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Resumo

A producéo de citros é uma das atividades agroindustriais mais importantes em nosso Pais, a qual
vem sendo constantemente ameacgada pela doenga do cancro-citrico, causada pela bactéria Gram
negativa Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac-A). Esta bactéria, quando em contato com uma
planta hospedeira, provoca lesdes nas folhas, frutos e ramos. Por outro lado, quando este patégeno
infecta uma planta ndo hospedeira, provoca uma reacao necrética. A indugao das proteinas relacio-
nadas a patogénese (PR) é associada com a resposta de defesa da planta ao ataque do patégeno.
Neste trabalho, investigamos a inducao do gene que codifica a proteina B-1,3-glucanase (PR-2) du-
rante as interacdes Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolli C (Xaa-C)::Citrus (ndo hospedeira) e
Xac-A::Citrus (hospedeira). Suspensodes bacterianas (Xac-A ou Xaa-C) foram inoculadas em folhas
de laranja (Citrus sinensis), as quais foram coletadas em tempos diferentes da cinética de infecgdo. A
expressdo do gene pr-2 foi analisada por Northern blot com a ajuda de uma sonda de B-1,3-gluca-
nase de C. sinensis, obtida via amplificacao por PCR, com a utilizagdo de oligonucleotideos especifi-
cos e DNA gen6mico de folhas de laranja. Os resultados deste trabalho mostram que, na interagao
Xac-A::Citrus, 0 gene pr-2 é expresso mais lentamente e em menos intensidade do que na interacdo
Xaa-C::Citrus, onde a inducado mais rapida de pr-2 sugere um papel da proteina PR-2, quando ex-
pressa precocemente, na reagao de resisténcia da planta citrica atacada por Xaa-C.

Palavras-chave adicionais: cancro-citrico; resisténcia nao hospedeira; Xanthomonas axonopodis
pv.citri; interacao planta-patégeno.

Abstract

The production of citrus fruits is one of the most important agro-industrial activities in Brazil, which has
been constantly threatened by the citrus canker disease, caused by the Gram- negative bacterium
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac-A). In contact with host plants, Xac-A causes injuries to
leaves, fruits, and stems. On the other hand, a necrotic reaction is induced when this pathogen infects
a non-host plant. The induction of pathogenesis-related (PR) proteins is associated to the plant de-
fense response to the pathogen attack. In this work we investigated the 3-1,3-glucanase (PR-2) gene
expression during X. axonopodis pv. aurantifolli C (Xaa-C)::Citrus interaction (non-host resistance
response) and during Xac-A::citrus interaction (citrus canker disease). Bacterial suspensions (Xac-A
or Xaa-C) were inoculated in orange leaves (Citrus sinensis), which were then collected at different
time points during the infection process. The expression of the PR-2 coding gene has been analyzed
by Northern blot using a citrus B-1,3-glucanase probe obtained by PCR using specific oligonucleotide
and orange leaves genomic DNA. The Xaa-C::Citrus interaction has shown to induce a faster and
more intense pr-2 gene expression when compared to Xac-A::Citrus interaction, suggesting a resis-
tance role to citrus PR-2 protein expressed early during Xaa-C infection.

Additional keywords: citrus canker; nonhost resistance; Xanthomonas axonopodis pv.citri; plant-
pathogen interaction.

Introducao tiva Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac-A),
A produgdo de citros vem sendo cons- causadora do cancro-citrico. Esta bactéria,

tantemente ameacada pela bactéria Gram nega- dquando em contato com uma planta hospedeira
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(interagdo compativel-doenga), provoca lesdes
nas folhas, frutos e caules. O processo de infec-
cao ocorre através das aberturas naturais da
planta ou ferimentos por onde a bactéria Xan-
thomonas citri adentra na planta hospedeira,
infectando-a. Os sintomas que o cancro provoca
nas folhas sdo manchas amareladas que, aos
poucos, ficam com uma coloracdo marrom no
centro; essas lesdes sdo salientes e aparecem
na superficie abaxial da folha (Web site: FUN-
DECITRUS). A bactéria Xac-A, de facil dissemi-
nagdo e altamente contagiosa, é resistente e
consegue sobreviver em varios ambientes, por
varios meses (Web site: FUNDECITRUS).

O principal método de controle ao can-
cro-citrico € erradicar o material contaminado.
Por outro lado, quando este patégeno infecta
uma planta ndo hospedeira (interacdo incompati-
vel), uma reagdo necrética é induzida, mais co-
nhecida por Resposta de Hipersensibilidade
(HR). Ou seja, nesta interacao, o patégeno, ao
penetrar o tecido da planta, dispara as respostas
de defesa do hospedeiro, que, ativadas rapida e
intensamente, impedem a multiplicagao do paté-
geno evitando assim a doenga.

Assim sendo, o termo HR refere-se a
uma morte celular programada das células ve-
getais atacadas pelo patégeno e células adja-
centes ao sitio de infecgdo, levando ao bloqueio
e eliminagdo do agente invasor no sitio de infec-
cédo (STASKAWICZ et al., 1995). Os fendbmenos
referentes a HR envolvem um aumento intrace-
lular dos niveis de espécies ativas de oxigénio,
fortalecimento da parede celular, producdo de
fitoalexinas antimicrobianas e inducdo da ex-
pressdo de proteinas de defesa, que limitam a
colonizagdo de tecidos vegetais e impedem a
manifestacdo da doenca (HAMMOND-KOSAK &
JONES, 1997).

Diversos s&o os mecanismos de res-
posta de defesa de plantas em relagdo a patoge-
nos, dentre os quais, se destaca um grupo espe-
cifico de proteinas, as quais preferencialmente
se acumulam nos espagos intracelulares, sendo
chamadas de proteinas relacionadas a patogé-
nese (PR) (VAN LOON, 1985; WHITE et al.,
1987). A indugéo das proteinas PR esta associ-
ada com o estabelecimento de uma interacao
incompativel (resisténcia), manifestada pelo apa-
recimento de uma reacdo de hipersensibilidade
na planta (FRITIG et al., 1987). Assim sendo, a
expressao dos genes pr é induzida tanto sistemi-
camente quanto localmente apds a inoculagao
com patégeno ou seguida do tratamento com
acido salicilico, sendo caracterizados como mo-
léculas sinalizadoras da resisténcia da planta a
doenga (TAKEMOTO et al., 2003). Dados que
buscam esclarecer sobre o papel da proteina
PR-2 na resposta de resisténcia sistémica da
planta, mostram que plantas transgénicas de

Arabidopsis, expressando constitutivamente uma
carboxipeptidase, apresentam expressdo au-
mentada do gene pr-2 (LIU et al., 2008), sendo
que um aumento de pr-2 foi também verificado
em plantas transgénicas de tabaco, expressando
de maneira constitutiva a proteina GbERF, que
corresponde a um fator de transcricdo ativado
por etileno, e uma resisténcia aumentada destas
plantas contra o ataque da bactéria patogénica
Pseudomonas syringae pv. tabaci foi demons-
trado (QIN et al., 2006).

As B-1,3-glucanases, mais conhecidas
como (PR-2), sdo amplamente distribuidas em
plantas superiores e sdo induzidas durante a
resposta de hipersensibilidade da planta a paté-
genos (BUCHER et al, 2001). Segundo
SCHLUMBAUM et al. (1986), estas enzimas
hidroliticas sdo capazes de inibir o crescimento
dos patdgenos, presumivelmente degradando
suas paredes celulares. As B-1,3-glucanases sao
enzimas liticas capazes de degradar os polissa-
carideos encontrados nas paredes celulares de
muitos fungos e tém atividade antifungal quando
analisada in vitro (MAUCH et al., 1994; SELA-
BUURLAGE et al., 1993).

A identificacdo e o estudo dos genes en-
volvidos nas respostas de defesa de plantas a
patégenos (resisténcia ndo hospedeira) consti-
tuem-se numa etapa fundamental para a com-
preensdo dos fendmenos bioquimico-molecula-
res, visando a variedades agricolas mais resis-
tentes, podendo aumentar a producao e a quali-
dade dos alimentos. O objetivo deste trabalho foi
investigar a expressao do gene pr-2 em folhas do
hospedeiro Citrus sinensis infectadas com
Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolli estirpe
C (Xaa-C), que induz uma reagéo de resisténcia
nao hospedeira nesta interagdo, ou infectadas
com X.axonopodis pv. citri (Xac-A), que induz
sintomas de cancro-citrico neste hospedeiro.

Material e Métodos

Estirpe bacteriana, condicoes de cultura e
inoculacao em plantas

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv.
citri estirpe A (Xac-A), cujo genoma foi sequenci-
ado por completo (DA SILVA et al., 2002), e
Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolli estirpe
C (Xaa-C), foram cultivadas a 28°C em meio
TSA (10 g/L de triptona, 10 g/L de sacarose e
1g/L de glutamato de s6dio), com e sem adi¢édo
de agar. As plantas citricas, Citrus sinensis (la-
ranja-Pera), foram mantidas em casa de vegeta-
¢ao antes da inoculacdo. Durante e apés as ino-
culacées, as plantas foram mantidas em ambi-
ente apropriado. Foram utilizadas para inocula-
c¢ao folhas jovens, com aproximadamente 7 cm
de comprimento ao longo da nervura principal. A
preparagao do inéculo foi realizada com bacteé-
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rias cultivadas por 3 dias a 28 °C em meio TSA
sélido para obtencdo de massa celular que foi
ressuspensa em &gua destilada e ajustada a
uma densidade 6ptica de Agy = 0,3 equivalente a
aproximadamente 10 UFC/mL. As inoculagées
em plantas foram realizadas por infiltracdo da
suspensao de bactérias com auxilio de seringa
hipodérmica sem agulha, diretamente no espaco
apoplastico, em todo o limbo foliar, na parte aba-
xial de folhas expandidas jovens.

Cinética de infeccao

As folhas de laranja-Pera inoculadas,
respectivamente, com Xaa-C, Xac-A ou éagua
(“mock”), foram coletadas dentro de uma cinética
de infec¢do representando 10 periodos diferen-
tes (0; 3; 6; 12; 24; 36; 48; 60; 72 € 96 h apds a
inoculacao). Além disso, foi utilizada também
uma planta-controle (planta nao inoculada).

Extracdao de RNA total

As amostras de RNA total foram purifi-
cadas segundo o método descrito por
CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987), baseado na
extracdo utilizando uma solugdo monofésica de
fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol). Apro-
ximadamente 1,5 g de folhas foi coletado para
cada ponto da cinética de infec¢ao e da planta-
controle (ndo inoculada) e mantidos em nitrogé-
nio liquido até a pulverizagdo, individual, reali-
zada em gral contendo nitrogénio liquido. Extrai-
das as amostras de RNA total, estas foram esto-
cadas a -80 °C ap6s a quantificagdo a 260 nm,
em espectrofotdmetro.

Obtencao da sonda da B-1,3-glucanase espe-
cifica de Citrus sinensis

Sequéncias de cDNA da B-1,3-glucanase
de citros (Citrus sinensis) foram recuperadas do
site National Center for Biotechnology Informa-
tion (Web site: NCBI HomePage). Através da
sequéncia de nucleotideos (AJ000081), foram
construidos oligonucleotideos especificos com o
auxilio do software Gene Runner (Hastings Soft-
ware, Inc), para a amplificagédo por PCR de frag-
mentos de DNA correspondente ao gene da B-
1,3-glucanase escolhido como sonda. Os oligo-
nucleotideos construidos foram: BGLUC Forward
-5 GTCGTCTTGTTTCTTCTTG 3’; BGLUC Re-
verse - 5 TTAATCTGGTATCTAGGCTG 3.

A obtenc¢do da sonda foi realizada a par-
tir de amplificagdes via PCR, utilizando os oligo-
nucleotideos especificos e 0 DNA gendmico de
folhas da laranjeira-Pera, obtido pelo método de
extragao de DNA segundo ROMANO & BRASI-
LEIRO (1999). Os amplicons obtidos foram clo-
nados em vetor TOPO T/A (Original TA cloning
kit-Invitrogen) e transformado por eletroporagéo
em células de Escherichia coli competentes
DH10B. O plagueamento foi realizado com meio

sélido 2xTY (16 g de Triptona; 10 g de Extrato de
Levedura; 5,0 g de NaCl; 12 g de Agar; g.s.p.
1000 mL com 4gua destilada) contendo
50 ug/mL de kanamicina. Esse meio foi suple-
mentado com X-Gal (0,026%) e IPTG (0,82 mM).
As col6nias brancas indicam sucesso na clona-
gem. Assim, os clones positivos (colénias bran-
cas) foram selecionados e submetidos a micro
preparacao de DNA plasmidial (“Boiling-Prep”)
segundo HOLMES & QUIGLEY (1981). O se-
quenciamento do DNA obtido destes clones foi
realizado de acordo com SANGER et al. (1977).
O Sequenciador automatico utilizado foi ABI
PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosys-
tems). Para a anotacdo das sequéncias deste
gene, foi utilizado um script para a contagem de
bases dos cromatogramas com qualidade, sendo
que o critério utilizado para a validagédo dos
mesmos foi de, pelo menos, 400 bases por se-
quéncia com qualidade acima de 20. Os croma-
togramas das sequéncias foram analisados atra-
vés do programa Phred/Phrap/Consed
(GORDON et al., 1998). Foram realizadas com-
paracdes utilizando a ferramenta Blast de modo
automatico comparando-se cada sequéncia ao
banco de dados publico GenBank, sendo consi-
derados apenas os alinhamentos que obtiveram
e-values inferiores a e'°. Os dados obtidos com
0 sequenciamento confirmaram que o amplicon
clonado foi mesmo um fragmento de DNA gend-
mico de C. sinensis codificando a f-1,3-
Glucanase, um fragmento de 1.589 pb.

Em seguida, realizou-se a preparagao de
DNA de plasmideo, o qual foi digerido com
EcoRIl. A amostra digerida com EcoRI foi apli-
cada em gel de agarose a 1% e purificada com a
utilizagdo do Kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System” — Promega, conforme as recomen-
dagoes do fabricante.

Northern blot

O experimento de Northern blot foi reali-
zado segundo o método descrito em SAM-
BROOK et al. (1989). Foram utilizados 15 pg de
RNA total para cada um de todos os tempos de
cada cinética de inoculacao, incluindo o material
da planta-controle (planta nao inoculada). Os
RNAs totais foram separados em gel de agarose
desnaturante a 1,5% e transferidos para a mem-
brana de nailon (Hybond H).

As sondas radioativas foram preparadas
através da utilizacdo do Kit “Random Primers
DNA Labeling System” da Invitrogem e 25uCi
[a-** P] dCTP, conforme as instrugdes do fabri-
cante. Posteriormente, as sondas passaram por
processo de eliminagdo dos nucleotideos nao
incorporados, em coluna de Sephadex G-50. As
sondas foram desnaturadas novamente em agua
fervente, por 5 min, antes de serem adicionadas
a solugéo de hibridizag&o.
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As membranas foram umedecidas em
solugcédo de SSC 2X e colocadas dentro de tubos
de vidro de 300 mL. Entao, adicionaram-se 20mL
de solugao [mono-hidrogénio fosfato de sodio 1M
(NapHPO,), di-hidrogénio fosfato de so6dio 1M
(NaH,PO,), BSA 5%, SDS 20%)]. A pré-hibridiza-
¢ao ocorreu a 68 °C, durante 3 h, em forno de
hibridizacdo, marca Hybaid. Apéds este periodo, a
sonda foi adicionada a solugdo de hibridizacao
pré-aquecida a 68 °C do tubo e incubou-se a
68 °C, durante 16 h. As primeiras lavagens das
membranas foram feitas com solugdo de baixa
estringéncia (SSC 2X; SDS 0,05%), utilizando
volume de 200 mL, o processo se repetiu quatro
vezes, por 10 min, sendo as solugbes descarta-
das adequadamente e, em seguida, uma se-
gunda solugédo pré-aquecida a 50 °C com maior
estringéncia foi utilizada (SSC 0,1X; SDS 0,1%),

sendo realizadas duas lavagens de 40 min cada,
com o mesmo volume citado acima para cada
lavagem. Ao final do processo, a membrana foi
selada em vita flme e exposta a um filme de
raio-X, em cassete apropriado e mantida no free-
zer (-80 °C). A membrana foi revelada apés peri-
odo de 10 dias de exposigao.

Resultados e Discussao

A técnica de Northern blot foi utilizada
para investigar a expressao do gene que codifica
a proteina B-1,3-glucanase (PR-2) durante a
resposta de defesa da planta na interagcdo Xaa-
Cl/citros (resposta de hipersensibilidade-HR) e a
inducdo de cancro-citrico na interacdo Xac-
Alcitros (Figura 1).

Figura 1 - Sintomas de cancro induzidos em planta (Citrus sinensis) a 3 (A) ou 8 (B) dias ap6s inocu-

lacao.
cancro-citrico induzido na interagdo Xac-A/citros.

1: Resposta de hipersenbibilidade (HR) induzida na interagdo Xaa-C/citros. 2: Sintoma de

Figure 1 - Canker symptoms induced in host plants (Citrus sinensis) 3 (A) or 8(B) days after inocula-

tion. 1:

As amostras de RNAs totais extraidas do
tecido foliar de laranja-Pera inoculadas com
Xac-A, Xaa-C ou agua, conforme a cinética utili-
zada, foram quantificadas em espectrofotémetro,
e a sua integridade (visualizacdo das bandas
28S e 18S) foi verificada por meio de uma ele-
troforese com gel a 1,5% de agarose sob condi-
¢bes desnaturantes (Figura 2). A presenca das

Hypersensibility response (HR) induced during Xaa-C/citrus interaction. 2: Citrus canker
symptoms induced during Xac-A/citrus interaction.

bandas dos RNAs ribossomais 28S e 18S, inte-
gras, viabiliza a utilizagdo destas amostras para
a realizagdo dos experimentos de Northern blot.
Pela quantidade equivalente de RNA aplicado no
gel, para cada condigdo experimental, é possivel
inferir as variagcdes de expressado do gene codifi-
cador da B-1,3-glucanase, através de Northern
blot.
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Figura 2- Eletroforese de RNA em gel de agarose 1,5% (desnaturante). Foram aplicados 2 ug de
RNA total de folhas de laranjeira conforme a cinética de infeccao utilizada (0; 3; 6; 12; 24; 36; 48; 60;
72 e 96 h apds inoculacédo) e (C) controle representado por planta nao inoculada. A: RNA total de
planta inoculada com agua (“mock”). B: RNA total de planta inoculada com Xaa-C. C: RNA total de
planta inoculada com Xac-A. As bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 18S e 28S estéo
indicadas por setas.

Figure 2 - RNA denaturing gel electrophoresis at 1.5% agarose. Two micrograms of total RNA ex-
tracted from citrus leaves infected at 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, and 96 h post inoculation and non-
inoculated leaves (C). A: Total RNA from water inoculated leaves (mock). B: Total RNA from citrus
inoculated with Xaa-C. C: Total RNA from citrus inoculated with Xac-A. 18S and 28S ribosomal RNAs
are indicated by arrows.

" e Plasmidio/ Vector (3900 pb)

| == Fragmento do gene pr-2 / pr-2 gene
genomic fragment (1589pb)

A
Oligonocleotideo F/*Primer” F
—]  50pb Exon 598pb Intron 941pb Exon ——
Oligonocleotideo R/“Primer” R B

Figura 3 - Resultado da digestao com EcoRI. A: Construg¢éao de fragmento gendmico clonado do vetor
PCR-TOPO e digerido com EcoRl, as setas estao indicando o vetor e o fragmento clonado do gene
pr-2. B: Esquema mostrando presenca de um intron de 598 pb no fragmento genémico do gene pr-2.
Figure 3 - Restriction digestion with EcoRI. A: Genomic fragment cloned at PCR-TOPO vector and
digested with EcoRlI, with arrows indicating vector and pr-2 gene genomic fragment. B: Schematic
representation of an 598bp intron located at pr-2 genomic fragment.
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Através da analise das sequéncias do
gene pr-2 foi identificada a presenca de um in-
tron. Um fragmento de 1.589 pb do gene da B-
1,3-glucanase foi amplificado numa PCR con-
tendo os oligonucleotideos especificos e DNA
genbémico de células da laranjeira, e a digestao
deste amplicon com EcoRl, que liberou o inserto
clonado no vetor plasmidial, como pode ser visto
na Figura 32; no entanto, ocorreram diferengas,
pois o0 esperado, segundo cDNA da -1,3-gluca-
nase de C. sinensis, deveria ter sido um frag-
mento de 991pb. O sequenciamento deste frag-
mento de PCR revelou a presenga de um intron
de 598pb no DNA gendmico que codificou a B-
1,3-glucanase, (Figura 3B). A literatura relata que
0 gene da B-1,3-glucanase pode conter um
intron que, em plantas, pode variar entre 400 e
600 pb (SHI, 2005), embora em Nicotiana
plumbaginifolia tenham sido descritos dois
introns de 669 pb e 199 pb (CASTRESANA et
al., 1990).

A técnica de Northern blot (SAMBROOK
et al., 1989) possibilitou a verificacdo da expres-

Periodos: horas/Period: hour

sdo do gene que codifica a p-1,3-glucanase (PR-
2) nas condigbes investigadas. A Figura 4 mostra
o perfil de expressao da B-1,3-glucanase durante
a cinética de infeccdo de plantas de laranjeiras
inoculadas com Xac-A ou Xaa-C. Na interacdo
com a Xac-A (doenga), o gene codificador da B-
1,3-glucanase, que ndo apresentava expressao
visivel até 12 h de inoculagdo, passa a ser ex-
presso em 24 h e prosseguiu assim por até 96 h,
tendo sido detectado um aumento de expresséo
no periodo entre 48 até 96 h. O perfil de expres-
sao do gene pr-2 em plantas de citros inoculadas
com Xaa-C (resisténcia) mostrou-se distinto. A
expressao génica iniciou-se precocemente com 3
h e prosseguiu até as 96 h. Embora nao seja
totalmente visivel a indugéo de pr-2 entre 3e 6 h
de inoculagdo com Xaa-C, a expressao de pr-2
comecou a aumentar apés 12 h e prosseguiu até
as 96 h, com um méaximo de expressao as 24 h
do inicio da cinética de infeccdo e mantendo-se
em nivel elevado até 72 h com posterior diminui-
¢ao a partir deste ponto.

0 3 6 1224 364860729 M C

Xac-A/Citrus

Xaa-C/Citrus

rRNA

Figura 4 - Perfil de expressdo do gene pr-2 nas interagbes entre 2 patovares distintos de Xanthomonas
axonopodis e Citrus sinensis. Northern blot do gene que codifica proteina PR-2 nas interagbes Xac-A/Citrus,
Xaa-C/Citrus, na planta inoculada com agua (M, “mock”) e planta-controle (C, ndo inoculada). Em cada canaleta,
foram aplicados 15 pug de RNA total. A cinética de inoculagao foi realizada nos periodos de 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48,
60, 72 e 96 h apds inoculagéo. A hibridizagdo do RNA foi realizada com uma sonda do gene pr-2 marcada

radioativamente, especifica de Citrus sinensis.

Figure 4 - pr-2 gene expression profile during interactions of two disctinct Xanthomonas axonopodis pathovars
and the plant host Citrus sinensis. Northern blot analysis of PR-2 coding gene during Xac-A/Citrus, Xaa-C/Citrus
interaction, water inoculated (M/mock) and control (non-inoculated plants). 15 pg of total RNA from infected
leaves corresponding to 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, and 96 h post inoculation were electrophoresed. Northern

hybridization has been done with a pr-2 radioactive probe.
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Pela andlise do perfil de expressdo do
gene pr-2 nas interagdes entre Xac-A::Citrus e
Xaa-C::Citrus, foi observado que a expressao
génica deste foi induzida de maneira mais rapida
e intensa nas primeiras 36 h da interagao
Xaa-C::Citrus, que levou ao desenvolvimento de
uma reagao de resisténcia do tipo HR e auséncia
de sintomas de cancro-citrico. Na interacdo com
Xaa-C, o gene codificador da B-1,3-glucanase
mostrou-se induzido desde 12 h de inoculagéo,
enquanto na interagdo com Xac-A a inducao foi
verificada a partir das 48 h de infec¢do. Recen-
temente, foi verificado o mesmo padrao de res-
posta para plantas de taro cultivar (Colocasia
esculenta L.) capazes de desenvolver resposta
incompativel ao ataque por Phytophtora
colocasiae, que apresentaram expressao maior e
mais rapida de genes pr do que plantas de taro
cultivar que desenvolve reacdo compativel
guando confrontada pelo patégeno Phytophtora
colocasiae (SHARMA et al., 2008).

A ativagdo da expressdo da fB-1,3-
glucanase (pr-2) como resposta de resisténcia a
patégenos foi descrita inicialmente para intera-
cOes entre plantas e fungos patogénicos. Em
plantas de tabaco infectadas com Colletotrichum
destructivum e pimenteiras infectadas por
Colletotrichum coccodes, foi verificada a ativagédo
do gene pr-2 apés 48 h de infeccdo (DEAN,
2002; HONG & HWANG, 2002). Em trigo inocu-
lado com Fusarium graminearum, niveis maxi-
mos de aclimulo de mRNA codificando a -1,3-
glucanase foram verificados apds 24 h de infec-
cao (LI et al., 2001), assim como verificado neste
trabalho para a interagdo entre Xaa-C e laran-
jeira-Pera-doce. Porém, evidéncias mostram que
a ativacao da expressdo de pr-2 esta associada
a resposta sistémica da planta frente a estimulos
biéticos ou abidticos. Plantas de trevo (Trifolium
repens L.) submetidas a estresse hidrico mostra-
ram ativacdo da expressdo de pr-2 nas duas
primeiras semanas sem rega (LEE et al., 2008).
Além da ja bem caracterizada ativagdo da ex-
press@o de pr-2 em resposta ao ataque de fun-
gos patogénicos e virus (COTE et al., 1991), foi
verificado que o mesmo tipo de resposta pode
ser obtida na interagdo entre plantas de tabaco
transgénico expressando de maneira constitutiva
o gene NPR1, que controla a ativagdo da res-
posta de resisténcia sistémica em plantas, e a
larva do inseto herbivoro Spodoptera litura
(MEUR et al., 2008). Uma resposta aumentada
da expressao de pr-2 foi observada na infeccao
em folhas de tomateiro infectadas com a rizo-
bactéria ndo patogénica Pseudomonas putida
LSW17S (AHN et al., 2007) e este trabalho vem
trazer evidéncias da ativacdo da expressdo de
pr-2 de folhas de laranjeira, em resposta as inte-
ragcdes com as batérias Xac-A e Xaa-C.

Conclusao

Esta ativagdo precoce e intensa da ex-
pressao da pr-2 nas primeiras 36 horas da inte-
ragdo Xaa-C::Citrus pode contribuir para a con-
tencdo e eliminacdo do patdégeno no sitio de
infeccdo, embora a agdo de outras proteinas
relacionadas a resisténcia deva ser considerada.
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