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IDENTIFICAÇÃO E CLONAGEM DE R-GENES CANDIDATOS  

POTENCIALMENTE ENVOLVIDOS NA RESISTÊNCIA AO CANCRO 

CÍTRICO (Xanthomonas citri subsp. citri) 

 

 

 

RESUMO- O cancro cítrico é uma das mais graves doenças da cultura 

dos citros e seu agente causal (Xanthomonas citri subsp. citri) encontra-se 

distribuído em dezenas de países localizados na Oceania, Ásia e América. 

Poucas informações estão disponíveis na literatura científica concernente à 

caracterização e clonagem de genes de resistência ao cancro cítrico. Sessenta 

um genótipos, desde altamente suscetíveis até os de plantas não hospedeiras, 

foram utilizados no presente estudo na tentativa de identificar possíveis R-

genes envolvidos na resistência a essa doença. Quatro oligonucleotídeos, 

desenhados com base em R-genes de Arabdopsis thaliana e Malus floribunda, 

foram empregados na amplificação de amostras de DNA, clonagem e 

sequenciamento. Algumas sequências foram amplificadas unicamente em 

fenótipos altamente resistentes ou de plantas não hospedeiras, ou 

apresentaram homologia com sequências de genes envolvidas na resistência 

de plantas a estresses bióticos e abióticos. Algumas sequências traduzidas, 

encontradas em Citrus mitis, Citrus reticulata e Poncirus trifoliata, apresentaram 

mesmos aminoácidos presentes em domínios conservados de R-genes do tipo 

NBS-LRR.  

 

 

Palavras-chave: Interação patógeno-hospedeiro, Rutaceae, Xanthomonas citri 

subsp. citri 
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INDENTIFICATION AND CLONING OF R- GENES CANDIDATES 

POTENTIALLY INVOLVED IN RESISTANCE TO CITRUS CANKER 

(Xanthomonas citri subps. citri) 

 

 

SUMMARY- Citrus canker is one of the most important citrus diseases 

worldwide. Its pathogen is the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri that is 

presented in Ocean, Asia and America continents. Almost no information is 

available in the scientific literature about the genetic resistant against citrus 

canker. In the present work we developed and used primers in the tentative 

identification of genes involved in the resistance of citrus and other rutaceous 

genotypes against this disease. Sixty one genotypes, presenting complete 

resistant or extremely susceptible phenotypes, were tested with four primers 

developed based on R-genes from Arabdopsis thaliana and Malus floribunda. 

Some cloned sequences were identified only in resistant or non-host 

phenotypes or were similar with translated sequences homologues from genes 

involved in responses against biotic and abiotic stresses. Other traduced 

sequences, identified in Citrus mitis, Citrus reticulata and Poncirus trifoliata 

species, presented some predicted aminoacids from conserved domains of R-

genes type NBS-LRR. 

 

 

Keywords Plant-pathogen interaction, Rutaceae, Xanthomonas citri subsp. Citri 
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I- Introdução 

 

A história da citricultura brasileira está intimamente ligada à própria história do 

país. Poucos anos após a descoberta do Brasil, entre 1530 e 1540, os portugueses 

introduziram as primeiras sementes de laranja doce nos Estados da Bahia e São 

Paulo. Dadas às condições ecológicas favoráveis, as plantas produziram 

satisfatoriamente, a ponto de os frutos da laranja ‗Bahia‘ serem reconhecidos ainda 

no Brasil Colônia como maiores, mais sucosos e de excelente qualidade do que os 

produzidos em Portugal. Mas, somente a partir dos anos 30 do século passado, a 

citricultura começou a ser implantada comercialmente nos Estados de São Paulo, 

Rio de Janeiro e Bahia, tendo apresentado maiores índices de crescimento nos 

estados do Sudeste e Sul. 

No Brasil, a área plantada com frutas cítricas está ao redor de 1 milhão de 

hectares e a produção supera 19 milhões de toneladas, a maior no mundo há alguns 

anos. O país é o maior exportador de suco concentrado congelado de laranja, cujo 

valor das exportações, juntamente com as de outros derivados, tem gerado cerca de 

1,5 bilhão de dólares anuais. 

O cancro cítrico é uma das mais graves doenças da cultura dos citros. Seu 

agente causal, a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, encontra-se distribuído em 

dezenas de países localizados na Oceania, Ásia e América, infectando plantas da 

família Rutaceae. Trata-se de uma doença quarentenária e o comércio mundial de 

cítricos é regulado por medidas de exclusão que visam impedir a entrada do 

patógeno em áreas livres da doença. No Brasil a doença está presente pelo menos 

desde a década de 50, e medidas de exclusão e erradicação são adotadas desde 

sua primeira detecção em 1957 no estado de São Paulo. 

Em patossistemas vegetais a interação patógeno-hospedeiro é denominada 

―incompatível‖ quando o hospedeiro tem seus mecanismos de defesa ativados e o 

patógeno não consegue desenvolver-se em seu interior. Interações ―compatíveis‖ 

envolvem tanto a multiplicação do patógeno à custa do hospedeiro quanto, na 

maioria dos casos, a indução dos sintomas da doença. A ativação da defesa do 

hospedeiro ocorre após o reconhecimento do patógeno. Em muitas interações entre 
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plantas e patógenos biotróficos esse reconhecimento envolve um par de genes 

complementares presentes nos dois organismos – genes de resistência no 

hospedeiro (R-genes) e genes de avirulência (avr) no patógeno. O reconhecimento 

do patógeno não ocorre na ausência de R-genes no hospedeiro ou de avr no 

patógeno. Esse fenômeno de reconhecimento é resultante da evolução conjunta do 

hospedeiro e do patógeno. 

Os primeiros estudos realizados quanto à resistência de cítricos ao cancro 

cítrico ocorreram quase cem anos atrás. Há uma extensa variação quanto à 

resistência, havendo rutáceas que se apresentam como totalmente resistentes até 

altamente suscetíveis. Mais recentemente alguns autores avaliaram as reações de 

genótipos (espécies e variedades) de cítricos comercialmente usados na produção 

de frutas. De modo geral, limas ácidas e limões mostram-se mais suscetíveis ao 

cancro cítrico, enquanto tangerinas mostram-se mais resistentes. Numa posição 

intermediária estão localizadas algumas das laranjas doces, com diferenças de 

suscetibilidade entre elas. Nos últimos anos foram geradas plantas transgênicas de 

laranjas doces, empregando-se genes que codificam peptídeos antibacterianos, no 

entanto esses genes não foram extraídos de material vegetal e sim de espécies do 

reino animal. Os transformantes mais promissores apresentaram reduções de 55 a 

60% na severidade do cancro cítrico. 

A maioria dos R-genes codificam proteínas citoplasmáticas contendo uma 

região nucleotide binding central (NBS) e um domínio carboxil rico em leucina 

(leucine rich repeat-LRR), geralmente denominados genes NBS-LRR. As sequências 

de genes de resistência a doenças de plantas clonados mostram que, apesar de 

conferirem resistência a vírus, bactérias e fungos, contém sequências similares e 

codificam peptídeos com semelhanças estruturais. R-genes bastante conhecidos, 

como os genes RPS2 de Arabidopsis e N de Nicotiana, apresentam sequências NBS 

bem conservadas, tanto entre R-genes da mesma espécie botânica quanto entre 

espécies taxonomicamente distantes. O fato de R-genes ser parcialmente 

conservados representa algumas vantagens na identificação e clonagem dos 

mesmos.  

O controle de doenças de plantas por resistência varietal constitui-se num dos 

métodos de controle mais efetivos e de baixo custo que a pesquisa pode oferecer à 
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agricultura moderna. Mas poucas informações estão disponíveis na literatura 

científica concernente à caracterização e clonagem de genes de resistência ao 

cancro cítrico. Os recentes trabalhos publicados relacionados à geração de 

transgênicos com resistência a essa doença empregaram, sem exceção, peptídeos 

anti-bacterianos exógenos, ou seja, não originários de membros da família 

Rutaceae. Ambas estratégias podem ser adotadas na construção de transformantes 

com resistência à patógenos, mas a identificação e clonagem de genes de 

resistência originários de espécies taxonomicamente próximas de Rutáceas é mais 

desejável comercialmente. 

Visto que a descoberta e clonagem de genes de resistência ao cancro cítrico 

permitirão a transformação genética de variedades e espécies cítricas de uso 

comercial, gerando como resultado novas estratégias de controle da doença, o 

presente trabalho teve como proposta desenvolver oligonucleotídeos baseados em 

seqüência de R-genes de outras espécies, testá-los em citros e espécies 

pertencentes à família Rutaceae, e encontrar sequências de genes que possam 

estar relacionadas à resistência ao cancro cítrico. 

 

 

II- REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Histórico da citricultura no Brasil 

 

Encontrando no Brasil melhores condições para vegetar e produzir do que 

nas próprias regiões de origem, as plantas cítricas se expandiram para todo o País, 

tornando-se até supostamente ―nativas‖ em certos lugares, como no Mato Grosso 

(MATOS JUNIOR et al., 2005). Inicialmente, a citricultura desenvolveu-se mais nos 

Estados de São Paulo, Rio de Janeiro e Bahia. Na região central, as missões 

religiosas e os bandeirantes que avançavam pelo interior do País, tiveram 

certamente influência na implantação dos laranjais por toda a parte (TAUNAY, 

1923). A importância que teria a citricultura brasileira no início do século XXI era um 

fato que não podia sequer ser imaginado há algumas dezenas de anos. Cerca de 

98% do suco é exportado principalmente para os Estados Unidos e União Européia, 
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além do Japão e outros 45 países (MATOS JUNIOR et al., 2005). A principal 

variedade é a laranja Pêra, seguida de Natal e Valência. A de limões é liderada pela 

lima ácida Tahiti, sendo pequena a produção de limões verdadeiros, tipo Siciliano 

(MATOS JUNIOR et al., 2005). 

 

2.2 Cancro cítrico – importância, distribuição e controle 

 

O cancro cítrico asiático, também denominado cancrose A, é uma das mais 

graves doenças da cultura dos citros (GOTTWALD et al., 2001; GOTTWALD et al., 

2002; STALl & SEYMOUR, 1983). Seu agente causal, a bactéria Xanthomonas citri 

subsp. citri, encontra-se distribuído em dezenas de países localizados na Oceania, 

Ásia e América, infectando plantas da família Rutaceae (CIVEROLO, 1984). O 

provável centro de origem desta doença é a Ásia, onde é endêmica (KOIZUMI, 

1985). Trata-se de uma doença quarentenária e o comércio mundial de cítricos é 

regulado por medidas de exclusão e erradicação que visam impedir a entrada do 

patógeno em áreas livres da doença (CIVEROLO, 1985; GOTTWALD et al., 2001; 

SCHOULTIES et al., 1987). A primeira ocorrência desta doença no Brasil foi em 

1957, no município de Presidente Prudente, São Paulo (BITANCOURT, 1957). 

Medidas de exclusão e erradicação foram adotadas neste mesmo ano e foi 

iniciada uma campanha de erradicação do cancro cítrico, que permanece ativa até 

os dias atuais (GIMENES-FERNANDES et al., 2000). Apesar dos esforços iniciais, já 

em 1957 a doença foi encontrada nos estados de Mato Grosso do Sul e Paraná 

(AMARAL, 1957). Atualmente o cancro cítrico está presente nos estados de São 

Paulo, Paraná, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Roraima. 

Os sintomas constituem-se em lesões circulares, corticosas, salientes, de 

coloração amarronzada, aspecto eruptivo e rodeado por anasarca, presentes em 

folhas, ramos e frutos (BITANCOURT, 1957; ROSSETTI, 2001). Nas folhas e frutos 

é comum o aparecimento de um halo amarelo circundando a área necrosada. Em 

altas severidades pode ocorrer desfolha, queda de frutos e seca de ramos, sendo 

mais comuns em hospedeiros mais suscetíveis (GOTTWALD et al., 1988; 

GOTTWALD et al., 1989). Plantas cítricas afetadas constituem-se como principal 

fonte de inóculo da doença já que a sobrevivência da bactéria é curta em qualquer 
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outro substrato (GRAHAM et al., 1987; GRAHAM et al., 1989; GRAHAM et al., 

2000). Sob condições naturais de infecção a disseminação ocorre principalmente 

pela ação de respingos de chuvas e de chuvas associadas com ventos, e a 

disseminação a longas distâncias dá-se pelo transporte de material vegetal infectado 

(CIVEROLO, 1985; DANÓS et al., 1984; GOTTWALD et al., 1988; GOTTWALD et 

al., 1989). Atividades culturais como poda, colheita e pulverizações podem 

disseminar a bactéria entre plantas de um mesmo pomar (CIVEROLO, 1985; 

DANÓS et al., 1984; GOTTWALD et al., 1988). A infecção ocorre em tecidos jovens 

(GOTO, 1990; GRAHAM et al., 1992), durante períodos de crescimento do 

hospedeiro (LEE, 1921). 

No Brasil o controle do cancro cítrico baseia-se principalmente em medidas de 

exclusão e erradicação, e há medidas regulatórias determinantes da erradicação de 

plantas quando afetados pela doença (BARBOSA et al., 2001; BELASQUE JR. et 

al., 2009). Constatada a presença de cancro cítrico, a legislação federal determina a 

eliminação das plantas doentes e a adoção de um raio mínimo de trinta metros a 

partir das plantas doentes. As plantas contidas no raio, consideradas como suspeitas 

de infecção, devem ser completamente eliminadas, receberem uma poda drástica 

nos ramos, ou uma desfolha química (um dos três métodos). No Estado do Paraná a 

erradicação de plantas doentes, e das suspeitas de infecção, não é obrigatória e é 

permitida a adoção de práticas de manejo da doença, como a pulverização de 

cúpricos e implantação de cortinas quebra-vento (LEITE JÚNIOR & MOHAN, 1990). 

 

2.3 O agente causal do cancro cítrico Xanthomonas citri subsp. citri 

 

Seis diferentes tipos de cancro cítrico ou cancroses estão descritos na 

literatura (GABRIEL et al., 1989; SCHOULTIES et al., 1987). O cancro cítrico 

asiático, cancro cítrico ou cancrose A, é o tipo mais comum, sendo endêmico em 

algumas regiões da Ásia, América e Oceania. Essa doença é causada por 

Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) (synonim. Xanthomonas axonopodis pv. citri). 

Esse é o patógeno que incita o cancro cítrico nas principais regiões produtores de 

citros no mundo, como Brasil e Flórida, e nas quais há programas oficiais de 

erradicação (São Paulo) ou apenas a adoção de estratégias de manejo (demais 
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países da América do Sul, estados brasileiros e Flórida). Cancro em ramos, folhas e 

frutos de árvores cítricas são as estruturas que abrigam a bactéria Xac. Além do 

tecido hospedeiro, a sobrevivência do inóculo pode também ser garantida após a 

queda dos órgãos infectados, embora, no solo, a bactéria não consiga sobreviver 

por muito tempo. Nas épocas quentes e chuvosas, uma massa de talos bacterianos 

exsuda destes cancros e é dispersa pela água e chuvas acompanhada de ventos 

fortes (LEITE & MOHAN, 1998).  O cancro cítrico B, ou cancrose B, possui uma 

gama mais restrita de hospedeiros. É patogênico somente em Citrus limon e Citrus 

aurantifolia e somente foi encontrado na Argentina, Uruguai e Paraguai. Cancro 

cítrico C, ou cancrose C, é limitado ao estado de São Paulo e afeta somente C. 

aurantifolia. Esses dois últimos tipos de cancro cítrico (B e C) são induzidos por X. 

fuscans subsp. aurantifolii (synonim. X. a. pv. aurantifolia). Por último tem-se a 

Mancha bacteriana dos citros, cujo agente causal é a bactéria X. alfalfae subsp. 

citrumelonis (synonim. X. a. pv. citrumelo). Ocorre em viveiros na Flórida, somente 

tendo sido encontrado infectando citrumelo ‗Swingle‘ (C. paradisi x Poncirus trifoliata) 

(HARTUNG & CIVEROLO, 1989). Há também dois outros tipos bacterianos, 

formados por isolados da espécie citri com patogenicidade diferenciada e restrita 

basicamente à C. aurantifolia, o primeiro encontrado no sudoeste asiático (tipo A*) 

(VERNIÈRE et al., 1998) e o segundo na Flórida (tipo Aw) (SUN et al., 2000; SUN et 

al., 2004). 

 

2.4 Resistência de citros e relativos ao cancro cítrico 

 

Paradoxalmente, os primeiros resultados divulgados de estudos realizados 

quanto à resistência de citros e relativos ao cancro cítrico ocorreram nas primeiras 

décadas do século XX (JEHLE, 1917; JEHLE, 1918; LEE, 1918; MCLEAN & LEE, 

1921; PELTIER, 1918). Esses autores estudaram a resistência/suscetibilidade de 

diferentes espécies de rutáceas. Dentre as espécies avaliadas, há genótipos que 

não apresentam sintomas (resistência total), como algumas espécies da tribo Citrae 

e outras distantes do gênero Citrus. 

Mais recentemente alguns autores avaliaram as reações de genótipos 

(espécies e variedades) de citros usados comercialmente na produção da cultura 
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(LEITE JR. & MOHAN, 1984; GOTTWALD et al., 1993; ZUBRZYCKI & ZUBRZYCKI, 

1981). Limas ácidas e limões mostram-se mais suscetíveis ao cancro cítrico, 

enquanto tangerinas mostram-se mais resistentes. Numa posição intermediária 

estão localizadas algumas das laranjas doces, com diferenças de suscetibilidade 

entre elas.  

Em recente trabalho PAVAN et al. (2007) observaram redução de 70% na 

severidade do cancro cítrico em híbridos somáticos de laranja doce ‗Hamlin‘ e 

tangerina ‗Montenegrina‘, em comparação com plantas de laranja doce ‗Hamlin‘. 

Resultados semelhantes também foram observados por BOSCARIOL et al. (2006). 

Esses autores transformaram laranja doce ‗Hamlin‘ com o gene Atacina A que 

codifica peptídeos com atividade antibacteriana. Os transformantes mais 

promissores apresentaram reduções de 55 a 60% na severidade do cancro cítrico. 

 

2.5 Interação patógeno-hospedeiro e genes de resistência a doenças de 

plantas. 

 

Em patossistemas vegetais a interação patógeno-hospedeiro é denominada 

―incompatível‖ quando o hospedeiro tem seus mecanismos de defesa ativados e o 

patógeno não consegue desenvolver-se em seu interior (HAMMOND-KOSACK & 

JONES, 1996). Nesse caso não há indução de sintomas da doença. Por outro lado, 

interações ―compatíveis‖ envolvem tanto a multiplicação do patógeno à custa do 

hospedeiro quanto, na maioria dos casos, a indução dos sintomas da doença. A 

ativação dos mecanismos de defesa do hospedeiro pode ocorrer tanto nas 

interações compatíveis quanto incompatíveis, mas dá-se em magnitude e velocidade 

diferentes para cada tipo de interação. A ativação da defesa do hospedeiro ocorre 

após o reconhecimento do patógeno. Em muitas interações entre plantas e 

patógenos biotróficos, esse reconhecimento envolve um par de genes 

complementares presentes nos dois organismos – genes de resistência no 

hospedeiro (R-genes) e genes de avirulência (avr) no patógeno (BOYES et al., 1996; 

Flor, 1971; STASKAWICZ et al., 1995). O reconhecimento do patógeno não ocorre 

na ausência de R-genes no hospedeiro ou de avr no patógeno. Esse fenômeno de 

reconhecimento é resultante da evolução conjunta do hospedeiro e do patógeno 
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(HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996). O primeiro adquirindo a capacidade de 

reconhecer o patógeno, e consequentemente, barrá-lo em seus tecidos. Em relação 

ao patógeno, a evolução é na capacidade de não ser reconhecido pelo hospedeiro, 

e consequentemente, infectá-lo e seguir seu ciclo de vida. 

A maioria dos R-genes codifica proteínas citoplasmáticas contendo um 

nucleotide binding central (NBS) e um domínio carboxil rico em leucina (leucine rich 

repeat-LRR), geralmente denominados genes NBS-LRR (BAKER et al, 1997; TOR et 

al., 2004). Há ainda, para esse grupo, duas subdivisões: a) com domínio amino 

terminal coiled-coil (CC-NBS-LRR), como exemplos RPS2, RPM1, RPS5, RPP13 e 

RPP8 (BITTNER-EDDY et al., 2000; MCDOWELl et al., 1998); e b) aqueles 

contendo um domínio amino terminal semelhante a um domínio sinalizador 

citoplasmático com receptores trans-membrana tipo Toll e interleucina-1 (TIR) (TIR-

NBS-LRR), como exemplos RPS4, RPP1, RPP5 e N (DANGL & JONES, 2001; TOR 

et al., 2004; WHITHAM et al., 1994).  

As seqüências de genes de resistência a doenças de plantas clonados 

mostram que, apesar de conferirem resistência a vírus, bactérias e fungos, os 

mesmos contém sequências similares e codificam peptídeos com semelhanças 

estruturais (KANAZIN et al., 1996). Outra característica comum de R-genes é a 

presença em clusters, o que pode ser resultado de um mecanismo genético comum 

envolvido na evolução desses genes (ELLIS et al., 1995; SUDAPAK et al., 1996). R-

genes em clusters foram observados em cevada (JORGENSEN, 1994), alface 

(HULBERT & MICHELMORE, 1985), ervilha (ELLIS et al., 1995), tomate (DIXON et 

al., 1996; JONES et al., 1994), milho (RICHTER et al., 1995), citros (DENG et al., 

2000), maça (CALENGE et al., 2005), mandioca (LÓPEZ et al., 2003), Arapdopsis 

(DING et al., 2007), dentre outras espécies de plantas de interesse econômico ou 

científico. O primeiro gene de resistência a doenças em plantas clonado foi o Pto de 

tomate (MARTIN et al., 1993), o qual codifica uma proteína Ser/Thr quinase. Muitos 

outros genes de resistência clonados codificam proteínas contendo domínios tipo 

LRR (BENT, 1996; JONES & JONES, 1996). Exemplos de R-genes com LRR são 

Cf-9, Cf-2 e Xa21, que codificam LRR extra-citoplasmático (DIXON et al., 1996; 

JONES et al., 1994; SONG et al., 1995). Uma segunda categoria de R-genes com 

LRR são aqueles que codificam LRR citoplasmáticos. Exemplos desses últimos são 
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os genes RPS2, RPP5, N e L6 (Bent et al., 1994; Lawrence et al., 1995; Parker et 

al., 1997; Whitham et al., 1994). 

DENG & GMITTEr (2003), fazendo uso de oligonucleotídeos degenerados 

desenhados a partir de seqüências conservadas de Xa21 e Pto, identificaram genes 

em citros similares a R-genes com domínio tipo proteína quinase identificados de 

outras espécies. A genotipagem fazendo uso de seqüências NBS (nucleotide binding 

site) é um exemplo de técnica utilizada na busca de genes de resistência e análogos 

de R-genes (RGAs) com oligonucleotídeos degenerados baseados em seqüências 

conservadas da classe de genes NBS-LRR (NBS leucine rich-repeat) (VAN DER 

LINDEN et al., 2004). Essa técnica foi utilizada com sucesso na identificação de loci 

de R-genes e RGAs em genótipos de macieira, alface, batata e cevada (VAN DER 

LINDEN et al., 2004; CALENGE et al., 2005; SYED et al., 2006). Muitas das 

sequências identificadas com NBS revelaram similaridade com seqüências 

conhecidas de NBS de R-genes de várias espécies. Assim, técnicas moleculares 

que utilizam domínios NBS como sequências alvo podem gerar marcadores 

polimórficos associados com genes de resistências envolvidos na interação 

patógeno-hospedeiro. Como discutido por VAN DER LINDEN et al. (2004), a 

genotipagem de acessos de espécies de plantas de interesse econômico com 

seqüências NBS pode ser útil na identificação e clonagem de novos loci de R-genes. 

DENG et al. (2000) afirmam que R-genes em citros começaram a ser identificados e 

mapeados apenas recentemente (em 1996) e ainda não foram extensivamente 

estudados. 

 

 

III- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Material Vegetal 

 

Para a realização deste estudo foram utilizados sessenta e um genótipos de 

materiais vegetais. Com exceção das espécies Murraya ssp; Zanthoxylum rugosum; 

Zanthoxylum lindelianum e Severinia spp , fornecidas pelo Fundo de Defesa da 

Citricultura-FUNDECITRUS, São Paulo, Brasil, todos os demais genótipos foram 



9 

 

cedidos pelo Banco Ativo de Germoplasma da Estação Experimental de Bebedouro, 

São Paulo, Brasil. A escolha dos genótipos foi baseada em resultados apresentados 

por autores que avaliaram a resistência e suscetibilidade de diferentes espécies da 

família Rutácea (MCLEEAN & LEE, 1921; PELTIER, 1918;) e estudos mais recentes 

que avaliaram as reações de resistência e suscetibilidade entre espécies e 

variedades de citros utilizadas comercialmente (ZUBRZYCHI & ZUBRZYCHI, 

1981;LEITE JR. & MOHAN, 1984; GOTTWALD et al., 1993).  

 

3.2 Extração de DNA vegetal 

 

A extração de DNA vegetal foi realizada a partir de 500 mg da nervura central 

de dez folhas de cada uma das espécies, maceradas em homogeneizador Homex 6 

(Bio-Rad), usando o método de brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) descrito por 

MURRAY & THOMPSON (1980). As amostras de DNA foram quantificadas em 

espectrofotômetro e mantidas a – 20C. 

3.3 Desenhos de oligonucleotídeos e reações de PCR 

 

Devido o genoma de citros não estar disponível ao acesso público, foram 

utilizadas sequências de genes de outras espécies para o desenho de doze 

oligonucleotídeos, sendo estas de Arabidopsis thaliana e Malus floribunda, não 

pertencentes à família Rutacea. No entanto GUIDETTI-GONZALES & CARRER 

(2007) encontraram domínios de resistência conservados em plantas cítricas, 

similares a sequências pertencentes a essas duas espécies A. thaliana e M. 

floribunda. Além desses, outros cinco pares de oligonucleotídeos degenerados 

descritos por KANAZIN et al. (1998), DENG et al. (2000) e DENG & GMITTER 

(2003) foram testados, totalizando em dezessete pares de oligonucleotídeos 

utilizados neste trabalho. Na Tabela 1 estão apresentadas apenas informações dos 

oligonucleotídeos que apresentaram resultados, como os números de acesso 

(Genbank) dos R-genes utilizados para desenho dos oligonucleotídeos, as 

sequências dos mesmos e temperaturas de anelamento para amplificação dos 

genótipos avaliados no presente estudo.  
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Tabela 1. Números de acesso e espécie de origem das sequências de R-genes 
utilizadas para desenho dos oligonucleotideos CAC, CAA, AAF e NP e temperaturas 
de anelamento dos oligonucleotídeos na PCR. 

Nº Acesso 

GenBank 
Oligonucleotídeo Sequência 

Temperatura 

de 

anelamento 

CAA72178 

Arabidopsis thaliana 

 

CAA_F CCGGAGATTTTCACTGTGGT 

58°C 
CAA_R AACTCGGTCAGGTCCATCAC 

AAF78445 

Arabidopsis thaliana 

 

AAF_F GCGACAAATGTGCTTCTTGA 

62°C 
AAF_R TCAGCTTCACGTTTCACCAG 

NP_ 1950562 

Arabidopsis thaliana 

 

NP_F TACAAAAACACCGCCAAACA 

62°C 
NP_R ACCTTTCCCAATTCCAATCC 

CAC 40827 

Malus floribunda 

CAC_F GTTTTCCGGAAGCATACCAA 
58°C 

CAC_R CAGCAAAGAACCAAGCACAA 

 

Os oligonucleotídeos foram desenhados com o auxílio do software Primer 3 

(v.0.4.0) e as regiões de anelamento dos mesmos estão representadas nas Figuras 

1, 2, 3 e 4.  

 

 
ATGGAGAGAACCATGAGAGTTGTTATACTACTAACCAGGTTTCTAGCCATTGCAACCATTACTTTCAGTATTGGT

TTATGCAATGGAAATCCCGGTTGGCCTCCACTTTGCAAAGAAAGCGAAAGACAAGCACTTCTGATGTTCAAGCAA

GATCTCAAGGACCCAACCAATCGGCTTGCATCGTGGGTTGCAGAGGAAGATTCAGATTCAGACTGTTGCAGTTGG

ACAGGAGTTGTCTGTGATCACACAACCGGCCACATCCACGAGCTGCACCTTAATAATACCGACCCTTTTTTGGAT

TTGAAATCTTCCTTCGGTGGTAAGATAAATCCTTCTTTGCTCAGTTTAAAGCATCTCAACTTCTTGGACTTGAGT

AACAATTATTTCTATCCAACACAAATTCCTAGTTTCTTTGGTTCTATGACAAGTTTAACACACCTTAACCTTGCA

TACTCAAGGTTTGGTGGAATAATTCCTCATAAACTAGGAAATCTCTCCAGTCTACGCTATCTCAATCTCAGTAGT

AATAGTATCTATCTGAAGGTAGAGAACCTTCAGTGGATTTCTGGTCTTTCTCTGCTGAAACACTTGGACTTGAGT

GGTGTAAATCTTAGCAAAGCATCTGACTGGTTGCAAGTTACAAACATGCTCCCTTCTTTGGTAAAGTTAATTATG

TCTGATTGTCAACTTTATCAAATTCCCCCTCTACCCACCACAAATTTTACTTCCCTGGTCGTCCTTGATCTTTCT

TTCAACAATTTTAATTCTTTGATGCCGAGGTGGGTTTTCAGTCTTAAAAATCTAGTTTCTATTCATCTCAGTGAT

TGTGGTTTCCAAGGTCCAATTCCTAGCATTTCACAGAATATCACATATTTGAGGGAAATTGATTTGTCAGATAAC

AATTTCACGGTTCAAAGACCATCCGAAATCTTTGAAAGTTTGTCCAGATGTGGTCCAGATGGAATAAAGTCATTG

TCGTTGAGGAATACTAATGTATCAGGTCACATTCCAATGTCACTAAGAAATCTGTCAAGCTTAGAAAAATTGGAC

ATATCTGTAAATCAATTTAATGGAACTTTCACAGAAGTTATTGGTCAACTCAAAATGCTAACGTATTTGGATATA

TCTTATAATTCGTTAGAAAGTGCAATGTCGGAAGTTACTTTTAGCAACCTTACAAAGTTGAAGAATTTTGTTGCC
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AAAGGAAACTCATTGACTCTGAAAACTAGTCGAGATTGGGTTCCTCCTTTTCAACTTGAAATTTTGCATCTGGAT

TCCTGGCATTTGGGGCCTAAATGGCCAATGTGGTTGCGAACACAAACGCAATTAAAAGAACTAAGCTTGTCTGGT

ACAGGAATTTCAAGTACTATTCCAACTTGGTTTTGGAACTTAACTTCCCAAGTAGAGTATCTGAATCTCTCTCGC

AATCAGTTGTATGGGCAGATTCAAAATATAGTTGCTGGTCCTTCTTCAGTGGTTGATCTTAGTTCTAACCAATTC

ACTGGTGCATTGCCTATTGTTCCCACCTCATTATTTTTTCTAGATCTTTCCAGGTCATCATTTTCTGAATCTGTT

TTCCACTTCTTCTGTGATAGGCCGGATGAACCAAAGCAACTTTCTGTTCTTAATCTCGGGAACAATCTTCTCACT

GGAAAAGTACCCGATTGTTGGATGAGTTGGCAACACTTGAGATTCCTAAATTTAGAAAACAACAACCTAACTGGG

AATGTCCCAATGTCCATGGGATACTTGCAATATCTGGGATCCCTGCACTTGCGCAATAATCACCTGTACGGAGAA

TTGCCACATTCCCTGCAGAACTGTACCTGGTTGTCAGTTGTTGACCTTAGTGAAAATGGGTTTTCCGGAAGCATA

CCAATATGGATAGGGAAAAGCCTTTCAGGGTTGAATGTTCTTAACCTTCGTTCAAATAAGTTTGAAGGAGATATT

CCTAATGAAGTTTGTTATTTGAAAAGTCTCCAGATATTGGACCTTGCACATAACAAACTCTCAGGAATGATACCG

AGATGCTTCCACAATTTGAGCGCCTTGGCTGATTTTTCAGAATCATTTTATCCAACTAGTTATTGGGGTACAAAT

TGGTCTGAACTTTCAGAGAATGCAATCTTGGTAACGAAAGGGATAGAAATGGAATATAGCAAGATTCTGGGATTC

GTAAAAGTCATGGACCTTTCATGCAACTTTATGTATGGAGAGATCCCTGAAGAACTTACCGGCCTCCTCGCATTG

CAGTCACTCAATTTATCTAATAATCGCTTCACTGGAAGAATTCCTTCAAATATTGGTAATATGGCATGGTTAGAA

TCTCTCGATTTTTCCATGAACCAACTTGATGGTGAAATTCCTCCAAGCATGACGAATTTGACATTTCTGAGTCAC

TTAAACTTGTCCTACAACAATTTGACGGGACGAATTCCGGAAAGCACTCAACTGCAGAGCCTTGATCAGTCGAGC

TTCGTCGGCAACAAACTATGCGGAGCTCCACTCAACAAGAATTGCAGCACGAATGGGGTGATACCGCCACCAACA

GTTGAGCAAGACGGAGGAGGAGGATACCGTTTACTCGAAGACGAGTGGTTCTACGTGAGCTTGGGAGTTGGATTC

TTCACGGGGTTTTGGATTGTGCTTGGTTCTTTGCTGGTAAACATGCCATGGAGCATTCTTCTTTCACAGTTGCTG

AATAGGATAGTGCTTAAAATGTATCATGTAATTGTTGAATATGTTTAG-3´ 

Figura 1. Representação esquemática do pareamento do oligonucleotideso CAC de 
Malus floribunda na sequência utilizada para o desenho dos iniciadores. As regiões 
em vermelho indicam a região de pareamento do oligonucleotideo e as setas o 
sentido da amplificação. 

 
 
5´ATGGGTTTCTTTTTCTCGACCCGGAAAGGTCTTCTTCTCATCATCTTCATTTGCTTGGATATTTTCGGATCAA

ATGCTCAACTTTTGCCAGAAGATGAAGTTCAAACATTGCGAACGATCTTTAGAAAGCTTCAAAACCAAACAGTGA

ACATCGAAAGAACTTCTTGTTTGGACAGAAAATGGAACTTTGTTGCCGAGTCAACCTCCAAGCTACCAACCAGTA

ACATTACCTGCGACTGTACTTTCAACGCCAGCTCAGTCTGTCGTGTCACAAACATACAGCTTAGAGGTTTCAATT

TGCGAGGAATTATACCGCCTGAATTCGGGAACCTCACACGTCTTACAGAGATGGCTGTAACCGGAAACCGACTCT

CTGGACCATTTCCTCCTCAGCTCGGACAGATTACTACACTTACTGATGTGATTATGGAAAGTAATTTATTCACAG

GACAACTTCCTCCAAACCTAGGGAACTTAAGAAGCTTGAAAAGATTGCTAATCTCTTCAAATAACATCACGGGTC

GGATCCCTGAGTCCTTGAGCAATCTCAAGAATTTGACTAATTTTCGGATTGATGGAAACTCTCTATCTGGGAAGA

TACCTGATTTTATTGGAAACTGGACTCGGCTCGTTAGGCTAGACCTCCAAGGCACATCAATGGAAGGTCCTATTC

CAGCTTCGATTTCAAACTTGAAAAACCTGACTGAATTGAGGATAACAGATTTGCGTGGACCAACTTCTCCTTTTC

CAGACCTTCAAAATATGACGAATATGGAAAGATTGGTACTAAGAAACTGTTTGATAAGGGAACCTATACCGGAGT

ACATCGGTACTTCCATGACTATGTTGAAGTTACTAGATTTAAGCTCAAACATGTTAAATGGTACAATTCCAGACA

CATTTCGGAGTCTGAACGCATTCAACTTTATGTATCTGAATAATAACTCATTGACTGGTCCAGTTCCTCAGTTCA
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TTCTTGATAGTAAACAAAACATTGTCCAATGGTGCTTAAGAAAGGATCTTCCGTGTCCTGGAGACGCACACCATT

CTTCCTTGTTCATTAACTGTGGAGGAAACCGACTCAAGGTTGATAAAGACGAGTATGCGGATGACTTAAACAAAA

GAGGAGCATCAACATTCTCTTCTGTCTCTGAAAGATGGGGATACAGTAGTTCTGGAGCTTGGTTAGGCAATGACG

GTGCCACTTACTTAGCAACAGATACGTTTAACTTGATCAATGAATCAACTCCAGAGTATTACAAAACAGCCCGTC

TCGCTTCACAATCACTCAAGTACTATGGACTATGCATGAGAAGAGGAAGTTACAAAGTTCAGCTCTATTTTGCAG

AGATAATGTTCTCAAATGATCAGACTTATAGTAGCTTAGGGCGGCGACTATTCGACATTTATGTTCAAGGGATTT

TGTTGGAGAGGGACTTTAACATAGCACAGAGAGCAGGTGGAGTTGGTAAACCGTTCCTAAGGCAAGTTGATGAAG

TTCAAGTGAATGGAAGTACGTTGGAGATTCATTTGAAGTGGACAGGAAAAGGCACAAACGTAATACCAACAAGAG

GTGTTTACGGGCCTCTCATATCCGCTATAACCGTCACACCGAATTTCAAGGTTGATACCGGAAAACCATTGTCCA

ATGGAGTAGTTGCAGGCATTGTAATCGCAGCGTGTGTAGCTTTCGGGTTGCTGGTACTTGTAATCCTCAGGCTAA

CAGGTTACTTAGGTGGAAAAGAAGTGGATGAAAATGAAGAGCTTCGGGGACTCGATTTGCAGACAGGATCGTTCA

CATTGAAGCAAATCAAACGTGCTACTAACAACTTTGATCCAGAAAACAAGATTGGAGAAGGAGGATTTGGACCGG

TTTATAAGGGTGTTCTCGCTGATGGGATGACCATAGCGGTGAAGCAGCTTTCATCGAAATCTAAGCAAGGAAACC

GAGAATTTGTGACTGAGATCGGTATGATATCTGCGTTGCAACACCCTAATCTTGTGAAACTTTATGGTTGTTGCA

TCGAAGGGAAAGAGCTTTTGCTTGTGTATGAATACTTAGAGAACAACAGTCTCGCTCGCGCACTCTTTGGCACAG

AGAAACAAAGACTTCACTTGGATTGGTCCACGAGGAACAAGGTATGCATAGGGATTGCGAAAGGATTGGCTTATC

TACACGAGGAATCAAGGCTGAAGATTGTGCACAGAGACATTAAAGCGACAAATGTGCTTCTTGATCTGTCTCTAA

ATGCTAAGATCTCTGATTTTGGTCTAGCGAAACTCGATGAAGAAGAGAATACACATATCAGCACAAGGATTGCAG

GAACAATAGGTTACATGGCTCCAGAGTATGCAATGAGAGGTTACTTAACAGACAAAGCAGATGTTTATAGCTTCG

GTGTAGTCTGTTTAGAGATTGTTAGCGGAAAGAGCAACACAAATTACAGACCAAAAGAAGAGTTTATTTACCTTC

TTGACTGGGCATATGTCTTGCAAGAACAAGGGAGTCTTCTAGAACTCGTGGATCCAGATCTCGGTACAAGCTTTT

CGAAGAAAGAAGCAATGAGGATGTTGAACATAGCTTTACTCTGTACAAACCCATCTCCAACATTGAGACCACCGA

TGTCATCTGTTGTAAGTATGCTACAAGGAAAAATCAAAGTCCAACCACCACTGGTGAAACGTGAAGCTGATCCAA

GTGGTTCAGCCGCAATGAGGTTTAAGGCCTTAGAGCATTTGTCACAAGACAGCGAGTCACAAGTCTCAACCTATA

CAAGAAACAAAGAACACAAAAGCTCCTCCTCGATGGACGGTCCTTGGGTCGATTCTTCCTTCTCTGATCCGAGCA

AAGATGTTAGCCTATTACAGCAAGAAGAAGGAAATTCATCATCTTCGTCGAGGAGACTGTTAGATGATCTTACTG

ATGTGGAGATTGAGTAA-3´ 

Figura 2. Representação esquemática do pareamento do oligonucleotídeo CAA de 
Arabidopsis thaliana na sequência utilizada para desenho dos iniciadores. As 
regiões em vermelho indicam a região de pareamento do oligonucleotideo e as setas 
o sentido da amplificação. 
 
 
5´ATGGGTTTCTTTTTCTCGACCCGGAAAGGTCTTCTTCTCATCATCTTCATTTGCTTGGATATTTTCGGATCAA

ATGCTCAACTTTTGCCAGAAGATGAAGTTCAAACATTGCGAACGATCTTTAGAAAGCTTCAAAACCAAACAGTGA

ACATCGAAAGAACTTCTTGTTTGGACAGAAAATGGAACTTTGTTGCCGAGTCAACCTCCAAGCTACCAACCAGTA

ACATTACCTGCGACTGTACTTTCAACGCCAGCTCAGTCTGTCGTGTCACAAACATACAGCTTAGAGGTTTCAATT

TGCGAGGAATTATACCGCCTGAATTCGGGAACCTCACACGTCTTACAGAGATGGCTGTAACCGGAAACCGACTCT

CTGGACCATTTCCTCCTCAGCTCGGACAGATTACTACACTTACTGATGTGATTATGGAAAGTAATTTATTCACAG

GACAACTTCCTCCAAACCTAGGGAACTTAAGAAGCTTGAAAAGATTGCTAATCTCTTCAAATAACATCACGGGTC
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GGATCCCTGAGTCCTTGAGCAATCTCAAGAATTTGACTAATTTTCGGATTGATGGAAACTCTCTATCTGGGAAGA

TACCTGATTTTATTGGAAACTGGACTCGGCTCGTTAGGCTAGACCTCCAAGGCACATCAATGGAAGGTCCTATTC

CAGCTTCGATTTCAAACTTGAAAAACCTGACTGAATTGAGGATAACAGATTTGCGTGGACCAACTTCTCCTTTTC

CAGACCTTCAAAATATGACGAATATGGAAAGATTGGTACTAAGAAACTGTTTGATAAGGGAACCTATACCGGAGT

ACATCGGTACTTCCATGACTATGTTGAAGTTACTAGATTTAAGCTCAAACATGTTAAATGGTACAATTCCAGACA

CATTTCGGAGTCTGAACGCATTCAACTTTATGTATCTGAATAATAACTCATTGACTGGTCCAGTTCCTCAGTTCA

TTCTTGATAGTAAACAAAACATTGTCCAATGGTGCTTAAGAAAGGATCTTCCGTGTCCTGGAGACGCACACCATT

CTTCCTTGTTCATTAACTGTGGAGGAAACCGACTCAAGGTTGATAAAGACGAGTATGCGGATGACTTAAACAAAA

GAGGAGCATCAACATTCTCTTCTGTCTCTGAAAGATGGGGATACAGTAGTTCTGGAGCTTGGTTAGGCAATGACG

GTGCCACTTACTTAGCAACAGATACGTTTAACTTGATCAATGAATCAACTCCAGAGTATTACAAAACAGCCCGTC

TCGCTTCACAATCACTCAAGTACTATGGACTATGCATGAGAAGAGGAAGTTACAAAGTTCAGCTCTATTTTGCAG

AGATAATGTTCTCAAATGATCAGACTTATAGTAGCTTAGGGCGGCGACTATTCGACATTTATGTTCAAGGGATTT

TGTTGGAGAGGGACTTTAACATAGCACAGAGAGCAGGTGGAGTTGGTAAACCGTTCCTAAGGCAAGTTGATGAAG

TTCAAGTGAATGGAAGTACGTTGGAGATTCATTTGAAGTGGACAGGAAAAGGCACAAACGTAATACCAACAAGAG

GTGTTTACGGGCCTCTCATATCCGCTATAACCGTCACACCGAATTTCAAGGTTGATACCGGAAAACCATTGTCCA

ATGGAGTAGTTGCAGGCATTGTAATCGCAGCGTGTGTAGCTTTCGGGTTGCTGGTACTTGTAATCCTCAGGCTAA

CAGGTTACTTAGGTGGAAAAGAAGTGGATGAAAATGAAGAGCTTCGGGGACTCGATTTGCAGACAGGATCGTTCA

CATTGAAGCAAATCAAACGTGCTACTAACAACTTTGATCCAGAAAACAAGATTGGAGAAGGAGGATTTGGACCGG

TTTATAAGGGTGTTCTCGCTGATGGGATGACCATAGCGGTGAAGCAGCTTTCATCGAAATCTAAGCAAGGAAACC

GAGAATTTGTGACTGAGATCGGTATGATATCTGCGTTGCAACACCCTAATCTTGTGAAACTTTATGGTTGTTGCA

TCGAAGGGAAAGAGCTTTTGCTTGTGTATGAATACTTAGAGAACAACAGTCTCGCTCGCGCACTCTTTGGCACAG

AGAAACAAAGACTTCACTTGGATTGGTCCACGAGGAACAAGGTATGCATAGGGATTGCGAAAGGATTGGCTTATC

TACACGAGGAATCAAGGCTGAAGATTGTGCACAGAGACATTAAAGCGACAAATGTGCTTCTTGATCTGTCTCTAA

ATGCTAAGATCTCTGATTTTGGTCTAGCGAAACTCGATGAAGAAGAGAATACACATATCAGCACAAGGATTGCAG

GAACAATAGGTTACATGGCTCCAGAGTATGCAATGAGAGGTTACTTAACAGACAAAGCAGATGTTTATAGCTTCG

GTGTAGTCTGTTTAGAGATTGTTAGCGGAAAGAGCAACACAAATTACAGACCAAAAGAAGAGTTTATTTACCTTC

TTGACTGGGCATATGTCTTGCAAGAACAAGGGAGTCTTCTAGAACTCGTGGATCCAGATCTCGGTACAAGCTTTT

CGAAGAAAGAAGCAATGAGGATGTTGAACATAGCTTTACTCTGTACAAACCCATCTCCAACATTGAGACCACCGA

TGTCATCTGTTGTAAGTATGCTACAAGGAAAAATCAAAGTCCAACCACCACTGGTGAAACGTGAAGCTGATCCAA

GTGGTTCAGCCGCAATGAGGTTTAAGGCCTTAGAGCATTTGTCACAAGACAGCGAGTCACAAGTCTCAACCTATA

CAAGAAACAAAGAACACAAAAGCTCCTCCTCGATGGACGGTCCTTGGGTCGATTCTTCCTTCTCTGATCCGAGCA

AAGATGTTAGCCTATTACAGCAAGAAGAAGGAAATTCATCATCTTCGTCGAGGAGACTGTTAGATGATCTTACTG

ATGTGGAGATTGAGTAA-3´ 

Figura 3. Representação esquemática do pareamento do oligonucleotídeo AAF de 
Arabidopsis thaliana na sequência utilizada para desenho dos iniciadores. As 
regiões em vermelho indicam a região de pareamento do oligonucleotideo e as setas 
o sentido da amplificação. 
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ATGGCCATCACCGATTTTTTCGCCGGTGAAATTGCGACGGAGCTCCTGAAGCAGCTCTTTACGATATCTACAACG

GCGTGGAGATACAAAAACACCGCCAAACAACTCCTCACCTTGATCGATAGCATTCGACCGACGATCAAGGAGATT

CAATACAGCGGCGTGGAGCTTCCTGCTCACCGCCAAGCTCAAATCGGTATGCTCTTCGATACTTTAGAGAAAGGC

AAGAAGCTCACTGACAAAGTCCTTAGCTCTAAGCGATGGAATTTATATCGACAGCTAACCCTAGCCAGAAAAATG

GAGAAGCTAGAGAAGACCATCTCTAATTTCCTTAAAAATGAGGTCTTTACACATATCCTCGCTGACGTTCATCAT

CTCCGGGCCGATACCAGTGTGCGTTTGGATCGGGTTGACATGAGCCTCGACAGGGTGATTCAGCAAGTGGGTTCC

ATGAAAATTGGGGGAGGTGGCTTGATATCAGAGGCCATGAAGAGAGCCGAGGCTATGGAGATTGAGACCAACGAC

GATTCGGAGAAATTTGGGGTTGGATTGGAATTGGGAAAGGTTAAGGTTAAGAAGATGATGTTCGAATCTCAAGGA

GGGGTTTTTGGGATCAGTGGAATGGGCGGTGTTGGTAAAACCACTCTTGCCAAAGAACTTCAACGGGACCATGAA

GTCCAATGTCACTTTGAGAACCGGATTTTGTTTCTGACTGTATCACAATCTCCGCTTCTTGAGGAGCTGAGGGAA

CTTATATGGGGTTTCTTATCTGGTTGTGAAGCTGGAAATCCTGTTCCTGACTGTAATTTTCCGTTTGATGGCGCG

CGTAAGCTCGTGATTCTTGATGATGTTTGGACCACACAGGCCCTGGACCGCTTGACCTCGTTTAAGTTTCCTGGT

TGCACAACTCTTGTGGTCTCACGATCCAAACTCACTGAGCCTAAATTCACTTATGATGTCGAAGTACTGAGTGAA

GATGAAGCAATCTCTCTCTTCTGTCTCTGTGCTTTCGGTCAGAAATCTATCCCTCTTGGTTTCTGCAAAGATCTG

GTTAAGCAGGTTGCTAATGAATGTAAAGGGCTTCCTTTAGCTCTCAAAGTCACGGGTGCTTCATTAAATGGCAAA

CCTGAAATGTACTGGAAGGGCGTATTGCAGAGGTTATCAAAAGGTGAACCTGCTGATGACTCTCACGAGAGTAGA

TTGCTTCGTCAAATGGAAGCTAGTCTAGACAATCTCGACCAGACGACCAAAGATTGTTTCTTGGATCTTGGCGCC

TTCCCTGAAGACAGGAAGATTCCTCTTGATGTTCTCATCAACATTTGGATTGAGTTACATGATATAGATGAAGGA

AATGCTTTTGCCATCCTTGTTGATTTGTCACACAAGAATCTCCTTACTCTTGGGAAGGATCCACGGCTTGGCTCT

TTGTACGCAAGCCACTATGATATATTTGTGACACAGCATGATGTTCTGCGAGACCTAGCTCTTCATTTAAGCAAT

GCAGGGAAAGTAAACAGAAGAAAGCGGTTGCTGATGCCGAAAAGAGAGTTAGATCTTCCAGGAGATTGGGAAAGG

AACAATGATGAGCATTACATTGCCCAGATTGTCTCTATTCATACTGGGGAAATGAATGAAATGCAATGGTTTGAC

ATGGAGTTCCCCAAGGCAGAGATTCTAATATTGAACTTCTCTTCAGACAAGTATGTTCTTCCGCCTTTTATCAGT

AAGATGAGCCGGCTTAAGGTCCTAGTGATTATCAACAACGGCATGTCTCCCGCGGTTCTCCATGACTTTTCAATA

TTTGCTCATTTGTCGAAACTAAGAAGTCTCTGGCTAGAGAGGGTTCACGTCCCTCAACTCTCCAACTCAACCACC

CCCTTGAAAAATCTCCACAAGATGTCTTTGATTCTGTGCAAGATCAATAAAAGTTTTGATCAAACCGGACTTGAC

GTGGCAGATATCTTCCCAAAATTGGGCGATCTGACAATAGATCACTGTGATGATCTCGTGGCACTACCTTCAAGC

ATTTGCGGACTGACCTCCCTTAGCTGCTTAAGCATAACAAATTGTCCACGCCTCGGTGAATTGCCCAAGAACCTC

AGTAAGCTACAAGCTCTCGAAATCTTAAGGCTATATGCTTGCCCTGAGCTAAAGACATTACCTGGAGAAATATGT

GAGCTTCCTGGGCTTAAGTATCTCGACATCTCACAATGTGTCAGCCTGAGTTGTCTTCCAGAGGAAATAGGAAAG

CTAAAGAAGCTTGAGAAGATCGACATGAGAGAATGTTGCTTCTCGGATAGACCGAGCTCTGCTGTTTCACTGAAG

TCTCTGCGCCATGTAATCTGCGATACCGACGTTGCATTTATGTGGGAAGAAGTTGAGAAGGCTGTTCCAGGGTTA

AAGATCGAAGCTGCTGAGAAATGCTTCAGCCTAGACTGGCTTGACGAATA-3´ 

Figura 4. Representação esquemática do pareamento do oligonucleotídeo NP de 
Arabidopsis thaliana na sequência utilizada para desenho dos iniciadores. As 
regiões em vermelho indicam a região de pareamento do oligonucleotideo e as setas 
o sentido da amplificação. 
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As reações de PCR foram realizadas com amostras de DNA concentradas a 

150 ng/µL. Cada reação foi elaborada com 20 µL de volume final. As reações com 

os oligonucleotídeos NP, AAF e CAA continham 2 U da enzima Taq DNA 

polimerase, tampão da enzima diluído 1X; 2 mM de MgCl2; 0,2 mM de dNTPs (2´-

desoxinucleotídeos 5´-trifosfatos) e 1 µM de oligonucleotídeos. A desnaturação 

inicial ocorreu a uma temperatura de 95°C por 2 min.; seguida de 34 ciclos de 1min. 

a 92°C, 1min. na temperatura de anelamento (Tabela 1) e 1,5 min. a 72°C, o ciclo de 

extensão final ocorreu a 72°C por 4min. Para o oligonucleotídeo CAC, utilizou-se as 

mesmas condições descritas anteriormente alterando somente a concentração de 

MgCl2 (1,5 mM). Para confirmação dos resultados obtidos as amplificações foram 

realizadas em duplicatas. Os fragmentos gerados foram separados em gel de 

agarose a 1,0%, corados em solução de brometo de etídeo, visualizados sob 

iluminação UV em fotodocumentador e comparados ao padrão de tamanho 

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. Depois de comparados, alguns fragmentos 

escolhidos foram extraídos do gel e purificados com o Kit Wizard® SV Gel and PCR 

Clean- UP System (Promega) para clonagem e sequenciamento. 

 

3.4 Clonagens de sequências de interesse 

 

Para a clonagem foram selecionados fragmentos de cada grupo de resistência 

os quais foram inseridos em vetor plasmidial de Escherichia coli (PGEM®- T Easy 

Vector Systems - Promega) de acordo com as instruções do fabricante. Na reação 

de ligação de volume final 10 µL foram utilizados 3 µL de inserto, 1 µL de vetor, 1 µL 

de T4 DNA ligase  e 5 µl de tampão de reação 10X,. Em seguida as reações foram 

incubadas por 20 horas a 4°C. Os produtos gerados foram usados para transformar 

E. coli DH5α competentes por choque elétrico (eletroporação).  

A transformação bacteriana foi realizada em 50 µL de células 

eletrocompetentes às quais foram adicionados 2 µL de reação de ligação. Após 5 

min. no gelo as reações foram eletroporadas em equipamento GenePulser (Bio-Rad) 

a 1,8 kV, 200 Ω. Depois de aplicado o pulso elétrico, as células foram inoculadas em 

800 µL de meio de cultura LB e incubadas a 37°C sob agitação (100 rpm) por 1 hora. 

As bactéria foram então semeadas em meio LB sólido contendo 50 µg/mL de 
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ampicilina, 0,5 mM de IPTG (isopropiltiogalactosídeo) e 50 mg/mL de X-GAL (5—

bromo4-4cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosídeo) e incubadas a 37°C por 16 horas. A 

clonagem com o vetor PGEM®- T Easy envolveu a inativação do gene lacZ‘ que 

codifica parte da enzima β-galactosidade. A seleção dos transformantes foi realizada 

em meio com ampicilina e a identificação dos recombinantes foi possível pela 

ausência da atividade da β-galactosidade na presença de X-gal. Colônias não 

recombinantes apresentaram coloração azul, enquanto as recombinantes incapazes 

de produzir β-galactosidade eram brancas. 

Depois de identificadas as colônias transformadas, estas foram cultivadas em 

meio LB suplementado com ampicilina (100 µg/mL) por aproximadamente 16 horas 

a 37°C sob agitação (200 rpm). Para extração de DNA plasmidial utilizou-se o Kit 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) de acordo com 

recomendações do fabricante, a análise da presença do inserto foi realizada através 

da digestão com a endonuclease de restrição (EcoRI, Invitrogen). 

 

3.5 Sequenciamento  

 

Para as reações de sequenciamento foram utilizados 100 ng de DNA 

plasmidial; 3,0 L de tampão de seqüenciamento (200 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, 

pH 9.0); 1,0 L de BigDye v3.1 (Applied Biosystems); 10 picomoles do 

oligonucleotídeo iniciador e água bi-destilada estéril para um volume final de 10 L. 

As amostras foram submetidas ao ciclo de desnaturação inicial a uma temperatura 

de 95°C por 2 min., 34 ciclos de 1min. a 92°C, 1min. na temperatura de anelamento 

(Tabela 1) e 1,5 min. a 72°C; e extensão final de 4 min. a 72°C . Ao término do ciclo 

as amostras foram mantidas a 4 °C até início do processo de precipitação. A 

precipitação foi realizada adicionando-se em cada reação 80 L de isopropanol 75%, 

após 15 min. em temperatura ambiente Em seguida as reações foram centrifugadas 

a 4.000 rpm em centrífuga de placas Rotanta 46R (Hettich) com rotor para 

microplacas por 30 min. a 20 °C. Após precipitação do DNA o sobrenadante foi 

descartado e as amostras foram lavadas com 200 L de etanol 70%, centrifugadas a 

4.000 rpm por 10 min. a 20 °C (processo repetido 2 vezes). As amostras foram 

secadas a vácuo, resuspendidas em 10 L de formamida, desnaturadas por 5 min. a 
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95°C e submetidas ao sequenciamento no sequenciador automático ABI 3100 

conforme recomendações do fabricante (Applied Biosystems). 

 

3.6 Análise das sequências 

 

As análises das sequências obtidas da clonagem, assim como retirada de 

nucleotídeos pertencentes ao vetor, foram realizadas com o auxílio do software 

Chromas Lite (v. 2.01). Para os alinhamentos de sequências de nucleotídeos, 

tradução para aminoácidos e alinhamento de sequências de aminoácidos, utilizou-se 

como ferramenta o aplicativo ClustalW2/EBI disponível no site 

www.ebi.ac.uk/clustalw/. As sequências de nucleotídeos obtidas com cada 

oligonucleotídeo foram alinhadas duas a duas com o objetivo de analisar a 

similaridade entre as mesmas, as sequências que quando alinhadas apresentaram a 

porcentagem de ―score‖ maior ou igual a 70% foram classificadas como similares, 

portanto pertencentes ao mesmo grupo de similaridade, enquanto que sequências 

de ―score‖ menores de 70% foram consideradas como sequências únicas. 

As análises de blast foram realizadas com o objetivo de verificar se as 

sequências clonadas possuiam homologia com proteínas envolvidas no mecanismo 

de defesa. Os resultados do Blastp foram gerados no NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para cada sequência foram analisados os 

seis frames possíveis. Como resultados estão apresentados as homologias 

encontradas relacionadas a mecanismos de defesa de plantas ou, quando ausente, 

aos menores E-values. 

Para análise de regiões conservadas de R-genes, foram utilizados trabalhos 

publicados por VINATZER et al. (2001)  de Malus floribunda; TRUONG et al. (1997); 

GRANT et al. (2003)  e DIXON et al . (1998) de Arabidopsis thaliana cujos resultados 

apresentaram regiões de proteínas conservadas em espécies utilizadas neste 

estudo para o desenho de oligonucleotídeos.  As sequências molde utilizadas para 

desenhos dos oligonucleotídeos conforme apresentadas nas Figuras 1 a 4, foram 

traduzidas em aminoácidos e de acordo com os trabalhos citados acima, foram 

buscadas as regiões conservadas nestas, quando encontradas, estas foram 

marcadas a fim de comparação com as sequências clonadas pertencentes a famílias 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Rutaceae. Os alinhamentos de aminoácidos foram realizados com os seis frames 

possíveis de cada sequência de citros e relativos. 

 

IV- RESULTADOS 

 

4.1 Amplificações de sequências 

 

De acordo com os testes realizados com os dezessete oligonucleotídeos, 

quatro destes (não degenerados) apresentaram resultados de amplificação. Com o 

oligonucleotídeo CAC o fragmento de aproximadamente 1300 pb foi visualizados em 

todos os genótipo, exceção para Zanthoxylum lindelianum e Citrus reticulata Ponkan. 

Os resultados estão apresentados na Figura 5 e Tabela 2. 

 

  

Figura 5. Fragmentos gerados com o oligonucleoídeo CAC (~1300 pb). Amostras de 
1 a 8 correspondem a espécie Citrus reticulata das variedades Clementina, Emperor, 
Fremont, Nova, Page, Tangerina Cravo, Temple e Willowleaf, respectivamente; 
amostras de 9 a 18 correspondem a espécie Citrus sinensis das variedades 
Cadenera, Folha Murcha, Gardner, Laranja Berna, Lima, Midsweet, Moro, Natal, 
Navelina e Navelina ISA 315. (M) Marcador de massa molecular de 1000 pb 
(Invitrogen). 
 
 
Tabela 2. Genótipos de rutáceas, respectivos fenótipos quanto à resistência ao 
cancro cítrico, e fragmentos amplificados após PCR (em pares de base, pb) com o 
oligonucleotideo CAC. 

Espécie Nome comum Fenótipo CAC 

Zanthoxylum rugosum 
Zanthoxylum lindleyanum 

Severinia spp. 
Murraya spp. 

Zanthoxylum rugosum 
Zanthoxylum lindleyanum 

Severinia 
Murta 

 
Não hospedeiro 

1300 
- 

1300* 
1300 

M    1       2      3      4    5      6      7      8       9      10    11    12   13   14    15    16     17    18    
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Citrus nobilis 
Fortunella japonica 
Fortunella margarita 

Citrus mitis 
C. unshiu 

C. reticulata 
C. reticulata 

Rodeking 
Kumquat comprido 
Kumquat redondo 

Calamondin variegado 
Satsuma 
Ponkan 
Sunki 

 
 

Altamente 
resistente 

1300 
1300 
1300* 
1300

 

1300 
- 

1300 

C. deliciosa 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 

Mexerica do Rio 
Cleopatra 

Sunki Maravilha 
Sunki Tropical 

 
 

Resistente 
 

1300* 
1300* 
1300 
1300 

C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C.sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 

Citrus aurantium 
C. sinensis 

Citrus limonia 
C. sinensis 

Clementina 
Emperor 
Fremont 

Nova 
Page 

Tangerina Cravo 
Temple 

Willowleaf 
Cadenera 

Folha Murcha 
Gardner 

Laranja Berna 
Lima 

Midsweet 
Moro 
Natal 

Navelina 
Navelina ISA 315 

Salustiana 
Sunstar 
Valencia 

Laranja azeda 
Iapar 73 

Limão cravo 
Pera 

 
 
 
 
 
 
 
 

Moderadamente 
suscetível 

 
 
 
 
 

1300 
1300 
1300 
1300 
1300* 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300* 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 

C. paradisi x P. trifoliata 
C. latifolia 
C. limon 

C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 

Citrus paradisi 
P.trifoliata X Citrus sinensis 
P.trifoliataX Citrus sinensis 

Poncirus trifoliata 
Poncirus trifoliata 

Citrumelo 
Tahiti 
Fino 

Baianinha 
Hamlin 
Marrs 
Navels 

Pineapple 
Rubi 

Seleta Vermelha 
Tarocco 
Westin 
Toranja 

Citrange C-32 SRA 
Citrange C-13 SRA 

David´s A 
Flying Dragon 

 
 
 
 
 
 
 

Suscetível 
 
 
 
 
 
 
 
 

1300 
1300* 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300 
1300* 
1300 
1300 
1300 

C. aurantifolia 
C. paradisi 

Citrus medica 

Galego 
Grapefruit 

Cidra 

Altamente 
suscetível 

1300 
1300 
1300* 

*Fragmentos clonados e sequenciados. 
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Reações com o oligonucleotideo CAA geraram três fragmentos com tamanhos 

aproximados de 350, 390 e 650 pb, os quais foram observados nas espécies 

Fortunella japonica e Citrus mitis, dois materiais altamente resistentes. Outros 

dezoito genótipos, pertencentes a todos os grupos de resistência, apresentaram 

apenas o fragmento de 650 pb (Tabela 3). 

 
Tabela 3. Genótipos de rutáceas, respectivos fenótipos quanto à resistência ao 
cancro cítrico, e fragmentos amplificados após PCR (em pares de base, pb) com o 
oligonucleotideo CAA. 

Espécie Nome comum Fenótipo CAA 

Zanthoxylum rugosum 
Zanthoxylum lindleyanum 

Severinia spp. 
Murraya spp. 

Zanthoxylum rugosum 
Zanthoxylum lindleyanum 

Severinia 
Murta 

 
Não hospedeiro 

- 
- 
- 
- 

Citrus nobilis 
Fortunella japonica 
Fortunella margarita 

Citrus mitis 
C. unshiu 

C. reticulata 
C. reticulata 

Rodeking 
Kumquat comprido 
Kumquat redondo 

Calamondin variegado 
Satsuma 
Ponkan 
Sunki 

 
 

Altamente 
resistente 

- 
350*;390*;650* 

650 
350;390;650* 

- 
- 

650 

C. deliciosa 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 

Mexerica do Rio 
Cleopatra 

Sunki Maravilha 
Sunki Tropical 

 
 

Resistente 
 

- 
- 
- 

650 

C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C.sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 

Citrus aurantium 
C. sinensis 

Citrus limonia 
C. sinensis 

Clementina 
Emperor 
Fremont 

Nova 
Page 

Tangerina Cravo 
Temple 

Willowleaf 
Cadenera 

Folha Murcha 
Gardner 

Laranja Berna 
Lima 

Midsweet 
Moro 
Natal 

Navelina 
Navelina ISA 315 

Salustiana 
Sunstar 
Valencia 

Laranja azeda 
Iapar 73 

Limão cravo 
Pera 

 
 
 
 
 
 
 
 

Moderadamente 
suscetível 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 
- 

650 
650 
650 

- 
650 

- 
- 

650 
650 
650 
650 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

C. paradisi x P. trifoliata 
C. latifolia 
C. limon 

Citrumelo 
Tahiti 
Fino 

 
Resistente 

 

650 
- 

650 
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C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 

Citrus paradisi 
P.trifoliata X Citrus sinensis 
P.trifoliataX Citrus sinensis 

Poncirus trifoliata 
Poncirus trifoliata 

Baianinha 
Hamlin 
Marrs 
Navels 

Pineapple 
Rubi 

Seleta Vermelha 
Tarocco 
Westin 
Toranja 

Citrange C-32 SRA 
Citrange C-13 SRA 

David´s A 
Flying Dragon 

 
 
 
 

Suscetível 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 
- 
- 

650 
- 
- 
- 
- 

650 
- 
- 
- 
- 

650 

C. aurantifolia 
C. paradisi 

Citrus medica 

Galego 
Grapefruit 

Cidra 

Altamente 
suscetível 

- 
650 
650 

*Fragmentos clonados e sequenciados. 

 

 Reações com o oligonucleotídeo AAF resultaram em um único fragmento de 

aproximadamente 1000 pb em genótipos pertencentes a diferentes grupos de 

resistência, exceção dos altamente suscetíveis (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Genótipos de rutáceas, respectivos fenótipos quanto à resistência ao 
cancro cítrico, e fragmentos amplificados após PCR (em pares de base, pb) com o 
oligonucleotideo AAF. 

Espécie Nome comum Fenótipo AAF 

Zanthoxylum rugosum 
Zanthoxylum lindleyanum 

Severinia spp. 
Murraya spp. 

Zanthoxylum rugosum 
Zanthoxylum lindleyanum 

Severinia 
Murta 

 
Não hospedeiro 

- 
- 
- 
- 

Citrus nobilis 
Fortunella japonica 
Fortunella margarita 

Citrus mitis 
C. unshiu 

C. reticulata 
C. reticulata 

Rodeking 
Kumquat comprido 
Kumquat redondo 

Calamondin variegado 
Satsuma 
Ponkan 
Sunki 

 
 

Altamente 
resistente 

1000 
1000 
1000* 
1000* 

- 
- 

1000 

C. deliciosa 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 

Mexerica do Rio 
Cleopatra 

Sunki Maravilha 
Sunki Tropical 

 
 

Resistente 
 

- 
1000 
1000 
1000 

C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. sinensis 
C. sinensis 

Clementina 
Emperor 
Fremont 

Nova 
Page 

Tangerina Cravo 
Temple 

Willowleaf 
Cadenera 

Folha Murcha 

 
 
 
 

Moderadamente 
suscetível 

 
 
 
 

- 
- 
- 
- 
- 

1000 
1000 

- 
- 

1000 
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C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C.sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 

Citrus aurantium 
C. sinensis 

Citrus limonia 
C. sinensis 

Gardner 
Laranja Berna 

Lima 
Midsweet 

Moro 
Natal 

Navelina 
Navelina ISA 315 

Salustiana 
Sunstar 
Valencia 

Laranja azeda 
Iapar 73 

Limão cravo 
Pera 

 
 
 
 

Moderadamente 
suscetível 

 
 
 
 
 

- 
1000 

- 
1000 

- 
1000 
1000 
1000 
1000 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

C. paradisi x P. trifoliata 
C. latifolia 
C. limon 

C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 

Citrus paradisi 
P.trifoliata X Citrus sinensis 
P.trifoliataX Citrus sinensis 

Poncirus trifoliata 
Poncirus trifoliata 

Citrumelo 
Tahiti 
Fino 

Baianinha 
Hamlin 
Marrs 
Navels 

Pineapple 
Rubi 

Seleta Vermelha 
Tarocco 
Westin 
Toranja 

Citrange C-32 SRA 
Citrange C-13 SRA 

David´s A 
Flying Dragon 

 
 
 
 
 
 
 

Suscetível 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

1000 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

1000 
- 
- 
- 

C. aurantifolia 
C. paradisi 

Citrus medica 

Galego 
Grapefruit 

Cidra 

Altamente 
suscetível 

- 
- 
- 

*Fragmentos clonados e sequenciados. 

 

 A reações com o oligonucleotideo NP geraram três fragmentos com tamanhos 

aproximados de 300, 500 e 650 pb. Vinte genótipos, a maioria deles da espécie 

Citrus sinensis, apresentaram um fragmento de aproximadamente 500 pb. Esse 

fragmento, e outro de 650 pb, foram observados para as espécies Citrus nobilis e 

Fortunela margarita; Citrus sinensis (Gardner e Pera) e Citrus aurantium, altamente 

resistentes e moderadamente suscetível, respectivamente. Um terceiro perfil, com 

fragmentos de 300 e 500 pb, foi observado nas reações de PCR com a espécie 

Citrus sinensis (laranjas Berna, Midsweet, Moro e Westin). Fragmentos de 650 pb 

não foram observados nos grupos classificados como resistentes, suscetível e 

altamente suscetível, enquanto que fragmentos de 300 pb não foram amplificados 

em espécies dos grupos altamente resistente, resistente e altamente suscetível. O 
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oligonucleotídeo NP não apresentou amplificações no grupo resistente. Três 

genótipos apresentaram fragmentos em reações com os quatro oligonucleotideos: 

Fortunella margarita, do grupo altamente resistente e Citrus sinensis das variedades 

Berna e Navels, dos grupos moderadamente suscetível e suscetível, 

respectivamente. Outros dois materiais não apresentaram fragmentos amplificados 

em quaisquer das reações realizadas: Zanthoxylum lindelianum e Citrus reticulata 

Ponkan, ambos pertencentes ao grupo altamente resistente. Os resultados podem 

ser verificados na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Genótipos de rutáceas, respectivos fenótipos quanto à resistência ao 
cancro cítrico, e fragmentos amplificados após PCR (em pares de base, pb) com o 
oligonucleotideo NP. 

Espécie Nome comum Fenótipo NP 

Zanthoxylum rugosum 
Zanthoxylum lindleyanum 

Severinia spp. 
Murraya spp. 

Zanthoxylum rugosum 
Zanthoxylum lindleyanum 

Severinia 
Murta 

 
Não hospedeiro 

- 
- 
- 
- 

Citrus nobilis 
Fortunella japonica 
Fortunella margarita 

Citrus mitis 
C. unshiu 

C. reticulata 
C. reticulata 

Rodeking 
Kumquat comprido 
Kumquat redondo 

Calamondin variegado 
Satsuma 
Ponkan 
Sunki 

 
 

Altamente 
resistente 

650; 500 
- 

650; 500 
- 
- 
- 
- 

C. deliciosa 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 

Mexerica do Rio 
Cleopatra 

Sunki Maravilha 
Sunki Tropical 

 
Resistente 

 

- 
- 
- 
- 

C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. reticulata 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C.sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 

Citrus aurantium 

Clementina 
Emperor 
Fremont 

Nova 
Page 

Tangerina Cravo 
Temple 

Willowleaf 
Cadenera 

Folha Murcha 
Gardner 

Laranja Berna 
Lima 

Midsweet 
Moro 
Natal 

Navelina 
Navelina ISA 315 

Salustiana 
Sunstar 
Valencia 

Laranja azeda 

 
 
 
 
 
 
 
 

Moderadamente 
suscetível 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

500 
500 

650*;500* 
500*; 300* 

500 
500; 300 
500; 300 

500 
- 

500 
500 
500 
500 

650*; 500* 
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C. sinensis 
Citrus limonia 

C. sinensis 

Iapar 73 
Limão cravo 

Pera 

Moderadamente 
suscetível 

 

500 
- 

650*; 500* 

C. paradisi x P. trifoliata 
C. latifolia 
C. limon 

C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 
C. sinensis 

Citrus paradisi 
P.trifoliata X Citrus sinensis 
P.trifoliataX Citrus sinensis 

Poncirus trifoliata 
Poncirus trifoliata 

Citrumelo 
Tahiti 
Fino 

Baianinha 
Hamlin 
Marrs 
Navels 

Pineapple 
Rubi 

Seleta Vermelha 
Tarocco 
Westin 
Toranja 

Citrange C-32 SRA 
Citrange C-13 SRA 

David´s A 
Flying Dragon 

 
 
 
 
 
 
 

Suscetível 
 
 
 
 
 
 
 
 

- 
- 
- 

500 
500 
500 
500 
500 
500 
500 
500 

500; 300 
500 
500* 

- 
- 
- 

C. aurantifolia 
C. paradisi 

Citrus medica 

Galego 
Grapefruit 

Cidra 

Altamente 
suscetível 

- 
500* 

- 

*Fragmentos clonados e sequenciados. 

 

Vinte e cinco fragmentos foram escolhidos para clonagem conforme indicado 

na Tabela 2, oito pertencentes ao grupo altamente resistente, dois deles do 

resistente, dez deles do grupo moderadamente suscetível, três do suscetível e dois 

do grupo altamente suscetível, para fins de comparação. Os 25 fragmentos 

selecionados geraram 49 clones sequenciados; sendo 16 clones com o 

oligonucleotídeo CAC, seis com CAA, três com AAF e 24 com NP.  

 

4.2 Análises das sequências 

 

Todas as sequências de nucleotídeos obtidas em reações com os mesmos 

oligonucleotídeos foram comparadas entre si. As porcentagens de similaridade entre 

as sequências, comparadas duas a duas, estão apresentadas nas Tabelas 6 a 8, 

exceto os resultados de AAF. Para as sequências obtidas de fragmentos gerados 

com o oligonucleotídeo CAC, CAA e NP observaram-se similaridades que variaram 

de 1 a 100%. 

Dos clones obtidos após amplificação com CAC três grupos de similaridades 

foram formados com mais de um clone cada, oriundos dos seguintes genótipos: 1) 

Citrus mitis, Murraya spp., Citrus nobilis var. deliciosa e Citrus reticulata Cleopatra 
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com similaridades de 98 e 99%; 2) Citrus reticulata Cleopatra e Page com 

similaridade de 96%; e 3) Citrus reticulata Cleopatra, Citrus sinensis Navelina, Citrus 

latifolia, Poncirus trifoliata Citrange C-32 SRA e Citrus medica, com similaridades de 

97 a 100% (Tabela 6 e Fig. 6). Outras três sequências se apresentaram com 

similaridades de 1 e 5%, originadas dos genótipos C. reticulata Cleopatra e Poncirus 

trifoliata Citrange C-32 SRA.  

 
Tabela 6. Clones sequenciados após amplificação com o oligonucleotideo CAC e 
similaridades (%) nas comparações das sequências de todos os clones, dois a dois. 
Os números inteiros de cada clone correspondem ao genótipo de origem: 2 a Citrus 
mitis, 4 a Murraya spp, 5 a Citrus deliciosa, 6 a Citrus reticulata Cleopatra, 7 a Citrus 
reticulata Page, 8 a Citrus sinensis Navelina, 10 a Citrus limonia Tahiti, 11a Poncirus 
trifoliata Citrange C32 SRA e 13 a Citrus medica Cidra do Comércio. 
 2.2 4.1 5.2 6.1 6.2 6.3 6.4 7.2 8.1 10.1 11.1 11.2 11.3 13.1 13.2 13.3 

2.2 -                

4.1 98 -               

5.2 98 99 -              

6.1 1 1 2 -             

6.2 1 1 1 2 -            

6.3 98 99 98 3 1 -           

6.4 1 1 1 3 1 1 -          

7.2 1 2 1 96 5 5 5 -         

8.1 1 1 1 3 1 1 99 5 -        

10.1 1 1 1 2 1 1 97 2 97 -       

11.1 1 1 2 2 1 1 3 2 3 1 -      

11.2 2 1 1 3 1 1 2 3 1 1 4 -     

11.3 1 1 1 3 1 1 99 5 99 97 3 1 -    

13.1 1 1 1 2 1 1 98 2 98 99 1 1 97 -   

13.2 1 1 1 2 1 1 98 2 98 99 1 1 97 99 -  

13.3 1 1 1 2 1 1 98 2 98 99 1 1 97 100 99 - 
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6.2

11.1

11.2

Ñ hospedeiro, 

Altamente resistente e 

Resistente

Resistente e 

Moderadamente 

resistente

Resistente, Moderadamente 

suscetível, Suscetível e 

Altamente suscetível

4.1 Murraya ssp

2.2 Citrus mitis

5.2 Citrus deliciosa

6.3 Citrus reticulata Cleopatra

6.1- Citrus reticulata

Cleopatra

7.2 Citrus reticulata Page

6.4- Citrus reticulata Cleopatra

8.1 Citrus sinensis Navelina

10.1- Citrus limonia Tahiti

11.3- Poncirus trifoliata

13.1 

13.2 

13.3

Similaridade CAC

Citrus medica Cidra

 

Figura 6. Ilustração dos grupos formados em relação à similaridade das sequências 
obtida com o oligonucleotídeo CAC. 
 

Três sequências clonadas de Fortunella japonica após amplificação com CAA 

apresentaram-se similaridades de 94 a 99%, enquanto sequências de outros clones 

de Fortunella japonica e Citrus mitis apresentaram-se com similaridades de 3 a 8% 

(Fig 7 e Tabela. 7).  
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Similaridade CAA

47.2

48.1

48.2

Altamente resistente

45.1

46.1

46.3

Fortunella japonica

Citrus mitis
Fortunella japonica

48.1

48.2

 

Figura 7. Ilustração dos grupos formados em relação à similaridade das sequências obtidas com o oligonucleotídeo CAA. 
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Tabela 7. Clones sequenciados após amplificação com o oligonucleotídeo CAA e 
similaridades (%) nas comparações das sequências de todos os clones, dois a dois. 
Os números inteiros de cada clone correspondem ao genótipo de origem: 45 a 47 a 
Fortunella japonica e 48 a Citrus mitis. 

 45.1 46.1 46.3 47.2 48.1 48.2 

45.1 -      

46.1 99 -     

46.3 94 94 -    

47.2 6 6 4 -   

48.1 3 4 5 7 -  

48.2 8 8 3 5 5 - 

 

 

As três sequências clonadas de Fortunella margarita e Citrus mitis após 

amplificação com AAF apresentaram similaridades inferiores a 3%.  

As sequências dos clones gerados com NP foram agrupadas em: 1) Citrus 

sinensis Gardner, Citrus sinensis Pera e Citrus aurantium com similaridades de 77 a 

100%; 2) Citrus sinensis Gardner e Citrus sinensis Pera com similaridades de 99 e 

100%; 3) Citrus sinensis Laranja Berna, Citrus aurantium, Poncirus trifoliata Citrange 

C-32 e Citrus paradisi com similaridades de 95 e 99%; e 4) Citrus sinensis Laranja 

Berna, Poncirus trifoliata Citrange C-32 e Citrus paradisi com similaridades de 100% 

(Fig. 8 e Tabela 8). Outras sequências de Citrus sinensis Gardner e Citrus sinensis 

Berna apresentaram similaridades de 3 a 21% entre sequências. 
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18.1

18.3

41.3

Moderadamente 

suscetível

Moderadamente 

suscetível, 

Suscetível e 

Altamente 

Suscetível

Moderadamente 

suscetível

Moderadamente 

suscetível, 

Suscetível e 

Altamente 

suscetível

18.2- Citrus sinensis Gardner

20.2- Citrus sinensis Pera

34.1

34.2

34,3

Citrus aurantium

19.1

19.2

19.3

19.4

21.1

21.2

21.3

Citrus sinensis

Gardner

Citrus sinensis

Pera

35.1- Citrus sinensis Berna

38.1- Citrus aurantium

41.2- Poncirus trifoliata Citrange

43.1- Citrus paradisi Grapefruit

35.2- Citrus sinensis Berna

41.1- Poncirus trifoliata Citrange

43.2- Citrus paradisi Grapefruit

36.1

Similaridade NP

18.3

36.1

 

 

Figura 8. Ilustração dos grupos formados em relação à similaridade das sequências obtidas com o oligonucleotídeo NP. 
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Tabela 8. Clones sequênciados após amplificação com o oligonucleotideo NP e similaridades (%) nas comparações das 

sequências de todos os clones, dois a dois. Os números inteiros de cada clone correspondem ao genótipo de origem: 18 e 19 a 

Citrus sinensis Gardner; 20 e 21 a Citrus sinensis Pera; 34 e 38 a Citrus aurantium; 35 e 36 a Citrus sinensis Berna; 41 a Poncirus 

trifoliata Citrange C-32 SRA e 43 a Citrus paradisi Grapefruit. 
 18.1 18.2 18.3 19.1 19.2 19.3 19.4 20.1 20.2 21.1 21.2 21.3 34.1 34.2 34.3 35.1 35.2 36.1 38.1 41.1 41.2 41.3 43.1 

18.1 -                       

18.2 3 -                      

18.3 6 10 -                     

19.1 13 12 22 -                    

19.2 16 14 24 99 -                   

19.3 13 12 20 99 99 -                  

19.4 13 12 20 99 99 99 -                 

20.1 5 77 7 4 11 4 4 -                

20.2 3 91 8 14 16 14 14 86 -               

21.1 13 12 20 99 99 99 99 4 14 -              

21.2 13 12 20 99 99 100 99 4 14 99 -             

21.3 13 12 20 100 99 100 99 4 14 99 99 -            

34.1 3 90 8 12 14 12 12 86 97 12 12 12 -           

34.2 3 90 6 15 17 15 15 86 98 15 15 15 99 -          

34.3 2 90 8 15 18 15 15 86 98 15 15 15 99 99 -         

35.1 3 3 10 4 5 4 4 4 3 4 4 4 3 3 11 -        

35.2 3 4 4 4 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 -       

36.1 5 12 6 6 21 6 6 12 12 6 6 6 6 6 17 6 6 -      

38.1 3 4 7 4 7 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 95 4 6 -     

41.1 3 4 4 4 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 100 6 4 -    

41.2 4 4 3 4 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 99 4 6 99 4 -   

41.3 2 2 5 3 3 3 3 6 2 3 3 3 2 2 5 6 5 3 5 5 5 -  

43.1 4 4 3 4 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 99 4 6 99 4 99 5 - 

43.2 3 4 4 4 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 100 6 4 100 4 5 4 
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De acordo com os resultados do blastp realizado para verificar a possível 

homologia das sequências obtidas da família Rutaceae, com proteínas envolvidas 

na defesa, algumas das sequências obtidas após amplificação com CAC, AAF e NP, 

quando traduzidas para os seis possíveis frames, apresentaram homologia a 

proteínas envolvidas na resistência de plantas a patógenos como EIX2 (Ron & Avni, 

2004), proteína quinase e NBS-LRR. Essas sequências foram obtidas após reações 

de amplificação de genótipos de diferentes grupos de resistência (desde altamente 

resistentes até altamente suscetíveis). Outras sequências apresentaram homologia 

com proteínas envolvidas com transporte trans-membrana de purina (ATPUP4), 

diferenciação de tecidos (PWWP) e proteínas ligadas a estresse abiótico (AN1), 

além de outras com similaridade a proteínas desconhecidas ou sem confirmação 

biológica. Esses resultados podem ser verificados na tabela 9.  

Para buscar regiões de proteínas de resistência conservadas nas sequências 

obtidas da família Rutaceae, primeiramente essas regiões foram encontradas nas 

sequências moldes (utilizada para o desenho dos oligonucleotídeos), dentro das 

regiões de amplificação, conforme ilustrado na figura 9. Devido à região de 

pareamento dos oligonucleotídos, apenas na sequência de Malus floribunda foi 

possível encontrar regiões conservadas. Cada sequência de Rutaceae foi traduzida 

para os seis frames e comparada com a região de amplificação da sequência molde. 

As comparações das sequências de aminoácidos traduzidos revelaram a existência 

de regiões conservadas reconhecidas em R-genes do tipo LRR com domínio trans-

membrana, como por exemplo, Cf-9 de tomate (Licopersion esculentum). Nas 

Figuras 10 a 12 estão ilustradas as regiões conservadas das sequências obtidas 

nesse estudo. 
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Tabela 9. Resultados da comparação tipo blastp para as sequências de clones de Rutáceas amplificadas com os 
oligonucleotídeos CAC, CAA, NP e AAF. 

Clones Genótipo Oligonucleotídeo Homologia Espécie homóloga E-valor Acesso (GenBank) 

2.1 Citrus mitis CAC ATPUP4 Arabidopsis thaliana 5E-104 NP_564365.1 
4.1 Murraya spp. CAC ATPUP4 Arabidopsis thaliana 1E-46 NP_564365.1 
5.1 Citrus nobilis CAC ATPUP4 Arabidopsis thaliana 3E-47 NP_564365.1 
6.3 Citrus reticulata CAC ATPUP4 Arabidopsis thaliana 3E-53 NP_564365.1 
6.1 Citrus reticulata CAC AN1 Solanum pennelli 3E-37 ACM68458.1 
7.2 Citrus reticulata CAC AN1 Arabidopsis thaliana 4E-47 NP656844.1 
6.4 Citrus reticulata CAC EIX2 Lycopersicon esculentum 2E-53 AAR28378.1 
8.1 Citrus sinensis CAC EIX2 Lycopersicon esculentum 1E-07 AAR28378.1 
10.1 Citrus latifólia CAC EIX2 Lycopersicon esculentum 3E-14 AAR28378.1 
11.3 Poncirus trifoliata CAC EIX2 Lycopersicon esculentum 3E-47 AAR28378.1 
13.1 Citrus medica CAC EIX2 Lycopersicon esculentum 3E-47 AAR28378.1 
13.2 Citrus medica CAC EIX2 Lycopersicon esculentum 3E-47 AAR28378.1 
13.3 Citrus medica CAC EIX2 Lycopersicon esculentum 3E-47 AAR28378.1 
6.2 Citrus reticulata CAC Proteína hipotética Oryza sativa 6E-19 EEE60061.1 
11.1 Poncirus trifoliata CAC PWWP Medicago truncatula 2E-34 ABN08037.1 
11.2 Poncirus trifoliata CAC ATPU4 Arabidopsis thaliana 1E-14 NP_564365.1 
46.3 Fortunella japônica CAA Proteína hipotética Populus trichocarpa 1E-09 XP_002300320.1 
47.1 Fortunella japonica CAA Proteína hipotética Populus trichocarpa 5E-17 XP_002308834.1 
48.1 Citrus mitis CAA WD-40 Arabidopsis thaliana 2E-32 NP_182078.1 
48.2 Citrus mitis CAA Proteína hipotética Populus trichocarpa 2E-09 XP_002300320.1 
46.1 Fortunella margarita CAA  -    
22.1 Fortunella margarita AAF Serine/Theonina Kinase Arabidopsis thaliana 1E-22 AAF75093.1 
23.2 Citrus mitis AAF Proteína hipotética Vitis vinifera 5E-52 XP_002272332.1 
18.1 Citrus sinensis NP -    
18.2 Citrus sinensis NP -    
18.3 Citrus sinensis NP -    
19.1 Citrus sinensis NP -    
20.1 Citrus sinensis NP -    
20.2 Citrus sinensis NP -    
21.1 Citrus sinensis NP -    
34.1 Citrus aurantium NP -    
35.1 Citrus sinensis NP NBS-LRR Musa textilis 0.5 CAP66362.1 
35.2 Citrus sinensis NP -    
36.1 Citrus sinensis NP Proteína hipotética Arabidopsis thaliana 7.7 BAE99711.1 
38.1 Citrus aurantium NP NBS-LRR Musa textilis 0.5 CAP66362.1 
41.1 P.trifloliataX.Csinensis NP -    
41.2 P.trifloliataX.Csinensis NP -    
41.3 Poncirus trifoliata NP Proteína hipotética Oryza sativa 9E-05 EAY85527.1 
43.1 Citrus paradisi NP -    
43.2 Citrus paradisi NP -    
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Figura 9. Sequência molde de Malus floribunda traduzida em aminoácidos, as 

regiões em preto e vermelho correspondem a região de amplificação do 

oligonucleotídeo CAC, as regiões em vermelho correspondem as proteínas 

conservadas encontradas. 

 

 

A  LNLSYNNLTGRIPESTQLQSLDQSSFVGNKLCGAPLNKNCSTNGVIPPPTVEQDGGGGYR 240  

B  LNL-LCNLAIFTTAVT-NQFLTPVKKLVVSMSPRTFHSAAESPKSNIETKNQTHVKSESY 182 

C  SST-FFAIWQYSPPLSRKTNFHQSRSWYRCLQELFT----NKVPQNPQNPTKPRIKLTNP 181  

D  PEP-SLQFGNIHHRCHVKPIFDTSQEVGSIDVSKNFSLIKCRRIPKIQHRNQESNSRKIR 188  

E  MDLSYNNLSGKIPSGTQLQSFSTSMYAGNELCGLPLPNKCPDEDSAPGPGKDDANTSEDE 200 

F  CHG--LVIQQLVRQNSVGHSTSELQHFNVCWKTLRPPTSK-VSRRLSSRSRQRCKHFRRG 187 

G  CHT--TTCPAKFRRALNFRASALQCMLEMNFAASHFQISVQMKTQLQVQAKM-MQTLQKM 190 

H  SST-FFAIWQYSPPLSRKTNFHQSRSCSIDVSKNFSLIKCRRIPQIQQR-NQESNSRKIR 182 

I  PEP-SLQFGNIHHRCHVKPIFDTSQEVVVSMSPRTFHSAAESPKSNKETKNQ--TPVKSE 184 

J  LNL-LCNLAIFTTAVT-NQFLTPVKKLYRCLQELFTNKVPQNPPNPTKKPRIKLPNPRVY 185 

L  CHG--LVIQQLVRQNSVGHSTSELQHFNVCWKTLRPPTSK-VSRRLSSRSRQRCKHFRRG 186 

M  CHT--TTCPAKFRRALNFRASALQCMLEMNFAASHFQISVQMKTQLQVQAKM-MQTLQKM 190 

N  MDLSYNNLSGKIPSGTQLQSFSTSMYAGNELCGLPLPNKCPDEDSAPGPGKDDANTSEDE 200 

O  SST-FFAIWQYSPPLSRKTNFYQSRSCSTDVSKNFSLIKCHRIPRIQQR-NQESNSRKIR 187 

P  PEP-SLQFGNIHHRCHVKPIFDTSQEVVVLMSPRTFHSATESPESNKETKNQ--THVKSE 181 

Q  LNL-LCNLAIFTTAVT-NQFLIPVKKLY-CLQELFTNKVPQNPQNPTKKPRIKLTNPRVI 179 

MERTMRVVILLTRFLAIATITFSIGLCNGNPGWPPLCKESERQALLMFKQD
LKDPTNRLASWVAEEDSDSDCCSWTGVVCDHTTGHIHELHLNNTDPFLD
LKSSFGGKINPSLLSLKHLNFLDLSNNYFYPTQIPSFFGSMTSLTHLNLAYSRF
GGIIPHKLGNLSSLRYLNLSSNSIYLKVENLQWISGLSLLKHLDLSGVNLSKA
SDWLQVTNMLPSLVKLIMSDCQLYQIPPLPTTNFTSLVVLDLSFNNFNSLM
PRWVFSLKNLVSIHLSDCGFQGPIPSISQNITYLREIDLSDNNFTVQRPSEIF
ESLSRCGPDGIKSLSLRNTNVSGHIPMSLRNLSSLEKLDISVNQFNGTFTEVI
GQLKMLTYLDISYNSLESAMSEVTFSNLTKLKNFVAKGNSLTLKTSRDWVP
PFQLEILHLDSWHLGPKWPMWLRTQTQLKELSLSGTGISSTIPTWFWNLT
SQVEYLNLSRNQLYGQIQNIVAGPSSVVDLSSNQFTGALPIVPTSLFFLDLSR
SSFSESVFHFFCDRPDEPKQLSVLNLGNNLLTGKVPDCWMSWQHLRFLNL
ENNNLTGNVPMSMGYLQYLGSLHLRNNHLYGELPHSLQNCTWLSVVDLS
ENGFSGSIPIWIGKSLSGLNVLNLRSNKFEGDIPNEVCYLKSLQILDLAHNKL
SGMIPRCFHNLSALADFSESFYPTSYWGTNWSELSENAILVTKGIEMEYSKI
LGFVKVMDLSCNFMYGEIPEELTGLLALQSLNLSNNRFTGRIPSNIGNMA
WLESLDFSMNQLDGEIPPSMTNLTFLSHLNLSYNNLTGRIPESTQLQSLDQ
SSFVGNKLCGAPLNKNCSTNGVIPPPTVEQDGGGGYRLLEDEWFYVSLGV
GFFTGFWIVLGSLLVNMPWSILLSQLLNRIVLKMYHV IVEYV
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R  CHG--LVIQQLVRQNSVGHSTPGLQHFNVCWKTLRPPTSKSVQMKTQLQVQAKMMTLQKM 187 

S  CHT--TTCPAKFRRALNSRASALQCMLEMNFAASHFQKCPDEDSAPGPGKDD-VNTSEDE 190 

T  MDLSYNNLSGKIPSGTQLQGFSTSMYAGNELCGLPLPKVSRRLSSRS---RQRCKHFRRG 197 

U  SST-FFAIWQYSPPLSRKTNFHQSRSWYRCLQELFT----NKVPQIPKS-TRTQIKLTNP 178 

V  PEP-SLQFGNIHHRCHVKPIFDTSQEVGSIDVSKNFSLIKCRRSPNPQEPRS--NSRKIR 184 

Y  LNL-LCNLAIFTTAVT-NQFLTPVKKLVVSMSPRTFHSAAD--PQIHKNPDQTHVKSESY 183 

Z  CHG--LVIQQLVRQNSVGHSTSELQHFNVCWKTLRPPTSK-VSRRLSSRSRQRCKHFRRG 186 

X  CHT--TTCPAKFRRALNFRASALQCMLEMNFAASHFQISVQMKTQLQVQAKM-MQTLQKM 190 

W  MDLSYNNLSGKIPSGTQLQSFSTSMYAGNELCGLPLPNKCPDEDSAPGPGKDDANTSEDE 200 

AA SST-FFAIWQYSPPLSRKTNFYQSRSCSTDVSKNFSLIKCHRIPRIQQR-NQESNSRKNP 187 

AB PEP-SLQFGNIHHRCHVKPIFDTSQEVVVPMSPRTFHSATESPESNKETKNQ--THVKIR 181 

AC LNL-LCNLAIFTTAVT-NQFLIPVKKLYRCLQELFTNKVPQNPQNPTKKPRIKLTKSESY 180 

AD CHG--LVIQQLVRQNSVGHSTPGLQHFNVCWKTLRPPTSK-VSRRLSSRSRQRCKHFRRG 186 

AE CHT--TTCPAKFRRALNSRASALQCMLEMNFAASHFQISVQMKTQLQVQAKM-MQTLQKM 190 

AF MDLSYNNLSGKIPSGTQLQGFSTSMYAGNELCGLPLPNKCPDEDSAPGPGKDDANTSEDE 200 

 

 

 

A  -LLEDEWFYVSLGVGFFTGFWIVLGSLLVNMPWSILLSQLLN---RIVLK----MYHVIV 292 

B  KLILIFSVCIIFAWTWSVFIWTLIWKWEAAKFISSIHSAEALKLSARRNFAGQVVVQVHD 242 

C  RVINSSSSEVFASSLPGPGAESSSGHLFGSGRPQSSFPAYIEVLK-LSVPDGILPDKLLY 240 

D  ELIDPHLLKCLHHLCLDLELSLHLDTYLEVGGRKVHFQHTLKCSSEVECPTEFCRTSCCM 248 

E  DQFITLGFYVSLILGFYVGFWGFCGTLLVKSSWRHRYYQLLDWCQKLVLRDSGGEYCQIA 260 

F  SIYN-SRILREFDSWFLCWILGILRHFISE--KFLETSILPTSLVSKIGFTQRWILPNCK 244 

G  RINLLSDFTVFLVS--MLDFG--DSAALYKVLGDIDTTNFLTGVKNWFYVTAVVNIAKLQ 246 

H  EFINSSSSEVFASSLPGPGAESSSGHLFGSGRPQSSFPAYIEVLK-LSVPDGILPDKLLY 241 

I  SLIDPHLLKCLHHLCLDLELSLHLDTYLEVGGRKVHFQHTLKCSSEVECPTEFCRTSCCM 244 

J  KLILIFSVCIIFAWTWSVFIWTLIWKWEAAKFISSIHSAEALKLSARRNFAGQVVVQVHD 245 

L  SIYKLSDFTGVFLVSLLD--LGDSAALY----KVLGDIDTTTSLVSKIGFTQRWILPNCK 240 

M  RINLTLGFYGSLILGFFVGFGGFCGTLLVKSSWRHRYYNFLTGVKNWFYVTAVVNIAKLQ 250 

N  DQFINSRILREFDSWFLCWIWGILRHFISEKFLETSILQLLDWCQKLVLRDSGGEYCQIA 260 

O  ELIDPHLLKCLHH-LCLDLELSLHLDTFGSGRPQSSFPAYIEVLKPWSVPDGILPDKLLY 246 

P  SYK--LILIFSVYIIFAWTWSVFIWTLLEVGGRKVHFQHTLKCSPGVECPTEFCRTSCCM 239 

Q  NSSSSEVFTSSLPGPGAESSSGHFWKWEAAKFISSIHSAEALELSARRNFAGQVVVQVHD 239 

R  RINLLSDFT-VFLVSLLD--SGDSVALY----KVLGDISTTTSLVSKIGFTQRWILPNCK 240 

S  DQFITLGFYVSLILGFFVGFWGFCGTLLVKSSWRHQYYNFLTGIKNWFYVTAVVNIAKLQ 250 

T  SIYNSR-ILREFDSWFLCWILGILWHFISEKFLETSVLQLLDWYQKLVLRDSGGEYCQIA 256 

U  RVINSSSSEVFASSLPGPGAESSSGHLFGSGRPQSSFPAYIEVLK-LSVPDGILPDKLLY 237 

V  ELIDPHLLKCLHHLCLDLELSLHLDTYLEVGGRKVHFQHTLKCSSEVECPTEFCRTSCCM 244 
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X  KLILIFSVCIIFAWTWSVFIWTLIWKWEAAKFISSIHSAEALKLSARRNFAGQVVVQVHD 243 

Z  SIYN-SRILREFDLGSCG--FGDLRHFISE--KFLETSILPTSLVSKIGFTQRWILPNCK 241 

Y  RINLLSDFT---VSGFLWIWG---SAALYKVLGDIDTTNFLTGVKNWFYVTAVVNIAKLQ 244 

W  DQFITLGFYVSL-IWVLVDLG-ICGTLLVKSSWRHRYYQLLDWCQKLVLRDSGGEYCQIA 258 

AA RVINSSSSEVFASSLPGPGAESSSGHLFGSGRPQSSFPAYIEVLKPWSVPDGILPDKLLY 247 

AB ELIDPHLLKCLHHLCLDLELSLHLDTYLEVGGRKVHFQHTLKCSPGVECPTEFCRTSCCM 241 

AC KLILIFSVCIIFAWTWSVFIWTLIWKWEAAKFISSIHSAEALELSARRNFAGQVVVQVHD 240 

AD SIYNSRIFT-VFLVSLLD--SGDSVALY----KVLGDIGTTTSLVSKIGFTQRWILPNCK 239 

AE RINLLSDFYVSLILGFFVGFWGFCGTLLVKSSWRHRYYNFLTGIKNWFYVTAVVNIAKLQ 250 

AF DQFITLGFLREFDSWFLCWILGILWHFISEKFLETSVLQLLDWYQKLVLRDSGGEYCQIA 260 

 

 

 

A  EYV--------------------------------------------------------- 295 

B  TKTTQLRKARNASEKLISRQIEEIQR------FLTNLWSNLSSSVSKIQGNQSRKIHNLF 296 

C  DKSMTLRRLNERLEGMLPKNFLDKSRKSKDFNPIFGVICPVKVFLERFKAINPARSIISS 300 

D  TSPHDDSTEKGLKECFRKTDFTNRGN-PKILTDQSLEFVQLKCFLKDSRQSIP-QDPSLL 306 

E  KKVQELIGNTSSPCDLR-EKLCSFSMLIF-LKYSSFTLSSSMIYFLKKLMLFHF--FFFF 316 

F  EGSGTNWYFLT-LLRLERVKIIVMLIYANFPIFLKFYSFQFHDLLSQKTNAFSF-FFLFS 302 

G  RRFRNLVILPH-PVKTESENNCNAHLVCFSLNILKVLLFPVPFTFSKNCFFIFFSFFFHY 305 

H  DKSMTLRRLNERLEGMLPKNFLDKSRKSKDFNPIFGVICPVKVFLERFKAINPARSIISS 301 

I  TSPHDDSTEKGLKECFRKTDFTNRGN-PKILTDQSLEFVQLKCFLKDSRQSIP-QDPSLL 302 

J  TKTTQLRKARNASEKLISRQIEEIQR------FLTNLWSNLSSSVSKIQGNQSRKIHNLF 299 

L  EGSGTNWYFLT-CDLREKLCSFSMLIFLKYS-SFTLSSSMIYFLKKLMLFHFFF-FFLSL 297 

M  RRFRNLVILPH-LLRLERVKIIVMLIYANFPIFLKFYSFQFHDLLSQKTNAFSF-FFLFS 308 

N  KKVQELIGNTSSPVKTESENNCNAHLVCFSLNILKVLLFPVPFTFSKN-CFFIF--FSFF 317 

O  DKSMTLRRLNERLEGMPPKNFLDKSRKSKDFNPIFGVICPVKVFLERFKAINPARSIISS 306 

P  TSPHDDSTEKGLKECLRKTDFTNRGN-PKILTDQSLEFVQLKCFLKDSRQSIP-QDPSLL 297 

Q  TKTTQLRKARNASEKLISRQIEEIQR------FLTNLWSNLSSSVSKIQGNQSRKIHNLF 293 

R  EGSGTNWYFLT-CDLREKLCSFSMLIFLNILKSFTLSSSMIYFLKKLMLFHFFS-FCFHY 298 

S  RRFRNLVILPH-LLRLERVKIIVMLIYANFP-YSKFYSFQFHDLLSQETYAFSF-FFFL- 306 

T  KKVQELIGNTSSPVKTESENNCNAHLVCFSLIFLKVLLFPVPFTFSRNLCFFIF--FLFA 314 

U  DKSMTLRRLNERLEGMLPKNFLDKSRKSKDFNPIFGVICPVKVFLERFKAINPARSIISS 297 

V  TSPHDDSTEKGLKECFRKTDFTNRGN-PKILTDQSLEFVQLKCFLKDSRQSIP-QDPSLL 302 

X  TKTTQLRKARNASEKLISRQIEEIQR------FLTNLWSNLSSSVSKIQGNQSRKIHNLF 297 

Z  EGSGTNWYFLT-CDLREKLCSFSMLIFLKYS-SFTLSSSMIYFLKKLMLFHFFF-FFLSL 298 

Y  RRFRNLVILPH-LLRLERVKIIVMLIYANFPIFLKFYSFQFHDLLSQKTNAFSF-FFLFS 302 

W  KKVQELIGNTSSPVKTESENNCNAHLVCFSLNILKVLLFPVPFTFSKN-CFFIF--FSFF 315 

AA DKSMTLRRLNERLEGMPPKNFLDKSRKSKDFNPIFGVICPVKVFLERFKAINPARSIISS 307 
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AB TSPHDDSTEKGLKECLRKTDFTNRGN-PKILTDQSLEFVQLKCFLKDSRQSIP-QDPSLL 299 

AC TKTTQLRKARNASEKLISRQIEEIQR------FLTNLWSNLSSSVSKIQGNQSRKIHNLF 294 

AD EGSGTNWYFLT-CDLREKLCSFSMLIFLNILKSFTLSSSMIYFLKKLMLFHFFS-FCFHY 297 

AE RRFRNLVILPH-LLRLERVKIIVMLIYANFP-YSKFYSFQFHDLLSQETYAFSF-FFFL- 306 

AF KKVQELIGNTSSPVKTESENNCNAHLVCFSLIFLKVLLFPVPFTFSRNLCFFIF--FLFA 318 

Figura 10. Alinhamento das sequências de aminoácidos do gene CAC de Malus 
floribunda (A) e de sequências traduzidas de (B a G) Citrus reticulata Cleopatra, (H a 
N) Citrus sinensis Navelina, (O a T) Citrus latifolia Tahiti, (U a W) Poncirus trifoliara 
Citrange C-32, (AA a AF) Citrus medica. Regiões circuladas em azul correspondem 
a uma proteína desconhecida, regiões circuladas em verde ao domínio ácido, 
regiões sublinhadas em amarelo correspondem ao domínio hidrofóbico trans-
membrana e regiões sublinhadas em rosa correspondem ao C-terminal. Os números 
apresentados ao fim de cada linha indicam a posição do primeiro aminoácido da 
linha dentro da região amplificada da sequência molde (A) e das demais sequências 
da família Rutaceae (B a AF). 
 

 

 

A  G---EIPPSMTNLTFLSHLNLSYNNLTGRIPESTQLQSLDQSSFVGNKLCG--------- 213 

B  ---QSSKKSPSQISTVVILLTLSSGSPARAMTS--LLTCPNR-NISGFF----ALLVLAC 216 

C  --HNSKAKNHLLKSQLWLFFP--AQALSPRLGP--QVSLAQIEIFHRVFLHCWCWLVICF 227 

D  -IIVKQKITFSNLNCGYSFN-PKLRLLALGSGHDKSPDLPKSKYFIGFFCTVGAGLLFAL 232 

E  R---AAG---KNN--HSDLRRFFALLLLR-KRGIGAEMIRGGLKLRPANMSYP------- 201 

F  K---SLSLGLKEP-QLRFEKVIFCFTIMTEKTRLNRSDDKRRAEVETGKYELPQEKRRLF 213 

G  ELRVKRITTVEIEGDFLLYYYDENEVEELREEGSDRQIVTPREEKIVAEEAYQ------- 215 

H  VIIVKQKITFSNLQLCLFFP-LSSVLLALGSGP--XGSLAQIEIFHRVFLHCWCWLVICF 225 

I  VIIVKQKITFSNLQLCLFFP-LSSVLLALGSGP--XGSLAQIEIFHRVFLHCWCWLVICF 225 

J  -HNSKAKNHLLKSSTVFILLTPKLSALSPRLGPMTRLLTCPNRNISGFF----ALLVLAC 229 

L  A---GEHAGLKET--QLKIEGDFLLYYYDEKRGIGAEMIRGGLKLRPANMSYP------- 206 

M  R---ALSLGVKRI-NTVEDLRRFFALLLLRKTRLNRSDDKRRAEVETGKYELPQEKRRLF 223 

N  ----NKHSRFEKVIFCFTIMTEKNEVEELREEGSDRQIVTPREEKIVAEEAYQ------- 218 

O  ---QSSKKSPSQISTVXFFPAQCS--PARAMTS--LLTCPIG-IFHRVFLHVGAGLLFAL 219 

P  --HNSKAKNHLLKSQLXYSFNPKLSALSPRLGP--XVSLAQSEYFIG-FFCMLVLACYLL 228 

Q  -IIVKQKITFSNLNCXILLT-LSSVLLALGSGHDXSPDLPNRNISG--FFACWCWLVICF 230 

R  R---ALSLGLKEX--HSDLRRFFALLLLR-KRGIGAEMIRGGLKLRPANMSYP------- 208 

S  K---STELRVKRIXQLRFEKVIFCFTIMTEKTRLNRSDDKRRAEVETGKYELPQEKRRLF 214 

T  ---AGKNXTVEIEGDFLLYYYDENEVEELREEGSDRQIVTPREEKIVAEEAYQ------- 206 

U  ---QSSKKSPSQISTVLFFPAQCS--PARAMTS--LPDLPKSKYFIGFFCTVGAGLLFAL 221 

V  -HNSKAKNHLLKSQLCYSFNPKLSALSPRLGP--QVSLTCPNRNISGFFALLVLACYLL 228 

X  -IIVKQKITFSNLNCVILLT-LSSVLLALGSGHDKSP-LAQIEIFHRVFLHCWCWLVICF 228 

Z  R---ALSLGLKE---HSDLRRFFALLLLR-KRGIGAEMIRGGLKLRPANMSYP------- 208 
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Y  K---STELRVKRITQLRFEKVIFCFTIMTEKTRLNRSDDKRRAEVETGKYELPRDEK--- 211 

W  ---AGKNNTVEIEGDFLLYYYDENEVEELREEGSDRQIVTQREDCLSLEEAYQ------- 208 

 

 

 

A  ---------------APLNKNCSTNGVIPPPTVEQDGGGGYRLLEDEWFYVSLGVGFFTG 258 

B  YLLCICQSWRFTRKFTATQWWKCS---WWRLPPRRWPQSGWRRTA----GIRRRRERHRR 269 

C  VFASHGDDLQESLLLLNGDGNAAGDGDCRHGVGHSRDGVGRRVSGEEERGTDGLRQRVGG 287 

D  YLPVMEMIYKKVYCYSMVMEMQL---VMEIAATALATVGMASDGGYPAKKREAQTVYDKG 289 

E  ---KRREDCLGLRGGLPRLTRGPWSARMDVARCTRGNKGGRLVGGVEESRRIEPKWRPNG 258 

F  RPKRRPTKIDKVRTLVVKCENGRRSVHLKRGRKIGGRSRGKPAHTQVETQRLEPLLKYFE 273 

G  ---DQGEDLGSEVREWTSLGALEEVIREEDWWEERKAGALNPSGDPTAAFVIEVVLEQAC 272 

H  VFASHGDDLQESLLLLNGDGNAAGDGDCRHGVGHRRNGVGRRVSGDKERGTDGLRQRAGG 285 

I  VFASHGDDLQESLLLLNGDGNAAGDGDCRHGVGHRRNGVGRRVSGDKERGTDGLRQRAGG 285 

J  YLLCICQSWRFTRKFTATQWWKCS--WWRLPPRRWPPSEWRRTAG--IRRRERHRRFTTK 285 

L  ---KRREDCLSLRGGLPRLTRGPWSVRMDVARCTRGNKGGRLVGGVEESRRIEPKWRPNG 263 

M  KPKRRPTKIDKVRTLVVKCENGRRSVHLKRGRKIGGRSRGKPAHTQVETQRLEPLLKYFE 283 

N  ---DQGEDLGSEV-EWTSLGALEEVIREEDWWEERKAGALNPSGDPTAAFVIEVVLEQAC 274 

O  YLPVMEMIYKKVYCYSMVMEMQL----VMEIAATALATVGMASDG----GYPEMKREAQT 271 

P  CICQS--------WRFTRKFTATQWWKCSWWRLPPR-----RWPPSEWRRTAGIRRRERH 275 

Q  VFASHGDDLQESLLLLNGDGNAAGDGDCRHGVGHRRNGVGRRVSGDEERGTDGLRQRAGG 290 

R  ---KRREDCLSLRGGLPRLTRGPWSVRMDVARCTRGNKGGRLVGGVEESRRIEPKWRPNG 265 

S  KPKRRPTKIDKVRTLVVKCENGRRSVHLKRGRKIGGRSRGKPAHTQVETQRLEPLLKYFE 274 

T  ---DQGEDLGSEV-EWTSLGALEEVIREEDWWEERKAGALNPSGDPTAAFVIEVVLEQAC 262 

U  YLPVMEMIYKKVYCYSMVMEMQL----VMEIAATALATVGMASDG----GYPEMKREAQT 273 

V  CICQS--------WRFTRKFTATQWWKCSWWRLPPR-----RWPPSEWRRTAGIQRRERH 275 

X  VFASHGDDLQESLLLLNGDGNAAGDGDCRHGVGHRRNGVGRRVSRDEERGTDGLRQRAGG 288 

Z  ---EMRR-LFKPRGGLPRLTRGPWSVRMDVARCTRGNKGGRLVGGVEESRRIEPKWRPNG 264 

Y  IVARRPTKIDKVRTLVVKCENGRRSVHLKRGRKIGGRSRGKPAHTQVETQRLEPLLKYFE 271 

W  ---DQGEDLGSEV-EWTSLGALEEVIREEDWWEERKAGALNPSGDPTAAFVIEVVLEQAC 264 

 

 

 

A  FWIVLGSLLVNMPWSILLSQLLNRIVLKMYHVIVEYV----------------------- 295 

B  --FTTKGRWFTARLSAMCLGSFASWVLRGWCSRRRREG-----SARRFWPT-LSPGSWFT 321 

C  --LLPDDYRQCADLAALLHGYCGDGVPDVVVDGRDQHD-----GDFGHERY-RRGRGLRR 339 

D   -SVVYCLTIIGNVLTWQLCFMGTAGMVFLTSSLTGGI-----SMTAILAMNVIAGVVVY 342 

E  LSLCDSSTLRASLLRLSLQRGRDSWPRERDSSCLSWPFGPLLLVHATGFLLVVLLLLRSC 318 

F  SKLAETEPTKRQRLVTKRTRLLLVLAFWSSTPCPCN-------WVLVGGVVAVAVLFISM 326 
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G  DAYKEAEIVGDQENEIALACLGLLVLYSLSMQLGSC-------WWCCCCCGLVHLYEWER 325 

H  --LLPDDYRQCGDLAALLHGYCGDGVPD--VVVDGRDQ-----HDGDFGHERYRRGRGLR 336 

I  --LLPDDYRQCGDLAALLHGYCGDGVPD--VVVDGRDQ-----HDGDFGHERYRRGRGLR 336 

J  --GRWFTARLS---AMWLGSFASWVLRGWCSRRRREGS-----ARRFWPTLS--PGSWFT 333 

L  LSLCDSSTLRASLLRLSRQRGRDSWPRERDSSCLSWPFGPLLLVHATGFLLVVLLLLRSC 323 

M  SKLAETEPTKRQRLVTKRTRLLLVLAFWSSTPCPCN-------WVLVGGVVAVAVLFISM 336 

N  DADKEAEIVGDQENEIALACLGLLVLYSLSMQLGSC-------WWCCCCCGLVHLYEWER 327 

O  --VYDKG---PVVYCLTIIGNVVTWQLC-FMGTAGMVF-----LTSSLTGG-ISMTAILA 319 

P  RRFTTKGRWFTARLSAMWLGSFASWVLRGWCSRRRREG-----SARRFWPT-LSPGSWFT 329 

Q  --LLPDDYRQCGDLAALLHGYCGDGVPDVVVDGRDQHD-----GDFGHERYR--RGRGLR 341 

R  LSLCDSSTLRASLLRLSRQRGRDSWPREPDSSCLSWPFGPLLLVHATGFLLVVLLLLRSC 325 

S  SKLAETEPTKRQRLVTKRTRLLLVLAFWSSTPCPCN-------WVLVGGVVAVAVLFISM 327 

T  DADKEAEIVGDQENQIALACLGLLVLYSLSMQLGSC-------WWCCCCCGLVHLYEWER 315 

U  --VYDKG---PVVYCLTIIGNVVTWQLC-FMGTAGMVF-----LTSSLTGG-ISMTAILA 321 

V  RRFTTKGRWFTARLSAMWLGSFASWVLRGWCSRRRREG-----SARRFWPT-LSPGSWFT 329 

X  --LLPDDYRQCGDLAALLHGYCGDGVPDVVVDGRDQHD-----GDFGHERYR--RGRGLR 339 

Z  LSLCDSSTLRASLLRLSRQRGRDSWPRERDSSCLSWPFGPLLLVHATGFLLVVLLLLRSC 324 

Y  SKLAETEPTKRQRLVTKRTRLLLVLAFWSSTPCPCN-------WVLVGGVVAVAVLFISM 324 

W  DADKEAEIVGDQENEIALACLGLLVLYSLSMQLGSC-------WWCCCCCGLVHLYEWER 317 

Figura 11. Alinhamento das sequências de aminoácidos do gene CAC de Malus 
floribunda (A) e de sequências traduzidas de (B a G ) Cintrus mitis, ( H a N) Murraya 
spp, (O a T) Citrus nobilis, (U a W) Citrus reticulata Cleopatra. Regiões circuladas 
em azul correspondem a uma proteína desconhecida, regiões circuladas em verde 
ao domínio ácido, regiões sublinhadas em amarelo correspondem ao domínio 
hidrofóbico trans-membrana e regiões sublinhadas em rosa correspondem ao C-
terminal. Os números apresentados ao fim de cada linha indicam a posição do 
primeiro aminoácido da linha dentro da região amplificada da sequência molde (A) e 
das demais sequências da família Rutaceae (B a W). 
 

 

 

A  PPSMTN-----------------LTFLSHLNLSYNNLTGRIPESTQLQSLDQSSFVG--- 208 

B  YFLKRN-------EIRTGGIKSSRASRLSKDLEQSPLGQAS-NQTSIRASPGTGGSH--- 215 

C  MRSGRG-------ESNLLELLGFDQRISSSNLLSAKLLEIKRASVLLRVPVGPTEDG--- 211 

D  DPDG-----------------GNQIFSSFSALIKGLARAISSRPSFLKSNEHPCFSG--- 204 

E  FDSPRPDLISF-EIKTSCNQRRQDRTSGHAGSMVDKYSLFFFFLNFN---FGFWLF---F 212 

F  FLGNKD------VVS-----TSSGPYIWSCLRLDGIFSLFLFSFFLIRLILAFFFMH--- 217 

G  FRKRR-------RVINVVRTVHLVMPEARWLINILSFSFFLI-LIFNKVNFGFFFLN--- 217 

H  DPDG-----------------GNQIFSSFSALIKGLARAISSRPTFLKSNEHPCFSG--- 208 

I  HFXKSN-------EIRTVGIKSSRASRLSKDLEQSPLGQPS-NQTSIRASPGTGGSH--- 211 

J  MRSGRW-------ESNLLELLGFDQRISSSNLLSANLLEIKRASVLLRVPVGPTEDG--- 215 
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L  FXKRR-------RVITSSGPYIRSCLMVDKYSLFFFFSFFLIRLILASSFFLFLFLN--- 221 

M  FDSHRPDLITFXEMKTSCNHVVRTVHPVMPDGIFSLF-LFFLILIFNKVNFGFFFFSFSF 222 

N  FLXNED------VVSRRQDRTSGHAWLINILSFS-FFLNFNFGFWLL-LFFFFFFMH--- 223 

 

 

 

A  -------------------------------------NKLCGAPLNKNCSTNGVIPPPTV 231 

B  ---RRWSRTCTNPSTRSVSYKPNTDSAAVAAAAAA---RRPQPRRHPYLRSLPAGPRLED 269 

C  ---PAPALETRQPDPFPTNRTPIRLRWLLLLLL---DDHSHVGILISVHFRQGQGWRIGE 265 

D  ---YRWVPQKMVPHLHLKPVNPIRFLQTEHRFGCGG---CCCCCSTTTATSASLSPFTSG 258 

E  FKCMKVWVKKKLGGGF--IQFRVDFIFISGVR---EVGLEFFARVKTACAANHENPISMD 267                                 

F  ----VKSLGKKIGRRFHPIPCRFLNLHFGSER----SWFGVLICSCENCMCGQSEPHLNG 269 

G  -ACKKFGLKKNWEEVS--SNS---VIFKSSFREE-KLVWSFDLLVKLHVRPIMRTPSQWM 270 

H  ---YRWVPQKMVPHLHLKPVNPIRFLQTEHRFGCGGCCCCCCCCSTTTATSASLSPLTSG 265 

I  ---RRWSRTCTNPSTRSVSYKPNTDSAAVAAAAAAAAARRPQPRRHPYLR-LPAGPKLED 267 

J  ---PAPALETRQPDPFPTNRTPIRLRWLLLLLLLLLDDHSHVGILISVDFRQGQSWRIGE 272 

L  -ACKKFGLKKKLGGGF--IQFRVDYIFISRVREVGYLVWIFDLLVKLHVRPIMRTPTQWM 278 

M  FKCMKVWVKKEIGRRFHPIPCRLLNLHFESERSW-LLGLDFFARVKTACAANHENPNSMD 281 

N  ----VKSLGKRNWEEVSSN-SVIIKSSFREEKLV--TWFGFLICSCENCMCGQSEPQLNG 276 

A  EQDGGGGYRLLEDEWFYVSLGVGFFTGFWIVLGSLLVNMPWSILLSQLLNRIVLKMYHVI 291 

B  RGEIRGTGR--MTKEERPKENSQPSSSTLVVAPDSDLGSISNRDSSSPYFRRSRSCLRRA 327 

C  RSEERGGRR--RRGRKRILNRRLDRRLLLLLETVISVAFRTEIHRRRTSEEAAVVCAEPV 323 

D  RAKAGGSGRDPRNGADDEGGEAEREFSTVVLIDACCCSLRQSRHFEQRFIVAVLPKKPQL 318 

E  AAHFQKLYSIFFFFFFLPSWIENRKVGLCTYT-LLLACCYWTLKIEVFIFMPLGRCMNQL 326 

F  CCPFSKVVFYFFFFFFFTQLDRKLKKGRFVYLHVVVGMLLLDAQNGLHFHAIRMHESVVC 329 

G  LPIFKSCILFFFFFFFYP--VGKIKERVCVLTRCCWHVAIGRSKLRSSFSCHVDAISCLC 328 

H  RAKAGGSGRDPRNGADDEGGEAEREFSTVVLIDACCCSLRQSRHFEQRFIVAVLPKKPQL 325 

I  RGEIRGTGR--MTKEEKPKENSQPSSSTLVVAPDSDLGSISNRDSSSPYFRRSRSCLRRA 325 

J  RSEERGGRR--RRSRKRILNRRLDRRLLLLLETVISVAFRTEIHRRRTSEEAAVVCAEPV 330 

L  LPIFKSCI----FFYFYP--VGKIKERVCVLTRCCWHVAIGRSRIEVFIFMPLGRCMNQL 332 

M  AAHFQKLY----FFLLLPSWIENRKVGLCTYT-LLLACCYWTLKDGLHFHAIR---MHES 333 

N  CCPFSKVVF----FFTFTQLDRKLKKGRFVYLHVVVGMLLLDAQ-GLRSSFSCHVDAISC 331 

 

 

 

A  VEYV----------- 295 

B  CALLVLGSLL----- 337 

C  PFLCLVLC------- 331 

D  FAQSLCPSCAWFFA- 332 
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E  FVLGSLL-------- 333 

F  AWX-FAX-------- 335 

G  LXLCX---------- 333 

H  FAQSLCPSCAWFFAX 340 

I  CALLVLGSLL----- 335 

J  PFLCLVLCX------ 339 

L  FVLGXLL-------- 339 

M  VVCAWXFAX------ 342 

N  LCLGICX-------- 338 

Figura 12. Alinhamento das sequências de aminoácidos do gene CAC de Malus 
floribunda (A) e de sequências traduzidas de (B a G) Citrus reticulata Cleopatra e de 
(H a N) Citrus reticulata Page. Regiões circuladas em azul correspondem a uma 
proteína desconhecida, regiões circuladas em verde ao domínio ácido, regiões 
sublinhadas em amarelo correspondem ao domínio hidrofóbico trans-membrana e 
regiões sublinhadas em rosa correspondem ao C-terminal. Os números 
apresentados ao fim de cada linha indicam a posição do primeiro aminoácido da 
linha dentro da região amplificada da sequência molde (A) e das demais sequências 
da família Rutaceae (B a N). 
 

 

V- DISCUSSÃO 

 

Os quatro oligonucleotídeos utilizados geraram fragmentos amplificados de 

espécies de citros e outras espécies pertencentes à família Rutácea. Os tamanhos e 

número de fragmentos obtidos após amplificação variaram entre os genótipos 

avaliados. O emprego do oligonucleotídeo AAF não resultou em amplificações em 

genótipos altamente suscetíveis ao cancro cítrico, enquanto alguns genótipos 

altamente resistentes ou imunes tiveram regiões amplificadas. Resultados similares 

foram observados com CAA e NP. Como exemplos, o emprego do oligonucleotídeo 

CAA resultou em dois fragmentos, de 350 pb e 390 pb, presentes apenas em 

materiais altamente resistentes (Fortunella margarita e Citrus mitis), e um fragmento 

de 650 pb, resultante de reações com NP, não identificado em materiais suscetíveis 

ou altamente suscetíveis. Apesar da identificação de fragmentos presentes em 

genótipos pertencentes a um ou outro grupo de resistência ao cancro cítrico, 

reações únicas de PCR com qualquer um dos quatro oligonucleotídeos nem sempre 

resultaram na separação dos fenótipos testados. 
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Foi possível verificar que cada um dos oligonucleotídeos alinhou em regiões 

diferentes dos genomas de vários dos genótipos. Vários clones, alguns deles obtidos 

de um mesmo fragmento amplificado, apresentaram sequências relativamente 

dissimilares entre si. Esse fato deveu-se provavelmente a baixa especificidade dos 

oligonucleotídeos, desenhados com base em sequências de R-genes de A. thaliana 

e M. floribunda. Após comparação das sequências traduzidas de aminoácidos 

desses genótipos com sequências de R-genes conhecidos tipo NBS-LRR, observou-

se que algumas das sequências obtidas com o oligonucleotídeo CAC demonstraram 

conter aminoácidos de regiões conservadas. Exemplos de R-genes com LRR são 

Cf-9, Cf-2 e Xa21, que codificam LRR extra-citoplasmático (DIXON et al., 1996; 

SONG et al., 1995). Uma segunda categoria de R-genes com LRR são aqueles que 

codificam LRR citoplasmáticos. Exemplos desses últimos são os genes RPS2, 

RPP5, N e L6 (LAWRENCE et al., 1995; PARKER et al., 1997; WHITHAM et al., 

1994). 

Apesar de muitos R-genes clonados possuírem grande similaridade nas 

sequências LRR, os mesmos podem ser altamente divergentes quando a 

comparação dá-se pelas sequências completas de nucleotídeos desse genes 

(BENT, 1996; BOTELLA et al., 1998). Muitos desses genes apresentam-se 

estruturados em multifamílias, o que facilita a identificação desses genes em outras 

espécies de plantas (BENT, 1996). Considerando muitos dos R-genes clonados, há 

evidências não somente quanto a conservação e similaridade das sequências de 

DNA desses genes, mas também quanto a conservação da funcionalidade dos 

mesmos, o que pode ser observado nas comparações das sequências de 

aminoácidos e na estrutura física das proteínas codificadas (LAWRENCE et al., 

1995; MEYERS et al., 1998). Comparações das sequências LRR de peptídeos de 

proteínas codificadas por R-genes revelaram porções C-terminal altamente 

conservadas, enquanto N-terminal hipervariáveis (MEYERS et al., 1998). A detecção 

de regiões hipervariáveis no domínio LRR em vários tipos de R-genes sugere a 

existência de um padrão biológico, talvez evolutivo e de funcionalidade, nessa 

classe de genes em plantas (MEYERS et al., 1998).  

Um dos menores R-genes conhecidos possui tamanho superior a 900 pb e as 

sequências obtidas no presente trabalho variaram entre 350 e 1300 pb. Portanto, 
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caso os fragmentos estejam envolvidos na codificação de proteínas de resistência 

ao patógeno supõe-se que os mesmos sejam somente uma parte desses genes. 

Como exemplos, o R-gene Pto, que confere resistência a Pseudomonas syringae pv. 

tomato em tomate, possui 963 pb (MARTIN et al., 1993), enquanto o R-gene RPM1 

de Arabidopsis possui um tamanho aproximado de 3000 pb (GRANT et al., 

2003).Um dos mais estudados R-genes, o N de Nicotiana spp., envolvido na 

resistência de tabaco ao Tobacco mosaic virus (TMV), possui tamanho aproximado 

de 3500 pb (WHITHAM et al, 1994).  

Os resultados aqui apresentados não permitem afirmar que as sequências 

encontradas correspondem a R-genes efetivos a X. citri. Primeiro, algumas 

sequências foram identificadas em materiais parcialmente suscetíveis ao patógeno, 

o que descarta a interação do tipo incompatível (resistência de não hospedeiro). 

Além disso, desconhecesse se as sequências identificadas pertencem a genes que 

codificam proteínas envolvidas na resistência ao patógeno, mesmo que uma 

resistência parcial. Nesse sentido, as sequências encontradas em materiais não 

hospedeiros como das espécies Severinia spp. e Murraya spp., além de sequências 

encontradas em materiais altamente resistentes como Fortunella margarita,  

Fortunella japônica e outras espécies pertencentes a esses grupos que 

apresentaram resultados de amplificação, servirão como sequências promissores 

para o desenho de novos oligonucleotídeos para uso com a técnica de genoma 

walking, objetivando-se analisar uma região mais abrangente desses genótipos de 

interesse. Essas novas sequências serão utilizadas para a avaliação da expressão 

gênica na presença e ausência do patógeno, o que permitirá o reconhecimento do 

envolvimento das mesmas na resistência ao cancro cítrico. 

 

 

VI- CONCLUSÃO 

 

A tentativa de se identificar genes candidatos potencialmente envolvidos na 

resistência de Rutaceae a Xanthomonas citri subsp. citri permitiu a amplificação e 

clonagem de sequências com ≤ 1300 pb relativamente similares a R-genes do tipo 
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NBS-LRR ou com homologia a genes envolvidos na resistência de plantas a 

estresses bióticos e abióticos. 
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