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RESUMO

O sistema citricola no Brasil representa um setor de grande importancia econémica. O
Estado de S&o Paulo é o principal produtor de citros, fazendo do pais o maior exportador de
suco de laranja concentrado congelado. Apesar do Brasil ocupar uma posigéo de destaque no
cenario mundial de citricultura, o pais ndo consegue aumentar a sua produtividade devido a
ocorréncia simultanea de pragas e doencas, sendo que a clorose variegada dos citros (CVC)
se mostra como uma das mais limitantes sobre esta producdo. Ela é causada pela bactéria
Xylella fastidiosa, que é capaz de infectar todas as variedades de laranja doce (Citrus sinensis
L. Osbeck), embora a tangerina Poncan (Citrus reticulata Blanco) seja considerada tolerante
a sua infeccdo. Apesar de muitos estudos ja tenham sidos realizados a fim de se compreender
melhor 0os mecanismos da sua patogenicidade, questdes ainda permanecem em aberto acerca
dos mecanismos que controlam o seu processo de infeccdo e o desenvolvimento da doenca.
Desse modo, foi realizado um estudo comparativo do proteoma das folhas de laranja Péra e
de tangerina Poncan ap6s 30 dias da inoculacdo com a X. fastidiosa e o dos obtidos de folhas
ndo infectadas, empregando a técnica de eletroforese bidimensional (2DE) e espectrometria
de massas (MS). Foram confeccionados mapas 2DE com o intuito de se verificar proteinas
diferencialmente expressas que por ventura poderiam estar relacionadas aos mecanismos de
defesa e resisténcia da planta. Entre as proteinas (spots) de laranja Péra, separadas por
eletroforese bidimensional, 60 spots foram considerados como estatisticamente relevantes,
apresentando alteracdo de intensidade. Entre as proteinas de tangerina Poncan analisadas na
mesma condicdo, 38 foram consideradas como estatisticamente relevantes. Confeccionou-se
para a planta tangerina Poncan géis de poliacrilamida utilizando IPG com gradiente de pH
linear de 4-7, visto que houve um grande nimero de proteina diferencialmente expressas
nesta faixa. Como resultado, foram obtidos 45 spots com diferenca de expressdo. A
identificacdo dessas proteinas foi feita por meio do seqlienciamento por espectrometria de
massas através do sistema LC ESI-MS/MS ou MALDI-Q-TOF. O sequenciamento por MS
possibilitou a aquisi¢do da seqtiéncia de aminoacidos de 49,7% dos spots. Dentre eles, 76%
dos spots foram identificados, enquanto que 24% nao apresentaram homologia com nenhuma
base de dados. Entre as proteinas identificadas quatro foram representadas por mais de um
spot, podendo indicar a ocorréncia de eventos provenientes do splicing alternativo,

modificacbes pds-traducionais, variacdes alélicas de uma mesma proteina ou degradacgéo da
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amostra. As proteinas identificadas foram relacionadas com a producdo de energia, com 0
metabolismo priméario, com mecanismo de defesa, proteinas de microrganismos e proteinas
desconhecidas. Laranja Péra apresentou uma diminuicdo da expressdo de proteinas
relacionadas a fotossintese, o que coincide com os primeiros efeitos sentidos pelas plantas
colonizadas pela bactéria. Em contrapartida, tangerina Poncan apresentou um aumento de

expressao de proteinas relacionadas a resposta de defesa contra esse patdgeno.

Palavras chaves: Xylella fastidiosa; Eletroforese Bidimensional; Espectrometria de Massas;
Folha; Clorose Variegada dos Citros; Laranja Péra; tangerina Poncan.
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ABSTRACT

The citrus system in Brazil represents one of the most important economic sectors.
The State of Sdo Paulo is the main producer of citrus, settling the country as the biggest
exporter of concentrated freezing orange juice. Besides holding the outstanding position in
the worldwide citrus culture scene, the country cannot raise its productivity due to
simultaneous occurrence of plagues and diseases, being the citrus variegated chlorosis (CVC)
one of the most limiting diseases affecting the citrus production. This disease is caused by
bacterium Xylella fastidiosa, that which is able to infect all sweet orange (Citrus sinensis L.
Osbeck) varieties, however ponkan (Citrus reticulate Blanco) was considered resistant to it.
Although, many studies have already been done in order to understand, in a better way, the
mechanism of its pathogenicity, there are still queries about the mechanisms which control
the process of its infection and the development of the disease. In this manner, we did a
comparative proteomics study of leaves from sweet orange and ponkan after 30 days of the
inoculation with X. fastidiosa versus leaves not infected with this bacterium (healthy plants),
using two-dimensional gel electrophoresis (2DE) and mass spectrometry techniques.
Comparative 2DE maps were done with the aim to verify differentially expressed proteins
related with defense mechanism and the plant resistance. Among the proteins (spots)
extracted from sweet orange, separated by two-dimensional gel electrophoresis, 60 spots
were considered with statistical significance, showing intensity alteration. On the other hand,
among the proteins (spots) extracted from ponkan and analyzed in the same condition, 38
spots were considered with statistical significance. Gels using linear pH gradient ranging
from 4 to 7 were prepared for ponkan gels using, because there were a larger number of
differentially expressed proteins in this area. As a result, we obtained 45 spots with
difference in its expression. The identification of these proteins was done by sequencing
using mass spectrometry like LC ESI-MS/MS or MALDI-Q-TOF. 143 spots were analyzed
by mass spectrometry and were obtained amino acid sequence from 71 (49,7%) of the spots.
Between them, 54 (76%) were identified, while 17 (24%) presented no homology in the
database used. Overall, 4 proteins appeared as multiple spots and accounted for most of the
protein found in the group. This observation may reflect post-translation modification,
alternative splicing events, isozyme variation, allelic variation of the same protein, but also

protein degradation. The identified proteins play a role in energy, primary metabolism,
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defense mechanism, unknown proteins and microorganism proteins. The sweet orange
presented a decrease in expression of photosynthesis related protein, indicating a possible
lower photosynthetic activity resulting from early effects of the bacterial colonization in
affected plants. On the other hand, ponkan showed an increase in defense-related proteins

response against this pathogen.

Key words: Xylella fastidiosa; Two-dimensinal electroforese; Mass spectrometria; leaf;

Citrus Variegated Chlorosis; Sweet orange; Ponkan



1. INTRODUCAO

Xylella fastidiosa é o agente causal da clorose variegada dos citros (CVC ou
amarelinho dos citros), uma doenca responsavel por grandes perdas econdmicas para 0
Brasil bem como para outros paises com atividade citricola. Muitos estudos ja foram
realizados sobre esta bactéria bem como o sequenciamento completo do seu genoma a fim
de se compreender melhor os mecanismos da sua patogenicidade. Mesmo assim, ndo foi
possivel elucidar todos 0s mecanismos que controlam o processo de infeccdo e o
desenvolvimento da doenca (SIMPSON et al., 2000).

Diversos estudos tém demonstrado que a analise protebmica pode gerar informacdes
relevantes para elucidar os mecanismos celulares envolvidos no desenvolvimento da planta.
Atualmente, a técnica protedmica também tem sido muito utilizada como ferramenta de
estudo da interacdo planta-patégeno (ROSIGNOL et al., 2006).

O estudo do proteoma da X. fastidiosa ja foi realizado no intuito de se desvendar os
possiveis mecanismos envolvidos com a sua patogenicidade. No entanto, existem poucas
evidéncias que comprovam a expressdo de proteinas deste patdgeno realmente envolvidas
com a resposta dos citros a sua infeccdo (SMOLKA, 2002). Além disso, ndo existem relatos
sobre as alteracfes no proteoma de folhas de citros em resposta a infeccdo por essa bactéria.

Sendo assim, o estudo comparativo dos proteomas de laranja Péra (espécie suscetivel
a X. fastidiosa) e da tangerina Poncan (espécie tolerante a X. fastidiosa) saudaveis com as
plantas infectadas com X. fastidiosa revela-se uma interessante forma de detectar as
possiveis proteinas diferencialmente expressas. Este trabalho pode auxiliar na identificacao
de novos alvos moleculares envolvidos na regulacdo de mecanismos de defesa da planta a

este patégeno.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 A citricultura

O sistema citricola no Brasil representa um setor de grande importancia econdmica,
destacando-se em 2° lugar no Estado de Séo Paulo, sendo superado apenas pelo cultivo da
cana-de-acgucar. O pais apresenta uma area cultivada de 500 mil hectares, sendo que 77% da
producdo de laranja situa-se na regido Sudeste. A laranja representa 49% de toda a fruta

produzida no Brasil (www.fundecitrus.com.br). Atualmente o pais é responsavel por 33,7%

de suco de laranja concentrado congelado ocupando posi¢cdo de maior exportador deste
produto (BARRIOS et al., 2005).

Apesar do Brasil se destacar no cenario mundial da citricultura, o pais ndo consegue
aumentar a sua produtividade devido a perdas causadas pela acdo de diversos patdgenos,
como bactérias, virus e virdides. O fato de a citricultura paulista ser baseada em
monocultura representa o fator isolado mais importante para o aparecimento e avango de
uma série de doencgas, como sorose, exocorte, cancro citrico, huanglongbing (ex-greening),
a leprose, a gomose e a tristeza, todas com elevada taxa de disseminacdo através de material
propagativo (BARBOSA et al., 2006). Dentre as doencas causadas por fitopatdgenos,
atualmente a mais importante é a CVC, que tem sido considerada um dos fatores
responsaveis pela retracdo na produtividade de citricos no pais.

A CVC foi primeiramente descrita em 1987 em pomares do Triangulo Mineiro e no
Norte e Nordeste do Estado de Sdo Paulo. Hoje esta presente em todas as areas citricolas do
Brasil, resultando numa perda econémica anual por volta de US$100 milhdes para a agro-
industria de citros (SOUZA et al., 2007b). As regides Norte do Estado de Sao Paulo e Sul de
Minas Gerais apresentam maior incidéncia e severidade da doenca, compreendendo
justamente as atuais areas de expansdo da citricultura (DONADIO, 1998; BOLOGNA,
2003).

Todos os cultivares comerciais de laranja doce séo afetadas pela CVC, independente
do porta-enxerto utilizado (CARVALHO et al., 1995). A laranja doce € a principal fonte de
suco de laranja e tornou-se a variedade mais cultivada no pais por apresentar boa adaptacao
as condi¢cbes climaticas das principais areas produtoras do Estado de S&do Paulo. No
entanto, apresenta maior susceptibilidade a doenca (COLETTA-FILHO et al., 2007).


http://www.fundecitrus.com.br/�

Algumas variedades de tangerinas como Nova, Fortuna, Clementina, Ellendale e Wilking
também sdo sensiveis a CVC. Entretanto, a variedade tangor Murcott (C. sinensis x C.
reticulada), cidra e pomelo (C. grandis) sdo aparentemente resistentes a doenga. Como
variedades supostamente tolerantes & CVC encontram-se o lim&o (C. limon), a lima (C.
aurantilofia) e a tangerina Poncan (C. reticulada) (BOVE & AYRES, 2007). Mesmo a
bactéria sendo esporadicamente detectada nesta espécie, ndo é observada nenhum sintoma

da doenca ou perdas econdmicas relacionadas (SOUZA et al., 2007b).

Além de infectar laranjas doces, a X. fastidiosa também infecta videiras (doenca de
Pierce), provoca escaldadura das folhas da amendoeira e a doenca “phony’” do pessegueiro.
A X. fastidiosa pode também habitar outras espécies de plantas como cafeeiros e ameixeiras
(RIBEIRO et al., 2003).

O método de controle das principais doencgas bacterianas dos citros se faz de uma
maneira integrada, envolvendo o uso simultaneo de diversas medidas (bioldgicas, genéticas,
fisicas e culturais). Este manejo integrado tem como objetivo reduzir as doencas a um nivel
toleravel, ou seja, trata de controlar a disseminacdo dos patdgenos e ndo de erradica-los
(DONADIO, 1998).

2.2 Sintomas e controleda CVC

Os sintomas iniciais da doenca sdo vistos nas folhas maduras da copa da arvore que
apresentam pontuacdes circulares de cor amarela (aspecto semelhante & deficiéncia de
zinco) na face superior e lesdes de cor palha na face inferior (Figura 1). Os ramos afetados
podem apresentar entrenos curtos que conferem aspectos de “envassouramento”, visto que
as gemas destes ramos tendem a brotar com maior freqiiéncia e vigor originando novos
ramos doentes (LARANJEIRA, 1997 apud BOLOGNA, 2003). Com o avang¢o da CVC,
pode ocorrer desfolha dos ramos mais altos e degeneracdo da planta. O agravamento da
doenca causa a diminuicdo, endurecimento e maturacdo precoce dos frutos (Figura 1). As
plantas afetadas sofrem significativa reducdo de crescimento apesar de ndo chegarem a
morrer. Neste estagio, os frutos sdo improprios para 0 comércio in natura ou para utilizagéo

na industria de suco concentrado.



Figura 1. Sintomas de CVC. (A) Folhas, apresentando manchas amareladas na sua parte
superior e inferior. (B) Frutos, que amadurecem precocemente, ficando endurecidos e com o

tamanho reduzido (www.fundecitr us.com.br).

A CVC se espalha rapidamente nos pomares de laranja infectados, pois a bactéria
pode ser transmitida pelos pontos mais altos dos enxertos das gemas dos galhos ou
naturalmente pelas cigarrinhas (homdpteros) que, ao se alimentarem da seiva bruta
proveniente do xilema de plantas contaminadas, sugam também a bactéria, passando a
transmiti-la para plantas sadias. Existem onze espécies de cigarrinhas responsaveis pela
disseminacdo da CVC em todas as regides citricolas do pais (SMOLKA, 2002).

O controle da CVC se baseia na plantacdo de mudas sadias, na poda de galhos com
folhas que apresentam sintomas ou na erradicacdo das plantas infectadas para a remocdo da
fonte de inoculacao, além do controle dos vetores com o uso de inseticidas, o que apresenta
um efeito negativo para o0 meio ambiente (COLETTA-FILHO et al., 2007).

2.3 Caracterizagdo, M ecanismos de Colonizacéo e Patogenicidade

A X. fastidiosa é um bastonete Gram-negativo, ndo flagelado, com dimensbes de
0,25 a 0,35 um de largura e entre 0,9 e 3,5 um de comprimento. A bactéria ndo apresenta
mobilidade, é aerdbica estrita, ndo fermentativa, ndo halofilica e nio pigmentada. E de
natureza fastidiosa e exige meios de cultura complexos para o seu desenvolvimento e
tempos longos de duplicacdo (acima de 9 horas). O pH e temperatura 6timos para 0 seu
crescimento se encontram na faixa de 6,5 a 6,9 e 26 a 28 °C, respectivamente. Ela é capaz
de hidrolisar gelatina, produzir catalase e apresentar reacdo negativa para os testes de indol,

lipase, amilase, coagulase e fosfatase (WELLS et al., 1987).
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A bactéria X. fastidiosa se instala no xilema da planta infectada dando inicio a
colonizacdo. Durante a colonizacdo ocorre a formacdo do biofilme bacteriano que causa a
oclusdo vascular, obstruindo a passagem de agua. Isto afeta o transporte de agua e nutrientes
do sistema radicular para a parte aérea da planta (BELLATO et al., 2004; SOUZA, et al.,
2005).

Ja foi demonstrado que a bactéria € capaz de crescer como um biofilme, sendo este
um possivel fator importante para a sua patogenicidade (SOUZA et al., 2005). Os biofilmes
podem ser definidos como uma comunidade estrutural de agregados microbianos sésseis,
envolvidos em uma matriz polimérica auto-produzida, fixada a uma superficie inerte ou viva
(MARQUES et al., 2002). Estudos genéticos de biofilmes de uma espécie dessa bacteria
mostraram que estes sdo formados por mdaltiplos estagios que sdo regulados por varios
genes da bactéria que sofrem alteragdo na sua expressdo em cada fase do desenvolvimento
do biofilme (SOUZA et al., 2005).

A formacao do biofilme, segundo Sauer (2003, apud SOUZA, 2004), é composta por
cinco diferentes estagios (Figura 2):

e Primeiro estagio: adesao reversivel das células na superficie;

e Segundo estdgio: adesdo irreversivel mediada principalmente pela producdo de
substancias exopoliméricas (polissacarideos);

e Terceiro estagio: inicio do desenvolvimento da arquitetura do biofilme;

e Quarto estagio: o biofilme ja se encontra totalmente maduro, de forma complexa e
com alta densidade celular;

e Quinto estagio: fase de dispersao das células do biofilme;

Quando o biofilme alcanga um estagio maduro, com alta densidade celular, é ativado um
sistema de sinalizacdo celular que permite a bactéria regular a expressdo de grupos
especificos de genes tais como os fatores de viruléncia, resisténcia a compostos
antimicrobianos, resposta de defesa do hospedeiro, producdo de antibidticos e transferéncia
de plasmidio por conjugacgdo. Estas caracteristicas ddo a célula do biofilme uma vantagem
em se adaptar ao hospedeiro (SOUZA et al., 2005).



Figura 2. Modelo dos estégios de desenvolvimento do biofilme bacteriano. 1) Aderéncia
da bactéria de forma reversivel a superficie; 2) Adesao irreversivel das células bacterianas a
superficie; 3) Inicio da maturacdo; 4) Maturacdo completa; 5) Dispersdo das células moveis

que deixam as microcol6nias (SOUZA, 2004).

Em geral, a oclusdo do vaso do xilema €é a causa aceita para explicar 0s sintomas
induzidos pela X. fastidiosa. Outros fatores como absor¢do de nutrientes e producdo de
toxinas pela bactéria também parecem contribuir para a sua patogenicidade (MACHADO et
al., 2001). Em publicacdo anterior (1994), Machado et al., definem que plantas afetadas
pela CVC apresentam disfungdo no funcionamento dos estdmatos, aumento da resisténcia
ao fluxo da &gua ou absorcdo da agua pelas raizes, tornando-as mais sensiveis a deficiéncia
hidrica. O estresse hidrico compromete a producdo de frutos, tornando-os inadequados para
0 comércio e prejudicando economicamente a citricultura, principalmente no Brasil
(SMOLKA, 2002).

Outro aspecto importante € 0 movimento sistémico que a bactéria utiliza para se
espalhar e colonizar o hospedeiro. Alguns pesquisadores como Purcell & Hopkins (1996)
fazem uma avaliacdo a respeito da movimentacdo vaso a vaso das bactérias presentes no
xilema, sugerindo a producdo de enzimas que degradam a membrana da pontuagdo. E
sabido que a X. fastidiosa passa pelas membranas que constituem os vasos, formadas por
celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteina, que por sua vez apresentam poros

pequenos, de tamanho insuficiente a passagem. Uma hipdtese seria o rompimento



enzimatico da membrana. Dessa maneira, proteinas com atividade de degradacdo dos
compostos citados acima estariam desempenhando papel fundamental no processo de
colonizagdo da bactéria (SMOLKA, 2002). Esse mecanismo pode ser visto em variedades
suscetiveis como laranja Péra, onde a bactéria apresenta taxas elevadas de colonizacéo,
sobrevivendo e alastrando-se rapidamente para as partes superiores do vaso (SOUZA et al.,
2005).

A presenca da bactéria também leva a planta a produzir toxinas (fitotoxinas) e/ou

possiveis altera¢fes hormonais que ajudariam em sua agdo nociva (PURCINO et al., 2007).

2.4 Interacdo planta-patégeno

Todas as plantas vivem naturalmente com algum tipo de associacdo intima com os
microrganismos. Estes podem colonizar sua superficie (colonizacdo epifitica) ou ocupar
espacos dentro dos seus tecidos (colonizacdo endofitica), retirando dela carbono e os
nutrientes necessarios para a sua sobrevivéncia (BRENCIC & WINANS, 2005).

Existe uma vasta gama de interacdes que podem ocorrer entre plantas e
microrganismos (virus, bactérias, fungos e nematdides). Nem sempre estas interacGes
resultam no desenvolvimento de condi¢fes desvantajosas e detrimentais para a planta. Ha
relacdes benéficas entre estes seres, que muitas vezes, culminam em uma relagcdo simbidtica
que facilita a captacdo de nutrientes pela planta, o que acaba favorecendo o seu crescimento
(BIRCH & KAMOUN, 2000; LIPKA & PANSTRUGA, 2005).

Em outras vezes, quando a interacdo é desvantajosa para a planta, ela pode
desenvolver sintomas que sdo respostas auto-limitantes e reduzem a sobrevivéncia do
patodgeno, evitando assim sua disseminacdo de um hospedeiro para outro. Ndo obstante, uma
doenca fatal pode ocorrer quando o patdgeno encontra um hospedeiro que foi enfraquecido
pelas circunstancias que alteraram este delicado balan¢o de interacdo planta-patdgeno
(GALAN & COLLMER, 1999; LIPKA & PASTRUGA, 2005).

As interacdes entre planta e patdgeno sao classificadas como: compativeis, quando o
patdgeno € virulento e o hospedeiro é suscetivel (condicionando a doenca); incompativeis,
quando o patégeno € avirulento e o hospedeiro é resistente - neste caso o sistema de defesa



da planta é eficientemente ativado, conduzindo a resisténcia (RESENDE et al., 2003); e
como ndo hospedeira (nonhost), na qual normalmente um patégeno virulento para um
hospedeiro em particular ndo € capaz de infectar e crescer em um tipo diferente de
hospedeiro (GOHRE E ROBATZEK, 2008) .

A compatibilidade e a incompatibilidade da interacdo planta-patdgeno envolve a
diminuicdo ou o aumento da expressao de centenas de diferentes grupos de genes. Em
muitos casos a susceptibilidade e a resisténcia a certo patdgeno dependem do tempo que a
planta leva para ativar o seu mecanismo de defesa e da magnitude dessas mudancgas (VAN
LOON, REP e PIETERSE, 2006).

A resisténcia da planta a certas doencas pode ser devida a varios mecanismos e estar
presente em diferentes niveis. O termo tolerancia é usado para definir o ato ou a capacidade
da planta em resistir ao ataque de patdgenos, ou seja, é a capacidade da planta em suportar
fortes infeccOes sem apresentar severas perdas na sua producdo ou na sua qualidade
(SCHAFER, 1971).

Os termos tolerancia, resisténcia, intolerancia e susceptibilidade podem ser

esquematizados da seguinte forma:

Crescimento do hospedeiro

Bom Ruim
) Bom: —>  Tolerante Suscetivel
Crescimento
do parasita Ruim: —  Resistente Intolerante

Dropkin & Nelson 1960 apud Schafer, 1971

A respeito da interacdo planta-patdgeno, a bactéria uma vez instalada, continua
controlando as mudancas na fisiologia do seu hospedeiro e encontra nele um local adequado
e com nutrientes necessarios para o seu crescimento e reproducdo (LAM et al., 2001). Para

que haja esta associacdo € necessario que as proteinas da bactéria reconhecam de alguma



forma a planta associada. Neste caso, o metabolismo da planta passa por modificaces,
frequentemente devido as atividades especificas da colonizacdo pelo patdgeno. No mesmo
sentido, 0 microrganismo patogénico apresenta como resposta um ajuste continuo na sua
prépria fisiologia (BRENCIC & WINANS, 2005), pois s6 apés a sua ligacao a superficie do
hospedeiro, a realizacdo da degradacdo das barreiras quimicas e fisicas do hospedeiro e
posteriormente a producdo de suas toxinas e a inativacdo das defesas da planta é que o
patdgeno vai obter o sucesso da sua infeccdo (LAMB et al., 1989).

Na dindmica dessa interacdo, a participacdo de proteinas no reconhecimento do
hospedeiro e nos diversos mecanismos de sinalizagdo intra e intercelulares sdo fundamentais
para a manutencéo de tal interacdo (BRENCIC & WINANS, 2005).

Segundo Birch & Kamoun (2000), um passo importante para se revelar os
mecanismos dessa interacdo seria definir os componentes genéticos envolvidos nas
mudangas transcricionais que ocorrem tanto no microrganismo quanto na planta hospedeira.

Portanto, 0 processo que determina a conseqiéncia da interacdo entre o
microrganismo patogénico e a planta hospedeira se revela complexo. Ainda é considerado
um desafio & compreensdo das adaptagdes fisioldgicas e de desenvolvimento que permitem
ao patdgeno infectar, colonizar tecidos e subverter o metabolismo da planta hospedeira
(KAZAN et al., 2001).

2.4.1 Mecanismos de defesa das plantas

A sobrevivéncia das plantas e 0 aumento de produtividade dependem fortemente da
habilidade delas em se adaptar, responder, resistir e tolerar as diferentes condicbes
ambientais. As plantas possuem diversos mecanismos de resposta aos estresses bidticos
como os causados por pragas e patdégenos e abidticos como aqueles causados pelo estresse
salino, hidrico, por deficiéncia nutricional e por elevada intensidade luminosa (ROSIGNOL
et al. 2006).

De acordo com Margis-Pinheiro et al. (1999) as plantas apresentam trés sistemas de
defesa e adaptacdo para impedir o alastramento do patogeno:
e Resisténcia constitutiva: recebida por heranca dos ancestrais — possibilita que as

plantas se tornem imunes;
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e Resisténcia localizada: é ativada no local onde ocorre a agressdo. Exemplo: resposta
hipersensitiva (hipersensitive reaction ou HR);

¢ Resisténcia sistémica adquirida (SAR): protege a planta contra ataques subsequentes
do mesmo patdgeno;

Portanto, as plantas apresentam mecanismos de defesa pré-formados que estdo
presentes nas plantas antes do contato do patégeno e induziveis que sdo produzidos ou
ativados na planta em resposta a invasdo de microorganismos (PASCHOLATI & LEITE,
1995).

Uma vez que o patdgeno entra em contato com a planta, ela normalmente
desencadeia como forma de resposta primaria & infeccdo, o refor¢o da parede celular, a
producdo de metabdlitos secundarios e a producdo de proteinas antimicrobianas
(GONZALEZ et al., 2001; VAN LOON, REP e PIETERSE, 2006).

Alguns hormdnios vegetais, como o acido salicilico, acido jasmonico e etileno,
atuam como sinalizadores, sendo os maiores reguladores da imunidade inata da planta. Suas
produgdes variam muito em quantidade, composicdo e tempo, e resultam na ativagdo de
diferentes grupos de genes relacionados a defesa que eventualmente determinam a natureza
da resposta de defesa da planta contra 0 patégeno encontrado (POZO, VAN LOON,
PIETERSE, 2005). Dentre 0s genes que sdo expressos durante a infeccdo muitos estdo
envolvidos na regulacdo transcricional, transducdo de sinal, atividades metabdlicas
direcionadas a ativacdo de defesa (VAN LOON, REP e PIETERSE, 2006).

Outras respostas de defesa da planta sdo a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(RESENDE et al., 2003) e oxido nitrico (DELLEDONNE et al., 1998; SALGADO et al.,
2004; DELLEDONNE, 2005), mudancas na expressao e ativacdo de quinases e a morte
celular programa localizada ou resposta hipersensitiva (HR) (ABRAMOVICTH et al.,
2006). A HR é caracterizada pela morte celular programada do hospedeiro no ponto de
infeccdo, 0 que restringe o crescimento ou espalhamento do patégeno, sendo
frequentemente associada ao aparecimento de lesdes necréticas no sitio de entrada do
patogeno. Ela € observada nas interacdes de incompatibilidade (MESSIAS, 2008).

Dentre as alteracdes celulares que podem ocorrer nas células de plantas hospedeiras

em resposta a invasdo por um microrganismo estdo sinalizacdes celulares especificas para
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formacéo de vesiculas e secre¢do de compostos antimicrobianos, alteracées na organizacao
do citoesqueleto e redirecionamento de organelas e proteinas (LIPKA & PANSTRUGA,
2005).

Existem modifica¢fes profundas no metabolismo da célula vegetal que resultam em
adaptacdo e resisténcia da planta. Uma dessas alteracbes € a sintese de proteinas
relacionadas a defesa (conhecidas como proteinas PR, de pathogenesis-related). A sintese
dessas proteinas pode ocorrer de duas formas: (a) forma direta (combate ao agente
patogénico), (b) forma indireta (manutencdo da estrutura e das funcdes celulares). Estas
proteinas sdo classificadas em cinco grupos (PR-1, PR-2, PR-3, PR-4 e PR-5), todas
apresentando baixo peso molecular, solubilidade em meio &cido e resisténcia a proteases
(MARGIS-PINHEIROS et al.,1999).

Outra forma de resposta é a hipdtese gene-a-gene que foi proposta para explicar a
resposta de plantas resistentes a um patdgeno em particular, devendo haver a combinacéao
dos genes de resisténcia (dominante-R) da planta hospedeira com os de aviruléncia
(dominante-Avr) do patdgeno. O reconhecimento destes produtos génicos pela planta
hospedeira é que ativa a complexa cadeia de transmissao de sinal, resultando na ativagdo do
sistema de defesa vegetal (RESENDE et al., 2003; COAKER et al., 2005). Esta resposta é
caracterizada pelo rapido fluxo de ions e calcio, pela explosdo oxidativa extracelular, pela
reprogramacao transcricional dentro e em volta do local de infeccdo e, na maioria dos casos,
pela morte celular programada localizada (GREENBERG e VINATZER, 2003; NIMCHUK
et al., 2003).

Os genes avr podem ser essenciais para a multiplicacdo do patégeno no hospedeiro,
como no caso de avrBs2 de Xanthomonas campestri pv. vesicatiora, ou para a colonizacao e
inducdo de sintomas da doenga, como pthA de Xanthomonas campestri pv. citri
(HAYWARD & MARIANO, 1997). Normalmente os produtos dos genes avr séo injetados
na celula hospedeira através do sistema de secre¢do do tipo Ill. Este sistema é essencial para
a bactéria causar a doenca em plantas suscetiveis e para causar a resposta hipersensitiva nas
plantas resistentes (NOMURA et al., 2005). Entretanto, genes homdlogos aos avr
conhecidos ndo foram encontrados no genoma da X. fastidiosa, da mesma forma que néo
foram identificados genes que codificassem proteinas que compdem o sistema de secrecéo
do tipo 11 (SIMPSON et al., 2000).
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Na auséncia de um reconhecimento especifico para o patégeno, uma defesa basal (ou
resisténcia basal) ocorre na planta hospedeira. Esta resposta € aparentemente induzida pelos
padrbes de moléculas associadas ao patégeno (PAMPs) como as flagelinas e
lipopolissacarideos (LPS). A defesa basal fornece um nivel de resisténcia que geralmente
previne a infeccdo da planta por uma grande faixa de microbios, sendo caracterizada pela
deposicéo localizada de calose na parede celular da planta e pela inducéo de certos genes de
defesa; porém este tipo de resposta € temporariamente menor e com baixa amplitude, ndo
proibindo a colonizacdo do patégeno, apenas limitando o seu crescimento e espalhamento
(BELKHADIR et al., 2004; NOMURA et al., 2005). Em plantas suscetiveis, a resisténcia
basal ¢ suprimida pelo organismo patogénico através das suas moléculas efetoras (GOHRE
e ROBATZEK, 2008).

Existe também a resisténcia apresentada pelas plantas ndo hospedeiras, denominada
nonhost resistance. Esta resisténcia é uma das mais importantes, € a mais comum e
provavelmente a menos compreendida entre os mecanismos de resisténcia das plantas. Este
tipo de resisténcia possibilita que uma espécie particular de planta resista a infec¢do por
uma vasta gama de patégenos potenciais que infectam outras espécies de plantas (HEATH,
2000; NOMURA, MELOTTO e HE, 2005). Como resposta, estas plantas apresentam
barreiras quimicas e fisicas pré-formadas presentes constitutivamente em suas superficie,
como camadas de cera, paredes celulares rigidas, metabdlitos secundarios antimicrobianos
(fitoantimicinas) que inicialmente podem impedir o estabelecimento da infeccdo
(NURNBERGER e LIPKA, 2005).

Os pesquisadores Mysore e Ryu (2004) propuseram classificar a resisténcia de
plantas ndo hospedeiras em dois tipos: tipo | e tipo I1. A resisténcia do tipo | é caracterizada
pela falta de sintomas visiveis (como a necrose) na planta. Neste caso, 0 patdgeno nao
consegue passar pelo primeiro obstaculo (parede celular, compostos antimicrobianos e
outros metabdlitos secundarios) ou pelo segundo obstaculo (inducéo da resposta de defesa
da planta através do reconhecimento ndo especifico de moléculas eliciadoras do patégeno,
ativando a resposta de defesa) e a resisténcia do tipo Il que esta sempre associada com a
rapida necrose localizada (HR) se assemelhando a resposta da plantas resistentes em

interacdo de incompatibilidade com o patégeno (hipdtese gene-a-gene).
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Na X. fastidiosa, os genes de patogenicidade/viruléncia fundamentais para o
estabelecimento da infeccdo sdo ativados em funcdo da densidade de suas células
bacterianas. Foi observado por Hopkins (1985) que a X. fastidiosa pode perder parcial ou
totalmente a sua viruléncia ap6s sucessivas transferéncias em meio de cultura, perdendo
também a sua habilidade de agregacéo (formacdo do biofilme).

Alguns aspectos da patogenicidade da X. fastidiosa estdo relacionados com a sua
adesdo, deslocamento e coloniza¢do no interior dos vasos do Xilema. Devido o quadro
sintomatoldgico observado em algumas variedades de citros atacado, pode-se evidenciar que
as disfuncBes do sistema condutor de agua sejam a causa mais provavel da doenca
(MACHADO et al., 1994; MACHADO et al., 2001; MEDINA, 2002), porém ndo podemos
descartar outras hipdteses como a producdo de fitotoxinas e alteracGes na concentracdo de
reguladores de crescimento (ALVES, 2003).

Mesmo que outros mecanismos primarios de patogénese possam estar envolvidos em
parte da sindrome da doenca, o principal mecanismo de patogénese ¢ a falta de translocacao
de agua e de nutrientes devido alguns fatores como: a oclusdo de vaso do xilema pelos
agregados da bacteria, reacfes de resisténcia como a deposicdo de goma, pectina, formacao
de tilose pelo hospedeiro (MOLLENHAUER & HOPKINS, 1976; FRY & MILHOLLAND,
1990), pela formacdo de cristais de calcio em vaso que resultam em estresse hidrico e
possivelmente pela destruicdo das membranas da pontuacdo causando cavitacdo nos vasos
com embolia (SCHULTZ & MATTHEWS, 1988). Segundo Alves et al. (2004) a
intensidade dos sintomas observados em citros com CVC esta relacionada com o bloqueio
dos vasos do xilema, os quais podem causar reducdo de até 50 % no fluxo de seiva bruta.
Isto ocasiona a diminuicdo do potencial de agua de folha, a diminui¢do na assimilacdo de
CO., a reducdo na taxa de transpiragdo e a reducdo na condutancia estomatica.

E de grande importincia saber como os estimulos ambientais sdo percebidos pela
planta e como se da a ativacdo dos mecanismos de defesa, da rede de sinalizacdo (que lida
com a alteracdo da expressdo de genes, mudancas na proteina e no metabolismo), do
retardamento do crescimento e ainda como esses eventos resultam em tolerancia e
resisténcia (ROSIGNOL et al., 2006).
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2.5 Genoma

A disponibilizacdo das sequiéncias de genomas de organismos patogénicos e de seus
hospedeiros proporciona uma grande oportunidade de avanco no conhecimento cientifico. A
linhagem 9a5c da X. fastidiosa foi o primeiro fitopatbgeno a ter o seu genoma
completamente seqiienciado. Atualmente, varias espécies de X. fastidiosa ja apresentam

seus genomas parcialmente sequenciados (CAO et al., 2001).

As analises aplicadas ao estudo funcional do genoma de citros representam um
valioso avango no que concerne & identificacdo e isolamento de genes de interesse, geracdo
de marcadores moleculares, mapeamento genético e aumento de individuos nas colecGes de
germoplasma (KAZAN et al., 2001).

Atualmente com o projeto CitEST (Integracdo de Melhoramento Genético, Genoma
Funcional e Comparativo de Citros) foram sequenciados 55 mil genes de citros. O
desenvolvimento de bibliotecas de ESTs associado com a tecnologia de expresséo
diferencial de gene (DGE) estd em ascensdo e fornece uma visdo panoramica de muitos
processos bioldgicos (MARSHALL, 2004 apud AMELINE-TORREGROSA et al., 2005).

Mais recentemente, estudos funcionais do genoma de citros tém sido feitos também
na Espanha (KATZ et al., 2007). Nesse contexto, ferramentas para estudos genémicos de
citros em larga escala estdo sendo aprimorados. Diversos processos celulares estdo sendo
analisados, incluindo: analises do desenvolvimento da planta (crescimento vegetativo,
florescimento, desenvolvimento e qualidade dos frutos, senescéncia, etc) e respostas a
estresses bioticos e abidticos (infec¢do por virus, bactéria e fungos, deficiéncia de ferro,
salinidade, tempos de seca, etc) (FORMENT et al., 2005).

Nos ultimos anos ficou reconhecido que o genoma apenas representa o0 primeiro
nivel de complexidade dos sistemas bioldgicos. A fungdo bioldgica ndo € analisada por
estatistica do genoma, mas, principalmente pela dindmica da populacéo de proteinas em um
dado momento. Muitas informacdes a respeito das proteinas ndo podem ser previstas atraves
da sequéncia do genoma, como modificacdes pos-traducionais e efeitos de splicing
alternativo. Existem numerosos casos de splicing diferenciais e muitas modificagdes pos-

traducionais de proteinas (por exemplo: fosforilacdo, glicosilagdo, metilacdo e S-
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nitrosilacdo) que podem controlar a atividade das proteinas mais do que as taxas
diferenciadas de suas sinteses (HOOG, 2004; ROMERO-PUERTAS et al., 2008).

Dessa forma, a identificacdo e a caracterizagdo funcional das proteinas sdo muito
importantes para a compreensdo das vias metabolicas de interesse e elucidacdo dos

mecanismos moleculares relacionados a patogenicidade (ZHU et al., 2003).

2.6 Proteoma

O entendimento do fenbmeno bioldgico se faz necesséario, de maneira que seja
possivel investigar sistematicamente as variacdes na expressdo de proteinas nos diversos
momentos e condicdes em que o fenbmeno acontece. Este desafio pode ser enfrentado
estudando-se o proteoma que, de maneira potencial, pode capturar a dinamica das mudancas
na expressao de proteinas sob diversas influéncias: genética e epigenética (MISCHAK et al.,
2007).

O termo proteoma se refere ao conjunto de espécies de proteinas expressas em uma
célula ou tecido em uma determinada condi¢cdo em um determinado momento. Ele pode se
alterar com o estado de desenvolvimento do tecido ou mesmo sob as condi¢des nas quais 0
individuo se encontra (WILKINS et al., 1995). O termo engloba todos os conceitos e

tecnologias aplicadas ao estudo de proteomas.

As metodologias usualmente aplicadas nesse tipo de estudo estdo direcionadas a
identificacdo e a caracterizacdo das proteinas, atraves de abordagens quantitativas e estudos
de modificagbes pos-traducionais em uma célula, tecido ou organismo (DI CIERO &
BELLATO, 2002; LEE FERGUSON & SMITH, 2003).

Atualmente, a técnica de eletroforese bidimensional (2DE) combinada a métodos
cada vez mais eficientes e sensiveis de identificacdo de proteinas por espectrometria de
massas (MS) ainda permanece como uma das plataformas mais usadas no estudo de
proteomas (CARPENTIER et al., 2005). O método da 2DE se apresenta em duas etapas ou
dimensbes. A 1% dimensdo é a focalizacdo isoelétrica (IEF), na qual as proteinas sdo
separadas em um gradiente de pH até alcancarem o seu ponto isoelétrico (pl). O pl é a
posicdo estacionaria que cada proteina apresenta, onde sua carga total é zero. Na 22

dimensao, as proteinas separadas pela IEF sdo entdo separadas pela massa molecular (MW)
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por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE). A visualizacdo das proteinas é feita diretamente no gel, que resulta num perfil
cartesiano de pontos ou spots, onde cada ponto contém multiplas copias de uma proteina
(WILKINS et al., 1995).

Para aplicar a técnica de 2DE, as amostras bioldgicas sdo tratadas da seguinte
maneira: primeiramente, as células sdo rompidas através de métodos quimicos ou fisicos e
os interferentes (acidos nucléicos, polissacarideos, sais, lipidios e compostos fendlicos) sdo
eliminados. As proteinas sdo solubilizadas com detergentes ndo idnicos (0 que previne a
interacdo hidrofébica entre os dominios hidrofébicos da proteina e evita a sua agregacéo e
precipitacdo) e desnaturadas com agentes caotropicos tais como a uréia (rompe pontes de
hidrogénio) e tiuréia (quebra as interacdes hidrofobicas), e pequenas quantidades de agentes
redutores, como o ditiotreitol (cliva as pontes dissulfetos intra e intermoleculares para
alcancar o completo desdobramento da proteina) na presenca de inibidores de proteases
(GORG et al., 2004). Apo6s serem submetidas a 2DE, as proteinas sdo visualizadas por
métodos de coloracdo como: azul de coomassie (coomassie blue) e/ou por nitrato de prata.
Existem também os métodos de marcagdo isotopica ou radioativa que se baseiam na
incorporacdo de *H, *C, S, 3P, ¥P ou '®| &s proteinas e deteccdo de proteinas por
fluorescéncia (DI CIERO & BELLATO, 2002).

Embora a 2DE seja uma importante e poderosa técnica para a analise de proteomas,
ela ainda apresenta limitacGes, tais como: dificuldade em detectar proteinas com pH menor
que 3.5 ou maior que 9; proteinas de baixa abundancia e proteinas muito hidrofébicas.
Ainda, a presenca de contaminantes afeta o desempenho da 2DE, dificultando a analise
apurada de proteinas (NATARAJAN et al., 2005). Mesmo assim, trata-se de um método de
separagdo eficiente, ja que um elevado numero de proteinas presentes em uma amostra pode
ser separado simultaneamente (mais de 1000 proteinas), fornecendo informacGes sobre pl,

massa molecular e niveis de expressdo (abundancia relativa) (O’FARREL, 1975).

2.6.1 Proteoma de planta

A anélise de proteomas de plantas é uma vertente crescente que atualmente se

encontra restrita a poucos modelos que, em sua maioria, estdo apoiados nas informaces de
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genomas completos ou parcialmente publicados, dentre eles temos os estudos de proteomas
realizados em Arabidopsis thaliana, Oryza sativa (arroz) e Medicago sativa (alfafa)
(ROSSIGNOL et al., 2006).

Estudos de avaliacdo comparativa de proteomas de plantas caracterizaram diferentes
padrdes de expressdo de proteinas sob condicGes de estresses bidticos e/ou abioticos,
observando-se um aumento no ndmero de proteinas relacionadas a resisténcia ou ao estresse
(antioxidantes e chaperonas) (HEIL & BALDWIN, 2002).

No estudo do proteoma, a preparacdo das amostras € um passo critico e
absolutamente essencial para se obter um resultado de qualidade. Em vegetais, faz-se
necessario o emprego de precaucdes especiais. A parede celular e o vacuolo compdem a
maior parte da massa celular, com o citosol representando apenas 1-2 % do volume total da
célula. Os tecidos da planta apresentam uma relacdo relativamente baixa entre
proteina/volume quando comparados aos tecidos de origem bacteriana e/ou animal. As
proteinas isoladas dos tecidos de plantas sdo, em sua maioria, dificeis de serem analisados
pelo método de 2DE, devido a abundancia de metabdlitos secundarios (principalmente
fenodis e polifendis), carboidratos, pigmentos e proteinas como a ribulose bisfosfato
carboxilase (Rubisco) e seus produtos de protedlise. Isto resulta em um gel com tracos
horizontais e verticais e com manchas que reduzem o numero de spots bem definidos e
distintos (CARPENTIER et al., 2005; WANG et al., 2006). Por este motivo, alguns
protocolos de extracdo de proteinas de tecidos vegetais tém sido testados para a otimizagao
da separacdo de proteinas por 2DE, permitindo as analises comparativas de proteomas de
plantas (MASERTI et al., 2006).

2.7 ldentificacdo de proteinas

Os métodos mais conhecidos para identificar uma proteina envolvem o
sequenciamento quimico e/ou a espectrometria de massas (MS). Uma vez conhecida a
sequéncia desta proteina ou as massas do conjunto dos peptideos que a constituem (peptide-

mass fingerprinting - PMF) é possivel realizar sua identificacdo por correlagdo de
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informacdes depositadas em bancos de dados de sequéncias de proteinas acessiveis via

internet, como o Swiss-Prot (http://ca.expasy.org/).

Essa possibilidade se da pelo fato de que cada proteina se diferencia
consideravelmente, ndo apenas na sua sequéncia, mas também na sua composicdo de
aminoacidos. O fato de cada proteina ter sua “impressao digital” é a base da técnica do
PMF. Esta técnica se baseia na digestdo proteolitica de uma enzima que cliva a proteina em
um sitio especifico, gerando peptideos que terdo suas massas medidas por MS. Esta lista de
massas de peptideos (que na teoria € Unica para cada proteina) é correlacionada, por um
algoritmo, com os dados depositados em um banco de dados (de sequéncia genémicas ou
protéicas), onde todas as seqiiéncias das proteinas conhecidas para 0 organismo em questéo
foram clivadas in silico (usando a mesma regra de clivagem da enzima utilizada no
experimento) gerando uma “impressdo digital virtual”. Apds a comparacdo dos dados
experimentais com 0s virtuais € gerado um valor (score) para cada correlacdo, de acordo
com a qualidade das comparagdes (matches). A proteina que apresentou 0 maior score é
classificada como sendo a identificada. Para se ter uma identificacdo inequivoca sao
utilizadas informagdes de pl e massa molecular da proteina, obtidas por meio das
coordenadas do seu spot no gel 2DE. Contudo, esta ferramenta € limitada a organismos que
tenham seu genoma completamente seqlienciado ou que as sequéncias de aminoacidos das
proteinas ja sejam conhecidas (AEBERSOLD & GOODLETT, 2001; AEBERSOLD &
MANN, 2003; JOHNSON et al., 2005).

Para organismos que tém uma complexidade maior no genoma - contendo proteinas
diferentes formadas por peptideos semelhantes, e/ou que apresentam apenas as etiquetas de
sequéncias expressas (ESTs), faz-se necessaria obter mais dados a respeito da proteina para
uma identificagdo correta. Desse modo, foram desenvolvidos equipamentos mais
sofisticados como os espectrémetros de massas hibridos (conhecidos como MS/MS). Estes
equipamentos contém mais de um analisador em série, tornando-se mais poderosos na
resolucdo de dados das moléculas analisadas. Uma vantagem desses sistemas esta na
capacidade de fragmentacdo dos peptideos. Os fragmentos produzidos tém as suas massas
medidas possibilitando a determinacdo da seqliéncia de aminoécidos do peptideo, gerando

dados mais robustos para a identificacdo da proteina. Sendo assim, obtem-se o PMF e as
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massas dos fragmentos dos peptideos selecionados, gerando assim, as suas seqliéncias de
aminoacidos (GEVAERT et al., 2000).

2.8 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas tem se destacado dentre as técnicas analiticas em
pesquisa bioldgica ao nivel molecular, e atualmente ¢ uma das técnicas mais versateis e
abrangentes disponiveis na quimica e bioquimica. Ela também é empregada em Vvarios
outros campos, como a biotecnologia, farmacologia, microbiologia e na gendmica funcional
(JONSSON, 2001).

Esta é uma técnica que mede a relacdo entre a massa e a carga (m/z) de moléculas
ionizadas em fase gasosa de maneira muito rapida e precisa devida a alta acuracia e
sensibilidade do aparelho de espectrometria de massas (DASS, 2001). De uma maneira
geral, um espectrémetro de massas é constituido por uma fonte de ionizagdo, um analisador
de massas, um detector e um sistema de aquisicdo de dados. Na fonte de ionizacdo as
moléculas sdo ionizadas e transferidas para a fase gasosa. No analisador de massas 0s ions
formados sdo separados de acordo com suas relagdes de m/z e posteriormente detectados

(usualmente por um multiplicador de elétron).

Os primeiros espectrometros de massas analisavam apenas moléculas pequenas, pois
0s métodos de ionizacdo existentes até a década de 80 analisavam moléculas que eram
capazes de resistir a0 método de ionizacdo. Para que ocorresse esta ionizagdo, as moléculas
analisadas deveriam estar em fase gasosa, sob alto vacuo e a altas temperaturas, condi¢des
estas incompativeis com biomoléculas. Com a introducdo dos métodos de ionizagao suaves
— ionizacdo por electrospray (ESI) e a ionizacdo e dessorcao a laser auxiliado por matriz
(MALDI) no final dos anos 80, foi possivel a analise de moléculas grandes e termolébeis,
como as proteinas, além de fazer suas transferéncias para a fase gasosa sem sofrer
fragmentacdo, viabilizando a andlise de complexos ndo covalentes de biomoléculas
(JONSSON, 2001).

Os tipos de fonte de ionizacdo mais utilizados na identificacdo de proteinas e no
estudo que envolve anélise protedmica sdo: ESI e MALDI (CHEN & HARMON, 2006). O

MALDI-MS ¢é normalmente empregado em analises de misturas de peptideos relativamente
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simples, enquanto o sistema de ESI-MS integrado a cromatografia liquida (LC-MS) €
preferido para o estudo de amostras complexas (AEBERSOLD & MANN, 2003).

Os analisadores de massas empregados na pesquisa protedmica apresentam boa
sensibilidade, resolucdo, acuracia e habilidade em gerar informacdes acerca dos espectros de
massas dos ions a partir dos fragmentos dos peptideos. H& quatro tipos basicos de
analisadores de massas utilizados nesta analise: o lon Trap, Time-of-Flight (TOF), o
quadrupolo e Fourier Transform lon Cyclotron (FT-MS), cada um com seus pontos fortes e
fracos; desempenho e design distintos (AEBERSOLD & MANN, 2003).

2.8.1MALDI “Matrix —Assisted Laser Desor ption | onization”

O método de MALDI foi introduzido no inicio da década de 80 por Toichi Tanaka e
aprimorado pelo grupo dos pesquisadores Franz Hillenkamp e Michael Karas.

Na analise por MALDI, o analito € misturado com uma solucdo saturada de matriz
(por exemplo, o acido 2,5-dihidroxibenzéico ou &cido a-cyano-4-hidroxicinamico), que
absorve luz no comprimento de onda do laser. A mistura matriz/analito é aplicada em uma
placa de metal, na qual eles se cristalizam. O sélido resultante é entdo bombardeado por um
feixe de laser (comumente um laser de nitrogénio a 337nm) que fornece luz a ser absorvida
pelas moléculas aromaticas da matriz. A energia é subsequentemente transferida para o
analito que se torna dessorvido na fase gasosa ocorrendo a ionizacdo dos peptideos. Apos a
analise se obtém informagGes sobre o seu peso molecular. O mecanismo de ionizagdo néo
se encontra totalmente compreendido e vérias sugestbes ainda tém sido debatidas
(JONSSON, 2001; MANN et al., 2001) (Figura 3).

A fonte de MALDI tem sido tradicionalmente acoplada ao analisador de massa do
tipo TOF (Time-of-Flight) devido a sua natureza pulsada. Nesta analise, a razdo m/z de um
ion é determinada pelo tempo que ele leva para percorrer um tubo de véo e atingir o
detector (YATES, 1998; ASCHCROFT, 2003). Com o método de MALDI produzem-se
principalmente ions monocarregados, 0 que constitui uma excelente op¢éo para se analisar

misturas bioldgicas complexas, como digestos protéicos (AEBERSOLD & MANN, 2003).
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Por um longo tempo, o MALDI-TOF foi considerado um espectrdmetro de massas
de baixa resolucdo. Com a introducdo de novas melhorias ditas “delayed extraction” e
“reflector mode”, mudou-se drasticamente esta visdo. Dentre as vantagens desse
equipamento tem-se: alta sensibilidade (limite de deteccdo de fentomoles), média a alta
tolerancia a sais, reduzido nivel de ruido, pouca fragmentacdo, formacdo de ions
monoprotonados (M-H"), além de ser de facil operacdo e exigir minima experiéncia de uso
(HARVEY,1996; WU, 1998).
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Figura 3. Esqguemailustrativo de um espectr dmetro de massas do tipo MALDI-TOF e seu
funcionamento. (A) A amostra cristalizada com a matriz é irradiada com um feixe de laser,
levando a sublimacdo e ionizagdo dos peptideos. (B) Cerca de 100-500 ns depois do pulso do
laser, um forte campo de aceleracéo ¢ ligado (delayed extraction), na qual confere uma energia
cinética fixa aos ions produzidos pelo processo de MALDI. Esses ions viajam em um tubo de
vbo e sdo virados em um espelho de ions, ou reflector, para corrigir a diferenca de energia
inicial. A raz8o massa/carga esta relacionada com o tempo que o ion leva para alcangar o

detector. Os ions mais leves apresentam altas velocidades e sdo detectados primeiro.
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2.8.2 ESI “Electrospray lonization”

O método de ionizacdo por electrospray foi desenvolvido por John Fenn e
colaboradores em 1989. Esta técnica apresenta um processo de ionizagdo muito suave (ndo
fragmenta o ion molecular), que produz moléculas ionizadas na fase gasosa a partir de uma
solugédo liquida. O seu processo € feito por meio de um fino spray (cone de Taylor)
composto de gotas altamente carregadas na presenca de um forte campo elétrico. Apds a
ionizacdo, originam-se ions contendo um (M-H") ou mais [(M-nH)™] prétons. Os ions sdo
transferidos com alta eficiéncia, por meio da atracdo eletrostatica, para dentro do
equipamento, onde ha um alto vacuo. Sdo acelerados através de um campo elétrico para o
analisador de massa do MS e separados de acordo com a sua razdo massa/carga. (MANN et
al., 2001). A fonte de ESI é comumente acoplada aos analisadores de massas do tipo lon
traps e quadrupolo (AEBERSOLD & MANN, 2003).

Uma ampla faixa de compostos pode ser analisada por ESI, desde que apresentem
polaridade suficiente para permitir a deposicéo de cargas. Como exemplo tem-se: proteinas,
oligonucleotideos, aclcares e lipideos polares (MANN et al., 2001). A ionizacdo por
electrospray tem como caracteristica formar moléculas com multiplas cargas e, por isso,
moléculas com peso molecular muito alto sdo observadas com valores baixos de m/z. Essa
caracteristica permite aumentar a faixa de massa que pode ser analisada por este
equipamento (VAN BRAMER, 1997).

O ESI apresenta baixa tolerancia a tampdes, sais e detergentes. Estas substancias,
quando presentes, devem estar em baixa concentragdo na amostra. Estes compostos
interferem na andlise causando supressdo dos ions formados ou uma determinacgé@o dubia das
massas quando combinados com o analito. Entretanto, o ESI apresenta a vantagem de
acoplamento com técnicas de separacdo e purificagdo como cromatografia liquida (LC) e a
eletroforese capilar (YATES, 1998; ASCHCROFT, 2002).
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Figura 4. Esquema de ionizagao realizada por ESI. Uma solucéo da amostra em pH é&cido
ou bésico (ou “neutra” de um sal) é submetida a um spray eletrolitico sob pressdo
atmosférica. Um fino spray (aerosol) se forma (cone de Taylor) na presenga de um alto
campo elétrico de + 4000V (ou - 4000V). O contra ion é oxidado (ou reduzido) e formam-se
gotas com excesso de carga positiva (ou negativa). O solvente evapora e o volume da gota é
reduzido, resultando na subdivisdo das gotas. Eventualmente, devido a alta repulsdo entre 0s
ions de mesma carga, podem-se formar gotas contendo apenas um ion ou ocorrer a
evaporagdo das gotas para a fase gasosa (os ions sdo “ejetados”). Finalmente, os ions

formados sdo atraidos eletrostaticamente para dentro do analisador de massas.
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3. JUSTIFICATIVA

Os mecanismos celulares e moleculares da resposta da planta ao patdgeno compdem
uma area da pesquisa ainda com muitas questdes em aberto. Neste sentido, foi realizada a
analise da alteracdo do proteoma das plantas tangerina Poncan (Citrus reticulata) e laranja
Péra (Citrus sinensis) induzida pela X. fastidiosa comparada com os mapas 2DE obtidos das
respectivas plantas sadias. Vale lembrar que a tangerina Poncan € tolerante a esta bactéria
enguanto a laranja Péra é classificada como suscetivel. O estudo destas duas espécies, que
apresentam comportamentos tdo distintos em resposta a este patdgeno, poderd gerar
importantes informacdes para a compreensdo da maneira como interagem com o patégeno,
de como respondem a sua colonizacdo e, possivelmente, dos mecanismos pelos quais as

suas vias de sinalizacdo sdo reguladas.
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4. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi a obtencdo de mapas protedmicos de folhas de laranja
Péra e de tangerina Poncan infectadas com X. fastidiosa e compara-los aqueles obtidos de
folhas ndo infectadas, buscando identificar a presenca de proteinas que seriam
diferencialmente expressas nestas duas variedades de citros. Para que estes objetivos fossem

alcancados procurou-se:

e Estabelecer um protocolo eficiente de extragdo de proteinas totais do tecido foliar de
laranja Péra e de tangerina Ponca

e Otimizar a metodologia de 2DE para a separacao das proteinas totais das folhas

e Comparar o perfil 2DE de proteinas totais de folhas destas duas espécies ap0s
infeccdo com X. fastidiosa

e ldentificar os spots referentes as proteinas diferencialmente expressas na
comparagdo entre os mapas protedmicos obtidos das plantas sadias dos obtidos das
plantas infectadas, utilizando programa estatistico adequado

e Identificar estas proteinas diferencialmente expressas empregando técnicas de

espectrometria de massas
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5.MATERIAISE METODOS
5.1 Preparo de mudas e infecgdo com X. fastidiosa

As plantas de Citrus sinensis (laranja Péra) e de Citrus reticulata (tangerina Poncan)
foram mantidas em casa de vegetacdo e fazem parte do lote basico de matrizes do Centro
APTA Citros Sylvio Moreira do IAC, em Cordeiropolis. As plantas utilizadas neste
experimento estavam com cinco meses de idade. Folhas de plantas saudaveis (controle
negativo) e folhas de plantas apd6s 30 dias de inoculacdo foram retiradas, sendo
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, transportadas em gelo seco e mantidas em
freezer a~ 80 °C.

Laranja Péra e a tangerina Poncan apresentam respostas diferentes a infeccéo pela
X. fastidiosa. Com 30 dias de inoculacdo, consegue-se obter a amplificacdo e isolamento
positivo desta bactéria em ambas as plantas. Apds este periodo a populacdo bacteriana
comeca a se desenvolver rapidamente na laranja Péra e na tangerina Poncan o crescimento
bacteriano € iniciado, mas a bactéria falha em colonizé-la, resultando na diminuigédo da sua
populacdo possivelmente devido a morte da bactéria no interior do vaso. Transcorrido 60
dias da inoculacdo, mesmo conseguindo obter um PCR positivo da bactéria na tangerina
Poncan ndo se consegue mais recupera-la desta planta (SOUZA et al., 2009).

5.2 Preparo doinéculo

Os inoculos bacterianos foram obtidos de col6nias isoladas 9a5c de X. fastidiosa
(SIMPSON et al., 2000) extraidos de plantas de laranja doce mantidas em casa-de-
vegetacdo com sintomas da CVC. A bactéria foi isolada e inoculada em meio PW (DAVIS
etal., 2001). As coldnias de bactérias da primeira subcultura foram colocadas em suspensao
e lavadas duas vezes em tampdo fosfato (PBS) estéril para remover residuos do meio de
cultura. Doze plantas de laranja Péra e doze de tangerina Poncan foram inoculadas
depositando uma gota de 10 pL da suspensdo bacteriana (1x10°CFU mL™") em seis pontos
diferentes, ao longo da planta, na regido entre o caule e a folha das mesmas, sendo que o

tecido foi infiltrado cinco vezes com um pino entomoldgico para inoculacdo da gota. Os
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pontos de inoculagdo foram marcados e usados como pontos de referéncia para as amostras
de folhas. Os controles negativos da tangerina Poncan (quatro plantas) e da laranja Péra
(quatro plantas) foram inoculados com apenas a solugdo de tampdo fosfato (PBS). A
inoculacao foi realizada de manha e as plantas foram mantidas na posicao horizontal até o

dia seguinte.

5.3 Confirmacéao de infeccdo por X. fastidiosa

Folhas com 30 dias de inoculagdo com a X. fastidiosa foram usadas como amostra
para os testes de PCR. O DNA total foi extraido dos peciolos e nervura central das folhas
usando o método de CTAB adaptado de Murray e Thompson (1980). Sucintamente, 250 mg
de tecidos foram macerados com nitrogénio liquido e transferidos para um tubo de 1,5 mL
contendo 600 pL do tampdo de extragdo [5% CTAB (v/v), 5M NaCl, 1M Tris-HCI pH 7.5,
0.5 M EDTA e 140 mM [B-mercapto-etanol]. As amostras foram incubadas a 60 °C por 30
minutos, seguida da extragdo com cloroformio: alcool isoamilico (24:1). O DNA foi
precipitado usando 800 pL de 100% etanol e centrifugado por 10 minutos a 12000 x g para
a obtencédo do sedimento. As amostras de DNA foram solubilizadas com 50 pL de TE 1/10
(ImM Tris-HCI pH8.0 e 0.1 mM EDTA) contendo 10 pg/uL de RNAse e foram usadas nas
analises de PCR. As amplificaces de PCR foram realizadas com um volume de 25 pL, no
qual continha 0.1 (v/v) de tampdo 10X, 2.5 mM de MgCl,, 2.5 mM de cada dNTPs
(Invitrogen Copr., San Diego, USA), 20 ng dos primers CVC-1 e 272-2 int, 20 ng de DNA
total e 1.5 unidades de Taq DNA plimerase (Invitrogen Corp., San Diego, USA). Um PTC
100 thermocycler (MJ Research INC, Masschusetts, USA) foi programado comecando com
0 passo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 3minutos seguida de 36 ciclos de: desnaturacédo
a 94 °C por 45 segundos, anelamento a 60 °C por 45 segundos, alongamento a 72 °C por 45
segundos e extensdo final com incubacdo de 5 minutos a 72 °C. Aliquotas de 10 uL da
reacdo de amplificacdo foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,0%. Os geis

foram corados com brometo de etidio e examinados em luz ultravioleta.
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5.4 Extracao de proteinastotais defolha

Baseado no protocolo proposto por Maserti et al., (2006), trés folhas jovens de
laranja Péra com &rea foliar entre 29,08 cm? e 41,35 cm? e/ou de tangerina Poncan com érea
foliar entre 25,09 cm?® e 31,48 cm? (a medicdo da éarea foliar foi feita através do software
UTHSCSA ImageTools v. 3.0 para Windows, University of Texas Health Science, Center
in San Antonio), foram maceradas com nitrogénio liquido em um almofariz até obtencédo de
um p6. A amostra em po6 (1g) foi homogeneizada com 2,5 mL da solucdo tampéo de lise
[7M Uréia, 2M Tiuréia, 20mM Tris-HCI pH 8.8, 2% CHAPS (p/v), 2% C7BzO (p/v), 5mM
TCEP, 10mM EDTA, 2mM PMSF, 10% Glicerol (v/v) e 40mg/g PVPP] por 5 minutos e

posterior agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente, para a solubilizacdo da amostra.

A amostra homogeneizada foi centrifugada a 16000 x g por 30 minutos a 20 °C em
centrifuga refrigerada (Hitachi - himac CR22G. Hitachinaka, Japan). O sobrenadante foi
coletado e misturado com seis vezes o seu volume com solucdo 10% de &cido
tricloroacético (TCA) em acetona absoluta gelada e mantida a 20 °C overnight (para
permitir a precipitacdo das proteinas obtidas). O precipitado de proteinas foi obtido atraves
da centrifugacéo a 16000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sedimento foi lavado uma vez com
12 mL da solugéo 0,1M acetato de amdnio em 80% metanol gelado e centrifugado a 16000
X g por 10 minutos a 4 °C, seguida de outra lavagem com 12 mL da solucdo 80% acetona
gelada e novamente centrifugado a 16000 x g por 10 minutos a 4 °C. Depois o sedimento
foi deixado para secar a temperatura ambiente e foi homogeneizado em 500 pL da solucao
de reidratacdo [7M Uréia, 2M Tiuréia, 3% CHAPS (p/v), 1% C7BzO (p/v) e 5mM TBP]
sob agitacdo constante por lhora. As proteinas foram alquiladas com 0,048M de
lodoacetamida (IAA) por 2 horas no escuro seguido de centrifugacdo a 16000 X ¢
(centrifuga 5417 R. Eppendorf AG. Hamburg, Germany) por 5 minutos a 20 °C para

remocao do material insoltvel. A amostra foi armazenada a 80 °C.

5.5 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada segundo a técnica descrita por
Bradford (1979), utilizando como padréo a albumina de soro bovino (BSA). O tampéo de
reidratacdo diluido na razdo 1:20 foi utilizado como branco e nas diluicdes do BSA.
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5.6 Eletr ofor ese bidimensional

A técnica de eletroforese 2-DE foi utilizada para a separacdo de proteinas das folhas

de plantas sadias e infectadas por X. fastidiosa.
5.6.1 Focalizacao isoelétrica ou isoeletrofocalizacdo (primeira dimensao)

A focalizacdo isoelétrica (IEF) das proteinas foi realizada em tiras desidratadas de
poliacrilamida de 18 cm com gradiente imobilizado de pH (IPG, “immobilized pH
gradient”) na faixa de 3-10 ndo linear (Amersham Biosciences (GE Healthcare) Chalfont
St. Giles, United Kingdom), Chalfont St. Giles, United Kingdom) utilizando equipamento
IPGphor (Amersham Biosciences (GE Healthcare).

As amostras contendo 500 pg de proteinas foram solubilizadas no tampao SB1D
tiuréia [7M uréia, 2M tiuréia, 4% CHAPS (p/v), 70mM DTT, 2% anfolitos (v/v), 0,001%
(p/v) azul de bromo fenol] completando o volume final para 350 pL. As amostras foram
homogeneizadas em vortex por 1 minuto e centrifugadas em temperatura ambiente a 10000
X g por 2 minutos e o sobrenadante utilizado na IEF.

Os parametros elétricos usados para as corridas foram: 13 horas de reidratacdo a 50
V, 200 V durante 1 hora, 500 V durante 1 hora, 1000 V durante 1 hora e 8000 V ateé
acumularem-se 85kVh totais de corrida, sob refrigeragdo constante de 20 °C e amperagem
méaxima de 50 YA por tiras. Apos a IEF as tiras foram imediatamente equilibradas ou

armazenadas a ~ 80 °C para posterior utilizag&o.

5.6.2 Equilibrio das tiras IPG

Apos a isoeletrofocalizacdo as tiras foram incubadas em 2 mL de tampdo SDS -
DTT [6M uréia, 10% SDS (p/v), 28% glicerol (v/v), 50mM Tris-HCI pH 8.8, 0,25% DTT
(p/v)] por 12 minutos e no tampdo SDS-IAA [6M uréia, 10% SDS (p/v), 30% glicerol
(v/v), 50mM Tris-HCI pH 8.8, 0,625% iodoacetamida (p/v)] por 12 minutos. Apos este
periodo, foram adicionados 200 pL de tampdo 1M Tris-HCI pH 6.8 em cada strip, que

permaneceram 2 minutos adicionais sob esta condicdo e imediatamente submetidas a
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segunda dimensdo: eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE).

5.6.3 SDS-PAGE (segunda dimensao)

A eletroforese das proteinas em géis SDS-PAGE unidimensional foi realizada
utilizando a cuba Hoefer SE-600 (Holliston, MA, Estados Unidos) conforme a metodologia

descrita por Laemmli (1970).

Os géis de poliacrilamida foram preparados em placas de 14 cm x 16 cm x 1.5 mm
na concentragdo de 12.5% [12.5% solucdo acrilamida (30% acrilamida: 0.8% bis-
acrilamida (m/m), 0.04% PSA (p/v), 0.05% TEMED (v/v), 0.37M Tris-HCI pH 8.8]. As
tiras de IPG provindas da corrida de primeira dimensdo e ap0s serem incubadas, foram
aplicadas sobre os géis previamente preparados e cobertos com agarose 0.1% aquecida a 70
°C. Apos solidificacdo da agarose, a corrida eletroforética ocorreu no sistema SE-600 com
tampéo de corrida [14.42% glicina (p/v), 1% SDS (p/v), 3% Tris (p/v)]. A corrida se
processou a 20 °C, com refrigeragdo interna. Ao final da corrida, os géis foram lavados por
5 minutos em agua deionizada para a retirada do SDS e corados com a solugdo corante
Coomassie Blue G-250 ou com nitrato de prata descrito em Smolka (2002) para a

visualizagdo dos spots.

5.7 Deteccdo de proteinas e digitalizagdo de imagem

Os géis SDS-PAGE, ap06s serem lavados por 5 minutos em agua deionizada, foram
colocados diretamente em solucéo fixadora contendo 30% etanol e 2% &cido fosforico por
no minino 5 horas ou overnight. A etapa seguinte consistiu de trés lavagens com agua
deionizada por 20 minutos cada. Posterior a isto, os géis receberam a solucdo corante
(coloidal Coomassie Blue G-250) contendo 0,12% Coomassie Blue G-250 (p/v), 10%
sulfato de amonio (p/v), 10% é&cido fosforico (v/v) e 20% metanol (v/v), sob agitacdo
constante e a temperatura ambiente. Os géis ficaram nesta solugdo por no minimo trés dias
(CANDIANO et al., 2004).
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A descoloracao dos geis foi realizada através de trocas sucessivas de agua destilada,
sob agitacdo constante, até que os spots se tornassem visivelmente nitidos. Apo6s a
coloracdo, as imagens dos geis foram digitalizadas com resolugdo 300 dpi (em tons de
cinza) com equipamento especifico para a aquisicdo de imagem por transmitancia, o
SharpScaner JX-330 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). As imagens dos
geéis foram armazenadas no computador em forma de arquivos TIFF (8 bits) para posterior

analise.

5.8 Analise computacional dos géis

As imagens dos geis bidimensionais foram analisadas com o Programa
Imagemaster™ Platinum v. 6.0 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, United Kingdom).
Neste programa, trés géis 2DE de cada condi¢do experimental foram analisados e 0s seus
spots automaticamente detectados. Os valores obtidos das densidades Opticas foram
normalizados e os spots comparados. Os dados obtidos nesta comparacdo foram usados
para a analise estatistica comparativa entre os dois grupos (infectado e sadio) de géis
(Teste-T) e nas analises quantitativas, permitindo o0 reconhecimento dos spots

diferencialmente expressos.

5.9 Espectrometria de massas
5.9.1 Preparo da amostra

As proteinas (spots) detectadas nos géis bidimensionais e que apresentaram
diferenca significativa na analise estatistica foram extraidos do gel manualmente, atravées de
“recorte” usando bisturi, colocadas em tubos eppendorf e armazenados a 4 °C em solucéo

1% (v/v) &cido acético.
5.9.2 Digestdo das proteinas

A digestdo das proteinas contidas no gel foi feita de acordo com o protocolo

modificado de Parker et al. (1998), conforme descrito abaixo:
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Remocéao do corante: Os segmentos dos geis que continham as proteinas diferencialmente
expressas foram lavados em agua deionizada, descorados por trés vezes em solucdo
contendo 50% (v/v) de acetonitrila (ACN) e 25mM de bicarbonato de aménio (AMBIC)
por 30 minutos e desidratados duas vezes em 100% ACN por 10 minutos. A acetonitrila foi

removida e o residuo remanescente foi eliminado a temperatura ambiente.

Reducdo e alquilacdo: Os fragmentos dos géis que continham as proteinas de interesse
foram reidratados e reduzidos utilizando solucdo de DTT (20mM DTT / 50mM AMBIC) a
60 °C por 40 minutos e alquilados com iodoacetamida (55mM IAA / 50mM AMBIC) no
escuro por 30 minutos. A solucdo de iodoacetamida foi removida e os fragmentos foram
lavados em AMBIC 25mM e posteriormente desidratados em 100% acetonitrila. A
acetonitrila foi descartada e os residuos remanescentes nos géis foram deixados evaporar a

temperatura ambiente.

Digestdo das proteinas. Os fragmentos do gel contendo as proteinas de interesse foram
entdo reidratados com 15 pL de solucdo contendo 150 ng de tripsina em 50mM de
bicarbonato de aménio e mantidas a 37 °C por 12 horas. A agao da tripsina foi interrompida
pela adicdo de 15 pL de solugdo bloqueadora [50 % (v/v) acetonitrila e 5% (v/v) &cido

formico].

Extracdo dos peptideos. Os peptideos foram eluidos da acrilamida através de duas
lavagens de 15 minutos cada com a solucéo de eluicdo [60% (v/v) metanol e 1% (v/v) acido
férmico] a 45 °C sob sonicacdo, e com mais duas lavagens de 15 minutos cada com solucao
acetonitrila 100% a 45 °C sob sonicacdo. O aparelho de sonicagdo usado foi 0 ULTRA-
SOM (Thornton — INPEC Eletronica LTDA) modelo G/T, tipo T7, com 40 KHz de
freqiiéncia fixa e poténcia de 30 W. A solugcdo contendo os peptideos extraidos foi
submetida a secagem em um concentrador a temperatura ambiente, por um periodo que
variou entre 2 e 3 horas, ou até que cada uma delas alcangasse o volume de 5 pL. Os
peptideos foram ressuspendidos com 13 pL da solucdo de &cido férmico 1% (v/v) e

sequenciados por espectrometria de massas.
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Os peptideos submetidos ao MALDI-QUAD-TOF foram previamente purificados
em colunas Zip Tip C18 (Millipore). A quantidade de 2 pL dos peptideos eluidos foi
depositada na placa de amostras junto com 2 L da solugdo matriz (2% acidon -ciano-4-
hidroxicinamico, 60% acetonitrila e 0.1% TFA)

5.9.3 Sequenciamento das proteinas

As proteinas foram sequienciadas em espectrémetro de massas Q-TOF — Ultima API
(ESI-MS/MS — quadrupole/aceleracdo orthogonal time-of-flight) da Water- Micromass
(Milford, MA, United States) acoplado a um sistema on-line de HPLC capilar, CapIC
(Waters®, Milford, MA, United States) em colaboracdo com o Prof. Dr. Carlos Alberto
Labate do Laboratorio Max Feffer de Genética de Plantas- ESALQ-USP. Foram também
realizadas identificacGes das proteinas utilizando-se um espectrdmetro de massas do mesmo
tipo, mas MALDI como fonte de ionizacdo em colaboracdo com o Prof. Dr. Marcos
Nogueira Eberlin do laboratério Thomson do Instituto de Quimica — UNICAMP.

A separacdo dos peptideos pelo ESI-Q-TOF foi realizada utilizando-se uma pré-
coluna C18 (Sentry™ Guard Column C18 Waters®, Milford, MA, United States) seguida
por uma coluna de fase reversa C18 (Symmetry® C18 5 um 0,32 x 150 mm Waters®®,
Milford, MA, United States). Os peptideos foram eluidos através da variacdo do gradiente
do tampdo A [95% (v/v) H,0, 5% (v/v) acetonitrila e 0,1% (v/v) acido férmico] e do
tampdo B [95% (v/v) acetonitrila, 5% (v/v) H,0 e 0,1% (v/v) &cido férmico]. Durante a
corrida, foi empregado o fluxo de 5 pL.min™ nos primeiros 15 minutos, 2 pL.min™ entre
15 minutos e 40 minutos e de 5 pL.min™ entre 40 minutos e 45 minutos. A variacio de
gradiente do tampdo B foi de 10% (v/v) a 15% (v/v) em 5 minutos, de 15% (v/v) a 35%
(v/v) em 20 minutos, de 35% (v/v) a 45% (v/v) em 5 minutos, 45% (v/v) a 80% (v/v) em 5

minutos, mantido por 5 minutos em 80% (v/v) e 0s Gltimos 5 minutos em 10% (v/v).

A ionizacdo das moléculas por electrospray foi realizada com uma voltagem fixa de
3000 V, temperatura de 90 °C e 5 psi de nitrogénio. Os espectros foram adquiridos em
modo MS/MS automaticamente com um limiar de 25 counts, dentro de uma amplitude de

50 a 2000 m/z. As aquisicBes foram realizadas simultaneamente com o peptideo padréo
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GFP através do sistema Nanolock Spray da Micromass, para corrigir as variacdes de

calibragdo que ocorrem ao longo do tempo.

5.9.4 Analise das informagdes

Os espectros de massas das amostras foram analisados e processados, conforme os
parametros demonstrados na Figura 5, utilizando os programas MassLynx NT BioLynx V.
4.0 e ProteinLynx V. 2.1 (Waters-Micromass, Milford, MA, United States) e submetidos
entdo a sua identificacdo.
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- [E8 Processing Parameters Atribute - Processing Parameters Altribute Waluge
B Wass Accurary Ferfarm Lack Spray..| [B5 Mass Avcuracy Ferform Lock Spray.. |Yes
|: trospray Suwey Lock Spray Lock M. |7B5.8426 Dale |:D Eleetraspray Survey Lock Bpray Lock M. |785.8426 Daje
D WSMS Lock Spray Scans 2 o Lock Spray Scans 2
B hoisa Reduction Lock Mazetolerance |01 Da Noise Reduction Lock Mass tolerance |01 Da
|: D Electrospray Suney |: D Elactrospray Surey
[ s D wstis
Bl Deisatoping and Cenrolding Deisoloping and Centroiding
L D Electrospray Suney D Electrospray Surey
[ msms [ msns
FIUEE il Processing Parameters
§ [BS Processing Parameters Aftribute Walug &- [ Frocessing Farametars Attribute
Mass Accuracy Ferform Backgroun... Marmal Macs Accuracy Perfarm Backgroun... Mormal
D Elecirospray Survey Eackground Thres... (20 % D Elecirospray Survey Background Thres._. |20 %
[ s Background Palna.. |3 [ wems Background Folmo.. |5
MOigE Reduction Perform Stnoothing |Yes MAise Reduction Perirm Smoothing Mg
INJElectrospray Suney Srnoothing Type Savitrky-Golay D Elecirospray SUrvey Srnoothing Type Savitrly-Golay
[ mems 2moothing lerations |2 O e Srmoothing lerations |2
[ES Daisotoping and Centroiding Smoothing Window |3 channels [ D=isatoping and Certraiding Smoothing window |3 channels
[ Eledrospray Survey [ Electrospray Survey Peptide Filtar
N [y wahs
Proce g Para Process Pa
- I Processing Farameters Altrloute value § B9 Processing Parameters Attributa “alug
Mass Accuracy Wlinimum Peak\Width|3 channels \ass Accuracy Fermorm Delsoloping [Tes
—D Elactrospray Survey Centroid Top 80 % Y Electrospray Surey Ceisotoping Type  [Medium
_D MEMS TOF Resolution 10000 D MSHS terafions an
Moise Reduction IRV 0.7 Noise Reduction Thrazhalg 1%
— D Elactrospray Survoy D Electrospray Suwey Minimurn Peak Wickh(4 channels
— [ mams [ Mens Centroid Top 30 %
= Delsotoping and Certralding [E8 Deisotoping and Centraiding TUF Resolution 10000
" D Electrospray Suney MNP Multiplis 0.7

Figura 5. Parametros de processamento usados pelo programa ProteinLynx V 2.1 na

inter pretacéo dos espectros de massa.
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5.9.5 Identificacéo das proteinas

O programa MASCOT (http://www.matrix-science.com/) foi utilizado para a
identificacdo das proteinas. Os parametros de busca utilizados no MS/MS ion search foram:
enzima tripsina, um sitio de clivagem perdido, tolerancia de 50 ppm para peptideo,
tolerancia de 0.5 Da para MS/MS, carga do peptideo de 1+ 2+ e 3+ para ESI e carga 1+
para MALDI, modificacdo fixa da carbamidometilacdo de cisteina e oxidacdo da metionina
como modificacdo variavel. O formato dos dados estava em Micromass (.PKL) e o
equipamento utilizado foi o ESI-QUAD-TOF ou MALDI-QUAD-TOF.


http://www.matrix-science.com/�
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6. RESULTADOS
6.1 Confirmacéo de infecgdo por X. fastidiosa nas variedades de citros

A confirmagéo da presenca da X. fastidiosa nas folhas de laranja Péra e de tangerina
Poncan inoculadas com a bactéria foi feita através de analise por PCR, utilizando-se
oligonucleotideos especificos, originarios de uma sequéncia intergénica da X. fastidiosa
conforme descrito por Pooler & Hartung (1995). As amostras de DNA das plantas que
indicaram resultados positivos para a analise por PCR apresentaram produto da
amplificacdo e tiveram suas folhas usadas para a extragdo das proteinas totais. Dentre as
vinte e quatro plantas que receberam o indculo bacteriano (doze plantas de laranja Péra e
doze plantas de tangerina Poncan), apenas seis plantas (trés da laranja Péra e trés da

tangerina ponca) apresentaram PCR positivo para a X. fastidiosa (Figura 6).

PN12 34 5 6

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose (1,0 %) empregada na visualizacdo dos
produtos da reacdo do PCR. Produtos da amplificacdo do fragmento DNA da bactéria em
nervura central de folhas de laranja Péra e tangerina Poncan para confirmacéo da presenca da
X. fastidiosa. P: controle positivo (DNA da X. fastidiosa 9a5c¢). N: controle negativo. 1, 2 e
3 representam as plantas laranja Péra com PCR positivo (LDx6, LDx5 e LDx4). 4, 5 e 6

representam as plantas tangerina Poncan com PCR positivo (POx7, POx8 e POx9).
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6.2 Otimizacao do protocolo de extragdo de proteinastotais dasfolhas

Para se analisar a imagem dos géis e selecionar os spots diferencialmente expressos
é imprescindivel que os mesmos apresentem boa resolucdo e reprodutibilidade. Para isso,
foi iniciada a padronizacdo do protocolo de extracdo visando reduzir os possiveis
interferentes ou contaminantes das amostras, bem como a otimizacdo das condicbes da

eletroforese bidimensional para as proteinas de folha de citros.

Tendo em vista os objetivos desse trabalho iniciou-se a padronizacdo do protocolo
de extracdo de proteinas. Antes da definicdo do protocolo de extra¢do descrito no item 5.4
foi preciso fazer algumas tentativas e melhorias para alcangé-lo. Inicialmente, tentou-se
utilizar o tampéo de homogeneizacao formado por Tris-HCI (100mM), EDTA (1mM), DTT
(5mM), PMSF (0,862mM) e PVPP (50mM/mL) para a extracdo das proteinas de citros. O
resultado desta extracdo ndo foi satisfatorio, pois o extrato obtido ndo foi sequer passivel de
ser focalizado (isoeletrofocalizacdo), apresentando dificuldade em alcancar altas voltagens
no aparelho IPGphor. Possivelmente isto foi devido a presenca de sais e de outros

interferentes na amostra.

Apls esta tentativa optou-se por adotar o protocolo de Maserti et al. (2006)
adaptado. No primeiro ensaio foi utilizado para a extracdo de proteinas 0,5 g do p6 de folha
de citros para 2,5 mL de tampéo de lise que inicialmente era composto por outro agente
redutor DTT (5mM) e por apenas um detergente - CHAPS (2%). Para as etapas de lavagens
do sedimento foram utilizados 2 mL de acetona gelada e para a sua solubilizagdo foi
utilizado inicialmente no tamp&o de reidratacdo um detergente, CHAPS (1%), e como
agente redutor o DTT (5mM). Na focalizagéo isoelétrica os parametros elétricos foram: 50
V por 12 horas (etapa de reidratacdo), 300 V por 2 horas, 1000 V por 2 horas e 8000 V até
ser alcangado 0 nimero de volts hora totais (VhT) desejado. O primeiro gel obtido esta
representado na Figura 7. O gel 2DE resultante apresentou poucos spots, baixa resolucgéo e

riscos horizontais e verticais.
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Figura 7. Perfil bidimensional de proteinas extraidas com CHAPS e DTT no tampao
de lise. Primeira tentativa de extracdo utilizando o protocolo adaptado de Maserti et al.
(2006). As proteinas foram separadas em um gradiente de pH néo linear de 3-10. Foram
aplicados 93,60ug de proteinas e acumulou-se uma voltagem de 30000 Vh totais. O gel foi
corado com nitrato de prata. A presenca de contaminantes na amostra prejudicou a
quantidade e a resolucéo dos spots, sendo também responsaveis pela presenca de manchas

e tragos verticais e horizontais no gel.

Como o resultado néo foi satisfatorio, optou-se por encontrar formas de melhorar a
extracdo das proteinas, acrescentando-se no tampao de extracdo mais um detergente, ASB-
14 (2%), e substituindo o DTT pelo agente redutor TBP (5mM). Ainda, no novo gel
utilizou-se strip com gradiente de pH imobilizado linear de 4-7 para uma possivel melhora
na separacdo e resolucdo das proteinas, mantendo-se 0s mesmos parametros na focalizacdo

isoelétrica. A Figura 8 mostra 0 mapa obtido desta extracao.
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Figura 8. Perfil bidimensional da extracdo de proteinas utilizando a combinacéo de
CHAPS com ASB-14 e TBP no tampao de lise. Foram aplicados 180ug de proteinas e o

gel foi corado com nitrato de prata.

Nesta imagem pode-se notar um aprimoramento no processo de extracdo, porém a
quantidade de proteinas ainda permanecia baixa. Com o intuito de se elevar o nimero de
proteinas extraidas, aumentou-se a quantidade de material utilizado, passando de 0,5 g para
1 g de p6 de folhas a cada 2,5 mL de solucdo do tampdo de lise. Para aumentar a
solubilizacdo das proteinas no tampdo de lise fez-se o uso, em primeira instancia, do
CHAPS (2%) associado ao ASB-14 (2%) que mostrou ser bastante eficiente na
solubilizacdo de uma maior quantidade de proteinas e na resolucdo da parte béasica do gel,
visto que o uso combinado de dois detergentes ajuda na solubilizacdo das proteinas
hidrofilicas e hidrofobicas (GALVANI et al., 2001; MARTINS et al., 2007) e
posteriormente, do CHAPS (2%) com C7BzO (2%). Esta Gltima combinacdo apresentou
uma melhor atividade na solubilizacdo das proteinas no tamp&o de lise e uma melhora na
resolucdo do gel, além de ser mais eficiente na solubilizacdo e resolucdo das proteinas de
membrana (LUCHE et al., 2003).
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Além disso, alterou-se novamente o agente redutor no tampéo de lise, passando a
ser utilizado o TCEP (5mM). Com o aumento do material utilizado para a extracdo de
proteinas foi necessario aumentar as concentragdes de EDTA (10mM) e do PMSF (2mM)
que anteriormente eram de 5mM e 1mM respectivamente, na tentativa de se evitar perdas
de proteinas devido a acdo de proteases. A solucdo de reidratacdo também foi alterada,
substituindo o DTT pelo TBP (5mM). Tanto o TCEP quanto o TBP aumentam a
solubilizacdo das proteinas durante a IEF e permitem o sucesso de suas transferéncias para
a segunda dimensdo (MECHIN et al., 2003). Também foi aumentada a concentracdo do
CHAPS (3%) e passamos a utilizar mais um detergente C7BzO (1%) (Figura 9).

Ademais, foi necessario modificar as etapas de lavagens do sedimento a fim de
eliminar os possiveis contaminantes presentes na amostra. Antes era empregado duas
lavagens com 2 mL de acetona absoluta gelada. Apos isto, utilizou-se uma lavagem com 12
mL da solucdo acetato de amonio (0,1M) em metanol (80%) seguido por outra lavagem
com 12 mL da solucdo (70%) etanol gelado, obtendo-se um pellet de cor amarelada o que
poderia indicar a co-precipitacdo de compostos fenolicos. Devido a isto, empregou-se na
segunda lavagem 12 mL da solugdo (80%) acetona gelada, vindo a obter um pellet bem
claro. A vantagem de se usar 0 metanol associado ao acetato de amonio é a neutralizacéo
do TCA residual e o aumento da solubilizacdo do pellet (WANG et al., 2006).

Os parametros elétricos empregados na focalizacdo isoelétrica (IEF) também
passaram por ajustes, visto que as condi¢Ges de separacdo das proteinas devem ser
adequadas de acordo com a natureza e composi¢do de cada amostra. Na definicdo destes
parametros teve-se também a preocupacdo de se estabelecer aqueles que possibilitassem
adquirir a maxima resolucdo possivel de todas as proteinas presentes no gel. O nimero de
volts-hora acumulado na IEF afeta de maneira bastante evidente os resultados do
experimento. Na IEF é preferivel usar multiplo “time point” para aperfeicoar a separacao
das proteinas. Neste experimento iniciou-se com 0s parametros anteriormente comentados,
passando a utilizar a seguinte condicdo: 50 V por 13 horas (reidratacdo) a 20 °C, 200 V por
1 hora, 500 V por 1 hora, 1000 V por 1 hora e 8000 V até atingir 85000 Vh totais,
mostrando ser bastante eficiente.

Todas estas alteracdes foram realizadas com o intuito de se aprimorar a resolucéo

final dos perfis bidimensionais da amostra estudada, estabelecendo-se assim o protocolo de
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extracdo de proteinas de folhas de citros e a padronizacdo da isoeletrofocalizacdo. A

imagem do gel na Figura 9 mostra o perfil bidimensional obtido. Como pode ser observado,

0 mapa 2DE resultante apresenta uma quantidade consideravel de spots, poucos

interferentes e uma boa resolucao.
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Figura 9. Distribuicdo das proteinas extraidas com o protocolo adaptado de Maserti et al.
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(2006) estabelecido. Foram aplicados 500 pg de protdnas e o gel foi corado com Comassie

Coloidal G-250.

6.3 Andlise comparativa de proteinas encontradas em laranja Péra e de tangerina

Poncan inoculadas com X. fastidiosa

Anteriormente a realizacdo dos géis bidimensionais, preparou-se um mini-gel para a

laranja Péra e um para a tangerina Poncan (SDS-PAGE) para que as suas imagens fossem

analisadas pelo programa Scion Image a fim de se certificar que cada amostra continha a

mesma quantidade de proteina empregada nos demais géis. A verificacdo da dosagem

assegura que seja realmente aplicado no gel 2DE um volume correspondente a 500 ug de

proteinas. Pode-se ver claramente na Figura 10 (referente as amostras de laranja Péra) que,

mesmo tendo aplicado o volume referente a 40 pg de proteinas em cada amostra, apos a
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dosagem por Bradford as “lanes” apresentaram intensidades de bandas distintas, indicando

a presenca de concentracdes diferentes de proteinas.

LDc1
LDc 3
LDc 4
LDx 4
LDx 5

‘ LDx 6

U B W

Figura 10. Mini-gel SDS-PAGE das proteinas da laranja Péa. Amostras: LDcl, LDc3,
LDc4, LDx4, LDx5 e LDx6. LDc = Laranja Péra controle (planta sadia); LDx = Laranja

Péra infectada com X. fastidiosa.

Apos a verificacdo dos extratos protéicos da tangerina Poncan, pode-se observar na
Figura 11 que também houve uma pequena variagdo nas intensidades de bandas de cada
amostra. As respectivas concentracdes de proteinas extraidas de laranja Péra e de tangerina
Poncan foram entdo corrigidas tendo por base os valores das densidades éticas fornecidos

pelo programa Scion Image (resultado ndo demonstrado).
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Figura 11. Mini-gel SDS-PAGE das proteinas da tangerina Poncan. Amostras: POcl,
POc3, POc2, POx8, POx9 e POx7. POc = tangerina Poncan controle (planta sadia). POx =

tangerina Poncan com X. fastidiosa.

Com esta mesma imagem pode-se observar que o método de extracdo adotado
apresentou boa reprodutibilidade pelo fato das amostras (tanto na laranja Péra quanto na
tangerina Poncan) ndo apresentarem divergéncias no perfil de proteinas mostrado na
corrida. Diferencas na intensidade ocorrem devido ao fato da dosagem da concentracédo de
proteinas ndo estar correta, demonstrando que os reagentes utilizados no tampao de
reidratagdo, mesmo estando em baixas concentracdes devido a dilui¢do, ainda interferem

com o método de dosagem.

Os ensaios foram realizados em triplicata e trés géis (utilizando a strip de um
gradiente de pH imobilizado ndo linear de 3-10) de cada condicdo foram comparados, cada
gel representando uma planta de laranja Péra ou de tangerina Poncan. Foram analisados 0s
perfis de proteinas expressas pela planta laranja Péra e pela tangerina Poncan inoculadas
com a bactéria X. fastidiosa e comparados com os perfis de proteinas apresentados pelas

respectivas plantas sadias.

A anélise de imagem dos géis 2DE realizada por meio do programa ImageMaster
2D Platinum v.6.0 demonstrou uma boa reprodutibilidade nos resultados. Apds a deteccdo
automatica dos spots, foi realizada uma edicdo manual composta por correcao, adigdo e

delecdo dos spots. Dentre os spots removidos estavam aqueles com baixa resolucdo e com
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pouca nitidez. Depois de terminada a deteccao dos spots, um gel de cada condicao (sadio e
inoculado) foi escolhido como sendo o gel de referéncia. No gel de referéncia foram
adicionadas proteinas (spots) presentes em pelo menos 2 dos 3 géis analisados, caso fosse
constatada a auséncia desses spots no gel de referéncia.

Nas analises computacionais, foram feitas a normalizacdo (o0 volume de cada spot
foi normalizado pelo volume total dos spots no gel) e a comparacao dos spots entre 0s géis
de cada condicdo, determinando as alteracBes nas suas intensidades. O teste estatistico
empregado foi o Teste-T, onde 0s spots que apresentaram uma variacdo estatistica
significativa (p < 0,05) entre a planta sadia e a inoculada foram detectados e analisados para

a identificacdo da proteina por espectrometria de massas.

O numero de spots detectados no gel ndo foi muito alto. Uma das possiveis causas
desta limitacdo pode ter sido devido ao método empregado para a revelagdo das proteinas.
Outro motivo pode ser atribuido a presenca da Ribulose bisfosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco). Esta proteina existe em elevada quantidade em plantas superiores, representando
mais de 50% de todas as proteinas solUveis das folhas. A sua eliminacdo facilitaria a
visualizagdo e determinacdo das proteinas menores e menos abundantes (ROSIGNOL et al.,
2006).

As imagens dos perfis bidimensionais de proteinas representadas na Figura 12
correspondem a cada grupo da laranja Péra (inoculado e sadio) e na Figura 13 estdo 0s
mapas 2DE dos grupos (inoculado e sadio) da tangerina Poncan. Em ambos os géis, 0s spots

que se apresentam em maior tamanho e intensidade séo referentes a proteina Rubisco.
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Figura 12. Géis de eletrofor ese bidimensional mostrando os perfis das proteinas extraidas

das folhas de laranja Péra. (A) laranja Péra inoculada com X. fastidiosa. (B) laranja Péra

sadia. A separacdo das proteinas foi realizada em gradiente ndo linear de pH 3-10 e os géis

foram corados com comassie G250. A proteina que aparece circulada em ambos o0s géis é

Rubisco.
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Figura 13. Géis de detroforese bidimensional mostrando os perfis das proteinas

extraidas das folhas de tangerina Poncan. (A) tangerina Poncan sadia. (B) tangerina

Poncan inoculada com X. fastidiosa. A separacdo das proteinas foi realizada em gradiente

ndo linear de pH 3-10 e os géis foram corados com comassie G250.
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Pelas analises qualitativas e quantitativas, foram detectados spots que apresentaram
niveis de intensidade ética diferentes e com valor estatistico significativo em relacdo ao

mesmo spot do outro grupo.

Do total dos 324 spots da laranja Péra analisados e comparados, 60 foram
considerados estatisticamente relevantes, apresentando alteracGes de intensidade. Dentre
eles, 43 estavam mais abundantes no grupo de géis da laranja Péra sadia e 17 estavam mais
abundantes no grupo de géis da laranja Péra infectada com X. fastidiosa. Para a tangerina
Poncan, do total dos spots igualmente analisados, 38 apresentaram diferenca estatistica.
Dentre eles, 6 estavam mais abundantes no grupo de géis de tecido sadio e 32 estavam mais
abundantes no grupo de géis inoculado com a X. fastidiosa

A analise estatistica dos spots diferencialmente expressos detectados com seus
respectivos histogramas de variagdo de volume esta representada abaixo por alguns dos
histogramas dos spots significativos (Figura 14). Nela, cada um representa a andlise
estatistica feita para cada um dos spots. As barras verticais em laranja correspondem ao
volume de cada spot, a barra vertical cinza separa 0s grupos (planta infectada a direita e
planta sadia a esquerda), a barra horizontal azul indica o valor médio de cada grupo e a
barra horizontal vermelha define o intervalo de dispersdo. O nimero localizado abaixo do

histograma representa a identificacdo do grupo do spot.

02— 3T 201 010+
2_’_ — 154 ooz 1
0.1 104 T
' L -1 o041
| 05195 00z
n- 0- I:I—~| 04 =
abecdef abedef abecdef abcdef
2353 2013 1983 2359

Figura 14. Histogramas representativos dos spots estatisticamente relevantes. Cada
um dos histogramas mostra 0s volumes relativos de cada um dos spots de laranja Péra
(2353, 2013, 1989 e 2359) nos géis amostra controle (a, b, ¢) e nos géis de amostra

infectadas com X. fastidiosa (d, e, ).
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6.4 Proteinas de laranja Péra e tangerina Poncan identificadas por espectrometria de

massas

Todas as proteinas de laranja Péra e tangerina Poncan diferencialmente expressas
foram analisadas por espectrometria de massas do tipo MALDI-QUAD-TOF e
sequenciadas. Picos monoisotdpicos dos espectros de massas foram submetidos a busca nos
bancos de dados NCBInr, MSDB e SWISSPROT pelo software Mascot

(http://www.matrixscience.com/) (Figura 15), a busca foi feita no dia 23 de abril de 20009.

Peptideos nado identificados foram submetidas a busca (tblasttn) contra o banco de dados de
citros ESTs (CIiTEST) e de Arabidosis thaliana
(http://www.arabidopsis.org/Blast/index.jsp).

Entre os 60 spots da laranja Péra que foram submetidos ao sequenciamento por
MALDI-QUAD-TOF e analisados em trés bases de dados (SWISSPROT, NCBInr e
MSDB), apenas 11 spots foram identificados, apresentando homologia com uma das trés
bases de dados. Entre os ndo identificados, 10 spots ndo apresentaram homologia com
nenhuma base de dados, e 39 spots ndo produziram espectros de massas onde fosse possivel
obter uma seqiiéncia de peptideos necessaria a identificagdo. Os 60 spots analisados estdo
indicados na Figura 16 e os resultados obtidos se encontram na Tabela 1.
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Figura 15. Identificacédo de proteinas. (A) Exemplo de imagem de um dos espectros de massas

utilizados para as identificacBes das proteinas. (B) Exemplo de seqliéncia de uma proteina

identificada.
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Figura 16. Separacdo das proteinas por eletroforese bidimensional de folhas de laranja

Péra sadia. A focalizacdo isoelétrica foi realizada em gradiente de pH nédo linear de 3-10.

Coloragdo com coomassie G250. Os numeros indicam o0s spots que apresentaram diferenca de

expressdo e que foram removidos do gel para analise.



Tabela 1 — Proteinas de folhas de laranja Péra separadas por eletroforese bidimensional com

analisadas por MALDI-Q-TOF

50

um gradiente de pH 3-10 né&o linear e

(Continua)
Escore /e Cobertura ~ Teor. Exper.
*Spot Proteina No. acesso Espécie value *Base *(%) *PM/*pl  *PM/*pl Peptideos encontrados Modificacbes
1913 ribulose-1,5-bisphosphate AANG3285 Dorstenia mannii 80 NC/SP 5 50.1/5.6 37.0/8.9 (R)DNGLLLHIHR(A)
carboxylase/oxygenase large subunit
ribulose 1,5-bisphosphate
1659 carboxylase CAC04406 Sarcostigma Kleinii 132 NC/SP 9 52.1/53 54.0/6.7 (K)DTDILAAFR(V)
(K)TFQGPPHGIQVER(D)
(R)DITLGFVDLLR(D)
2036 hypothetical protein CAN74530 Vitis vinifera 38 NC/SP 6 16.4/5.0 28.0/9.2 (K)RLADLAASFR(V)
1908 ribulose-1,5-bisphosphate AAA92135 Patosia clandestina 71 NC/SP 5 50.2/8.6 37.0/8.7 (R)DNGLLLHIHR(A)
carboxylase/oxygenase
1677 catalase 2 ACF06566 Elaeis guineensis 65 NC/SP/CIT 4 57.3/6.4 53.0/8.0 (K)SHIQEYWR(V)
(K)TWPEDILPLQPVGR(L)
Solanum 355/
2013 Oxygen-evolving enhancer protein 1 P26320 tuberosum 101 NC/SP/CIT 9 5.8 29.0/49 (R)VPFLFTIK(Q)
(KYGTGTANQCPTIDG
GVDSFAFKPGK(Y)
Arabidopsis
1989 DNA binding AT3G24870.1  thaliana 0.36 Tair 208/7.7 35.0/4.3 ETEDSAIFRPYAR
Avrabidopsis 52.9/
2344 Rubisco large subunit ATCG00490.1 thaliana 0.032 Tair 6.2 30.0/7.3 TFQGPPHGIQVER
Arabidopsis 39.8/
1464 serine/threonine protein kinase AT1G06700.2 thaliana 8,00E-05 Tair/ CiT 7.5 80.0/6.7 HENLIQLLGFCVDGNLR
glycerol-3-phosphate dehydrogenase Arabidopsis 45.0/ KVVVLGGGSFGTAMAA
2206 (NAD+) AT2G40690.1  thaliana 6,00E-05  Tair/ CiT 8.6 10.0/8.7 HVAR
Arabidopsis 55.3/
1644 ATPase alpha subunit ATCG00120.1 thaliana 0.012 Tair/ CiT 4.8 54.0/5.0 EAYPGDVFYLHSR
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(Conclusdo)

No. Cobertura Teor. Exper.
*Spot Proteina acesso Espécie Escore *(%) *PM/*pl  *PM/ *pl Peptideos encontrados ~ Modificagdes
Proteinas que néao
apresentaram
homologia
2065 ndo homologia 26.0/6.8  AELSNIVEIK
RAEASSNYK
FCSLHSLVLTFIFSLLG
2062 ndo homologia 25.0/82 VSR
1607 ndo homologia 55.0/4.3  DLINVLEDAIR
1799 ndo homologia 41.0/4.7 VDELNSVTQERDDTR
2352 ndo homologia 90.0/5.0 KVVGCSSTVLK
1990 ndao homologia 29.0/43  YESENTHLK
2059 ndo homologia 26.0/7.3 IALDIPCLYK
2342 ndo homologia 35.0/6.7 AGHPTFVLVR
1843 ndo homologia 40.0/8.8 IFGTSPNAVAER
2353 ndo homologia 140/6.4  IGDPVLHIELR

* pl: ponto isoelétrico, PM: peso molecular em kDa, cobertura: porcentagem da seqiiéncia da
proteina que foi identificada, spot marcado em vermelho: proteinas menos expressas em laranja
infectada com X. fastidiosa, spot marcado em verde: proteinas mais expressas em laranja infectada
com X. fastidiosa. Base: Base de dados onde a proteina foi identificada: SP = SwissProst, CiT =
CIitEST (Blast no banco de citros), NC = NCBInr, Tair = banco de dados da Arabdopsis thaliana
(Blast).

Entre os 38 spots da tangerina Poncan que foram submetidos ao sequienciamento e
analisados nas mesmas trés bases de dados, apenas 8 spots foram identificados,
apresentando homologia com uma das trés bases de dados. Entre os ndo identificados, 2
spots ndo apresentaram homologia com nenhuma base de dados, e 28 ndo produziram
espectros de massas onde fosse possivel obter seqiiéncia de peptideos necessarios na
identificacdo. Os 38 spots analisados estdo indicados na Figura 17 e os resultados obtidos se

encontram na Tabela 2.
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Figura 17. Separacdo das proteinas por eetroforese bidimensional de folhas de tangerina

Poncan infectadas com X. fastidiosa. A focalizagdo isoelétrica foi realizada em gradiente de pH

ndo linear de 3-10. Coloracdo com coomassie G250. Os nUmeros indicam 0s spots que

apresentaram diferenca de expressdo e que foram removidos do gel para analise posterior.
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Tabela 2 — Proteinas de folhas de tangerina Poncan separadas por eletroforese bidimensional com um gradiente de pH 3-10 ndo linear e
analisadas por MALDI-Q-TOF

Escore/ e- Cobertura Teor. Exper.

*Spot  Proteina No. acesso Espécie value *Base *(%) *PM/*pl *PM/*pl  Peptideos encontrados Modifica¢bes

247 ribulosebisphosphate carboxylase ~ AAA68039 Pandanus tectorius 105 SP/NC 4 52.1/6.3 53.0/6.8 (R)DNGLLLHIHR(A)
(K)TFKGPPHGIQVER(D)

231 ATP synthase CF1 alpha subunit YP_740460 Citrus sinensis 167 SP/NC 9 55.5/5.0 55.0/4.3 (K)ADEISNIIR(E)
(R)LIESPAPGIISR(R)
(K)IAQIPVSEAYLGR(V)
(K)ASSVAQVVNTFQER(G)

215 ATP synthase CF1 alpha subunit YP_740460 Citrus sinensis 167 SP/NC 9 55.4/5.0 54.0/4.3 (R)SVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR(G)
(R)EAYPGDVFYLHSR(L)
IAQIPVSEAYLGR

448 TIR-NBS-LRR clas) AT5G17680.1 Arabidopsis thaliana 0.90 Tair 1473/6.8 27.0/4.6 RSQIEWESTLAR

606 serine/threonine protein kinase AT1G06700.1 Arabidopsis thaliana 8,00E-05 Tair/CiT 39.8/75 46.0/5.4 HENLIQLLGFCVDGNLR

613 transposable element gene AT1G78350 Avrabidopsis thaliana 0.006 Tair 76.0/5.4 GHLLATVGRDGDNR
VDDIWDEDK

211 ATPase alpha subunit ATCG00120.1 Avrabidopsis thaliana 0.032 Tair/CiT 55.3/4.8 54.0/4.8 EAYPGDVFYLHSR
IAQIPVSEAYLGR

646 bZIP family transcription factor AT2G21230.3 Arabidopsis thaliana 0.001 Tair 57.0/9.0 40.0/8.2 VQTLQTEATTLSAQLTHLQR

Proteinas que ndo apresentaram
homologia
622 ndo homologia 140.0/7.3 MRMHYTLK Oxidation (M)
645 ndo homologia 42.0/8.0 VAAVYEDLATKLDQAAQILIHR

* pl: ponto isoelétrico, PM: peso molecular em kDa, cobertura: porcentagem da seqiiéncia da proteina que foi identificada, spot marcado em vermelho: proteinas menos
expressas em tangerina Poncan infectada com X. fastidiosa, spot marcado em verde: proteinas mais expressas em tangerina Poncan infectada com X. fastidiosa. Base: Base de
dados onde a proteina foi identificada: SP = SwissProst, CiT = CitEST (Blast no banco de citros), NC = NCBInr, Tair = banco de dados da Arabdopsis thaliana (Blast).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4726�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2711�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2711�
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=aa_sequence&id=1009128897�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702�
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=aa_sequence&id=1009106662�
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=locus&name=AT1G78350�
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=aa_sequence&id=1009135318�
http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=aa_sequence&id=4515118466�
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A separacdo das proteinas de folha da tangerina Poncan por eletroforese
bidimensional usando um gradiente ndo linear de pH 3-10 demonstrou que houve
predominio de proteinas que apresentaram diferenca estatistica entre o pl 4-7. Para se ter
uma melhor visualizacdo dessas proteinas, minimizando a sobreposi¢do de spots bem como
melhorando a sua resolucdo, elaboraram-se geéis utilizando IPG com gradiente de pH 4-7,
onde as condi¢bes das corridas (na primeira e segunda dimensao), coloracdo e a analise de

imagem foram as mesmas utilizadas nos géis de pH 3-10 ndo linear (Figura 18).
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Figura 18. Avaliacdo de diferentes gradientes de pH entre (A) pH linear de 4-7 e (B) pH néo
linear de 3-10 por eletroforese bidimensional da distribuicdo das proteinas de folhas de

tangerina Ponca.

Apos as analises e comparagdes entre 0s geéis provenientes da tangerina Poncan
(sadia versus infectada) na faixa de pH 4-7, a quantidade de spots considerados como
estatisticamente relevantes foram 45, sendo observadas alteraces de intensidades de suas
densidades dticas. Dentre eles, 9 estavam mais abundantes no grupo de géis provenientes da
tangerina Poncan sadia e 36 estavam mais abundantes no grupo de géis originados da
tangerina Poncan infectada com X. fastidiosa (Figura 19).
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Figura 19. Separacdo das proteinas de folhas de tangerina Poncan infectada com X.

fastidiosa por eletroforese bidimensional. A focalizagdo isoelétrica foi realizada em gradiente

de pH 4-7. Coloragdo com coomassie G250. Os nimeros indicam 0s spots que apresentaram

diferenca de expressdo e que foram removidos do gel para andlise.
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Os spots diferencialmente expressos foram posteriormente submetidos ao

sequienciamento utilizando o espectrometro de massas ESI-QUAD-TOF. As massas dos

peptideos desses spots foram analisadas conforme descrito no item 6.4,

Entre os 45 spots de tangerina Poncan separados em um gradiente de pH linear de 4-

7 que foram submetidos ao sequenciamento por ESI-QUAD-TOF e analisados em duas

bases de dados: SWISSPROT e NCBInr, 35 spots foram identificados por apresentarem

homologia com uma das duas bases de dados. Entre os ndo identificados, 5 spots ndo

apresentaram homologia com nenhuma base de dados, e 5 spots ndo produziram espectros
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de massas onde fosse possivel obter seqiiéncia de peptideos necessaria a identificacdo. A

lista das proteinas identificadas esta descrita na Tabela 3.
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Tabela 3 — Proteinas de folhas de tangerina Poncan separadas por eletroforese bidimensional com um gradiente de pH 4-7 e analisadas

por ESI-Q-TOF
(Continua)
Escore / Cobertura  Teor. Exper.
*Spot Proteina No. acesso Espécie (%) Prob. *Base *(%) *PM/*pl  *PM/*pl Peptideos encontrados ModificacBes
Leifsonia xyli subsp. SP/MB
1004  Uroporphyrinogen decarboxylase Q6AHF5 xyli 100% 2,38 40.1/5.9 30.0/65 (R)TLLDEASRR(L)
5- SP/MB/CIiT
methyltetrahydropteroyltriglutam Solenostemon
153  ate-homocysteine Q42662 scutellarioides 99.99% 3.14 84.5/6.4 75.0/6.9 (K)YLFAGVVDGR(N)
methyltransferase (K)AGITVIQIDEAALR(E)
glycine dehydrogenase SP/MB 113.7/
205  decarboxylating mitochondrial 080988 Arabidopsis thaliana 99.96 % 3.06 6.5 73.0/7.0 (K)GNINIEELR(N)
(K)IAILNANYMAK(R)
(KYNTAGIEPEDVAK(R)
250  unnamed protein product CAO16795  Vitis vinifera 202 NC 21 61.7/5.0 60.0/4.8 (K)DIIPLLEK(T)
(K)LGLLSVTSGANPVSI
K(K)
(K)ALVAPASLIAHNAG
VEGEVVVEK(I)
NC 61.4/
254 GroEL-like chaperone, ATPase =~ ABE86688  Medicago truncatula 308 10 59 60.0/5.7 (K)VLELALK(R)

(R)EIGELIAK(A)
(K)IGGASEAEVGEK(K )
(K)IGVQIIQNALK(T)
(K)SGIIDPLK(V)
(R)GYISPYFITNQK(N)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59736�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59736�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59736�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4142�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4142�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4142�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29760�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3880�
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(Continuacao)

Proteina No. acesso

Peptideos encontrados Modificacdes

predicted protein XP_002299849

UTP-glucose-1-phosphate
uridylyltransferase Q43772

ATP synthase CF1 alpha
subunit YP_740460

aldo-keto reductase, putative EEF33305

Acidic ribosomal protein PO
homolog Q8TI80

conserved hypothetical
protein (Thioredoxin_like) EEF52786

Populus trichocarpa

Hordeum vulgare

Citrus sinensis

Ricinus communis

Methanosarcina
37.1/48 35/6.7

Ricinus communis

(R)IAQTLLR(E)
(R)AGVPELGAAQELAR(L)

(K)VLQLETAAGAAIR(F)
(K)LEIPDGAVLENK(D)

(K)FLVELR(T)

(R)QMSLLLR(R)

(R)KFLVELR(T)
(R)LIESPAPGIISR(R)
(K)IAQIPVSEAYLGR(V)
(K)YASSVAQVVNTFQER(G)
(K)TNKPQFQEIISSTK(I)
(K)IVNIGTVLQVGDGIAR(I)
(R)SVYEPLQTGLIAIDSMIPIGR(G)

(KYMAELCQLTGVK(L)
(K)LITYGTVMGGLLSEK(F)

(K)NLGVNAVILEPGVMDTLLAK(A)

(K)IYPFMVDLSR(T)
(K)VPHFSFYK(S)
(K)LIVLDVGLK(H)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3694�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4513�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2711�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3988�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2214�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2214�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2214�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3988�
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(Continuacéo)

Escore ou % Cobertura Teor. Exper.
*Spot Proteina No. acesso Espécie Prob. Base % Mr/pl Mr/pl Peptideos encontrados Modifica¢Bes
ribulose 1,5-bisphosphate Cuscuta 33.0/
636 carboxylase/oxygenase Q49CC1 sandwichiana 99,99% SP/MB 10.18 534/7.1 6.9 (R)IPPAYTK(T)
large subunit (K)TFKGPPHGIQVER(D)
(R)GGLDFTK(D)
(K)DDENVNSQPFMR(W)
(R)FLFCAEAIYK(S) Carbamidomethyl C (4)
ribulose-1,5-bisphosphate 275/
651 carboxylase/oxygenase QO09MHO Citrus sinensis 99,99% SP/MB 13.47 524/6.6 74 (K)LTYYTPDYVTK(D)
large subunit (R)AVYECLR(G) Carbamidomethyl C (5)
(K)DDENVNSQPFMR(W)
(R)FLFCAEALYK(A) Carbamidomethyl C (4)
(R)DITLGFVDLLR(D)
(K)WSPELAAACEVWK(S) Carbamidomethyl C (9)
25.0/
713 miraculin-like protein 1 BAE79510  Citrus jambhiri 250 NC/CiT 18 25.5/8.1 75  (K)QFITIGEGK(T)
(K)VSASIFDMK() Oxidation (M)
(K)DVGVSNVDGVQR(L)
(K)NLVLLPNDNSIIVR(E)
Respiratory burst oxidase Arabidopsis 27.3/
721 homolog protein D Q9FI1J0 thaliana 99,88% SP/MB 1.08 103/9.4 58  (R)NNVSGDAITK(E)
Ribulose bisphosphate Calycophyllum 26.3/
724 carboxylase large chain Q31750 candidissimum 98.32% SP/MB 7.24 51.9/6,1 75 (R)DITLGFVDLLR(D)

(R)VSLEACVKAR(N)
(K)WSPELAAACEVWK(E)

Carbamidomethyl C (6)
Carbamidomethyl C (9)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=197374�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=197374�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=197374�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2711�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=64884�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3702�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=43450�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=43450�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=43450�
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(Continuagéo)

Escore ou Cobertura  Teor.  Exper.
*Spot Proteina No. acesso Espécie % Prob. Base % Mr/pl  Mr/pl Peptideos encontrados Modifica¢bes
Ribulose-phosphate 3-epimerase, Oryza sativa 29.0/ 249/
733  chloroplastic Q9ZTP5 Japonica Group 99.99%  SP/MB/CIT  7.664 8,8 79 (R)VPDFIK(A)
(K)GVNPWIEVDGGVGPK(N)
Oxygen-evolving enhancer protein 106/ 23.0/
752 1, chloroplastic P84989  Populus euphratica  59,42% SP/MB 8 5.3 55  (R)VPFLFTIK(G)
36.0/
1005 carbonic anhydrase, putative EEF37661 Ricinus communis 82 NC 4 64 25/6.3 (K)YAGVGAAVEYAVLHLK(V)
V-type proton ATPase catalytic 69.0/ 71.0/
208  subunit P09469 Daucus carota 298 NC/CiT 12 5.2 5.7  (R)LGDLFYR(L)
(R)SGDVYIPR(G)
(K)TVISQALSK(Y)
(K)LAADTPLLTGQR(V)
(K)DTVLELEFQGVK(K)
(R)EDDLNEIVQLVGK(D)
Oxidation
(R)LAEMPADSGYPAYLAAR(L) (M)
Chaperonin CPN60-2, 61.3/ 60.0/
247  mitochondrial Q05046  Cucurbita maxima 66 NC/CiT 2 5.6 5.7 (K)VLELALK(K)
(K)IGVQIIQNALK(T)
340/ 40.0/
414 unnamed protein product CA064239 Vitis vinifera 40 NC 3 49 6.3 (K)VGETVDIVGLK(D)
219/ 38.0/
489  Protein Nef Q8AIH4 SIVcepz TANL 99.99 % SP/MB 5.12 55 6.7  (K)LAIDLSWFLK(E)
307/ 374/
523  phosphoribulokinase AAD55057 Beta vulgaris 108 NC/CiT 9 51 56  (K)ILVIEGLHPMYDAR(V)
(R)LTSVFGGAAEPPK(G)
Saccharomyces 916/ 34.0/
575 Ribosome biogenesis protein ERB1 Q04660 cerevisiae 99.99% SP/MB 1.13 5.0 6.6 (R)SLDLYLAPRVR(K)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=75702�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3988�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4039�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3661�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29760�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=388910�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=161934�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4932�
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(Continuacédo)

Escore ou % Cobertura Teor. Exper.
*Spot Proteina No. acesso Espécie Prob. Base % Mr/pl Mr/pl Peptideos encontrados Modifica¢Bes
27.0/
646  miraculin-like protein 1 BAE79510 Citrus jambhiri 288 NC/CiT 21 255/8.1 6.5 (K)QFITIGEGK(T)
(K)VSASIFDMK(I) Oxidation (M)
(K)IALDIPCLYK(I)
(K)DVGVSNVDGVQR(L)
(R)YYLVSALWGVK(T)
Ribulose bisphosphate carboxylase 28.0/
659 large chain P25826 Alluaudia procera 93 NC 4 53.5/6.2 74 (R)FLFCAEAIYK(A)
(R)DITLGFVDLLR(D)
amino acid dehydrogenase small Citrobacter koseri 26.0/
692  subunit ABAFSO ATCC BAA-895 95.68% SP/MB 3.009 47.6/8.0 59 (K)ALRASTGIQYEGR(Q)
25.0/
694  unknown ACJ84528  Medicago truncatula 74 NC 5 27.616.7 6.5 (K)IGGADDIFLGDIR(N)
Ribulose bisphosphate carboxylase Calycophyllum 10.0/
827 large chain Q31750 candidissimum 99.84% SP/MB 7.24 51.9/6.1 6.7 (R)DITLGFVDLLR(D)
Carbamidomethyl C
(R)VSLEACVKAR(N) (6)
Carbamidomethyl C
(K)WSPELAAACEVWK(E) 9)
bisphosphate carboxylase large 9.8/
866 chain Fragment P31191 llex aquifolium 99.99% SP/MB 37.03 5.8/5.0 49 (KILTYYTPDYVTK(D)
(K)DTDILAAFR(V)
Ribulose bisphosphate 55.0/
277  carboxylase/ Q01587 Cucumis sativus 52 NC/CiT 2 459/75 6.1 (K)VPLILGVWGGK(G)
oxygenase activase
Oxygen-evolving enhancer protein 25.0/
725 1 P84989 Populus euphratica 59.42% SP/MB 8 10.6/5.3 6.2 (R)VPFLFTIK(G)


http://www.matrixscience.com/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=64884�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3586�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=290338�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=290338�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=290338�
http://www.matrixscience.com/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3880�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=43450�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=43450�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=43450�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=4298�
http://www.matrixscience.com/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=3659�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=75702�
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(Conclusao)

Escore ou % Cobertura Teor. Exper.
*Spot Proteina No. acesso Espécie Prob. Base % Mr/pl Mr/pl Peptideos encontrados Modificacdes
294  ATP synthase CF1 alpha subunit YP_740460  Citrus sinensis 62 NC/CiT 2 55.5/5.0 55.0/5 (R)LIESPAPGIISR(R)
53.0/
318 vacuolar H+-ATPase B subunit BAA75517 Citrus unshiu 328 NC/CiT 12 54.4/4.9 53 (R)TVTGVAGPLVILDK(V)
(K)AVVQVFEGTSGIDNK(F)
(R)QI'YPPINVLPSLSR(L)
(K)IPLFSAAGLPHNEIAAQICR(Q)
(K)YYEIVNIR(L)
(K)TPVSLDMLGR(I)
Proteinas que ndo apresentaram
homologia
420/
441 ndo homologia 6.6 IGVIESLLEK
40.0/
487  ndo homologia 6.5 MRPRGETAK
470/
402  ndo homologia 6.7 SAVTPSKSR
48.0/
358 ndo homologia 6.7 FYPKFAVEGLLR
73.0/
218 ndo nomologia 6.5 VVSLSIPR

* pl: ponto isoelétrico, PM: peso molecular em kDa, cobertura: porcentagem da seqiiéncia da proteina que foi identificada, spots marcados em ver melho:
proteinas menos expressas em tangerina Poncan infectada com X. fastidiosa, spots marcados em verde: proteinas mais expressas em tangerina Poncan infectada
com X. fastidiosa. Base: Base de dados onde a proteina foi identificada: SP = SwissProst, CiT = CitEST (Blast no banco de citros), NC = NCBInr, MB = MSDB,
Tair = banco de dados da Arabdopsis thaliana (Blast).


http://www.matrixscience.com/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2711�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=55188�
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Os spots obtidos da analise de tangerina Poncan separados em um gradiente de pH
de 4-7 foram classificadas em categorias funcionais. A sua distribuicdo esta representada na
Figura 20. A categoria que apresentou maior nimero de proteinas identificadas foi aquela
relacionada a parte energética da célula, com 16 spots relacionados a transducédo de energia,
metabolismo de carboidratos e fotossintese. Faz parte desta categoria a proteina mais
abundante encontrada na folha de citros, a Rubisco, a qual foi representada por maltiplos
spots (Tabela 4). Com relacdo ao metabolismo primério, foram identificados 3 spots
relacionados a sintese e degradacdo de macromoléculas, como aminodcidos, nucleotideos e
proteinas; em se tratando das proteinas relacionadas aos mecanismos de defesa, 9 proteinas
foram identificadas. Cinco delas foram identificadas como sendo de microrganismos como

bactéria, virus e levedura.

TABELA 4. Proteinas que foram representadas por mais de um spot nos géis de

eletroforese bidimensional.

Proteina Spots

Proteinas de laranja separadas em um
gradiente de pH de 3-10nl

Ribulose 1,5bisphosphate
carboxylase/oxigenase 1913, 1659, 1908

Proteinas de tangerina separadas em
um gradiente de pH de 3-10nl

ATP syntase CF1 alpha subunit 213, 215

Proteinas de tangerina separ adas em
um gradientede pH de 4-7

Oxygen-evolving-enhancer protein 1 725, 752
Ribulose bisphosphate carboxylase 724, 659, 827, 866, 277
ATP syntase CF1 alpha subunit 301, 294
Miraculin 713, 646

Ribulose-1,5-biphosphate 636 , 651
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m Nao apresentaram resultados ® Energia
B Mecanismo de defesa B Metabolismo primario
B Nao apresentaram homologia B Proteinas de microrganismo

E Proteinas desconhecidas

Figura 20. Distribuicdo por categoria funcional dos spots de tangerina Poncan
analisados, separados por eletroforese bidimensional em um gradiente de pH linear de
4-7 e sequienciados por LC/MS/MS.

A metodologia adotada neste trabalho para a extracdo e separagdo das proteinas de
folhas de citros possibilitou a identificacdo de proteinas citoplasmaticas (UTP-glucose-1-
phosphate uridylyltransferase) e de diferentes organelas, como o cloroplasto (Oxygen-
evolving enhancer protein 1, chloroplastic), mitocéndria (Chaperonin CPNG60-2,
mitochondrial) peroxissomas, glioxissomas (catalase 2) e vacuolo (vacuolar H+-ATPase B
subunit).



65

7. DISCUSSAO

7.1 Protocolo de extracao das proteinas de folhas de citros

No estudo de proteoma de um organismo a plataforma mais amplamente utilizada €
0 gel de eletroforese bidimensional (2DE), que permite a separacdo simultanea de centenas
de proteinas. O principal objetivo dessa técnica € a obtencdo de uma boa separacdo e a
visualizagdo do maior numero de proteinas de uma amostra complexa e que seja passivel de

analises qualitativa e quantitativa, além de ser reprodutivel (BIRON et al., 2006).

Para se alcancar uma reprodutibilidade em géis 2DE é preciso uma otimizacdo na
preparacdo da amostra para cada organismo ou tecido estudado. Esta etapa constitui o passo
mais critico e problematico da técnica, pois € necessario que se tenha uma alta qualidade na
solubilizacdo das proteinas para se obter um mapa 2DE que tenha uma resolucao

satisfatoria e com uma correta representacdo do proteoma (MARTINS et al., 2007).

Visto a importancia de se ter um gel com boa resolucéo e reprodutibilidade, foram
feitas algumas tentativas de extragdo visando encontrar o método mais eficiente para as
proteinas de folhas de citros. Como o primeiro método adotado fracassou, fomos a busca de
um método que correspondesse aos objetivos propostos. O método de Maserti et al. (2006)
foi escolhido pelo fato de ser um método de extracdo otimizada para folhas de citros
analisadas por eletroforese bidimensional e por mostrar eficiéncia em melhorar a resolucéo
das proteinas basicas no gel 2DE. Na primeira tentativa ndo foi possivel obter um bom gel
devido & presenca de contaminantes na amostra e possivelmente & baixa solubilizacdo das

proteinas.

Uma vez que a solubilizacdo das proteinas € o passo mais importante, é grande o
empenho para se aumentar a eficicia deste processo. Com isso, tém-se proliferado varios
protocolos de extracdo, estando quase sempre adaptados conforme a espécie, o tecido
analisado e a proteina de interesse (ROSSIGNOL et al., 2006). A maioria desses
protocolos utiliza fenol e a combinacdo de TCA com acetona na extracdo das proteinas de
plantas (KIM et al., 2001).

Ja que para cada tipo de protocolo de extracdo empregado se obtém um perfil

distinto do proteoma do organismo estudado, as vezes potencializando a solubilizacdo de
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proteinas basicas outras vezes de proteinas mais acidas, optamos por encontrar um método
novo que talvez fosse capaz de extrair e solubilizar todas as proteinas da amostra. Por causa
disso, escolhemos um método diferente da extracdo por fenol para a extracdo de proteinas
de planta.

A preparacdo da amostra para 0 estudo do proteoma vegetal apresenta uma
complexidade maior em comparacdo ao de mamiferos ou microrganismos, ja que os tecidos
de plantas sdo tecidos sdo ricos em compostos que interferem na 2DE (WANG et al., 2003;
MASERTI et al., 2006). As plantas apresentam abundancia de metabdlitos secundarios,
como os compostos fendlicos, que sdo encontrados em grande quantidade nos tecidos
verdes. Os fenois, uma vez descompartimentalizados séo rapidamente oxidados a quinonas
por enzimas proprias da planta (polifenoloxidase e peroxidase). Os compostos fendlicos
ndo oxidados e as quinonas podem reagir com as proteinas alterando a mobilidade de suas
moléculas e podendo resultar em artefatos no gel (ALFENAS, 1998).

Para se obter um mapa protedmico com spots bem definidos é necessario que se
remova qualquer contaminante presente na amostra. Eles podem ser retirados antes ou
mesmo depois da extracdo das proteinas. A remocgdo convencional dos contaminantes ndo
protéicos envolve o uso de solventes organicos, como acetona ou 10% TCA em acetona
(WANG et al., 2003). A precipitacdo com TCA/acetona também minimiza a degradacéo de
proteinas, porém a etapa de precipitacdo aumenta a possibilidade de perda de proteinas
devido a precipitagdo incompleta e/ou solubilizacdo incompleta do pellet na etapa
subsequente (GORG et al., 2004). De acordo com Zukas & Breksa (2005) o uso de TCA ja
é suficiente para se concentrar e purificar o extrato protéico. O uso de TCA/acetona para
precipitar as proteinas requer etapas de lavagens que auxiliam na remocao da pigmentacédo
e dos contaminantes, obtendo-se um pellet mais limpo. A qualidade do tecido macerado
também contribui para a eliminagdo dos contaminantes, sendo que, quanto mais fino for o
p6 obtido na maceracdo do tecido mais eficiente serd a remocdo destes interferentes
(WANG et al., 2003).

Tendo isso em mente, utilizamos o pé bem fino de folhas de citros para extrair a
proteina e empregamos a solucdo de 10% de TCA em acetona para precipitar as proteinas

com intuito de se concentrar a amostra e eliminar 0s possiveis interferentes presentes. As
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etapas de lavagens do sedimento auxiliaram nas suas remocdes. Com isso, foi possivel

diminuir as manchas e tragos nos geéis.

Neste trabalho, além da solubilizacdo das proteinas do citosol, também houve o
interesse em se tentar solubilizar as proteinas de membrana, que segundo Zhang et al.,
(2007) apresentam uma natureza anfipatica, alta hidrofobicidade, pls basicos e se
encontram em baixa abundancia. As proteinas de membrana apresentam um importante
papel em varios processos celulares, como a transducdo de sinal, adesdo celular, transporte
de ions e metabdlitos, endocitose, etc (SANTONI et al., 2000).

Tendo em vista o interesse de se analisar também as proteinas de membrana, foram
usados nos tampdes de lise e de reidratacdo reagentes que ajudariam em suas solubilizagdes.
O detergente € um agente imprescindivel no tampéo de extracao, pois atua na prevencao da
interacdo hidrofébica entre os dominios hidrofébicos das proteinas evitando a perda de
proteinas devido as suas agregacdes e precipitacdes (GORG et al., 2004). A introducéo dos
detergentes zwitterionics como ASB-14(tetradecanoilamido propil dimetil aménio propano
sulfonado) e C7BzO [(3-(4-heptil)fenil-3-hidroxi propil dimetil amdnio propano sulfonado]
contribuiu para se potencializar a solubilizacdo destas proteinas no tampédo de extracdo
(FOUNTOULAKIS & TACAKS, 2001; LUCHE et al., 2003). Os detergentes ASB-14 e
C7BzO sao significativamente eficientes ndo sé na solubilizacdo das proteinas de membrana
como também na resolucdo dos seus geis de eletroforese bidimensional. Recentemente, por
meio de estudos, ficou demonstrado que estes detergentes em conjunto com a uréia/tiuréia,
melhoram a extracdo de proteinas hidrofilicas e hidrofébicas (GIAVALISCO et al., 2003;
LUCHE et al., 2003; TASTET, 2003), bem como o uso combinado de dois detergentes
(como CHAPS com ASB-14 ou CHAPS com C7Bz0O) (GALVANI et al., 2001; MARTINS
et al., 2007).

Em nosso trabalho, primeiramente foi testado o potencial do detergente CHAPS; o
resultado foi bom, mas este detergente apresentou um rendimento menor na quantidade de
proteinas extraidas quando comparado com o resultado obtido do uso do CHAPS
combinado com o ASB-14. Entretanto, o detergente C7BzO combinado com o CHAPS
apresentou uma propriedade superior na solubilizacdo das proteinas além de melhorar as

suas resolucdes nos geis 2DE, permitindo se aplicar uma quantidade maior de proteinas em
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cada strip. Sendo assim, foi aplicado para cada gel 500 pg de proteinas permitindo uma

melhor visualizacdo de proteinas menos abundantes no gel.

A necessidade de se descobrir novos detergentes surgiu do fato de que a maioria dos
detergentes comerciais apresentava uma pobre eficiéncia em se solubilizar as proteinas de
membranas em estado desnaturado (TASTET et al., 2003). Uma vez que, para conseguir
uma alta resolucdo na plataforma 2DE, as proteinas analisadas devem ser desagregadas,
reduzidas e solubilizadas visando se alcancar o total rompimento das suas interacdes intra e
intermoleculares, mantendo-se as propriedades das cargas intrinsecas e garantindo desse

modo que cada spot represente um polipeptidio individual (GORG et al., 2004).

Outros agentes que normalmente tém sido usados no tampéo de extracdo devido a
sua compatibilidade com a focalizacdo isoelétrica também foram inovados a fim de se
potencializar a solubilizacdo dessas proteinas. Os agentes redutores novos sdao 0 TBP e o
TCEP que aumentam a solubilizacdo das proteinas durante a IEF e permitem o sucesso de
suas transferéncias para a segunda dimensdo quando comparados ao DTT, impedindo a
perda de proteinas devido as suas precipitacbes (MECHIN et al., 2003).

A uréia foi empregada isoladamente por um longo periodo na IEF, mas algum
tempo atras foi observado que o uso combinado da uréia com a tiuréia aperfeicoou a
solubilizacdo das proteinas, especialmente daquelas localizadas na membrana. Assim, o
emprego de agentes caotropicos, ou seja, a combinacdo destes agentes, se tornou
imprescindivel para a otimizagdo da eficiéncia do tampdo (GALVANI et al., 2001;
MECHIN et al., 2003).

A dificuldade em se visualizar todas as proteinas da célula ou do extrato de tecido
estudado estd no fato de que cada proteina apresenta caracteristicas distintas, como o nivel
de expressdo, o peso molecular, o ponto isoelétrico e a solubilidade (GORG et al., 2004).
Um desafio maior estd na andlise do proteoma total, ja que ele apresenta uma ampla e
desconhecida complexidade. Os mapas 2DE resultantes apresentam uma distribuicdo das
proteinas que freqlientemente aparecem de uma forma complexa, podendo dificultar a
identificacdo de proteinas envolvidas na regulacdo da associacdo planta - patdgeno
(GUTTEMBERGER & HAMPP, 1992; GUERREIRO et al., 1996).
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7.2 Analises de imagem e dos dados

A analise da imagem do gel 2DE ndo € uma tarefa muito simples, mas sim
trabalhosa e demorada. Ela é feita através de software que faz a deteccdo dos spots, 0
“matching” e a subtracdo do “background” das imagens. Com isso, obtém-se o valor da
intensidade de cada spot e consequientemente o valor da quantidade das proteinas entre 0s
grupos do experimento (CHANG et al., 2004).

Para este fim, varios softwares estdo disponiveis o mercado como o PDQuest™
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA), Progenesis™ (NonLinear Dynamics, New Castle, UK),
ProteomWeaver™ (Definiens, Munich, Germany) e o ImageMaster™ (Amersham
Bioscience), que realizam as analises quantitativa e qualitativa das imagens dos géis,
detectando simultaneamente o nivel de expressdo de centenas de proteinas (KARP et al.,
2004). Os programas de analise de imagem dos géis 2DE tém sido constantemente
melhorados, tornando-se cada vez mais rapidos e diminuindo a intervencdo manual (GORG
et al.,, 2004). No entanto, mesmo com o0 bom desempenho desses programas ainda

aparecem dificuldades na andlise.

Uma das dificuldades encontrada na analise das imagens 2DE, que é ressaltada por
alguns pesquisadores é a baixa reprodutibilidade das réplicas dos géis devido aos problemas
metodologicos como, por exemplo, a variagao analitica (separacdo, coloracdo das proteinas
e aquisicdo da imagem dos géis) e a variacdo bioldgica composta pela diferenca entre as
amostras (HUNT et al., 2005; COTTINGHAM & ERICKSON, 2005; BIRON et al., 2006).
Esta dificuldade foi encontrada nas anélises dos géis de laranja Péra e de tangerina Poncan
por apresentarem spots entre as réplicas dos grupos (sadio e inoculado) e entre 0s grupos
com as mesmas variacbes metodoldgicas, mesmo escolhendo os géis mais representativos

de cada amostra ndo foi possivel eliminar estas variagdes, apenas minimiza-las.

Outro problema é a ocorréncia de valores ausentes (missing values) na tabela de
dados dos spots dos géis gerada pelo software que realiza a analise (GROVE et al., 2006).
Os valores ausentes ocorrem quando o spot de uma proteina encontrado no gel de referéncia
ndo é detectado pelo programa de analise de imagem ou o spot ndo é encontrado no gel de
referéncia. Isso pode ser tanto devido a real falta da proteina no gel da amostra como a sua

ndo deteccdo pelo software. Caso a falta da proteina no gel ndo seja verdade e efetuando-se
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a inclusdo do valor zero na tabela de dados estar-se-4 incluindo um falso negativo na
analise. Neste caso, € preferivel se colocar a média dos valores do mesmo spot encontrados
nos outros géis nessa tabela (CHANG et al., 2004; URFER et al., 2006).

Apos a realizacdo da analise comparativa entre os géis de referéncia de cada grupo
(sadio e inoculado) e a obtencédo dos valores de densidade Otica de cada spot, foi observado,
tanto para laranja Péra quanto para tangerina Poncan, auséncia de valores para varios spots.
Neste caso, usou-se também a média dos valores dos outros dois spots como sendo o valor
do spot que ndo apresentou dado e, no caso da presenca de apenas um valor dentre os trés
possiveis spots do grupo, o mesmo foi eliminado da andlise incluindo-se o valor zero na
tabela de dados.

Os valores ausentes sdo um problema na andlise, visto que com eles perdem-se
informacdes sobre o padrdo da proteina gerando dificuldades na andlise estatistica. Alguns
testes estatisticos ndo sdo capazes de proceder a analise sem que todos os dados estejam
presentes, sendo que outros testes tém sua andlise prejudicada ao se depararem com a falta
de alguns valores (CHANG et al., 2004; GROVE et al., 2006).

Uma maneira de se tentar diminuir a existéncia de valores ausentes é a inspe¢do
visual dos “matching” com a correcdo manual dos mesmos na presenca de erros. Embora a
edicdo manual dos spots melhore o “matching” entre os géis, ha o risco de se remover
informacBes importantes e/ou de se adicionar falsas informacdes (ALMEIDA et al., 2005;
GROVE et al., 2006).

Todas as imagens dos géis analisados de laranja Péra e de tangerina Poncan
passaram por uma inspecéo visual a fim de se detectar um provavel “matching” errado ou
presenca de spots que ndo foram detectados pelo programa, fazendo a sua deteccdao manual
se necessarios; mesmo assim, houve a presenca de valores ausentes.

H& também o problema na analise estatistica devido a quantidade de réplicas
empregada neste tipo de experimento. A técnica 2DE, mesmo sendo um método robusto, €
onerosa e muito demorada e, devido a isso, a quantidade de geéis elaborados neste
experimento € mantida em um ndmero minimo, sendo a triplicata utilizada em sua maioria.
Ao se utilizar tdo poucas repeti¢fes corre-se 0 risco de ndo se detectar as proteinas de

interesse e de ndo se ter certeza de que a diferenca estatistica observada nesse estudo reflete
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de fato a real diferenca encontrada entre 0s grupos ou se € apenas uma variabilidade
encontrada dentro de cada grupo ou entre os grupos (GROVE et al., 2006).

Para se ter uma andlise de expressao diferencial de confianga, testes estatisticos tém
sido empregados com o intuito de se encontrar o efeito significativo dos grupos analisados
ao nivel predefinido de a = 5%. O método estatistico mais comumente usado na analise dos
dados do proteoma é o Teste-T (ndo pareado), sendo empregado em mais de 60% dos
trabalhos recentemente publicados (GROVE et al., 2006). Quando ¢ aplicado um teste como
este para se analisar o volume dos spots de um amplo nimero de proteinas, com nivel de
significancia de 5% ir-se-4 causar uma taxa de erro superior a 5%, conduzindo a um nimero
significativo de falsos positivos. Além disso, é questiondvel o uso do Teste-T na analise
protedbmica devido a violacdo de uma forte suposicdo paramétrica (esse teste so deve ser
aplicado para dados do tipo continuo e com distribuicdo Gaussiana), sendo preferivel o
emprego de um teste ndo paramétrico (como o Mann-Whitney U). No entanto, para se
empregar este teste é necessario um alto niamero de réplica (n > 7) (Amersham Bioscience,
2004). Neste aspecto, o problema na anélise de dados do proteoma parece ser bem similar
ao encontrado nas abordagens no estudo de transcriptomas - estudo simultaneo de varias
centenas de genes com menos de 10 repeticdes (KARP et al., 2005).

Neste trabalho optou-se por adotar o Teste-T como forma de se analisar a diferenca
significativa entre as proteinas expressas na laranja Péra e na tangerina Poncan sadias em
resposta a inoculagdo com a bactéria, por se tratar de um teste que mesmo ndo sendo muito
indicado para verificar diferenca entre grupos com pequenas repeti¢oes (triplicata, no caso)
ainda consegue-se fazer a analise estatistica. Outro motivo por té-lo escolhido foi pelo fato
de ter sido necessario fazer uma anélise estatistica em paralelo para os grupos de spots que
apresentaram valores ausentes, e apenas o referido teste estatistico permitiu a realizacdo da
analise, os demais exigiam maior nimero de individuos (ou réplicas) por grupo.

Ja existe uma preocupacdo em se tentar melhorar a analise. Varios pesquisadores ja
apresentaram opcOes de programas estatisticos e de como se realizar uma analise de imagem
ideal para estudos como este. Por conseguinte, serdo obtidas com maior certeza proteinas
que apresentaram diferenca de expressdo entre amostras ou grupo de amostras analisadas
(KARP et al., 2004; HUNT et al., 2004; CHANG et al., 2004; MEUNIER et al., 2005;
BOULEY et al., 2005; MAURER et al., 2005; ALMEIDA et al., 2005).
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7.3 Perfisdo proteoma da laranja Péra e da tangerina Poncan

Os perfis do proteoma da laranja Péra e da tangerina Poncan se apresentaram de
formas similares neste trabalho. No entanto, ao analisarmos apenas as proteinas
diferencialmente expressas, percebemos que na laranja Péra infectada com a X. fastidiosa
elas se dispuseram em uma grande abrangéncia de pl e de massa molecular. Por sua vez, a
tangerina Poncan apresentou maior nimero de proteinas diferencialmente expressas entre 0s
pl 4 e 7 do gel de eletroforese bidimensional. Ainda se tratando das proteinas mais
expressas e estatisticamente relevantes, a laranja apresentou um namero superior na planta
sadia, enquanto que na tangerina isso ocorreu na planta infectada. Por mais que nao tenha
sido possivel a identificacdo por espectrometria de massas de uma grande parte das
proteinas separadas em um gradiente de pH néo linear de 3-10, fica claro ao observarmos os
mapas protedmicos que estas duas plantas apresentam respostas bastantes distintas a
infecgdo pelo referido patégeno.

A dificuldade encontrada neste trabalho em identificar uma grande parte das
proteinas de laranja Péra e de tangerina Poncan separadas em um gradiente de pH néo linear
de 3-10, pode ser atribuida a eventual presenca de mais de uma proteina no mesmo spot no
gel, pela ocorréncia de modificacdes pds-traducionais e pela digestdo incompleta das

proteinas pela enzima (LEON et al., 2007).

Entre as proteinas identificadas, um grande numero apresentou homologia com
sequéncias de espécies bem divergentes, como a Arabidopsis thaliana e Oryza sativa
Japonica. A homologia indica que estas proteinas sdo altamente conservadas entre as
especies de plantas. Outro aspecto é que estas espécies apresentam um grande numero de
sequéncias de proteinas e genes disponiveis em bancos de dados internacionais, como o
NCBI e 0 SWISSPROT.

Poucas proteinas demonstraram homologia com Citrus sinensis e/ou Citrus
reticulata. Uma possivel justificativa para esta observacéao € o reduzido nimero de proteinas

e genes destes géneros depositados em bancos, como no NCBI.

No nosso estudo, percebemos que houve a presenca de proteinas que foram
representadas em mais de um spot. A ocorréncia de degradacdo e modificagfes durante as
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etapas de preparo e isolamento da amostra ou diferentes etapas de processamento de uma

proteina podem promover a presenca de maltiplos spots (ANDRADE, 2006).

As proteinas de tangerina Poncan separadas em um gradiente de pH linear de 4-7
cuja identificacdo foi possivel por espectrometria de massas foram agrupadas em categorias
funcionais: energia, mecanismos de defesa e metabolismo primario e sdo detalhadas a
seguir. Junto delas estdo discutidas as proteinas identificadas de laranja Péra e de tangerina

Poncan separadas em um gradiente de pH néo linear de 3-10.

7.3.1Energia
Fotossintese

A necessidade energética da planta é suprida pela fotossintese. O processo
fotossintético se da com a participagdo de quatro complexos protéicos diferentes
encontrados nas membranas dos tilacoides, o fotossistema | (FSI), o fotossistema Il (FSII),
o0 complexo citocromo bg f (Cit bf) e 0 complexo ATP sintase, que atuam de modo
integrado. O fluxo fotossintético de elétrons entre os fotossistemas gera um gradiente de
protons (H") através das membranas dos tilacides, que impulsiona a sintese de ATP
(KERBAUY, 2004).

No nosso estudo, foram encontrados alguns spots na tangerina Poncan separados em
um gradiente de pH 4-7 que corresponderiam a proteinas classificadas como sendo
relacionadas a fotossintese: sete spots correspondendo a Ribulose bisfosfato
carboxilase/oxigenase (724, 659, 827, 277, 866, 636 e 651), um spot (1005) sendo a
proteina anidrase carbonica putativa e um spot (523) identificado como fosforibuloquinase.
Todos eles, exceto o spot 277, apresentaram expressdo protéica aumentada na tangerina

Poncan colonizada pela X. fastidiosa.

A rubisco é um heterdmero formado por oito subunidades grandes de 50-55 kDa
mais oito pequenas subunidades e catalisa a reacéo de fixacdo do CO, durante a fotossintese
para a formacdo de moléculas organicas. Esta enzima apresenta duas funcles
simultaneamente: catalisa tanto carboxilagdo quanto a oxigenacdo do seu substrato, a

pentose ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP). Os produtos da carboxilacdo da RuBP participam
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de um ciclo de reacGes bioguimicas que gera carboidratos que sustentam a planta. Essa via
metabdlica é conhecida como ciclo de Calvin-Benson ou ciclo fotossintético redutivo. J& o
produto da oxigenacdo da RuBP é apenas processado na via metabolica conhecida como via
C, ou via fotorrespiratéria com o consumo de O, e com a perda de CO; ja fixado. Os dois
ciclos competem com o mesmo sitio ativo da enzima, operam em sentidos opostos e sdo
sustentados pelo ATP e pelo poder redutor (NADPH e ferredoxina reduzida) produzidos no
fluxo fotossintético de elétrons (SPREITZER; SALVUCCI, 2002; KERBAUY, 2004).

Na laranja Péra, ao contrario da tangerina Poncan, a Rubisco apresentou-se menos
expressa no grupo infectado, o que poderia indicar que a taxa de fotossintese nas plantas de
laranja Péra com CVC estd comprometida. De acordo com Ribeiro e colaboradores (2003),
plantas colonizadas pela X. fastidiosa apresentam baixa taxa fotossintética. Esta mudanca
ocorre nas plantas infectadas antes dos sintomas aparecerem e sdo provavelmente causadas

pela baixa condutancia dos estdmatos e injurias bioquimicas no maquinéario fotossintético.

A proteina anidrase carbbnica € uma enzima que catalisa a rapida conversdo do
diéxido de carbono em bicarbonatos e protons. Em plantas, ela ajuda a aumentar a
concentracdo de CO, nos cloroplastos no intuito de se aumentar a taxa de carboxilagdo da
enzima rubisco. A fosforibuloquinase é uma enzima que também participa do ciclo de
Calvin, em um passo chave da via da pentose fosfato. Ela catalisa a fosforilagdo da ribulose-
5-fosfato para formar a ribulose-1,5-fosfato, reacdo esta dependente de ATP (FOSTER et
al.,, 2006). Como na tangerina Poncan a expressdo destas proteinas foi aumentada,
possivelmente ela estaria aumentando a concentragéo de CO; no cloroplasto para aumentar
a eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco, mantendo ou até mesmo aumentando a taxa de
fotossintese na presenca da bactéria visando sustentar a producdo de ATP e a formacéo de
novas moléculas organicas como o carboidrato, acidos nucléicos e glicose.

Nesta categoria também se encontram as proteinas Oxygen-evolving enhancer
protein 1 que foi representada pelo spot 725 (que esteve mais expressa na tangerina Poncan
com CVC no gel de pH 4-7) e pelo spot 2013 (mais expressa na laranja Péra com CVC). As
proteinas estdo localizadas no limen do tilacoide e sdo altamente conservadas nos
cloroplastos de organismos fototroficos. Antes, as suas funcBes estavam vinculadas ao
aperfeicoamento de se agrupar 0 manganés no processo de oxidacao da dgua. Mais adiante,

atribuiu-se também a elas a protecdo do complexo de fotossistema Il contra a acdo de



75

radicais de oxigénio formados na presenca de luz e contra o estresse térmico (SEIDLER,
1996; BRICKER & FRANKLE, 1998; HEIDE, KALISZ, FOLLMANN, 2004).

O aumento da sua expressdo na laranja Péra e na tangerina Poncan inoculadas com a
bactéria poderia indicar a presenca de espécies reativas de oxigénio e possivelmente
demonstrar uma tentativa destas plantas em preservar o maquinario fotossintético,
mantendo-se assim o nivel da taxa de fotossintese.

Os cloroplastos e as mitocondrias sdo adicionais fontes potenciais de espécie
reativas de oxigénio (EROs) e apresentam mecanismos bem desenvolvidos para
desintoxicar rapidamente a planta dos radicais livres (ROBSON & VANLERBERGHE,
2002; IVANOV & KHOROBRYKH, 2003).

O sistema antioxidante das plantas expostas por muito tempo a condicdo de estresse
(seca) ndo consegue lidar com a geragdo excessiva de EROs, acarretando danos severos a
fotossintese por causar a inativagdo irreversivel do aparato fotossintético (SHIKANAI et
al., 1998). A laranja Péra infectada com a bactéria parece estar lidando com a mesma
situacdo, uma vez a X. fastidiosa acarreta um efeito indireto na fotossintese por induzir um
forte deficit hidrico (situagdo encontrada no estagio mais avancado da doenga) ou um efeito
direto (no inicio da colonizacdo), possivelmente através da producdo de toxinas que de
alguma forma desacoplaria a cadeia de transporte de elétrons (MACHADO et al., 1994),

favorecendo a formacéo de radicais livres.

Transducdo de Energia

Neste grupo foram identificados spots correspondentes as proteinas: subunidade
CFla da ATP sintase, subunidade B vacuolar H+-ATPase e subunidade catalitica de

prétons ATPase tipo V.

A ATP sintase é um complexo enzimético localizado na membrana interna da
mitocondria e também na membrana do tilac6ide dos cloroplastos, que catalisa a formacao
de ATP a partir de ADP e fosfato inorganico durante a fosforilacdo oxidativa e a
fotossintese, respectivamente. E formada por um componente integral da membrana

(porcdo CFp) e uma porcdo periférica (CF;) acoplada a primeira. A subunidade CFo €
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constituida por uma proteina altamente hidrofébica, com aproximadamente 8 kDa, que atua
como um canal idnico por onde passam o0s protons. A subunidade CF; contém o centro
catalitico da enzima. A sintese de ATP fornece energia para a manutencéo da célula, para a
divisdo e diferenciacdo celular (RIBEIRO, 2004).

Na tangerina Poncan, entre as proteinas analisadas em um gel de pH néo linear de 3-
10, a subunidade CFla da ATP sintase foi identificada, sendo representada pelos spots 215
(expressdo aumentada na planta com CVC) e 231 (expressdao diminuida na planta com
CVC). Tendo em vista a analogia entre o perfil destas proteinas no gel 2DE com o padréo
geralmente visualizado na analise de isoformas, foi possivel concluir que estas duas
proteinas também seriam isoformas diferentes que poderiam ter funcgdes distintas,
dependendo das condi¢des do ambiente que a planta é exposta.

O metabolismo da planta é totalmente alterado em contato com o agente patogénico,
uma vez que a inducédo da defesa é de custo intensivo. Mesmo havendo uma redugdo na taxa
fotossintética, a taxa de producdo de energia aumenta significativamente em interacdo de
plantas com os seus patdgenos. A manutencao e divisao celular do microrganismo requerem
a atividade da maquinaria bioquimica relacionada ao anabolismo de macromoléculas como
proteinas, carboidratos e 4&cidos nucléicos. Adicionalmente tais processos demandam
energia e envolvem o gasto de ATP (BRIGATI, 2009).

Outro fato que poderia contribuir para o aumento da sintese de ATP estaria
relacionado com a foto aclimatacdo do cloroplasto, pois se acredita que na presenga de
varios tipos de estresse como o luminoso, hidrico e por altas ou baixas temperaturas, ela seja
regulada por um mecanismo comum por meio dos metabolitos redox. Este mecanismo
sugere que o estado redox da cadeia de transporte de elétrons entre os fotossistemas FSII e
FSI seja o primeiro sinal para modular a resposta da planta as flutuagcdes ambientais (JIAO,
HILAIRE, GUIKEMA, 2004). Em condig¢es normais, a fotofosforilacdo ciclica a aciclica
dos elétrons coexistem, atuando de modo cooperativo no sentido de manter o equilibrio do
sistema fotoquimico. O fluxo ciclico de elétrons (transporte de elétrons apenas pelo FSI)
pode ser intensificado em situacGes de estresse luminoso e quando ha falta de CO,
(condicdo comum no estresse hidrico), pois comeca a haver o acimulo de NADPH e de
ferredoxina reduzida no estroma e a falta do receptor final de elétrons, o NADP",

aumentando o fluxo de elétrons e consequenemente a formacdo de radicais livres
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(KERBAUY, 2004). O aumento da ativacdo da ATP sintase na tangerina Poncan
possivelmente teria também uma funcéo protetora contra a formacao de radicais livres, uma
vez que ela diretamente diminui o gradiente de prétons.

Em tangerina Poncan inoculada com a X. fastidiosa separadas em um gradiente de
pH de 4-7 a subunidade CF1la da proteina ATP sintase também foi representada pelos spots
294 e 301, s6 que desta vez apareceram com a expressdo protéica diminuida. 1sso poderia
ser resultado de uma alteracdo na demanda de ATP devido a sua interacdo com o patégeno.
Provavelmente a planta estaria diminuindo a oferta de energia para o patégeno, dificultando

a reproducdo da bactéria.

As proteinas subunidade B da vacuolar H+-ATPase (identificada no spot 318) e
subunidade catalitica de protons ATPase tipo V (representada pelo spot 208) sdo
responsaveis pela acidificacdo de compartimentos intracelulares em células eucaridticas
(GRUBER et al.,, 2001; NISHI, FORGAC, 2002). Em plantas, a acidificacdo dos
compartimentos vasculares pela V-ATPase € essencial e esta envolvida em diversas fungdes.
Dependendo do tecido, do estagio de desenvolvimento e do sinal recebido pela planta, estdo
incluidos nessas fungdes a osmoregulacdo, o transporte e armazenamento de ions e
metabdlitos, a transducdo de sinal, o armazenamento e renovacdo de proteinas, o
armazenamento de metabdlitos secundarios e as proteinas de defesa (HARD, SZE, 1992;
HERMAM et al., 1994; SUPEKOVA et al., 1996). Essas proteinas tiveram as suas
expressdes aumentadas na interacdo da tangerina Poncan com o patégeno. Isto pode sugerir
0 reconhecimento do patégeno pela tangerina Poncan e conseqiientemente a ativacdo do seu
mecanismo de defesa contra o invasor, como por exemplo, a producdo de 6xido nitrico.
Uma possivel explicacdo para a inducdo do mecanismo de defesa da tangerina Poncan seria
o0 reconhecimento de padrbes de moléculas derivadas do patdégeno (como por exemplo, as
PAMPs) pela planta, ativando a via de sinalizacéo e a expressdo de proteinas relacionadas a

defesa.

Uma molécula que pode ser formada em meios acidos € o 6xido nitrico (NO). Ele é
um radial livre que pode tanto perder ou ganhar elétron. A formacdo de NO pode ser
realizada de maneiras diferentes, e uma delas é a formacao ndo enzimatica a partir do nitrito
(NOy") na presenca de um agente redutor como ascorbato e compostos fenélicos. Como esta

reacdo requer a nao dissociacdo da forma acida do NO,  a producdo quimica de NO é
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insignificante em pH fisiologico, mas e favorecida sob condigdes acidas em tecidos e
compartimentos (BELIGNI & LAMATTINA, 2001).

O metabolismo da planta é altamente influenciado pelo NO, estando ele envolvido
no crescimento e desenvolvimento da planta, no mecanismo de sinalizacdo e durante
situacGes de estresses bidticos e abidticos (BELIGNI & LAMATTINA, 2001). O NO
também tem sido envolvido com a resisténcia da planta ao ataque de patdgenos avirulentos
(ROMERO-PUERTAS et al., 2004).

Em experimentos realizados em tabaco feito por Durner e colaboradores (1998, apud
ROMERO-PUERTAS et al., 2004) ficou demonstrado que o tratamento com NO induz o
acumulo do &cido salicilico. O acido salicilico apresenta uma importante funcdo durante a
interacdo incompativel da planta com o patégeno em ambas as formas de resisténcia local e
sistémica, resultando na estimulacéo inicial, na exploséo oxidativa e na expresséo de genes
relacionados a defesa. Na tangerina Poncan também foi observada um aumento da
expressao da proteina relacionada com a explosdo oxidativa, a Respiratory burst oxidase
homolog protein D, sendo esse mecanismo um evento comum em estresses bidticos e
abioticos. A explosdo oxidativa participa de um sistema integrado e amplificado de
sinalizacdo, que envolve o &cido salicilico e calcio (Ca™) citosélico no disparo do
mecanismo de defesa (LAMB & DIXON, 1997). Geralmente estd associada a resposta de
defesa da planta apds o reconhecimento do patdgeno, conduzindo a reacdo de
hipersensibilidade (HR) e promovendo o estabelecimento gradual da resisténcia sistémica
adquirida (SAR) (RESENDE, SALGADO, CHAVES, 2003). A rapida geracao de espécies
reativas de oxigénio € considerada como um importante componente de resposta de plantas

resistentes ao patdgeno (SONG et al., 2006).

Carboidratos

Neste grupo foi encontrada a proteina Ribulose-phosphate-3-epimerase,
chloroplastic (EC 5.1.3.1) (spot 733 que esteve aumentado na tangerina Poncan inoculada
com a bactéria). Ela é uma enzima pertencente a familia de isomerases e participa da
biossintese de carboidratos, convertendo, por epimerizacédo, a xilulose 5-fosfato em ribulose

5-fosfato. Esta enzima também participa na parte oxidativa da via das pentoses fosfato, via
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esta localizada nos cloroplastos (TEIGE et al., 1995), participa na fixacao de carbono (ciclo

de Calvin) e interconversdo de pentose e glucuronato.

A via oxidativa das pentoses fosfato exerce uma fungdo essencial no metabolismo
intermediério de carboidratos nas células procariéticas e eucariéticas. Na etapa oxidativa da
glicose de sua via a energia formada é armazenada na forma de poder redutor (NADPH) e
ndo para a sintese de ATP. Essa energia pode ser usada na sintese de acidos graxos e
aminoacidos. A participacdo de enzimas que fazem a interconversdo de glicidios
fosforilados na parte ndo oxidativa desta via pode, a partir da eritrose 4-fosfato formar
produtos que sdo usados para a sintese de aminoacidos aromaticos, flavondides e lignina
(KOPRIVA, KOPRIVOVA, SUS, 2000).

A entrada do patdgeno além de induzir as reacBes de defesa da planta também
provoca alteragdes no metabolismo de carboidratos. Ja que, possivelmente o patégeno tenta
manipular o metabolismo de carboidratos da planta para o seu prdprio proveito; enquanto
que a planta tenta reorganizar os fluxos de carbonos para assegurar a batalha contra o
mesmo (BERGE et al., 2004).

7.3.2 M ecanismos de defesa
Estresse

As chaperonas sdo moléculas responsaveis pelo dobramento da proteina recém
sintetizadas, sendo que muita delas se tornam funcionais depois deste evento. S&o divididas
em familias de acordo com o seu peso molecular, e a principal caracteristica de cada familia
esta relacionada com o estado de oligomerizacgéo, presenca de atividade ATPase e interacdo
com outras chaperonas. Foram classificadas como heat shock proteins (HSP) devido ao seu
comportamento em resposta a condi¢cdes de estresse. As mudangas de conformacgéo
realizadas pelas chaperonas regulam certas vias de traducdo, e muitas delas estdo ligadas a
resposta ao estresse (HARTI, 1996; BORGES, RAMOS, 2005).

A conservacdo evolutiva das HSPs sugere que estas proteinas estdo envolvidas em

processos celulares fundamentais como: modificacdo pds-traducdo, dobramento de
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proteinas, translocacdo de proteinas através da membrana, reunido de proteinas
oligoméricas, modulacdo da atividade de receptores, protecdo de mMRNA e mecanismos
relacionados a protecdo ao estresse (LEONE et al., 2000), sendo também observado a
inducdo das suas sinteses em resposta ao ataque de patdégenos (JELITTO-VAB DOORE et
al., 1999).

Incluidas neste grupo funcional, foram encontradas as proteinas Chaperonin CPN60-
2- mitochondrial (spot 247, mais expresso na tangerina Poncan infectada com a bactéria),
proteina precursora da HSP60 e a GroEL-like chaperone, ATPase (spots 254 e 250). O
aumento da expressao dessa proteina pode indicar a estimulacédo de sintese de proteinas para

reparar algum dano celular e para ativacdo do mecanismo de defesa da tangerina Poncan.

Na interacdo da tangerina Poncan com a X. fastidiosa a proteina, GroEL-like
chaperone, ATPase, apresentou sua expressao diminuida, quando comparada com a planta
sadia. Esta proteina é um complexo de aproximadamente 800 kDa que inibi a agregacao de
proteinas, apresentando uma atividade ATPase (TODD & LORIMER, 1995; KERNER et
al., 2005). A GroEL hidrolisa 0 ATP mesmo na auséncia de polipeptideos desdobrados; sua
atividade pode ser inibida pela GroES. A inibi¢do da atividade ATPase dessa chaperona é
dependente da concentracdo do ion potassio e da taxa de ATP e ADP (TODD & LORIMER,
1995). E sabido que a ligacdo do ATP causa uma mudanca conformacional das moléculas

GroEL, na qual permite a liberacéo do seu substrato.

Miraculina

Uma das proteinas caracterizadas como induzidas, apresentando aumento de
expressao na tangerina Poncan, durante a infestacdo da X. fastidiosa foi a miraculina (spots
646 e 713). Esta € uma proteina basica e altamente glicosilada pertencente a familia STI
(THEERASILP et al., 1989), contendo uma atividade inibitoria contra proteases serinicas. A
miraculina € capaz de formar homodimeros e homotetrameros que tém atividade
modificadora de sabor (IGETA et al., 1991).

Um dos principais mecanismos de regulacdo proteica se da pela acdo das proteases.
Estas enzimas participam do processo de traducgdo, da clivagem de peptideos-sinal durante o
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direcionamento de proteinas e da degradacdo das proteinas nos proteossomos. No entanto, a
principal funcdo das proteases talvez seja a ativacdo e desativacdo de enzimas (MONDEGO,
2005).

Um dos fatores de viruléncia da X. fastidiosa é a producdo de toxinas que lesam ou
matam células vegetais, facilitando a colonizacdo da bactéria na planta. No seu genoma
foram encontrados genes que codificam toxinas e a producéo de antibioticos (SIMPSON et
al., 2000). Fica plausivel supor que a miraculina pode estar sendo sintetizada pela tangerina
Poncan no intuito de inativar estes fatores, dificultando assim, a colonizagdo da bactéria em

seu xilema.

Aldo-ceto redutases

As Aldo-ceto redutases (AKRs) sdo proteinas monoméricas com cerca de 320
aminoacidos de comprimento que metabolizam uma diversa faixa de substratos, incluindo
os aldeidos alifaticos e aromaticos, monossacarideos, esterdides, prostaglandinas,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e isoflavonoides, e sdo capazes de catalisar a
reducdo de aldeidos e de grupos carbonil (JEZ et al., 1997a). Estdo representadas por uma
super familia de enzimas oxidoredutases dependentes de NADPH que compartilham
caracteristicas estruturais e funcionais. Mais de 140 AKRs ja foram identificadas entre os
eucariotos e procariotos, estando agrupadas em 15 super familias diferentes (HUR et al.,
2009).

Aldeidos e cetonas sdo intermediarios importantes em muitas vias metabolicas como
0 metabolismo de acUcar, biossintese de esteroides, metabolismo de aminoacidos e
biossintese de metabdlitos secundarios. Por causa da reatividade do grupo carbonil, muitos
aldeidos e cetonas sdo mutagénicos e representam um perigo em potencial para a célula
microbiana (MARNETT et al., 1985).

O spot 542 identificado como sendo a proteina aldo-keto reductase também foi
induzido na tangerina Poncan durante a infestacdo pela X. fastidiosa apresentando a sua
expressdo aumentada. Como esta proteina esta relacionada com a producdo de metabdlitos
secundarios, pode estar havendo o estimulo de suas producGes para atacar o patégeno.
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Os metabolitos secundarios sdo moléculas que possuem caracteristicas quimicas
muito variadas e, as vezes, bem complexas. Geralmente estdo envolvidas em fungdes vitais
e dificilmente fazem parte do metabolismo basico (HALL, 2006). Eles atuam como
componentes estruturais, como atrativos para polinizadores e agente de defesa contra
herbivoros e patdgenos, evitando neste caso a coloniza¢do ou o crescimento, reproducéo,
desenvolvimento ou sobrevivéncia dos mesmos. Os principais grupos de metabolitos
secundarios sao os alcaloides, terpenoides, fendlicos, glicosinolatos, compostos

cianogénicos, os flavondides e taninos (WALLING, 2000).

Catalases

As catalases sdo enzimas responsaveis pela protecdo contra o estresse oxidativo,
convertendo H,0, em H,0 e O, (BREUSEGEM et al., 2001). Elas séo essenciais no
desenvolvimento das plantas, defesa, envelhecimento e senescéncia (YANG &
POOVAIAH, 2002). As plantas possuem varias isoformas de catalase (CAT1, CAT2 e
CAT3), as quais estdo presentes nos peroxissomas e glioxissomas. Elas estdo agrupadas em
trés classes: as catalases de classe 1 removem o H,0O, produzido durante a fotorespiracéo
em tecidos fotossintéticos; as catalases da classe 2 sdo produzidas em tecidos vasculares e
podem exercer uma funcdo de lignificacdo, mas sua exata funcdo biologica permanece
desconhecida; e as catalases da classe 3 estdo presentes abundantemente em sementes e
plantas jovens, e cuja atividade esté4 relacionada a remocdo de H,O, produzido durante a
degradacdo dos acidos graxos no glioxissoma (RESENDE et al., 2003).

A proteina catalase 2 foi identificada no spot 1677 e apresentou expressdo diminuida
na laranja Péra inoculada com a X. fastidiosa. Possivelmente deve estar ocorrendo a
diminuicgdo da lignificagcdo. A lignina € um polimero fendlico complexo que confere a planta
rigidez mecanica, além de contribuir para a formacdo de barreiras contra patégenos. O
processo de lignificacdo € visto, pelo pesquisador Vance et al. (1980), como um mecanismo
de resisténcia a doencas. O processo de lignificacdo é observado em muitas espécies de
plantas em resposta a infec¢cdo por agentes patogénicos, tais como fungos, bactérias,
nematoides e virus (STICHER et al.,1997). Sendo assim, a diminui¢do da expressdo da
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proteina CAT2 poderia beneficiar a bactéria, pois ela encontraria maior facilidade em
colonizar os vasos da planta hospedeira. Possivelmente a bactéria estd produzindo algum
tipo de substancia que esté afetando a sintese desta proteina. Nesta planta, em fase avancada
da doenga, os seus vasos do xilema se encontram parcialmente bloqueados ou limitados pelo
biofilme bacteriano (SOUZA et al., 2007a).

Serina/treonina quinases

As serina/treonina quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilagcdo de residuos de
serina ou treonina das proteinas, por meio da transferéncia de um grupo fosforila de ATP ou
de outros nucleotideos, resultando numa mudanca conformacional e consequentemente
alterando a atividade dessas proteinas. Elas participam de varios processos celulares como
apoptose, divisao, proliferacdo, diferenciacédo celular e apresentam funcéo chave no controle
intracelular, regulacdo e transducdo de sinal (SILVA et al., 2009). Estas proteinas estdo
envolvidas com o reconhecimento do patogeno, desencadeando a ativagcdo do mecanismo de
defesa das plantas. Esta ativacdo ocorre durante a infec¢do, quando os PRRs (pattern
recognition receptor - receptores da planta de reconhecimento das moléculas do patdégeno)
reconhecem as moléculas PAMPs (pathogen associated molecular pattern) (ROMEIS,
2001). Os PRRs sdo codificados pelo hospedeiro e fazem a intercessao do reconhecimento
do patégeno pelo sistema imune inato; eles sdo altamente sensiveis e sdo receptores
especificos para o reconhecimento de moléculas PAMPs. Apos a percepcdo do ligante,
ocorre a ativacdo da cascata de sinalizacdo que resulta numa resposta de defesa tipica
(GOHRE e ROBATZEK, 2008).

A proteina serina/treonina quinase foi identificada em ambas as plantas. Na
tangerina Poncan (spot 606) ela apresentou expressao aumentada e na laranja Péra (spot
1464) expressdo diminuida. No caso da laranja Péra, a bactéria X. fastidiosa pode estar
secretando moleculas efetoras que estariam suprimindo a sua defesa basal, promovendo a
proliferacdo da bactéria e condicionando a doenca. As moléculas efetoras sdo importantes
para a viruléncia do patogeno, pois sdo elas que promovem a penetracao dele nos tecidos do
hospedeiro, permitem 0 acesso aos nutrientes, conferem persisténcia ao patégeno dentro do

hospedeiro, agem na supressdo da resposta imune além de permitirem a proliferacdo e o
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crescimento do patdgeno. Na bactéria, a liberacdo dessas moléculas no apoplasto e no
interior das células do hospedeiro pode acontecer via sistemas de secrecao tipo 11 ou tipo 11
(GOHRE e ROBATZEK, 2008). A X. fastidiosa s apresenta o sistema de secrecio tipo I
sendo este essencial para a sua patogenicidade, uma vez que, por meio dele a bactéria pode
exportar enzimas de degradacdo para a parede celular do hospedeiro, incluindo
endonucleases, poligalacturonases e talvez varias proteases. Estas enzimas ao degradarem as
membranas da planta hospedeira facilitam o movimento da bactéria para vasos do xilema
ainda nédo colonizados. Outras fungdes podem ser a mobilizacdo da parede celular para o
proposito nutricional ou para superar as defesas da planta (DOW e DANIELS, 2000).

Outra proteina que apresentou expressao aumentada na tangerina Poncan foi a
proteina de resisténcia a doenca (disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)) (spot
448). As proteinas NBS-LRR em plantas contém séries repetidas ricas em leucina (LRRS)
que funcionam como sitio de ligacdo para a interacdo proteina-proteina, proteina-
carboidrato e para peptideos. Estas proteinas apresentam também um sitio de ligacdo de
nucleotideo (NBS), que serve para a ligacdo de ATP ou GTP e um dominio de sinalizacao

putativo amino terminal.

Existem duas maiores subfamilias das proteinas NBS-LRR em plantas, definidas
pela presenca do receptor Toll/interleucina-1 (TIR) ou por motivos super helicoidizados
(CC) no dominio amino terminal. Elas estdo envolvidas na deteccdo de diversos patdgenos,
incluindo bactérias, virus, fungos, nematodides e insetos (MCHALE et al.,, 2006),
monitorando direta ou indiretamente a presenca ou a acdo de moléculas efetoras derivadas
do patdgeno (DANGL & JONES, 2001; BELKHADIR, SUBRAMANIAM e DANGL,
2004). Estas proteinas agem por meio do entrelacamento das vias de sinalizacdo e induzem
uma série de respostas de defesa da planta, como a ativacao da exploséo oxidativa, fluxos de
calcio e ions, cascata da proteina quinases associada ao mitdgeno, inducdo de genes

relacionados a patogéneses e a resposta hipersensitiva (MCHALE et al., 2006).

A sobrevivéncia da planta ao ataque de patdgenos depende do rapido
reconhecimento do organismo invasor e da ativagdo do seu mecanismo de defesa. Este
reconhecimento é realizado pela deteccdo de moléculas eliciadoras originarias do patdgeno

(por exemplo, peptideos, oligossacarideos ou moléculas sinalizadoras baseadas em lipideos)
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ou pela deteccdo dos produtos de degradacdo da parede celular da planta. Apds o
reconhecimento do patdgeno, inicia-se o evento de sinalizacdo que ativa as primeiras
respostas celulares, como sintese de espécies reativas de oxigénio e mudancas da transcricao
de genes (HEATH, 2000; ROMEIS, 2001). Possivelmente isto estd acontecendo na

tangerina Poncan.

Tiorredoxinas

As tiorredoxinas (Trxs) sdo pequenas oxiredutases dissulfeto, geralmente
termoestaveis possuindo cerca de 110 aminodcidos em sua forma madura. S&o
especializadas na reducéo de pontes dissulfetos de outras proteinas, possuindo varios papéis
na célula, como a regulacdo redox de enzimas alvos e de fatores de transcricéo,
desintoxicacdo de metais pesados e dissipagdo do estresse oxidativo, além de também
servirem como doadores de hidrogénios para peroxirredoxinas, peroxidases sem ferro
recentemente descobertas (ISHIWATARI et al., 1995; JACQUOT et al., 2002). As Trxs do
cloroplasto f e m regulam a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo de carbono
(participam na regulacdo da fotossintese) e a Trx citosélica h participa na mobilizacdo das
reservas de sementes durante a germinacdo (SANTOS e REY, 2006). Em vérias espécies de
plantas, a expressdo do gene Trx é frequentemente associado ao contexto fisioldgico
caracterizado pelo aumento dos niveis de EROs (espécies reativas de oxigénio). O controle
fino da homeostasia redox é fundamental no metabolismo da célula por causa das espécies
reativas de oxigénio que em niveis sutis agem como moléculas de sinaliza¢do nos processos
bioldgicos como desenvolvimento e percepcgdo de estresse, enquanto que em niveis elevados

ocasionam danos oxidativos de macromoléculas (MITTLER et al., 2004).

O spot 623 foi identificado como sendo conserved hypothetical protein semelhante a
TRX_CDSP32 e apresentou expressdo aumentada na tangerina Poncan inoculada com a
bactéria. A CDSP 32 é uma tiorredoxina peculiar, estando localizada no estroma do
cloroplasto e o seu nome vem de proteina cloroplastica induzida pelo estresse hidrico
(SANTOS e REY, 2006). A proteina madura contém 243 residuos e dois dominios
homologos aos das proteinas tiorredoxinas (BROIN et al., 2000).
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Ja é conhecido que a seca, através do fechamento dos estdmatos, induz a reducdo da
disponibilidade de CO, para a rubisco. Consequentemente ocorre a absorcdo de energia
luminosa em excesso, 0 que acaba provocando um desvio do poder de redugdo para o
oxigénio e um aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (BROIN et al., 2000).
Foi observado nas plantas Solanum tuberosum que esse tipo de tiorredoxina é altamente
sintetizado em situacdes severas de déficit hidrico. A sua funcdo ja foi apontada como
estando relacionada com a tolerancia do aparato fotossintético a desidratacdo (REY et al.,
1998). Foi mencionado também que a CDSP 32 pode regenerar as proteinas inativadas pela
mudanca redox ou pode fornecer elétrons para as proteinas dependentes de tiorredoxinas

envolvidas no sequestramento de peroxidos (BROIN et al., 2000).

De forma anédloga, esse mecanismo pode estar acontecendo na tangerina Poncan,
como uma tentativa de se manter a taxa de fotossintese mesmo em situacdo de estresse

hidrico.

GTPase

Pequenos monbémeros (20-40 kDa) GTPases pertencem a super familia Ras de
GTPases e estdo envolvidos com a regulacdo de uma ampla variedade de processos
celulares, como a proliferacdo e adesdo celular, movimento da célula, divisdo, secrecédo e
diferenciacdo celular. Ras € ativada pela troca de ligacdo de GDP por GTP, num processo
catalisado pelos fatores de troca do nucleotideo guanina (GEFs). Uma vez que Ras é ativada
ela se associa com um numero de alvos, ou efetores para exercer seu efeito bioldgico
(WOLTHUIS e BOS, 1999). A super familia Ras é dividida em cinco principais familias
funcionais de GTPases, sendo elas: Ras, Ran, Rab, Arf/Sar e Rho (SORMO et al., 2006).

O spot 414 apresentou expressao aumentada na tangerina Poncan inoculada com a
bactéria e foi identificado com sendo unnamed protein product pertencente a Ras-like
GTPase superfamily. Quatro das principais familias funcionais da super familia Ras tém
sido identificadas em Arabidopsis thaliana (Ran, Rab, Arf/Sar e Rho), com um total de 93

genes codificando mondmeros de GTPases (VERNOUD et al., 2003). No entanto, a familia
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Ras € ausente em plantas, bem como os membros da subfamilia de Rho, como RHO e
CDC42 GTPases (SORMO et al., 2006).

A familia Rho em A. thaliana consiste de 11 RAC-like GTPases (AtRAC) e tem uma
homologia global com a subfamilia RAC de leveduras e animais. Esta familia de Rho de
plantas tem sido chamada também de proteinas Rho relacionadas de plantas (ROP) (YANG,
2002). Estudos funcionais tém demonstrado que RAC/ROP GTPases de vegetais coordenam
NUMerosos processos nas plantas como resposta a hormonio, crescimento e diferenciacéo da

célula, resposta a estresse e defesa contra patdgeno (SORMO et al., 2006).

7.3.3 Metabolismo primério
Metabolismo dos nucleotideos

A enzima UTP glucose 1 fosfato uridililtransferase € responsavel por catalisar a
formacdo de UDP-glucose através da fosforilacdo da alfa-D-glucose 1-fosfato. Para que
ocorra a ativacio da enzima é requerido um fon metalico como o Mg*? e a sua regulagéo por
inibicdo é feita com moléculas livres de UTP. A enzima ocupa um papel central no
metabolismo dos aclcares de nucleotideos. A UDP-glucose estd também envolvida com a
sintese da glicose e com a formacdao de celulose e calose (MENG et al., 2009). Esta proteina
foi identificada no spot 290, que foi menos expresso na tangerina Poncan infectada com a X.
fastidiosa. A deposicdo da calose € uma resposta de defesa da planta contra o agente
agressor, tendo como funcdo dificultar a entrada do patdégeno no citoplasma da planta
(GOHRE & ROBATZEK, 2008).

Metabolismo de aminoacidos

Foram identificadas duas proteinas envolvidas com o metabolismo de aminocidos,
sendo elas a proteina 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine-

methyltransferase (spot 153) e a proteina glycine dehydrogenase decarboxylating



88

mitochondrial (spot 205), ambas se apresentaram mais expressas na tangerina Poncan

inoculada com a bactéria.

A metionina sintase catalisa a formag&o de metionina através da transferéncia de um
grupo metil da 5-metil-tetra-hidrofolato para a homocisteina. Esta reacdo é o Gltimo passo
da biossintese da metionina e é o ponto onde a via do metabolismo de um carbono converge
para a via do metabolismo de metionina. Em plantas existe apenas a metionina sintase
independente de cobalamina (vitamina B12) representando a segunda classe desta enzima;
ela também é encontrada em fungos e em alguns procariotos (SULIMAN, APPLING e
ROBERTUS, 2007). A sintese de metionina ocorre em uma via com um complexo circuito
regulatorio cujo ponto intermediario desta via, em plantas, é o O-fosfo-homoserina (OPHS),
um substrato comum para treonina sintase (TS) e para a cistationina y-sintase (CgS)
(HESSE et al., 2004; ROEDER et al., 2009).

A formacdo da metionina acontece em trés passos. Primeiramente ocorre a
condensacdo da cisteina, depois 0 OPHS é catalisado pela CgS resultando em cistationina
que é subsequentemente convertida em homocisteina pela cistationa 3-liase e finalmente em
metionina pela metionina sintase (DANCS, KONDRAK e BANFALVI, 2008). A metionina
sintase além de sintetizar a metionina também tem a funcéo de regenerar o grupo metil da
S’adenosil-L-metionina (HESSE et al., 2001).

Eventualmente cerca de 20% da metionina formada é incorporada nas proteinas
enquanto que 80% é convertida em S’adenosil-L-metionina (SAM). A formacgdo de SAM se
da pela adenilagdo da metionina com a participacdo da enzima S’adenosil-L-metionina
sintetase. SAM € um importante doador bioldgico de metil envolvido na metilacdo de varios
compostos celulares (como DNA, RNA, proteinas e lipideos) e volateis e um precursor da
sintese de metabolitos, como etileno, poliaminas, nicotiaminas e biotina (HESSE et al.,
2004; ROEDER et al., 2009).

O etileno € um horménio vegetal que possui mdaltiplas funcbes fisioldgicas,
participando da regulacdo de praticamente todos 0s processos de crescimento,
desenvolvimento e senescéncia das plantas. Além disso, este hormonio é sintetizado tanto
como resposta a ferimentos como a infeccdo por patdgenos, participando também na

modulacdo de resposta da planta a estresse abidtico como em condi¢do de falta de agua
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(AHARONI, 1976; CHANDLER, 1988; HYODO, 1991; GROSSKOPF et al., 1991). O
primeiro passo para a ativacdo da biossintese de etileno é o reconhecimento das moléculas
eliciadoras derivadas do patdgeno ou moléculas de aviruléncia pelos receptores da planta. O
aumento da producdo do etileno induz genes relacionados a defesa que codificam proteinas
que participam na intensificacdo das barreiras fisicas e no confinamento fisico do patégeno,
enzimas do metabolismo secundario e as proteinas relacionadas a defesa (PR)
(BROEKAERT et al., 2006). Conforme relato de Boller (1990), exposicdo de plantas a
etileno induz os mecanismos de defesa associadas ao sistema de resisténcia adquirida

(SAR), como sintese de proteinas relacionadas com patogénese (PRPS) e lignificacao.

Na tangerina Poncan, a inducdo da expressdo da proteina 5-
methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine-methyltransferase pode estar
favorecendo a producdo de etileno que ird desencadear um dos mecanismos de defesa da
planta contra este patogeno.

A glycine dehydrogenase decarboxylating mitochondrial € uma enzima que ajuda na
quebra da glicina. Na fotossintese nos cloroplastos, alguma por¢éo da ribrose-1,5-difosfato
do ciclo de Calvin é oxidada a glicolato-2-fosfato e glicerato-3-fosfato pela atividade
oxigenase da rubisco. O glicolato formado sai do cloroplasto e entra no peroxissoma onde é
transformado em glicina pela via do glioxilato (via alternativa de metabolismo de acetil-
CoA encontrada nos vegetais e em algumas bactérias que permite a sintese de glicose e a
producdo de intermediarios do ciclo de Krebs a partir do acetil-CoA). Depois a glicina se
move até a mitocondria e é decomposta a CO,, NH3, NADH e serina pelo sistema de
quebra da glicina. A serina é convertida principalmente em glicerato-3-fosfato e participa
novamente do ciclo de Calvin. A reacdo de quebra da glicina é um tipo de reacdo de
salvamento da fotossintese nas plantas. Nos tecidos das plantas, o NADH formado pela
reacdo de quebra da glicina pode ser utilizado principalmente na redugéo do oxaloacetato a

malato como na fosforilacdo oxidativa da mitocondria (KIKUCHI et al., 2008).

Com isso a planta pode estar intensificando o processo fotossintético com intuito de

se produzir mais energia a ser utilizada no combate ao patégeno.
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Ribossomo

Os ribossomos sdo particulas compostas de RNA e proteinas, que se associam ao
RNA mensageiro e catalisam a sintese de proteinas em todos os organismos. As proteinas
ribossomais sdo nomeadas de acordo com a subunidade do ribossomo ao qual pertencem.
Na subunidade 60S de eucariotos ocorre a presenca de uma familia de proteinas conhecidas
como PO, P1 e P2 as quais desempenham um importante papel no passo de alongamento da
sintese de proteinas, interagindo também com fatores de traducdo (HIHARA et al., 1994;
REMACHA et al., 1995). Foram identificadas duas proteinas relacionadas ao ribossomo,
sendo elas a proteina Acidic ribosomal protein PO homolog (spot 572) como sendo de
microrganismo e a proteina Ribosome biogenesis protein ERB1 (spot 575) na tangerina
Poncan com X. fastidiosa. O aumento de sua expressao poderia evidenciar o estimulo da
sintese de novas proteinas na tangerina Poncan como resultado da sua interacdo com a
bactéria, podendo ser tanto relacionada a defesa quanto para balancear o seu metabolismo

de alguma desordem ocasionada pelo patogeno.

A analise protedmica de tecidos vegetais ja foi demonstrada, apesar de ainda
permanecerem consideraveis desafios técnicos a respeito da 2DE e da identificacdo de
proteinas por MS. A maioria das proteinas identificadas, independente da espécie de planta
utilizada ou da condicdo de estresse testada, parece estar presente na forma constitutiva
(defesas pré-formadas) ou € induzida especificamente nas plantas resistentes/tolerantes.
Poucas delas sao especificas para o tipo de estresse aplicado (ROSIGNOL et al, 2006).

Em ambas as interacdes, compativel (suscetivel) e incompativel (resistente), entre
planta e patdgeno, as plantas respondem secretando seu proprio grupo de proteinas. Essas
proteinas podem tanto causar um dano direto aos invasores quanto agir de uma forma
protetora por meio da inibicdo da enzima de degradacgédo da parede celular secretada pelo
patdgeno, por exemplo (HOUTERMAN et al., 2007).

A ativacdo da resposta da planta a invasdo de microrganismos requer a deteccao de
sinais fornecidos pelo patégeno, os quais podem desencadear esta resposta. Diversas
classes de moléculas derivadas do patdgeno se mostram efetivas como uma forma de
sinalizacdo; alguns destes sinais agem diretamente, enquanto outros agem indiretamente

convertendo os componentes da planta em moléculas sinalizadoras, como ocorre com
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algumas enzimas (AYERS et al., 1985 apud SHUDA & RAVISHANKAR, 2002). No caso
da X. fastidiosa, algumas de suas moléculas, como o0s exopolissacarideos,
lipopolissacarideos, adesinas e exoenzimas podem atuar como PAMPs (OSIRO et al., 2004;
FEDATTO et al., 2006; WULFF et al., 2006; SOUZA et al., 2009).

No caso do mecanismo de defesa da laranja Péra ser ativado, isso pode estar
ocorrendo tardiamente, ou seja, depois que a bactéria ja se estabeleceu dentro da planta,
impossibilitando-a de combater a doenca. Outra hipGtese seria a bactéria conseguir
ultrapassar a sua resisténcia basal, evidenciando uma caracteristica comum de resposta das
plantas suscetiveis ao patdgeno. Por outro lado a tangerina Poncan consegue reconhecer o
patdgeno, apds a bactéria ter alcancado certa densidade populacional, ativando rapidamente
0s mecanismos relacionados com a sua resposta de defesa para impedir 0 sucesso da
colonizagdo e espalhamento do patdgeno para outros vasos, evidenciando uma interacéo de
plantas tolerantes ou ndo hospedeiras (nonhost) a este patdgeno.

Embora ndo se tenha conseguido a identificacdo de todas as proteinas
diferencialmente expressas nessa intera¢do planta-patogeno, provenientes de laranja Péra e
tangerina Poncan que foram separadas em um gradiente de pH de n&o linear 3-10, o ajuste
fisiol6gico sugerido por algumas proteinas sdo condizentes com a reacdo esperada pelos
organismos, suscetivel e tolerante ao estresse causado pela X. fastidiosa. A expressdao de
algumas das proteinas afetadas e identificadas corresponde aos genes que tiveram suas
expressdes aumentadas ou diminuidas, identificados em estudos anteriores de transcriptoma
realizado por Souza et al. (2007D).

A presenca da X. fastidiosa em plantas suscetiveis (como a laranja Péra) desencadeia
a CVC. Esta doenca induz o estresse hidrico e nutricional, os quais fazem parte das
mudancas fisiologicas observadas nas plantas. Essas mudancgas levam a modifica¢fes do
padrdo de expressdo protéica, aumentando ou diminuindo o nivel de expressao de diversas
proteinas. Apesar dos estragos causados pela CVC, esta doenga ndo mata a laranja Péra
afetada, indicando uma possivel adaptacdo dos mecanismos que auxiliam esta planta a
continuar viva. Em contrapartida, as proteinas identificadas na tangerina Poncan inoculada
com a X. fastidiosa podem indicar uma resposta de planta tolerante ao patdgeno, ja que esta
planta apresentou resposta diferente ao da laranja Péra neste tipo de interacdo, apresentando

a expressdo de diferentes tipos de proteinas para impedir a colonizacdo do patogeno.
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8. CONCLUSAO

O método de extracdo de proteinas adotado neste trabalho apresentou boa resolucao
e reprodutibilidade.

Foram observadas alteracdes diferenciais do proteoma total de folhas de laranja Péra
e de tangerina Poncan infectadas com X. fastidiosa quando comparados aqueles
obtidos das respectivas plantas sadias.

A separacdo das proteinas da folha de tangerina Poncan inoculada com X. fastidiosa
por eletroforese bidimensional em um gradiente de pH de 3-10 ndo linear
demonstrou que ocorreu um predominio de proteinas diferencialmente expressas
com pl entre 4-7.

A separacdo das proteinas da folha de laranja Péra inoculada com X. fastidiosa por
eletroforese bidimensional em um gradiente de pH de 3-10 ndo linear demonstrou
que as proteinas diferencialmente expressas se dispuseram em uma grande
abrangéncia de pl e de massa molecular.

Laranja Péra e a tangerina Poncan apresentaram formas de resposta bem distintas a
colonizagdo por X. fastidiosa ap6s 30 dias da sua inoculagao.

Tangerina Poncan apresentou aumento de expressdo de proteinas relacionadas a
defesa impedindo a colonizacdo da X. fastidiosa em seu vaso.

A combinagdo da eletroforese bidimensional e espectrometria de massas
possibilitam uma separacéo reprodutivel e identificagdo de algumas das proteinas de
folhas de citros diferencialmente expressas nas plantas laranja Péra e tangerina
Poncan.

A utilizacdo de técnicas de analise protedbmica, bem como de seus avancos, ainda
permitem amplas possibilidades para a investigacdo de novos alvos moleculares

envolvidos na interacdo planta-patogeno.
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9. PERSPECTIVAS

Este estudo inédito acerca do proteoma total de folhas de laranja Péra e tangerina
Poncan revelou interessantes alvos moleculares, possivelmente envolvidos nos processos
relacionados a resposta destas plantas a infeccdo por X. fastidiosa. Entretanto, embora estas
informacdes sejam de fundamental importancia, acabam se mostrando parciais no que se
refere a suas fungBes nestes organismos e ndo nos contextualizam em uma visao fisioldgica
dindmica dos processos celulares. Assim, o desenvolvimento de novos trabalhos, que
envolvam andlises mais abrangentes das alteragdes de expressdo de proteinas observadas em
laranja Péra e tangerina Poncan infectadas com a X. fastidiosa e até o desenvolvimento de
estudos dos seus sub-proteoma (proteinas de organelas como mitocondria e cloroplastos)
devem ser realizados. Para complementar as informacGes acerca da funcdo das proteinas
detectadas no presente trabalho e com intuito de se identificar possiveis novos alvos
moleculares envolvidos na regulacdo da interagdo planta-patdgeno, estudos posteriores com
0 emprego de novas metodologias se fazem necessarios. Como um exemplo, podemos citar
a validacdo das proteinas identificadas por espectrometria de massas atraves do emprego de
anticorpos especificos. Outro estudo interessante seria a avaliacdo do metaboloma destas
plantas em resposta a CVC, visto que muitos produtos secundarios da planta estdo
envolvidos na sua interagdo com o ambiente, sendo induziveis por elicitores bidticos ou
abidticos (SUDHA & RAVISHANKAR, 2002). Um ponto importante a ser ressaltado seria
a utilizacdo de algumas das proteinas que se apresentaram mais expressas na tangerina
Poncan inoculada com a bactéria, como por exemplo a miraculina, a aldo-ceto redutase e a
ATPase vacuolar, como alvo de melhoramento genético na laranja Péra. Caso estes estudos
se realizem, talvez possamos no futuro compreender melhor estas questdes fisioldgicas e
moleculares relacionadas a resposta destas plantas frente a este patdgeno, o que poderia
possibilitar a fundamentagdo de novas teorias no que se refere a expressdo diferencial destas
proteinas. Com isso, talvez consigamos interpretar melhor os mecanismos envolvidos no
processo de defesa destas plantas e o que as tornam resistentes e/ou tolerantes, podendo

também contribuir para um aumento de produtividade e de qualidade de seus frutos.
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