo reporter, tipo enzimas ou isétopos
radioativos. Finalmente as proteinas sdo identificadas através dos grupos reporteres,
que no caso de enzimas (fosfatase alcalina, “horseradish peroxidase”), convertem
substratos em produtos insoliveis e coloridos Ou geram uma reag¢do de
quimioluminescéncia. Muitas variacSes desta metodologia podem ser utilizadas
(Gooderham, 1984).

A utilizacdo de anticorpos produzidos contra as proteinas exclusivas do
“blight” no sistema “western blot”, conforme relato de Derrick et al. (1991), permitiu o
diagnostico de plantas pré-sintomaticas. Em outro estudo estas proteinas foram
identificadas até um ano antes do desenvoivimento dos sintomas visuais (Derrick et al,,
1992), demonstrando que os sintomas visuais caracteristicos de plantas com “blight”,
demoram um tempo para serem desenvolvidos.

Anticorpos produzidos também contra proteinas isoladas do extrato de
folhas de plantas com “blight”, possibilitaram através da técnica ‘western biot” o
diagndstico de laranjeiras como sendo sadias ou doentes, em trés regibes diferentes da
Florida (Bausher e Sweeney, 1991). Segundo os mesmos autores o uso de folhas como
amostra para diagnose do “blight” na técnica “westen biot’ possui a vantagem da
facilidade em se repetir a amostragem, o que ndo ocorre com o teste de Zn no lenho e
com o teste de absor¢ao de agua.
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2.3 Caracterizagao de proteinas

2.3.1 Focalizagdo isoelétrica de proteinas

O isolamento de proteinas de misturas complexas para posterior
caracterizagdo sempre envolve muitos passos de purificagdo. No método tradicional
inclui-se precipitagdo das proteinas seguida de vérias etapas de cromatografia. Cada
etapa requer dialise e concentragéo das proteinas, o que afeta a recuperacdo bem como
aumenta o tempo requerido para sua purificagdo. Através da focalizagdo isoelétrica
(IEF), proteinas podem ser altamente purificadas em uma uGnica etapa. A focalizagdo
isoelétrica baseia-se na propriedade que as proteinas tem, de serem moléculas
anfotéricas, ou seja, carregam cargas positivas, negativas ou nulas dependendo do
ambiente que se encontram. Para toda proteina, ha um pH especifico no qual a carga é
zero. Este valor isoelétrico de pH, conhecido como ponto isoelétrico ou pl, é a
caracteristica de toda proteina que permite o fracionamento de misturas complexas num
gradiente de pH. Se o numero de grupos &cidos na proteina excede o nimero de grupos
basicos, o pl desta proteina tera um valor baixo de pH, e se o nimero de grupos basicos
exceder o numero de grupos acidos, o pl sera alto. Proteinas apresentam consideravel
variagdo nos pontos isoelétricos, mas os valores de pl geralmente ficam entre pH 3-10.
O gradiente linear e estavel de pH é o ponto chave do IEF. O estabelecimento de tal
gradiente € conseguido com o uso de carregadores sintéticos conhecidos come anfdlitos
que sdo moléculas de componentes poliamino-policarboxilo e apresentam tamanho em
torno de 300-1000 Da. Quando a corrente elétrica é aplicada na solugdo de anfdlitos,
eles formam um gradiente crescente de pH entre o polo anodo e o polo catodo. A
proteina colocada neste meio contendo diferentes pHs, e submetida a carga elétrica,
movera para o eletrodo que contém cargas opostas, liberando ions de H* ou OH a
medida que se move. Quando a carga da molécula é zero ela passa a ter mobilidade
nula (Divall, 1984).
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2.3.2 Resisténcia sistémica adquirida (SAR - systemic acquired resitance)

Ainda n&o existem evidéncias se as proteinas relacionadas com o declinio
dos citros sdo produzidas pelas plantas em resposta & um estresse bidtico ou abidtico
ou se s&o diretamente produto de um agente bioldgico, funcionando neste caso como
toxinas para as plantas. Visto que diferentes proteinas tem sido relacionadas com o
declinio dos citros, suspeita-se que estas proteinas tenham algum tipo de envolvimento
com o sistema de defesa das plantas em resposta a estresses.

Inimeros s&o os processos celulares que ocorrem nas plantas em
resposta ao ataque de patégenos. Quando a planta reconhece o ataque de patdgeno,
ela reage através da indugdo de varias respostas iocais nas células que envolvem a
regido da infecgdo. Esta resposta tem por finalidade limitar a expansao da invasdo do
microrganismo patogénico (Ward et al., 1991). Estes processos incluem a morte celular
programada, conhecida como resposta de hipersensitividade, engrossamento da parede
celular como resultado da lignificagéo, deposicdo de calose e produgéo de componentes
antimicrobiais como as fitoalexinas (Vance et al., 1980; Dixon, 1981; Kauss, 1987;
Slusarenko et al., 1991, citados por Ward et al., 1991).

Embora caracteristicas estruturais possam proporcionar as plantas graus
de defesa contra o ataque de patdgeno, tem-se tornado claro que a resisténcia das
plantas ao ataque de patdgenos ndo depende somente das barreiras estruturais mas
também de substancias produzidas pelas células antes e depois da infecgdo. Além das
barreiras estruturais as plantas desenvolvem um tipo de resisténcia ndo especifica para
infeccbes subsequentes, fenémeno conhecido como resisténcia sistémica adquirida
(SAR-systemic acquired resistance) (Ross, 1961).

O inicio do mecanismo SAR é marcado pela transcricdo de uma série de
mRNAs que sdo responsaveis pela sintese de proteinas conhecidas como “proteinas
relacionadas com a patogenecidade” ou ‘proteinas PR”. Um destes mRNAs é
responsavel pela sintese de quitinase, enzima que cataiisa a hidrélise de quitina, um
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polimero de N-acetil-D-glucosamina com ligagées f-1-4, componente principal da
parede celular de fungos e do exoesqueleto de insetos. Embora as quitinases sejam
encontradas geralmente em niveis baixos nas plantas sadias, sua expressdo é
aumentada durante o ataque de patégenos e 0 seu acimulo se da intracelularmente no
vacuolo ou extracelularmente nos espacos interceiulares (Van Loon, 1985).

Estudos com plantas de fumo transgénicas que expressam
constitutivamente o gene da quitinase de feijao sob o controle do promotor 35S do virus
do mosaico da couve-flor, mostraram que em solos infestados com o fungo patogénico
Rhizoctonia solani houve uma maior taxa de sobrevivéncia destas plantas em relacdo as
ndo transformadas e aquelas atacadas pelo fungo apresentaram um atraso no
desenvolvimento dos sintomas da doenga (Broglie et al., 1991).

O sucesso da planta em se proteger da invasdo de patogenos nao
depende somente da coordenagdo entre as diferentes estratégias de defesa mas
também da rapidez da resposta. O estimulo da transcricdo dos genes de quitinase e 0
acumulo destes transcritos representam um dos eventos mais precoces que pode ser
relacionado com as respostas de defesa da planta. Hedrick et al., (1988) demonstraram
que o elicitor do fungo Colletotrichum lindemuthianum em culturas suspensas de células
de feijoeiro promoveu uma rapida ativacdo dos transcritos de quitinase, chegando
estimular 10 vezes mais a quantidade da enzima apds 5 minutos de inoculagdo e um
aumento de 30 vezes apés 20 minutos. Devido & rapidez na inducdo da resposta,
supGe-se que o sinal de tradugdo esta presente antes mesmo do tratamento com o
elicitor, que ha poucos passos entre a ligag&o do elicitor com receptores celulares e que
existe um ativador especifico da transcrigio de genes de quitinase.

Muitas evidéncias sugerem que o acido salicilico é a molécula sinal
relacionada com a resisténcia das plantas aos agentes patogénicos. Os principais
fatores que suportam esta idéia sdo: o acido salicilico esta sempre presente no exudato
do floema de piantas infectadas e a aplicagdo deste acido ativa os genes da SAR
(Métraux et al., 1990). Para determinar se o acido salicilico é o sinal mével que ativaa
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SAR, Verncoij et al, (1994) fizeram experimentos de enxertia, usando varias
combinagdes entre porta-enxertos transgénicos que expressam uma enzima (“salicylate
hydroxylase”) que degrada o A&cido salicilico com porta-enxertos que produzem
normalmente o acido salicilico. Embora porta-enxertos transgénicos de fumo néo
acumulem o acido salicilico, eles foram capazes de enviar para a copa sinais de
resisténcia contra virus e fungos, indicando portanto que o sinal sistémico que induz a
SAR n&o é o acido salicilico. Somente em copas (enxertos) que produzem normalmente
0 é&cido salicilico, houve a tradugdo de mRNA envolvido com a resisténcia,
demonstrando que para ativar a SAR, o acido salicilico deve estar presente no sitio de
inducao.

Outra proteina que € traduzida em resposta ao ataque patogénico € a
heveina, polipeptideo de cadeia simples que contém 43 aminoacidos, geralmente ricos
em aminoacidos cisteina e glicina (Broekaert et al., 1990). Recentemente, foi
demonstrado que a heveina se liga & quitina e inibe o crescimento de varios fungos que
contém quitina, apresentando portanto fungdo semelhante as quitinases, ou seja,
protecéo de pontos de ferimento limitando a expansao do ataque de fungos (Van Parijs
et., citado por Broekaert et al., 1990). De acordo com De Boile et al. (1993), todas as
proteinas que se ligam & quitina, neste caso incluem-se as quitinases, heveina e
lectinas, caracterizadas ao nivel de cDNA ou gene, possuem uma regido rica em
aminoacidos cisteina e glicina adjacente ao terminal carboxilico.

Proteinas produzidas em resposta ao ataque de patdégenos também sdo
acumuladas em plantas submetidas a ferimento mecanico e em plantas que recebem
aplicagGes de reguladores vegetais relacionados com estresse, tais como etileno e acido
abscisico (Hedrick et al., 1988). Defesa sistémica apresentada pelas plantas em
resposta a ferimentos € caracteristica de outra classe de genes de defesa, conhecida
como inibidores de proteases. Parsons et al., (1989) demonstraram em “poplar’ a
existéncia de uma resposta sistémica forte em folhas localizadas acima de folhas
submetidas a ferimento mecanico. Foram caracterizados dois clones de cDNA (win 6 e
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win 8) que acumulam em resposta ao ferimento. Estes clones sdo0 membros de familias
multigénicas e traduzem proteinas com alto grau de similaridade com as quitinases de
feijao, fumo e cevada. O mecanismo responsavel pelo actiimulo destes transcritos nio é
conhecido. Uma hip6tese sugerida pelos autores é que o aumento dos niveis de win-
mRNAs refiete o aumento da taxa de transcrigio dos genes-win correspondentes.

No entanto, demonstracdes de que inibidores da sintese de RNA ndo
inibem a sintese das proteinas PR, contrariam esta hipétese, mostrando que para a
expressao das proteinas PR nenhuma transcricdo extra é requerida (Van Loon, 1985).
Concordando com este resultados, Carr et al. citado por Van Loon, (1985), mostraram
através de estudos de tradugdo in vitro que, mRNAs de folhas sadias induziram a
mesma quantidade de proteinas PR que os mRNAs de folhas infectadas. Estas
observagGes indicam que mRNAs relacionados com patogenicidade podem estar
presentes constitutivamente mas ndo sdo traduzidos em folhas ndo estimuladas.
Portanto para este sistema a expressdo das proteinas relacionadas com a
patogenicidade & controlada ao nivel de tradugéo.

A sintese de proteinas em resposta a ferimentos também & um processo
rapido. De acordo com Graham et al. (1986), 4 a 6 hr apds ferimento, tanto as folhas de
tomate submetidas ao ferimento bem como as folhas ndo submetidas ao ferimento,
apresentaram acumulo de inibidores de proteases. A taxa maxima de acumulo se deu 4
hr apds o ferimento, cessando a sintese por volta das 20 hrs.

Segundo Raz e Fluhr (1992), o céicio esta necessariamente envolvido com
as respostas patogénicas mediadas por etiieno. O bloqueio do fluxo de calcio com
quelantes inibiu 0 acimulo de quitinase enquanto que o aumento artificial dos niveis de
calcio no citosol estimulou o0 acimulo de quitinases, mostrando que a presenca de célcio

€ essencial para a indugdo dos processos defensivos apresentados peias plantas que
sao dependentes do horménio etileno.



Conforme Broekaert et al., (1990), aplicagGes exdgenas de etileno e acido
abscisico em plantas laticiferas da espécie Hevea brasiliensis, induziram aumento nos
niveis de transcritos de heveina em folhas, caule e latex mas ndo em raizes. Ambos
reguladores foram responsaveis pela sintese de transcritos de heveina semelhantes
aqueles induzidos por ferimentos, suportando a idéia que varios sinais separados podem
ativar os genes que sao transcritos em resposta a ferimento e/ou de genes relacionados
com defesa em plantas.

Existem variacGes com relacdo aos tipos de proteinas produzidas pelas
plantas em resposta aos mais diferentes tipos de estresses. Folhas de milho tratadas
com cloreto de mercurio e infectadas com virus do mosaico produziram oito proteinas
que s3o soluveis em pH extremamente acido, em torno de 2.8. Estas proteinas foram
designadas como proteinas relacionadas com a patogenicidade do milho, visto que
possuem propriedades comuns com as proteinas que s&o traduzidas em resposta ao
ataque de patégenos, como solubilidade em baixo pH, apresentam baixo peso
molecular, possuem resisténcia a proteases e localizagdo extracelular (Nasser et al.,
1988).

Quitinases &cidas também foram isoladas e caracterizadas a partir de
calos de laranjeira Valéncia obtidos de embriGes imaturos com quatro semanas de
idade. Das onze isoformas isoladas, as quais apresentaram ponto isoelétrico entre pH
4.5 a 5.4, quatro foram capazes de hidrolisar quitosanos, sugerindo que estas enzimas
além de possuirem atividade de quitinase possuem também atividade de quitosanases.
As restantes apresentaram apenas atividade de quitinase (Osswald et al., 1994).
Segundo os mesmos autores, enzimas que possuem mais de uma atividade sio muito
efetivas na interrupcéo das interages patégeno-hospedeiro e inseto-hospedeiro, visto
que s&o ativas contra uma grande variedade de patégenos e insetos de plantas.
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2.4 “mRNA differential display”

Métodos eficientes e sensiveis também s&o requeridos para identificar e
isolar genes que sdo expressos diferenciaimente em varios tipos de células ou em
células sob condi¢cGes alteradas. “mRNA differential display” tem se constituido
ultimamente em poderosa técnica na identificacdo da expressao diferencial dos mRNAs
nas células sob diferentes condigdes bioldgicas (Zhao et al., 1995).

A estratégia geral desta técnica é obter cDNAs a partir de subgrupos de
mRNAs por meio de reagdes catalisadas pela enzima transcriptase reversa e amplificar
parcialmente sequéncias destes c¢DNAs por PCR. Transcriptases reversa sdo
polimerases de DNA dependentes de RNA, usadas predominantemente para catalisar a
partir de RNA a sintese da primeira fita de DNA, conhecida como DNA compiementar ou
cDNA. As diferentes enzimas com atividade de transcricdo reversa disponiveis hoje
comercialmente sdo obtidas do “avian myoblastosis virus (AMV)”, “moioney murine
leukemia virus (M-MuLV)” e do “Thermus thermophilis (Tth)”. Todas essas enzimas
requerem para atividade 6tima, diferentes pH, concentracéo salina e temperaturas de
incubagéo. PCR (polymerase chain reaction) € um método para a sintese “in vitro” de
sequéncias definidas de DNA. Na reagdo sdo usados dois primers (oligonucleotideos)
que hibridam em fitas opostas e que flanqueiam a sequéncia de DNA aivo que é para
ser amplificada. A elongagdo dos primers é catalisada normaimente pela Taq DNA
Polimerase, enzima isolada da bactéria Thermus aquaticus e que é estavel a altas
temperaturas. A série repetida de ciclos envolvendo a desnaturacio do DNA molde, o
anelamento dos primers e a extensdo dos primers, pela Taq DNA Polimerase, resulta
numa acumulagdo exponencial de fragmentos especificos de DNA. Uma vez que o
produto sintetizado pela extensdo dos primers pode servir de molde para o préximo
ciclo, o nimero de copias de DNA é aproximadamente duplicada a cada ciclo. Portanto,
vinte ciclos de PCR produz em torno de (2°°) copias do DNA alvo (Mullis e Falloana,
1987)
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No método original “mRNA differential display’, © mRNA é primeiro
transcrito reversamente em cDNA com primer de ancoragem 3’ apresentando duas
bases de ancoragem (T12MN), onde M possa ser representado tanto pelas bases
nitrogenadas A, Gou Ce N por A, T, C ou G. A selegdo do primer 3’ ou primer de
ancoragem tem a vantagem da presenca da cauda poiiadenilada (poli-A) na maioria dos
mRNAs de eucariontes. O cDNA fita simples € convertido a fita dupla e amplificado via
PCR numa mistura contendo o mesmo primer de ancoragem 3’, um primer arbitrario 5’
(10 bases) e deoxiribonucleosideos trifosfatos radioativos (dNTP). No PCR sao usados
40 ciclos com temperatura de anelamento de 40° C. Para o primer arbitrario de
sequéncia aleatoria 5’, posicdes de anelamento nos cDNAs deverdo ter distribuicdo
aleatdria em relagdo a cauda poli-A. Como resultado, os produtos amplificados véo
diferir em tamanho para os varios tipos de mRNAs existentes nas células. Numerosas
combinagbes de diferentes primers sdo usados em reagGes independentes para garantir
que cada mRNA presente nos extratos sejam convertidos num produto de PCR. Os
produtos de PCR sdo entdo visualizados por autoradiografia em géis desnaturantes de
sequenciamento de DNA. As bandas de cDNA exibindo diferengas s&o removidas do
gel, reamplificadas por PCR e clonadas em vetores. Uma vez clonados os cDNAs de
mRNAs expressos diferencialmente, estes poderio ser investigados pelo
sequenciamento de DNA, peia andlise das suas fungdes e expressdes tecido
especificas ou poderdo ser usados para expressar proteinas em células hospedeiras,
tudo isto dando novos sinais de suas fungbes no desenvolvimento, diferenciagao,
metabolismo de células bem como no entendimento de processos envolvidos com
doencas (Liang e Pardee, 1992).

A técnica “mRNA differential display” em comparagdo com as técnicas
conhecidas como selec&o diferencial de bibliotecas de cDNA e hibridacdo subtrativa de
bibliotecas de cDNA que também s&o utilizadas para identificar genes com expressio
diferencial, apresenta vantagens como facilidade de identificar e clonar os mRNASs raros,
n&o € limitada pela redundancia de mRNAs que possuem expressio elevada e requer
pequena quantidade de RNA para analise (Meser e Calvet, 1995; Mészaros e Morton,
1996). Conforme relato de Bauer et al. (1993), a técnica “mRNA differential display” ndo
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permite somente a identificacgo de novos genes mas também a diagnose de mudangas
quantitativas na expressao génica em fungéo de processos celulares particulares.

Segundo Shoham et al., (1995), a técnica “mRNA differential display” pode
apresentar duas desvantagens. A primeira € que os produtos de cDNAs sao geraimente
de baixa qualidade e isto esta associado com um “background” ndo especifico detectado
como uma mancha de DNA no gel. A segunda desvantagem € baseada no fato que
normalmente mais de uma espécie de cDNA é encontrada junto com uma banda
amplificada. Para superar estes problemas, os autores sugerem o uso de uma enzima
que ndo tenha atividade RNase na reag8o de transcrigdo reversa e a utilizagdo de
enzimas de restricdo que permitem um rapido agrupamento de varias espécies de
cDNA.

Um outro método para detectar e eliminar os materiais contaminantes,
permitindo o isolamento especifico de clones correspondentes aos genes regulados
diferenciaimente e identificados pela técnica "mRNA differential display” foi desenvolvido
por Callard et al., (1994). Neste método, os fragmentos de PCR purificados obtidos a
partir da recuperagdc da banda com expressado diferencial do gel, sdo divididos em
duas fragbes. A primeira metade do material € reamplificada e clonada, enquanto que a
outra metade € estocada a -20°C. Apos a clonagem os plasmideos obtidos de diversos
clones independentes séo imobilizados em pedagos pequenos de membrana de nylon.
Esta membrana ent&o é hibridada contra os fragmentos de PCR radioativos que foram
estocados. ApOs autoradiografia os clones de plasmideos. que contém o inserto
correspondente & banda de PCR com expressdo diferencial, serdo hibridados
fortemente com a sonda, enguanto que os clones "negativos” contendo insertos
originados de contaminantes de DNA, n&do dario nenhum sinal significativo acima do
“background”.

Em trabalho para examinar a especificidade, sensibilidade e
reproducibilidade da técnica “mRNA diferential display”, verificou-se que a Ultima base
do terminal 3' do primer de ancoragem T:MN é a base que fornece a maior
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especificidade de se ligar aos diferentes tipos de mRNAs. A penuitima base apresentou

consideravel degenerescéncia, portanto ao invés de usar os 12 possiveis primers T12MN
para detectar os diferentes mRNAs, deve-se usar quatro primers degenerados que
diferem somente na Ultima base. Para aumentar a sensibilidade recomenda-se a
utilizacédo de RNA livre de contaminantes de DNA. A concentrag&o ideal de RNA para
analise & questionavel visto que ainda ndo foi determinado o limite de sensibilidade da
técnica para detectar os mRNA raros. Com relagéo a reproducibilidade, para minimizar a
escolha das bandas falso positivas, as quais surgem a partir das reagdes de PCR,
sugere-se a realizagdo de amostras duplicadas a partir da reacdo de transcrigdo

reversa (Liang et al., 1993).

Com o objetivo também de aumentar a reproducibilidade dos resultados e
reduzir os faisos positivos na técnica “mRNA differential display”, foi desenvolvida a
técnica AP-PCR onde usa-se o mesmo primer arbitrario de 20 bases tanto na
transcricdo reversa (RT) bem como no PCR. Qutro aspecto importante € o aumento na
temperatura de anelamenio (Zhao et al., 1995). Esta técnica apresenta como
desvantagem a baixa probabilidade de que estes tipos de primers encontrem dois sitios
complementares para anelamento dentro de uma distancia que corresponda a 100-700
pares de bases.

Outro aspecto relacionado com a técnica “mRNA differential display” é a
dificuldade de se obter fragmentos de cDNAs maiores que 500 pares de bases. A
analise de “northern blot” & facilitada quando se usa fragmentos iongos, porque nestes
fragmentos havera uma maior incorporacdo de nucleotidecs marcados em comparacéo
com o fragmento de cDNA curios. Além do mais, fragmentos compridos de cDNA
podem hibridar com uma alta afinidade com mRNA. De acordo com Averboukh et al.
(1996), fragmentos maiores que 1 kb podem ser obtidos pelo aumento da concentracéo
de dNTPs para 20uM em combinacdo com as condigdes padrdes para PCR (94°C, 30s:
40°C, 2min.; 72°C, 30s), ou pelo aumento do tempo de elongacio para 90s ou mais,
mantendo-se a concentragdo de dNTPs em 2uM. O aumento do tempo de elongacdo

em detrimento ao aumentc da concentracdo de dNTPs é o recomendado, pois
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mantendo-se a concentracdo padrao de dNTPs, sera preservada a fidelidade e
especificidade da reacao de PCR.

Um método alternativo de fase sodlida para a técnica “mRNA differential
display” foi desenvolvido para caracterizar a expressio génica durante a diferenciagéo
das células hematopoéticas imaturas. Utilizando-se primers de oligo(dT)MN biotinilados
os mRNAs sao acoplados a uma fase sélida contendo estreptoavidina, onde se procede
a sintese da primeira fita de cDNA, e a reagcdo subsequente de PCR (Rosok et al.,
1996). Segundo os autores, a ligagdo do mRNA a fase sélida durante o procedimento da
técnica, simplifica os passos de purificagcdo, diminui a perda de amostras e permite o
manuseio rapido do mRNA. A contaminagio de DNA também & minimizada.

A técnica “mRNA differential display” foi utilizada para identificar e cionar
genes que apresentam mudangas no padrao de expressdo durante o desenvolvimento
inicial dos frutos de tomate. Foram utilizados frutos com 10 e 20 dias de idade. Este é o
periodc de ontogenia do fruto, quando ha uma transi¢cdo no seu crescimento, onde a
expansao celular € predominante & divisdo celular. Foram clonados e caracterizados o
padréo de expressdo de varios genes nas folhas, raizes e durante o desenvolvimento e
amadurecimento nos frutos. Foi observado que o nivel de mRNA correspondente a
quatro clones foi aumentado entre frutos com 10 e 20 dias de desenvolvimento,
enquanto dois clones tiveram um decréscimo na regulagdo durante este periodo
(Tieman e Handa, 1996).

A mesma técnica também se mostrou eficiente no estudo do
amadurecimento de frutos ndo climatéricos. Foram identificados cinco mRNAs com
expressdo elevada durante o amadurecimento de frutos de morango e trés deles
parecem ser especificos do fruto, com pouca ou nenhuma expressdo detectada nos
tecidos vegetais (Wilkinson et al., 1995). Visto que os produtos de PCR resolvidos no
gel de poliacrilamida foram reiativamente pequenos e devido a possibilidade de
existirem varios produtos amplificados independentes proximos uns dos outros, no se
tentou fazer a clonagem e o sequenciamento da banda original eluida. Ao contrario, as
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bandas desejaveis que apresentaram amplificagdes diferenciais, foram usadas para
isolar clones maiores presentes na biblioteca de cDNA de frutos maduros. Estes cDNAs
foram utilizados para gerar sondas visando anadlise de RNAs e sequenciados para

verificar homologia de seus nucleotideos com as bases de dados disponiveis.

Outros métodos também tem sido utilizados para identificar genes que
sdo expressos diferencialmente como selecao diferencial de bibliotecas de cDNA e
hibridacao subtrativa de bibliotecas de cDNA (Basset et al., 1290; Lee et al., 1990).

Na técnica selecao diferencial de bibliotecas de cDNA, ha a necessidade
de se construir bibliotecas de cDNA de populagcbes de mRNA de plantas doentes,
sadias ou de ambas populacées. Para cada placa amostrada obtém-se membranas
duplicadas que s&o hibridadas com sondas sintetizadas para as duas populagdes de
mRNA e analisadas por autoradiografia. Placas que demonstrarem niveis de diferenca
na hibridacdo com as duas sondas representam mRNAs que s&o potencialmente

expressos diferencialmente nas duas populagdes amostradas (Maser e Calvet, 1995).

Na hibridacdo subtrativa de bibliotecas de cDNAs, para isolar clones que
representam genes com expressao especifica em um tipo de célula, cDNAs fita simples
sao sintetizados usando populagdes de mRNA desta célula. Estes cDNAs sdo entdo
hibridados em solucéo contendo mRNA de outro tipo de célula. As sequéncias de cDNA
representando mRNAs expressos em comum serdo hibridadas, enquanto aquelas que
$a0 Unicas nas céiulas de interesse permaneceréo fita simples. Os hibridos sdo entéo
removidos por uma variedade de técnicas, e os cDNAs fita simples (subtraidos) sdo
recuperados e clonados (Maser e Calvet, 1995). Segundo os mesmos autores a grande
desvantagem destas técnicas em comparagéo com “differential display” & a necessidade
de se construir bibliotecas de cDNA. A construcdo de uma biblioteca de cDNA envolve
muitos passos que incluem isolamento de mRNA poly(A)’, sintese da primeira fita de
cDNA, conversao para fita dupla de cDNA, adicdo de ligantes ou adaptadores para
clonagem dentro de um vetor (bacteriofago), ligacdo no vetor, empacotamento e
infeccao.



Selecdo diferencial de bibiiotecas de cDNA e hibridagdo subtrativa de
bibliotecas de cDNAs sdo técnicas demoradas, de dificii manuseio e que requerem
grandes quantidades de RNA (Rosok et al., 1996). Bauer et al. (1993) constataram que
estas fécnicas sdo principaimente quaiitativas e ndo permitem detectar mudangas

gquantitativas na expressao génica.



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido em duas etapas. A primeira etapa foi
realizada no Laboratério de Biologia Molecular do Centro Nacional de Pesquisa de Milho
e Sorgo - CNPMS / EMBRAPA (Sete Lagoas - MG) e teve como objetivo a produgéo de
anticorpos contra a proteina 23 kD e o desenvolvimento do teste imunolégico "western
blot" para a detecgéo precoce de plantas com declinio. A segunda etapa foi realizada no
Laboratério de Biologia Molecular de Citros do Departamento de “Plant Sciences” da
Universidade do Arizona (U.S.A) e consistiu da caracterizagao funcional e estrutural da
proteina de 23 kD e da obtengdo de cDNAs especificos provenientes da expressao
diferencial de genes nas plantas com declinio dos citros.

3.1 Testes imunolégicos
3.1.1 Purificagdo de proteinas associadas com declinio dos citros

Os materiais bioiégicos foram obtidos de pomares comerciais, situados
nos municipios de Lavras e de Alfenas, estado de Minas Gerais. As amosiras de raizes
foram coletadas de laranjeiras [Citrus sinensis (L.) Osbeck], cv. Valéncia, enxertadas
nos porta-enxertos (Citrus limonia Osbeck), cv. Cravo, e tinham aproximadamente 15 a
16 anos de idade. Para distinguir plantas sadias de plantas afetadas pelo declinio dos
citros, utilizou-se o método de injegdo de agua com seringa no tronco sob pressio (Lee
et al., 1984). Coletou-se amostras de raizes com 1 a 2 ¢cm de diametro de 15 plantas
sadias e 15 plantas com declinio, que foram parafinadas nas extremidades, embaladas
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em papel umedecido e colocadas em caixa de isopor para transporte. No laboratdrio
manteve-se as amostras a 4°C, até a extrag3o das proteinas.

Para a extracdo das proteinas presentes no xilema, as amostras de raizes
com 1 a 2 cm de didmetro foram cortadas com aproximadamente 10 cm de
comprimento, € a casca de suas extremidades removidas. As extracbes foram
realizadas com o tamp&o de extragdo de proteinas PBS (pH 7.4), acrescido de 1% do
agente redutor beta-mercaptoetanol e com o tampao Tris 1M (pH 7.5), de acordo com a
metodologia descrita por Paiva (1993).

A eletroforese foi feita em géis desnaturantes contendo 12,5% de
poliacrilamida e 0,1% de sbdio dodecil sulfato (SDS-PAGE). Os géis foram
polimerizados com 1,5 mm de espessura em sistemas descontinuos (Laemmili, 1970), e
a corrida se deu com o tamp&o contendo 0,192M Glicina + 0,025M Tris + 0,1% SDS. Os
géis foram submetidos a carga elétrica de 12 mA durante a corrida no gel de
concentragdo e em seguida a carga elétrica de 24 mA no gel de separagdo. O periodo
total de corrida foi de aproximadamente 4 horas. A coloracéo dos géis foi feita em
solugéo contendo 0,5% do corante Coomassie blue R-250 + 50% etanol + 10% acido
acetico e a descoloragdo com uma solugdo contendo 10% acido acético + 5% etanol.

Os pesos moleculares foram estimados pela comparagdo com padroes de
proteinas de pesos moleculares conhecidos: albumina bovina (66kD), ovoalbumina
(45kD), gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (36kD), anidrase carbonica (29kD),
tripsinogénio (24kD), inibidor de tripsina da soja (20,1kD) e a lactoalbumina (14,2kD):

3.1.2 Produgdo e purificagdo de anticorpos

A escolha da proteina 23 kD para producdo de anticorpos em detrimento
da proteina 26 kD, ambas exclusivas de plantas com a anomalia (Paiva, 1993), foi feita
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baseando-se no fato desta proteina ter sido encontrada em maior quantidade na maioria

das plantas doentes

Os anticorpos policlonais monoespecificos foram obtidos pela inoculagdo
da proteina 23 kD em galinhas em fase de postura (Carrol e Stoller, 1983). Para isto,
regides do gel preparativo de poliacrilamida contendo a proteina 23 kD foram cortadas,
congeladas, liofilizadas e pulverizadas em nitrogénio liquido. Antes da imunizagéo, ovos
foram coletados para obten¢do dos anticorpos pré-imunes e utilizados como controle.
Aproximadamente 100ug da proteina 23 kD foi injetada subcutaneamente em diferentes
posicOes abaixo da asa da galinha. A emuisdo da primeira injegdo aplicada foi obtida
com 200ul do adjuvante de Freud completo e 800ul solugdo salina (NaCl) sob agitagao
vigorosa. Este processo foi repetido a cada duas semanas, exceto que a emulsificagéo
do antigeno foi realizada na presenga do Adjuvante de Freud incompleto. Uma semana
apés a ultima injecdo, os ovos foram coletados diariamente e marcados para
identificagao.

Para a purificagdo dos anticorpos tomou-se cuidado especial para separar
a gema da ciara do ovo, lavando-a com agua. O volume da gema medido através de
proveta graduada foi despejado em um tubo de centrifuga. Neste mesmo tubo
adicionou-se igual volume do tamp&o SP, pH 7,5 (10 mM fosfato, 0,1 M NaCl) com
posterior agitagcdo. Posteriormente adicionou-se outro volume igual do da gema de
polietileno glicol (PEG) 10,5% agitando-se por 30 minutos. Em seguida o volume totall
foi centrifugado por 20 minutos a 10.750 rpm e o sobrenadante filtrado em gaze para
outro tubo de centrifuga. O sobrenadante foi ajustado para PEG 12,5% pela adicéo de
PEG 42% em tampdo SP e agitado por 30 minutos. Posteriormente centrifugou-se por
20 minutos a 10.750 rpm. O pellet foi redissoivido em tampéo SP e em sulfato de
amonio 4M, ambos com volume igual ao da gema, sob agitagdo e incubado a 0°C por 30
minutos. Finaimente centrifugou-se a 10.750 rpm por 20 minutos e o pellet foi dissolvido
no tampéo fosfato 10 mM, pH 7,5, na quantidade de um quarto do volume da gema.
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3.1.3 “Western blot”

A determinagdo do titulo do anticorpo e o diagndstico de plantas
infectadas pela anomalia foi feita através da técnica “western blot”. Esta técnica consiste
basicamente na transferéncia de proteinas presentes num gel de eletroforese para uma
membrana sélida (nitrocelulose ou PVDF).

Para a determinagio do titulo dos anticorpos foram retiradas vérias
colunas de uma membrana contendo o antigeno imobilizado, as quais foram tratadas
separadamente com vérias diluigdes do anticorpo primario produzidos em galinha.
Posteriormente foi adicionado o anticorpo secundério conjugado com a enzima fosfatase
alcalina e finalmente os substratos, que indicaram através da precipitagdo de um
produto colorido a ocorréncia de reagéo entre os antigeno e o anticorpo. A diluicao ideal
do anticorpo primario (titulo 1:500) foi aquela em que se visualizou com maior nitidez a
reacéo da proteina de interesse com anticorpo e aquela onde se visualizou o menor
nuamero de reagdes néo especificas.

A técnica “western blot” também foi utilizada para diferenciar plantas
sadias e doentes através de reagdo de cor visualizada em membranas. Os extratos do
xilema das raizes de plantas sadias e de plantas afetadas pelo declinio dos citros foram
coletados como descrito anteriormente. Para andlise “western blot”, as proteinas
presentes nos géis SDS-PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose
utilizando-se o sistema de transferéncia semi-seco para mini-géis (BIO-RAD
Laboratories), seguindo instrugdes dadas pelo fabricante. A transferéncia se deu a 100
volts por aproximadamente 1 hora. Apds a transferéncia, a membrana foi lavada no
tampéo TTBS, pH 7,5 (20 mM Tris + 500 mM NaCl + 0.15%Tween), por 5 minutos.
Posteriormente a membrana foi bloqueada por 30 minutos em solugdo de 3% leite
desnatado em TTBS, sob agitagdo. Em seguida a membrana foi exposta durante a noite
ao anticorpo primario na diluicio de 1:500 em TTBS. Apds, foram realizadas trés
lavagens com TTBS por 5 minutos cada. O anticorpo secundario (anti-galinha IgG
conjugado com fosfatase alcalina), diluido 1:20.000 em TTBS foi adicionado e incubado



por 2 horas. Novamente, realizou-se trés lavagens com TTBS por 5 minutos cada.
Finalmente foi adicionado o reagente de coloragio (50ul NBT + 125p! BCIP em 10 mi de
solugdo contendo 100 mM Tris, pH 9,6, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,) e agitado até o

desenvolvimento da cor.

3.2 Focalizagdo isoelétrica - IEF e “Dot blot”

O ponto isoelétrico da proteina 23 kD foi determinado utilizando-se o
aparato Rotofor (Bio-Rad). O gradiente IEF foi estabelecido através da utilizagdo de
anfolitos na concentracdo de 2% (Servalyt 3-10, Serva, Biochemicals, Paramus, NJ) no
tampéo contendo 1mM Tris-HC!, 8 mM CHAPS (3-[(cholamidopropyl) dimethylammonio}-
1-propanesulfonic acid), 5 mM B-mercaptoetanol em um volume total de 52 mi. A
amostra contendo em torno de 500 ug de proteina total foi desalinizada utilizando-se
trés volumes de acetona e o precipitado obtido apds centrifugagéo a 14.000 rpm por 15
minutos foi ressuspendido em 2ml de tamp3o contendo 40 ul de anfélitos + 8 ul de B-
mercaptoetanol e em seguida injetado no orificio central do aparato. A focalizagdo no
Rotofor deu-se a uma poténcia constante de 12 W, gerando corrente de 500 a 1500 V,
a uma temperatura de 4°C. A coleta das amostras foi realizada 30 minutos apds a
estabilizagdo da voltagem o que se deu aproximadamente 4 horas apds a adigdo das
proteinas. O pH das 20 amostras coletadas foi determinado. A identificagio da proteina
23 kD entre as 20 fragBes coletadas se deu através da técnica “dot blot”. Primeiramente
a membrana de PVDF foi hidratada em metanol 100% e depois lavada em tampéo
TTBS antes de ser colocada dentro do aparato. Em seguida foi aplicado100ul do
tampé@o TTBS em cada canaleta removendo-o gentilmente pela aplicacdo de vacuo.
ApGs, adicionou-se 100pl de cada amostra obtida por focalizagio iscelétrica em
diferentes canaletas, submetendo-se novamente o sistema a vacuo. Os procedimentos
para visualizaggo das reagdes imunolégicas na membrana foram semelhantes aos

passos utilizados na técnica “western blot”, exceto que a concentragdo do anticorpo
primario foi de 1:100 no tamp&o TTBS.
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3.3 Efeito de diferentes tipos de estresse no aciimulo da proteina 23 kD

Os efeitos do estresse osmético, da deficiéncia de Zn e de ferimento
mecanico na acumulacdo da proteina 23 kD, foram verificados no porta-enxerto
“Macrophylla” com 3 meses de idade. Para cada tratamento utilizou-se trés plantas que
foram estabelecidas em recipientes contendo 7 litros de areia/vermiculita/"perlite” na

propor¢ao 1:1:1.

O estresse osmoético foi obtido pela irrigagdc com duas solu¢des, sendo
uma, a solugdo meia forca de Hoagland (pH 6,0) (Hoagland e Arnon, 1950) contendo
144g PEGI/| e a outra, uma solugdo contendo 55g PEG/I (pH 6,0) [PEG =3D “Carbowax
3350" (Fisher Scientific)]. Aplicou-se alternadamente dois litros de cada solucdo nas
quarta e sextas-feiras de cada semana por um periodo de seis meses. Apos seis meses
de tratamento com PEG, o pctencial no xilema medido por bombas de pressao, indicou
niveis variando entre -13 & -18 bars. As plantas controles apresentaram potencial no
xilema variando entre -4 a -8 bars. O crescimento obtido pelas plantas submetidas ao
tratamento com PEG foi de aproximadamente 70% em relagdo ao crescimento
observado nas plantas utilizados como controle.

A deficiéncia de Zn foi obtida através da irrigagio semanal das plantas
com solucdo meia forca de Hoagland sem Zn alternada com agua deionizada. Apos seis
meses de tratamento as plantas com deficiéncia de Zn apresentaram concentragao de
Zn variando entre 3-7ug/g, enquanto que as plantas controles apresentaram
concentragao de Zn variando entre 17-21ug/g.

O estresse de ferimento foi obtido através da perfuracdo da quarta folha
madura com o préprio espinho da laranjeira (em média 30 perfuragdes) ou através da
maceragéo das bordas do mesmo tipo de folha com o uso de alicate. Apods 24 horas as
folhas submetidas a ferimento e as folhas adjacentes foram colhidas separadamente.
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Todas as amostras foram mantidas a -80°C para subsequente extracao protéica. Para
extracdo protéica as folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas na
presencga de 1mi do tamp&o contendo 50mM Tris, pH 7,5 + 5mM B-mercaptoetanol + 5%
PVPP.

3.4 “Garden blot”

Para verificar se a proteina 23 kD é especifica da espécie citros, procurou-
se identificar a presenca da mesma em extratos protéicos de folhas de plantas de
tomate, feijdo, milho, mamona e abobora com trés semanas de idade e em folhas de
plantas adultas de péssego, todas cultivadas em condi¢des controladas. Para a indugéo
da proteina 23 kD, algumas folhas destas plantas foram submetidas a ferimentos
mecéanicos, semelhantes aos descritos anteriormente.

3.5 Determinacdo da composicio e da sequéncia de aminoacidos da
proteina 23 kD.

A proteina 23 kD foi separada em SDS-PAGE e transferida via “western
blot” para membrana PVDF, segundo metodologia descrita anteriormente. Apds a
transferéncia a membrana foi lavada brevemente em agua destilada e em seguida
saturada em metanol 100% por poucos segundos. A identificagéo da proteina 23 kD na
membrana deu-se através da coloragdo da mesma em solugdo contendo 0,1% do
corante coomassie blue + 1% &cido acético + 40 % metanol e a descoloracdo em
solugdo contendo 50% metanoi. Posteriormente a membrana foi lavada em agua
destilada, seca a temperatura ambiente e as bandas de interesse foram recortadas. As
regides seccionadas da membrana contendo a proteina de interesse foram entdo
envolvidas primeiramente em papel celofane e depois em papel de aluminio. Estas
amostras foram mantidas a -20°C até a andlise da sequéncia. A composicao
aminoacidica da proteina 23 kD foi obtida no Laboratério para Sequenciamento e



33

Andlise de Proteina da Universidade do Arizona utilizando-se o analisador de
aminoacido ABI 420 A/H. A proteina foi hidrolizada em 6N HCI a 155°C por 75 minutos,
e depois derivatizada com fenilisoticionato para formar derivados feniltiocabamil os quais
foram extraidos e transferidos para analise em HPLC a 254 nm. A hidrélise DMSO foi
requerida para determinagdo de cisteina como &cido cisteico (Spencer e Wold, 1969).
Os resultados foram baseados na combinagéo de duas hidrélises.

A sequéncia N-terminal da proteina purificada 23 kD foi analisada no
Laboratério para Sequenciamento e Analise de Proteinas da Universidade do Arizona
usando o sequenciador proteina/peptideo “Applied Biosystem 477A (Edman Chemistry)
intercalado com analisador HPLC 120A [coluna C-18 feniltiohidanton (PTH)

cromatografia de fase reversa] para determinar aminoacido PTH.

3.6 Expressdo diferencial de genes nas plantas com declinio dos citros
observada pela técnica “mRNA differential display”.

3.6.1 Obtencdao e analise do RNA total

Foram extraidos RNAs totais de folhas e cascas do tronco de plantas
sadias e com declinio dos citros segundo metodologia similar & desenvolvida por
Russel e Sachs (1989). A qualidade do RNA total extraido foi analisada por visualizagdo
em géis com 1.2% agarose.

3.6.2 Producdo dos cDNAs

Para eliminar possivel contaminacio de DNA na amostra, dez
microgramas de RNA total foram tratados com 10 pl de DNase | (Gibco BRL - Amp
Grade, 1U/ul) durante 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida a enzima foi
inativada com 1ul de EDTA 25mM e a reag3o foi incubada a 65°C por 10 minutos. Para
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a reagdo de transcrigdo reversa, ou seja, para obtengdo dos cDNAs, foram utilizados
5ng de RNA total, livre de DNA, 1ul do primer de ancoragem 3
(5CGTGAATTCGGTTsA) na concentragdo de 100uM e 20uM de cada
deoxinucleotideo dATP, dCTP, dGTP, dTTP. A reagdo foi incubada a 70°C por 10
minutos e em seguida a 42°C por 2 minutos antes da adicdo de 200 unidades da enzima
transcriptase reversa SuperScript Il (Gibco BRL). A mistura foi incubada a 42°C por mais
50 minutos antes da finalizagdo que se deu através do aquecimento a 70°C por 15
minutos. Para a sintese das fitas duplas de cDNAs e consequente amplificacgo dos
mesmos, utilizou-se na reagcdo de PCR, 2ul da reagdo transcricdo reversa, 1X do
tampao de PCR (200mM Tris-HC! pH 8.4; 500mM KCl), 2uM de cada dNTP, 1.5mM
MgClz, 0.2uM do primer arbitrario 5’ (5’'CGTGGATTCAGCCAGCGAA), 1uM do primer
de ancoragem 3’ (5CGTGAATTCGGTTA), 2uCi a-**P-dATP e 1U da enzima Taq
DNA polimerase (Gibco BRL) . A reacéo foi submetida uma vez a um ciclo de 94°C por 1
minuto, 40°C por 4 minutos, 72°C por 1 minuto; quarenta vezes a ciclos de 94°C por 45
segundos, 55°C por 2 minutos, 72°C por 1 minuto e finalizada por um ciclo a 72°C por
10 minutos no termociclador Ericomp (modelo EZ cycler).

3.6.3 Eletroforese em gel de sequenciamento

Para a separagdo dos fragmentos de PCR utilizou-se 5ul da reacao de
PCR e 3ul do tamp3o contendo 95% formamida, 20mM EDTA, 0.05% bromophenol blue
e 0.05% xylene cianol. A amostra foi fervida por 5 minutos, esfriada no gelo e submetida
a eletroforese em um gel de sequenciamento contendo 6% de acrilamida e 7M de uréia.
A corrida se deu com o tampao TBE ( 90mM Tris, 90mM acido bérico, 2mM EDTA pH
8.0) a uma voltagem de 1400 Volits até que o corante xylene cianol atingisse o final do
gel. O gel foi entdo coberto com Saran Wrap (Dow Chemical Company, Midland, Ml,

USA), seco a 80°C por 2 horas e em seguida exposto por 48 horas a autoradiografia em
fiime de raio-X (Fuji Film Rx).



3.6.4 Isolamento, reamplificagdo dos produtos de PCR e clonagem

Os fragmentos do gel de acrilamida correspondentes as bandas de PCR
de interesse apresentadas no filme de raio-X foram recortados e colocados em 100ul de
agua bidestilada por 10 minutos e em seguida fervidos por 15 minutos. Centrifugou-se
por 2 minutos e 0 sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. Adicionou-se
10u! de 3M NaOAc, Sul de glicogénio (10mg/ml) e 450ul de etanol 100%. O material foi
mantido no gelo por 30 minutos e para obter o pelete de DNA foi centrifugado a 14.000
rpm, a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e o pelete foi lavado com 200yl
de etanol gelado na concentragdo de 85%. O pelete foi dissolvido em 10ul de agua
bidestilada e 5ul foram utilizados na reagdo de reamplificacdo. Na reamplificacdo
repetiu-se o mesmo procedimento utilizado para obter e amplificar a fita dupla de
cDNAs, com exceg@o que ndo se utilizou radioisotopo e a concentragdo de dNTP foi
aumentada para 20uM. Para confirmar a amplificacdo dos fragmentos de DNA foi feita
eletroforese do produto da reagdo em um gel contendo 1.5% de agarose. Os fragmentos

reamplificados de cDNA foram clonados pelo método padrio (Sambrook et al., 1989) no
vetor pBluescript (Stratagene, La Jolla, Ca).



4 RESULTADOS

Apesar dos termos declinio e “blight” corresponderem a mesma anomalia,
considerou-se nos itens resultados e discussdo o termo declinio para se referir as
amostras coletadas de plantas localizadas no Brasil e 0 termo “blight” para as amostras
coletadas de plantas localizadas nos Estados Unidos.

4.1 Expressdo da proteina 23 kD encontrada nas plantas afetadas pelo
declinio dos citros

O titulo dos anticorpos obtidos contra a proteina 23 kD, bem como o
‘screening” de materiais foram obtidos pela técnica “western blot”. Para evitar o
probilema de reagBes ndo especificas, varias diluigdes do anticorpo primario foram
testadas. O titulo 1:500 foi aquele que proporcionou maior especificidade e nitidez nas
reacQes. Dessa forma, para todos os testes “western blot” subsequentes, o anticorpo
primario foi utilizado na diluigéo 1:500.

Com objetivo de verificar se a proteina 23 kD esta realmente ausente em
plantas sadias e se a mesma pode ser utilizada como marcador molecular relacionado a
anomalia, extratos protéicos de plantas sadia, doente, e da proteina 23 kD isolada,
foram testados mediante a utilizagio dos anticorpos anti-23kD no teste “western blot”.
Como pode ser observado na Figura 2, as reacOes imunoldgicas entre os anticorpos e a
proteina 23 kD, foram especificas para a amostra que contém proteina total extraida de
plantas com declinio (D) e para a amostra que contém somente a proteina 23 kD (P).
Nao houve reagdo visivel nas amostras que contém proteina total extraida de planta
sadia (S). A reacéo positiva somente nas amostras cujos extratos contém a proteina 23
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Padréo imunolégico obtido pela técnica “western blot” mostrando a
especificidade do anticorpo policlonal anti-23 kD para a proteina 23 kD. (D)
extrato de proteina total dos vasos lenhosos de raizes de plantas com
declinio dos citros, (S) extrato de proteina total dos vasos lenhosos de
raizes de plantas sadias e (P) extrato da proteina 23 kD isolada.
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kD, indica que os anticorpos policlonais sdo monoespecificos, mostrando-se eficientes
como marcadores para diferenciagdo entre plantas sadias e doentes. Estes anticorpos
também foram capazes de identificar a proteina 23 kD em mudas de citros com apenas
18 meses de idade. Estas mudas foram avaliadas antes mesmo de serem plantadas no
campo. Este resultado além de demonstrar a eficiéncia dos anticorpos em detectar
precocemente plantas com declinio dos citros, mostra também que a proteina 23 kD é
sintetizada bem antes do desenvolvimento dos sintomas visuais, os quais normalmente
ocorrem em plantas com mais de 5 anos de idade.

O ponto isceiétrico da proteina 23 kD foi obtido através da separacdo das
proteinas totais extraidas de vasos lenhosos de raizes de plantas doentes pela técnica
da focalizag&o iscelétrica (IEF). As 20 fragdes coletadas apresentaram pH variando
entre 1,8 a 11,7. A andlise imunolégica das 20 fragbes obtidas pelo teste “dot blot”
(Figura 3), mostrou reacdo positiva forte entre os anticorpos e a proteina 23 kD na
fracdo 1 (pH 1,8) e uma reacéo fraca na fragdo 2 (pH 3,7), quando comparado com os
controles. Baseado neste resultado, verificou-se que a proteina 23 kD possui ponto
isoelétrico muito acido, proximo a 1,8.

A proteina 23 kD também foi analisada quanto a sua distribuicdo em folhas
de plantas com “blight”. O extrato de proteina total foi obtido a partir de trés tipos de
amostras, sendo elas, folha intacta, lamina (folha cuja nervura principal foi removida) e
nervura principal. Come pode ser observado na Figura 4, houve reacdo positiva nos trés
tipos de amostras de plantas com “blight’, porém uma reacdo mais forte foi observada
no extrato obtido a partir da amostra da lamina da folha. N3o foi verificada reacao
positiva visivel nos mesmos tipos de amostras extraidas de plantas sadias, utilizadas
como controle. Este resultado demonstra que a proteina 23 kD esta dispersa no tecido
foliar e ndo é especifica dos vasos lenhosos.

Com o objetivo de verificar se a proteina 23 kD é acumulada em plantas
afetadas por outras anomalias, avaliou-se através dos anticorpos anti-23 kD a presenga
da proteina 23 kD em extratos protéicos de raizes de plantas que se encontravam no
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Figura 3 - Anélise “dot blot’ de proteinas totais, nativas, obtidas do extrato do xilema de
raizes de plantas com “blight” e fracionadas por focalizagéo isoelétrica. As 20
fragbes coletadas apresentaram gradiente de pH entre 1,8 a 11.7. Como

controle positivo foram utilizadas duas concentragdes (1ug e 5ug) da proteina
total extraida dos vasos lenhosos de piantas doentes.



BLIGHT SADIA

Folha Lam. Nerv. Folha Lam. Nerv.

Figura 4 - Analise “western blot” da distribuicdo da proteina 23 kD em folhas de plantas
com “blight” (colunas 1-3) e em folhas de plantas sadias (colunas 4-6).

Colunas 1 e 4, folha intacta; colunas 2 e 5, folha cuja nervura principal foi
removida e colunas 3 e 6, nervura principal.
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estadio inicial do “blight” (B), em plantas no estadio avangado da anomalia “macrophylia
decline’” (MD) e em plantas no estadio avangado do declinio dos citros (D) (Fig. 5).
Embora a quantidade de proteina total analisada tenha sido a mesma para as trés
amostras, observa-se que a proteina 23 kD esta presente em menores proporgées no
extrato de plantas no estadio inicial do “blight”, em propor¢cGes medianas no extrato de
plantas com “macrophylla decline” e em maiores proporgdes em plantas com declinio.
Este resultado demonstra que a proteina 23 kD esta presente em plantas afetadas pelo
declinio dos citros/blight e em plantas afetadas pelo “macrophylia decline”, ou seja, em
plantas afetadas por diferentes anomalias.

4.2 Efeito de diferentes tipos de estresses no acumulo da proteina 23 kD

Baseado no fato de que a proteina 23 kD ter sido encontrada em plantas
afetadas por diferentes anomalias, foi feito um estudo para verificar o possivel efeito de
diferentes tipos de estresses no seu acumulo. Para tal, plantas citricas com trés meses
de idade foram submetidas ao estresse hidrico pelo tratamento com polietileno glicol
(PEG), ao estresse nutricional pelo tratamento com solucées sem Zn e ao estresse
mecanico pelo ferimento de folhas através de perfuracdo e maceragéo foliar. Na Figura
6, pode-se observar através de reacdo imunolégica a presenga da proteina 23 kD em
grandes quantidades em amostras de plantas submetidas ao ferimento mecanico de
perfuracéo (coluna 5), de maceragdo (coluna 7), nas amostras de folhas adjacentes
aquelas submetidas aos ferimentos (coluna 6 e 8) e na amostra de proteinas de raizes
de plantas com “blight”, utilizada como controle positivo (coluna 9). Verificou-se também
uma pequena quantidade da proteina 23 kD na amostra obtida a partir de folhas
submetidas ao estresse hidrico (coluna 2), e auséncia da mesma nas amostras
utilizadas como controles negativos (colunas 1 e 4) e na amostra de folha submetida ao
estresse nutricional (coluna 3). Este resultado indica que a sintese da proteina 23 kD
pode ser induzida quando as plantas sofrem ferimentos mecanicos. A presenca da
proteina 23 kD nas folhas adjacentes aquelas submetidas ao estresse demonstra
também que a proteina 23 kD possui propriedade sistémica.



Figura 5 - Analise “western blot” mostrando reagbes imunoldgicas positivas da presencga
da proteina 23 kD em extratos protéicos de raizes de plantas com sintomas
iniciais da doenga “blight” (B) d

e plantas com “macrophylla decline” (MD) e de
plantas com declinio dos citros (D).
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Figura 6 - Analise “western blot” da express&o da proteina 23 kD em folhas de plantas
citricas sadias submetidas a diferentes tipos de estresses. 1 e 4 - controle
negativo; 2 - estresse hidrico; 3 - folhas com deficiéncia de Zn; 5 - folha
perfurada; 6 - folhas adjacentes aquela perfurada; 7 - folhas com as bordas
maceradas; & - foihas adjacentes aquela macerada: 9 - controle positivo.
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Com base nas informacdes obtidas de que a proteina 23 kD esté presente

em folhas de plantas submetidas a ferimentos (Figura 6), levantou-se a suspeita com

relacdo a sua especificidade para as espécies citricas. Para averiguar se a proteina 23
kD é reaimente especifica de espécies citricas, folhas de plantas de tomate, feijdo,
mamona, milho e abdbora submetidas a estresse mecanico foram analisadas com o
anticorpo anti-23 kD. N&o foi observada nenhuma reagéo positiva nas plantas avaliadas
(dado n&o apresentado). No entanto, reagbes positivas foram observadas quando se
analisou folhas de pessegueiro submetidas aos mesmos tipos de ferimento.
Como pede ser observado na Figura 7, a proteina 23 kD esta presente no extrato
protéico obtido a partir da folha de pessegueiro perfurada (B) bem como das folhas
adjacentes localizadas acima (A) e abaixo (C) daguela submetida ao ferimento, sendo
que a maior concentracdo foi observada nas folhas submetidas ao ferimento. Nao houve
reacdo positiva visivel no extrato protéico obtido de folhas da planta que nio foi
submetida ao ferimento mecanico (S). Este resultado confirma a sintese da proteina em
resposta ao ferimento, sugerindo porém que a sua expressdo em resposta a este

estimulo podera estar relacionada com as plantas lenhosas.

Baseado em algumas caracteristicas da proteina 23 kD, como ponto
isoeletrico extremamente acido e baixo peso molecular, suspeitou-se de que a mesma
fosse semelhante & enzima quitinase acida, extraida de Pinus, a qual apresenta ambas
caracteristicas descritas para a proteina 23 kD. Para testar esta hipdtese, extratos
protéicos de raizes de plantas com “biight” (B) de plantas sadias (S) e de folhas de
plantas sadias submetidas a ferimento (F), foram analisadas para verificar se os
anticorpos produzidos para a enzima quitinase &acida reconheceria a proteina 23 kD
(Figura 8). Como pode ser observado, estes anticorpos reconheceram a enzima
quitinase acida utilizada como controle positivo (C) e as proteinas 43 e 31 kD presentes
no extrato total de plantas com “blight” e plantas sadias. Como n&o houve reacao
positiva na regido da proteina 23 kD no extrato de folha submetida ao ferimento e em
folhas de plantas com “blight’, deduz-se que a proteina 23 kD ndo se assemelha 2
enzima quitinase acida de Pinus.



23 kD

Figura 7 - Andlise “western blot” da expressao da proteina 23 kD na folha de
pessegueiro submetida ao estresse mecanico através da perfuracao da
folha com espinho(B) na folha adjacente localizada acima (A) e abaixo (C)
daquela submetida a ferimento e na folha de planta ndo submetida a
ferimento (S).
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Figura 8 - Analise “western blot” do extrato de proteina total de raizes de plantas com
“blight (B}, de plantas sadias (S) e de folhas submetidas a ferimento (F) (30
perfuragbes com espinho) com anticorpo produzido contra quitinase acida
extraida de pinus. (C) controle positivo, enzima quitinase acida purificada.
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4.3 Andlise da composicio e da sequéncia de aminoacido da proteina 23
kD

A proteina 23 kD foi purificada e a sua sequéncia foi determinada a partir
do terminal amino. Os 11 residuos de aminoacidos obtidos a partir do terminal amino
foram ALA, GLY, ASP, ILE, THR, ASN, ASN, SER, PRO, ASP, THR. A andlise desta
sequéncia pelo programa “Blast search” ndo encontrou similaridade significativa com
proteinas catalogadas nos principais bancos de dados. A maior similaridade obtida foi
de 35% com a enzima Acilhidrolase Triacilglicerol (E.C.3.1.1.3).

A composicdo aminoacidica da proteina 23 kD & apresentada no Quadro
1. Como pode ser observado a proteina 23 kD possui alta concentragdo dos
aminoacidos &cidos tais como, acido glutdmico (até 20,06%), acido aspartico (até
6,39%) e dos aminoacidos ndo polares como glicina (12,70%), alanina (15,58%), valina
(10,03%), além de apresentar relativamente baixa concentragdo dos aminoacidos
basicos como histidina (0,86%), arginina (2,26%) e lisina (3,69%). Na sua composigéo
ndo foram encontrados os aminodcidos triptofano, metionina e cisteina. A aita
concentragdo de aminoacidos acidos na composicdo da proteina 23 kD pode explicar a
sua presenca no extrato com pl em torno de 1,8 obtido & partir da focaliza¢ao isoelétrica
(Figura 3).

4.4 ldentificacao de cDNAs especificos de plantas com declinio dos citros
através da técnica “mRNA differential display”

Para verificar a expressao génica diferencial entre plantas sadias e plantas
com declinio dos citros, foi inicialmente testada a possibilidade de ndo se utilizar
materiais radioativos na visualizagdo dos fragmentos de cDNAs obtidos pela técnica
“‘mRNA differential display". A idéia era utilizar um método mais simples, rapido, seguro
e menos oneroso. Para tal, os cDNAs amplificados obtidos na auséncia de isétopos
marcados foram separados em gel contendo 6% de poliacrilamida e submetidos a
coloracdo com brometo de etidio e com nitrato de prata segundo metodologia



QUADRO 1. Composicio aminoacidica da proteina 23 kD

Aminoacido Mol (%)
Acido glutamico 20,06
Alanina 15,58
Glicina 12,70
Valina 10,03
Acido aspartico 6,39
Prolina 5,51
Fenilalanina 5,43
Isoleucina 5,18
Leucina 4,46
Lisina 3,69
Serina 2,91
Treonina 2,47
Tirosina 2,42
Arginina 2,26
Histidina 0,86
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desenvolvida por Bassam et al., (1991). O melhor resultado obtido, mostrou que a
resolugdo e a sensibilidade deste procedimento ndo foram suficientes para diferenciar
as plantas sadias das doentes (dados ndo apresentado). Portanto para obter melhor
resolucdo e sensibilidade, foi decidido que o uso de radiois6topo era indispensavel.

O perfil comparativo de mRNAs obtidos de folhas e cascas de plantas
sadias e doentes usando **P-dATP na técnica “mRNA differential display” pode ser visto
na Figura 9. Nesta andlise cada reagdo foi repetida duas vezes para verificar
reproducibilidade. Este estudo nao identificou no tecido foliar diferengas consistentes de
cDNAs entre plantas sadias e com declinio dos citros quando se utilizou o primer
arbitrario 5 (5CGTGGATTCAGCCAGCGAA), e o primer de ancoragem 3’
(5'CGTGAATTCGGTT44A). No entanto, no tecido casca do tronco, quando se utilizou o
mesmo conjunto de primers, foi observada a presenga de oito bandas nas plantas com
declinio dos citros que estdo aparentemente ausentes nas plantas sadias. Os mRNAs
identificados parecem ser especificos do tecido casca, com pouca ou nenhuma
expressao detectada nas folhas.

As oito bandas marcadas apresentadas na Figura 9, foram excisadas do
gel seco, eluidas em tamp&o e reamplificadas. Apds a reamplificagdo foi verificado que
uma simples banda apresentada no gel de sequenciamento continha mais de uma
espécie de DNA, o que reflete no aparecimento de muitiplas bandas, como pode ser
faciimente verificado na Figura 10, para os clones 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Para a cionagem no
plasmideo pBluescript e transformagéo no hospedeiro XL1 Blue utilizou-se as bandas
mais nitidas. Foi determinada a sequéncia de nucleotideos do clone cDNA 1 com
expressao aparentemente exclusiva em plantas com declinio dos citros (Quadro 2). Esta
sequéncia, ou regido codificadora identificada, foi comparada com dados da base
“GenBank” para identificar possiveis similaridades. Buscas de dados com sequéncias

parciais deste clone, n&o identificaram nenhuma similaridade significativa ao nivel de
nucleotideo ou aminoacido.



Figura 9 - Autoradiograma exibindo cDNAs detectados pela técnica “mRNA
differential display’. Os RNAs totais extraidos de folhas e cascas de
plantas sadias (S) e com declinio dos citros (D) foram submetidos a
transcricdo reversa com o primer 3’ (SCGTGAATTCGGTT4A) e os
cDNAs resultantes foram amplificados por PCR na presenca de Bp.
dATP usando ©0 mesmo primer 3 e o0 primer 5
(5’'CGTGGATTCAGCCAGCGAA). Os produtos de PCR foram
separados em gel de sequenciamento contendo 6% acrilamida e 7M
de uréia. O gel foi em seguida desidratado e exposto a filme raio-X.
Tragos indicam bandas de cDNAs correspondentes a mRNAs com
expressao aparentemente exclusiva em plantas com declinio dos
citros.
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Figura 10 - Gel de agarose 1,5%, exibindo cDNAs reamplificados exclusivos de plantas
com declinio dos citros e a presenca de contaminantes. Os cDNAs
correspondentes as bandas de PCR de interesse visualizadas no filme raio-
X foram eluidos e reamplificados por PCR na presenga do primer 3’
(SCGTGAATTCGGTT1A) e do primer 5’ (5CGTGGATTCAGCCAGCGAA)
e na auséncia de radioisdtopo. M representa marcador molecular e 1, 2, 3,
4,5, 6, 7 e 8 os fragmentos reamplificados enumerados de acordo com a
ordem decrescente de tamanho.
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Quadro 2 - Sequéncia nucleotidica do clone cDNA1 obtido a partir da técnica “mRNA
differential display”

Clone cDNA1

CCTAGGTCGGTCGCCTTCTACCGTCGAAGACTATAAACAGTATTGTAAACCTTCCG
TTATTTAAACACTACCTATAACCCATAAGAAAGAAGTCTACTGTTTAGATTGAACAA
ACACTAACTACGAAGAACACTTAGGAAAGCAAACGGAACACATAAAACTTAACGGT
ACAAACAAAGACATTTCGACATTGGAAGTATACACTGTATAGTTCAATAAATAACAT
CAAGATTTAAAAGGCCAGATTTTTTTTTTT

Os clones de cDNAs individuais correspondentes as oito bandas
selecionadas foram isolados e poderao ser utilizados para producdo de sondas visando
verificar via analise de RNA (Northern blot) a autenticidade da expresséo diferencial.



5 DISCUSSAO

Varias mudancgas fisioldgicas e bioquimicas tem sido reportadas
associadas ao declinio dos citros (Gircto, 1990; Taylor et al.,, 1988; Brianskly et al.,
1984). As mudangas bioquimicas sac representadas pelo surgimento de proteinas
especificas da anomalia (Derrick et al., 1990; Paiva, 1993), as quais aparentam ser um

dos primeiros sintomas apresentados pelas plantas afetadas pelo declinio.

Baseado no fato de que estas proteinas s&o exclusivas da anomalia, elas
se tornam possiveis marcadores moleculares para a caracterizacéo e diagnose precoce
do declinio dos citros, devido & relacdo direta que possuem com a anomalia. No
presente estudo foi produzido anticorpo policlonal para a proteina 23 kD visando o
desenvolvimento e a utilizagéo de um teste imunolégico que permita o diagnostico do
declinio antes mesmo do aparecimento dos sintomas visuais, o que é de grande

interesse cientificc e econémico.

Através da anaiise das proteinas de plantas sadias e doentes no teste
‘western blot” (Figura 2), verificou-se que os anticorpos policlonais produzidos para a
proteina 23 kD se mostraram eficientes na discriminacde de plantas afetadas. Este
resultado estéd de acordo com as informagdes contidas na literatura, onde padrdes
protéicos especificos e anticorpos produzidos contra a proteina de 12 kD exclusiva do
“blight” utilizada no teste “western blot” se mostraram eficientes no diagndstico precoce
{Derrick et al. 1991; Bausher e Sweeney, 1991; Paiva, 1993).

A detecgédo da proteina 23 kD em plantas com apenas 18 meses de idade
utilizando-se os anticorpos policlonais anti-23kD no teste “western blot”. evidencia a

1

sensibilidade que estes anticorpos possuem, visto que possibilitam o diagnostico da



anomalia no seu estadio incipiente, ou seja, bem antes das plantas comecarem a
demonstrar os sintomas visuais que normalmente ocorrem em plantas com mais de
cinco anos de idade. Varias sdo as vantagens de se fazer o diagndstico de plantas pre-
sintomaticas, destacando-se entre elas a possibilidade de se desenvolver um programa
de monitoramento das plantas infectadas (assintomaticas e/ou pré-sintomaticas) no
pomar e monitoramento de trabalhos de melhoramento visando obten¢do de porta-

enxertos tolerantes ao declinio dos citros.

A presenca da proteina 23 kD em plantas jovens ou em mudas que nao
chegaram a ser piantadas a nivel de campo, pode ser um indicio da possibilidade de se
propagar o declinio via enxertia de borbulhas. No entanto, os dados obtidos por
Wutscher et al. (1983), apresentam constatacdes contrarias a esta hipdtese. Estes
autores tentaram propagar o “blight” via enxertia de borbulhas e verificaram apds 12
anos a impossibilidade de se distinguir visualmente as plantas sadias das do declinio
dos citros e n&o cbservaram diferencas no tamanho das plantas, nas concentracdes de
Zn no lenho, na casca e de fendiicos soluveis no lenho. Apesar de se verificar falhas na
propagacao do “blight” via enxertia de borbulhas, sucesso tem sido demonstrado na
transmissibilidade da anomalia quando se realiza enxertia de raizes (Tucker et al.,
1984).

E importante mencionar que os anticorpos policlenais obtidos no presente
trabalho foram produzidos contra a proteina 23 kD isolada apenas por SDS-PAGE.
Como em SDS-PAGE as proteinas sdo separadas somente de acordo com o peso
molecular, havia duvida com relagdo a pureza da proteina utilizada para a producdo de
anticorpos. Para esclarecer melhor esta duvida as proteinas totais extraidas dos vasos
lenhosos de raizes de plantas doentes foram fracionadas por focalizaco isoelétrica e
analisadas pela técnica “dot blot” (Figura 3). A presenca de reacdo imunoldgica em
apenas duas fragbes em faixas adjacentes de pH, é um forte indicio que os anticorpos

foram produzidos contra a proteina pura ou com baixos niveis de contaminantes.



A anédlise imunoldgica da proteina 23 kD em folhas de plantas com “blight”
(Figura 4), demonstrou que ela esta dispersa no tecido foliar. A menor presenca da
proteina na amostra que continha apenas a nervura principal em relagédo a amostra
constituida apenas da lamina foliar pode ser devido ao fato de que esta proteina esteja
sendo sintetizada nas células parenquimatosas. Embora as células que compdem a
nervura principal sejam inativas em termos de sintese protéica, elas podem estar sendo
utilizadas como meio de transporte, 0 que explica a presenga da proteina 23 kD neste

tecido.

A grande vantagem em se detectar a proteina 23 kD no extrato protéico
obtido do tecido foliar € a faciidade de se amostrar este tecido comparado ao sistema
radicular. Resultados semelhantes com relagcdo a presenca de proteina especifica do
‘blight” em mais de um tecido foram obtidos por Derrick et al. (1992), os quais
trabalhando com o antissore anti-12 kD, verificaram a presenca da proteina 12 kD tanto
no extrato protéico obtido a partir de raizes de plantas doentes bem como no tecido
foliar das respectivas plantas. No entanto o diagnostico de plantas com “blight”
utilizando-se o antissoro contra a proteina 35 kD s6 é possivel quando se usa o extrato

protéico obtido de raizes (Derrick et al., 1991).

A reacao cruzada entre o anticorpo policlonal produzido contra a proteina
23 kD com proteinas isoladas de plantas afetadas pelo “macrophylla decline” constatada
neste trabalho (Figura 5), sugere que a proteina 23 kD também pode estar presente em
plantas afetadas por esta anomaiia. A presenca da proteina 23 kD em diferentes
anomalias, pode indicar que esta proteina € produzida em resposta a algum estresse
comum. Outra possibilidade seria que as plantas afetadas pelo “macrophylla decline”

possuem proteinas com antigenicidade semelhante a proteina 23 kD extraida de plantas
com declinio dos citros.

A presenca da proteina 23 kD no extrato protéico de folhas submetidas 2
ferimento e a auséncia da mesma em folha submetida ao estresse nutricional, indica

que a sintese da proteina 23 kD pode estar relacionada com sistema de defesa das
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plantas ao estresse mecanico (Figura 6). Conforme relato por Hedrick et al. (1988),
proteinas produzidas em resposta a ferimento mecanico também s&o produzidas em
plantas atacadas por patégenos e em plantas que recebem aplicagbes de reguladores
vegetais envolvidos com estresse, tais como, etileno e acido abscisico. Estas proteinas
fazem parte do tipo de resisténcia ndo especifica produzido pelas plantas com objetivo
de evitar infecgbes subsequentes, fendmeno este conhecido como resisténcia sistémica
adquirida (Ross, 1961).

Nota-se pelo surgimento de reacdc imunoldgica positiva nas amostras
obtidas de folhas adjacentes as folhas submetidas a ferimento que a proteina 23 kD
possui propriedade sistémica. Conforme dados obtidos por Parsons et al. (1989), defesa
sistémica apresentada pelas plantas em resposta a ferimentos & caracteristica da classe
de genes de defesa, conhecida como inibidores de proteases. Em suas pesquisas, estes
autores tambem verificaram respostas sistémicas fortes nas folhas de “poplar”

localizadas acima de folhas submetidas a ferimentos mecanicos.

Conforme mencionado anteriormente, a coleta das amostras do
experimento realizado para se verificar o efeito do estresse mecanico na acumulacéo da
proteina 23 kD, se deu 24 horas apds a realizacdo do ferimento no tecido foliar.
Percebe-se que a sintese das proteinas em resposta a ferimento & um processo rapido.
Esta mesma constatacZo foi obtida por Graham et al. (1986) ap6s verificarem que folhas
submetidas ou n&o a ferimentos, acumulam inibidores de proteases, 4 a 6 horas apés a
realizagdo do ferimento. De acordo com Hedrick et al. (1988), o sucesso da planta em
se proteger de estresses n&o depende somente da coordenacdo entre as diferentes

estratégias de defesa, mas também da rapidez da resposta.

Com relacdo a reacéo imunoldgica com o anticorpo anti-23 kD em outras
especies, verificou-se que as plantas de tomate, feijdo, mamona, milho e abdbora nio
possuem proteina que reaja com o anticorpo, mesmo quando suas folhas sao
submetidas a ferimentos. No entanto, através da presenca de proteina imunoreativa no

extrato protéico de folhas de pessegueiro (Figura 7), constatou-se que a proteina 23 kD
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pode nao ser especifica da espécie citros. Talvez esta proteina tenha sua sintese
relacionada com estresse mecanico somente em espécies lenhosas. Estudos com um
maior nimero de plantas se tornam necessarios para confirmar esta hipétese.

A composicao aminoacidica da proteina 23 kD mostrou alta propor¢céo de
aminoacidos com residuos acidicos (até 20,06% de acido glutamico e até 6,39% de
acido aspartico). Esta composigdo explica a presenga da proteina 23 kD no extrato com
pH em torno de 1,8, obtido apds a focalizagdo isoelétrica. Proteinas soliveis em pH
extremamente acido também foram identificadas por Nasser et al. (1988) quando
trataram folhas de milho com cloreto de mercurio e quando infectaram os mesmos tipos
de folhas com virus do mosaico. A analise aminoacidica de seis das oito proteinas
identificadas por estes autores, mostraram alta propor¢éo de aminoacidos com residuos
acidos (21-29%). A principio estas proteinas foram relacionadas como resposta de
defesa da planta ao ataque de patdgenos. As caracteristicas em comum entre estas
proteinas s&o solubilidade em baixo pH, baixo peso molecular, resisténcia a proteases e
localizagdo extracelular. Estudos enzimaticos realizados posteriormente, mostraram que
quatro das oitc proteinas identificadas por Nasser et al. (1988) apresentaram atividade
de quitinase. A excegdo da localizagdo extracelular, ndo determinada no presente
estudo, as demais propriedades das proteinas relacionadas com a patogenicidade sdo

semelhantes as propriedades encontradas na proteina 23 kD isolada de plantas com
declinic.

Anédlises do extrato de plantas sadias, plantas com declinio dos citros e de
plantas sadias cujas folhas foram submetidas & ferimento, com anticorpos produzidos
contra a enzima quitinase acida de Pinus (Figura 8), mostraram que a proteina 23 kD
ndo possui antigenicidade em comum com esta enzima, o que indica que estas
proteinas sao diferentes.

Novas informag8es sobre a expressdo génica diferencial em plantas com
declinio dos citros poder&o ser obtidas a partir de observagbes da regulagdo génica a
nivel de transcricdo. A técnica "mRNA differential display”, que foi originalmente
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desenvolvida para identificar genes que apresentam mudangas de expresséo em
doengas cancerigenas (Liang e Pardee, 1992), foi utilizada no presente estudo
objetivando-se a identificagdo de marcadores cDNA com expressdo exclusiva ou
elevada em plantas com declinio. A escolha da técnica “mRNA differential display” para
a determinacgdo destas mudangas, baseou-se nas vantagens que a mesma apresenta,
como maior facilidade de identificar e clonar os mRNAs raros, além de ndo limitagdo
pela redundancia de mRNAs que possuem expressdo elevada. Ademais, a técnica
requer pequena quantidade de RNA para andlise (Maser e Calvet, 1995; Mészaros e
Morton, 1996).

Para aumentar a eficiéncia do método original realizou-se algumas
mudancas. Uma das modificagbes foi a utilizacdo de primers longos (primer de
ancoragem 3° com 24 bases e primer arbitrario 5° com 19 bases) para a sintese da
primeira e segunda fita de cDNA. Modificou-se também a temperatura de anelamento
utilizada na reacdo de PCR. Tanto a utilizagdo de primers longos bem como elevada
temperatura de anelamento na reagéo de PCR visou aumentar a estringéncia na reagéo
e consequentemente reduzir o aparecimento de bandas falso positivas no gel, pois estas
modificacbes permitem somente a amplificagdo dos cDNAs que apresentem alta
compiementaridade com os primers. A especificidade dos primers e a estringéncia das
condicbes de PCR sdo os fatores chave que afetam a reproducibilidade e a taxa de
falso positivos na técnica “mRNA differential display”. Zhao et al., (1995), obtiveram
sucesso no aumento da reproducibilidade e na redugdo dos falsos positivos da técnica
quando utilizaram primers longos e alta temperatura de anelamento.

Outra modificag&io no primer de ancoragem 3° em relacdo ao método
original foi a redugdo de duas para somente uma base degenerada no terminal 3"
Teoricamente este primer permite a sintese de cDNAs que representem um quarto do
total de mRNA presente nas amostras visto que possui apenas uma base degenerada
no terminal 3' apds os residuos de deoxitimina. A escolha do primer de ancoragem 3'
com apenas uma base degenerada no terminal 3 foi baseada no experimento realizado
por Liang et al., (1993), os quais verificaram que este tipo de primer mostrou-se mais
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especifico na amplificagdo dos diferentes tipos de mRNAs em comparagao com primer
que possuem duas bases precedendo o residuo de deoxitimina.

A baixa qualidade da resolugdo dos fragmentos de cDNA quando se
coloriu com brometo de etideo e nitrato de prata, provavelmente se deveu ao fato da
falta de sensibilidade destes corantes necessaria para a visualizagéo do grande numero
de fragmentos que sado produzidos pela técnica “mRNA differential dispiay”. Para a
visualizacdo deste grande numero de fragmentos tornou-se necessaria a utilizagio de
géis de sequenciamento que sdo géis com maior espagco de separagdo, menor
espessura e, portanto, maior sensibilidade.

A vantagem da utilizagdo de isétopos marcados esta na alta sensibilidade
que possuem. OQutro aspecto que reforca a importancia do uso de radioisétopo é a
dificuldade de se obter pela técnica “mRNA differential display” fragmentos de cDNAs
maiores que 500 pares de bases (Averbouth et al., 1996). A grande quantidade de
fragmentos menores produzidos s6 podem ser visualizados quando se utiliza detecgdo
sensivel. Devido as desvantagens apresentadas pelos isétopos mais comumente
utilizados na marcagdo de DNA, como **P (baixa resolugio de bandas) e *°S
(contaminag&o de termocicladores), optou-se neste estudo pelo isétopo **P, o qual
apresenta energia radioativa e meia-vida entre P e *°S e combina as vantagens dos
dois isotopos (Liang e Pardee, 1995).

Quando se utilizou material radioativo, a técnica “mRNA differential
display” permitiu a identificagdo de oito bandas em amostras do tecido tronco com
expresséo elevada e aparentemente exclusiva de plantas com declinio dos citros. Os
mRNAs que deram origem a estes cDNAs podem codificar proteinas que possuem suas
funcbes especificas associadas com o processo da doenca e com os eventos
metabolicos que ocorrem no tronco. Andlises futuras através da técnica “northen biot”
serdo necessarias para confirmar esta expressdo diferencial. Nio foi encontrada
homologia significativa entre a sequéncia de nucleotideos do clone sequenciado com as
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sequéncias disponiveis nos bancos de dados, indicando portanto que este clone

corresponde a gene ainda nao caracterizado.

Um dos problemas verificados apds a reamplificagdo dos fragmentos de
cDNAs eluidos do gel foi a presenga de contaminantes. Segundo Shoham et al., (1995),
a presenca de mais de uma espécie de cDNA junto a banda amplificada é considerada
uma das desvantagens da técnica "mRNA differential display”. Neste estudo, para
eliminar os contaminantes tentou-se clonar apenas a banda mais nitida e a confirmacéo
do sucesso foi feita através da comparacgéo do tamanho dos fragmentos obtidos apés a
digestdo de varios clones com o tamanho da banda original mais nitida.

A técnica “mRNA differential display” mostrou-se eficiente como
uma nova ferramenta para a identificacdo de genes com expressdo diferencial. Os
resultados apresentado neste trabalho, usando somente uma combinacdo de primers,
representam uma pequena fragcdo do nimero total de bandas que pode ser visualizada
usando esta técnica. No entanto, combinagdes de diferentes tipos de primers 5' e 3'
podem ser usados para representar melhor a populagdo de mRNAs presente nas
amostras.



6 CONCLUSOES

1. Os anticorpos policlonais produzidos contra a proteina 23 kD utilizados no
teste “western blot” foram marcadores moleculares eficientes na discriminacdo de
plantas sadias e com declinio dos citros e também no diagnéstico precoce da anomalia.
Estes anticorpos poderdo ser utilizados para desenvolvimento de kits para diagnose

precoce.

2. A proteina 23 kD é considerada uma proteina &cida, visto que, apds
focalizagdo isoelétrica de proteinas totais ela foi encontrada na fragcdo com pl em torno
de 1.8 e na analise da sua composigdo foi encontrado alta concentragdo de residuos de
aminoacidos acidicos (até 20,06% de acido glutamico e até 6,39% acido aspartico).

3. No tecido foliar a proteina de 23 kD esté presente em maior quantidade no
limbo foliar

4. A proteina 23 kD ou outra proteina com antigenicidade semelhante é produzida
em plantas com a anomalia “macrophylla decline”.

5. A imposigdo de estresse mecamco foi capaz de induzir a sintese da protema
‘23 kD em plantas lenhosas, tais como de citros e de péssego, mas n&o em plantas de
milho, abdbora, feijdo, mamona e tomate.
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6. A técnica "mRNA differential display” foi eficiente na constatacdo da expresséo
génica diferencial entre as plantas sadias e as com declinio dos citros a nivel de
transcricdo. Permitiu o isolamento de oito clones obtidos a partir de mRNAs com
expressao aparentemente exclusiva em plantas com declinio dos citros e que

supostamente estao envolvidos com eventos metabdlicos que ocorrem no tronco.

7. A sequéncia do clone cDNA 1 ndo apresentou similaridade com sequéncias de

genes caracterizados disponiveis no banco de dados “GenBank”.
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