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RESUMO 

 

Xylella fastidiosa (Xf) é uma bactéria Gram-negativa, limitada ao xilema, fitopatogênica, 
causadora de várias doenças de grande importância econômica, entre elas a Clorose Variegada 
de Citrus (CVC). A interação planta-patógeno ativa na planta mecanismos de defesa, entre 
eles a explosão oxidativa, na qual são produzidas espécies reativas de oxigênio (ERO) como o 

O2·- (radical ânion superóxido), H2O2 (peróxido de hidrogênio) e HO· (radical hidroxil). Por 
sua vez, a bactéria, ao sofrer esse estresse oxidativo, desencadeia uma rede de sinalização que 
leva a produção de um conjunto de enzimas para detoxificar essas espécies, para que o 
processo de infecção e colonização obtenha sucesso. Para análise global de expressão gênica, 
a ferramenta mais utilizada é hibridação competitiva em microarranjos de DNA, e nosso 
laboratório desenvolveu um chip com 2200 ORF’s de Xylella fastidiosa, que foi utilizado para 
avaliar a modulação da expressão gênica de Xf sob condições de estresse oxidativo induzido 
por Paraquat®. Um resultado interessante foi ativação de genes caracterizados como fatores 
de virulência, o que poderia estabelecer uma curiosa relação entre o mecanismo de defesa das 
plantas e o desencadeamento da ativação dos mecanismos de patogenicidade por parte da 
bactéria, principalmente genes que codificam adesinas. Outro resultado interessante foi o fato 
dos genes hsf, ahpC, ahpF (que apresentaram-se superexpressos) e o próprio regulador OxyR 
localizarem-se colinearmente no genoma de Xf. Uma melhor avaliação da região promotora 
destes genes poderá nos auxiliar a encontrar elementos controladores da transcrição em Xf, o 
que será muito útil para futuros estudos funcionais. 

 
Palavras-chave: interação planta-patógeno, espécies reativas de oxigênio, microarranjo. 

 

 



ABSTRACT 

 

Xylella fastidiosa (Xf) is a Gram-negative bacterium, xylem-limited, that infects a broad range 
of plants and causes economically important diseases, including Citrus Variegated Chlorosis 
(CVC). The interaction plant-pathogen actives the plant defense mechanisms, between them 
there is the “oxidative burst”, in which reactive oxygen species (ROS), as the O2·

- (superoxide 
radical), H2O2 (hydrogen peroxide) and HO· (hydroxyl radical) are produced. In response to 
this oxidative stress, the bacterium triggers a signaling network that induces the production of 
a set of enzymes to detoxific these species, in order to the process of settling and infection 
gets success. For global analysis of genic expression, the most used tool is the competitive 
hybridization in DNA microarray. In our laboratory, it was developed a chip with 2200 ORF's 
of the Xf, which was used to evaluate the modulation of the genic expression of Xf under 
conditions of oxidative stress induced for Paraquat®. An interesting result was the activation 
of virulence factors characterized genes, which could establish a curious relation between the 
plant defense mechanisms and the activation of the pathogenicity mechanisms by the 
bacterium, mainly genes that codify adhesins. Another interesting result was the fact that 
genes the hsf, ahpC, ahpF (that had been presented up-regulated) and the OxyR regulator are 
situated side by side on the genome of Xf. A better evaluation of the promoter region of these 
genes could be interesting to find controlling elements of the transcription in Xf, what will be 
very useful for future functional studies. 

 
Keywords: interaction plant-pathogen, reactive oxygen species, microarray. 
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1 Introdução 

 

1.1 Xylella fastidiosa e a Clorose Variegada de Citrus 

 

Xylella fastidiosa (Xf) é uma bactéria Gram-negativa, limitada ao xilema, aflagelada, 

possui forma de bastonete, não forma esporos, é apigmentada, não fermentativa, não móvel, 

aeróbica estrita, não halofítica, mede  0,1 a 0,5 µm x 1 a 5 µm, tem hábito nutricional 

fastidioso e o pH e temperatura ótimos de crescimento variam entre 6,5-6,9 e 26-28°C 

respectivamente (WELLS et al., 1987) (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Microscopia eletrônica de Xylella fastidiosa nos vasos do xilema de laranjeira 
(FUNDECITRUS, 2007). 

 

Xf é considerada espécie única do gênero Xylella, grupo Xanthomonas, família 

Lysobacteriaceae, ordem Lysobacteriales, subdivisão gamma das eubactérias. Anteriormente, 

Xf era associada com a família Rickettsiaceae, devido à semelhança morfológica e 

requerimentos nutricionais. Os resultados dos estudos de hibridações de DNA e análise de 

seqüências de 16S rRNA, determinaram similaridades ao subgrupo gamma das eubactérias, 

que inclui os fitopatógenos do gênero Xanthomonas excluindo, deste modo, qualquer 

relacionamento com Rickettsiaceae. Entretanto, diferenças genotípicas e fenotípicas em 

relação as espécies do gênero Xanthomonas, permitiram sua classificação em um gênero 

separado. Foi proposto então o nome Xylella fastidiosa para estabelecer um novo gênero, com 

uma única espécie incluindo todos as cepas de bactérias Gram-negativas fastidiosas limitadas 
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ao xilema (XLB ou FXLB) (WELLS et al., 1987; HOPKINS, 1989; PURCELL & HOPKINS, 

1996). 

Xf foi o primeiro microrganismo fitopatogênico a ter seu genoma totalmente 

seqüenciado devido à sua importância, pois ele causa doenças em uma grande variedade de 

plantas como videira, pessegueiro, cafeeiro, ameixeira, laranjeira, plantas ornamentais entre 

outras. É transmitida por enxertos contaminados ou por insetos vetores, da subfamília 

Cicadellinae e Cercopidae, conhecidos popularmente como cigarrinhas, que se alimentam da 

seiva do xilema. (HOPKINS, 1989; SIMPSON et al., 2000; COLETTA-FILHO et al., 2001; 

BUZKAN et al., 2005).   

No Brasil, a Xf foi identificada em 1987 em pomares do Triângulo Mineiro e do Norte 

e Noroeste de São Paulo, sendo responsável por uma das doenças economicamente mais 

importante, a Clorose Variegada de Citrus (CVC), também conhecida popularmente como 

amarelinho (LI et al., 2003). O Brasil é o maior produtor de laranja do mundo atendendo a 

maioria do mercado internacional de sucos concentrados. Mais de 80% da produção vem do 

Estado de São Paulo, onde essa atividade gera 3,4 milhões de empregos e mais de 1,5 bilhão 

de dólares por ano, sendo que cerca de 90% dos pomares de São Paulo estão afetados pela 

CVC (ARAÚJO et al., 2002). 

Os sintomas da doença são causados pela oclusão vascular devido à formação de 

biofilme, goma, tilose e matriz exopolimérica, levando ao estresse hídrico (MARQUES et al., 

2002; de SOUZA et al., 2005a). Os primeiros sintomas aparecem nas folhas da copa como 

pequenas manchas amareladas na parte ventral da folha e lesões de cor palha na parte dorsal 

das folhas, com conseqüente desfolha dos ramos mais altos da planta, locais mais atacados 

pelas cigarrinhas. Os frutos se tornam duros, pequenos, queimados de sol, amadurecem 

precocemente e perdem seu valor comercial (www.fundecitrus.com.br) (Figura 2). 

 

  

Figura 2: Folhas e frutos apresentando sintomas de CVC (FUNDECITRUS, 2007).  
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As estratégias de manejo utilizadas para controle da CVC são: seleção das mudas, 

controle do vetor, poda de ramos com sintomas iniciais em plantas com mais de dois anos e 

erradicação de plantas abaixo dessa idade. Desde 1996, o Fundo de Defesa da Citricultura 

(FUNDECITRUS) realiza anualmente um levantamento para retratar a incidência de CVC nas 

quatro principais variedades de laranja (Pêra Rio, Valência, Natal e Hamlin) dentro do estado 

de São Paulo. O levantamento é realizado nos meses que antecedem a colheita (Junho a 

Agosto) e são consideradas as zonas Norte, Noroeste, Oeste, Centro e Sul do estado, sendo 

que a CVC permanece estável nos últimos três anos (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Incidência de CVC nas principais variedades de laranja dentro do estado de São Paulo 
(FUNDECITRUS, 2007). 
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1.2 Interação planta - patógeno 

 

As plantas são exploradas como fonte de alimento e abrigo por vários parasitas, tais 

como vírus, bactérias, fungos, nematóides, insetos e outras plantas (MCDOWELL & 

DANGL, 2000). Existe uma grande diversidade de microrganismos, que habitam nas plantas 

interna e externamente, podendo interagir entre si e com o hospedeiro. Esses microrganismos 

são chamados endofíticos quando habitam o interior das plantas sem causar-lhes nenhum 

dano e epifíticos quando habitam o seu exterior, podem também se originar e multiplicar-se 

em locais externos da planta e depois se moverem para partes internas e vice-versa 

(SABARATNAM & BEATTIE, 2003). 

Microrganismos epifíticos enfrentam variações ambientais, enquanto os endofíticos 

enfrentam as respostas de defesa da planta, que são induzidas pela invasão microbiana, sendo 

que os microrganismos que causam doenças são chamados de patogênicos. A interação entre 

esses microrganismos favorece o uso dos não patogênicos como agentes de biocontrole. 

Diversos estudos têm mostrado que esses microrganismos podem ter a capacidade de 

controlar patógenos, insetos e nematóides, podendo acelerar o crescimento e o 

desenvolvimento da planta (ARAÚJO et al., 2002; SABARATNAM & BEATTIE, 2003; 

LACAVA et al., 2004). 

Por não possuírem um sistema imune adaptado circulante para protegê-las de 

patógenos e/ou, para sobreviver a agressões bióticas e abióticas, as plantas desenvolveram 

mecanismos de defesa que são constitutivos ou induzidos. A adaptação e resistência são 

ocasionadas por alterações no metabolismo da célula vegetal, através da síntese de proteínas 

de defesa expressas por genes específicos, ativados por mecanismos complexos, de forma 

direta (combatendo o agente agressor) ou indireta (preservando a estrutura e as funções 

celulares) (MCDOWELL & DANGL, 2000). 

A interação planta-patógeno é chamada compatível quando ocorre a doença e 

incompatível se a planta resiste à agressão. O mecanismo de defesa só é acionado se a planta 

reconhecer a presença do agressor. Isso acontece através de interações receptor-indutor nas 

quais os genes de Avirulência (Avr) do patógeno interagem com genes de resistência (R) do 

hospedeiro e acionam sinais que ativam, no núcleo da célula, os genes responsáveis pela 

defesa. Os indutores incluem proteínas, glicoproteínas, glicanos lipídios e moléculas sintéticas 

(ODJAKOVA & HADJIIVANOVA, 2001; BRUGGER et al., 2006; DODDS et al., 2006). 
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Esse sistema de interação receptor-indutor foi proposto por Harold H. Flor em 1942, 

que o identificou como sistema de reconhecimento gene-a-gene, com interação específica. 

Uma planta com o gene R reconhece um patógeno com o gene Avr correspondente, a presença 

do gene Avr torna o patógeno não virulento se a planta tiver o gene R correspondente. Se o 

gene correspondente não existe na planta ou no agente patogênico, não há reconhecimento 

nem resistência e assim doença se manifesta (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Interação entre a proteína Avr do patógeno e a proteína R da planta. O patógeno (cinza) liga-
se a uma célula da planta e expressa um conjunto de proteínas (vermelhas). Estas proteínas são translocadas para 
dentro das células da planta e seus alvos são as proteínas do hospedeiro que controlam a resposta de defesa, 
metabolismo ou outros processos da planta que afetam a virulência do patógeno (verdes). (a) As células da 
planta não expressam proteínas R que são capazes de reconhecer a proteína do patógeno e a planta adoece. (b) 
Interação receptor-indutor, onde a proteína R liga-se a proteína Avr do patógeno ativando uma rede complexa de 
transdução de sinal que desencadeia a resposta de defesa. (c) A proteína R detecta uma proteína modificada do 
próprio hospedeiro (estrela vermelha) talvez como um complexo que se liga à proteína Avr do patógeno 
(MCDOWELL & WOFFENDEM, 2003, adaptado). 

 

O sistema de reconhecimento envolvendo produtos dos genes R e Avr desencadeia 

respostas de defesa do hospedeiro, sendo que uma dessas respostas é a Resposta 

Hipersensitiva (RH) que é ativada no ponto onde ocorre a agressão e resulta na morte celular 

programada das células situadas no local do contato entre planta e o agressor, o patógeno fica 

confinado na lesão necrótica impedindo assim que ele invada as células vizinhas 

(ODJAKOVA & HADJIIVANOVA, 2001; DODDS et al., 2006). 
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 Entre as características da RH estão o aumento rápido e transitório de agentes 

oxidantes, o fluxo de íons através das membranas celulares, a destruição de compartimentos, 

reforço das paredes celulares por deposição e ligação cruzada de polissacarídeos, proteínas, 

glicoproteínas e fenólicos insolúveis, síntese de fitoalexinas, peptídeos e proteínas 

relacionadas à patogênese, conhecidas como PR (ODJAKOVA & HADJIIVANOVA, 2001; 

DODDS et al., 2006). 

Outra resposta de defesa é a Resistência Sistêmica Adquirida (RSA), desencadeada 

pela RH como um segundo sistema de defesa, que envolve células vizinhas não infectadas e 

mantém a planta protegida contra ataques subseqüentes (ODJAKOVA & HADJIIVANOVA, 

2001; DODDS et al., 2006). 

Os produtos dos genes Avr são inseridos nas células do hospedeiro através do sistema 

de secreção tipo III. Em Xf não foram encontrados genes que codificam proteínas com 

similaridades significativas às várias seqüências de genes Avr, embora haja uma grande 

variabilidade desses genes. Isto sugere que Xf não necessita desses genes, talvez porque o 

inseto vetor inocule a bactéria diretamente nos vasos do xilema (SIMPSON et al., 2000). 

Sistema de secreção tipo III funciona injetando efetores de patogenicidade e/ou 

virulência diretamente no citoplasma das células hospedeiras, os quais podem agir suprimindo 

respostas de defesa da planta, favorecendo o desenvolvimento das doenças ou promovendo a 

liberação de nutrientes da célula vegetal. Em alguns casos, esses efetores secretados podem 

ser reconhecidos pela planta e dispararem o sistema de defesa vegetal, sendo então 

considerados efetores de avirulência (DOW & DANIELS, 2000). 

Entretanto algumas das proteínas Reação Hipersensitiva e Patogenicidade (Hrp) que 

estão envolvidas no sistema de secreção tipo III, encontraram alto nível de similaridade no 

genoma de Xf. Um exemplo é o gene xpsE, responsável pela secreção de enzimas de 

degradação e toxinas (de SOUZA et al., 2005b). 

Um dos primeiros eventos observados no mecanismo de defesa das plantas é o fluxo 

de íons através da membrana plasmática e o estresse oxidativo. A mudança na permeabilidade 

da membrana plasmática leva ao influxo de íons cálcio (Ca2+) e hidrogênio (H+) e ao efluxo 

de íons cloro (Cl-) e potássio (K+). O Ca2+, através de interação com a NADPH oxidase e 

proteínas como a calmodulina (CaM) e Proteína Quinase Dependente de Cálcio (CDPK), 

desempenha um importante papel na defesa. Os genes que codificam proteínas CDPK e CaM 

são superexpressos no estresse oxidativo. Quando a CaM e uma cascata de Proteína Quinase 

Ativada por Mitógeno (MAPK) são ativadas, elas induzem ou suprimem vários fatores de 

transcrição (MCDOWELL & DANGL, 2000; WAN et al., 2002). 
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Uma complexa rede de sinalização é ativada durante a resposta de defesa da planta, 

por sinalizadores como íons, canais iônicos, espécies reativas de oxigênio (ERO), ácido 

salicílico (SA), óxido nítrico (NO·), hormônio gasoso etileno (ETH), ácido jasmônico (JA), 

MAPK, fatores de transcrição, lipases, proteases, mudança no pH exocelular, entre outros, os 

quais resultam numa reprogramação do metabolismo celular  (ODJAKOVA & 

HADJIIVANOVA, 2001; WAN et al., 2002). 

Estudos com diferentes sistemas planta-patógeno têm mostrado que as plantas ativam 

diferentes vias de defesa dependendo do tipo de agressor, sugerindo possíveis interações entre 

essas vias de sinalização. A via dependente de ETH/JA é ativada por patógenos necrotróficos 

que se alimentam de células de plantas mortas para obter seus nutrientes. A via dependente de 

SA é ativada por patógenos biotróficos que obtém seus nutrientes de tecidos de plantas vivas. 

Alguns estudos indicam que essas vias são mutuamente inibitórias (MCDOWELL & 

DANGL, 2000; BRUGGER et al., 2006).  

Entre os mecanismos de defesa mais importantes da planta, está a explosão oxidativa, 

produzida através da geração de altos níveis de ERO durante a interação planta-patógeno, 

ocasionando um estresse oxidativo no patógeno. Assim, o sucesso no estabelecimento de 

patógenos na planta está diretamente relacionado a sua capacidade de resistir aos diferentes 

tipos de estresse, notadamente o oxidativo.  

 

1.3 Espécies reativas de oxigênio (ERO) 

 

1.3.1 Origem 

 

As EROs são formas parcialmente reduzidas do oxigênio molecular (O2). O O2 é 

essencial para a sobrevivência de organismos aeróbicos, é atóxico e não é muito reativo, 

devido à estrutura estável dos elétrons na sua camada externa, mas alterações na distribuição 

dos elétrons podem ativá-lo, como uma fotoexcitação, levando a formação de oxigênio 

singlete (1O2) ou através de sucessivas adições de 1, 2 ou 3 elétrons, produzindo 

respectivamente radical ânion superóxido (O2·-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical 

hidroxil (HO·) (Figura 5)  (MITTLER, 2002; RESENDE et al., 2003). 
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Figura 5: Formas parcialmente reduzidas do oxigênio molecular (BUECHTER, 1988). 

 

As principais reações que originam ERO são: 

Reação de Fenton:   O2·- + Fe3+ → O2 + Fe2+ 

    Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + HO· 

Reação de Haber-Weiss:  H2O2 + O2·- → O2 + OH- + HO· 

A geração de ERO está envolvida na resposta de defesa da planta ao estresse biótico 

(vírus, bactérias, fungos, entre outros) e abiótico (radiação ultravioleta, estresse salino, 

estresse hídrico, estresse mecânico, estresse térmico, poluentes de ar, entre outros) e também 

pode se originar em processos oxidativos normais da célula, como respiração e fotossíntese 

(MITTLER, 2002; MAHALINGAM & FEDOROFF, 2003; RESENDE et al., 2003). 

 Estas espécies podem ter funções benéficas ou deletérias nas células. Por exemplo, 

H2O2 beneficia a planta por polimerizar um precursor da lignina durante a lignificação da 

parede celular, promove a ligação cruzada entre proteínas da parede celular, formando uma 

barreira física contra a invasão do patógeno e pode contribuir para a senescência. A 

lipoperoxidação desencadeada por ERO resulta na perda da semipermeabilidade da membrana 

celular, um dos primeiros danos causados por estresse oxidativo (MAHALINGAM & 

FEDOROFF, 2003; ANDERSON & PADHYE, 2004). 

Outras funções incluem agente antimicrobiano, mensageiro secundário na via de 

transdução de sinais e envolvimento na apoptose de células, indicando uma função na morte 

celular durante a RH em plantas. A morte celular em plantas induzida por ERO, pode resultar 

de processos oxidativos como peroxidação de lipídios de membrana, oxidação de proteínas, 

inibição de enzimas e lesões no DNA e RNA (MITTLER, 2002).  
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O ânion O2·- pode ser gerado pela NADPH oxidase da membrana plasmática, por 

peroxidases (POX) da parede celular e lipoxigenases (LOX), como resultado da transferência 

de elétrons da mitocôndria ou do cloroplasto. Nos cloroplastos, é gerado através da 

transferência de energia de uma clorofila foto-excitada para o O2. O2·- oxida várias moléculas 

orgânicas como o ascorbato, tióis, tocoferol e catecolaminas e reduz metais como o Fe3+ nas 

reações de Fenton ou oxida grupos [4Fe-4S] de dehidratases através da reação de Haber-

Weiss liberando Fe2+ e quando protonado produz o radical hidroperoxil (HO2·), que pode 

converter ácidos graxos a peróxidos lipídeos tóxicos, destruindo membranas biológicas 

(FARR & KOGOMA, 1991; FRIDOVICH, 1997; GRANT & LOAKE, 2000; RESENDE et 

al., 2003).  

H2O2 é relativamente estável e eletricamente neutro, por isso é capaz de atravessar as 

membranas celulares e alcançar locais distantes de onde foi produzido. O H2O2 é produzido 

através da redução de O2 a O2·- seguida pela dismutação espontânea ou catalisada de O2·- a 

H2O2, também pode ser gerado por uma peroxidase dependente de pH no apoplasto. O H2O2 

oxida glutationa, grupos tióis e reage com íons ferro e cobre reduzidos para gerar HO· na 

reação de Fenton, participa do cruzamento oxidativo de proteínas da parede celular 

reforçando-a, além de atuar como substrato das peroxidases e disparar a química de 

lignificação (WOJTASZEK, 1997; RESENDE et al., 2003). 

O radical HO· é extremamente reativo, pode reagir com proteínas reduzindo a 

atividade de enzimas, reagir com lipídios causando lipoperoxidação e aumentar a 

permeabilidade de membranas e ainda reagir com o DNA causando mutações (GRANT & 

LOAKE, 2000; RESENDE et al., 2003).  

O 1O2 gerado nos cloroplastos, através da transferência de energia de uma clorofila 

fotoexcitada para o O2, reage facilmente com ligações duplas e tem alta afinidade com dienos 

da cadeia acíclica dos fosfolipídios da membrana e aminoácidos específicos como histidina, 

metionina, triptofano e cisteína (RESENDE et al., 2003).  
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1.3.2 Detoxificação e Reparo 

 

Para que um microrganismo tenha condições de colonizar e se multiplicar no interior 

de uma planta, ele deve possuir um mecanismo específico para se proteger da explosão 

oxidativa. Este mecanismo é caracterizado pela ação de um grupo de genes, conhecidos como 

genes de resposta ao estresse oxidativo (OSR). Estes genes codificam enzimas antioxidantes 

como a superóxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) e enzimas de reparo (FRIDOVICH, 

1998; MITTLER et al., 1999; STORZ & IMLAY, 1999; POMPOSIELLO & DEMPLE, 

2002; BROWN et al., 2003; ANDERSON & PADHYE, 2004; ZEIER et al., 2004). 

As SODs são enzimas que catalisam a dismutação de O2·- a H2O2 e podem estar 

ligadas a um metal (cobre (Cu), zinco (Zn), manganês (Mn) e ferro (Fe)) (RESENDE et al., 

2003; RIO et al., 2002).  

2222 22 OHOHO SOD + →+ +−•  

 

As CATs são enzimas que convertem H2O2 em H2O e O2. Podem ser localizadas nos 

peroxissomos de muitos organismos, incluindo fungos, quando aplicadas nas células vegetais, 

impedem a ação positiva do gene da glicose oxidase na resistência do hospedeiro e inibem a 

explosão oxidativa, a produção de fitoalexinas e a ação de H2O2 na RH (MITTLER, 2002; 

RESENDE et al., 2003).   

2222 22 OOHOH CAT +→  

 

Além da CAT e da SOD, outra enzima que atua como antioxidante é a glutationa 

peroxidase (GPX) que utiliza a glutationa (GSH) como agente redutor do H2O2. A glutationa 

oxidada (GSSG) é reduzida depois pela glutationa redutase (GRD) dependente de NADPH. 

 

++ + →++

+ →+

NADPGSHHNADPHGSSG

OHGSSGOHGSH
GRD

GPX

2

22 222  

 

As enzimas endonuclease IV, Dps e exonuclease III são exemplos de enzimas 

responsáveis por proteger e/ou reparar danos no DNA causados por estresse oxidativo (FARR 

& KOGOMA, 1991; FRIDOVICH, 1997; CABISCOL et al., 2000). 
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1.4  Paraquat®: um agente gerador de superóxidos 

 

Paraquat® (1,1'-dimetil-4,4'-dicloreto de bipiridínio), também conhecido como metil 

viologeno, é um herbicida bipiridil amônio quaternário de contato.  Esse composto é reduzido 

com o auxílio de NADPH como doadora de elétrons e na presença de O2 é oxidado gerando 

O2·-, podendo ser reduzido novamente por NADPH criando assim, um ciclo redox, o qual é 

catalisado pela enzima NADPH citocromo-P450 redutase (Figura 6) (KITZLER et al., 1990). 

 

Figura 6: Ciclo redox do Paraquat®. O Paraquat® é reduzido através da NADPH como doadora de 
elétrons. Na presença de O2, é oxidado formando radical superóxido, podendo ser novamente reduzido por 
NADPH, formado assim, um ciclo redox. Fonte: http://biologi.uio.no/plfys/haa/okologi/ugras.htm (modificado). 

 

O radical O2·- é detoxificado por SOD gerando H2O2 que é detoxificado por CAT. Por 

este motivo ele é um eficiente indutor de respostas generalizadas em condições de estresse 

oxidativo, sendo muito utilizado para análises biológicas dos seus efeitos. 

O ciclo redox do Paraquat® oferece duas ameaças as células: primeiro a produção de 

ERO e segundo o consumo de agentes redutores (NADPH, GSH) do meio, limitando assim as 

capacidades biossintéticas das células. Paraquat® induz a expressão da enzima glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PDH), a primeira enzima da via das pentoses - fosfato, via que 

fornece NADPH, e também induz a expressão de duas enzimas do Ciclo de Krebs, a fumarase 
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C e a aconitase, enzimas que reduzem o NADP+ a NADPH, garantindo assim o fornecimento 

de NADPH ao meio (BUS & GIBSON, 1984; POMPOSIELLO & DEMPLE, 2002). 

O radical O2·-, gerado por Paraquat®, causa lesões nas membranas celulares através 

da lipoperoxidação, o radical oxida o lipídio formando um radical lipídio que na presença de 

O2 forma um lipídio hidroperóxido. O radical peróxido lipídio retira o hidrogênio de outra 

molécula de lipídio que pode reagir com outro O2, num processo que pode ser repetido várias 

vezes originando uma reação em cadeia. A lipoperoxidação causa perda da função da 

membrana levando a morte celular e os radicais lipídios formados podem reagir com outras 

moléculas como proteínas e ácidos nucléicos. A peroxidação causada por Paraquat® pode ser 

prevenida por vitamina E, vitamina C, GSH, SOD e CAT (BUECHTER, 1988). 

 

1.5 Reguladores de transcrição 

 

Escherichia coli (E.coli) tem sido um excelente modelo para estudos de regulação 

gênica em resposta ao estresse oxidativo. Dois reguladores transcricionais têm sido bem 

definidos em E.coli, o OxyR, induzido por H2O2 e o SoxRS induzido por O2·-. 

Os genes soxR e soxS codificam dois diferentes ativadores transcricionais que 

participam de uma cascata de ativação que modulam vários outros genes que constituem o 

regulon SoxRS, tais como sodA (codifica a proteína superóxido dismutase-manganês), zwf 

(glicose-6-fosfato desidrogenase), acnA (aconitase A), fumC (fumarase C), acrAB ( bomba de 

efluxo de drogas), micF (ácido ribonucléico (RNA) que regula a repressão da porina OmpF), 

nfo (endonuclease IV) entre outros (POMPOSIELLO & DEMPLE, 2001; ZHENG et al., 

2001). 

O SoxR é um homodímero contendo dois centros [2Fe-2S] que são oxidados por O2·- , 

age como sensor do regulon SoxRS e aumentam a transcrição do gene soxS, cuja proteína se 

liga na região promotora dos genes regulados (FRIDOVICH, 1998)  

O H2O2 ativa o gene oxyR que regula a expressão de vários genes que fazem parte do 

regulon OxyR, tais como os genes katG ( catalase ou hidroperoxidase I), gorA (glutationa 

redutase), ahpCF (alquil hidroperóxido redutase), grxA (glutarredoxina I), trxC (tiorredoxina 

II), fur ( repressor da entrada de ferro), dps (proteína de ligação ao DNA), oxyS (codifica um 

pequeno RNA regulatório) entre outros. Entre os genes reprimidos estão o flu (proteína de 
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membrana externa antígeno 43) e o fhuF (redutase íon férrico) (PRIETO-ÁLAMO et al., 

2000; ZHENG et al., 2001). 

A transcrição do regulon OxyR ocorre pela proteína OxyR oxidada. O H2O2 oxida 

duas cisteínas formando pontes dissulfeto intramolecular, podendo a proteína OxyR ser 

reduzida novamente pela GrxA dependente de GSH, indicando assim uma autoregulação do 

OxyR (STORZ & IMLAY, 1999; PRIETO-ÁLAMO et al., 2000) . 

H2O2 oxida um resíduo específico de cisteína da proteína OxyR, causando mudança 

conformacional na estrutura terciária do tetrâmero OxyR, alterando sua especificidade de 

ligação ao ácido desoxirribonucléico (DNA) e resultando num aumento da transcrição de 

katG e de vários outros genes dependentes de OxyR (SCHELLHORN, 1994). 

Análises realizadas com os dados obtidos a partir do seqüenciamento da Xf, 

demonstraram que esta bactéria é convenientemente provida de genes capazes de detoxificar 

ERO, incluindo genes que codificam CAT, SOD, GRD, alquil hidroperóxido redutase (AHP) 

e glutationa-S-transferase (GST), assim como genes capazes de reparar danos causados por 

ERO, principalmente no DNA (mutT, fpg, xth, etc.), além de genes reguladores de transcrição 

como o oxyR e a proteína de Resistência a Hidroperóxidos Orgânicos (Ohr) (SIMPSON et al., 

2000).  

No entanto, não foram encontradas seqüências homólogas ao regulador transcricional 

SoxRS. Estes dados demonstram uma discrepância particularmente notável, uma vez que 

genes que são normalmente ativados por este fator de transcrição estão presentes no genoma 

de Xf (fumC, sod, zwf, etc.) (SIMPSON et al., 2000).  

Para avaliar o perfil transcricional de microrganismos em diferentes condições, 

incluindo estresse oxidativo, a ferramenta muito utilizada atualmente é a técnica de hibridação 

em microarranjos, que fornece uma análise global da modulação da expressão de milhares de 

genes num único experimento. 
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1.6 Microarranjos de DNA 

 

Microarranjo é uma poderosa ferramenta usada para análise global de padrões de 

expressão gênica. Várias plataformas de microarranjos têm sido fabricadas incluindo 

plataformas de DNA, de peptídeos, de pequenas moléculas, proteínas e células. Dezenas de 

milhares de fragmentos de DNA podem ser amplificados e espotados num único arranjo de 

alta densidade. A técnica parte de um princípio básico: a habilidade de uma seqüência de 

nucleotídeos de fita simples hibridar com sua seqüência complementar e formar uma dupla 

fita de DNA (FADIEL & NAFTOLIN, 2003; HU et al., 2006).  

Os microarranjos de DNA também têm sido usados para análise comparativa e perfil 

transcricional de várias bactérias patogênicas incluindo Mycobacterium tuberculosis (BEHR 

et al., 1999), Helicobacter pylori (SALAMA et al., 2000), Pseudomonas aeruginosa 

(WOLFGANG et al., 2003; SALUNKHE et al., 2005), Bacillus anthracis (READ et al., 

2003), Yersinia pestis e pseudotuberculosis (HINCHLIFFE et al., 2003); Escherichia coli 

(ZHENG et al., 2001), entre outras. 

O seqüenciamento completo do genoma de Xf (SIMPSON et al., 2000), possibilitou a 

construção, em nosso laboratório, do microarranjo de DNA que contém seqüências 

representativas de aproximadamente 2.200 Fases Abertas de Leitura (ORF) do isolado Xf 

9a5c. Este chip tem sido utilizado para análise genômica comparativa de diferentes isolados 

de Xf (de OLIVEIRA et al., 2002; NUNES et al., 2003) e análise do perfil transcricional de 

isolados de Xf em diferentes condições (de SOUZA et al., 2003, 2004 e 2005a; PASHALIDIS 

et al., 2005).  

Para análise do perfil transcricional, o RNA é extraído de uma amostra de células de 

interesse e de uma amostra controle apropriada, por exemplo, uma amostra de células doentes 

e uma de células normais. Cada amostra deve ser convertida em ácido desoxirribonucléico 

complementar (cDNA) através da Transcriptase Reversa – Reação de Polimerase em Cadeia 

(RT - PCR) e marcada com moléculas fluorescentes, geralmente usa-se molécula fluorescente 

verde cyanina 3 (Cy3 - para a amostra controle) e molécula fluorescente vermelha cyanina 5 

(Cy5 - para a amostra experimental), uma quantidade igual de volume das amostras são 

unidas, desnaturadas e hibridadas num único chip, sendo chamadas de alvos (FADIEL & 

NAFTOLIN, 2003; GOLDSMITH & DHANASEKARAN, 2004). 

Ambas amostras alvo vão competir pelos sítios de ligação correspondentes na sonda, 

esta técnica é conhecida como hibridação competitiva, a amostra que conter maior quantidade 
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de um determinado gene irá inibir a hibridação da outra, então para cada coordenada no chip, 

a intensidade fluorescente vermelha ou verde é diretamente proporcional a quantidade de alvo 

presente em cada amostra comparada com a outra (Figura 7).  

 

 

Figura 7: Técnica de hibridação em microarranjos de DNA. As sondas são amplificadas por PCR e 
impressas no chip usando um robô. As amostras de RNA, experimental e controle, são extraídas, convertidas em 
cDNA e marcadas com Cy3 (verde) e Cy5 (vermelho). As amostras são unidas e hibridadas no microarranjo, em 
seguida são lavadas para remover sondas não hibridadas, o chip é submetido ao laser do “scanner” e o sinal de 
fluorescência é medido no canal de cada cor. Programas de computador são utilizados para avaliar a intensidade 
de fluorescência e a razão de intensidade de cada ponto, os quais são analisados estatisticamente e a expressão de 
cada gene é identificada (WHITE & SALAMONSEN, 2005, modificado).  

 

Microarranjos geram uma lista de genes candidatos que podem ser verificados após a 

aquisição de dados, esses devem ser normalizados, filtrados e validados. A validação dos 

resultados é muito importante, devido ao grande número de genes analisados que resultam na 

geração de falso-positivo. Essa validação pode ser feita usando “Northern” ou “Western 

blotting”, PCR em Tempo Real ou hibridações in situ (FADIEL & NAFTOLIN, 2003; 

GOLDSMITH & DHANASEKARAN, 2004). 
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2 Objetivo 

 

Sendo a planta capaz de ativar uma resposta de defesa, mediada pela geração de ERO, 

contra Xylella fastidiosa, o objetivo do presente trabalho é analisar o perfil transcricional de 

Xylella fastidiosa sob condições de estresse oxidativo induzido por Paraquat®, utilizando a 

técnica de microarranjos. 

 

3 Métodos 

 

3.1 Cultivo de Xylella fastidiosa 

 

Xf (isolado 9a5c) foi cultivada em 15 mL de meio líquido CCON (CIRAULO, 2006), a 

28ºC em agitação constante de 150 rpm, em um agitador orbital (Orbit Environ Shaker Lab-

Line). Foram feitos repiques semanais (1:10 mL) e o crescimento celular foi monitorado 

diariamente através de leituras de densidade óptica (DO600), com o auxílio de um 

espectrofotômetro UV-Visível Pharmacia Biotech modelo Ultrospec 2000. 

O meio de cultura CCON possui em sua composição K2HPO4 (8,6 mM), KH2PO4 (7,3 

mM), MgSO4.7H2O (1,2 mM), peptona de soja (2,0 g/L) , triptona (0,5 g/L), hemina clorada 

(0,008 mM), vermelho de fenol (0,029 mM), D-biotina (1 x 10-4 g/L) , H2O deionizada (q.s.p. 

1L), L-glutamina (27,4 mM), pirofosfato férrico (0,2 mM), glutationa reduzida (0,010 mM) e 

glicose (5,5 mM). Os componentes: K2HPO4, KH2PO4, MgSO4.7H2O, D-biotina, vermelho de 

fenol, peptona de soja, triptona, hemina clorada foram pesados e dissolvidos em 779 mL de 

H2O deionizada, o pH da solução foi ajustado entre 6,6 e 6,7 utilizando HCl ou KOH , em 

seguida a solução foi autoclavada por 20 minutos a 120ºC e 1 atm. Pirofosfato férrico, L-

glutamina e glicose foram dissolvidos separadamente em 60 mL, 100 mL e 50 mL de H2O 

deionizada respectivamente, uma solução de glutationa 20mM foi preparada separadamente, 

0,5 mL dessa solução foi adicionado a solução de glutamina e essas soluções foram em 

seguida filtradas em filtro de polifluoreto de vinila (PVF) com poro de 0,22 µm (Millipore). 

As soluções, autoclavada e a filtrada, foram mantidas em estufa a 28º C por 24 horas para 

teste de esterilidade, sendo depois unidas e homogeneizadas para uso. 



    27 
 

Periodicamente, as células de Xf foram semeadas em placas de Petri contendo meio 

CCON sólido para a obtenção de colônias, com o objetivo de avaliar a morfologia das 

colônias e confirmar a identidade bacteriana através de PCR de colônia. Além disso, foram 

feitas observações das células bacterianas de cultura líquida através de microscópio e 

coloração de Gram. 

Para os experimentos de PCR foram utilizados iniciadores específicos para Xf (CVC-1 

5’AGATGAAAACAATCATGCAAA3’ e 272-2-int 5’GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT3’). 

Uma colônia de Xf foi ressuspendida em 10µL de água ultrapura autoclavada, em seguida foi 

aquecida a 95ºC por 5 minutos e centrifugada 20800 g por 3 minutos. A PCR foi realizada 

com uma solução contendo 2µL da amostra de bactérias lisadas, 1µL de mistura de dNTP 

(10mM), 1µL de iniciador CVC-1, 1µL de iniciador 272-2-int, 5µL de tampão cloreto de 

magnésio (MgCl2) GeneAMp Buffer 10X (Applied Biosystems), 1µL de enzima AmpliTaq 

2U (Applied Biosystems) e água ultrapura autoclavada q.s.p 50µL.  

A amplificação por PCR foi realizada a 94°C por 4 min, seguida de 30 ciclos de 94°C 

por 1 min, 62°C por 1 min, 72°C por 1 min e uma extensão final de 10 min a 72°C, após os 30 

ciclos a solução era mantida a 4ºC por tempo indefinido. Também foi preparada uma solução 

com DNA de Xf para controle positivo (ARAÚJO et al., 2002).  

Após a amplificação por PCR, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose (1.2%) 

com tampão Tris-Borato-EDTA (TBE), utilizando-se 5 µL dos produtos da PCR para 

verificação do resultado e o marcador λDNA/Hind III Fragments 0,5µg/µL (Invitrogen) para 

comparação do peso molecular. A visualização do gel foi realizada com tampão TBE mais 

brometo de etídio, com o auxílio de um transluminador de luz UV (TFX-20M Life 

Technologies™ Gibco BRL UV Transilluminator) (Figura 8).  

 

             M      C   1   2     

 
M: Marcador 

C: Controle Positivo 
1 e 2: Amostras em Duplicata 

 
Figura 8: Eletroforese em gel de agarose das amostras de células de Xylella fastidiosa amplificadas por 

PCR. 
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3.2 Determinação da curva de crescimento de Xf 

 

Para a construção da curva de crescimento de Xf, foi repicada uma cultura em fase 

exponencial para um volume de 120mL com inóculo de 1:10 em meio líquido CCON. A 

cultura foi mantida a 28ºC sob agitação constante de 150 rpm em um agitador orbital. As 

leituras de DO600 foram feitas diariamente no espectrofotômetro UV-Visível Pharmacia 

Biotech modelo Ultrospec 2000 a partir do primeiro dia de inoculação. Quando a DO600 da 

cultura alcançou o valor de 0,3, o volume de 120mL foi fracionado em 6 volumes e a cada 

frasco foram adicionadas diferentes concentrações de Paraquat® (5 µM; 15 µM, 25 µM, 50 

µM e 75 µM, além do controle não tratado) e as bactérias voltaram a ser incubadas nas 

condições descritas acima. A DO600 continuou sendo lida diariamente até se atingir a fase 

estacionária de crescimento. 

 

3.3 Estresse oxidativo in planta 

 

A verificação da produção de O2·- in planta foi realizada usando uma solução de 

Tampão Fosfato de Sódio (PBS - pH 7,5) 0,05M contendo 0,05% de Nitro Blue Tetrazolium 

(NBT) (VENISSE et al., 2001).  

Folhas jovens de mudas de laranja doce foram retiradas e mergulhadas em recipientes 

contendo 15 mL da solução de PBS/NBT, uma controle (somente solução PBS/NBT) e outra 

com bactérias Xf, um volume de 15mL de cultura de bactérias em fase exponencial, foi 

centrifugado e o “pellet” ressuspenso em 15 mL da solução PBS/NBT.  

Esses recipientes foram colocados dentro de um dessecador e submetidos a vácuo, por 

um intervalo de 6 horas. Vários experimentos com diferentes intervalos de tempo foram 

realizados e esse foi o intervalo que apresentou melhor pigmentação.  

Após este intervalo, as folhas foram retiradas e cortes histológicos foram feitos no 

pecíolo de cada folha e essas seções foram observadas e fotografadas em microscópio óptico. 
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3.4 Estresse oxidativo in vitro com diferentes concentrações de 

Paraquat® 

 

Para os experimentos de análise transcricional de Xf sob condições de estresse 

oxidativo, células foram cultivadas em 250 mL de meio CCON, inoculadas 1:10 a partir de 

uma cultura em fase exponencial. Estas culturas foram mantidas a 28ºC sob agitação 

constante de 150 rpm, num agitador orbital. Quando estas culturas atingiram o valor da DO600 

igual a 0,3, cada frasco foi tratado com diferentes concentrações de Paraquat® (2 frascos para 

controle, 5µM, 15 µM, 25 µM, 50 µM e 75 µM) e após 48 horas, a cultura desses frascos 

foram transferidas para tubo plástico Nalgene, centrifugadas a 16.900 g por 10 minutos a 4ºC, 

o sobrenadante foi descartado e os “pellets” mantidos no gelo para a extração de RNA. 

 

3.5 Extração de RNA 

 

RNA de Xf foi extraído a partir dos “pellets” das culturas descritas anteriormente. O 

RNA total de Xf foi obtido através da metodologia descrita por Sambrook et al. (1989), que 

consiste, brevemente, de uma reação de lise utilizando lisozima (0,5mg/mL) e dodecil sulfato 

de sódio (SDS) (10%), seguido de extrações consecutivas com fenol (pH = 5) aquecido à 

65ºC e clorofórmio. O sobrenadante resultante das extrações foi acrescido de etanol 100% e 

acetato de sódio 3 M e incubado a –70ºC por 20 minutos. O RNA precipitado, foi tratado com 

DNaseI Free RQ1 (10U/µL) a 37ºC por 1 hora, sendo então novamente tratado com fenol, 

precipitado e ressuspenso em água. Antes de serem submetidos às reações de marcação, os 

RNAs foram quantificados através de absorbância a 260 nm e 280 nm, com o auxílio de um 

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000, e visualizadas em gel de agarose desnaturante (1%) 

a fim de verificar sua integridade e então submetidos a purificação com o auxílio do Kit 

RNeasy (Qiagen), permitindo a obtenção de material com grau de pureza satisfatório para as 

marcações. Só foram utilizadas as amostras de RNAs que não apresentavam degradação 

visível no gel e cuja DO mostrasse uma razão A260/A280 entre 1,9 e 2,0. 
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3.6 Marcação e hibridação das amostras de RNA 

 

Foram utilizados 30 µg de RNA total purificado de cada amostra de Xf tratada com 

Paraquat® e da amostra controle para a síntese de cDNA. A síntese de 1ª fita foi realizada 

com cada amostra independente, utilizando 4µL de mistura de iniciadores (100µM) de Xf, 

1µL de RNA de λQ 20ng/µL (controle positivo), 0,5µL de iniciador λQ Plus AS 10mM 

(5’TTTTTTTTTTTTTTTTTGGGTTGGGTAAG3’), 10µL de RNA alvo (30µg), 4µL de H2O 

ultrapura autoclavada (RNAse “free”) totalizando 19,5µL de solução final. 

A solução foi aquecida a 70ºC por 10 minutos para desnaturar o RNA e incubada por 

10 minutos em temperatura ambiente para o anelamento dos iniciadores. Após esse período, 

foram adicionados 6µL de 5X “First Strand Buffer” (Invitrogen), 3µL Ditiotreitol (DTT) 

0,1M, 0,6µL de mistura de dNTPs (25mM de cada dNTP), 1µL de “Superscript” II RT (200 

U/µL-Invitrogen) e a solução foi incubada por 2 horas a 42ºC. Depois de 2 horas, foi 

acrescentado 1µL de RNAse (10mg/mL) para degradar o RNA molde e a solução permaneceu 

por mais 30 minutos a 37ºC. A purificação foi realizada em Microcon YM-30 (Millipore) e o 

volume final ajustado para 21µL. 

Para marcar o cDNA sintetizado, a solução foi aquecida a 95ºC por 5 minutos para 

desnaturar o cDNA e em seguida foram adicionados 20µL de 2,5X de iniciadores randômicos, 

5µL de mistura de dNTPs (dATP 24mM, dTTP 24mM, dGTP 24mM e dCTP 12mM – 

Amersham Bioscience), 1µL de Klenow 40U/µL (Invitrogen) e 2µL de Fluorolink dCTP-Cy3 

25nmol (Amersham Bioscience) para a amostra controle e 2µL de dCTP-Cy5 25nmol 

(Amersham Bioscience) para a amostra tratada com Paraquat®. 

Essa reação foi incubada a 37ºC por 2 horas, purificada em Microcon YM-30 

(Millipore) em 3 lavagens consecutivas utilizando-se 400µL de H2O ultrapura autoclavada 

para remoção de nucleotídeos não incorporados, as duas amostras (controle e tratada) foram 

unidas num único tubo e o volume final foi completamente seco em “speed vac”. 

Amostras de cDNA marcadas independentemente com os dois fluoróforos foram 

ressuspendidas em 100µL de  solução  de hibridação (6X Citrato Salino de Sódio (SSC), 5X  

Denhart´s, 0,25 mg/ml de DNA de esperma de salmão, 0,5% SDS, 50% Formamida) e 

desnaturadas a 95ºC por 5 minutos. A solução foi então hibridada contra um chip de Xf 9a5c 

por um período de 14 horas a 42°C, em uma estação de hibridação GeneTac (Genomic 

Solutions). Após a hibridação, os chips foram lavados duas vezes a 42°C em solução 0,5X 

SSC, 0,01% SDS, seguida por duas lavagens em solução 0,06X SSC, 0,01% SDS e duas 
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lavagens finais em 0,06X SSC. Cada lavagem consiste de 1 minuto de fluxo, seguida de 5 min 

de incubação sem agitação a 25ºC. 

Após o período de lavagem, o chip foi centrifugado a 20ºC, 1500 g por 2 min para 

secar, em seguida foi realizada a varredura da imagem da intensidade de fluorescência de cada 

fluoróforo, utilizando-se um “scanner” óptico Affymetrix 418, nos comprimentos de onda 532 

nm (Cy3) e 635 nm (Cy5). 

  

3.7 Análise estatística dos resultados 

 

Para cada condição experimental testada (hibridação com cDNAs obtidos de células 

tratadas com diferentes concentrações de Paraquat®) foram realizados dois pares de 

experimentos independentes, com troca de fluoróforos (“Dye Swap”). Em cada par, há uma 

hibridação em que a amostra referência (controle) é marcada com Cy3 e a amostra teste 

(tratada) é marcada com Cy5 e uma hibridação onde esta ordem de marcação é invertida 

(referência-Cy5 e teste-Cy3). No total, cada condição experimental testada é analisada a partir 

de 8 leituras de intensidade para cada ponto, uma vez que cada biochip carrega duplicatas do 

arranjo. Nas hibridações com amostras de cDNA é importante ressaltar que cada par de 

“DyeSwap” é feito com uma preparação diferente de RNA, de maneira a contemplar tanto 

réplicas técnicas como réplicas biológicas do mesmo experimento. 

Os chips submetidos ao “scanner” geraram imagens de hibridação para cada um dos 

fluoróforos (Cy3 e Cy5) independentemente. Para cada uma dessas leituras, a potência do 

laser e o ganho do fotomultiplicador foram ajustados de forma a minimizar o “background” e 

evitar a saturação de sinal nos pontos do microarranjo. 

A análise preliminar das imagens foi realizada pelo programa TIGR Spotfinder v.2.2.4 

que delimita as áreas dos pontos a partir da imagem bruta. Através de um algoritmo de 

segmentação de histograma, os “pixels” pertencentes a cada ponto são identificados e 

quantificados, gerando para cada ponto um valor integrado de intensidade, já descontado o 

“background” local. Foram excluídos das análises todos os pontos que tinham valores 

inferiores ao “background” local mais 2 desvios-padrão. Os dados referentes às intensidades 

de fluorescência dos dois canais foram salvos em um arquivo contendo a extensão .mev. 

Para a análise dos experimentos de hibridação com as amostras de cDNA obtido de 

células tratadas com Paraquat®, os valores de intensidade contidos nos arquivos .mev foram 

submetidos a uma série de transformações matemáticas com o auxílio do programa TIGR 
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Midas. Assim, cada arquivo .mev foi filtrado, de maneira a retirar ponto cujos valores 

integrados fossem inferiores a 10.000 unidades análogo-digitais (a/d). Depois disso, as 

intensidades dos dois canais (Cy3 e Cy5) foram normalizadas pelo algoritmo matemático 

conhecido como “Lowess” de regressão não-linear, que utiliza fatores de normalização 

intensidade-dependentes para diferentes pontos, de acordo com a intensidade de seus 

respectivos sinais. As variações nos valores de expressão em cada setor do chip foram então 

equalizadas, utilizando-se a opção de regularização de desvio-padrão (“Block Mode”) 

(DUDOIT, 2002). 

Os dados foram então submetidos a uma checagem de consistência a fim de reduzir 

erros sistemáticos entre os experimentos, sendo excluídos os pontos que apresentavam 

inconsistência com seu par. 

As planilhas contendo os dados finais das análises foram carregadas em um outro 

programa do pacote TIGR denominado “MultiExperiment Viewer” (MEV) v3.03 onde foi 

feita a normalização entre os experimentos e a análise de variância (ANOVA) entre os grupos,  

utilizando-se valor de p=0,01 como limite de confiabilidade para identificar genes com 

variação de expressão estatisticamente significativa. Em seguida, os genes foram agrupados 

por um algoritmo de clusterização hierárquica, a fim de permitir a visualização dos genes 

super regulados durante a resposta a estresse oxidativo. Todos os softwares empregados 

nestes estudos, bem como detalhes referentes à sua utilização podem ser obtidos em 

http://www.tigr.org/software. 

 

3.8 Quantificação relativa da expressão gênica através de PCR em 

Tempo Real 

 

Para validar os resultados obtidos com as hibridações em microarranjos, foram 

realizados experimentos utilizando a técnica de PCR em Tempo Real com o auxílio do 

aparelho Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 

O experimento foi realizado utilizando-se 50 µg de RNA total extraído das culturas de 

Xf, tratada e não tratada com Paraquat®. Primeiramente, foi sintetizada a 1ª fita de cDNA 

utilizando 4µL de mistura de iniciadores de Xf, 1µL de RNA de λQ 20ng/µL (controle 

positivo), 0,5µL de iniciador λQ Plus AS 10mM 
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(5’TTTTTTTTTTTTTTTTTGGGTTGGGTAAG3’), 10µL de RNA alvo (30µg), 4µL de H2O 

ultrapura autoclavada (RNAse “free”) totalizando 19,5µL de solução final. 

Para cada reação de amplificação no aparelho Real Time-PCR, foram utilizados 300 

ng de cDNA, as amplificações foram realizadas sempre em triplicata e um controle negativo 

era feito sem amostra de cDNA. Em cada reação foram adicionados 10 µL da TaqMan® 

Universal Master Mix (Applied Biosystems), 1 µL de sonda TaqMan® contendo os 

iniciadores “forward” e “reverse” (Applied Biosystems) e 9 µL da amostra de cDNA, 

totalizando 20 µL de reação em cada poço da placa.  

O controle endógeno utilizado nas reações foi a ORF XF1468, que corresponde ao 

gene mrsA, escolhida devido a sua expressão gênica ter sido similar nos experimentos de 

microarranjo de Xf nas amostras tratada e não tratada.  As ORFs XF1529, XF0263 e XF1531, 

que correspondem aos genes hsf, cvaC e ahpF respectivamente, foram utilizadas como alvos. 

Os iniciadores e o controle endógeno foram desenhados utilizando o Primer Express software 

(Applied Biosystems). O controle endógeno foi utilizado para normalizar as amostras, para 

diferenças na quantidade de cDNA adicionado em cada reação.  

A amplificação foi realizada em 50ºC por 2 minutos, 95ºC por 10 minutos seguidos de 

40 ciclos de 95ºC por 15 segundos e 60ºC por 1 minuto. 

Como calibrador foi utilizada a amostra controle de cultura de Xf não tratada. 

 

4 Resultados 

 

4.1 Curva de crescimento de Xylella fastidiosa na presença de 

Paraquat® 

 

Para sabermos qual o melhor momento para se extrair o RNA das células de Xf, 

submetidas ao estresse oxidativo induzido por Paraquat®, foi plotada uma curva de 

crescimento da bactéria em diferentes concentrações do agente oxidante e seu crescimento foi 

acompanhado diariamente através de leituras de DO600. De acordo com o gráfico, após 48 

horas da adição do Paraquat®, as curvas de crescimento diminuíram de acordo com a 

concentração crescente das doses de Paraquat®. Nos dias seguintes, as curvas com 

concentrações iguais a 5, 15, 25µM não apresentaram significativas diferenças entre si e as 
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curvas com concentrações iguais a 50 e 75µM mostraram uma queda bem acentuada em 

comparação com a curva controle. A extração de RNA foi feita após 48 horas da adição de 

Paraquat®, tempo correspondente a uma geração (Figura 9). 
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Figura 9: Curva de crescimento de Xf quando exposta a diferentes concentrações de Paraquat®. O 
crescimento bacteriano foi monitorado diariamente, através da leitura da DO600, de cada cultura submetida ao 
estresse oxidativo induzido com as concentrações de Paraquat® descritas no gráfico. Cada ponto experimental 
representa a média de três leituras. A seta vermelha indica o dia no qual foi adicionado o Paraquat® e a seta azul 
indica o dia no qual as culturas foram centrifugadas para extração de RNA. 
 

Estes experimentos mostraram que a taxa de crescimento da Xf é afetada numa 

correlação direta com o aumento de concentração da droga, refletindo a sensibilidade da 

bactéria à presença de ERO produzidas pelo Paraquat®. Esta inibição de crescimento ocorre 

em concentrações extremamente reduzidas, uma vez que experimentos idênticos 

demonstraram que diversas outras bactérias são capazes de sustentar taxas de crescimento 

inalteradas, mesmo em concentrações de até 100mM de Paraquat® (TURNER et al., 1999; 

MERKMAMM et al., 2001; POYART et al., 2001; POMPOSIELLO et al., 2003). 
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4.2 Estresse oxidativo in planta 

 

Com a finalidade de comprovar a ativação da explosão oxidativa na planta, através da 

presença do patógeno em seu interior, foram realizados testes de infiltração a vácuo usando 

solução PBS/NBT. De acordo com a figura 10, podemos notar que a amostra que foi infiltrada 

com solução PBS/NBT mais bactéria Xf (Figura 10B), apresentou formação de um precipitado 

escuro no xilema, devido à reação entre o NBT e o O2·- formado pela planta como defesa 

contra o patógeno, essa reação produz esse complexo insolúvel de cor azul escuro conhecido 

como formazan, que é um indicador da formação de ERO (DOKE, 1983). 

  

  

Figura 10: Folhas de laranjeira infiltradas a vácuo com solução PBS/NBT. A) Folha controle infiltrada 
somente com solução PBS/NBT. B) Folha infiltrada com PBS/NBT mais bactérias, apresentando precipitado 

escuro nos vasos do xilema, devido à reação que ocorre entre o O2·- e o corante NBT formando um complexo 
insolúvel de cor azul escura, chamado formazan.  

   

4.3 Genes significativamente expressos na presença de Paraquat® 

 

Para a verificação da variação no padrão de expressão gênica, células de culturas 

tratadas com diferentes concentrações de Paraquat®, foram centrifugadas após 48 horas do 

início do tratamento e seus RNAs foram extraídos e marcados com Cy3- ou Cy5-dCTP para a 

realização de experimentos de hibridação competitiva contra os biochips de Xf 9a5c. Os 

RNAs extraídos de células submetidas aos tratamentos mais intensos (50µM e 75µM), 

apresentaram uma baixa eficiência de incorporação do fluoróforo e um alto grau de 

degradação pós-extração, provavelmente devido à baixa tolerância da Xf a presença de ERO. 
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Já em condições mais moderadas de estresse oxidativo, as hibridações realizadas 

demonstraram que as células de Xf apresentaram uma significativa variação em seu 

transcriptoma, com consistente modulação de 665 genes (Figura 11). Uma análise mais 

detalhada dos genes modulados durante o tratamento com Paraquat® revela uma série de 

aspectos interessantes acerca da resposta de Xf a condições de estresse oxidativo, sobretudo 

entre os genes superexpressos pela bactéria (Figura 12).  

 

 

Figura 11: Padrões de variação de expressão de 665 genes identificados como modulados durante a 
resposta de Xf às condições de estresse oxidativo. A figura mostra as variações nos valores de log (Cy5/Cy3) em 
resposta às diferentes concentrações de Paraquat® testadas. A intensidade de coloração é proporcional ao nível 
da indução (para as linhas vermelhas) ou de repressão (linhas verdes) de cada gene, tomando-se como referência 
seus respectivos níveis de expressão em uma cultura controle crescida sem Paraquat®. 
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DR1792 - conserved hypothetical protein 24.2 kDa (orf 0597) 
GPU - Phage-related tail protein 18.1 kDa (orf 0731); GPX- phage-related tail protein-.8.0 kDa (orf 0732) 
ENO - enolase 49.4 kDa (orf 1291) 
GCVP - glycine decarboxylase 107.7 kDa (orf 1385) 
TRPB - tryptophan synthase beta chain 48.0 kDa (orf 1375) 
HOLA - DNA polymerase III delta subunit 38.3 kDa (orf 2178) 
ROCF - Arginine deaminase 33.6 kDa (orf 1250) 
RLPA - rare lipoprotein A 44.5 kDa (orf 2185) 
Polyvinylalcohol dehydrogenase 55.3 kDa (orf 2259) 
L1063.09 - NADP- alcohol dehydrogenase 38.0 kDa (orf 1136) 
NRTD or SLL1082 - Nitrate ABC transporter ATP-binding protein 47.4 kDa (orf 0412) 
INFA or HI0548 - initiation factor IF-1 8.4 kDa (orf 1445) 
RPLF - 50S ribosomal protein L6 18.8 kDa (orf 1167) 
MUTT or THIE1 - Bifunctional DGTP-pyrophosphohydrolase thiamine phosphate synthase 35.4 kDa (orf 1120) 
GALE - UDP-glucose 4-epimerase 32.7 kDa (orf 0610) 
ARGM or ASTC or CSTC - succinylornithine aminotransferase 43.7 kDa (orf 1427) 
MURG - UDP-N-acetylglucosamine-N-acetylmuramyl-(pentapeptide) pyrophosphoryl-undecaprenol 38.6 kDa (orf 0797) 
PURN - 5-phosphoribosylglycinamide transformylase 23.9 kDa (orf 0585) 
PILJ - pilus biogenesis protein 74.2 kDa (orf 1953) 
RPOB or GRON or NITB or RIF or RON or ST - RNA polymerase beta subunit 154.8 kDa (orf 2633) 
CYSW or SLR1454 - ABC transporter sulfate permease 34.8 kDa (orf 1346) 
RPSE or SPC - 30S ribosomal protein S5 19.2 kDa (orf 1169) 
YRDA - conserved hypothetical protein 20.0 kDa (orf 1984) 
RPSJ or RPS10 or HI0776 - 30S ribosomal protein S10 11.6 kDa (orf 1151) 
HEMY- porphyrin biosynthesis protein 44.4 kDa (orf 1797) 
MVIN - virulence factor 58.7 kDa (orf 2420); RPST - 30S ribosomal protein S20 12.2 kDa (orf 2421) 
RPLI - 50S ribosomal protein L9 15.7 kDa (orf 2559) 
EXBD1- biopolymer transport ExbD1 protein 15.5 kDa  (orf 0011); EXBD2- biopolymer transport ExbD2 protein 15.0 kDa (orf 0012) 
XPSG or PEFG - general secretory pathway protein G precursor 17.5 kDa (orf 1519) 
HOLA - DNA polymerase III; delta subunit 38.3 kDa (orf 2178) 
AF2071- N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase 36.0 kDa (orf 1002) 
PCP or LPP - Peptidoglycan-associated outer membrane lipoprotein precursor 15.7 kDa (orf 1547) 
FUSA - elongation factor G 78.1 kDa (orf 2629) 
RIBE - riboflavin synthase alpha chain 21.3 kDa (orf 0952) 
AHPF - subunit F of alkyl hydroperoxide reductase 61.5 kDa (orf 1531) 
BIOC - biotin synthesis protein 32.9 kDa (orf 2099) 
HI0561 560 - oligopeptide transporter 68.0 kDa (orf 2261) 
TM0492 - tryptophanyl-tRNA synthetase 47.9 kDa (orf 0428) 
RECD - exodeoxyribonuclease V alpha chain 66.7 kDa (orf 0425) 
GRXC - glutaredoxin 13.2 kDa (orf 2595) 
RPSM - 30S ribosomal protein S13 13.6 kDa (orf 1173); RPSK - 30S ribosomal protein S11 14.1 kDa (orf 1174) 
GP2 - Phage-related terminase large subunit 77.3 kDa (orf 0508) 
YCBY - conserved hypothetical protein 81.5 kDa (orf 2651) 
GMD - GDP-mannose 4,6 dehydratase 39.0 kDa (orf 0609) 
BFR - bacterioferritin 17.9 kDa (orf 0395) 
PRSA or PRS - phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 33.8 kDa (orf 2644) 
METG or HI1276 - methionyl-tRNA synthetase 77.5 kDa (orf 0549) 
RPCI - Phage-related repressor protein 24.2 kDa (orf 0696); hypothetical protein 8.0 kDa 
Transposase OrfB 43.6 kDa (orf 0536) 
Alanyl dipeptidyl peptidase 78.7 kDa (orf 2260) 
RP772 - 3-oxoacyl-(ACP) synthase III 36.5 kDa (orf 1970) 
Phage-related protein 20.6 kDa (orf 1570) 
RPLS - 50S ribosomal protein L19 15.0 kDa  (orf 0110) 
Y4WF- luciferase  35.6 kDa (orf 1379) 
ARAL - Transcriptional regulator (AraC family) 30.5 kDa (orf 1254) 
CLS or NOV - Cardiolipin synthase   52.7 kDa (orf 1209) 
ASL - argininosuccinate lyase 48.9 kDa (orf 1003) 
TM1181 - conserved hypothetical protein 23.9 kDa (orf 2008) 
HRCA - heat-inducible transcriptional repressor 40.7 kDa (orf 2342) 
ARGB - Acetylglutamate kinase  48.9 kDa (orf 1001) 
HIMA- integration host factor alpha subunit 11.4 kDa (orf 0743); conserved hypothetical protein 14.2 kDa (orf 0744) 
FRPC - hemolysin-type calcium binding protein 173.0 kDa (orf 1011) 
DDLB or DDL - D-alanine-D-alanine ligase B 34.6 kDa (orf 0799) 
NUSG - transcription antitermination factor 21.2 kDa (orf 2638) 
TUFA - Elongation factor Tu 42.9 kDa (orf 2628) 
MIAA or TRPX - tRNA delta (2)-isopentenylpyrophosphate transferase 35.5 kDa  (orf 0090) 
CYSU or CYST - ABC transporter sulfate permease 30.6 kDa (orf 1345) 
YNHC - ABC transporter membrane protein 46.6 kDa (orf 1474) 
MTH1640 - chorismate mutase 41.2 kDa (orf 2338) 
HECB - Outer membrane hemolysin activator protein 66.6 kDa (orf 2550) 
GP4 - Phage-related portal protein 60.5 kDa (orf 0713) 
ASPC or RV0337C or MTCY279.04C - aminotransferase 46.4 kDa (orf 2396) 
YRAN - conserved hypothetical protein 14.0 kDa (orf 0554) 
RPLU - 50S ribosomal protein L21 11.8 kDa (orf 2424); hypothetical protein 9.4 kDa (orf 2425) 
USPA1 - Surface-exposed outer membrane protein 98.3 kDa (orf 1516) 
ERA or HI0013 - GTP binding protein   33.7 kDa (orf 2247) 
BTUE - ABC transporter vitamin B12 uptake permease 21.4 kDa (orf 1604) 
INFC - initiation factor IF-3 18.4 kDa (orf 0737) 
PGL - 6-phosphogluconolactonase 26.3 kDa (orf 1063) 
HI0019 - conserved hypothetical protein 55.3 kDa  (orf 0906) 
CVAC - Colicin V precursor 10.3 kDa (orf 0263) 
PSPA - Hemagglutinin-like secreted protein 361.0 kDa (orf 2775) 
RPLK or RELC - 50S ribosomal protein L11 17.1 kDa (orf 2637) 
AHPC - subunit C of alkyl hydroperoxide reductase 22.9 kDa (orf 1530) 
FUMC - fumarate hydratase 50.5 kDa (orf 1554) 
DR1793 - conserved hypothetical protein 19.5 kDa (orf 0596) 
HI1655 - conserved hypothetical protein 60.5 kDa (orf 0553) 
HSPA - low molecular weight heat shock protein 17.9 kDa (orf 2234) 
RPMA - 50S ribosomal protein L27 9.0 kDa (orf 2423) 
HSF - Surface protein 204.0 kDa (orf 1529) 
TAPB - temperature acclimation protein B 9.4 kDa (orf 2622) 
RPMB or RPL28 or HI0951 - 50S ribosomal protein L28 8.9 kDa (orf 1206); RPMG or RPL33 or HI0950 - 50S ribosomal protein L33 6.4 kDa (orf 1207); 
hypothetical protein 5.7 kDa (orf 1208) 
CVAC - Colicin V precursor 10.3 kDa (orf 0263) 

Figura 12: Diagrama de clusterização hierárquica mostrando os 93 genes com maior padrão de 
superexpressão em Xf submetida ao estresse oxidativo. De maneira a adequar o tamanho do “dataset”, o 
diagrama mostra apenas os genes com função putativa designada durante a anotação do genoma da Xf 9a5c, 
tendo sido retiradas da análise a maioria das ORFs hipotéticas e hipotéticas conservadas. 
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Em primeiro lugar, destaque deve ser dado para a existência de pontos comuns entre a 

resposta de Xf e de outras bactérias estudadas anteriormente, como no caso da superexpressão 

dos genes ahpCF (que codificam a enzima alquil hidroperóxido redutase), responsável pela 

detoxificação direta de H2O2 (função semelhante a do gene katG) e defesa contra ONO2·- 

(MASTER et al., 2002; SEAVER & IMLAY, 2001) e fumC, uma isoenzima da fumarato 

hidratase, expressa preferencialmente em condições de estresse oxidativo (GOH et al., 2005). 

Além disso, proteínas diretamente envolvidas com a manutenção do potencial redox 

intracelular, como a Glutarredoxina (HOLMGREEN, 1989; PRIETO-ÁLAMO et al., 2000) e 

com a homeostase de íons ferro, como a Bacterioferritina (CARRONDO, 2003) também 

apresentam significativa e consistente superexpressão em resposta a Paraquat®.  

A expressão constitutiva de outros genes associados à resposta contra agentes 

oxidantes (sodA, kat, zwf e outros) (POMPOSIELLO et al., 2001; ZHENG et al., 2001) foi 

detectada em todas as condições testadas, apresentando sinais medianos significativamente 

superiores ao “background” local (valor médio dos “pixels” do “background” mais dois 

desvios-padrão), possibilitando a detoxificação completa dos radicais oxidantes formados e 

viabilizando a sobrevivência da célula diante das condições experimentais testadas.  

Estudos realizados com Pseudomonas aeruginosa sugerem que os genes fumC e sodA 

residem no mesmo operon e que são regulados pelo Fur (HASSET et al., 1997). 

Um outro aspecto a destacar da análise dos genes superexpressos em resposta a 

Paraquat® é a ativação de expressão da ORF XF1254, que codifica um ativador 

transcripcional (gene araL) pertencente à família AraC – a qual também pertence o regulador 

SoxS, ainda não identificado em Xf e responsável pela ativação de genes em resposta à 

presença de radicais superóxido (POMPOSIELLO et al., 2003; CHANDLER & DEMPLE, 

2004). Experimentos mais aprofundados, envolvendo ensaios de complementação em 

linhagens de E.coli mutantes para SoxS estão sendo conduzidos na esperança de verificar a 

identidade funcional desta ORF como o equivalente de SoxS em Xf.  

Estes resultados sugerem duas possibilidades interessantes acerca do mecanismo de 

regulação gênica em Xf, em resposta a condições de estresse oxidativo: 1) os genes que 

codificam estes fatores de transcrição apresentaram um padrão de evolução diferenciado, 

desenvolvendo uma estrutura significativamente divergente do observado em outras bactérias, 

ou 2) o mecanismo de ativação gênica em resposta a estresse oxidativo, desenvolvido pela Xf 

é diferenciado, podendo depender de outros ativadores ou de outros processos bioquímicos, 

até então desconhecidos.  
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Seja qual for a resposta, é possível que as diferenças existentes estejam relacionadas à 

adaptação da bactéria aos sistemas vegetais, podendo fornecer interessantes informações a 

respeito da evolução dos sistemas fitopatogênicos. Além disso, os mecanismos de ativação 

dos genes OSR podem representar um sistema único da bactéria que pode servir como alvo de 

eficientes abordagens quimioterápicas para o controle da CVC. 

Além disso, foi detectada superexpressão de uma surpreendente quantidade de genes 

potencialmente associados à virulência da Xf e à composição de sua superfície celular 

(SIMPSON et al., 2000; de SOUZA et al., 2003).  

Dentre estes, destaque deve ser dado ao significativo aumento de expressão de 

proteínas de adesão, como pilJ, pspA, uspA1 e hsf (DARZINS, 1994; ST GEME et al., 1996; 

LAFONTAINE et al., 2000; GREEN & DARWIN, 2004). Os resultados obtidos com uspA1 

e hsf são interessantes, uma vez que a superexpressão destes genes já foi detectada em células 

de Xf recém extraídas de plantas, que apresentam maior capacidade infectiva quando 

comparadas a culturas mantidas em laboratório por períodos prolongados de tempo (de 

SOUZA et al., 2003).  

Além das adesinas, outros fatores diretamente associados à composição do 

revestimento celular parecem ser ativados na presença de Paraquat®, como a proteína MTLB, 

uma mureína transglicosilase de membrana, reconhecidamente atuante em processos de 

reestruturação de parede durante a elongação celular e morfogênese em Neiseria meningitidis 

(ORF XF2184), ou a lipoproteína associada à peptideoglicana (Lpp - ORF XF1547). Ambas 

proteínas já foram caracterizadas como fatores de virulência em N. meningitidis e Salmonella 

enterica, embora ainda não haja evidência sobre seus eventuais papéis no processo de 

patogenicidade em Xf (ADU-BOBIE et al., 2004; SHA et al., 2004).  

A proteína HecB (ORF XF2550) é outro fator associado à membrana bacteriana que 

apresenta superativação em condições de estresse oxidativo, sendo responsável pela ativação 

de moléculas de hemolisina, uma toxina secretada por diversos tipos de bactérias e com 

reconhecida capacidade citotóxica (ROJAS et al., 2002). Curiosamente, o gene frpC, também 

aqui superexpresso, codifica uma hemolisina (THOMPSON et al., 1993), sugerindo que a Xf 

estaria respondendo à presença de radicais oxidantes através da ativação de suas próprias 

toxinas, talvez na tentativa de eliminar outros tipos de células presentes ao seu redor.  

Esta possibilidade é reforçada pela verificação de que outro gene (cvaC) responsável 

pela produção de colicinas (toxinas com ação bactericida de amplo espectro) também é 

superexpresso em resposta ao estresse oxidativo (HAVARSTEIN et al., 1994). 
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4.4 Quantificação relativa da expressão gênica através de PCR em 

Tempo Real 

 

Os resultados obtidos com a amplificação em PCR em Tempo Real estão 

representados na figura 13: 
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Figura 13: Quantificação relativa da expressão gênica dos genes cvaC (A), ahpF (B) e hsf (C) em 
culturas de Xf tratadas com diferentes concentrações de Paraquat® e cultura controle não tratada. Os valores 
representam o número de vezes da expressão dos genes na cultura tratada comparados com a cultura controle. Os 
experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrão entre elas. 

 

Os resultados eram normalizados utilizando os Cts (Ciclos Iniciais) obtidos para o 

controle endógeno. O Ct é definido como o ciclo em que cada curva atravessa o limiar 

(“Threshold”), servindo como base para comparação entre amostras. Para a normalização, foi 

utilizada a equação: ∆Ct = Ct (gene alvo) - Ct (controle endógeno), o número de vezes ou 

quantidade de cada gene em relação ao calibrador era determinado pela equação: ∆∆Ct = ∆Ct 

(amostra) - ∆Ct (calibrador) e a quantificação relativa era obtida por 2-∆∆Ct. 

A B 

C 
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Os três genes escolhidos como alvos para os experimentos de PCR em Tempo Real 

foram o gene cvaC por codificar uma bacteriocina, o ahpF por ser um gene tipicamente 

expresso sob condições de estresse oxidativo e o hsf por codificar uma adesina.  

A técnica PCR em Tempo Real foi utilizada para validar os experimentos realizados 

com hibridações em microarranjos de DNA e o gráfico nos mostra que estes genes foram 

superexpressos nas condições de estresse oxidativo confirmando os resultados observados nas 

hibridações de microarranjos. Segue abaixo, uma tabela comparativa dos valores de 

intensidade de fluorescência desses genes em log2, nos experimentos em microarranjos e PCR 

em Tempo Real (Tabela 1): 

 

Tabela 1: Comparação da expressão gênica entre os experimentos de microarranjos e PCR em Tempo 
Real. Os valores dos resultados de microarranjos são obtidos através do tratamento das imagens com ferramentas 
de bioinformática, e os valores dos experimentos de PCR em Tempo Real são obtidos através do software do 
fabricante e correspondem as quantificações relativas entre as amostras tratadas e a amostra controle em log2. 

 
Amostras PCR em Tempo Real Microarranjos 

15mM cvaC 3,457 7,906 
25mM cvaC 3,329 8,178 
15mM AhpF 1,235 0,998 
25mM AhpF 1,354 1,995 
15mM hsf 4,306 2,994 
25mM hsf 5,522 5,318 
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5 Discussão 

 

Estudos relacionados à resposta da Xf ao estresse oxidativo foram realizados, uma vez 

que a resistência à explosão oxidativa da planta pode ser determinante para o sucesso do 

processo de infecção e colonização (BRIAT & LEBRUN, 1999; MORRISSEY & 

OSBOURN, 1999; PEDRAS et al., 2000).  

Surpreendentemente, a Xf revelou uma reduzida capacidade de resistência à presença 

de Paraquat® quando comparada a outras bactérias, capazes de sustentar ritmos inalterados de 

crescimento mesmo quando submetidas a concentrações mil vezes maiores (TURNER et al., 

1999; POYART et al., 2001; MERKMAMM et al., 2001; POMPOSIELLO et al., 2003). O 

confinamento da Xf no interior dos vasos xilemáticos pode estar associado a esta baixa 

capacidade de resistência a ERO da Xf (ZEIER et al., 2004). 

A análise do perfil de expressão gênica da bactéria em resposta a concentrações 

crescentes de Paraquat®, mostrou alguns resultados condizentes com aqueles observados em 

outros sistemas, além de algumas surpresas (POMPOSIELLO et al., 2001; ZHENG et al., 

2001).  

Alguns genes pertencentes aos regulons Sox e Oxy, ligados à resposta contra radicais 

superóxido e peróxido foram superexpressos da mesma forma como já observado em outros 

sistemas, como é o caso de ahpC, ahpF e fumC. Além disso, a superexpressão de um 

regulador transcricional pertencente à família AraC poderá finalmente levar à caracterização 

do fator equivalente ao ativador SoxS de Xf.  

No entanto, os resultados aqui obtidos parecem indicar que, apesar de algumas 

semelhanças, o mecanismo de resistência ao estresse oxidativo da Xf apresenta significativas 

diferenças quando comparado ao observado em E.coli, onde estes processos foram 

caracterizados de maneira mais detalhada (POMPOSIELLO et al., 2001; ZHENG et al., 

2001).  

Em primeiro lugar, verifica-se que muitos genes descritos como indutíveis em E.coli 

apresentam-se constitutivamente expressos em Xf, sendo que a incapacidade da bactéria em 

aumentar a expressão de alguns destes genes poderia ajudar a explicar sua reduzida tolerância 

ao Paraquat®. Além disso, células de E.coli possuem um mecanismo capaz de regular a 

entrada de íons ferro em resposta à presença de ERO através da superexpressão do gene fur, 

que codifica um inibidor do processo de importação deste elemento pelos seus receptores de 

membrana (MUKHOPADYAY et al., 2004).  
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Em Xf verifica-se que o gene fur não apresenta modulação de expressão, mas o nível 

de íons ferro em solução no interior da célula pode ser reduzido devido a superexpressão de 

bacterioferritina, uma proteína capaz de ligar íons ferro, retirando-os de solução 

(CARRONDO, 2003).  

Outro aspecto interessante relacionado à resposta de Xf ao Paraquat® é o aumento da 

expressão de glutarredoxina, uma proteína envolvida na manutenção do potencial redox das 

células (PRIETO-ÁLAMO et al., 2000). O aumento desta proteína pode estar envolvido com 

a necessidade de reduzir pontes dissulfeto criadas entre grupamentos SH oxidados por 

diversos tipos de ERO (FRATELLI et al., 2002; SONG et al., 2002). 

Finalmente, o comportamento da Xf em resposta ao crescimento na presença de 

Paraquat® é surpreendente no que se refere à ativação de diversos genes anotados como 

fatores de virulência, o que poderia estabelecer uma curiosa correlação entre o mecanismo de 

defesa das plantas (explosão oxidativa) e o desencadeamento da ativação dos mecanismos de 

patogenicidade por parte da bactéria.  

Entre os genes de virulência acionados pela Xf, destaque deve ser dado para o 

significativo número de proteínas de revestimento da célula, notadamente as adesinas. 

Alterações nesse sentido são conhecidas também na resposta ao estresse oxidativo em E. coli, 

onde se verifica que o ativador transcricional OxyR é capaz de regular a taxa de expressão da 

proteína de aglutinação Ag43, contribuindo para a formação de agregados celulares que 

Qapresentam maior capacidade de resistir à presença de ERO (SCHEMBRI et al., 2003).  

Nesse sentido, a ativação de uma grande quantidade de adesinas, como hsf, uspA1, 

pspA e pilJ poderia desempenhar um papel semelhante em Xf.  

Curiosamente, verifica-se que o gene hsf localiza-se colinearmente no genoma de Xf 

aos genes ahpC, ahpF e ao próprio regulador OxyR, reforçando a idéia de que a ativação 

desta adesina estaria diretamente associada à presença de ERO geradas pela presença do 

Paraquat®. A avaliação da região promotora destes genes e posterior comparação com as 

regiões promotoras putativas de outros genes aqui superexpressos, poderá nos auxiliar a 

encontrar elementos controladores da transcrição em Xf, contribuindo para um melhor 

entendimento dos mecanismos de controle de expressão gênica nesta bactéria, o que será uma 

ferramenta muito útil a futuros estudos funcionais. 
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