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O Brasil se destaca internacionalmente como um importante produtor e exportador
de frutas citricas e seus derivados. A grande maioria das variedades comerciais de citros
sdo hospedeiras de uma infinidade de agentes fitopatogénicos incluindo a bactéria
Xanthomonas citri, que causa o Cancro Citrico (Mattos Junior et al., 2005). Apesar das
medidas de controle vigentes, o Cancro Citrico, representa ainda uma grande ameaca
aos citricultores, com cinco vezes mais plantas infectadas nas propriedades paulistas que
a média dos Ultimos treze anos (dados do Fundecitrus publicados em

www.fundecitrus.com.br). O Cancro Citrico se caracteriza pela hipertrofia (divisdo) e

hiperplasia (crescimento) das células hospedeiras em resposta a infecgéo, levando a um
acrescimento anormal das células e consequentemente rompimento da epiderme foliar,
0 que favorece a dispersdo da bactéria (Brunnings e Gabriel, 2003). Tal resposta é
mediada pela a¢éo dos efetores TAL (transcription activator-like efffectors), proteinas que
a bactéria injeta dentro da célula da planta e que funcionam como fatores de transcri¢ao.
Os efetores TAL ativam a transcricdo de genes alvos responsaveis pelo controle do
crescimento celular. Mutantes de X. citri deficientes na producdo de efetores TAL néo
causam hiperplasia e hipertrofia em citros (Abe e Benedetti, 2016)

A maneira pela qual os efetores TAL controlam a transcricdo em citros ainda nao é
inteiramente conhecida, mas sabe-se que proteinas da hospedeira, incluindo a prolil-
isomerase CsCYP, desempenha um papel importante no desenvolvimento do Cancro
Citrico. Plantas de citros deficientes na producdo de CsCYP apresentaram maior
crescimento celular em resposta a infecgdo por X. citri (Campos et al., 2013). Uma vez
gue os efetores TAL de X. citri interagem e modulam a atividade prolil-isomerase de
CsCYP, temos como hipétese que CsCYP modula a transcricdo de genes na planta
responsaveis pelo crescimento celular (Domingues et al., 2010; Campos et al 2013).

Com o objetivo de entender os mecanismos que levam a este crescimento celular

na planta, o grupo pretende utilizar a planta modelo Arabidopsis thaliana, uma vez que


http://www.fundecitrus.com.br/

esta apresenta ampla gama de mutantes ja selecionados, incluindo os mutantes rocl e
roc3, que apresentam inser¢cdes nos genes que codificam para as prolil-isomerases
ROC1 e ROCS3, respectivamente, as quais apresentam alta identidade com a proteina
CsCYP de citros.

Em trabalho preliminar, observamos que os mutantes rocl e roc3 apresentam a
formacao de pustulas quando infectados com a bactéria X. citri, porém, numa intensidade
maior que o observado em plantas normais (Col-0). Embora a inducéo de hipertrofia de
células em Arabisopsis em resposta a infec¢do por fitobacterias tenha sido reportado
como um fenémeno de endo-replicacdo, ou seja, duplicagdo do material genético sem
divisdo da célula (Hamdoun et al., 2013), os dados sugerem que as proteinas ROC1 e
ROCS3, a semelhanca de CsCYP, controla crescimento celular em Arabidopsis. De acordo
com Hamdoun e colaboradores, o fenbmeno de endo-replicacdo € dependente da
resposta de defesa basal mediada pelo receptor de flagenlina.

Sendo assim, 0 presente projeto tem o objetivo de avaliar a resposta de hipertrofia
e hiperplasia em folhas de Arabdopsis thaliana selvagem (Col-0) e mutantes rocl, roc3 e

fls2, infectadas com diferentes linhagens bacterianas, incluindo P. syringae e X. citri.

Objetivos especificos:

1. Crescer em solo plantas Col-0 e mutantes rocl, roc3 e fls2

2. Infectar folhas de plantas com as bactérias: Pseudomonas syringae pv. tomato
linhagem patogénica DC3000, Pseudomonas syringae pv. tomato linhagem HrcC-,
Xanthomonas citri linhagem patogénica 306, Xanthomonas citri linhagem AhrpB2 (que
nao transloca efetores tipo “TAL”), e mutantes de dele¢&o nos efetores TAL (A pthAs).

3. Observar, através de técnicas de microscopia, o desenvolvimento de hipertrofia
e / ou hiperplasia celular em folhas infectadas.

4. Utilizar técnicas de coloracao nuclear com DAPI ou Hoescht para avaliar endo-
replicacdo em células de folhas infectadas apresentando hipertrofia.

5. Avaliar a transcricdo de potenciais genes alvos de efetores TAL por RT-PCR
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