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GENES DO METABOLISMO DO NITROGENIO E SUAS IMPLICACOES NA
PATOGENICIDADE E VIRULENCIA DA Xanthomonas citri subsp. citri

RESUMO - O cancro citrico tipo A, causado pela bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri (XccA), € uma das doencas de citros mais importantes, afetando todas
as cultivares comerciais, para a qual ndo existem ainda estratégias de controle
eficientes. Os genes ntrB e ntrC codificam, respectivamente, a histidina quinase (HK)
e o regulador de respostas (RR), pertencentes a um sistema de dois componentes
(TCSs), que atuam no sistema regulador de nitrogénio (NTR). Porém, o possivel
papel desses genes na viruléncia da XccA e de outros fitopatdgenos ainda nao foi
elucidado. Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos dos genes ntrB e
ntrC no desenvolvimento do cancro citrico em liméo-cravo (Citrus limonia Osbeck),
bem como a possivel relacdo desses genes com a regulacdo da expressdo de
genes do sistema de secrecéo tipo 3 (SST3), considerado um dos principais fatores
de viruléncia da XccA. Os mutantes AntrB e AntrC foram obtidos pela técnica de
mutagénese sitio-dirigida por reacdo em cadeia da polimerase de extensdo por
sobreposicdo. A mutacdo dos genes causou reducdo na sintomatologia do cancro
citrico e diminuicdo da populacdo bacteriana no espaco intercelular do tecido foliar
da planta. A analise das curvas de crescimento in vitro revelou que a auséncia do
gene ntrB ndo alterou a viabilidade da bactéria, enquanto a mutacdo do gene ntrC
afetou o “fitness” bacteriano em meio de cultura NB. Analises in vitro indicaram que
o mutante AntrC formou duas vezes mais biofilme e produziu cinco vezes mais goma
xantana do que a XccA 306 in vitro. A expresséao dos genes (hpal, hrpG, hrpX, hrpE,
hrpW e hrpD6) do SST3 avaliados foi significativamente maior (p < 0,05) no mutante
AntrC do que na XccA 306 e no AntrB, indicando que ntrC possa atuar na regulacéo
do SST3. Porém, o nivel de expressdo desses genes no mutante AntrB né&o
apresentou diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo a XccA 306. A modelagem
molecular revelou semelhanca estrutural entre as regides receptoras de NtrC e
HrpG, sugerindo que a fosforilagdo de HrpG por NtrB possa ocorrer in vivo. Em
sintese, os resultados obtidos neste estudo indicam que a mutacéo dos genes ntrB e
ntrC afeta o desenvolvimento do cancro citrico em limao-cravo e que o gene ntrC
pode atuar na regulacdo dos mecanismos de formacdo de biofilme, producédo de
goma xantana e expressdo de genes do SST3 e/ou que a auséncia desse gene
ocasione um desequilibrio celular na XccA 306, resultando na alteracdo desses
mecanismos, enquanto NtrB pode apresentar papel na regulagéo de genes do SST3
por meio da fosforilacdo de HrpG.

Palavras-chave: cancro citrico, mutagénese, sistema regulador de nitrogénio (NTR),
sistema regulador de dois componentes (TCS), sistema de secrec¢ao tipo 3 (SST3)



GENES OF NITROGEN METABOLISM AND ITS IMPLICATIONS IN THE
PATHOGENICITY AND VIRULENCE OF Xanthomonas citri subsp. citri

ABSTRACT - The citrus canker type A, provoked by the bacterium
Xanthomonas citri subsp. citri (XccA), is one of themost important citrus diseases,
affecting all the commercial cultivars, for which there are no effective control
strategies. The ntrB and ntrC genes encode a histidine kinase (HK) and the response
regulator (RR), respectively, belong to a two-component system (TCSs), related to
the nitrogen regulatory system (NTR). However, the possible role of ntrB and ntrC
genes in the virulence of XccA and other phytopathogens has not yet been
elucidated. Therefore, the aim of this study was to investigate the impact of the ntrB
and ntrC genes on the development of citrus canker in rangpur lime (Citrus limonia
Osbeck), as well as the possible relation of ntrB and ntrC genes with the regulation of
the type 3 secretion system (T3SS) gene expression, which is considered one of the
main virulence factors of XccA. The AntrB and AntrC were obtained by site-directed
mutagenesis through overlap extension polymerase chain reaction. The mutation of
the ntrB and ntrC genes caused a reduction of the citrus canker symptoms, and
decrease of the bacterial population in the intracellular space of the foliar tissue of
the plant. In vitro growth curves analysis revealed that the AntrB did not affect the
viability of the bacterium, whereas the AntrC affected the bacterial fithess in NB
culture medium. In vitro analysis indicated that the AntrC formed 2x more biofilm, and
produced 5x xanthan gum compared to the XccA 306. The T3SS related genes
(hpal, hrpG, hrpX, hrpE, hrpW and hrpD6) expression was significantly higher (p
<0.05) in the AntrC than in the XccA 306 and the AnirB, indicating that ntrC can
modulate the regulation of T3SS. However, the level of expression of these genes in
the AntrB did not differ (p> 0.05) in relation to the XccA 306. Molecular modeling
revealed structural similarity between NtrC and HrpG receptors motifs, suggesting
that phosphorylation of HrpG by NtrB may occur in vivo. Overall, the results obtained
in this study strongly suggest that the mutation of the ntrB and ntrC genes affect the
development of rangpur lime citrus canker and that ntrC gene may play an important
role in the regulation of the mechanisms of biofilm formation, xanthan gum production
and T3SS gene expression and/or that the absence of this gene causes a cellular
imbalance in XccA 306 resulting in the alteration of these mechanism, whereas the
NtrB may have a role with the regulation of T3SS genes by phosphorylation of HrpG.

Keywords: citrus canker, mutagenesis, nitrogen regulation system (NTR), two-
component regulatory system (TCS), Type 3 secretion system (T3SS)
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1 INTRODUCAO

O cancro citrico Asiatico ou cancro tipo A, causado pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (XccA), € uma das doencas de citros mais
importantes, que afeta todas as espécies e cultivares comerciais, incluindo toranja,
limbes, lima mexicana ou &cida galego e laranjas-doces (JALAN et al., 2014; SONG
et al., 2015; ABE; BENEDETTI, 2016; FERREIRA et al., 2017). De modo geral, o
controle do cancro citrico € feito por erradicacdo do material vegetal contaminado,
ocasionando perdas econdmicas consideraveis (GOTTWALD et al., 2001; GRAHAM
et al.,, 2004; SONG et al., 2015), e também por pulverizacdo cuprica de pomares
afetados (GOTTWALD et al., 2001; GOTTWALD et al., 2002; LI; WANG, 2014), que
pode levar tanto ao surgimento de isolados bacterianos resistentes, fato ja
observado (GOCHEZ et al., 2018), quanto a ocorréncia de contamina¢cdo ambiental
por metais pesados (ALVA, 1993; COOKSEY, 1994; BEHLAU et al., 2010). Por isso,
faz-se necesséario o desenvolvimento de novas estratégias de controle eficientes,
gue sejam sustentaveis econbmica e ambientalmente (GRAHAM et al., 2004; YAN,;
WANG, 2012).

Vérias abordagens moleculares para o estudo desse fitopatdgeno foram
propostas nas Ultimas décadas. Porém, somente apos a realizacdo do
sequenciamento e da analise gendmica da cepa brasileira 306 (XccA 306) em 2002,
foi possivel identificar diversos genes relacionados com o0 processo de
patogenicidade e fatores de viruléncia (DA SILVA et al., 2002). Tais fatores de
viruléncia incluem os polissacarideos extracelulares (EPS), os lipopolissacarideos
(LPS), as enzimas de degradacéo da parede celular, os efetores e seus sistemas de
secrecdo, o0 sistema de regulacdo de dois componentes (TCS) e o sistema
sinalizacdo célula a célula ou “quorum-sensing” (JALAN et al., 2014).

Em adicdo a analise gendmica, técnicas de genomica funcional também tém
sido empregadas para a investigacdo da interacdo da XccA com seus diversos
hospedeiros, visando testar genes reconhecidamente relacionados com a
patogenicidade e buscar novos genes alvos que possam elucidar o mecanismo de
interacdo planta-patdgeno. Uma dessas técnicas € a mutagénese sitio-dirigida por

“Polymerase Chain Reaction” (PCR), que possibilita inserir ou deletar um gene alvo



com precisdo (LEE et al., 2004). Outro método empregado em pesquisas de
gendmica funcional é o da mutacédo aleatdria mediada pelo “transposon” Tn5. No
entanto, apesar de diversos estudos realizados nos ultimos anos, 0s mecanismos
utilizados pela XccA na colonizacao e no ataque de plantas hospedeiras estdo longe
de serem totalmente caracterizados e compreendidos (LAIA et al., 2009; BAPTISTA
et al., 2010; GUO et al., 2010; LI; WANG, 2011a; YAN; WANG, 2012; SONG et al.,
2015; GRANATO et al., 2016).

Recentemente, abordagens baseadas em gendmica comparativa lancaram
novas hipdteses sobre os mecanismos de viruléncia da XccA. Tais abordagens
permitiram identificar 114 genes relacionados aos sistemas reguladores de dois
componentes (TCSs) (QIAN; HAN; HE, 2008; YAN; WANG, 2011; JALAN et al.,
2014). Os TCSs sao compostos pela histidina quinase (HK), uma proteina sensora
de sinal, e pelo regulador de resposta (RR). Em resposta as mudancgas no ambiente
externo, a HK autofosforila-se em um residuo de histidina conservado e,
posteriormente, catalisa a fosfotransferéncia para um residuo de aspartato
conservado no RR (YAN; WANG, 2011; JALAN et al.,, 2014; PARISH, 2014).
Entretanto, apesar de ter sido sugerido que os TCSs desempenhem importantes
papéis em multiplas fungBes celulares da XccA, apenas alguns desses sistemas
foram estudados por suas implicacdes na viruléncia, como € o caso do HrpG
(YAMAZAKI; HIRATA; TSUYUMU, 2008; YAN; WANG, 2011). O regulador de
resposta 6rfao (HrpG) é responsavel pela regulacdo dos genes hrp (“hypersensitive
response and pathogenicity”) que codificam o sistema de secrecéo tipo 3 (SST3) na
XccA (JALAN et al., 2014), considerado um dos principais fatores de viruléncia em
muitas bactérias patogénicas (LI et al., 2010).

Em estudos realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Bioquimica
e Biologia Molecular (LBM) da Unesp/FCAV, em Jaboticabal, visando avaliar a
influéncia da albumina, adicionada em meio de cultura XVM2, na expressdo de
genes do SST3 da XccA 306 por analises de RT-PCR, constatou-se um
significativo efeito de represséo desses genes. Esse resultado sugeriu que fontes de
nitrogénio organico poderiam atuar como um dos sinais reconhecidos pela XccA 306
para iniciar a cascata de ativacdo do SST3 (RODAS MENDOZA, 2016).



O nitrogénio é um elemento quimico que faz parte da composicdo de
moléculas de &cidos nucléicos, proteinas, carboidratos e outros compostos
nitrogenados em bactérias, sendo, assim, um dos elementos quimicos mais
abundantes na matéria viva (ARCONDEGUY, 2001; SONG et al., 2015). Na maioria
das proteobactérias, o metabolismo de nitrogénio é controlado pelo sistema
regulador de nitrogénio (NTR). Esse sistema foi inicialmente descrito como sendo
composto por quatro proteinas: uma enzima com a funcdo de uridil transferase
(UTase) elou de remocédo de uridil (UR), codificada pelo gene gInD; uma proteina
trimérica (PIl) codificada por gInB; e o sistema regulador de dois componentes,
produto dos genes ntrB e ntrC, constituido pela proteina histidina quinase (NtrB) e
pelo regulador de resposta (NtrC) (MERRICK; EDWARDS, 1995; ZHANG;
POHLMANN; ROBERTS, 2005; LIU et al., 2017).

A hipdétese do envolvimento de genes relacionados ao metabolismo do
nitrogénio e ao sistema NTR com a emergéncia de viruléncia e patogenicidade foi
averiguada em outros estudos. Yan e Wang (2012), por exemplo, constataram que a
mutacdo do gene gltB da XccA 306 resultou em atraso do desenvolvimento de
sintomas do cancro citrico em folhas de toranja. Resultados similares também foram
reportados em Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo). Pandey et al. (2014)
verificaram que a mutacdo dos genes gltB/D gerou fenotipo com reducéo de leséo,
viruléncia e crescimento em meio minimo com baixos niveis de aménia como Unica
fonte de nitrogénio. Esse foi o primeiro relato de que mutagdes nos genes gItB/D de
Xoo causaram reduc¢ao da viruléncia.

Analisando a XccA, cepa 29-1 originalmente isolada no continente Asiético,
Song et al. (2015) identificaram sete novos genes relacionados a viruléncia: tpiA,
ppsA, ginB, dnaJ, XAC29 09950, XAC29 03475 e XAC29 11940. Como o gene
gInB atua na modulacdo da atividade do sistema regulador de dois componentes
NtrB/NtrC em resposta aos niveis de nitrogénio no interior das células (MERRICK;
EDWARDS, 1995; ATKINSON; NINFA, 1998), Song et al. (2015) sugeriram que a
utilizacédo de fontes de nitrogénio é fundamental para o crescimento e o sucesso da
colonizacdo de plantas hospedeiras infectadas pela XccA 29-1 durante o

desenvolvimento do cancro.



Apesar de existir estudos, com varias bactérias, sobre a funcao e a regulacao
dos genes ntrB e ntrC no sistema NTR (SHIAU et al.,, 1992; PAZ-YEPES;
HERRERO; FLORES, 2007; HERVA'S et al.,, 2008; HERVA'S et al.,, 2009), o
possivel papel desses genes na viruléncia da XccA e de outros fitopatdogenos ainda
nao foi elucidado. Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar os
efeitos da mutacédo dos genes ntrB e ntrC no desenvolvimento do cancro citrico em
lim&o-cravo (Citrus limonia Osbeck), espécie considerada suscetivel a cancrose A, e
suas implicacdes na viruléncia e patogenicidade da XccA 306, bem como a possivel

relacdo desses genes com a regulacéo da expressao dos genes do SST3.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da citricultura no Brasil

Originada no Sudeste Asiético, por volta de 4.000 anos atras (NEVES et al.,
2010), a laranja foi introduzida no Brasil no inicio da colonizacdo. Nessa época,
foram plantadas as primeiras sementes de laranja-doce (Citrus sinensis [L.] Osbeck)
nos estados da Bahia e de S&o Paulo. Devido as melhores condi¢cdes encontras no
Pais para se desenvolver e produzir, as plantas citricas se expandiram por todo o
territério nacional; e, a partir dai, a citricultura destacou-se em varios estados
(NEVES et al., 2010; LOPES et al., 2011).

O setor citricola brasileiro foi impulsionado por dois fatores muito importantes:
1) a construcdo da primeira industria de processamento de laranja em 1959 e 2) a
ocorréncia de uma geada no ano de 1962, que atingiu as planta¢cdes de laranja da
Flérida, nos Estados Unidos, considerados, até o momento, os maiores produtores
mundiais da fruta e de suco (NEVES et al., 2010). Porém, s0 a partir da década de
1980, com a combinacdo de uma citricultura desenvolvida e de uma industria
competitiva, foi que o Brasil conseguiu superar a producéo de laranja dos Estados
Unidos, resultando na consolidag&o da citricultura brasileira (NEVES et al., 2010).

Com uma estimativa de producédo anual de cerca de 46 milhdes de toneladas
em 2016, a cultura da laranja contribui de forma significativa para economia mundial,
sendo o Brasil o maior produtor, seguido por China, Unido Europeia, Estados
Unidos, México e Egito (AGRIANUAL, 2017). Segundo os dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), a producédo nacional de laranja
em 2016 foi de 17,261 milhdes de toneladas; das quais, quase a totalidade (12,847
milhdes de toneladas ou 74,4%) foi produzida no Estado de Sao Paulo, seguido por
Bahia (6,5%), Minas Gerais (5,6%), Parana (4,3%) e Sergipe (2,3%). No Brasil, além
do consumo in natura, a producdo de laranja destina-se, principalmente, ao
processamento industrial de suco concentrado.

A citricultura tem grandes efeitos na formacdo de capital, na geracdo de
renda, na agregacdo de valor e no desenvolvimento regional (ZULIAN; DORR;

ALMEIDA, 2013). Isso porque o setor citricola tem um forte impacto na economia



dos 350 municipios de S&o Paulo e Triangulo Mineiro onde a atividade é
predominante, além de seus arredores, com a geracao de 200 mil empregos diretos
e indiretos e de um Produto Interno Bruto (PIB) de US$ 6,5 bilhdes em toda a sua
cadeia produtiva (NEVES; TROMBIN, 2017).

Entretanto, a cultura do citros tem se deparado com a ocorréncia de diversas
pragas e doengas, como o “greening”’ (“huanglongbing/HLB”), a clorose variegada
dos citros (CVC) e o cancro citrico, que, além de ocasionarem grandes perdas
econbmicas, aumentam o custo de producdo da cultura (GRAHAM et al., 2004;
JALAN et al., 2014). Entre os problemas fitossanitarios que acometem a cultura do
citros, o cancro citrico é considerado uma das doencas mais agressivas e
generalizadas, afetando todas as espécies e das cultivares comercialmente
importantes (GRAHAM et al., 2004; JALAN et al., 2014; FAVARO et al., 2017). A
presenca do cancro citrico em uma determinada area impacta também a economia
pelo fato de ocasionar restricbes de quarentena imediatas, impostas pelas regides
consideradas livres da doenca; restricbes essas que dificultam o transporte
interestadual e internacional de frutas e de materiais vegetais para as areas sem
infestacdo (GRAHAM et al., 2004; JALAN et al., 2014; FAVARO et al., 2017).

2.2 Cancro citrico
2.2.1 Origem, tipos e estratégias de controle

A origem geografica exata do cancro citrico ainda gera discussdes. Fawcett e
Jenkins (1933) afirmam que o cancro citrico surgiu provavelmente na india e na ilha
de Java na Indonésia, uma vez que lesdes de cancro em mudas procedentes
dessas duas regides foram observadas no herbario de citros mais antigo, o “Royal
Botanic Gardens”, em Londres, Inglaterra (DAS, 2003). Esse fato sugere que o
cancro citrico foi originado no Sudeste Asiatico, de onde a doenca foi disseminada
para outras areas de cultivos de citros, estando presente em varias partes do
mundo, como Asia, Africa do Sul e Central, Oriente Médio, Australia, Nova Zelandia,
llhas do Pacifico, América do Sul e Sudeste dos Estados Unidos, espalhando-se
para todos o0s continentes produtores de citros, com exce¢do do Europeu
(SCHUBERT et al., 2001; DAS, 2003; JALAN et al., 2014; FERENCE et al., 2018).



No Brasil, os primeiros relatos da doenca ocorreram na década de 50, no
municipio de Presidente Prudente, localizado no interior de S&o Paulo
(BITANCOURT, 1957). Nessa época, medidas de exclusédo e de erradicacao foram
adotadas com o intuito de conter a disseminacdo do cancro citrico. No entanto,
apesar dos esforcos realizados para tentar controlar a propagacdo da bactéria, a
doenca expandiu-se para outros estados, como Mato Grosso do Sul, Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais, Goias, Maranhdo e
Roraima (AMARAL, 1957; LEITE JUNIOR; MOHAN, 1990; FEICHTENBERGER,;
MULLER; GUIRADO, 1997; MACIEL; DUARTE; AYUB, 1998; BARBOSA et al.,
2001; NASCIMENTO et al., 2003; BELASQUE JUNIOR et al., 2009).

Vérios tipos de cancro citrico foram relatados, os quais se diferenciam,
principalmente, em relacdo a distribuicdo geografica e a gama de hospedeiros do
patégeno (STALL; SEYMOUR, 1983). Entre eles, o cancro citrico Asiatico ou cancro
tipo A, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (XccA), que € a forma
mais severa da doenca e afeta um grande nimero de espécies da familia Rutaceae
(DA SILVA et al., 2002; DAS, 2003). Entretanto, mais recentemente duas diferentes
estirpes de XccA, com patogenicidade limitada, foram identificadas: a primeira,
designada como A*, causa lesdes tipicas de cancro em lima mexicana ou acida
galego (Citrus aurantifolia) e a segunda, classificada como AY, além da lima
mexicana, ataca o “alemow” (Citrus machrophylla). Essas estirpes foram
encontradas no sudeste da Asia (SUN et al., 2004; JALAN et al., 2014) e no sul da
Flérida, respectivamente (SCHUBERT et al., 2001; SUN et al.; 2004; REZAEI,
SHAMS-BAKHSH; ALIZADEH, 2012).

Por sua vez, além de apresentar distribuicdo geografica e gama de
hospedeiros limitada quando comparada com a XccA, a bactéria Xanthomonas
fuscans subsp. aurantifolii (Xau) causa as cancroses tipo B (XauB) e C (XauC), que
sdo menos agressivas do que a cancrose tipo A. A XauB é encontrada apenas na
Argentina, no Uruguai e no Paraguai, enquanto a XauC restringe-se ao Brasil
(STALL; CIVEROLO, 1991; JALAN et al., 2014), mais especificamente ao Estado de
Séo Paulo (CAICEDO; VILLAMIZAR; FERRO, 2017). Recentemente, Constantin et
al. (2016), utilizando uma abordagem polifasica que incluiu a analise da sequéncia
multilocus (MLSA), o calculo de Hibridizacdo DNA-DNA (HDD) dos valores médios



de identidade dos nucleotideos do genoma completo e as andlises fenotipicas,
recomendaram que a nomenclatura X. fuscans subsp. aurantifolii fosse alterada para
X. citri pv. aurantifolii.

De acordo com a nova legislacao federal, Instrugcdo Normativa n°. 37/2016, as
estratégias de controle do cancro citrico, adotadas no Brasil, dependem do status
fitossanitario da doenca na area, as quais sdo: 1) Area com Praga Ausente: S&0 0S
estados da federacdo sem ocorréncia prévia ou presente da doenca; 2) Area Livre
da Praga (ALP): area especifica e definida sem ocorréncia da doenca em estado
onde a doenca esta presente; 3) Area sob Erradicacdo ou Supressdo: area onde a
praga ocorre com distribuicdo restrita ou em baixa incidéncia em estado onde a
doenca esta presente; e 4) Area sob Sistema de Mitigacdo de Risco (SMR): area
onde o cancro citrico estd amplamente distribuido entre as plantas em estado onde
a doenca esta presente (BEHLAU; SALA; BASSANEZI, 2017).

Em S&o Paulo, conforme foi determinado pela Resolugdo n° 10/2017 da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA), a estratégia de controle adotada a
partir de 2017 € o Sistema de Mitigacdo de Risco (SMR). Ndo sendo mais obrigada
a realizacao da erradicacao de plantas com sintomas de cancro citrico nos pomares.
Isso porque as acdes passaram a se concentrar na realizagdo de um conjunto de
medidas de manejo, que visam reduzir o impacto da doenca na producéo (BEHLAU,
SALA; BASSANEZI, 2017). No entanto, até o momento ndo existem estratégias de
supressdo eficazes para as cultivares de citros suscetiveis cultivadas nas areas
tropicais e subtropicais (SCHUBERT et al., 2001). Devido a isso, o cancro citrico €
considerado uma das doengas de citros mais importantes (ARTIER et al., 2018).

2.2.2 Agente etioldgico e sintomatologia

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (XccA), antes denominada
Xanthomonas axonopodis pv. citri, € 0 agente causal do cancro citrico Asiatico ou
cancro citrico A (FERREIRA et al.,, 2017). Analises filogenéticas classificam esse
fitopatbgeno no Filo Proteobacteria, Classe Gammaproteobacteria, Ordem
Xanthomonadales, Familia Xanthomonadaceae e Género Xanthomonas (JALAN et
al., 2014; FERENCE et al., 2018). Uma das caracteristicas do género Xanthomonas

€ a sintese e secrecdo do exopolissacarideo ou polissacarideo extracelular (EPS)



xantana, principalmente nas fases de crescimento logaritmica e estacionaria
(HARDING et al.,, 1995). A biossintese e a exportacdo de EPS em XccA séo
codificadas por agrupamento de genes gum (gumB a gumP) (LI; WANG, 2011b;
CAICEDO; VILLAMIZAR; FERRO, 2017). A xantana € altamente regulada pelo
“cluster” de genes rpf (“regulation of pathogenicity factors” ou regulacdo de fatores
de patogenicidade) (DUNGER et al., 2007; LEE et al., 2009).

A XccA caracteriza-se por ser uma bactéria em forma de bastonete (1,5 a 2,0
pum X 0,5 a 0,75 ym), Gram-negativa, obrigatoriamente aerdbia, quimiotrofica e
moével por um Unico flagelo polar (Figura 1A) (DAS, 2003; JALAN et al.,, 2014;
FERENCE et al.,, 2018). Em meio de cultura, suas colonias apresentam formato
geralmente convexo e coloracdo amarela, devida a producdo de um pigmento
conhecido como xantomonadina (Figura 1B), com temperatura de crescimento 6tima
variando entre 28°C a 30°C (BRUNINGS; GABRIEL, 2003; DAS, 2003; JALAN et al.,
2014; FERENCE et al., 2018).

Figura 1. Microscopia eletrdnica de transmissdo da bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri, na qual é possivel observar a presenca do flagelo unico (A). Fonte:
MOREIRA et al. (2010). Colbnias de Xanthomonas citri subsp. citri crescidas em
meio de cultura agar nutriente (B).

As plantas infectadas por esse fitopatdgeno caracterizam-se pela presenca de
hiperplasia (divisdo excessiva de células mitéticas), hipertrofia e necrose do tecido
vegetal (SCHUBERT et al., 2001; FERREIRA et al., 2017; FERENCE et al., 2018).
Nas folhas, os sintomas apresentam-se como pontos escurecidos, muitas vezes com
um halo clorético amarelo, resultado da multiplicacdo da bactéria e encharcamento
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do tecido vegetal (BEHLAU; BELASQUE JUNIOR, 2014). Posteriormente, oS
sintomas evoluem para pustulas salientes de coloragdo cinza ou marrom-claro. Com
o0 avanco da doenca, essas lesdes tornam-se maiores, circulares, mais escuras,
asperas ao toque, podendo atingir mais de um centimetro de diametro (BEHLAU;
BELASQUE JUNIOR, 2014). Em caso de infeccbes mais severas, podem ocorrer
desfolha e queda prematura do fruto, reduzindo a produtividade das &rvores
afetadas (BRUNINGS; GABRIEL, 2003; DAS, 2003; FAVARO et al., 2017; SUNNY;
GANDHI, 2018). Ja em ramos, os sintomas sao semelhantes aos observados em
folhas e frutos (BEHLAU; BELASQUE JUNIOR, 2014) (Figura 2). O cancro citrico €
altamente infeccioso e pode ser espalhado rapidamente por chuvas com vento,
equipamentos de colheita, pessoas que trabalham no campo, movimentacdo ou
exposicao de plantas ou partes infectadas, o que torna dificil sua erradicacao
(SUNNY; GANDHI, 2018).

Figura 2. Sintomas de cancro citrico em folhas (A), frutos (B) e ramos (C) de laranja.

Fonte: Behlau, Sala e Bassanezi (2017).

No cancro citrico, como em outras doengas bacterianas, o patdogeno invade
os tecidos mesofilicos da planta hospedeira através de aberturas naturais
(estbmatos e hidatodios) ou de ferimentos mecanicos (BROW, 2001; VOJNOV et al.,
2010). Ao adentrar nos tecidos vegetais, a XcCA ativa a expressao de genes ligados
a patogenicidade e viruléncia, promovendo a multiplicacdo e o desenvolvimento
bacteriano nos espacos intercelulares (CARVALHO, 2006). A bactéria também pode
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sobreviver e se multiplicar fora do hospedeiro de forma epifita (VOIJNOV et al.,
2010).

A XccA possui um extenso repertorio de mecanismos de viruléncia, que inclui
os polissacarideos extracelulares (EPS), os lipopolissacarideos (LPS), as enzimas
de degradacédo da parede celular, os efetores e seus sistemas de secre¢édo, 0
sistema de regulador de dois componentes e o sistema “quorum-sensing” (DA SILVA
et al., 2002; JALAN et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo da rede reguladora global de fatores de viruléncia da XccA.
Os sinais do ambiente ou da planta ativam a proteina sensora desconhecida que retransmite o
sinal ao regulador HrpG. O HrpG ativado induz a transcricdo de HrpX, que ativa a expressao de
um grande conjunto de genes de viruléncia que codificam o sistema de secrecéo tipo 3 (SST3),
efetores SST3 e enzimas segregadas com o sistema de secrecao tipo Il (T2SS). HrpX também
regula a transcricdo de alguns genes relacionados ao transporte de nutrientes e ao metabolismo,
além de reprimir indiretamente a transcricdo de genes envolvidos na biossintese de histidina. Um
sistema de dois componentes ColS/ColR também controla a expressao de genes que codificam
o “translocon” SST3. A proteina RpfF esté envolvida na producdo da molécula de sinal DSF, que
€ detectada por um sistema de dois componentes RpfC/RpfG. O RpfG ativado liga-se a duas
proteinas com um dominio GGDEF, resultando no controle da motilidade, como também diminui
0 nivel do segundo mensageiro c-di-GMP pela sua atividade de fosfodiesterase c-di-GMP. Os
baixos niveis de c-di-GMP inibem a formacdo de biofimes e também liberam o ativador
transcricional Clp, que se liga aos promotores de genes alvo e induz a expressado de genes que
codificam SST3 e os envolvidos na sintese de enzimas extracelulares e EPS. HrpG interage com
a via “quorum-sensing” mediada por DSF por meio da repressao da transcrigdo de RpfG e duas
proteinas GGDEF. As setas cheias representam regulacdo positiva; as pontilhadas, regulacéo
negativa; as com ponta de trago, ligacao fisica; e a “?”, proteina desconhecida.

Fonte: Jalan et al. (2014).
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Nas ultimas décadas, diversas abordagens moleculares foram propostas para
o estudo de viruléncia e patogenicidade da XccA. Tais como técnicas de gendmica
funcional, que tém sido amplamente empregadas para investigar a interacdo dessa
bactéria com seus diversos hospedeiros, com o0 objetivo de testar genes
reconhecidamente relacionados com a patogenicidade e buscar novos genes alvos

gue possam elucidar o mecanismo de interacéo planta-patégeno.

2.3 Sistema de dois componentes (TCS)

Os sistemas de dois componentes (TCSs) sdo mecanismos de transducgao de
sinal muito comum em procariotos que permitem a esses micro-organismos
desencadear respostas adaptativas aos estimulos ambientais, principalmente por
meio de mudancas na expressdo génica (BEIER; GROSS, 2006). A versdao mais
recente do banco de dados de sistemas de dois componentes de procariotos (P2CS)
contém um total de 164.651 proteinas pertencentes a TCSs, identificadas a partir de
2.758 genomas de procariotos sequenciados (ORTET et al.,, 2015). Os TCSs
também foram detectados em varios eucariotos, incluindo plantas, leveduras, fungos
e protozoarios, embora em numero muito menor. Foi observada uma significativa
relacdo entre o nimero de TCSs e o tamanho do genoma; genomas maiores tendem
a codificar mais TCSs (BEIER; GROSS, 2006). Em geral, um TCS consiste em uma
proteina sensora (histidina quinase ou HK) e seu correspondente regulador de
resposta (RR). Como cada TCS € especializado para responder a um sinal
ambiental especifico (pH, niveis de nutrientes, pressdao osmdtica, estado redox,
proteinas de “quorum-sensing” e antibiéticos), diversos TCSs podem estar presentes
em uma unica célula bacteriana (TIWARI et al., 2017).

A bioquimica basica dos TCSs é bem definida. Uma histidina quinase tipica
do sensor que contém dois dominios: um dominio de entrada N-terminal variavel e
um dominio C-terminal conservado que interage com o RR. Por sua vez, o RR
contém um dominio receptor N-terminal conservado e um dominio de saida C-
terminal variavel (NIXON; RONSON; AUSUBEL, 1986; BIJLSMA; GROISMAN, 2003;
BOURRET; SILVERSMITH, 2010; CHEUNG; HENDRICKSON, 2010; GROISMAN,
2016; GISLASON et al., 2017). Quando estimulada, a proteina sensora catalisa a
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autofosforilagdo em um residuo de histidina conservado usando adenosina trifosfato
(ATP). Esse grupo fosforil de alta energia é, entdo, movido para um residuo de
aspartato conservado do RR, que tem sua capacidade de ligacdo ao DNA alterada
(BIJLSMA; GROISMAN, 2003, CHEUNG; HENDRICKSON, 2010; TIWARI et al.,
2017) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema geral do controle da expressao génica por um sistema de dois
componentes (TCS) bacteriano. P = fésforo; His = histidina; Asp = aspartato; ATP =
adenosina trifosfato; e ADP = adenosina difosfato.

Fonte: Costa (2015).

Em XccA, investigacbes baseadas em gendmica comparativa permitiram
identificar 114 genes relacionados aos TCSs (QIAN; HAN; HE, 2008; YAN; WANG,
2011; JALAN et al., 2014). Como ha evidéncias de que os TCSs desempenhem
papéis cruciais em multiplas funcdes celulares da XccA (YAN; WANG, 2011), é
possivel que alguns desses genes possam estar envolvidos em mecanismos de

patogenicidade dessa bactéria. Um desses genes € o hrpG que juntamente com o
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hrpX sdo responsaveis pela regulacédo dos genes hrp (“hypersensitive response and
pathogenicity” ou resposta de hipersensibilidade e patogenicidade) que codificam o
sistema de secrecao tipo 3 (SST3) na XccA (YAN; WANG, 2012; JALAN et al.,
2014), considerado um dos principais fatores de viruléncia em muitas bactérias
patogénicas (LI et al., 2010; GUO et al., 2011). Coletivamente, os genes hrpG e hrpX
da XccA regulam todos os 24 genes do SST3 e 23 genes efetores do SST3 (GUO et
al., 2011; FERENCE et al., 2018).

2.4 Sistema regulador de nitrogénio (NTR)

O metabolismo do nitrogénio, na maioria das proteobactérias, € controlado
pelo sistema regulador de nitrogénio (NTR). As principais proteinas envolvidas
nesse sistema séo: as enzimas bifuncionais GInD (uridil transferase (UTase) e/ou de
remocao de uridil (UR) e GInE (adenil transferase [ATase] e/ou remocédo de adenil
(AR); as proteinas triméricas (PII), codificadas por ginB e gink; o sistema regulador
de dois componentes, produto dos genes ntrB e ntrC, constituido pela proteina
histidina quinase (NtrB) e pelo regulador de resposta (NtrC) e a enzima glutamina
sintetase, produto do gene ginA (MERRICK; EDWARDS, 1995; ARCONDEGUY et
al., 2001; ZHANG; POHLMANN; ROBERTS, 2005).

Em Escherichia coli, na qual o sistema NTR €& bem compreendido, em
condicdes limitantes de nitrogénio, a proteina GInD transfere um grupamento uridina
monofosfato (UMP) para a proteina trimérica PIl. A PIl uridilada (Pll-UMP) néo
interage com a NtrB, de modo que esta, na forma livre, tem atividade de quinase e
catalisa sua autofosforilacdo. Em seguida, NtrB transfere o grupo fosforil a proteina
NtrC, que, entdo, atua como um ativador transcricional de genes envolvidos na
assimilacdo de amoénia e no metabolismo do nitrogénio, como gInA que codifica a
glutamina sintetase (ZHANG et al., 1995; JONSSON; NORDLUND, 2007), bem
como de promotores dependentes de o°* (rpoN) regulados por caréncia de
nitrogénio (LIU et al., 2017). Porém, em condi¢des suficientes de nitrogénio, a GInB
€ desuridilada e interage com NtrB, estimulando a desfosforilacdo de NtrC, que fica
inativa (JONSSON; NORDLUND, 2007).

A atividade da glutamina sintetase (GS) também responde aos niveis de
nitrogénio disponiveis (JONSSON; NORDLUND, 2007). Assim, em baixos niveis de
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nitrogénio, a enzima adenil transferase, codificada pelo gene gInE, catalisa a
remogéo de grupos de adenosina monofosfato (AMP) da GS, levando-a a uma
atividade enzimética mais ativa. Por sua vez, em condi¢cdes de alto nivel de
nitrogénio, a proteina GInB ndo modificada estimula a atividade de adenilacdo da
GInE e, consequentemente, a inativagdo da GS (Figura 5) (JONSSON; NORDLUND,
2007).

NirB + R
NirC-P - NtrC
GS P GS-AMP High N
ATase
' A
P
3UMP n, 3uTP
(2inB)
UR/ UTase
(ginD)
3PPI
RUMP),
/
ATase
GS - GS-AMP LowN
NUC-P - NtrC

Figura 5. Modelo esquematico para a regulacdo das atividades das proteinas
glutamina sintetase (GS) e NtrC em resposta ao nivel de nitrogénio. A adenil
transferase (UTase), produto do gene gInD, catalisa a uridilacdo e desuridilacdo da
proteina trimérica PII, produto de ginB. ATase catalisa a adenilacdo e desadenilacdo
de GS. A proteina NtrB catalisa a fosforilacao e desfosforilacdo da NtrC.

Fonte: Merrick e Edwards (1995).

O fator sigma o°* é um regulador central em muitas bactérias patogénicas e
tem sido associado a uma multiplicidade de processos celulares, por exemplo,
assimilacdo de nitrogénio e caracteristicas funcionais importantes, como motilidade,
viruléncia e formagdo de biofilmes (FRANCKE et al., 2011). O fator sigma o
associa-se reversivelmente ao nucleo RNA polimerase e reconhece suas

sequéncias de promotores cognatos por meio de sequéncias consenso definidas nas
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posicdes -12 pb e -24 pb em relagdo ao sitio de inicio da transcricdo (LIU et al.,
2017).

O inicio da transcricdo dependente de 0 normalmente requer interacdo com
uma proteina de ligacdo potenciadora (EBP). A proteina especifica envolvida varia
de acordo com os respectivos sinais ambientais. A NtrC é a EBP no caso de
condi¢des de limitantes de nitrogénio (BUSH; DIXON, 2012; LIU et al., 2017).

As EBPs compartilham uma estrutura modular conservada que consiste em
trés dominios: 1) um dominio regulador amino-terminal, 2) um dominio catalitico
central que pertence a superfamilia AAA+ de ATPases e € necessario para interacéo
com ¢°* e 3) um dominio carboxi-terminal de ligagdo ao DNA com um motivo de
hélice-volta-hélice que € necessario para o reconhecimento de sequéncias de
ativacao “upstream” (STUDHOLME; DIXON, 2003). A EBP catalisa a hidrolise de
ATP e, desse modo, promove a conversdo do promotor fechado em um complexo de
promotor aberto a partir do qual a transcricdo pode prosseguir (MORRIS et al., 1994;
STUDHOLME; DIXON, 2003; LIU et al., 2017).

2.5 Mutagénese sitio-dirigida por PCR

A mutagénese sitio-dirigida por PCR é uma técnica molecular empregada
para gerar mutantes com sequéncias de nucleotideos alteradas em estudos
enzimaticos, investigacdo da relacdo entre estrutura e funcdes de proteinas e
analise funcional de genes ou suas sequéncias reguladoras (XIAO et al., 2007; LU et
al., 2009; HUSSAIN; CHONG, 2016). Essa técnica permite substituir, adicionar e
excluir sequéncias de bases especificas de DNA ou genes alvo com precisdo, com a
introducdo ou nao de sitios de restricdo (URBAN; NEUKIRCHEN; JAEGE, 1997;
LEE et al., 2010; HUSSAIN; CHONG, 2016).

Os métodos de mutagénese sitio-dirigida por PCR sdo vantajosos por serem
rapidos e muito eficientes; dentre eles, destaca-se a PCR de extensdo por
sobreposicao (OE-PCR), notavel por sua simplicidade e eficiéncia em mutagénese
em varios locais (HUSSAIN; CHONG, 2016). Essa técnica consiste em deletar um
gene alvo por meio de duas etapas de PCR (LEE et al., 2010). A primeira etapa é
chamada de PCR primaria e a segunda, de PCR secundaria ou de ligacdo (LEE et
al., 2004).
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Para a mutagénese por delecdo, s&o sintetizados dois pares de
oligonucleotideos iniciadores, A-B e C-D, que sdo desenhados com base na
sequéncia a ser deletada. Os oligonucleotideos B e C sdo chamados de quiméricos
e 0s A e D, ndo quiméricos. A sequéncia dos dois oligonucleotideos quiméricos é
derivada parcialmente da sequéncia do molde a ser amplificado e parcialmente dos
fragmentos a serem recombinados apds a eliminacdo do gene de interesse (LEE et
al., 2004). Os oligonucleotideos quiméricos sdo especificamente confeccionados
para conter 18 nucleotideos derivados da sequéncia do molde e nove derivados do
fragmento a ser recombinado, chamados de cauda completar (LEE et al., 2010). A
cauda do oligonucleotideo B é constituida pelas nove primeiras bases reversas
complementares do oligonucleotideo C, enquanto a cauda do oligonucleotideo C é

formada pelas ultimas nove bases do oligonucleotideo B, conforme Figura 6.
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Figura 6. Diagrama esquematico de um protocolo de mutagénese de delecéo sitio-
dirigida por PCR de extenséo por sobreposicdo. Inicialmente, dois produtos de PCR
gue representam as regides de flanqueamento da sequéncia a ser eliminada sao
preparados com um iniciador ndo quimérico e um iniciador quimérico: Ae Bou D e
C, respectivamente. No segundo passo, sdo utilizados dois produtos de PCR (AB e
CD) como molde para PCR de ligagdo com o par de iniciadores mais externo (A e
D). A sequéncia a ser excluida é denotada pela cor cinza, enquanto as regides
flanqueadas séo indicadas por triangulos (pretos ou brancos).

Fonte: Lee et al. (2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Mutagénese sitio-dirigida por PCR dos genes ntrB e ntrC

3.1.1 Desenho dos oligonucleotideos

Para a obtencdo dos mutantes AntrB (AXAC_RS01085) e AnirC
(AXAC_RS01090) foi utilizada a técnica de mutagénese sitio-dirigida por PCR de
extensdo por sobreposigao (“site directed mutagenesis by PCR overlap extension”).
Nas Tabelas 1 e 2, sdo apresentados os tamanhos dos fragmentos (“amplicon”) e os
oligonucleotideos A, B, C e D que foram desenhados manualmente a partir das

sequéncias de nucleotideos dos genes ntrB e ntrC.

Tabela 1. Tamanho dos fragmentos (“amplicon”) e sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a obtencdo do mutante AntrB.

Nome do oligonucleotideo” Sequéncia 5—3"" “Amplicon” (pb)

A(F) GCCHEEIEEAACCTGGAAGCCAATGCC .

B(R) B A CGCGAAGCGTGCGTTG

C(F) CTTCGCGTTTCACCCTGCTGCTGCCCG -

D(R) GAABEEIBG TTCTCTGCCAACACGCGCAGC

A(F) GCCHEEIEEAACCTGGAAGCCAATGCC

1.643
D(R) GAABEEIBG TTCTCTGCCAACACGCGCAGC

(F): sequéncia do oligonucleotideo direto (“Forward”); (R): sequéncia do oligonucleotideo reverso
(“Reverse”).

*Oligonucleotideos sintetizados pela Sigma-Aldrich Brasil Ltda.

“As sequéncias em verde e em vermelho dos oligonucleotideos A e D correspondem,
respectivamente, aos sitios de restricdes das enzimas BamH| e EcoRIl; a sequéncia em azul
corresponde a sequéncia reversa complementar das nove primeiras bases do oligonucleotideo C e a
em cinza, a sequéncia das ultimas nove bases do oligonucleotideo B.
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Tabela 2. Tamanho dos fragmentos (“amplicon”) e sequéncia dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados para a obtencdo do mutante AntrC.

Nome do oligonucleotideo” Sequéncia 5°—3"" “Amplicon” (pb)
A(F) TATEEEEAACTGCGCAATCCGCTGGCC 577
B(R) B 1 CAGCCATGCAGATGCTCCTG
C(F) CATGGCTGATTTGGGTCTAACGCCCCTG 287
D(R) CGGEEEIBECACGCAGATTGTCCATAT
A(F) TATIEEEEAACTGCGCAATCCGCTGG L 446
D(R) CGGEEMIBE CACGCAGATTGTCCATAT

(F): sequéncia do oligonucleotideo direto (“Forward”); (R): sequéncia do oligonucleotideo reverso
(“Reverse”).

*Oligonucleotideos sintetizados pela Integrated DNA Technologies (IDT).

“As sequéncias em verde e em vermelho dos oligonucleotideos A e D correspondem,
respectivamente, aos sitios de restricbes das enzimas Hindlll e BamHI; a sequéncia em azul
corresponde a sequéncia reversa complementar das nove primeiras bases do oligonucleotideo C e a
em cinza, a sequéncia das ultimas nove bases do oligonucleotideo B.

Com o intuito de facilitar a subsequente reacéo de clonagem das sequéncias
de DNA da XccA 306, obtidas por reacées de PCR, na regiao “polylinker” do vetor
suicida pNPTS138, os oligonucleotideos A e D foram desenhados com os sitios de
restricdo das enzimas BamHI e EcoRI para o gene ntrB e Hindlll e BamHI para o
gene ntrC, que correspondem as mesmas enzimas que foram usadas para digerir
posteriormente esse vetor. O vetor suicida pNPTS138 possui um gene de resisténcia
a canamicina, outro que codifica a enzima b-galactosidase (LacZ) e mais um de
sensibilidade a sacarose (SacB) (Figura 7). Esses genes sdo importantes para as
etapas seguintes, durante a realizacdo do processo de selecdo das coldnias

bacterianas transformadas com o vetor pNPTS138.
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Figura 7. Mapa gendmico circular do vetor suicida pNPTS138.

Fonte: Cappelletti (2010).

Neste estudo, foram eliminados 997 pares de base da regido de interesse
pertencentes ao gene ntrB e 1.420 pares de base da regido de interesse
pertencentes ao gene ntrC, 0s quais possuem, respectivamente, 1.056 e 1.428
pares de base na XccA 306. As Figuras 8 e 9 ilustram as sequéncias nucleotidicas
desses genes, em formato FASTA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com a indicacéo

da localizacao exata dos oligonucleotideos e as respectivas regides deletadas.
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>NC 003919.1:253796-256481 Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306,
complete genome

TGCCGETGCGECGCTGHFCCTTCCTCAACACCTTGCTGOCCACTGCCGCTG
CCATCCTGGGCTGETCGCT TCATCAAGGGCAAGTCGTCCGCOCTGEECGTGECCTOGGGCAT

pG'l‘GGCCGGCCI'GGTCGGCL'I.TCACCCCGGCCPGCGGCAEGGTCGGCCCETTCGGCGCG&TCGFCAT‘IGGTCTG
GOGGCCGGCGTACTGTGCGTGTGEGGCETCACCGGCCTGAAGOGOCCTGTTGEFGCROGGACGACAGCCTGRACG
TGTTCGGCGTGCATGGCCTGGGHCGGCATCATCGGOGCCATOCTGACCGGTGTGT TCTCGGECGHOCTOGCT GGG
CEGCCAGAAGGGOGGCGATTACGACATCGTCCACCAGGTCGGCATCCAGGCGCTGGGCETCGGGATCACGETC
GECTGEATCGGCETEGETGTCGGTEETGEGGTTOGTEGETTGOCAAGCTEGETOTTCGEOCTGCGCGTGAGCGAAG
AACGCCGAGCGOCAGCECCTECACATCACCTCGCACGGCGAAGCCOCGTACGAGTCGTGAGCATGCACACCCGT
GECCGCECTEOCGCEEETEEOGCAACCGACCCGECCGEEAACGOCCAGCCGGETCOGTTTTCCCCOGTCGCCCE
TTGEEGCGCEEAACCACT GCCCAGGTECCTGCATGACCAGCOOCACGCCCETCGACTGOCGECGCGGATGCACGC
TERAGCGETECCCCCCECCRCCOTCTORCCAGCATTOTTTCAACGCACGCTTCGOGTTGCECGCCATCCGCGE
ATTCCCATTCTOTTTGCACTAAATTGOTGCARTOOTOACGTCC T TTCCATGCCATCOCTOOACAGCCTOO0!
[ACACCGETCECCTGEGCCCACCOCCAGGGCCRUGTOC TEEGCOTCAACCCGECGTTTGOCCGC TOGCTCGEGE
TCAGTGCACGRCEETTGETCCAACAGCCCCTERCCGCEC TEEAASTOCAGGECCGATECGCTGECRCGCTTCCT
GCTCAACGACGAGCGCGACATATTGCGTCTECACCGECTEROGCTEGECCTEOCCAACGACGOGCCGCGCTTT
GCCGAAGGCTGEGCTETCEGCGECTERACGATGECGECTEECTECTEEAAACCCACCCGETCGACGAATTCCCCH
CECTCGATCCCACCCACGCCCTERCOCAACGOCTTGAGCGCTEOGC TCARAAGHG T TGECGCACGAACTGCGCARN
TCCGCTGECOGEECTRAAGGRCGCCGCGCAGCTGCTGECACGOCGCGCEGCCEEECEGCEACGAAGACGAACGT
GAGCTGATCGAGCTGATCGRCACCGAGATCGAGCGCCTCAATACCTTGC TCGAACGGCTGC TG TCGCCCACCT
CGGOGCGCCCECACGACCGOCTCAACATCCATGTGETGC TCGAACGGGETGT TEGCROCTGECCGAAGCCGAGGH
CGGCTGETCEETECAGET GCAGCEOGACTACGACCCCAGCATTCCCGACATTCTEEECGATGGCGACCGCCTH
CAGGCGGTCTGEGAACCTGGTGOGTAACGCCTTCCAGGOCGHROGCCACGCGCGTGACGCTGCGCACCC I
TCGAGCATGGOCAGCGCATOCGOGACCGCGTGCATGCGATGTOGCTGCGGCTERAAATCATCGACGACGGCGH
CEGCETECCGEAAGAACTGECCGAGCACCTETTTCTGCCACTGGTCAGCGGCOGUGCCGAAGGCAGCGEGCTH
GECCTGECGCTEECCCAGCAGGTC TCGCGCGAACACCACGGCACGCTGACC TATCGCTCGCGTCOGLGCCATA
CCGTTTTCACCCTGCTGCTG WGCTGEOCGGOCATCACGACAAGGAGCATCTGCAT FGAGACCGCCE
COTR CACATC TG T T AL AL GAC GO TCCO TOC G T T TG T AL T TGUCCCATEC
CEGCTACGCCGTGEACGECTTCGACAGCGCCGCTGCOGCECTHCAGECGETCGGCATGCGGCCCACGCCGEAT
TTECTETTCACCOACGTGCGCATECCCCGECEAAGACGECCTEACCCTEC TCCACAAACTCAAATCCAARCACT
COCACTTECCEOTCATCOTEATGTCEGGCCTATACCGACGTTEOCAGCACCECOGOTGCCTTCORCGGCOGCGT
GCACCGACTTCCTOTCCAAGCCGTTOCACCTGEACCACGCGETGGCACTOGCTGCRCGCGCGCTGCCGGACGCC
GATGCCEECETCRAAGARATCETCOCCACGCGERCTGECCCAGGERCTCGECCTOCTTEGATCGEOGACACGCCCG
CGATGCAGGCCTTETTCCGCGOGATCGEGACGCCTGGCGCAGGCGCCCCTGTCGETGCTGATCAATGGCGARMAC
CEGTACCGECAAGGAGTTGETCGCGOGCECGTTGCACAACGAATCCCCRCGCGOCGCGCAAACCCTTOGTCGCG
CTCAACACCGCCECCATCCCERCCGAATTECTEGAAAGCGAGTTETTCRECCACGAAACCGGCGCETTCACCG
GGGOGACCAAACGGCATATCGGCCGCTTCGAACAGGCCGATGGOGGCACGCTGTTTCTGGACGAAATCGGCGA

CATERCCGTTGCCGCTGCAGACCCHOCTEETGCGC GTOTTGHCAGAGAACGAATTCTTC

Figura 8. Localizag&o dos oligonucleotideos A-B e C-D e sequéncia de nucleotideos
em formato FASTA do gene ntrB presente no banco de dados “Genbank” do
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). A regido e a dire¢cdo dos oligonucleotideos A, B, C e
D estédo representas pelas setas em azul, laranja, roxo e vermelho, respectivamente.
A sequéncia de nucleotideos delimitada pelo retangulo em linha preta corresponde a
sequéncia do gene ntrB.
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>NC_00331%.1:254630-258083 XHanthomonas axcnopodis pv. citri atr. 306,
comnplete genome

EGEEETGEEE&ACGEETTGAGEGETGEGETEAAAGGGTTGGEGEAEGﬂg&lﬁ;ﬁ;ﬂﬂlﬁ;ﬁﬁlﬁgﬁﬂccc
CTGAACGGGCGCCGCGCAGCTGCTGECACGCCGCGCGECCGGGCEGC GACGAACGACGAACGCGAGC TGATCG
AGCTGATCGGCACCGAGATCGAGCGCCTCAATACCTTGCTCGAAC GGCTGCTGTCGCCCACCCCGGLGLG
CCCGCACGACCCGCCTCAACATCCATGTGGETCCTCGAACCEGGTCTTGCGCCTGEGCCGAAGCCGACGGGLGED
TEETCCGTECAGGTCCAGCGCGACTACGACCCCACCAT TCCCCACATTCTEEGGCCATGGCCGACCGCCTCGA
CCCACCCGCGTCTCCAACC TCCTGCCTAACCCCTTCCACCCCGCCCCCACCCCCGTCACCCTGCCCACCCG
CCTCCACGCATCCCCACCCCATCCCCCACCCGCCTGCATCCCATCTC GCTGCCCCTGCAAATCATCCACGAC
GGCCGCGGCETEGCCGCAACAACTEGECCGAGCACCTETT TCTGCCACTGGTCAGCGECCGCGCCCGAAGGCA
GCGCGGCTGEECCTEGGCCEC TEGGCCCAGCAGGTC TCGCGCGAACACCACGECACGCTCACCTATCGCTCG
TEEGGGEEAT&EEGTTTTEACCETGETGETGEEEGAGETGGEEGGEGATEAEGAEAAGGAGEATETGEET
[GGCTCAGACLCGLLGLLGTATCLCACATCTGGGTGGTLCGALGACGACCGGTCGGTCCGTTTCGTGLTGTCLE
A CCGCCTTGCGCGATGCCGGCTACGCCGTGGACGGCTTCGACAGC GCCGCTGCCGCGCTGCAGGCGCTCG
GCATGCGGCCCACGCCGGATTTGCTGTTCACCGACGTGCGCATGC CCGGCGAAGACGGCCTGACCCTGLT
CGACAAACTCAAATCCAAACACCCGCACTTGCCGGTGATCGTGATGTCGGCCTATACCGACGTTGCCAGE
A CCGCCGGTGCCTTCCGC GGCGGCGCGCACGAGT TCC TG TCCAAGCCGTTCGACCTGGACGACGCGGTGE
CACTGGCTGCGCGCGCGC TGCCGGACGCCGATGCCGECGTCGAAGAAATCGTCGCCACGCGGCTGGCCGA
GGGCTCGGCCTCGTTGAT CGGCGACACGCCCGCGATGCAGGCCTTGTTCCGCGCGATCGGACGCCTGGLG
CAGGCGCCGCTGTCGGTGCTGATCAATGGCGAAACCGGTACCGGCAAGGAGTTGGTCGCGCGCGCGTTGE
A CAACGAATCCCCGCGCGCGCGCAAACCCTTCGTCGCGC TCAACACCGCCGCCATCCCGGCCGAATTGOT
GGAAAGCGAGTTGTTCGGCCACGAAACCGGCGCGTTCACCGGGGC GACCAAACGGCATATCGGCCGCTTE
GAACAGGCCGATGGCGGECACGCTGTTTCTGGACGARATCGGCCGACATGCCGTTGCCGCTGCAGACCCGCD
TGCTGCGCGTGTTGGCAGAGAACGAATTCTTCCGCGTTGGTGEGC GCGAATTGATCCGCGTCGATGTGLG
CGTCATCGCCGCCACCCACCAGGACCTGGACCGCGCTEETCGAACAACGGCCCCTTCCGCGCCGATCTGCTE
CACCCGCCTGGATCGTGETGCGCCTGCAATTGCCGCCGCTEGCGCCAACCGGCGCGECGACATCGCCCAACTEE
CCGARRATTTCCTGGCCATGGCCGCGGCGCARAACTCCGACATGCTGCCCARGCGEC TETCEGTCECCCGCGOT
CGAACACCTGCCCCAGTACCACTGCCCCGGCAACGTCCCCGAACT GGARRACCTGTEGCTGGCCCCTGGECE
CCCCTCGCCACCTCGCACATCATCCACGTCGCTCCACCTCCACCCC GCACTCCCEGCCCCCCGGCCCTCETE
A CCCCAGCGGTCGCAGCCGATGGGCAGTGEGACGACATGC TTTCCAGC TGGECCGCGCAACGCCTGAGCGA
A GGTEGCCCAGGGCCTEGCACGCCGAAGCGCGCGAGCGCCTGGACAGGACCTTGC TCGAAGCGGCCTTGCAA
CTCACCCAGGGCCGCCCGCGCCGAAGCTGCCEGCCCGCCTEGGGCCTGGECCGCAACACGETCACCCGCARAC
TcccccccccccccaanuGTEGETGAﬂTTGGGTETAAEGEEEEfETEEEE?EEEEEEEEEETTEEEE?EE‘
GGGTGCCTGTGLCLTGTGCCGATGLAAGLGCGACTGLACGLGCACCGATCCAACGAGGCCTTGATCGAGCC
GAGCCTGCCCGACATTGCCCCCGGCAAGCGTCGATGCGTGGCACGCCGCCGCATCCGGTGGCTGTCGATA
ACGCCACCGCAGCCCTGCCGTGCCGACGCCGTCGTCCAGGCAGTTCGCACCGTGCCTGGCGCCGCGCACA
CCATCTGGCAATCCGACCCAGCACACCAACCCCGTAAACTCCTGC GCTGCCAGCGGGTGCATTTCATGAL
ACGTGAACATGCGCCCGCATAGGTTTCCAGCCTGATCAGGAGAAC TGCTCGATGCGTTACCGGTCGCCCA
CGATCGTTGCCCTCACCGCGCTGGCGCTGGCCGCCTGCAGCAGCACGCCGCCGCCGCCCAAGGCGCCTCD
GGCGCCAGCGECGCGEET GG TGCCTGCGCGCCCGGTECAGCAAGC CGAGGCTGCGCTGGCATCTGCCTCG
GGCAGCCTGGTCAGCGETCGGGTGETGCTGETGCCGECGCTACAGGETATCCGCCTCACTGGCACCATCG
GCGGCTTGCGECCGGGECGETGTGTCCGGAT TCCATGTGCACGAACGCGGCGATTGCAGCGCGGCCGATGE
CAGCAGCGCCGGCGCGCATTTCAACCCGGGTGETGCGCTGCACGE GCGTGCCGGCGGCGGCGCGCATCAT
CTGGGCGATATCCACAAT CTEGCGTGCAGACGCCGAAGGCGTGETGCATCTGGACATGATTCTGTCCGGCA
TE&GTET%EGEGAEGGEGETEEGAEGGATGTGATEGGEAAATEGETGATEGTGEATGEEGHEEEEGHEGH
CTATCGCAGCCAGCCCAGCGGCAATGCCGGTEGCGCEGCCTEGEGCCTGCEGGCGTCATTCGCGTCACCCAATEE
GGCACGCCCCCTTCGCAGCCCTGR

Figura 9. Localizag&o dos oligonucleotideos A-B e C-D e sequéncia de nucleotideos
em formato FASTA do gene ntrC, presente no banco de dados “Genbank” do
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A regido e a dire¢cdo dos oligonucleotideos A, B, C e
D estédo representas pelas setas em azul, laranja, roxo e vermelho, respectivamente.
A sequéncia de nucleotideos delimitada pelo retangulo em linha preta corresponde a
sequéncia do gene ntrC.
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3.1.2 Obtencgéao dos fragmentos A-B, C-D e A-D por PCR

O cosmideo 00B11, proveniente da biblioteca da XccA 306 (DA SILVA et al.,
2002) e que se encontrava armazenado em freezer a -80°C, no Centro de Recursos
Biologicos e Biologia Gendémica (CREBIO) da Unesp/FCAV, foi utilizado como
“template” para amplificagao dos fragmentos A-B, C-D e A-D, visando a delecéo dos
genes ntrB e ntrC. Para tanto, uma aliquota do cosmideo 0OB11 foi cultivada em
meio de cultura sélido LB (Luria-Bertani: 10 g L de triptona, 5 g L de extrato de
levedura, 10 g L de cloreto de sédio e 15 g L de agar, pH 7,0) contendo o
antibidtico canamicina (50 ug mL?), a 37°C por 16 horas, em estufa bacteriolégica.

A segquir, preparou-se um indculo usando uma colénia isolada, obtida a partir
do cultivo, e 5 mL de meio de cultura liquido LB (10 g L de triptona, 5 g L* de
extrato de levedura, 10 g L de cloreto de sédio, pH 7,0) com antibiético canamicina
(50 ug mL?1), o qual foi incubado a 37°C por 16 horas sob agitacdo de 200 rpm. O
DNA cosmidial foi extraido e purificado com o “kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System” (Promega), de acordo com as instru¢gdes fornecidas pelo
fabricante, e quantificado com o espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (“Thermo
Scientific”).

As reacdes de PCRs primarias para a obtencdo dos fragmentos A-B e C-D
foram preparadas separadamente para cada par de oligonucleotideo (A-B e C-D).
Cada reacéao consistiu em 50 ng de DNA cosmidial, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 U de
“Phusion® High Fidelity DNA Polymerase” (“Thermo Scientific”), 1 X do tampao da
enzima, 0,5 yM de cada oligonucleotideo iniciador, 5,0% de DMSO (Dimetilsulféxido)
e agua ultrapura estéril, totalizando um volume final de reacao de 20 uL. O material
resultante das reagbes foi amplificado em termociclador “Veriti® 96-Well Thermal
Cycler” (“AB Applied Biosystems”), no qual as amostras foram inicialmente
submetidas a desnaturacéo inicial a 98°C por 30 segundos, seguida por 30 ciclos de
amplificagcdo. A cada ciclo, as amostras sofreram em cadeia as etapas de
desnaturacdo a 98°C por 10 segundos, anelamento a 72°C por 15 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos. Apos os ciclos de reacdo, o processo foi
encerrado com uma extensao final a 72°C por 10 minutos, seguida de resfriamento a
4°C.
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A confirmacdo da amplificacdo dos produtos das reacdes de PCR foi
realizada por meio de corrida eletroforética em gel de agarose a 1,0%, corado com
10 mg mL* de brometo de etidio, com tampé&o de TBE (Tris-Borate-EDTA: 54 g L
de Tris base, 27,5 g L* de acido bérico, 20 mL de EDTA a 0,5 M, pH 8,0) a 0,5 X. Os
fragmentos amplificados foram visualizados, quando exposto a luz ultravioleta, e
fotodocumentados no equipamento Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ (“Bio-Rad”).
Os fragmentos obtidos a partir das PCRs primarias foram purificados com o uso do
“kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), de acordo com as
instrugbes fornecidas pelo fabricante, e quantificados no espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000 (“Thermo Scientific”).

Os fragmentos A-B e C-D purificados foram utilizados como “template” na
PCR de ligacdo, seguindo as condicbes da PCR primaria, com algumas
modificacdes. As reagbes foram realizadas usando 50 ng de DNA tanto do
fragmento A-B quanto do C-D e os oligonucleotideos A e D. A amplificacdo dos
segmentos A-D foram verificadas por eletroforese em gel de agarose (1,0%), e as
bandas com tamanhos correspondentes ao esperado (A-DntrB = 1.643 pb e A-DntrC
= 1.446 pb) foram cortadas, com auxilio de um bisturi, e purificadas com o “kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), segundo as instrucées
fornecidas pelo fabricante. Por fim, foi feita a quantificagdo dos DNAs purificados no

espectrofotdometro NanoDrop® ND-1000 (“Thermo Scientific”).

3.1.3 Reacédo de digestdo com endonucleases de restricdo dos fragmentos A-
DntrB e A-DntrC e clonagem no vetor suicida pNPTS138

Inicialmente, submeteu-se 0,2 pg do fragmento A-DntrB purificado a uma
reacdo de digestdo dupla contendo 10 U da enzima “FastDigest®” BamHI
(“Fermentas”), 10 U da enzima “FastDigest®” EcoRIl, 1 X do tampé&o de digestdo
“FastDigest Buffer” (“Fermentas”) e agua ultrapura estéril, totalizando um volume
final de reagao de 30 pL. A reacgao foi incubada a 37°C por 15 minutos, e as enzimas
foram inativadas por desnaturacédo em banho-maria a 80°C por 5 minutos. O produto
proveniente da reacado de digestao foi separado em gel de agarose “low-melting” a
1,0% com 10 ug mL? de brometo de etideo; e a corrida eletroforética foi realizada

com tampédo TBE a 0,5 X. A banda correspondente ao fragmento de interesse foi
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recuperada do gel e purificada com o “kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System” (Promega), de acordo com as instru¢des fornecidas pelo fabricante, e a
concentracdo de DNA foi determinada no espectrofotometro NanoDrop® ND-1000
(“ThermoScientific”).

Por sua vez, o fragmento A-DntrC foi submetido inicialmente a uma reacao de
digestdo usando 1,0 ug do fragmento A-DntrC juntamente com 10 U da enzima
Hindlll ("New England Biolas”), 1 X do tampao de digestdo “NEBuffer™ 2.0” (“New
England Biolas”) e agua ultrapura estéril, totalizando um volume final de reacdo de
20 pL. A reagédo foi incubada a 37°C por 16 horas e a enzima inativada por
desnaturacdo em banho-maria a 80°C por 5 minutos. O produto resultante da reacao
de digestdo foi purificado com o “kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System”
(Promega), de acordo com as instrucbes fornecidas pelo fabricante, e a
concentracdo de DNA foi determinada no espectrofotdometro NanoDrop® ND-1000
(“ThermoScientific”). A seguir, foi realizada uma segunda reacéo de digestdo com o
fragmento A-DntrC digerido e purificado, seguindo as mesmas condi¢cdes da
primeira, porém com 10 U da enzima BamHI (“New England Biolas”). A reagéo foi
incubada a 37°C por 16 horas e a enzima inativada por desnaturacdo em banho-
maria a 65°C por 20 minutos.

O vetor pNPTS138 também foi digerido, em reacbes diferentes, com as
mesmas enzimas de restricdo usadas para digerir os fragmentos A-DntrB (BamHI-
EcoRl) e A-DntrC (Hindlll-BamHI). A reacéo de digestado do vetor pNPTS138 com as
enzimas utilizadas na digestdao do fragmento A-DntrB foi composta por 1,0 pg de
DNA (vetor fechado), 10 U da enzima “FastDigest®” BamHI (“Fermentas”), 10 U da
enzima “FastDigest® EcoRI, 1X do tampao de digestdao “FastDigest® Buffer”
(“Fermentas”) e agua ultrapura estéril, totalizando um volume final de reacédo de 20
ML. A reacdo foi incubada e desnaturada seguindo as mesmas condigbes ja
descritas para a reacdo de digestdao do fragmento A-DntrB. A outra reacdo de
digestdo do vetor pNPTS138 foi realizada com as mesmas enzimas e nas mesmas
condi¢cbes utilizadas para digerir o fragmento A-DntrC, porém usando 10,0 pg de
DNA (vetor fechado), 30 U da enzima Hindlll (“New England Biolas”) e 10 U da
BamHI (“New England Biolas”).
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Para a confirmacéo da digestao do vetor pNPTS138, os produtos das reacdes
de digestédo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,0% e purificados
com o “kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), conforme as
instrucdes fornecidas pelo fabricante, e as concentracbes de DNA foram
determinadas no espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (“Thermo Scientific”).

A seguir, foram realizadas duas reac¢oes de clonagem (ligagédo) envolvendo o
vetor pNPTS138: uma com fragmento A-DntrB e outra com o fragmento A-DntrC. As
reacoes foram preparadas em um volume final de 10 uL compostos por 150 ng do
fragmento A-DntrB ou A-DntrC, 50 ng do vetor pNPTS138 (propor¢cdo molar 1:3 de
vetor/inserto), 5 U da enzima “T4 DNA ligase” (Invitrogen), 1 X do tampéao de ligacéo
e agua ultrapura estéril para completar o volume total. As reacfes de ligacdo foram
mantidas a 16°C por 16 horas e os produtos da ligacdo no vetor pNPTS138
(PNPTS138-A-DntrB e pNPTS138-A-DntrC) foram usados para posterior
transformacdo em células de Escherichia coli DH10B quimicamente competentes,
preparadas como descrito em Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989), com

modificacdes.

3.1.4 Transformacédo em células de E. coli DH10B quimicamente competente

A transformacéo celular foi feita pelo método do choque térmico. Esse método
baseia-se na mudanca brusca de temperatura, alterando a permeabilidade da
parede celular e, assim, permitindo a entrada de DNA exdgeno na célula. Para a
transformacdo em E. coli DH10B quimicamente competente, 5 pL da reagédo de
ligacdo foram transferidos cuidadosamente para microtubos de 1,5 mL contendo 50
ML das células competente, o conteudo foi misturado suavemente e mantido em gelo
por 20 minutos.

Apos terem sido imersos em banho-maria a 42°C por 1 minuto e 30 segundos
e retornados imediatamente ao gelo por 2 minutos, foram adicionados aos
microtubos 950 puL de meio de cultura SOC (“Super Optimal Broth with Catabolite
Repression”: 40 uL de glicose a 20% e 40 pL de cloreto de magnésio 1 M em meio
SOB [“Super Optimal Brot™: 20 g L de triptona, 5 g L de extrato de levedura, 0,58 g
L1 de cloreto de sédio, 0,2 L' de cloreto de potassio, pH 7,5]). Os tubos foram

mantidos a 37°C por 1 hora e 30 minutos, sob agitacdo de 150 rpm para
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recuperacao das células. Entdo, 200 uL de cada tubo foram plagueados em meio de
cultura LB contendo 100 ug mL* de ampicilina, 0,1 mM de IPTG (isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo) e 0,0032% de X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galactoside) e as placas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

Das col6nias brancas e azuis obtidas na transformacao apés o periodo de
incubacdo, somente as brancas foram selecionadas; pois o vetor que contém o
fragmento A-DntrB ou o A-DntrC inserido é incapaz de clivar X-gal, produzindo
apenas colonias brancas. A seguir, foram feitas reacdes de PCR com essas colbnias
procedendo-se como descrito: coletou-se uma amostra da col6nia com um palito
estéril, na camara de fluxo laminar, que foi esfregada no fundo de um microtubo de
200 pL, ao qual foram adicionados 20 uL de tampao de lise (5 mL de KCI 1 M, 1 mL
de Tris-HCI 1 M, pH 8,8, 100 uL de Tween 20, H20 g.s.p. 100 mL, pH: 8,3). O
material de cada reacdo foi incubado no termociclador “Veriti® 96-Well Thermal
Cycler” (“AB Applied Biosystems”), a 99°C por 30 minutos. As reagdes de PCR
foram compostas por 4 pyL da mistura resultante da incubagao (DNA), 0,2 mM de
cada dNTP,1,0 U de “GoTag® DNA Polymerase” (“Thermo Scientific’), 1X do
tampé&o da enzima, 0,5 yM de cada oligonucleotideo iniciador (A e D), 1,5 mM de
MyCl2 e 4gua ultrapura estéril, totalizando um volume final de reacdo de 20 pL.

Os produtos obtidos foram amplificados em termociclador “Veriti® 96-Well
Thermal Cycler” (“AB Applied Biosystems”), no qual as amostras foram inicialmente
submetidas a desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos, seguida por 30 ciclos de
amplificagdo. A cada ciclo, as amostras sofreram em cadeia as etapas de
desnaturacao a 95°C por 1 minuto, anelamento (60°C para o A-DntrB e 57°C para o
A-DntrC) por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Apés os ciclos de reacéo, o
processo foi encerrado com uma extensao final a 72 °C por 5 minutos, seguida de
resfriamento a 4°C.

A amplificagéo dos produtos da PCR de col6nia foi verificada por eletroforese
em gel de agarose a 1,0%. As colonias que apresentaram padrdao de banda
correspondente ao comprimento dos fragmentos A-DntrB (1.643 pb) e A-DntrC
(1.446 pb) apos a delecao foram selecionadas e tiveram seus plasmideos extraidos
com uso do “kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega),

segundo instrucdes do fabricante. Os plasmideos, entdo, foram enviados para serem
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sequenciados com os oligonucleotideos M13 Forward -40 e M13 Reverse -48
(MESSING, 1983) (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados no sequenciamento dos
fragmentos A-DntrB e A-DntrC clonados no vetor pNPTS138.

Nome do Oligonucleotideo” Sequencia 5’3’
M13 Forward -40 GTTTTCCCAGTCACGAC
M13 Reverse -48 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

*Oligonucleotideos obtidos no Centro de Recursos Biolégicos e Biologia Gendmica (CREBIO) da
Unesp/FCAV.

3.1.5 Transformagado em células de XccA eletrocompetentes

Os vetores pNPTS138-A-DntrB e pNPTS138-A-DntrC foram utilizados na
transformacao em células de XccA 306 eletrocompetentes para a delecdo dos genes
ntrB e ntrC por recombinacdo homologa. O preparo das células foi realizado
segundo descrito por Amaral et al. (2004), com algumas modificagcdes. Para tal, uma
alcada da linhagem da XccA 306 foi plaqueada em meio de cultura sélido NA
(“Nutrient Agar”: 3 g L' de extrato de carne, 5 g L''de peptona e 15 g L de &gar,
pH: 6,8 a 7,0) e crescida a 29°C por 72 horas.

Apbs esse periodo, preparou-se um pré-inéculo com uma alcada da massa
bacteriana que foi adicionada em 5 mL de meio de cultura liquido NB (“Nutrient
Broth”: 3 g L' de extrato de carne e 5 g L! de peptona, pH: 6,8 a 7,0), contido em
um tubo tipo Falcon de 50 mL. O pré-inéculo foi mantido a 29°C por
aproximadamente 12 horas, sob agitacdo constante de 200 rpm. No final do dia,
foram inoculados 2 ml do pré-indéculo em 200 ml de meio liquido NB, contido em um
Erlenmeyer de 500 mL. O in6culo foi crescido a 29°C sob agitacdo continua de 200
rpm, até atingir uma densidade 6ptica (DOsoonm) entre 0,5 e 0,8.

Em seguida, os 202 ml resultantes da cultura bacteriana foram transferidos
para quatro tubos tipo Falcon estéreis de 50 mL e centrifugados a 4.000 x g por 15
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e
o “pellet” bacteriano de cada tubo foi ressuspendido suavemente, com a ajuda de

um pipetador de 1.000 pyL, em 1 mL de agua ultrapura autoclavada. O volume de
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cada tubo foi completado para 50 ml com agua ultrapura autoclavada e centrifugado
a 4.000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente.

Descartou-se quase todo o sobrenadante e ressuspendeu-se o “pellet’
bacteriano de cada tubo no volume de agua que restou (aproximadamente 1 mL).
Os contetdos de dois dos tubos foram transferidos individualmente para os outros
dois dos quatro tubos iniciais, restando ao final apenas dois tubos. Os volumes dos
tubos resultantes foram completados para 50 mL com agua ultrapura autoclavada,
homogeneizados e centrifugados como descrito anteriormente. O sobrenadante foi
novamente descartado, com cuidado, e o “pellet” bacteriano de cada tubo foi
ressuspendido no fio de &gua que sobrou. Finalmente, juntou-se todo o conteddo em
um uanico tubo e aliquotou-se a suspensdo de células da XccA 306 para tubos
Eppendorf de 1,5 ml (100 pyL de célula em cada tubo), que foram posteriormente
usados no processo de eletroporacao.

A eletroporacéao foi realizada com uma reacdo padrao e uma reagao controle.
Para tal, procedendo-se da seguinte maneira: na reagcéo padrao, 100 uL de células
de XccA 306 eletrocompetentes foram eletroporadas no equipamento “Gene Pulser
Xcell™System” (Bio-Rad) com 3 pL (1000 ng) do DNA plasmidial. Por sua vez, no
controle, 100 pyL de células da XccA 306 foram eletroporadas com 3 pL de agua
ultrapura estéril. As condicdes utilizadas para a realizacdo da eletroporacao foram as
seguintes: cubeta com espessura de 0,2 cm, pulso elétrico de 2.500 V e tempo de
conducéo (TC) igual a 2,6 ms.

As células eletroporadas foram recuperadas em 1 mL de meio de cultura
liquido NBY (“Nutrient Broth Yeast”: 3 g L'1 de extrato de carne, 5 g L'! de peptona, 2
g L? de extrato de levedura, 2 g L' de Kz:HPO4, 0,5 g L?! de KH2POus)
complementado com 0,5 yL de glicose 20% e 1 pyL de MgSO4 1 M. O conteudo foi
transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL e mantido a 29°C por 4 horas, sob
agitacao constante de 180 rpm. Depois, 100 uL da reagao padrao foram plaqueados
em meio de cultura sélido NA com antibiético canamicina a 20 ug mL*. Como
controle negativo, foram plaqueados 100 uL da reagéo controle em meio de cultura
s6lido NA contendo antibiético canamicina a 20 ug mL* e, como controle positivo,

100 uL da reagao controle foram plagueados apenas em meio de cultura solido NA.
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As placas foram incubadas a 29°C por 72 horas, até a visualizacdo de coldnias
isoladas.

3.1.6 Selecdo e confirmacédo dos mutantes

As colbnias obtidas apdés a transformacdo em células de XccA 306
eletrocompetentes foram usadas na segunda etapa de selecdo. Para isso, uma
alcada dessas col6nias foi inoculada em 5 mL de meio de cultura liquido NB e os
in6culos resultantes crescidos a 29°C sob agitacdo constante de 200 rpm, por
aproximadamente 14 horas. As culturas bacterianas foram diluidas nas propor¢cfes
de 1:10, 1:100 e 1:1000. Posteriormente, 100 puL de cada diluicao foram plaqueados
em meio de cultura sélido NA suplementado com 3% de sacarose, e as placas foram
mantidas a 29°C até a visualizacao de colbnias isoladas.

Para selecionar clones que contenham o gene de interesse, foram feitas
reacoes de PCR das colonias crescidas em meio de cultura sélido NA suplementado
com 3% de sacarose. Para isso, procedeu-se como descrito anteriormente no item
3.1.4. Os produtos resultantes das reagdes de PCR das coldnias foram verificados
por eletroforese em gel de agarose a 1,0%. E as colonias que apresentaram padrao
de banda correspondente ao tamanho dos fragmentos A-DntrB (1.643 pb) e A-DntrC
(1.446 pb) apdés a delecdo foram selecionadas e utilizadas na extragdo do DNA
gendmico para confirmar a delecdo génica por meio de PCR e sequenciamento.

As colbnias selecionadas foram inoculadas em 5 mL de meio de cultura
liguido NB e mantidas sob agitacdo de 200 rpm por 16 horas a 29°C. ApoOs esse
periodo, 1 mL dos indculos foi centrifugado a 16.000 x g por 2 minutos e as células
precipitadas usadas na extragdo do DNA gendmico utilizando o “kit Wizard®
Genomic DNA Purificationt” (Promega), de acordo com as instru¢des fornecidas pelo
fabricante. Os DNAs obtidos foram quantificados no espectrofotbmetro NanoDrop®
ND-1000 (“Thermo Scientific”), diluidos e usados nas reacbes de PCR com a
“GoTaq® DNA Polymerase” (“Thermo Scientific”) e os oligonucleotideos A e D, como
descrito anteriormente, com 50 ng de DNA gendmico. Apenas os produtos das
reacoes de PCR que apresentaram fragmento de DNA com banda correspondente
ao tamanho esperado foram selecionados, purificados, diluidos para a concentragéo

de 50 ng e, entdo, sequenciados.
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A reacédo de sequenciamento foi composta por 50 ng do produto de PCR
purificado, 3,0 L de tampéo de sequenciamento, 1,0 yL de “BigDye” v3.1 (“Applied
Biosystems”), 10 pmoles dos oligonucleotideos (A e D, separadamente) e agua
ultrapura estéril, totalizando um volume final de reacédo de 10 yL. O sequenciamento
de cada fragmento de DNA (A-DntrB e A-DntrC) consistiu em uma etapa de
desnaturacao inicial a 96°C por 1 minuto, seguida de 39 ciclos de amplificacéo a
96°C por 15 segundos, 52°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos.

A seguir, adicionaram-se 80 pL de isopropanol 75% em cada tubo de reacéo
e incubaram-se os tubos por 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 3.040 x g por 30 minutos em centrifuga 5810R com rotor para placas
“Swing-bucket rotor” A-4-62-MTP (Eppendorf). Apds a centrifugacdo, descartou-se o
sobrenadante e as amostras foram lavadas duas vezes com 200 uL de etanol 70% e
novamente centrifugadas por 10 minutos a 20°C. O sobrenadante foi descartado e
as amostras foram secas a vacuo. Depois, as amostras foram ressuspendidas em 10
ML de formamida, desnaturadas por 5 minutos a 95°C em termociclador e
submetidas ao sequenciamento no ABI 3730xI “DNA analyzer’” (“Applied

Biosystems”), conforme recomendacdes sugeridas pelo fabricante.

3.1.7 Confirmacéao daidentidade da XccA mutada

Para avaliar se os mutantes AntrB e AntrC eram procedentes da linhagem
XccA 306 e ndo de um contaminante, foram efetuadas reacdes de PCR com os
oligonucleotideos inciadores Xac0l1 (5'-CGC CAT CCC CAC CAC CAC CAC GAC-
3") e Xac02 (5-AAC CGC TCA ATG CCA TCC ACT TCA-3"), especificos para a
Xanthomonas citri subsp. citri (COLETTA-FILHO et al., 2006). As reacdes de PCR
foram compostas por 50 ng de DNA gendmico, 0,2 mM de cada dNTP, 1,0 U de
“GoTag® DNA Polymerase” (“Thermo Scientific”), 1X do tampao da enzima, 0,5 pM
de cada oligonucleotideo iniciador (XacOl e Xac02), 1,5 mM de MyCl2 e agua
ultrapura estéril, totalizando um volume final de reacédo de 20 pL.

O material resultante foi amplificado em termociclador “Veriti® 96-Well
Thermal Cycler” (“AB Applied Biosystems”), com as amostras sendo inicialmente
submetidos a desnaturacéo inicial a 95°C por 1 minuto, seguida por 25 ciclos de

amplificagdo. A cada ciclo, as amostras sofreram em cadeia as etapas de
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desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 65°C por 1 minuto e extensao
a 72°C por 30 segundos. Apdés os ciclos de reagdo, o processo foi encerrado com
uma extenséo final a 72°C por 10 minutos, seguida de resfriamento a 4°C. A reacao
de confirmacéo foi realizada com trés controles negativos e um positivo: 0 DNA da
bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, estirpe B (XauB) e estirpe C

(XauC), &4gua ultrapura estéril e o DNA da bactéria XccA 306, respectivamente.

3.2 Teste de patogenicidade in planta

Para o ensaio de patogenicidade, amostras da bactéria XccA 306 e dos
mutantes AntrB e AntrC foram plaqueadas separadamente em placas de Petri
contendo meio de cultura sélido NA e mantidas a 29°C por 72 horas. Apds esse
periodo, uma massa de células bacterianas foi transferida para 10 mL de meio de
cultura liquido NB e incubada a 29°C sob agitacdo constante de 180 rpm até atingir
uma densidade optica (DOeoonm) entre 0,3 e 0,8, correspondente a fase log de
crescimento bacteriano.

As suspensdes bacterianas de XccA 306 e dos mutantes AntrB e AntrC foram
centrifugadas a 4.000 x g por 15 minutos a 4°C. Em seguida, descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se agua ultrapura estéril aos “pellets bacterianos
resultantes, a fim de ajustar a densidade oOptica (DOsoonm) para 0,3 e a concentracao
dos inéculos foi normalizada para 106 UFC/mL por meio de diluicGes seriadas. Trés
plantas de limdo-cravo (Citrus limonia Osbeck), oriundas do Fundecitrus (Fundo de
Defesa da Citricultura, Araraquara, SP, BR), foram utilizadas para testar cada
mutante. De cada planta, nove folhas jovens completamente expandidas foram
inoculadas pelo método de infiltracdo por pressdo, com auxilio de uma seringa
hipodérmica sem agulha, em dois pontos na parte abaxial das folhas; e outras nove
folhas, inoculadas por perfuragdao do limbo foliar com agulha de 0,45 mm de
diametro em oito pontos da folha. A esquerda da nervura central, foi inoculada a
linhagem selvagem XccA 306, enquanto a direita, inoculado o mutante AntrB ou o
AntrC. Como controle negativo, uma folha de cada planta foi inoculada apenas com
agua ultrapura estéril.

As plantas inoculadas foram mantidas em laboratério de seguranca localizado

nas dependéncias do Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular (LBM) da
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Unesp/FCAV, sob condi¢cdes controladas de temperatura (29°C), fotoperiodo
12h/12h (12 horas de luz seguido de 12 horas de escuro) e umidade (em torno de
80%). Para a avaliacao dos sintomas da doenca, as folhas foram fotografadas aos 3,
7,11, 15, 19, 23, 27 e 30 dias apods a inoculacao (DAI).

3.3 Crescimento bacteriano in vitro

A preparacgdo dos inoculos foi realizada pelo cultivo da bactéria XccA 306 e
dos mutante AntrB e AntrC separadamente em meio de cultura sélido NA a 29°C por
72 horas. ApGs esse periodo, uma massa de células bacterianas foi diluida em 20
mL de meio de cultura liquido NB e incubada por 12 horas a 29°C sob agitacéo
continua de 200 rpm. As suspensfes bacterianas foram ajustadas para densidade
optica (DOeoonm) igual a 0,1 utilizando o espectrofotometro DU-730 (“Beckman
Coulter”). Aliquotas de 1,5 mL das suspensdes foram transferidas em triplicata em
cada pocgo da placa “multiwell” de 24 pogos, a qual foi mantida a 29°C sob agitagao
constante em leitor de microplacas “Biotek Synergy H1” (“BioTek”). A densidade
optica (DOsoonm) dos pocos foi registrada a cada 30 minutos por um periodo de 24
horas para a placa do mutante AntrB e de 30 horas para a placa do AntrC. Apés a
leitura, os dados gerados pelo leitor de microplacas foram utilizados para elaborar as

curvas de crescimento com o programa “Graphpad Prism6”.

3.4 Crescimento bacteriano in planta

Suspensbes bacterianas da XccA 306 e dos mutantes AntrB e AntrC na
concentracdo de 108 UFC/mL foram infiltradas por pressdo em quatro pontos por
folha. Cada isolado foi inoculado em 15 folhas por planta; e, para cada mutante,
utilizadas trés plantas de lim&o-cravo. Para a quantificacdo do crescimento
bacteriano, foram coletados do ponto de inoculagdo quatro discos foliares com 1 cm?
aos 0, 1, 3, 6, 10, 15, 20 e 25 dias apo6s a inoculacdo (DAI). O tecido vegetal foi
macerado em 1 mL de tampdo PBS 1 X (8 gL' de NaCl, 0,20 g L*de KCI, 1,44 g L"
! de Na2HPOg4, 0,24 g L't de KH2POas, pH 7,30); e, quando necessario, foram feitas
diluicbes seriadas. Aliquotas de 50 pL foram plaqueadas em meio solido NA e as

colbnias bacterianas foram contadas depois de 48 horas de incubacéo a 29°C.
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3.5 Crescimento bacteriano em meios minimos com e sem albumina sérica
bovina (BSA)

Para a avaliacdo da capacidade de crescimento em meios minimos de
composi¢do conhecida com e sem albumina sérica bovina (BSA), suspensfes
bacterianas de XccA 306 e dos mutantes AntrB e AntrC foram ajustados para
densidade 6ptica (DOsoonm) igual a 0,5. Entdo, 1 mL desses cultivos foi inoculado em
10 mL dos meios XAM1 (7,4 mM (NH4)2S0O4, 32 mM KH2PO4, 64 mM, K2HPOa4, 1,6
mM citrato de sodio, 10 mM frutose, 10 mM sucralose, 0,03% casaminoacidos e 1
mg mL1 BSA, pH 5,4), XAM1 sem 1 mg mL?* de BSA, XVYM2 (20 mM NaCl, 10 mM
(NH2)2S0O4, 5 mM MgSO4, 1 mM CacClz, 0,16 mM KH2PO4, 0,32 mM K2HPO4, 0,01
mM FeSO4, 10 mM frutose, 10 mM sucralose e 0,03% casaminoacidos, pH 6,7) e
XVM2 com 1 mg mL?' de BSA. Durante todo o experimento, os inéculos foram
mantidos a 29°C sob agitacdo continua de 180 rpm. O crescimento bacteriano foi
monitorando por meio da medicdo da densidade 6tica (DOsoonm) Nnos tempos 0, 1, 3,
6,9, 13, 17, 21, 25, 29, 33 e 37 horas apos a inoculacdo Para isso, a cada tempo de
coleta, 200 pL de cada in6culo foram retirados e a densidade 6tica (DOesoonm) lida em

Espectrofotdmetro 6131 (Eppendorf).

3.6 Formacao de biofilme in vitro

Os ensaios de biofilme foram realizados como descrito por Yan, Hu e Wang
(2012), com modificagBes. Células bacterianas da XccA 306 e dos mutantes AntrB e
AntrC inicialmente crescidas em meio solido NA foram inoculadas separadamente
em 10 mL de meio liquido NB e, incubadas a 29°C por 12 horas. A densidade Optica
(DOsoonm) foi ajustada para 0,3 (108 UFC/mL) e, entdo, 1 mL dessas suspensoes foi
transferido para tubos de ensaio de borosilicato estéreis de 20 mL e mantidos sem
agitacdo em camara umidificada por 72 h a 29°C. As culturas foram descartadas e
os tubos lavados duas vezes com 1 mL de agua da torneira. O biofilme formado nos
tubos foi visualizado por coloragdo com violeta genciana a 0,1% por 30 minutos, e as
células fixadas com o corante foram dissolvidas em 1 mL de solu¢cdo de etanol-
acetona na razéo de 80:20 (v/v) e quantificadas pela medi¢cdo da densidade Otica em

595 nm com a utilizacdo do leitor de microplacas “iMark”™ (“Bio-Rad Laboratories”,
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Inc., EUA). As medi¢Oes quantitativas representaram as médias obtidas de quatro

repeticdes técnicas provenientes de quatro colbnias (repeti¢cdes biologicas).

3.7 Extracao e quantificacdo de goma xantana

A goma xantana da XccA 306 e dos mutantes AntrB e AntrC foi extraida de
acordo com Lo et al. (1997), com modificacbes. Para tal, trés colbnias isoladas
(réplica biologica) de cada bactéria (XccA 306 e mutantes AntrB e AntrC) foram
transferidas separadamente para 10 mL de meio NB contidos em tubos tipo Falcon
de 50 mL. Os in6culos foram incubados a 29°C sob agitacdo constante de 180 rpm
até atingir densidade 6ptica (DOsoonm) igual a 0,3. A seguir, foram transferidos 2,5 mL
de cada inoculo para Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio goma
xantana (25 g L' de glicose, 3 g L de extrato de levedura, 2 g L'* de K2HPO4, 0,1 g
Lt de MgSOQOa4. 7H20, pH 7,0), e mantidos durante 96 horas a 29°C sob agitacdo
constante de 180 rpm. Apds esse periodo, 100 mL de cultura foram centrifugados
em tubos de centrifuga a 10.000 x g a 4°C por 40 minutos. Os “pellets” bacterianos
foram ressuspendidos em 1 mL de H20 bidestilada autoclavada e transferidos para
Beckers de vidro (com peso conhecido), sendo mantidos a 70°C por 24 horas. Por
fim, os Beckers contendo os “pellets” foram pesados.

Os sobrenadantes foram, entéo, transferidos para Beckers de plastico de 500
mL, nos quais foram dissolvidos 4 g de KCI por agitacdo durante 15 minutos e
adicionados 200 mL de isopropanol gelado para a precipitagdo da goma. A goma
formada foi transferida para copos plasticos descartaveis de 50 mL (com pesos
conhecidos), os quais foram mantidos a 37°C por 72 horas e pesados novamente. A
razdo entre o peso da goma e o0 peso da massa de bactérias correspondente
fornece a quantidade de goma produzida pela biomassa de bactéria presente no

meio de cultura.

3.8 Avaliagdo da motilidade bacteriana

Para verificar se as mutacbes dos genes ntrB e ntrC tém algum efeito na
motilidade bacteriana, os mutantes AntrB e AntrC foram testados quanto a

motilidade tipo “swimming” e tipo “swarming”. Os testes de motilidade “swimming” e
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“swarming” foram realizados em meio agar (10 g L* de triptona, 5 g L' de NaCl)
contendo respectivamente 0,3% (p/v) e 0,7% (p/v) de agar, conforme descrito por Li
e Wang (2011b), com modificacbes. As bactérias (XccA 306 e mutantes AntrB e
AntrC) foram crescidas em meio liquido NB por 14 horas; e 2 ul de cada cultura, com
densidade otica (DOsoonm) Normalizada para 0,3, foram usados para inoculagéo, por
meio de gotas, em placas com meio agar contendo 0,3% (p/v) e 0,7% (p/v) de &gar.
Os ensaios foram realizados com trés réplicas biolégicas e trés réplicas técnicas
para a XccA 306 e os mutantes. O crescimento foi analisado apos 72 horas de
incubagédo a 29°C e o diametro das colbnias foi medido com a utilizacdo do
programa ImageJ 1.46f (FERREIRA; RASBAND, 2012).

3.9 PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Visando avaliar a possivel relacdo entre a perda de viruléncia dos mutantes
AntrB e AntrC e a expressao dos genes do sistema de secrecéo tipo 3 (SST3), bem
como verificar se as mutacfes dos genes ntrB e ntrC poderiam afetar o inicio da
cascata reguladora do SST3, analisou-se a expressdo dos genes reguladores hrpG
e hrpX, do gene hrpW e de alguns genes do “cluster” hrp (hpal, hrpE e hrpD6) na
bactéria XccA 306 selvagem e nos mutantes AntrB e AntrC cultivados nos meios
liquidos NB (controle) e XVM2 (indutor de genes de patogenicidade, tratamento),

empregando-se a técnica de PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR).

3.9.1 Obtencao de RNA total bacteriano em meios NB e XVM2

Para obtencdo do material bacteriano, amostras da bactéria XccA 306 e dos
mutantes AntrB e AntrC foram cultivadas separadamente em placas de Petri
contendo meio de cultura sélido NA e mantidas a 29°C por 72 horas. De cada
linhagem bacteriana, trés col6nias isoladas (réplicas bioldgicas) foram transferidas
separadamente para 10 mL tanto do meio NB (controle) como do meio XVM2
(tratamento). As suspencdes bacterianas foram mantidas a 29°C sob agitagcao
constante de 180 rpm até atingir uma densidade 6ptica (DOsoonm) igual a 0,3 (16
horas para o meio NB e 24 horas para o XVM2). De cada suspencao, 1,5 mL foi
coletado e centrifugado a 5.000 x g por 10 minutos a 4°C, obtendo-se uma massa de
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células sedimentada, da qual foi extraido o RNA total com a utilizagdo do “kit
RNeasy Protect Bacteria Mini” (QIAGEN), de acordo com as instrugdes do
fabricante.

A concentracdo das amostras de RNAs foi avaliada por espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000 (“Thermo Fisher Scientific”), e as amostras que apresentaram
relacbes de absorbancia 260/280 e 260/230 dentro dos valores indicados como
ideais foram submetidas a analise de pureza mediante leitura em fluorébmetro Qubit®
2.0 (Invitrogen) e com uso dos “kits Qubit® RNA BR Assay” e “Qubit® DNA HS
Assay” (Invitrogen). A leitura com o “kit Qubit® DNA HS Assay” é para assegurar
gue nao haja contaminacédo das amostras de RNA total com DNA e que este néo
interfira nas reacdes de gRT-PCR. A integridade do RNA total foi verificada pelo
equipamento “Agilent 2100 Bioanalyzer” (“Agilent Technologies”). Valores de RIN
(“RNA Integrity Number”) iguais ou superiores a 7,0 sao considerados satisfatérios.
Somente RNAs com alto grau de pureza e com qualidade foram utilizados para a

sintese da primeira fita de cDNA.

3.9.2 Sintese da primeira fita de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de 1 ug de RNA total
com a utilizacdo do “kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-
PCR” (Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante. Apds a sintese, o cDNA foi
quantificado em espectrofotbmetro “NanoDrop® ND-1000" (“Thermo Scientific’) e

estocado a -80°C para subsequente utilizacao.

3.9.3 Oligonucleotideos utilizados na qRT-PCR

Na Tabela 4, estdo descritas as caracteristicas gerais dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados neste estudo, cujas sequéncias foram obtidas a partir de
pesquisas realizadas por Jacob et al. (2011) e Jacob et al. (2014). Para a analise da
expressao génica diferencial dos genes do SST3 da XccA 306 e dos mutantes AntrB
e AntrC, foram empregados trés genes enddgenos (atpD, rpoB e gyrB), cuja
estabilidade de expresséo foi avaliada com o programa “Expression Suite Software

v1.0.3” (“Applied Biosystems”).



Tabela 4. Caracteristicas gerais dos oligonucleotideos utilizados na PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR).

Locus_tag Locus_tag Amplicon Eficiéncia de

Antigo* NOVOF* Gene Gene ID Produto (Anotacdo NCBI) Primers 5°—3” (bp) amplificagdo
XAC3649  XAC_RS18450  atpD 1157720  Subunidade B da ATP sintase E:: %%gg?ﬁggfg gAGATTATTCG 53 107,5
XAC0965  XAC_RS04940  rpoB 1155036 ﬁglti’nﬂgirizcée B da RNA ;:: ?gﬁ;g%%’&%iﬁgégggfg A\ 103 103,1
XAC0004  XAC_RS00025  gyrB 1154075 g‘iﬂggf""de B da DNA ;:: igggg?ggﬁgézﬂ%% R 67 90,1

. F: ACCGATACGGTCACCCAAGA
XAC0398 XAC_RS02090 hrpD6 1154469  Proteina HrpD6 R: GATCCGCCGCCTTGGT 55 106,0

. F: CGGCAAGCCGATCGTATT
XAC1265 XAC_RS06455 hrpG 1155336  Proteina HrpG R:GAAAAGAGCAGCCAGGCAAT 54 108,3

: ACGAGGCCCAGAAGTCCAT

XAC0397 XAC_RS02085 hrpE 1154468  Proteina HrpE ;: CCACGTTGAAGTCCAGATCATTT 66 101,0
XAC0416 XAC_RS02180 hpal 1154487  Proteina Hpal ;:: ?‘?éf‘l?(? EGGC?Ai?Z?g%AéC';I'—(rST ATTG 57 90,5
XAC1266 XAC_RS06460 hrpXct 1155337  Proteina HrpX ;:: ?gggﬁ%@i%?ﬁ%gﬁ%g&CACCAAT 63 91,2
XAC2922 XAC_RS14835  hrpW 1156993  Proteina HrpW ;:: ?ggg?ﬁr%i%Agg'?GAgﬁg?CTT 58 97,6

“F: sequéncia do oligonucleotideo direto (“Forward”); R: sequéncia do oligonucleotideo reverso (“Reverse”).
**Locus_tag antigo: antigos identificadores aplicados a cada gene em um genoma.
***| ocus_tag novo: novos identificadores aplicados a cada gene em um genoma.

8¢
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3.9.4 Titulagdo dos oligonucleotideos iniciadores

Para determinar as concentracdes ideais dos oligonucleotideos iniciadores a
serem empregadas nas reacdes de qRT-PCR, efetuou-se a titulacdo desses. Para
tanto, foram testadas concentracdes préximas as sugeridas em “Real-time PCR
Handbook” (LIFETIME..., 2017). Para cada par de oligonucleotideos (direto e
reverso), foram testadas nove concentracdes (Tabela 5), resultantes da combinacao
de trés concentracfes de oligonucleotideos diretos com trés de reversos (100 nM,
300 nM e 600 nM).

Tabela 5. Concentracdes de oligonucleotideos iniciadores diretos e reversos
empregadas nas titulacdes.

Oligonucleotideo direto (nM)

Concentracdes

100 300 600
_ , 100 100/100 100/300 100/600
Oligonucleotideo 300 300/100 300/300 300/600
reverso (nM)
600 600/100 600/300 600/600

As reacdes de titulacdo foram montadas em placas “multiwell” de 96 pocos e
compostas por 6,25 yL de Power SYBR® Green Master Mix” (“Applied Biosystems”),
1,25 pL de iniciador direto, 1,25 uL de iniciador reverso, 2 uL do “pool” de todas as
amostras de cDNA (100 ng) e agua ultrapura estéril, totalizando um volume final de
12,5 pL. Como controle negativo, realizou-se reacdo semelhante, porém substituindo
o cDNA por agua ultrapura estéril. Todas as reacdo foram realizadas no
termociclador “7500 Real-time PCR System” (“Applied Biosystems”), no qual as
amostras foram submetidas a um ciclo de amplificacdo inicial de 50°C por 2 minutos
e 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Os resultados gerados foram analisados com o programa “7500 software v
2.0.6” (“Applied Biosystems”).

3.9.5 Curva padréo para determinacao da concentracdo de cDNA ideal

Apoés a determinacdo da concentracdo de oligonucleotideos iniciadores mais

apropriado para o experimento, construiu-se uma curva padrédo para cada gene alvo
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e enddgeno para verificar a eficiéncia de amplificacdo das reacdes e indicar a
melhor concentracdo de cDNA a ser empregada nas reagdes de quantificagcdo da
expressao génica subsequentes.

As reacdes de amplificacdo da curva padréo foram realizadas como descrito
anteriormente no item 3.9.4, porém com as concentragdes de oligonucleotideos
diretos e reversos ideais determinadas na etapa de titulacdo (300/300). Para a
composi¢ao dos pontos na curva padrdo, foi constituido um “pool” de toda as
amostras de cDNA e, em seguida, foram usadas sete concentracdes desse “pool” de
cDNA diluidas em série na proporcdo de 1:2 (80 ng, 40 ng, 20 ng, 10 ng, 5 ng, 2,5
ng e 1,25 ng). Os resultados de todas as curvas padrdo foram analisados com o
programa “7500 Real-time PCR System” (“Applied Biosystems”). A eficiéncia de
amplificacdo da reacdo de gRT-PCR foi calculada para cada um dos genes (Tabela
4). As reacdes cujas retas apresentaram valores de coeficiente de correlacdo (R?)
igual ou maior do que 0,99 e inclinacdo entre -3,58 e -3,10, que corresponde
respectivamente a eficiéncia de reacdo (EFF%) entre 90% e 110%, foram
consideradas adequadas (LIFETIME..., 2017). A concentracdo de cDNA selecionada
para ser utilizada nos ensaios de quantificacdo da expresséo relativa dos genes foi
de 40 ng.

3.9.6 Quantificacao relativa da expressao dos genes

A quantificacdo da expressao relativa dos genes da XccA 306 e dos mutantes
AntrB e AntrC foi realizada empregando-se o método do CT Comparativo (AACT). O
principal fundamento desse método é o chamado “threshold cycle” (CT) ou limiar do
ciclo, que representa o ciclo de PCR em que o sinal fluorescente do corante
sinalizador da reacéo cruza uma linha arbitraria denominada “threshold” ou limiar. O
valor numérico do CT é inversamente proporcional a quantidade de “amplicon” da
reagdo, isto é, quanto menor for o CT, maior serd a quantidade de “amplicon” e,
consequentemente, maior a expressao do gene em questao (SCHMITTGEN; LIVAK,
2008).

Nas reacOes de quantificacdo relativa, foi utilizada uma placa de 96 pocos
para cada um dos nove genes (trés genes enddgenos e seis genes alvos), contendo

todas as amostras bacterianas (XccA 306 selvagem e mutantes AntrB e AntrC)
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cultivadas em meios NB e XVM2, com trés réplicas biologicas e trés técnicas, além
do controle negativo (dgua ultrapura estéril). As reacdes de quantificacao
consistiram em Power SYBR® Green Master Mix 1X, 40 ng de cDNA e 300 nM para
todos os iniciadores diretos e reversos, sendo realizadas nas mesmas condi¢cdes de
amplificagéo descritas no item 3.9.4. Por fim, para verificar a especificidade das
reacoes de qRT-PCR, realizou-se a curva de dissociacdo para cada reagdo. Os
resultados gerados foram analisados com o programa “7500 Real-time PCR System”

(“Applied Biosystems”).

3.10 Analises estatisticas dos dados

Os dados de formacdo de biofilme, de produgdo de goma xantana, de
motilidade bacteriana e de expressdo relativa dos genes foram submetidos a
analises estatisticas, em delineamento inteiramente casualizado, empregando-se 0
programa ASSISTAT, e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

3.11 Modelagem molecular das proteinas NtrC e HrpG

O servidor “online” I-TASSER (“Iterative Threading Assembly Refinement”)
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) foi empregado para gerar as
estruturas tridimensionais das proteinas NtrC e HrpG. O I-TASSER é uma
plataforma integrada para a predicdo automatizada de estrutura e funcéo da proteina
com base no paradigma de sequéncia-estrutura-funcdo (ROY; KUCUKURAL;
ZHANG, 2010). Partindo de uma sequéncia de aminoéacidos (aa), o I-TASSER
primeiro gera modelos atdbmicos tridimensionais (3D) a partir de alinhamentos de
fragmentos multiplos e simula¢cdes de montagem estrutural iterativa. Foi realizada a
modelagem das regides receptoras das proteinas NtrC (10-122 aa) e HrpG (8-122
aa), por ser nessas regides que sao estabelecidas as interacOes proteina-proteina
com a regido citoplasmatica da proteina histidina quinase, durante o processo de
fosforilacdo no TCS. As estruturas tridimensionais do PDB (Protein Data Bank)
utilizadas como molde para modelar NtrC e HrpG foram respectivamente 5EPO e
4QPJ. Estas proteinas foram selecionadas de acordo com o ranking estabelecido
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pelo I-TASSER. A qualidade estéreo-quimica dos modelos gerados foi avaliada pela
andlise dos graficos de Ramachadran com a utilizacdo do servidor RAMPAGE
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). Os modelos tridimensionais
gerados para as proteinas NtrC e HrpG foram utilizados para a realizacdo do
alinhamento tridimensional entre as regifes receptoras dessas proteinas. A
visualizacdo gréfica de todas as estruturas tridimensionais preditas foi realizada por
meio do programa PyMOL (“PyMOL Molecular Graphics System”, versao 1.2r3pre,
Schrédinger, LLC).
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4 RESULTADOS

4.1 Mutacao sitio-dirigida por PCR para obtencdo dos mutantes AntrB e AntrC

Por meio da técnica de mutacdo sitio-dirigida por PCR, foram obtidos
mutantes dos genes ntrB (XAC_RS01085) e ntrC (XAC_RS01090) da XccA 306.
Esses genes codificam, respectivamente, as proteinas histidina quinase (NtrB) e
regulador de resposta (NtrC), pertencentes a um sistema de dois componentes, que
atuam no sistema regulador de nitrogénio (NTR). Na Figura 10, observam-se 0s
fragmentos de DNA obtidos dos produtos resultantes das rea¢6es de PCR primarias
(AB e CD) e PCR de ligacao (AD) para a obtencéao dos mutantes AntrB e AntrC.

A B

M AB CD AD M AB CD AD
pb

pb 2000 '
' 1500 -

2000 '
- 1000

1000 = 500

750 — . -

500 p— 250
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Figura 10. Géis de eletroforese em agarose (1%) dos produtos resultantes das
reagfes de PCR primarias (AB e CD) e PCR de ligacdo (AD) para obtencdo dos
mutantes AntrB (A) e AntrC (B). M: marcador “GeneRuler™ 1kb DNA Ladder”
(Fermentas). AB: Fragmento AB (788 pb), CD: Fragmento CD (855 pb) e AD:
Fragmento AD (1.643 pb) (A). AB: Fragmento AB (677 pb), CD: Fragmento CD (787
pb) e AD: Fragmento AD (1.446 pb) (B).



44

Todos os fragmentos apresentaram os tamanhos previstos de 788 pb e 677
pb (PCR A-B), 855 pb e 787 pb (PCR C-D) e 1.643 pb e 1.446 pb (PCR A-D),
respectivamente para os mutantes AntrB e AntrC.

Os produtos resultantes das reacdes de PCR com os DNAs gendmicos da
XccA 306 (controle positivo) e das colonias provenientes dos mutantes AntrB e
AntrC, com os oligonucleotideos A e D, estdo ilustrados nas Figuras 11A e 11B. Ja
os produtos das reacbes de PCR com os oligonucleotideo Xac0l e Xac02,
especificos para Xanthomonas citri subsp. citri, e os DNAs de XauB e XauC
(Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii), controles negativos, sdo observados na
Figura 11C. A amplificagdo das col6nias mutadas com os oligonucleotideos A e D,
apos a delecao dos genes, produziu fragmentos com tamanho esperado de 1.643 pb
para o mutante AntrB (Figura 11A); porém, apenas as colonias 5, 6 e 7 do mutante
AntrC geraram fragmentos com 1.446 pb (Figura 11B).

Os produtos da amplificacdo da XccA 306 apresentaram fragmentos de 2.686
pb (Figura 11A) e de 2.884 pb (Figura 11B), correspondentes a regido sem a
delecdo dos genes. Por sua vez, as colonias provenientes dos mutantes AntrB e
AntrC, quando testadas com os oligonucleotideos XacOl e Xac02, geraram
fragmentos com o tamanho previsto e igual ao do fragmento da XccA 306 (581 pb),
enquanto nenhum produto de amplificacdo foi obtido para XauB e XauC (Figura
11C).
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Figura 11. Geis de eletroforese em agarose (1%) dos produtos resultantes das
reacbes de PCR com os oligonucleotideos A e D e os DNAs genémicos da XccA
306 (controle positivo) e das colbnias provenientes dos mutantes AntrB (A) e AntrC
(B), e com os oligonucleotideos Xac0l1l e Xac02 (especificos para Xanthomonas citri
subsp. citri) e os DNAs de XauB e XauC (Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii,
controles negativos (C). M: Marcador “GeneRuler™ 1kb DNA Ladder” (Fermentas);
C*: XccA 306; 1 a 7: colonias de AntrB mutadas (A). M: Marcador “GeneRuler™ 1kb
DNA Ladder” (Fermentas); C*: XccA 306; 1, 2, 3, 4, 8 e 9: colbnias de AntrC ndo
mutadas; 5, 6 e 7: colénias mutadas (B). C*: XccA 306; 1: XauB; 2: XauC; 3: Mutante
AntrB; 4: Mutante AntrC (C).

4.2 Teste de patogenicidade e curvas de crescimento in planta e in vitro

Conforme o teste de patogenicidade, os mutantes AntrB e AntrC, quando
inoculados em plantas de limao-cravo (Citrus limonia Osbeck), apresentaram
reducdo da capacidade de produzir sintomas do cancro citrico em comparagdo a

cepa selvagem XccA 306 (Figuras 12 e 14). As diferencas foram mais notaveis no
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30° dia apds a inoculacao (DAI), quando a XccA 306 apresentou maior capacidade
de causar encharcamento, hiperplasia e necrose do tecido vegetal, além de maior
expansao a partir do ponto de inoculacéo. Esses resultados foram corroborados pela
andlise das curvas de crescimento in planta (Figuras 13A e 15A), que revelaram que
a delecdo dos genes ntrB e ntrC reduziu a multiplicacdo da populacdo de bactérias
em folhas de lim&o-cravo a partir do 3° DAI em diante. Tais resultados indicam que a
delegé@o dos genes ntrB e ntrC afetou de forma indireta a viruléncia da XccA 306

durante o processo de desenvolvimento do cancro citrico.
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Figura 12.Teste de patogenicidade da XccA 306 e do mutante AntrB, inoculados em
folhas de lim&o-cravo (Citrus limonia Osbeck) na concentracédo de 10 UFC/mI, com
sintomas avaliados aos 7, 15 e 30 dias ap6s a inoculacédo (DAI). Parte superior da
figura, inoculacdo pelo método de infiltracdo por presséo e parte inferior da figura,
inoculagéo pelo método de perfuracdo do limbo foliar.

Por sua vez, a velocidade e o padrao de crescimento do mutante AntrB foram
semelhantes ao da XccA 306 em meio de cultura liguido NB, ou seja, com
crescimento lento nas primeiras 4 a 5 horas (fase lag), seguido de crescimento
exponencial (fase log) e estabilizacdo da curva apos cerca de 12 horas (fase
estacionéaria) (Figura 13B). Entretanto, embora tenha apresentado curva de
crescimento similar ao da XccA 306, o mutante AntrC teve um crescimento
relativamente reduzido (densidade oOptica [DOsoonm]) €em comparagcdo ao da XccA
306, principalmente a partir das 102 hora, voltando a apresentar densidade Optica
(DOsoonm) semelhante a da XccA 306 no tempo de 27 a 28 horas (Figura 15B).
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Figura 13. Curva de crescimento in planta da XccA 306 e do mutante AntrB, em
folhas de limdo-cravo (Citrus limonia Osbeck), a 0, 1, 3, 6, 10, 15, 20 e 25 DAI,
gerada com base na contagem de colbnias (A). Curva de crescimento in vitro da
XccA 306 e do mutante AntrB em meio liquido NB, elaborada a partir dos valores da
leitura da densidade 6ptica (DOsoonm) por um periodo de 24 horas (B).
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Infiltragao
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Figura 14.Teste de patogenicidade da XccA 306 e do mutante AntrC, inoculados em
folhas de limao-cravo (Citrus limonia Osbeck) na concentracédo de 10° UFC/mI, com
sintomas avaliados aos 7, 15 e 30 dias ap0s a inoculagéo (DAI). Parte superior da
figura, inoculacdo pelo método de infiltracdo por pressao e parte inferior da figura,
inoculacdo pelo método de perfuracdo do limbo foliar.
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Figura 15. Curva de crescimento in planta da XccA 306 e do mutante AntrC, em
folhas de lim&do-cravo (Citrus limonia Osbeck), a 0, 1, 3, 6, 10, 15, 20 e 25 DAI,
gerada com base na contagem de colbnias (A). Curva de crescimento in vitro da
XccA 306 e do mutante AntrC em meio liquido NB, elaborada a partir dos valores da
leitura da densidade 6ptica (DOsoonm) por um periodo de 30 horas (B).

Os resultados das curvas de crescimento in vitro demostraram que a auséncia
do gene ntrB ndo alterou a viabilidade da bactéria. No entanto, a mutagcdo do gene

ntrC afetou o “fitness” bacteriano da XccA 306 em meio de cultura liquido NB.

4.3 Crescimento bacteriano em meios minimos com e sem albumina sérica

bovina (BSA)

Verifica-se que tanto a XccA 306 quanto o mutante AntrB cresceram melhor
em meios contendo albumina sérica bovina (BSA) como fonte de nitrogénio (Figuras
16A e D); além disso, foi possivel notar diferenca de comportamento entre o
crescimento bacteriano “in vitro” da XccA 306 e o dos mutantes em resposta a

disponibilidade de nitrogénio nos meios de cultura (Figuras 16A, B, C e D).
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Figura 16. Crescimento bacteriano in vitro da XccA 306 e dos mutantes AntrB e
AntrC nos meios minimos, com e sem albumina sérica bovina (BSA), XAM1 (A),
XAML1 - BSA (B), XVYM2 (C) e XVM2 + BSA (D). Para a elaboracéo das curvas, foram
utilizados os dados de medi¢éo da DOeoonm No periodo de 37 horas.

Embora o mutante AntrB tenha apresentado tendéncia de crescimento
semelhante ao da XccA, o crescimento dele foi, de um modo geral, sempre inferior
ao desta em todas as condicdes de cultivo, alcancando maior crescimento no meio
XAML1 (Figura 16A). Por sua vez, o mutante AntrC ndo conseguiu crescer bem nos
meios minimos testados, desenvolvendo-se um pouco melhor apenas no meio
XVM2 com BSA (Figura 16D).

Estes resultados sugerem que o fato de o mutante AntrC ter tido o pior
crescimento em todos meios testados possa estar relacionado com o papel do gene
ntrC como ativador transcricional de genes envolvidos no metabolismo do nitrogénio
e na assimilacdo de aménia (JONSSON; NORDLUND, 2007), bem como, no caso
da deficiéncia de crescimento desse mutante ter sido mais acentuada no meio XAM1
do que no XVM2 com BSA, que a presenca ou auséncia de algum componente no

meio XAM1 possa ter prejudicado o seu desenvolvimento.
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4.4 Formacao de biofilme e producéo de goma xantana in vitro

Na Figura 17, pode-se observar um aumento significativo (p < 0,05) na
formacao de biofilme in vitro pelo mutante AntrC, que foi duas vezes maior do que a
XccA 306 e a do mutante AntrB. O mutante AntrB, por sua vez, ndo apresentou
diferenga significativa (p > 0,05) na formacgdo de biofilme em relacdo a XccA 306,
porém diferiu em relacdo ao mutante AntrC (p < 0,05).

Formacao de biofilme in vifro

p— [ ]
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Comprimento de onda a S95nm
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(w]

XccA AntrB AntrC

Figura 17. Quantificacdo da formacao de biofilme in vitro pela XccA 306 e pelos
mutantes AntrB e AntrC por meio da leitura da densidade 6tica (DOsosnm). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Aléem da quantificagcdo da formacdo de biofilme in vitro, foi também
quantificada a producdo de goma xantana. Na Figura 18A, verifica-se que a
guantidade de goma xantana por massa de bactéria produzida pelo mutante AntrC
foi cinco vezes maior do que a produzida pela XccA 306 e trés vezes e meia maior

do que a produzida pelo mutante AntrB (p < 0,05). J& o mutante AntrB né&o
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apresentou diferenca significativa (p > 0,05) na producdo de goma xantana por
massa de bactéria em relacdo a XccA 306.
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Figura 18. Producdo de goma xantana por massa de bactéria (mg goma/mg
bacteriana) pela XccA 306 e pelos mutantes AntrB e AntrC (A). Concentracdo de
biomassa e goma (mg/ml) na XccA 306 e nos mutantes AntrB e AntrC (B). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

No entanto, apesar de a XccA 306 e o mutante AntrB terem produzido

guantidades de biomassa total significativamente maior (p < 0,05) em relagédo ao



54

mutante AntrC (Figura 18B), este produziu, em comparacdo a XccA e ao mutante
AntrB, respectivamente trés e duas vezes mais quantidade absoluta de goma (p <
0,05). Estes resultados indicam que o gene ntrC pode estar envolvido,
indiretamente, na regulacdo da formacdo de biofime e da producdo de goma

Xantana.

4.5 Motilidade bacteriana tipo “swimming” e tipo “swarming”

Como se pode observar na Figura 19, ndo houve diferengas significativas
entre as meédias dos valores do diametro das colbnias referentes as motilidades
“swimming” e “swarming” da XccA 306 e as dos mutantes AntrB e AntrC pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados demonstram que a mutacdo desses genes pode nado ter
afetado o mecanismo de motilidade dependente de flagelo (motilidades “swimming”
e “swarming) da XccA 306, o que sugere que ntrB e ntrC provavelmente ndo estejam

relacionados com os genes flagelares dessa bactéria.
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Figura 19. Teste de motilidade tipo “swimming” (A) e tipo “swarming” (B) realizado
pela medicdo dos didmetros das colonias da XccA 306 e dos mutantes AntrB e
AntrC. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.6 Expressao relativa dos genes do sistema de secrecéo tipo 3 (SST3)

Com base na analise da expresséo relativa dos genes hpal, hrpG, hrpX,
hrpE, hrpW e hrpD6, que fazem parte do sistema de secrecgdo tipo 3 (SST3),
constatou-se gue a expressao de todos genes avaliados foi significativamente maior
(p < 0,05) no mutante AntrC em comparacgao a XccA 306 e ao mutante AntrB (Figura
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20). Esses resultados sugerem que o gene ntrC também possa estar envolvido na
regulacéo da expressao dos genes do SST3.
No entanto, o nivel de expressdo desses mesmos genes no mutante AntrB

ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05) em relacdo a XccA 306 (Figura 20).
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Figura 20. Expressao relativa dos genes hpal, hrpG, hrpX, hrpE, hrpW e hrpD6, que
fazem parte do sistema de secrecao tipo 3 (SST3). Os valores do eixo Y (logz)
indicam a expressdo dos genes pela XccA e pelos mutantes AntrB e AntrC,
cultivados em meio liquido XVM2, em relagdo a XccA cultivada em meio liquido NB
(controle). Médias seguidas pela mesma letra, para cada gene, nao diferem
significativamente pelo de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.7 Modelagem molecular das proteinas NtrC e HrpG

Para verificar o grau de similaridade entre as proteinas NtrC e HrpG da XccA
306 e investigar se a regulacdo do SST3 envolve uma possivel fosforilagdo do
regulador desse sistema (HrpG) mediada pela histidina quinase (NtrB), foi realizada
a modelagem molecular das proteinas NtrC e HrpG.

Os modelos das estruturas moleculares obtidos para cada uma das proteinas
analisadas encontram-se na Figura 21A. Com base na avaliacdo da qualidade

estereoquimica desses modelos realizada por meio da analise do diagrama de
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Ramachandran com a utilizacéo do programa RAMPAGE
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), verificou-se que 84,7% e
88,5% dos residuos de aminoacidos (aa) estédo localizados em regides favoraveis
para NtrC e HrpG, respectivamente.

Esses resultados demonstram que os modelos estabelecidos para essas duas
proteinas apresentaram valores de porcentagem de residuos em regifes favoraveis
um pouco abaixo do considerado satisfatorio (> 90%) para um modelo de interacéao
proteina-proteina de boa qualidade.

Na Figura 21B, pode-se observar o alinhamento tridimensional dos modelos
de NtrC e HrpG com valor de “Root Mean Square Deviation” (RMSD) igual a 0,535
A. Esse valor indica que as regides receptoras dessas proteinas apresentam
semelhanca estrutural, ja que quanto mais proximo de zero for o valor de RMDS,
maior sera a semelhanca entre as estruturas das proteinas (MAIOROV; CRIPPEN,
1994). Portanto, os resultados sugerem que a fosforilagdo do regulador de resposta
(HrpG) pela histidina quinase (NtrB) possivelmente possa ocorrer, visto que o valor
de RMSD obtido (0,535 A) indica que ha similaridade entre as regides receptoras

dos reguladores de resposta NtrC e HrpG.
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Figura 21. Modelagem molecular das proteinas NtrC e HrpG da XccA 306. Regides
modeladas em NtrC (regido receptora: 10-122 aa) e HrpG (regido receptora: 8-122
aa) que estdo envolvidas no processo de fosforilacdo e valores de porcentagem de
residuos em regides favoraveis iguais a 84,7% e 88,5%, respectivamente, para as
proteinas NtrC e HrpG (A). Alinhamento tridimensional entre NtrC e HrpG com valor
de “Root Mean Square Deviation” (RMSD) igual a 0,535 A (B). D = dominio; P =
fésforo; e HTH = dominio hélice-volta-hélice.
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5 DISCUSSAO

As proteinas histidina quinase (NtrB) e regulador de resposta (NtrC) comp&em
um sistema de dois componentes (TCS), que atua no sistema regulador de
nitrogénio (NTR), e s&o codificadas, respectivamente, pelos genes ntrB e ntrC
(MERRICK; EDWARDS, 1995; ZHANG; POHLMANN; ROBERTS, 2005; LIU et al.,
2017). NtrB e NtrC de XccA sédo homologas as proteinas NtrB e NtrC de Escherichia
coli, com 35% e 52% de identidade de sequéncia, respectivamente (ANDRADE et
al., 2006). A NtrB contém os dominios Per-ARNT-Sim (PAS) e histidina quinase (HK)
(ANDRADE et al.,, 2006); jA a NtrC apresenta trés dominios funcionais
caracteristicos: o dominio receptor (Rec) N-terminal, o dominio de interacdo central
0°* ou dominio AAA* e o dominio de ligacdo ao DNA C-terminal ou dominio hélice-
volta-hélice (HTH) (PANDEY et al., 2016).

No presente estudo, o efeito dos genes ntrB e ntrC na viruléncia da XccA 306
foi demostrado por meio dos mutantes AntrB e AntrC; pois, quando inoculados em
folhas de lim&o-cravo (Citrus limonia Osbeck), causaram redugcéo na sintomatologia
do cancro citrico e diminuicdo da populacdo bacteriana no espaco intercelular do
tecido foliar da planta (Figuras 12, 13A, 14 e 15A). Resultados semelhantes também
foram observados, em XccA 306, para outros sistemas de dois componentes, como
ColR/ColS (YAN; WANG, 2011), RpfC/RpfG (GUO et al., 2012), EXsSF/ExsG
(COSTA, 2015) e PhoR/PhoB (RODAS MENDOZA, 2016).

Em pesquisas anteriores com outros genes também envolvidos no
metabolismo do nitrogénio, tais como: gltB, gltD e gInB, foram obtidos resultados
similares (YAN; WANG, 2011; PANDEY et al., 2014, SONG et al., 2015). Os genes
gltB e gltD codificam as subunidades a e 3 de glutamato sintetase, respectivamente;
enquanto o gene gInB codifica a proteina trimérica PIl, que atua na modulagdo da
atividade dos genes ntrB/ntrC em resposta aos niveis de nitrogénio no interior das
células (YAN; WANG, 2011; PANDEY et al., 2014, SONG et al., 2015).

Em adicdo, os resultados das curvas de crescimento e do teste de
patogenicidade indicam que o gene ntrB desempenhe indiretamente papel na
multiplicagdo e na viruléncia da XccA 306 em lim&o-cravo, visto que a auséncia

desse gene ndo alterou a viabilidade da bactéria in vitro (Figura 13B). No entanto, a
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mutacdo do gene ntrC afetou o “fitness” bacteriano da XccA 306 em meio de cultura
definido e in planta (Figura 15), o que pode ter comprometido o desenvolvimento da
bactéria e, consequentemente, a sua viruléncia, com reducdo da capacidade de
multiplicacéo celular e de producédo dos sintomas da doenca. Isto porque, na sua
forma ativa (fosforilada), a NtrC é responsavel pela regulacdo de genes envolvidos
na assimilacdo de amoénia e no metabolismo do nitrogénio (ZHANG et al., 1995;
JONSSON; NORDLUND, 2007), bem como pela regulacdo de promotores
dependentes de o°* (RpoN) (LIU et al.,, 2017) e de redes metabdlicas centrais
(FRANCK et al., 2015).

Quando submetido ao crescimento nos meios minimos de composicao
conhecida XAM1 e XVM2, com e sem a adicdo de albumina sérica bovina (BSA), o
mutante AntrC teve o pior desempenho de crescimento em ambos os meios quando
comparado a XccA 306 e ao do mutante AntrB; essa deficiéncia de crescimento foi
mais acentuada no meio XAM1 (Figuras 16A e B), sugerindo que a presenca ou
auséncia de algum componente nesse meio possa ter prejudicado o seu
desenvolvimento. Isto porque 0os meios minimos simulam as condi¢cdes do apoplasto
das células vegetais, um ambiente nutricionalmente limitado, em que a bactéria é
estressada ndo sO pela limitacdo de nutrientes, mas também pelos agentes de
defesa da planta (RICO; JONES; PRESTON, 2009; SENA-VELEZ et al., 2015).
Outra explicacéo para isso seria que a mutacdo do gene ntrC tenha afetado o
desempenho do mutante AntrC, uma vez que o ntrC atua como ativador
transcricional de genes envolvidos na assimilagdo de amoénia e no metabolismo do
nitrogénio (JONSSON; NORDLUND, 2007), como, por exemplo, o gene gInA, que
codifica a glutamina sintetase (GInA) (ZHANG et al., 1995), enzima chave para a
assimilacdo da amoénia durante o processo de formacdo de glutamina a partir dos
compostos glutamato e amoénia (REITZER, 2003).

Por sua vez, a tendéncia de crescimento semelhante ao da XccA 306 em
todas as condicOes testadas apresentada pelo mutante AntrB (Figuras 16A, B, C e
D) pode ser devida ao fato de que, mesmo com a inativagdo da histidina-quinase
(NtrB), a ativacdo do regulador de resposta NtrC por fosforilacdo possa continuar

acontecendo pelo processo “cross-talk” por outra histidina-quinase, como ocorre em
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outras bactérias (YAMAMOTO et al.; 2005; DREPPER et al., 2006; LAUB,;
GOULIAN, 2007).

A formacdo de biofilme € um processo importante em patdégenos bacterianos
e necessaria para a obtencdo de maxima viruléncia na XccA, pois desempenha um
papel fundamental nas interacdes com o hospedeiro (ZIMARO et al.,, 2014,
GRANATO et al., 2016; ARTIER et al., 2018). Os biofilmes microbianos geralmente
sao definidos como conglomerados de células imobilizadas em uma matriz de
polimero organico de origem microbiana, constituida principalmente por
polissacarideos extracelulares (EPS), além de proteinas, lipidios e acidos nucleicos
(RIGANO et al., 2007). As Xanthomonas spp. produzem um EPS caracteristico: a
goma xantana, que da a aparéncia mucoide as coldnias bacterianas. Curiosamente,
0s genes envolvidos na sintese de goma xantana na XccA séo dispensaveis para o
crescimento bacteriano e a formacgéo de sintomas do cancro em Citrus sinensis, mas
contribuem para a viruléncia bacteriana em Citrus limon (BUTTNER; BONAS, 2010),
sugerindo que a contribuicdo desse EPS para a viruléncia possa depender da planta
hospedeira e das condi¢cdes ambientais (DUNGER et al., 2007; RIGANO et al., 2007;
BUTTNER; BONAS, 2010).

Neste estudo, foi possivel observar uma maior capacidade de formacdo de
biofiilme e de producdo de goma xantana in vitro pelo mutante AntrC quando
comparado com a XccA 306 (Figuras 17 e 18). Porém, ndo houve alteracdo na
formacao de biofilme e na produgédo de goma xantana in vitro com a mutacao no
gene ntrB em relacdo a XccA 306. A maior quantidade de goma xantana produzida
pode estar relacionada com o aumento da formacado de biofilme in vitro, visto que a
xantana € requerida para a formacao de biofilme, além de ter papel importante em
varias etapas desse processo em XccA (RIGANO et al., 2007). Esses resultados
indicam que o gene ntrC pode estar envolvido na regulacdo da formagé&o de biofilme
e da producdo de goma xantana e/ou que a auséncia desse gene ocasione um
desequilibrio celular na XccA 306.

O envolvimento do regulador NtrC na producdo de EPS e na formacao de
biofilme foi investigado em Vibrio vulnificus (KIM et al., 2007; KIM et al., 2009). Kim
et al. (2007) sugeriram que a NtrC atua como um regulador chave na formacédo de

biofilme, modulando a biossintese de lipopolissacarideos (LPS) e EPS por meio do
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controle da expressdo do gene que codifica uma ADP-glicero-mano-heptose-6-
epimerase. Kim et al. (2009) demonstraram que os EPS regulados por NtrC sé&o
cruciais na formacéo de biofilme e que alguns componentes de EPS desempenham
papéis importantes na interacdo com hospedeiros. Recentemente em XccA 306,
YARYURA et al., 2015 relataram que a NtrC juntamente com as proteinas XbmR
(XAC3733/XAC_RS18865) e XAC0226/XAC_RS01180 pertencem a familia NtrC de
ativadores transcricionais. Familia essa que esta envolvida na regulacao de diversos
processos fisioloégicos, como metabolismo do nitrogénio, producdo de EPS,
formacéo de biofilme e motilidade, em vérias bactérias (YARYURA et al., 2015;
PANDEY et al., 2016).

O aumento da producédo de goma xantana e da formacgéao de biofilme também
foi relatado em pesquisas realizadas com outros genes em XccA 306 (ANDRADE,
2006; GRANATO, 2016). Andrade (2006) verificou que a mutacdo do gene cmfA
(XAC_RS01725), responsavel pela codificacdo da proteina CMF que desempenha
papel relevante no pocesso “quorum-sensing”, promoveu maior producdo de goma
xantana e alteracdo na patogenicidade, com reducéo de hiperplasia, em plantas de
laranja-doce e limdo-cravo. Granato (2016) relatou que a mutacdo do gene
XAC0292 (XAC_RS01525), que codifica uma proteina hipotética, resultou em maior
producdo de goma xantana, formacao de biofilme in vitro e reducéo do crescimento
bacteriano e, consequentemente, no desenvolvimento de sintomas mais lento em
relacdo a estirpe selvagem, em plantas de laranja-doce.

O consideravel aumento de producdo de goma xantana resultante da
mutacdo do gene ntrC, constatado no presente estudo, pode vir a ser de grande
importancia biotecnoldgica, caso a mutacdo desse gene tenha efeito semelhante em
Xanthomonas campestris, que é a bactéria utilizada comercialmente para a
producdo de goma xantana.

Para muitas bactérias, a motilidade é considerada um fator importante para a
formacao de biofilmes (MALAMUD et al., 2013). Entretanto, a mutacdo dos genes
ntrB e ntrC ndo promoveu mudanc¢a na motilidade dependente de flagelo (motilidade
“swimming” e “swarming”) dos mutantes AntrB e AntrC em comparagdo a da XccA
(Figura 19). Resultado que indica que a mutacao desses genes pode néo ter afetado

a capacidade de motilidade dependente de flagelo da XccA 306 e que,



63

consequentemente, ntrB e ntrC ndo estejam envolvidos com os genes flagelares
dessa bactéria. Fato que também foi verificado por Granato (2016) em relacdo a
motilidade tipo “swimming” com a mutacédo do gene XAC0292.

Por meio dos resultados obtidos para os mutantes AntrB e AntrC, demonstra-
se que a producdo de goma xantana néao interferiu nas motilidades “swimming” e
“swarming” da XccA 306. Esses resultados s&o corroborados pelos obtidos por
Malamud et al. (2011) que, investigando o efeito da mutacdo do gene gumB
(XAC_RS13165) envolvido com a sintese de EPS, constataram que o mutante gumB
apresentou motilidade “swimming” semelhante a da XccA selvagem, indicando que a
xantana provalvemente nao tenha papel nesse tipo de motilidade. Dunger et al.
(2007) sugeriram ainda que a xantana ndo desempenhe um papel essencial no
cancro citrico nos estagios iniciais da infec¢ao ou nas interacdes incompativeis entre
a XccA e as plantas ndo hospedeiras; mas facilite a manutencédo das bactérias na
planta hospedeira, possivelmente melhorando a eficiéncia da colonizagéo de tecidos
distantes.

As bactérias patogénicas utilizam o sistema de secrecéo tipo 3 (SST3) para
injetar fatores de viruléncia (efetores) diretamente nas células hospedeiras e, assim,
influenciar as atividades dessas células a seu favor, promovendo a proliferacédo
bacteriana e o desenvolvimento da doenca (BUTTNER; BONAS, 2010; HAUSNER
et al., 2017). A expressao dos genes hrpG e hrpX reguladores do SST3, do gene
hrpW e de alguns do “cluster” hrp (hpal, hrpE e hrpD6) avaliados foi maior no
mutante AntrC do que na XccA 306 e no mutante AntrB (Figura 20). Esse resultado
sugere que, assim como o gene ntrC poderia regular os mecanismos de formacéo
de biofilme e producédo de goma xantana, ele possa também atuar na regulacéo da
expressdo de genes do SST3 e/ou que a auséncia desse gene ocasione um
desequilibrio celular na XccA 306, resultando na alteracdo desses mecanismos. No
entanto, o nivel de expressao desses mesmos genes (hpal, hrpG, hrpX, hrpE, hrpW
e hrpD6) no mutante AntrB nao apresentou diferenca significativa (p > 0,05) em
relacdo a XccA 306.

Para verificar o grau de similaridade entre as proteinas NtrC e HrpG da XccA
306 e investigar se a regulacdo do SST3 envolve a possivel fosforilacdo do

regulador desse sistema (HrpG) mediada pela HK NtrB, foi realizada a modelagem
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molecular das proteinas NtrC e HrpG (Figura 21). Os resultados obtidos a partir da
modelagem molecular dessas proteinas demonstraram a existéncia de semelhanca
estrutural entre os reguladores de resposta NtrC e HrpG, reforcando a hipétese de
que a fosforilacdo de HrpG por NtrB possa ocorrer, conforme € ilustrado em
esquema proposto e apresentado na Figura 22.

Porém, outras hipoteses levantadas (LEE et al., 2008; YOSHIMOCHI et al.,
2009; RODAS MENDOZA, 2016) propdem que a ativacdo de HrpG também possa
ocorrer por multiplas vias e sinais ambientais, ainda a serem esclarecidos e
testados. RODAS MENDOZA (2016), estudando o sistema de dois componentes
PhoR/PhoB em XccA 306, demonstrou, a partir dos resultados de gqRT-PCR e
modelagem molecular, que ha semelhanca estrutural entre as regides receptoras de
PhoB e HrpG, assim como ocorre uma possivel modulacdo da expressao de hrpX
via ativacdo de hrpG regulada pelo sistema de dois componentes PhoR/PhoB.

Estudos de interacdo proteina-proteina com o regulador de reposta HrpG
também foram realizados. Alegria (2004), por exemplo, com intuito de identificar
interacOes proteina-proteina envolvidas em processos de patogenicidade na XccA,
por meio da utilizacdo de sistema de duplo-hibrido de levedura, mostrou novas
interacdes proteina-proteina, como a interacao entre HrpG e as proteinas hipotéticas
XAC0095 e XAC1568; bem como a interacdo entre esse regulador de resposta e
uma possivel proteina sensora histidina XAC3683.

Os resultados obtidos neste estudo contribuem para o avanco do
conhecimento sobre o papel dos genes ntrB e ntrC no desenvolvimento do cancro
citrico A e na viruléncia da XccA 306 em limdo-cravo, bem como na formacado de
biofilme, na producdo de goma xantana, na motilidade bacteriana e na regulacédo da
expressao de importantes genes de viruléncia. Contudo, sdo necessarios estudos
adicionais para elucidar os mecanismos envolvidos na regulacdo da formacéao de
biofiilme e da producdo de goma xantana por esses genes e para comprovar a

ocorréncia da fosforilagdo de HrpG via NtrB por meio de experimentos in vitro.
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Figura 22. Esquema representativo da fosforilagdo do HrpG pela histidina quinase
(HK NtrB) que atua no sistema regulador do nitrogénio (NTR). Em baixas
concentracfes de nitrogénio extracelular (N), a NtrB fosforila os reguladores de
resposta NtrC e HrpG, ativando-os. NtrC fosforilado promove a expressao de genes
envolvidos no metabolismo de N; enquanto HrpG, na forma ativa, induz a transcricdo
de hrpX, que ativa a expressdo de um grande conjunto de genes de viruléncia. Esse
conjunto de genes codifica 0 SST3 e os efetores do SST3 (eSST3). Em presenca de
altas concentracdes de N extracelular, a NtrB estimula a desfosforilagdo de NtrC e
HrpG, inativando-0s, o que reprime a expressdo de genes envolvidos no
metabolismo de N e de genes do SST3. MI = membrana interna; ME = membrana
externa; e P = fésforo. Setas de dupla ponta indicam interacao entre as proteinas.
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6 CONCLUSOES

O gene ntrB e ntrC desempenham papel na multiplicacdo e na capacidade de
producéo dos sintomas da bactéria XccA 306 durante o desenvolvimento do cancro

citrico A em lim&o-cravo (Citrus limonia Osbeck).

O crescimento do mutante AntrC € comprometido nos meios minimos devido
a auséncia do gene ntrC que atua como ativador transcricional de genes envolvidos

na assimilagdo de amonia e no metabolismo do nitrogénio.

O gene ntrC pode atuar na regulacdo dos mecanismos de formacgao de
biofilme, producédo de goma xantana e expressao de genes do sistema de secrecao
tipo 3 (SST3) e/ou a auséncia desse gene pode ocasionar um desequilibrio celular
na XccA 306, o que resulta na alteragcdo desses mecanismos. Enquanto, NtrB pode
apresentar papel na regulacdo de genes do SST3 por meio da fosforilacdo de HrpG.
Além disso, ntrB e ntrC podem n&o estar envolvidos no mecanismo de motilidade

dependente de flagelo da XccA 306.
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