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 “E vou aprendendo com as plantas que: 

Por mais que na vida tenhamos que 

enfrentar vários desertos, e as várias 

pragas que só querem ver o nosso mal, 

precisamos ter esperança em nossos 

sonhos, seguir adubando e regando a 

cada dia, pois para cada folha que cai 

brota uma mais forte e bonita.” 
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RESUMO 

 

Avaliação do papel do receptor imunológico Bs4 do tomateiro no reconhecimento da 

bactéria Xanthomonas citri subsp. citri 

 

 

O sistema imune vegetal é constituído por dois níveis de defesa baseados na ação combinada 

de receptores com variadas especificidades para o reconhecimento de patógenos e subsequente 

ativação de respostas bioquímicas. O primeiro nível de defesa depende de receptores 

transmembranares para o reconhecimento de moléculas extracelulares. O segundo nível é 

formado por receptores intracelulares denominados NLRs (Nucleotide Binding–Leucine-Rich 

Repeat) que reconhecem moléculas de patógenos no interior das células vegetais. Estas 

moléculas, na ausência de seus receptores cognatos, costumam ser efetores de virulência que 

contribuem para o estabelecimento da infecção. Em bactérias fitopatogênicas do gênero 

Xanthomonas, a classe de efetores TAL (transcription activator-like) desempenha um 

importante papel na colonização e adaptação ao hospedeiro. Tais efetores são capazes de se 

ligar ao DNA da planta em sítios específicos e ativar a transcrição de genes que irão facilitar a 

infecção. Recentemente, nosso laboratório verificou que ao menos um efetor da bactéria 

Xanthomonas citri subsp. citri 306 (Xcc306), patogênica em citros, é reconhecido pelo sistema 

imune da planta não-hospedeira Solanum lycopersicum (tomateiro). Uma vez que esta planta 

carrega uma proteína NLR (denominada Bs4) capaz de reconhecer efetores TAL, este trabalho 

testou se o receptor Bs4 tem alguma participação na resposta imune do tomateiro contra 

Xcc306. Para isso, realizamos infiltrações em tomateiro selvagem e mutante bs4 gerado por 

CRISPR/Cas9, o qual não apresenta o receptor Bs4 funcional. Utilizamos as bactérias 

Xanthomonas citri subsp. citri 306 selvagem e a bactéria mutante ΔPthA com o propósito de 

investigar se o reconhecimento desse patógeno está exclusivamente vinculado ao 

reconhecimento das proteínas PthAs pelo receptor Bs4. Assim, esperamos determinar 

geneticamente o possível papel do receptor Bs4 no reconhecimento dos efetores TAL de 

Xcc306. Este trabalho apoiará o entendimento dos mecanismos de resistência de plantas não-

hospedeiras contra Xcc306, podendo levar à identificação de um receptor imune com potencial 

de reconhecer esta bactéria. 

 

 

Palavras-chave: Sistema Imune Vegetal, TIR-NLR Bs4, Xanthomonas, efetores TALs  

 

 

 
 
 

 
 

 

 

 
 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Evaluation of the role of the bs4 immune receptor from tomato in the recognition of the 

bacteria Xanthomonas citri subsp. citrus 

  

The plant immune system consists of two levels of defense based on the combined action of 

receptors with varied specificities for the recognition of pathogens and subsequent activation 

of biochemical responses. The first level of defense depends on transmembrane receptors for 

the recognition of extracellular molecules. The second level is formed by intracellular receptors 

called NLRs (Nucleotide Binding–Leucine-Rich Repeat) that recognize pathogen molecules 

inside plant cells. These molecules, in the absence of their cognate receptors, are usually 

virulence effectors that contribute to the establishment of infection. In phytopathogenic bacteria 

of the genus Xanthomonas, the TAL (transcription activator-like) plays an important role in 

colonization and adaptation to the host. Such effectors are capable of binding to the plant's DNA 

at specific sites and activating the transcription of genes that will facilitate infection. Recently, 

our laboratory verified that at least one effector of the bacteria Xanthomonas citrus subsp. citri 

306 (Xcc306), pathogenic in citrus, is recognized by the immune system of the non-host plant 

Solanum lycopersicum (tomato). Since this plant carries an NLR protein (called Bs4) capable 

of recognizing TAL effectors, this work will test whether the Bs4 receptor has any role in the 

tomato immune response against Xcc306. For this purpose, we performed infiltrations in wild-

type and bs4 mutant tomato plants generated by CRISPR/Cas9, the latter of which lacks the 

functional Bs4 receptor. We employed the wild-type Xanthomonas citri subsp. citri 306 bacteria 

and the mutant ΔPthA bacteria with the aim of investigating whether the recognition of this 

pathogen is exclusively linked to the recognition of PthA proteins by the Bs4 receptor. Thus, 

we hope to genetically determine the possible role of the Bs4 receptor in the recognition of the 

TAL effectors of Xcc306. This work will support the understanding of the resistance 

mechanisms of non-host plants against Xcc306, which may lead to the identification of an 

immune receptor with the potential to recognize this bacterium. 

  

Keywords: Plant Immune System, TIR-NLR Bs4, Xanthomonas , TALs effectors  
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 O sistema Imune Vegetal 

O sistema imune vegetal dispõe de dois mecanismos de reconhecimento de patógenos. O 

primeiro deles é mediado por receptores transmembranares denominados Pattern Recognition 

Receptors (PRRs), os quais reconhecem moléculas de microrganismos no meio extracelular. O 

segundo mecanismo de percepção dependente de receptores citoplasmáticos denominados 

Nucleotide Binding Leucine-Rich Repeat (NLRs), que são responsáveis pelo reconhecimento 

de moléculas efetoras no interior da célula vegetal (figura 1A) (JONES & DANGL, 2006). O 

reconhecimento por NLRs pode ser indireto, quando os receptores reconhecem a presença de 

patógenos por meio da atividade enzimática de moléculas efetoras capaz de modificar proteínas 

alvo na célula hospedeira, ou direto, quando as moléculas efetoras são reconhecidas por sua 

estrutura através da interação com o receptor (SAUR et al., 2020). 

A primeira camada de receptores (PRRs) é capaz de reconhecer padrões moleculares 

associados a microrganismos/patógenos (MAMPs/PAMPs; Microbe/Pathogen – Associated 

Molecular Pattern) que são, em geral, moléculas altamente conservadas em classes inteiras de 

microrganismos por desempenharem papéis indispensáveis. Exemplos bem caracterizados de 

MAMPs incluem a proteína flagelina do flagelo bacteriano e o carboidrato quitina da parede 

celular dos fungos (JONES & DANGL, 2006). O reconhecimento dessas moléculas por PRRs 

desencadeia uma resposta imunológica denominada MAMP-triggered immunity (MTI; também 

chamada de PAMP-triggered immunity–PTI), a qual é eficaz contra a maioria dos 

microrganismos não adaptados. A MTI compreende uma ampla gama de respostas, incluindo a 

rápida produção de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS), a ativação de Proteínas Quinases 

Ativadas por Mitógeno (MAPKs) e a expressão de genes codificadores de proteínas 

antimicrobianas (MACHO et al., 2014). 

Por outro lado, patógenos adaptados utilizam moléculas denominadas efetores para auxiliar 

na colonização do tecido vegetal através da supressão da MTI. Esse processo é conhecido como 

susceptibilidade desencadeada por efetor (ETS; effector-triggered susceptibility). A célula 

hospedeira, por sua vez, utiliza a segunda camada de receptores para conter o avanço do 

patógeno.  

 

 



 

 

 

 

 

Figura 1. Representação do sistema imunológico de plantas e o modelo zigue-zague. (A) Patógenos e pestes 

de diferentes grupos filogenéticos expressam PAMPs/MAMPs durante a invasão do hospedeiro. As plantas 

percebem estas moléculas por meio de PRRs localizados na membrana plasmática e iniciam a imunidade mediada 

por PRR (PTI, também denominado de MTI; etapa 1). Os patógenos secretam efetores de virulência no apoplasto 

(não mostrado) ou então para o interior das células vegetais (etapa 2) para bloquear a percepção dos 

PAMPs/MAMPs. Esses efetores são direcionados para locais subcelulares específicos, onde podem suprimir a PTI 

e facilitar a virulência (etapa 3). Os receptores NLR intracelulares podem detectar efetores de três maneiras 

principais: primeiro, pela interação direta do ligante do receptor (etapa 4a); segundo, detectando alteração mediada 

por efetor em uma proteína isca que imita estruturalmente um alvo efetor, mas não tem outra função na célula 

vegetal (etapa 4b); e terceiro, detectando alteração mediada por efetor de um alvo de virulência do hospedeiro, 

como o domínio citosólico de uma PRR (etapa 4c). Ainda não está claro se cada um desses modos de ativação 

prossegue pelo mesmo mecanismo molecular, nem está claro como ou onde cada um deles resulta em imunidade 

desencadeada por efetor (ETI) dependente de NLR. Figura extraída de DANGL et al., (2013). (B) O modelo zigue-

zague ilustra a alternância entre susceptibilidade e resistência de plantas a patógenos ao longo do processo 

evolutivo. Neste esquema, o resultado da interação (resistência ou susceptibilidade) depende de componentes da 

planta e do patógeno.  Na fase 1 (marcada de amarelo), as plantas detectam padrões moleculares associados a 

microrganismos (MAMPs, diamantes vermelhos) por meio de PRRs para induzir imunidade desencadeada por 

MAMPs (MTI). Na fase 2 (verde), os patógenos bem-sucedidos utilizam efetores que interferem na MTI, ou 

permitem a dispersão de patógenos, resultando em suscetibilidade desencadeada por efetor (ETS). Na fase 3 

(vermelho), um efetor (indicado como um círculo vermelho) é reconhecido por uma proteína NLR (codificada por 

um gene R), ativando a imunidade desencadeada por efetor (ETI), uma versão amplificada da MTI que muitas 

vezes passa um limiar para indução da resposta de hipersensibilidade (HR; morte celular). Na fase 4 (violeta), são 

selecionados isolados de patógenos que perderam o efetor vermelho e talvez tenham ganhado novos efetores 

(círculo azul), que podem ajudar os patógenos a suprimir a ETI. A seleção favorece novos alelos NLR da planta 

que podem reconhecer um dos efetores recém-adquiridos, resultando novamente na ETI. Figura adaptada de 

JONES & DANGL (2006).  

B A 
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Esses receptores citoplasmáticos (NLRs) serão capazes de reconhecer moléculas efetoras 

provenientes de patógenos e irão desencadear uma resposta imunológica denominada 

Imunidade Desencadeada por Efetor (ETI; effector-triggered immunity), a qual é muito mais 

forte que a MTI e pode resultar em morte do tecido vegetal infectado (Resposta de 

Hipersensibilidade; HR), impedindo que o patógeno se espalhe por uma área maior (JONES & 

DANGL, 2006).  

No processo evolutivo, a alternância entre ETI e ETS determina o resultado de interações 

planta-patógeno (resistência ou susceptibilidade) e, com base nessas interações, desenvolveu-

se o modelo conhecido como “modelo zigue- zague” (figura 1B). Os patógenos continuam 

evoluindo, sofrendo mutações que levam à perda ou a alterações dos efetores já existentes, 

enquanto a seleção natural irá permitir o sucesso evolutivo dos mais adaptados. A seleção 

natural será a responsável por selecionar patógenos que carreguem efetores que não sejam 

reconhecidos pelo hospedeiro. De maneira similar, plantas que evoluem receptores (codificados 

por genes R) capazes de reconhecer efetores específicos podem ser selecionadas, de forma que, 

quanto maior for a gama de patógenos que ela consiga reconhecer, maior será a chance de ela 

sobreviver no ambiente e propagar seu precioso patrimônio gênico (MAYR, 1970). Essa 

constante corrida evolutiva pode ser explicada pela “Hipótese da Rainha Vermelha” de Leigh 

Van Valen em alusão à personagem do livro “Alice através do espelho”. Nele, a personagem 

Rainha Vermelha diz para Alice: "It takes all the running you can do, to keep in the same place" 

("É preciso todo o esforço possível para permanecer no mesmo local").  

De acordo com essa hipótese, muito utilizada no estudo de interações ecológicas, existe 

uma constante corrida evolutiva entre hospedeiro e parasita, na qual ambos coevoluem de 

maneira que a competição se mantém estável. A hipótese da Rainha Vermelha prevê “Guerras 

Armamentistas”, com predadores se aprimorando para obter suas presas, e as presas por sua 

vez se aprimorando em escapar dos predadores; hospedeiros se esforçando para despistar seus 

parasitas e parasitas tentando constantemente enganar os sistemas de defesa dos hospedeiros 

(BIAZOLI JUNIOR et al., 2020). 

1.2 Reconhecimento de efetores por receptores NLR 

Como já descrito acima, os NLRs são receptores citoplasmáticos capazes de reconhecer 

moléculas efetoras de diferentes patógenos através de interações específicas de forma direta 

(contato direto com o efetor) ou indireta (por reconhecer alguma atividade incomum na célula 

causada por ele, por exemplo, uma proteína da própria planta que foi fosforilada ou clivada). 



 

 

 

Esse reconhecimento desencadeia, geralmente, uma resposta de hipersensibilidade (HR) (figura 

2C), associada à morte celular programada (MONTEIRO & NISHIMURA, 2018). 

Os NLRs possuem uma estrutura típica que consiste em uma região central contendo um 

Sítio de Ligação ao Nucleotídeo (NBS; nucleotide-binding site) juntamente com um domínio 

de oligomerização e uma Repetição Rica em Leucina (LRR) na região C-terminal responsável 

pela determinação do ligante (figura 2A). Além disso, NLRs possuem um domínio N-terminal 

variável, o qual pode ser um Receptor Toll interleucina-1 (TIR; Toll-interleukin-1 receptor), 

um domínio do tipo bobina enrolada (CC; coiled-coil) ou um domínio semelhante a HeLo 

(HET-S e LOPB), típico das recém-descritas helper NLRs (SAUR et al., 2020). O domínio N-

terminal é essencial e muitas vezes suficiente para desencadear a morte celular. Propõe-se que 

as proteínas NLRs funcionem como comutadores de múltiplos domínios com estados inativos 

e ativos impulsionados pelo estado ligado ao nucleotídeo do domínio central da NLR. Quando 

ligado a Adenosina Difosfato (ADP), o NLR se encontra em uma conformação fechada e 

inativa. Porém, o receptor assume uma conformação aberta e ativa ao ligar-se ao Trifosfato de 

Adenosina (ATP) (figura 2B) (MONTEIRO & NISHIMURA, 2018). 

 

Figura 2. Representação de um receptor NLR típico de plantas. (A) Na parte superior, a região N-terminal 

contendo um domínio variável (CC/TIR), na região central o domínio NB (sítio de ligação ao nucleotídeo) e na 

parte inferior, o domínio LRR na região C-terminal. (B) Observa-se na parte superior da imagem a NLR em seu 

estado inativo ligada a um ADP. Quando o receptor entra em contato com o efetor, ocorre uma mudança na 

conformação do complexo resultando na liberação da molécula de ADP e ligação a uma molécula de ATP. Dessa 

forma, a proteína NLR agora se encontra em seu estado ativo. Figura extraída de BONARDI et al., (2012) (C) 

Imagem representativa do fenótipo característico de HR (Resposta Hipersensível) desencadeada em tomateiro em 

virtude do reconhecimento da bactéria Xcc306. 

     

c 
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Pouco ainda se sabe sobre como se dá a sinalização dos mecanismos de defesa e indução 

da morte celular após ativação de um receptor NLR. Recentemente, descobriu-se que o receptor 

CC-NLR ZAR1 de Arabidopsis thaliana, quando ativado pelo efetor AvrAC da bactéria 

Xanthomonas campestris pv. campestris, sofre uma notável remodelação estrutural: cinco 

moléculas do receptor se oligomerizam em um resistossomo do tipo roda pentamérica após a 

substituição de difosfato de adenosina (ADP) por trifosfato de adenosina ou trifosfato de 

desoxiadenosina ((d)ATP) na região de ligação de nucleotídeos do domínio NB (figura 3). Essa 

modificação estrutural projeta alfa-hélices dos domínios CC para fora do plano deste 

pentâmero, formando um “funil” que perfura a membrana plasmática de dentro para fora, 

causando a morte celular e consequente resistência ao patógeno (DANGL; JONES, 2019; 

WANG et al., 2019). Já existem estudos que buscam descobrir se os demais CC-NLRs 

funcionam de forma similar a ZAR1 (ADACHI et al., 2019; BAI et al., 2012; CASEY et al., 

2016; FÖRDERER; KOURELIS, 2023; WANG et al., 2020; WANG et al., 2021; WU et al., 

2022) 

 

Figura 3. Representação esquemática da formação do resistossomo ZAR1. O efetor de Xanthomonas 

AvrAC uridila a quinase PBL2 de Arabidopsis thaliana. PBL2 uridilado (PBL2UMP) associa-se à 

pseudoquinase RSK1 de A. thaliana ligada ao receptor de oligomerização de ligação ao nucleotídeo (domínio 

NB) (NLR) de ZAR1. Isso leva a uma mudança conformacional do receptor (não mostrado) e substituição 

de difosfato de adenosina (ADP) por trifosfato de adenosina ou trifosfato de desoxiadenosina ((d) ATP) na 

bolsa de ligação de nucleotídeos do NOD de ZAR1. Em última instância, isso resulta na formação de um 

resistossomo ZAR1 do tipo roda pentamérica, que é composto por cinco protômeros ZAR1 – RSK1 – 

PBL2UMP com os domínios CC formando uma estrutura central (em laranja). Essa estrutura similar a um 

funil perfura a membrana plasmática da célula vegetal, induzindo a sua morte. Figura extraída de SAUR et 

al. (2020). 

Por outro lado, a ativação de TIR-NLRs leva à formação de uma estrutura TIR tetramérica 

(figura 4) com atividade de nicotinamida adenina dinucleotídeoglicohidrolase (NADase), o que 

resulta na formação de ribose de difosfato de adenosina (ADPR) ou uma variante de ADPR 

cíclico (v-cADPR) (BAYLESS et al., 2020; SAUR et al., 2020). Essa atividade enzimática é 



 

 

 

ativada pelo reconhecimento de patógenos. Ainda não está claro como a atividade de NADase 

de TIR-NLRs se relaciona com a morte celular observada após a ativação destes receptores 

(WAN et al., 2019). Estudos recentes têm demonstrado que os domínios TIR desempenham 

uma série de atividades enzimáticas adicionais que regulam a imunidade vegetal. Essas 

atividades enzimáticas realizam a quebra de NAD+, ATP e outros ácidos nucléicos, gerando 

metabólitos de nucleotídeos estruturalmente diversificados que podem atuar como mensageiros 

para induzir a imunidade da planta. Além da hidrólise de NAD+, proteínas com domínio TIR, 

como a Arabidopsis TIR-only Response to HopBA1 (RBA1), também têm a atividade de 

degradar ácidos nucleicos, particularmente dsRNA, resultando na geração de 2',3'-

cAMP/cGMP, os quais parecem ter um papel importante na resposta imune mediada por RBA1, 

regulando a expressão de genes necessários para a sinalização de EDS1 (JIA et al., 2023). 

Figura 4. Formação do resistossomo de TIR-NLRs tetramérico. O reconhecimento direto de um efetor 

de avirulência do patógeno pela repetição rica em leucina (LRR) e domínios carboxi-terminal (CT) de um 

domínio do receptor canônico de Toll / interleucina-1 (TIR) contendo o domínio de oligomerização de ligação 

aos nucleotídeos (NB) como o receptor (TIR- tipo NLR) leva à formação de uma estrutura TIR tetramérica 

com atividade de nicotinamida adenina dinucleotídeo glicohidrolase (NADase). Isso resulta na formação de 

ribose de difosfato de adenosina (ADPR) ou uma variante de ADPR cíclico (v-cADPR), que parecem 

funcionar como sinalizadores no sistema imune vegetal. Figura extraída de SAUR et al. (2020) 

Notavelmente, as diferentes classes de NLRs (TIR-NLR e CC-NLR) apresentam 

requerimentos genéticos distintos para seu funcionamento, indicando que atuam por 

mecanismos moleculares diferentes. Alguns genes são necessários para ambas as classes 

de receptores, como aqueles que codificam as chaperonas e co-chaperonas Hsp90, SGT1 e 

RAR1. Por outro lado, membros da família do gene do tipo lipase chamado EDS1 são 

essenciais para o funcionamento de TIR-NLRs (PARKER et al., 2022), ao passo que 

muitos CC-NLRs são dependentes da função de NDR1, uma proteína com homologia com 
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integrinas (MONTEIRO & NISHIMURA, 2018). A função precisa destes componentes na 

ativação de NLRs é ainda desconhecida.  

1.3  A Importância do gênero Xanthomonas na agricultura 

O gênero Xanthomonas constitui-se num dos mais importantes gêneros de patógenos 

bacterianos que afetam a agricultura, atacando principalmente a parte aérea de diversas 

espécies de plantas de importância econômica (MARCUZZO, 2009). Várias espécies desse 

gênero já afetaram severamente plantações de arroz na Ásia e causaram grandes danos 

econômicos na indústria cítrica dos Estados Unidos e Brasil, além de prejudicar plantações 

de mandioca, pimenta, soja, tomate, manga, nozes, entre outras no mundo todo 

(SCHORNACK et al., 2013).  

O cancro cítrico, por exemplo, é resultado da interação compatível entre a bactéria 

Xanthomonas citri e Citrus spp. Os principais sintomas dessa doença, decorrentes dos 

processos de hipertrofia (aumento do volume celular) e hiperplasia (aumento da divisão 

celular), são dependentes da proteína efetora PthA4 de X. citri.  Essa proteína integra a 

família de fatores de transcrição conhecida como efetores ativadores de transcrição 

(transcription activator-like ou TAL) (PEREIRA, 2011). O primeiro relato de 

Xanthomonas citri subsp. citri no estado de São Paulo foi em 1957. A ocorrência dessa 

bactéria também foi registrada no Paraná no mesmo ano. Esses eventos fizeram com que 

algumas regiões fossem impedidas de cultivar citros por mais de 30 anos, sendo que a sua 

liberação foi realizada associada a várias medidas de manejo integrado da doença no final 

da década de 1980 (VARGAS et al., 2013). Além disso, em decorrência da suspensão do 

programa de erradicação e a implementação do sistema de mitigação de riscos, observou-

se um aumento da disseminação do cancro cítrico e estima-se que a doença estará presente 

em 100% dos talhões citrícolas até 2029 (BEHLAU, 2020).  

1.4 A NLR Bs4 de tomateiro reconhece efetores TAL de Xanthomonas 

A proteína TIR-NLR codificada pelo gene Bs4 em tomateiro (Solanum lycopersicum) 

atua no reconhecimento de efetores do tipo Ativadores de Transcrição (TAL; Transcription 

activator-like). Os efetores TAL são codificados por bactérias patogênicas de plantas dos 

gêneros Xanthomonas, Ralstonia e Burkholderia, e induzem a expressão de genes do 

hospedeiro que irão facilitar a virulência, como genes de transportadores de açúcares 

(SCHORNACK et al., 2013). Esses efetores são injetados no citoplasma da célula 

hospedeira pelo sistema de secreção do tipo III bacteriano e, uma vez no núcleo, são 



 

 

 

capazes de se ligar a promotores específicos no genoma do hospedeiro de forma a ativar a 

transcrição dos chamados genes de susceptibilidade (BOGDANOVE et al., 2010).  

A estrutura de um efetor TAL típico consiste em três partes principais (SCHORNACK 

et al., 2013): (1) a porção N-terminal responsável pela secreção e translocação do efetor 

para o interior da célula do hospedeiro; (2) uma sequência de resíduos de aminoácidos 

repetitiva e variável que determina a especificidade do efetor (a sequência de DNA ao qual 

ele se liga); (3) a região C-terminal, que contém a sequência de localização nuclear (NLS, 

nuclear localization signal) e o domínio de ativação da transcrição. 

As plantas, por sua vez, pressionadas pela seleção natural no decorrer do processo 

evolutivo, desenvolveram formas de identificar e combater esses efetores se utilizando de ao 

menos três mecanismos diferentes: (I) mutação nos promotores ou na maquinaria de transcrição 

de forma a impedir a interação dos mesmos com o efetor TAL, o que impede  a ativação de 

genes de susceptibilidade; (II) uso de um “promotor armadilha”, o qual, ao ser ativado por um 

efetor TAL, transcreve um gene de resistência (executor) que compromete o estabelecimento 

da infecção pelo patógeno; (III) uso de NLRs capazes de reconhecer efetores TAL 

(SCHORNACK et al., 2013). 

O gene de resistência Bs4 do tomateiro codifica um receptor do tipo TIR-NLR capaz 

de reconhecer o efetor TAL avrBs4 presente em algumas estirpes de Xanthomonas 

euvesicatoria, causando HR e levando à resistência (SCHORNACK et al., 2004). Estirpes 

desta bactéria que carregam o efetor TAL avrBs3, ao invés de avrBs4, não são reconhecidas 

pelo receptor Bs4 e, portanto, estabelecem uma interação compatível com a planta. 

Curiosamente, as sequências de aminoácidos de avrBs4 e avrBs3 são 97% idênticas, 

indicando que poucas alterações na estrutura do efetor podem influenciar seu 

reconhecimento por Bs4. Ainda assim, o nível de expressão do efetor é determinante para 

seu reconhecimento, uma vez que avrBs3 passa a ser reconhecido por Bs4 quando presente 

em altos níveis na célula vegetal por meio de superexpressão (SCHORNACK et al., 2004; 

SCHORNACK et al., 2005). 
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1.5  Xanthomonas citri subsp. citri 306 é reconhecida pelo tomateiro 

Experimentos realizados em nosso laboratório revelaram que tomateiro inoculado com 

Xcc306 (Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306) apresenta uma rápida HR (com clara 

morte celular), que não ocorre em plantas inoculadas com o mutante ΔhrpB2. HrpB2 é uma 

proteína necessária para o transporte de efetores da bactéria para dentro da célula vegetal 

através do sistema de secreção do tipo III (ROSSIER et al., 2002). Assim, a inexistência 

de HR em plantas inoculadas com esse mutante indica que o reconhecimento de Xcc306 

pelo tomateiro requer a presença de efetores no interior da célula vegetal, sugerindo o 

envolvimento de receptores NLR (figura 5). Neste contexto, nosso grupo tem investigado 

quais dos 29 efetores identificados em Xcc306 são reconhecidos pelo tomateiro através da 

inoculação de cada um deles nas folhas desta planta. Uma vez que esta bactéria carrega 

quatro efetores TAL (denominados PthA 1 a 4), pressupomos que o receptor Bs4 do 

tomateiro desempenhe um papel no reconhecimento e ativação de uma resposta imune 

efetiva contra Xcc306. Assim, este trabalho visou verificar se o receptor TIR-NLR Bs4 é, 

de fato, capaz de reconhecer algum dos efetores TAL de Xcc306, fazendo parte de uma 

iniciativa maior em nosso grupo que busca entender os mecanismos de determinam a 

incompatibilidade entre Xcc306 e plantas não-hospedeiras. 

 

Figura 5. Inoculação de tomateiro com Xcc306 resulta em HR. À esquerda, uma folha de tomateiro 

(cultivar FL8000) que foi inoculada com MgCl2 (veículo da bactéria) como controle do experimento. No 

centro, observa-se HR na região inoculada com Xcc306, indicando o reconhecimento do patógeno pelo 

sistema imune da planta. À direita, uma folha que foi inoculada com o mutante ΔhrpB2, que é incapaz de 

injetar efetores no interior da célula vegetal, indicando que NLRs participam do reconhecimento de Xcc306 

por esta planta. 

 



 

 

 

2 OBJETIVOS 

  

     Este trabalho teve como  objetivo  testar  a  hipótese  de  que o reconhecimento  da  bactéria  

Xanthomonas  citri  subsp.  citri 306 (Xcc306) depende do receptor Bs4  presente  no tomateiro 

domesticado (Solanum lycopersicum) ou de pelo menos um dos quatro efetores TAL (PthAs)  

da  bactéria Xcc306,  sendo  dividido  em três objetivos específicos:  

 

● Infiltrar tomateiro selvagem e mutante bs4 com Xccc306 selvagem e mutante ΔPthA; 

● Avaliar se o tomateiro perde a capacidade de reconhecer a Xcc306 na ausência do 

receptor Bs4 e/ou dos efetores PthAs; 

● Estabelecer um método para quantificar a HR observada durante os experimentos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1 Materiais biológicos utilizados 

O cultivar Money Maker do tomateiro (Solanum lycopersicum) e seu mutante para o gene 

Bs4 foram utilizados nos experimentos. Esse mutante foi gerado por CRISPR/Cas9 e foi obtido 

através de uma colaboração com o Prof. Thomas Lahaye (Universidade de Tübingen, 

Alemanha). Ambos foram cultivados em uma casa de vegetação localizada na ESALQ/USP.  

As bactérias utilizadas nos experimentos foram Xcc306 selvagem, o mutante ΔhrpB2 e o 

mutante ΔPthA. Esta última cepa teve seus quatro genes PthA deletados e foi gentilmente cedida 

pelo Dr. Jeff Jones (University of Florida). As bactérias foram cultivadas em placas de Petri 

contendo meio de cultura LB sólido e o antibiótico ampicilina na concentração de 100 µg/μL, 

com exceção da mutante ΔPthA, que foi plaqueado em meio de cultura LB sólido contendo 

antibiótico rifampicina na concentração de 100 µg/μL. Todas as cepas foram armazenadas a -

80oC em estoques de glicerol 16%. 

 

3.1 Clonagem dos genes PthAs de Xcc306 

Cada um dos quatro genes PthA foram amplificados a partir de fragmentos previamente 

isolados no vetor pBI121 (DOMINGUES, 2011), os quais foram gentilmente cedidos pelo Prof. 

Celso Benedetti (Laboratório Nacional de Biociências - LNBio). Uma vez que os quatro 

efetores apresentam alto grau de identidade em suas sequências de nucleotídeos, foi possível 

utilizar os mesmos primers (forward e reverse) em todas as reações (Tabela 1). 

Os primers foram desenhados em colaboração com o aluno de Iniciação Científica do nosso 

laboratório Caio Vinícius Cardoso Mendes, que utilizou o aplicativo SnapGene para análises in 

silico de sequências, incluindo a simulação das clonagens e o desenho de primers e plasmídeos 

destinados à amplificação e sequenciamento dos genes de interesse. 

Tabela 1. Sequência dos primers (forward e reverse) utilizados na amplificação dos genes PthAs. As sequências 

em vermelho (fragmentos attB1 e attB2 para primers forward (F) e reverse (R), respectivamente) foram 

introduzidas aos primers por serem responsáveis pela ligação do inserto de interesse aos plasmídeos de destino 

por meio de clonagem Gateway. 

 
     Primer      Gene(s)                                                 Sequência do Primer 

                    de interesse    

 
    PJT667      PthA1,2,3,4       GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGATCCCATTCGTTCG 

  PJT720   PthA1,2,3,4     GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTGAGGCAATAGCTCCA

 



 

 

 

3.1.1 PCR com enzima Q5 Polimerase (NEB) 

Na primeira tentativa de amplificação dos genes PthA por PCR que realizamos, utilizamos 

a enzima Q5 DNA Polimerase (NEB) em reações com a seguinte composição: 

● 5 μL do tampão de reação para Q5 DNA Polimerase buffer 5X 

● 0.2 μL de dNTP 25mM  

● 2.5 μL do primer forward 5 μM 

● 2.5 μL do primer reverse 5μM  

● 0.25 μL da enzima Q5 DNA Polimerase (NEB)   

● 13.55 μL de H2O Milli-Q 

As reações foram realizadas em tubos de 0.2 mL contendo 24 μL deste mix. Em quatro 

destes tubos, adicionamos 1 μL do vetor pBI121 (aproximadamente 10 ng) contendo um dos 

genes PthA. No quinto tubo, foi adicionado 1 μL de H2O Milli-Q como controle negativo para 

as amplificações. Esse material foi submetido às condições descritas na tabela 2 em um 

termociclador.  

Tabela 2. Programa do termociclador para reação PCR utilizando a enzima Q5 polimerase na amplificação dos 

genes PthAs. Este PCR foi submetido a trinta ciclos de amplificação. 

                                                                 Temperatura        Tempo 

                                                                       98°C            30 segundos 

98°C            10 segundos 

 60°C            30 segundos 

                                                                       72°C              2 minutos 

                                                                       72°C              2 minutos 

                                                                        4°C                      ∞ 

 

3.2  Purificação de banda de gel de agarose  

Para a purificação da banda de gel de agarose contendo o resultado da amplificação por 

PCR dos genes PthA, nós primeiramente recortamos as bandas de interesse que continham os 

respectivos genes e pesamos cada uma delas em uma balança de precisão. Após as bandas serem 

dissolvidas em tampão QG Solubilization buffer (Qiagen), foi adicionado isopropanol ao tubo 

de 1,5mL e misturado por inversão suave. O material foi então passado para tubos contendo 
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uma coluna com membrana de sílica, os quais foram centrifugados por 1 minuto à velocidade 

máxima. O material que passou pela coluna foi descartado e tampão PE (Qiagen) foi adicionado 

à coluna. Depois de centrifugá-los por mais 1 minuto e passado o tubo com coluna para outro 

tubo de 1,5mL estéril, o DNA purificado foi eluído em 30μL de H2O Milli-Q. 

3.3 Reação BP (Clonagem Gateway)  

As amostras resultantes da purificação de banda dos produtos de PCR foram concentradas 

a 50 ng/μL em um concentrador e utilizadas na reação de clonagem BP Gateway. Em um tubo 

de 0,2 mL foram adicionados 1 μL do vetor de entrada pDONR207 a 125 ng/μL, 3μL da amostra 

purificada a 50 ng/μL e 1 μL de enzima BP clonase II. Após incubação dos tubos por 1 hora a 

25°C, foi adicionado a cada um deles 0,5 μL da enzima Proteinase K conforme instruções do 

fabricante. Os tubos foram incubados a 37°C por 10 minutos. Na sequência, fizemos a 

transformação de células eletrocompetentes de Escherichia coli da cepa Top10 por 

eletroporação com 3 μL do produto da reação BP. Estas células foram plaqueadas em placas de 

Petri contendo meio LB com 50 μg/mL do antibiótico Gentamicina. 

3.4 Extração de DNA plasmidial e sequenciamento de DNA 

Depois de plaqueadas, as bactérias transformadas foram inoculadas em meio líquido (5 mL 

de LB contendo 50 μg/mL de gentamicina). No dia seguinte, as células foram centrifugadas 

para realizarmos a extração de DNA plasmidial. Para isso, as células foram ressuspendidas em 

300 μL de solução P1 (Tris-HCl pH 8 50 mM; EDTA pH 8 10 mM; RNAase A 100 μg/mL). 

Então, 300 μL de solução P2 (SDS 5%, NaOH 10 M e H2O Milli-Q) foram adicionados em 

sequência. Após 5 minutos, foram adicionados 300 μL da solução P3 (acetato de potássio pH 

5,5 3M) e o tubo foi incubado por mais 5 minutos na bancada. Após a incubação, os tubos foram 

centrifugados à velocidade máxima por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado e passado 

para um tubo novo. A precipitação do DNA foi realizada através da adição de 400 μL de 

isopropanol. Na sequência, o tubo foi centrifugado por 10 minutos e 500 μL de etanol 70% 

foram adicionados. Depois de nova centrifugação à velocidade máxima por 5 minutos, o 

sobrenadante foi descartado e mantido aberto na bancada até a completa evaporação do etanol. 

O DNA plasmidial então foi ressuspendido em 20 μL de H2O Milli-Q. As concentrações de 

DNA obtidas por amostra foram medidas no espectrofotômetro Nanodrop One. As amostras 

tiveram suas concentrações ajustadas para cerca de 150 ng/μL para serem enviadas para o 

sequenciamento Sanger. 



 

 

 

3.5 Transformação de E. coli Top10 eletrocompetente 

Recebemos um material relevante para nosso trabalho através da colaboração do Prof. 

Thomas Lahaye (Universidade de Tübingen, Alemanha). Como os genes PthAs são grandes, 

apresentam uma alta taxa de conteúdo GC e grande quantidade de sequências repetitivas, 

tivemos dificuldades para sequenciá-los por completo utilizando o método de Sanger após 

introduzi-los no plasmídeo pDONOR207. Dessa forma, optamos por dar prosseguimento ao 

procedimento utilizando plasmídeos enviados pelo Prof. Thomas Lahaye, os quais já estavam 

confirmadamente carregando nossos genes de interesse. Inicialmente, realizamos a 

transformação por eletroporação das células eletrocompententes de E. coli da cepa Top10. Para 

isso, inserimos em uma cubeta de eletroporação 40 μL de células eletrocompetentes e 1 μL do 

vetor de entrada pENTR carregando o gene de interesse. Após a descarga elétrica, foram 

adicionados 1000 μL de meio líquido LB na cubeta e todo material foi transferido para tubos 

de 1,5mL, os quais foram incubados a 37°C por 1 hora. Ao final desse período, o conteúdo dos 

tubos foi centrifugado, 900 μL do sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas 

nos 100 μL restantes. Estes 100 μL foram plaqueados em placas de Petri contendo meio de 

cultura LB sólido e antibiótico canamicina na concentração de 30 ng/μL. Na sequência, foi 

extraído DNA plasmidial das células e as amostras foram preparadas e enviadas para o 

sequenciamento Sanger.  

3.6 Reação LR (Clonagem Gateway) 

Depois de sequenciadas, as amostras contendo DNA plasmidial das células de E. coli 

transformadas foram utilizadas em reações LR de clonagem Gateway. Em um tubo de 0,2 mL, 

foram adicionados 150 ng do vetor de entrada pENTR carregando os insertos de interesse, 170 

ng do vetor de expressão pGWB614 e 1 μL de enzima LR clonase II. Após incubação dos tubos 

por 1 hora a 25°C, foi adicionado a cada um deles 0,5 μL da enzima Proteinase K. Os tubos 

foram incubados a 37°C por 10 minutos. Na sequência, fizemos a transformação de células 

eletrocompetentes de Escherichia coli da cepa Top10 por eletroporação com 1μL do produto 

da reação LR. Estas células foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio LB com o 

antibiótico espectinomicina a 50μg/mL. 

Depois de plaqueadas, as bactérias transformadas foram inoculadas em meio líquido (5 mL 

de LB contendo 5 μL de espectinomicina) para serem utilizadas no processo de extração de 

DNA plasmidial seguindo o protocolo descrito no item 4.4. Após ressuspender o DNA 

plasmidial em 20μL de H2O Milli-Q, as amostras tiveram suas concentrações medidas no 
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espectrofotômetro Nanodrop One. Em seguida, essas amostras foram preparadas e enviadas 

para o sequenciamento Sanger.  

3.7 Obtenção de sementes de S. lycopersicum mutante bs4 

Os tomateiros mutantes bs4 obtidos por CRISPR/Cas9 foram cultivados em uma casa de 

vegetação localizada na ESALQ/USP até que produzissem frutos para que fosse realizada a 

extração das sementes. Cada tomateiro foi numerado e as respectivas sementes de cada planta 

foram armazenadas em recipientes separados a fim de evitar que elas fossem misturadas caso 

alguma planta não apresente o genótipo esperado após a genotipagem. Para a coleta das 

sementes, os frutos foram cortados em quatro partes, a polpa de cada um deles foi posta sobre 

uma peneira para serem lavadas, restando apenas as sementes sob a peneira. Essas sementes 

foram mergulhadas em uma solução de 10% de fosfato de sódio tribásico dodecahidratado por 

dez minutos, depois lavadas com água corrente e colocadas entre folhas de papel toalha para 

secagem. Depois de seis dias secando, as sementes foram colocadas em tubos separados. Para 

a genotipagem, cada planta teve o DNA genômico extraído a partir de uma amostra de folha. 

3.8 Screening de clones buscando pelo gene Bs4 

Trabalhamos também na amplificação do gene Bs4 de tomateiro por meio de reações PCR, 

porém não obtivemos sucesso ao utilizar DNA genômico ou cDNA de S. lycopersicum nesse 

procedimento. Contudo, nosso laboratório obteve acesso a plasmídeos pENTR (vetor de 

entrada) carregando os genes PthA1, PthA2, PthA3, PthA4, AvrBs4 e Bs4 e a plasmídeos 

pDSK602 (vetor de expressão) carregando os genes PthA1, PthA3 e PthA4 através da 

colaboração do Prof. Thomas Lahaye (Universidade de Tübingen, Alemanha). Após receber o 

vetor de entrada pENTR carregando o gene Bs4, nós transformamos bactérias E. coli da cepa 

Top10 por meio de eletroporação. O próximo passo então foi extrair o DNA plasmidial e enviar 

para o sequenciamento Sanger. Ao observar os resultados, notamos que havia realmente um 

trecho do gene Bs4 presente, porém havia sequências de DNA de E. coli intercaladas, 

mostrando que alguns clones eram quimeras. Repetimos então o processo de transformação e 

plaqueamento. Foram selecionadas 25 colônias para serem inoculadas em meio de cultura 

líquido, das quais 20 cresceram em um período de 24 horas. Foi feita extração de DNA 

plasmidial de todas elas e as amostras tiveram suas concentrações medidas no 

espectrofotômetro Nanodrop One. Na sequência, essas 20 amostras e as 4 que haviam sido 

extraídas anteriormente foram usadas em uma reação PCR em conjunto com primers internos 

do gene Bs4 (Tabela 3; Figura 6) para identificar quais deles estariam carregando uma sequência 



 

 

 

interna compatível com o gene de interesse, ao invés de conter uma sequência advinda de E. 

coli. 

Tabela 3: Sequência dos primers internos (forward e reverse) utilizados na amplificação do fragmento do 

gene Bs4.  

 
     Primer                  Gene(s)                                                 Sequência do Primer 

                                de interesse    

 
    PJT735                         Bs4                                                     5’  TACCCAACTCATCTCAC 3’ 

    PJT736                        Bs4                                                   5’ CCAAGTTTTCTAAATCACCAA 3’ 

 

 

 

Figura 6. Representação esquemática no aplicativo SnapGene, destacando a região alvo para amplificação 

durante o rastreamento do gene Bs4. A CDS (Coding Sequence) do gene Bs4 é identificada pelo segmento de 

coloração rosa, o qual está flanqueado pelas extremidades attL1 e attL2 (fragmentos de coloração laranja). Os 

primers forward e reverse (PJT735 e PJT736, respectivamente) foram empregados nas reações de PCR para a 

amplificação do fragmento interno do gene Bs4, abrangendo 160 pares de base (indicado pelo trecho ciano entre 

os primers). O fragmento verde denota o gene de resistência à canamicina, enquanto o fragmento amarelo indica 

a região de origem de replicação. 
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Para o PCR, utilizamos a enzima Q5 DNA Polimerase (NEB) em reações com a seguinte 

composição: 

● 5 μL do tampão de reação para Q5 DNA Polimerase buffer 5X 

● 0.2 μL de dNTP 25mM  

● 2.5 μL do primer forward 5 μM (PJT735) 

● 2.5 μL do primer reverse 5μM (PJT736) 

● 0.25 μL da enzima Q5 DNA Polimerase (NEB)   

● 13.55 μL de H2O Milli-Q 

 

As reações foram realizadas em tubos de 0.2 mL contendo 24 μL deste mix. Adicionamos 

1 μL do DNA plasmidial extraído das colônias transformadas que cresceram na placa de Petri 

(aproximadamente 10 ng de DNA). Em um dos tubos foi adicionado 1 μL de H2O Milli-Q como 

controle negativo para as amplificações. Para o controle positivo, utilizamos DNA genômico 

extraído do tomateiro cultivar FL8000 e DNA genômico extraído do tomateiro cultivar Money 

Maker. Esse material foi submetido às mesmas condições descritas na tabela 2 em um 

termociclador, porém foram rodados 40 ciclos ao invés de 30.  O resultado das reações de PCR 

foi avaliado em gel de agarose 1%. 

3.8 Genotipagem de mutantes bs4 do tomateiro cultivar Money Maker 

Através de uma colaboração com o Prof. Thomas Lahaye (Universidade de Tübingen, 

Alemanha), obtivemos plantas mutantes para o gene Bs4, as quais foram geradas por 

CRISPR/Cas9. Para genotipar os tomateiros, foram utilizados os primers PJT923, PJT924 e 

PJT925 (Tabela 4). O mutante bs4 apresenta uma deleção de 569 pares de bases no gene Bs4 , 

inviabilizando a funcionalidade do receptor que seria codificado por ele. Inicialmente tentamos 

realizar a PCR utilizando a enzima GoTaq (Promega), porém nenhuma banda foi observada no 

gel. Também utilizamos outros primers que já haviam sido testados para analisar se os primers 

novos seriam o motivo da falha na amplificação, mas também não observamos banda. Por fim, 

realizamos as reações utilizando a enzima Q5 DNA Polimerase (NEB), o que garantiu sucesso 

nas amplificações. 

 

 

 



 

 

 

Tabela 4. Sequência dos primers (forward e reverse) utilizados na amplificação do gene Bs4.  

 
     Primer                  Gene(s)                                                 Sequência do Primer 

                                de interesse    

 
    PJT923                            Bs4                                                 5’ AAGGTGTGGGGCTGTTTA 3’  

     PJT924                           Bs4                                          5’ GTTCAAGATGAACAAGCTTTTCTGG 3’ 

     PJT925                           Bs4                                          5’ ACTTGTAAGACTCCTGCAATCTTT 3’ 

 

Para as primeiras tentativas de amplificação do gene Bs4 por PCR, utilizamos a enzima 

GoTaq (Promega) em reações com a seguinte composição: 

● 5 μL do tampão de reação para GoTaq  

● 0,5 μL de dNTP 25mM  

● 1 μL do primer forward 5 μM 

● 1 μL do primer reverse 5μM  

● 0,125 μL da enzima GoTaq (Promega) 

● 16,375 μL de H2O Milli-Q 

Esse material foi submetido às condições descritas na tabela 5 em um termociclador. 

 

Tabela 5. Programa do termociclador para reação PCR utilizando a enzima GoTaq (Promega) na amplificação do 

gene Bs4. Este PCR foi submetido a trinta ciclos de amplificação.  

                                                                 Temperatura       Tempo 

                                                                       94°C              2 minutos 

 94°C            30 segundos 

 55°C            30 segundos 

 72°C            45 segundos 

                                                                       72°C              5 minutos 

                                                                        4°C                     ∞ 
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Em tentativas subsequentes de amplificação deste gene, utilizamos a enzima Q5 DNA 

Polimerase (NEB) em reações com a seguinte composição: 

● 5 μL do tampão de reação para Q5 DNA Polimerase buffer 5X 

● 0,2 μL de dNTP 25mM  

● 2,5 μL do primer forward 5 μM 

● 2,5 μL do primer reverse 5μM  

● 0,25 μL da enzima Q5 DNA Polimerase (NEB)   

● 13,55 μL de H2O Milli-Q 

Esse material foi submetido às condições descritas na tabela 2 em um termociclador. 

As reações foram realizadas em tubos de 0,2 mL contendo 24 μL deste mix. Nesses tubos, 

adicionamos 1 μL do DNA genômico extraído dos tomateiros mutantes ou selvagens a serem 

genotipados. Em um dos tubos, foi adicionado 1 μL de DNA plasmidial de E. coli que carregava 

a construção pENTR-Bs4, o qual já havia sido amplificado anteriormente, servindo como um 

controle positivo, e em outro tubo foi adicionado 1 μL de H2O Milli-Q como controle negativo 

para as amplificações.  

3.9 Inoculação de mutantes de Xcc306 em tomateiro mutante bs4 

Além dos mutantes de tomateiro, nosso laboratório acessou mutantes de Xcc306 que são 

de grande relevância para este trabalho. Especificamente, o mutante quádruplo ΔpthA1/2/3/4 de 

Xcc306 foi gentilmente cedido pelo Dr. Jeff Jones (University of Florida). Assim, fizemos uso 

dos mutantes do tomateiro e de Xcc306 para avaliar se a resposta imune desencadeada por 

Xcc306 em tomateiro requer o reconhecimento de efetores PthA pelo receptor Bs4.  

Cada uma das bactérias foi plaqueada em placas de Petri contendo meio de cultura NYGA 

(250 mL: 1,25 g de peptona, 0,75 g de extrato de levedura, 5 mL de glicerol e 3,75 g de ágar) e 

100 µg/mL de ampicilina. Após 48h crescendo a 28°C, as células foram ressuspendidas em 

cloreto de magnésio (MgCl2) 10 mM e diluídas para uma O.D.600 de 0,4. Feito isso, utilizamos 

uma seringa sem agulha para inserir a solução na face abaxial das folhas de tomateiro (S. 

lycopersicum) exercendo uma leve pressão com os dedos (utilizando luvas de látex) na parte 

adaxial.  

3.10 Medição de extravasamento de eletrólitos com tomateiro 

Inicialmente, nós tentamos reproduzir o experimento seguindo o mesmo protocolo 

utilizado em nosso laboratório com plantas de Nicotiana benthamiana. Para isso, recortamos 



 

 

 

quatro pedaços de folha e as colocamos em um tubo com 6 mL de H2O Milli-Q, procurando 

retirar tecido das áreas infiltradas para medir o extravasamento de eletrólitos e evitando pegar 

as partes feridas com a seringa. No entanto, o tecido dos folíolos de tomateiros é muito sensível 

e sofria muito com o estresse da etapa de infiltração e recorte dos discos. Como consequência, 

os resultados eram influenciados por outros fatores além da presença da bactéria infiltrada e 

foram pouco conclusivos. Pensando em otimizar esse processo, realizamos a medição de 

eletrólitos inserindo o folíolo inteiro em um tubo falcon de 50 mL submerso em H2O Milli-Q. 

Para esse experimento, utilizamos tomateiros selvagens (cultivar Money Maker) e tomateiros 

mutantes bs4. Ambos foram infiltrados com Xcc306 (Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 

306) selvagem, com o mutante ΔPthA que apresenta deleções dos quatro efetores TAL de nosso 

interesse (ΔPthA1, ΔPthA3, ΔPthA3 e ΔPthA4) e com o mutante ΔhrpB2. Uma solução de 

MgCl2 10 mM (veículo da bactéria) foi utilizada como controle negativo. 

Cada uma das bactérias foi cultivada em placas de Petri contendo meio de cultura LB sólido 

(250 mL: 2,5 g de peptona, 1,25 g de extrato de levedura, 1,25 g de cloreto de sódio e 3,75 g de 

1,5% ágar) e 100 µg/mL de ampicilina (Xcc306 e o mutante ΔhrpB2) ou 100 µg/mL rifampicina 

(mutante ΔPthA). Após 48h crescendo a 28°C, as células foram ressuspendidas em cloreto de 

magnésio (MgCl2) 10 mM e diluídas para uma O.D.600 de 0,4. Feito isso, utilizamos uma seringa 

sem agulha para inserir a solução na face abaxial das folhas dos tomateiros, exercendo uma leve 

pressão com os dedos (utilizando luvas de látex) na parte adaxial. A fim de reduzir 

interferências relativas à idade da folha, foram infiltrados quatro folíolos da mesma folha com 

os diferentes tratamentos.   

Vinte e quatro horas após a infiltração, os folíolos foram coletados e transferidos para tubos 

de 50 mL contendo 40 mL de H2O Milli-Q. As medições de condutividade foram realizadas 

com o medidor de condutividade elétrica de bancada Seven Compact Duo (Mettler Toledo) ao 

longo do tempo: 26, 46, 72, 92 e 97 horas pós-infiltração (hpi). 

3.11 Conjugação Triparental 

Experimentos conduzidos em nosso laboratório pelo estudante de iniciação científica Caio 

Mendes revelaram a capacidade do tomateiro em reconhecer o efetor XopAZ presente em 

Xcc306. Adicionalmente, obtivemos acesso a um mutante da bactéria Xcc306, o qual apresenta 

uma deleção nos genes que codificam os efetores XopAZ e XopQ (Xcc306 ΔXopAZ/ΔXopQ). 

Dessa forma, procedemos com a complementação dessa bactéria por meio de conjugação 

triparental, resultando nas cepas Xcc306 ΔXopAZ/ΔXopQ + XopAZ, Xcc306 ΔXopAZ/ΔXopQ + 
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XopQ e Xcc306 ΔXopAZ/ΔXopQ + Vetor Vazio (E.V.; empty vector). Destacamos que 

utilizamos o gene tanto o XopAZ de Xcc306 e de Xanthomonas cynarae para testar se haveria 

alguma variação nos fenótipos observados nos resultados.  

Para realizar essa complementação, cultivamos o mutante Xcc306 ΔXopAZ/ΔXopQ, a 

bactéria E. coli portadora da construção pJC531-XopAZ, a E. coli com a construção pJC531-

XopQ, a E. coli contendo a construção pJC531-E.V. e a E. coli portadora do plasmídeo 

pRK2023, utilizado como vetor auxiliar nesse processo. Este último plasmídeo é essencial, uma 

vez que contém genes que codificam proteínas de mobilização fundamentais para a eficácia do 

processo de conjugação triparental. Essas proteínas facilitam a formação de pili conjugativos, 

permitindo a transferência eficiente de material genético entre células bacterianas de diferentes 

estirpes (FIGURSKI et al., 1979). 

Utilizamos placas de Petri contendo meio LB com 30 μg/mL do antibiótico Canamicina 

para crescer as bactérias E. coli e placas de Petri contendo LB com 50 μg/mL do antibiótico 

Rifampicina e 100 μg/mL do antibiótico Ampicilina para crescer Xcc306 ΔXopAZ/ΔXopQ.  

Depois de deixar as bactérias crescendo em meio líquido por 16 horas, aproximadamente, 

centrifugamos 2 mL de cada cultura a 5000 rpm por 3 minutos, descartamos o sobrenadante e 

ressuspendemos o pellet em 2 mL de água ultrapura. Realizamos uma segunda centrifugação 

das células (5000 rpm por 3 minutos), descartamos o sobrenadante e ressuspendemos o pellet 

em 1 mL de água ultrapura. Em seguida, misturamos 25 µL da bactéria receptora 

(Xanthomonas), 5 µL da bactéria contendo o plasmídeo pRK2023 e 5 µL da bactéria doadora. 

Adicionamos os 35 µL da mistura bacteriana em uma placa de Petri contendo meio LB não-

seletivo, formando um "spot". Incubamos a placa por, aproximadamente, 16 horas. 

Ressuspendemos o “spot” em 1 mL de meio LB e plaqueamos 100 µL em uma placa de Petri 

com meio LB contendo os antibióticos necessários para a seleção da cepa receptora que contém 

o plasmídeo de interesse (30 μg/mL do antibiótico Canamicina, 50 μg/mL do antibiótico 

Rifampicina e 100 μg/mL do antibiótico Ampicilina). Incubamos as placas por 2 dias, 

permitindo o crescimento e seleção das cepas desejadas. Por fim, isolamos e genotipamos as 

colônias, selecionando aproximadamente 7 colônias por genótipo para análise subsequente. 

Estas etapas são fundamentais para assegurar a eficácia do processo de conjugação triparental 

e garantir o sucesso na transferência controlada de material genético entre as cepas bacterianas 

envolvidas no experimento.  

 



 

 

 

4.12 Transformação de Agrobacterium com os genes PthAs 

Realizamos a transformação de Agrobacterium tumefaciens da cepa GV3101 com os 

plasmídeos pGWB614-PthA1, pGWB614-PthA2, pGWB614-PthA3, pGWB614-PthA4. Para 

isso, inserimos em uma cubeta de eletroporação 40 μL de células eletrocompetentes e 1 μL do 

vetor pGWB614 carregando o gene de interesse. Após a descarga elétrica, foram adicionados 

1000 μL de meio líquido LB na cubeta e todo material foi transferido para tubos de 1,5 mL, os 

quais foram incubados a 28°C por 1 hora. Ao final desse período, 100 μL desse conteúdo foi 

plaqueado em placas de Petri contendo meio de cultura LB sólido e antibiótico Gentamicina, 

Rifampicina e Espectinomicina à concentração de 50 μg/μL 100 μg/μL e 100 μg/μL, 

respectivamente. 
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4 RESULTADOS 

 
4.1 Amplificação dos genes PthAs 

Neste trabalho, avaliamos se o reconhecimento de Xcc306 depende, exclusivamente, do 

receptor imune Bs4 do tomateiro. No entanto, pretendemos, futuramente, testar se os efetores 

PthAs são os responsáveis por desencadear esse reconhecimento, tornando a Xcc306 avirulenta. 

Para amplificar as regiões codantes dos genes PthAs, realizamos reações de PCR utilizando os 

vetores pBI121-PthAs como moldes. Devido ao alto grau de similaridade em suas sequências 

de nucleotídeos, utilizamos os mesmos primers (forward e reverse) em todas as reações. Para 

isso, utilizamos a enzima Q5 polimerase (NEB) nas reações PCR e o resultado da amplificação 

foi avaliado em gel de agarose 1%. Obtivemos sucesso na amplificação de 3 dos 4 efetores 

(PthA2, PthA3 e PthA4), os quais foram clonados no vetor pDONR207 por Gateway.  Porém, 

o gene PthA1 não pôde ser amplificado a partir dos clones pBI121 (figura 7). 

 

 

Figura 7. Gel de eletroforese de uma reação de PCR com a enzima Q5 Polimerase. Observando da esquerda 

para a direita está o marcador de peso molecular (M.P.M.; DNA ladder 1kb Plus, ThermoFisher), seguido dos 

efetores PthA1, PthA2, PthA3, PthA4, e do controle negativo contendo H2O Milli-Q como template da reação. 

Como podemos notar, o gene PthA1 (tamanho esperado de 3381 bp) não foi amplificado nessa reação. As setas 

vermelhas indicam as bandas correspondentes ao fragmento esperado em cada amplificação (PthA2: 3291 pb, 

PthA3: 3291 pb e PthA4: 3492 pb).  

 

 



 

 

 

Uma vez que o gene PthA1 não pôde ser amplificado a partir do clone pBI121 após múltiplas 

tentativas (dados não apresentados), optamos por realizar a amplificação deste gene diretamente 

a partir do DNA genômico da bactéria. Como já mencionado, os primers utilizados nestas 

clonagens permitem a amplificação dos quatros genes PthA de Xcc306 (Tabela 1), o que 

constitui um desafio para o isolamento de apenas um dos genes de interesse. Por isso, fizemos 

uso de uma linhagem mutante de Xcc306 que teve os quatro genes PthA deletados e, 

posteriormente, foi complementada com o gene PthA1 (Xcc306ΔPthA+PthA1). Como controle, 

utilizamos o mutante não complementado (Xcc306ΔPthA). Estas linhagens foram gentilmente 

cedidas pelo Dr. Jeff Jones (University of Florida). Após a realização da eletroforese, uma 

banda consistente com o tamanho esperado (3381 pb) foi obtida apenas quando o DNA 

genômico de Xcc306ΔPthA+PthA1 foi utilizado como template da reação (Figura 8). Essa 

banda foi purificada e então clonada no vetor Gateway pDONR207.  

 

Figura 8. Gel de eletroforese de uma reação de PCR com a enzima Q5 Polimerase para amplificação do 

gene PthA1. Observando da esquerda para a direita está o marcador de peso molecular (M.P.M.; DNA ladder 1kb 

Plus, Thermo Fisher), ao lado do mutante que teve os 4 genes PthAs deletados (confirmando que nenhum deles 

está presente). Na sequência está o mutante complementado com o gene PthA1 e o controle negativo contendo 

H2O Milli-Q como template da reação. Como podemos notar, o gene PthA1 (tamanho esperado de 3381 pb) foi 

amplificado nessa reação. A seta vermelha indica a banda correspondente ao fragmento esperado na amplificação 

(3381 bp). 
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4.2 Sequenciamento dos genes PthAs 

Após transformar as células de E. coli da cepa Top 10 com o vetor de expressão pGWB614 

carregando os genes PthAs (produto da reação LR), realizamos a extração de DNA plasmidial 

de algumas das colônias que cresceram na placa de Petri. Na sequência, foi feita a quantificação 

do DNA presente nas amostras e o ajuste da concentração das mesmas para serem enviadas 

para o sequenciamento Sanger.  

Os reads obtidos nos sequenciamentos foram alinhados às sequências de referência, 

revelando que três dos quatro genes (PthA1, PthA2 e PthA3) foram quase totalmente 

sequenciados e apresentavam a sequência esperada (figura 9). Os fragmentos sequenciados 

foram montados em contigs pelo aplicativo SnapGene, os quais podem ser observados como 

setas preenchidas pelas cores vermelho e branco nas imagens (figura 9). Os segmentos 

vermelhos indicam que houve correspondência com a sequência de bases esperada, enquanto 

os segmentos brancos indicam regiões que apresentaram sequências diferentes do esperado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figura 9. Resultado do sequenciamento Sanger para os genes PthAs clonados no vetor pGWB614. A região 

CDS (Coding Sequence) é indicada pela cor roxa. As setas vermelhas acima da CDS indicam a região que foi 

coberta pelo sequenciamento e coincidiu com a sequência esperada. As regiões brancas no interior dessas setas 

indicam que há diferença na sequência de bases que era esperada. (A) Esquema representando a CDS 

correspondente ao gene PthA1. Os três contigs formados cobriram a maior parte do gene de forma satisfatória 

restando apenas a região final por conta do primer que apresentou falha no desempenho. (B) Esquema 

representando a CDS correspondente ao gene PthA2. Os três contigs formados cobriram a maior parte do gene de 

forma satisfatória restando apenas a região final por conta do primer que apresentou falha no desempenho. Nesse 

caso houve duas mutações que implicaram na troca de aminoácidos, as quais estão indicadas na figura (Met/Ile e 

Asp/Glu). (C) Esquema representando a CDS correspondente ao gene PthA3. Os três contigs formados cobriram 

a maior parte do gene de forma satisfatória restando apenas a região final por conta do primer que apresentou falha 

no desempenho. (D) Esquema representando a CDS correspondente ao gene PthA4. Os dois contigs formados 

cobriram parte do gene, mas ainda se observa a presença de uma região considerável que não coincidiu com a 

sequência esperada.   

 

A 
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Por se tratar de genes grandes, com aproximadamente 4000 pb contendo sequências 

altamente repetitivas e ricas em conteúdo GC, o sequenciamento Sanger que depende do 

anelamento de primers internos e sequenciamento de fragmentos se torna muito trabalhoso (e 

requer muitos reads). Por conta disso, decidimos realizar o sequenciamento dos nossos 

plasmídeos com a tecnologia Oxford Nanopore, a qual gera reads extremamente longos e 

apresenta como resultado o plasmídeo sequenciado como um todo, sem depender de primers 

internos. Este sequenciamento foi realizado pela empresa Plasmidsaurus (EUA). 

Embora incompleto, o sequenciamento Sanger evidenciou pequenas variações na 

sequência de nucleotídeos esperada para alguns dos genes clonados no vetor pDONR207. Uma 

vez que obtivemos acesso a outros clones de entrada dos genes PthA por intermédio do Prof. 

Jeff Jones durante a execução do projeto (plasmídeo pENTR), decidimos conduzir o 

sequenciamento e a confirmação destes novos clones. Além dos genes PthA de Xcc306, também 

realizamos o sequenciamento do gene que codifica o receptor Bs4 do tomateiro, o qual também 

estava clonado no plasmídeo pENTR. Os resultados obtidos a partir da análise de 

sequenciamento Nanopore indicam que os plasmídeos pENTR, de fato, portam a sequência 

correta dos genes PthAs. Contudo, o sequenciamento do plasmídeo pENTR-Bs4 revelou a 

presença de apenas um fragmento do gene Bs4, seguido por um segmento de DNA de 

Escherichia coli (E. coli), o qual codifica uma transposase. Dada a recorrência dessa observação 

em diferentes clones sequenciados, conjecturamos que a sequência enviada para nosso 

laboratório em pENTR já apresenta essa falha.  

4.3 Genotipagem dos tomateiros 

Para genotipagem dos tomateiros selvagens e mutantes, foram utilizados primers internos 

que amplificam a região que apresenta uma deleção de 569 pb no mutante, responsável por 

tornar o gene Bs4 não funcional. Os primers utilizados flanqueiam esta deleção e, como 

consequência, o amplicon tem tamanho esperado de 1892 bp e 1323 bp em plantas selvagens e 

mutantes homozigotas, respectivamente. Nas primeiras tentativas de genotipar esses 

tomateiros, utilizamos a enzima GoTaq, no entanto, nenhum fragmento foi amplificado. 

Testamos primers que já haviam funcionado anteriormente para amplificar outra região do 

gene, mas ainda não havia bandas ao corrermos o gel, indicando que o problema não estava nos 

primers. Também utilizamos DNA plasmidial de E. coli contendo a construção pENTR-Bs4 

que já havia sido amplificado anteriormente, como controle positivo. Esta reação também não 

resultou em bandas, indicando que o problema também não estava no DNA que serviu como 



 

 

 

substrato para a reação. Finalmente, testamos utilizar a enzima Q5 polimerase (NEB), o que 

nos permitiu amplificar a região de interesse.  

O primeiro par de primer testado foi PJT923 e PJT925, os quais amplificam uma região 

de 1892pb no tomateiro selvagem. Testamos também um par de primer que amplifica um 

fragmento menor, de 833pb (figura 10), mas que ainda compreende a região da mutação 

analisada. Neste caso, o tamanho esperado do amplicon no mutante é de 264pb. Dessa forma, 

pudemos confirmar que ambos os pares de primer estão funcionando adequadamente para 

genotipagem dos tomateiros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Gel de eletroforese de uma reação de PCR com a enzima Q5 Polimerase (NEB) para amplificação 

do gene Bs4. Observando da esquerda para a direita está o marcador de peso molecular (MPM; DNA ladder 1kb 

Plus, Thermo Fisher), ao lado de cinco tomateiros cultivar Money Maker selvagem distintos, os quais contêm o 

gene Bs4 completo. Na sequência está o tomateiro mutante bs4 gerado por CRISPR/Cas9, que apresenta uma 

deleção de 569 pb no gene. Por fim, o controle negativo contendo H2O Milli-Q como template da reação. Como 

podemos notar, o gene Bs4 (tamanho esperado de 833 bp) foi amplificado nessa reação a partir do DNA extraído 

de tomateiros selvagens. Há uma seta preta indicando a banda correspondente ao fragmento esperado da 

amplificação (833 bp). Já para o tomateiro mutante, observamos que uma banda de 264 pb foi amplificada, 

indicando que existe de fato uma deleção de 569 pb que torna esse gene não funcional. Há uma seta preta indicando 

a banda correspondente ao fragmento esperado da amplificação (264 pb). Não há presença de banda no controle 

negativo. Os primers utilizados foram PJT923 e PJT924. 
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4.4 Inoculação de tomateiro mutante bs4 com mutantes ΔPthA de Xcc306 

Em nosso laboratório, adquirimos mutantes tanto de tomateiro quanto de Xcc306 de grande 

relevância para este trabalho. Através de uma colaboração com o Professor Thomas Lahaye, da 

Universidade de Tübingen (Alemanha), conseguimos acesso a plantas de tomateiro mutantes 

para o gene Bs4, as quais foram criadas utilizando a tecnologia CRISPR/Cas9. Além disso, 

recebemos gentilmente do Dr. Jeff Jones, da Universidade da Flórida, o mutante quádruplo 

ΔpthA1/2/3/4 de Xcc306. Portanto, utilizamos esses mutantes para investigar se a resposta 

imune desencadeada pelo Xcc306 em plantas de tomateiro depende do reconhecimento dos 

efetores PthA pelo receptor Bs4. Em um primeiro experimento, plantas selvagens do cultivar 

Money Maker e seu mutante bs4 foram inoculadas com Xcc306 selvagem, ΔhrpB2 (incapaz de 

injetar efetores na célula vegetal) e ΔpthA1/2/3/4 (não produz efetores TAL). Como esperado, 

plantas selvagens apresentaram HR quando inoculadas com Xcc306, mas não com o mutante 

ΔhrpB2 (figura 11). Notavelmente, o mutante ΔpthA1/2/3/4 também foi capaz de induzir HR 

em plantas selvagens, indicando que a bactéria ainda é reconhecida pelo tomateiro mesmo na 

ausência de efetores PthA. Esta conclusão é reforçada pelo mutante bs4, uma vez que estas 

plantas ainda reconhecem Xcc306 (figura 11). Portanto, o reconhecimento do patógeno pelo 

tomateiro pode ocorrer na ausência de Bs4, sugerindo a existência de outros receptores que 

reconhecem Xcc306 nesta planta. 

 

Figura 11. O reconhecimento de Xcc306 por tomateiro independe de efetores PthA e do receptor Bs4. Plantas 

selvagens (cultivar Money Maker) e seu mutante bs4 foram inoculadas com Xcc306, ΔhrpB2 e ΔpthA1/2/3/4 a uma 

OD de 0.8. Após uma semana, as folhas foram visualizadas sob luz branca e ultravioleta. Regiões apresentando 

HR (morte celular) refletem a cor verde sob luz ultravioleta. As lesões nas folhas inoculadas com ΔhrpB2 foram 

causadas pela seringa utilizada para a infiltração da bactéria.  
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4.5 Outros efetores de Xanthomonas são potencialmente reconhecidos pelo tomateiro 

Experimentos realizados pelo aluno de iniciação científica do nosso laboratório, Caio 

Vinícius Cardoso Mendes (processo FAPESP 2020/04773-8), mostraram que o efetor XopAZ 

de Xanthomonas é potencialmente reconhecido pelo tomateiro. Neste experimento, 22 dos 29 

efetores de Xanthomonas citri subsp. citri 306 foram clonados no vetor binário pGWB614 e 

transferidos para A. tumefaciens GV3101. Até o momento, 21 destes já foram expressos 

transientemente em folíolos de tomateiros via agroinfiltração, exceto o efetor AvrBs2. Os 

folíolos foram fotografados sob luz ultravioleta seis dias após a infiltração com Agrobacterium 

(Figura 12).  

 

Figura 12. Screening de efetores de Xcc306 em folíolos de tomateiro.  (A) Recortes das fotografias de folíolos 

de tomateiro Fla8000 com enfoque na área inoculada com A. tumefaciens carregando efetores de Xcc306 clonados 

no vetor de expressão pGWB614 (O.D.600nm = 0,8) em conjunto com A. tumefaciens carregando P19 

(O.D.600nm = 0,2). As fotografias foram tiradas 6dpi sob luz UV Dessa forma, tecidos vivos apresentam a cor 

vermelha e tecidos mortos apresentam cor esverdeada, facilitando sua identificação. O vetor pGWB614 vazio (EV) 

foi utilizado como controle negativo. Acima de cada quadro é possível observar algarismos representando o 

número de réplicas biológicas com fenótipo de morte celular pelo número total de réplicas avaliadas. É possível 

observar que o efetor XopAZ induziu morte celular em 15 das 17 réplicas do experimento. (B) Heatmap indicando 

a porcentagem de folíolos com HR em cada um dos 4 experimentos realizados, sendo que a cor vermelha representa 

valores próximos a 100% e a cor verde valores próximos a 0%. Novamente, é claramente visível que a 

superexpressão de XopAZ induz a morte celular de forma consistente. Nossos experimentos com os genes PthAs 

irão complementar este screening.  
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Foi possível observar morte celular apenas nos folíolos inoculados com XopAZ, enquanto 

as demais infiltrações não induziram resposta imune de forma consistente. Isso indica que, além 

dos PthAs, existe de fato a possibilidade de outros efetores estarem sendo reconhecidos pelo 

tomateiro e levando a uma resposta imune resultante em morte celular visível. Isto corrobora 

os experimentos realizados com mutantes quadrúplos de Xanthomonas e o tomateiro mutante 

bs4 nos quais ainda havia HR mesmo na ausência dos PthAs e do receptor Bs4 simultaneamente 

(Figura 11), indicando que outros efetores estariam sendo reconhecidos.   

4.6 Quantificação do vazamento de eletrólitos durante HR em tomateiro 

Para quantificar os resultados observados, realizamos experimentos de extravasamento 

iônico com as folhas de tomateiro inoculadas. Conforme ocorre o processo de morte celular, os 

eletrólitos contidos no meio intracelular são extravasados para o meio extracelular (nesse caso, 

H2O Milli-Q).  Por conta disso, é possível avaliar a progressão da morte do tecido foliar em 

diferentes momentos através da medição da condutância da H2O Milli-Q na qual os discos estão 

imersos. Quanto maior a condutância, mais íons na água e, consequentemente, mais avançado 

o grau de morte celular dos pedaços de folhas ali presentes. 

Em uma primeira tentativa, utilizamos quatro pedaços de folha imersos em 6 mL de H2O 

Milli-Q. No entanto, os resultados foram pouco conclusivos devido ao estresse que o tecido 

foliar sofreu nas etapas de infiltração, recorte e medição (figura 13), sendo que mesmo alguns 

folíolos infiltrados com MgCl2 mostraram valores elevados por conta de ferimentos ao longo 

do processo. Assim, não houve diferença estatística significativa entre os diferentes 

tratamentos. 



 

 

 

 

Figura 13. Detecção da resposta imune do tipo ETI através da medição de extravasamento iônico em 

tomateiro utilizando pedaços dos folíolos. Resultados referentes às medições de vazamento de íons registradas 

durante o experimento. A ocorrência de morte celular leva à liberação de íons do tecido para o meio e, 

consequentemente, ocorre o aumento da condutividade da água no qual ele se encontra. Folhas de tomateiro 

(Money Maker e bs4) foram infiltradas com Xcc306, com o mutante ΔPthA(1-4),, com o mutante ΔhrpB2 e MgCl2, 

(controle negativo). Foram retirados 4 pedaços de folíolos com cada tratamento, os quais foram colocados em 

tubos contendo 6 mL de H2O Milli-Q. A condutividade elétrica foi medida ao longo do tempo utilizando um 

medidor de condutividade de bancada (Metter Toledo). As medições foram realizadas 26 hpi, 45 hpi, 69 hpi e 98 

hpi. No lado esquerdo do gráfico estão os resultados obtidos a partir da infiltração em tomateiro Money Maker 

selvagem (WT) e à direita estão os resultados obtidos a partir da infiltração em tomateiro mutante bs4. 

Notavelmente, os valores obtidos dos folíolos infiltrados com o vetor Xcc306 e o mutante ΔPthA de ambas as 

plantas foram superiores, corroborando o fato de que o existem outras proteínas efetoras e outros receptores do 

tomateiro envolvidos no processo de reconhecimento. No entanto, os folíolos infiltrados com o mutante ΔhrpB2 

também apresentaram valores elevados, o que não era esperado, com base nos experimentos anteriores. Os folíolos 

do mutante bs4 também apresentaram valores elevados de extravasamento iônico ao serem infiltrados com MgCl2, 

mostrando que os resultados não foram muito conclusivos e apresentavam vários ruídos provenientes de diversos 

fatores de estresse. As médias dos valores obtidos de três folíolos diferentes por condição estão representadas pelo 

traço vermelho e os valores individuais de cada réplica estão representados pelos pontos rosados (MgCl2,), verdes 

(ΔhrppB2), ciano (ΔPthA) e lilás (Xcc306). As diferenças estatísticas estão representadas por letras de “a” a “d”, 

as quais foram calculadas com base na análise de Variância (ANOVA) e no teste de significância honesta de Tukey 

ou teste HSD (Honest Significant Difference) de Tukey.     

 



41 

 

Ao analisar os resultados do experimento utilizando o folíolo inteiro no tubo Falcon (figura 

15), pudemos perceber que, como esperado com base nos experimentos anteriores, plantas 

selvagens e mutantes infiltradas com Xcc306 e com o mutante ΔPthA apresentaram forte morte 

celular, a qual não ocorreu quando foi infiltrado o MgCl2 (Figura 14).  

 

Figura 14. Detecção da resposta imune do tipo ETI através da medição de extravasamento iônico em 

tomateiro utilizando os folíolos inteiros. Resultados referentes às medições de vazamento de íons registradas 

durante o experimento. A ocorrência de morte celular leva à liberação de íons do tecido para o meio e, 

consequentemente, ocorre o aumento da condutividade da água no qual ele se encontra. Folhas de tomateiro 

(Money Maker e bs4 CRISPR/Cas9) foram infiltradas com Xcc306, com o mutante ΔPthA, com o mutante ΔhrppB2 

e MgCl2, (controle negativo). Foram retirados 3 folíolos com cada tratamento, os quais foram colocados em tubos 

contendo 40 mL de H2O Milli-Q. A condutividade elétrica foi medida ao longo do tempo utilizando um medidor 

de condutividade de bancada (Metter Toledo). As medições foram realizadas 26 hpi, 46hpi., 72hpi., 92hpi. e 97hpi. 

Do lado esquerdo do gráfico estão os resultados obtidos a partir da infiltração em tomateiro Money Maker e na 

parte direita estão os resultados obtidos a partir da infiltração em tomateiro mutante bs4 obtido por CRISPR/Cas9. 

Notavelmente, os valores obtidos dos folíolos infiltrados com Xcc306 e o mutante ΔPthA de ambas as plantas 

foram superiores, corroborando o fato de que o existem outras proteínas efetoras e outros receptores do tomateiro 

envolvidos no processo de reconhecimento. As médias dos valores obtidos de três folíolos diferentes por condição 

estão representadas pelo traço vermelho e os valores individuais de cada réplica estão representados pelos pontos 

rosados (MgCl2,), verdes (ΔhrpB2), ciano (ΔPthA) e lilás (Xcc306). As diferenças estatísticas estão representadas 

por letras de “a” a “d”, as quais foram calculadas com base na análise de Variância (ANOVA) e no teste de 

significância honesta de Tukey ou teste HSD (Honest Significant Difference) de Tukey.   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Experimento de medição de extravasamento de eletrólitos com tomateiros. Folíolos de tomateiro imersos em 

40 mL de H2O Milli-Q no interior de tubos de 50 mL nos quais as medições foram realizadas utilizando o medidor de 

condutividade elétrica de bancada Seven Compact Duo (Mettler Toledo). 

Este resultado confirmou os resultados dos experimentos anteriormente realizados, 

demonstrando que mesmo na ausência dos quatro efetores PthAs e do receptor Bs4, 

simultaneamente, ainda ocorre o reconhecimento da bactéria pelo tomateiro. Ou seja, existem 

outros efetores da bactéria e receptores do tomateiro envolvidos nesse processo.  

Neste experimento, preparamos dois grupos de folíolos para cada condição testada: o 

primeiro composto por três folíolos foi utilizado para medições de extravasamento iônico, e o 

segundo no qual dois folíolos foram mantidos na planta para a visualização da morte celular 

(HR) a olho nu. Quatro dias após a infiltração, as folhas do segundo grupo foram fotografadas, 

revelando uma acentuada morte celular nos folíolos de ambos os tomateiros infiltrados com 

Xcc306 e o mutante ΔPthA. No decorrer do experimento, foi possível observar o aumento 

gradativo do extravasamento iônico ao longo do tempo apenas nas plantas infiltradas com as 

bactérias Xcc306 e com o mutante ΔPthA. Embora ainda não se configure como uma diferença 

estatisticamente significativa, já observa-se nas folhas infiltradas com a bactéria selvagem e 

com o mutante ΔPthA uma tendência na qual os valores são superiores em comparação com as 

folhas infiltradas com controle negativo e com o mutante ΔhrpB2. 

Este primeiro experimento mostra que o uso de folíolos inteiros pode ser uma abordagem 

válida para a medição de extravasamento iônico em tomateiro. No futuro, buscaremos otimizar 

este sistema através da redução da quantidade de H2O Milli-Q no tubo, para que os eletrólitos 

não fiquem tão diluídos. Também iremos observar os folíolos por um período maior de tempo 
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(além de quatro dias após a infiltração), e buscar reduzir potenciais variações relacionadas a 

diferenças da área foliar infiltrada. 

4.7 Expressão transiente de PthAs em tomateiros 

Após a verificação da integridade das sequências dos genes PthAs no vetor de entrada 

pENTR, procedemos com a transformação da cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens 

com os plasmídeos pGWB614, resultantes da reação LR de clonagem Gateway. 

Posteriormente, realizaremos a expressão transitória desses genes em plantas de tomateiro, 

tanto selvagens quanto mutantes para o gene bs4, com o intuito de investigar a possibilidade de 

desencadeamento de uma resposta imune em decorrência do reconhecimento desses efetores. 

Também buscamos avaliar a essencialidade do gene bs4 nesse processo de reconhecimento. 

Além disso, realizamos a coexpressão transiente de efetores PthA e Bs4 em Nicotiana 

benthamiana para observar se esses efetores são capazes de induzir a Resposta de 

Hipersensibilidade (HR) dependente de Bs4. Estes experimentos estão atualmente em 

andamento. 

  



 

 

 

6 DISCUSSÃO 

O sistema imune vegetal, diferente do que ocorre em mamíferos, não conta com células de 

defesa móveis. Portanto, cada célula é autônoma em termos de defesa e é responsável por 

reconhecer e combater diferentes patógenos através de uma interação específica entre 

moléculas do patógeno e receptores, citoplasmáticos (NLRs) ou transmembranares (PRRs) 

presentes na célula vegetal. Logicamente, essa interação planta-patógeno, no decorrer da 

história evolutiva, foi e ainda é responsável por selecionar diferentes genótipos e fenótipos, 

tanto nas plantas, que possibilitam a elas se defenderem de variados patógenos, quanto nos 

patógenos, que os permitem infectar um maior número de hospedeiros. Ou seja, essa pressão 

evolutiva seleciona características que se mostraram mais vantajosas nessa constante “corrida 

armamentista” (JONES & DANGL, 2006).  

Este trabalho visou compreender o que torna o tomateiro S. lycopersicum resistente à 

bactéria Xanthomonas citri subsp. citri 306 (Xcc306). Até o momento, sabemos que a 

capacidade de Xcc306 causar HR no hospedeiro é dependente da proteína HrpB2, a qual é 

necessária para o transporte de efetores da bactéria para dentro da célula vegetal através do 

sistema de secreção do tipo III (ROSSIER et al., 2002). Esta observação suporta a hipótese de 

que o reconhecimento de Xcc306 pelo tomateiro seja realizado por receptores NLRs.  

Um receptor TIR-NLR presente em tomateiro é o Bs4. Este é capaz de reconhecer o efetor 

AvrBs4, mas também consegue reconhecer o efetor AvrBs3 quando superexpresso. O efetor 

AvrBs3 apresenta alto grau de similaridade com AvrBs4 (97%) (SCHORNACK et al., 2005) e 

talvez esse seja um dos motivos que possibilite esse reconhecimento. Sabendo disso, temos em 

Xcc306 quatro efetores TAL. Estes quatro efetores (denominados PthAs) possuem alta 

identidade entre si e diferem essencialmente no número de repetições do domínio central e por 

resíduos polimórficos encontrados dentro das unidades repetitivas. Ainda, a identidade na 

sequência de aminoácidos destes efetores com avrBs4 varia entre 88% e 96%, sendo o PthA4 

o mais similar a avrBs4. Ainda assim, apenas o grau de similaridade entre os efetores PthAs e 

avrBs4 não nos permite anteciparmos resultados com confiança, pois os fatores moleculares 

que determinam o reconhecimento eficiente de efetores TAL de Xanthomonas por Bs4 ainda 

são pouco compreendidos. Portanto, a realização de experimentos é essencial. 

Nossa hipótese é que esse receptor (Bs4) teria um papel fundamental no reconhecimento de 

pelo menos um desses efetores TAL de Xcc306. Isso explicaria, ao menos em partes, a resposta 

de hipersensibilidade que torna o tomateiro resistente a esse patógeno de citros. Ainda assim, é 
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possível que outros efetores de Xcc306 sejam reconhecidos pelo tomateiro em paralelo. Esta 

hipótese está sendo testada pelo nosso laboratório. Utilizando mutantes de Xcc306 que 

apresentam deleções dos genes que codificam esses efetores, realizamos a infecção de tomateiro 

selvagem e mutante bs4. Nossos resultados mostraram que mesmo com a deleção dos quatro 

efetores PthA simultaneamente (ΔPthA1/2/3/4), a planta selvagem ainda é capaz de reconhecer 

a bactéria. Além disso, o mutante bs4 também exibe resposta imune quando inoculada com 

Xcc306, indicando que o reconhecimento deste patógeno por tomateiro não depende 

exclusivamente da detecção de efetores PthA por Bs4. Isso, no entanto, não exclui a 

possibilidade de os efetores PthA serem reconhecidos por Bs4 e constituírem fatores de 

avirulência nesta interação. De fato, nosso laboratório tem avaliado a hipótese de que um dos 

fatores que determinam a resistência duradoura de plantas não-hospedeiras seja o 

reconhecimento de múltiplos efetores simultaneamente por diferentes receptores NLR, o que 

resultaria em um circuito redundante de imunidade. Neste sentido, nosso laboratório 

recentemente descobriu que ao menos um efetor de Xcc306 (XopAZ) é reconhecido pelo 

sistema imune do tomateiro. Assim, nossa hipótese atual é que cinco efetores de Xcc306 

(XopAZ e os quatro PthAs) são reconhecidos por esta planta. Posteriormente, com as linhagens 

de bactérias oriundas do procedimento de conjugação triparental, poderemos realizar 

experimentos a fim de observar se o XopAZ é o único efetor presente em Xcc306  responsável 

por desencadear HR em tomateiro, ou se mesmo na sua ausência, a bactéria ainda é reconhecida. 

Caso a bactéria ainda seja capaz de desencadear uma resposta imune poderemos concluir que 

existem outros efetores (possivelmente os PthAs) da Xcc306 sendo reconhecidos pelo 

tomateiro. 

Recentemente, iniciamos experimentos para testar se os efetores PthA, quando 

superexpressos em folhas de tomateiro selvagem e bs4 de forma individual, resultam em uma 

resposta imune (i.e., morte celular decorrente de HR). A coexpressão de efetores PthA e Bs4 

em folhas de N. benthamiana também será realizada e poderá nos informar se o receptor Bs4 

possui o potencial de reconhecer algum dos PthA de Xcc306. Além disso, pretendemos 

transformar bactérias da cepa X. euvesicatoria 85-10 (virulenta em tomateiro) com os genes 

PthA1, PthA2, PthA3 e PthA4 e observar se alguma dessas transformações tornará a bactéria 

avirulenta, desencadeando uma resposta imune. Como controle negativo, utilizaremos o 

mutante para o gene Bs4, o qual não deverá apresentar resposta imune caso os PthAs sejam 

fatores de avirulência. Assim, os resultados destes experimentos se somarão aos resultados já 

obtidos e nos permitirão determinar fatores que tornam o tomateiro resistente à bactéria Xcc306. 



 

 

 

7 CONCLUSÃO 

Experimentos de inoculação em S. lycopersicum indicaram que o reconhecimento de 

Xcc306 depende da proteína HrpB2, componente do sistema de secreção bacteriano do tipo III. 

Portanto, o reconhecimento de Xcc306 pelo tomateiro provavelmente envolve receptores 

citoplasmáticos (NLRs). No entanto, mesmo com a deleção dos genes codificantes dos quatro 

efetores TAL (PthA1, PthA2, PthA3 e PthA4), o reconhecimento de Xcc306 ainda foi observado 

em folhas de tomateiro. Isso sugere que outros efetores do patógeno podem ser reconhecidos 

pela planta, não excluindo a possibilidade de reconhecimento de PthAs por Bs4. De fato, 

experimentos conduzidos em nosso laboratório apoiam a hipótese de que outros efetores de 

Xcc306 podem ser potencialmente reconhecidos pelo tomateiro, uma vez que a expressão do 

efetor XopAZ em tomateiro induziu uma resposta imune, resultando em morte celular nos 

folíolos. 

Por fim, uma abordagem sugerida para medir a resposta de hipersensibilidade (HR) em 

experimentos futuros com tomateiros é imergir o folíolo inteiro em H2O Milli-Q para evitar 

interferências de outros fatores de estresse no tecido. Este procedimento foi estabelecido e 

validado durante a execução deste projeto, nos permitindo quantificar a morte celular induzida 

por Xcc306. 
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