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Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € a bactéria responsavel pelo cancro
citrico no Brasil e em todo o mundo. Esta doencga provoca lesdes salientes nas folhas,
frutos e ramos e, conseqlientemente, a queda dos frutos, folhas e da producédo de
culturas de citros. Tendo em vista os prejuizos econémicos causados por Xac em
culturas de citros, a conclusdo do sequenciamento do seu genoma representou uma
contribuicdo em potencial para a agricultura de varios paises, entre eles o Brasil, pois
possibilitard um grande avango no conhecimento do microrganismo e das interacoes
moleculares com o hospedeiro.

Como consequiéncia da participagdo do nosso laboratério no sequenciamento e
anotacdo do genoma da bactéria Xac, estudos funcionais com esta bactéria foram
iniciados. Iniciamos os estudos de caracterizacdo dos genes potencialmente envolvidos
na resisténcia a cobre (copA, copB e cutC) em Xac, uma vez que a aplicacdo de
compostos a base de cobre ainda constitui o principal recurso para o controle da
doenca no campo.

O presente trabalho teve como principal objetivo realizar estudos funcionais na
bactéria Xac, estudando o possivel envolvimento dos genes copA, copB e cutC no
mecanismo de resisténcia a cobre nesta bactéria. Estes estudos funcionais
envolveram: analise da expressao dos genes durante o crescimento na presenca de
cobre por Northern e Western blots e por eletroforese bi-dimensional, produgéo e
purificacdo das proteinas recombinantes e produgéo de anticorpos, inativagdo de um
dos genes (copA) para avaliar a participacao da proteina CopA no mecanismo de
resisténcia a cobre e analise da interagdo das proteinas de resisténcia a cobre com
outras proteinas de Xac através do ensaio de duplo hibrido de leveduras.

Através da analise por Northern foi possivel verificar que os genes copA e copB
estdo organizados em um operon e sua transcrigéo foi induzida na presencga de cobre,
sendo especifica deste metal. A presencga do transcrito do gene cutC nao foi detectada
em células crescidas na auséncia e na presenca de cobre. Os experimentos de
expressao protéica confirmaram os resultados obtidos por Northern blot, onde foram
detectados baixos niveis das proteinas CopA e CopB antes da adigdo de cobre e niveis
aumentados apds exposicdo das células ao cobre. Através de eletroforese
bidimensional, algumas proteinas foram diferencialmente expressas nas células de Xac
crescidas na presenca do metal. A identificagdo dessas proteinas sera feita por

espectrometria de massas.
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As proteinas CopA, CopB e CutC foram produzidas na forma recombinante e
estudos preliminares de caracterizagdo estrutural através de dicroismo circular (CD)
foram realizados.

Para avaliarmos o papel da proteina CopA no mecanismo de resisténcia a cobre,
uma linhagem da bactéria contendo o gene inativado pela inser¢do de um transposon
foi construida. Células desta linhagem n&o foram capazes de crescer in vitro na
presenca de cobre mesmo em concentragdes de cobre muito baixas. A capacidade das
células desta linhagem de induzir os sintomas tipicos do cancro citrico foi avaliada em
folhas de limdo cravo e laranja. Os resultados obtidos mostraram que a linhagem
mutante infecta a planta, mas os sintomas sao mais retardados na presenca do metal,
quando comparada a linhagem selvagem. O crescimento das células mutantes na
auséncia e presenca de cobre in planta indicou maior sensibilidade ao cobre pelas
células mutantes. Na tentativa de verificar se as proteinas CopA, CopB e CutC
interagem com outras proteinas de Xac, um ensaio de duplo hibrido de leveduras foi
realizado. Através deste ensaio, algumas proteinas foram identificadas, as quais

necessitam de estudos de caracterizagédo adicionais.
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Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) is the causal agent of the citrus canker,
a serious disease that affects the most commercial citrus cultivars causing serious
economic impacts. Symptoms include canker lesions, leading to abscission of fruit and
leaves and general tree decline. By sequencing the genome of this bacterium (ONSA
Network, FAPESP, Brazil), a better knowledge of this microorganism and its molecular
interactions with the host might be elucidated.

After sequencing the genome of Xac, genes encoding proteins related to copper
resistance (copA, copB, cutC) were identified and the involvement of the proteins in the
copper resistance mechanism in Xac has been investigated. Copper compounds have
been used to control plant bacterial diseases and the effectiveness of the process has
been reduced by the appearance of copper resistant bacterial strains. For this, we
analyzed the gene expression during growth in the presence of copper by Northern and
Western blots, 2D-electrophoresis, production and purification of the CopA, CopB, and
CutC recombinant proteins, inactivation of the copA gene to evaluate the participation of
CopA protein in the copper resistance mechanism, and protein-protein interactions
assays by the yeast two-hybrid assay.

Northern blot analysis showed that the copA, and copB genes was organized in
an operon, and that gene transcription was induced in the presence of copper and was
specific to copper. The presence of cutC transcript wasn’t detected in cells growing
neither in the absence nor in the presence of copper. Protein expression experiments
confirmed the gene transcription results; the levels of CopA and CopB proteins were
very low before copper addition, and the proteins were strongly induced in the presence
of copper. Some proteins were differentially expressed in cells grown in the presence of
copper, as analyzed by 2D-electrophoresis. These proteins will be identified by mass
spectrometry. The CopA, CopB, and CutC recombinant proteins were produced and
preliminary structural assays by circular dichroism (CD) were performed.

In order to evaluate the role of CopA protein in the copper resistance mechanism,
a strain carrying the inactivated gene by transposon insertion was constructed. Cells
from this strain weren’t able to grow in the presence of copper in vitro even at low
copper concentrations. The ability of this strain to induce the typical canker symptoms
was evaluated on lemon or orange leaves. Results showed that the mutant strain infects
the plant, but the lesions formation was retarded in the presence of copper. The mutant
strain showed more sensitivity to copper than the wild type strain during growth in

planta. In order to verify whether the CopA, CopB, and CutC proteins interact with other
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proteins of Xac, a yeast two-hybrid assay was performed. By this assay, some proteins

were identified, which need further characterizations.

15



Lista de Abreviaturas

2D-PAGE, eletroforese bi-dimensional em gel de poliacrilamida contendo SDS
3-AT, 3-aminotriazol

BCIP, 5-bromo-4-cloro-3-indolil fostato

BSA, soroalbumina bovina

CD, dicroismo circular

C-terminal, regido carboxi-terminal da proteina
D.O., densidade optica

DEPC, dietil pirocarbonato

DNA, acido desoxirobonucléico

dNTPs, desoxiribonucleosideos 5'-trifosfatados (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
DTT, ditiotreitol

EDTA, acido etilenodiaminotetracético

GST, glutationa S-transferase

IPTG, isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo
kb, kilobase

kDa, kilodalton

M, molar

mg, miligramas

mL, mililitros

mM, milimolar

MOPS, acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
NBT, “nitro blue tetrasolium”

nm, nandmetros

N-terminal, regido amino terminal da proteina
ORF, “Open Reading Frame”

pb, pares de bases

PBS, salina tamponada com fosfato

PCR, “Polimerase Chain Reaction”

PM, peso molecular

PMSF, fluoreto de fenilmetilsulfonil

rDNA, DNA que codifica o RNA ribossémico
RNA, &cido ribonucléico

RNAse, ribonuclease pancreatica A

rpm, rotagdes por minuto

rRNA, RNA ribossémico

16



SDS, dodecilsulfato de sédio

SDS-PAGE, eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

TAE, tampao Tris-acetato-EDTA

TEMED, tetrametiletilenodiamina

Tris, hidroximetilaminometano

X-Gal, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactopiranosideo

AcopA, linhagem de Xanthomonas axonopodis pv. citri contendo o gene copA inativado
€, coeficiente de extingdo molar

pFa, micro Faraday

Mg, microgramas

ML, microlitros

17



Sumario

Introdugao
. Xanthomonas axonopodis pv. citri e agao fitopatogénica
Il. Mecanismos de resisténcia a cobre nos diferentes organismos

lll. Genes relacionados a resisténcia a cobre em Xac

Objetivos

Materiais e Métodos
l. Linhagens de Xac e manutengéao
Il. Amplificagao dos genes copA, copB e cutC
lll. Avaliagdao do crescimento e analise da expressao dos genes e das proteinas
na presenga de cobre
lI1.1. Influéncia da concentragao de cobre no crescimento de Xac
111.2. Analise da expressao génica por RT-PCR e por Northern blot
lll.2.1. Extragdo e analise de RNA total
lll.2.2. Ensaio de RT-PCR
1ll.2.3. Ensaio de Northern blot
lll.2.4. Preparo e purificagdo das sondas radioativas
11.3. Analise da expressao protéica por Western blot
1ll.3.1. Extragdo das proteinas totais de Xac
1ll.3.2. Ensaio de Western blot
lll.4. Analise das proteinas diferencialmente expressas por eletroforese
bidimensional (2D-PAGE)
11l.4.1. Extragdo e preparagao das proteinas totais
lll.4.2. Ensaio de 2D-PAGE
IV. Produgao das proteinas CopA, CopB e CutC recombinantes em E. coli
IV.1. Subclonagem dos genes e produgao das proteinas
IV.2. Purificagao das proteinas recombinantes
IV.2.1. Proteinas fusionadas a GST
IV.2.2. Proteinas fusionadas a cauda de poli-His
IV.3. Andlise das proteinas recombinantes por dicroismo circular e

fluorescéncia

22
22
25
40

43

45
45
45
46

47
47
48
48
50
51
51
51
51
52

52
53
53
53
55
55
56
56

18



IV.4. Produgao de anticorpos em coelhos
IV.4.1. Imunizagao de coelhos
IV.4.2. Analise da producao por Western blot
V. Inativagao do gene copA
V.1. Subclonagem do gene copA no vetor pUC18
V.2. Inativagao in vitro do gene
V.3. Preparo e transformagéo de células de Xac
V.4. Extragao e analise do DNA genémico de Xac
V.4.1. Analise por PCR
V.4.2. Analise por Southern blot
V.4.3. Analise por sequenciamento de DNA
V.5. Avaliagdo do crescimento in vitro das células mutantes na presencga
de cobre
V.6. Avaliagao das células mutantes in vivo
V.7. Avaliagao do crescimento in vivo
VI. Andlise da interagcao das proteinas CopA, CopB e CutC com proteinas de Xac
através do ensaio de duplo hibrido de leveduras
VIL.1. Subclonagem dos genes copA, copB e cutC no vetor pOBD2
VI1.2. Preparo e transformacgédo de células competentes de Saccharomyces
cerevisiae
VI.3. Teste de auto-ativagdo do gene reporter HIS com as iscas
VL.4. Transformacao da linhagem de levedura com a biblioteca de Xac e
selegao dos clones
VL.5. Analise dos clones e selegao das presas
VII. Preparo e transformacéo de células competentes de E.coli
VII. 1. Método Cloreto de Calcio
VII. 2. Eletroporagao
VIII. Extracao e analise de DNA plasmidial

IX. Outros métodos moleculares

Resultados

Parte I. Amplificagdo dos genes copA, copB e cutC. Seqiiéncias polipeptidicas
das proteinas

Parte Il. Avaliagao do crescimento e analise da expressao dos genes e das
proteinas na presenc¢a de cobre
I1.1. Influéncia da concentragao de cobre no crescimento de Xac

1I.2. Analise da expressao génica por RT-PCR

57
57
58
58
58
59
61
61
62
63
63
63

65
66
66

67
67

69
70

72
73
73
74
74
75

78
78

85

85
85

19



11.3. Analise da expressao génica por Northern blot 87

11.4. Analise da expressao protéica por Western blot 920

I1.5. Analise das proteinas diferencialmente expressas por eletroforese 92
bidimensional (2D-PAGE)

Parte lll. Organizagao genoémica dos genes copA, copB e cutC 99

Parte IV - Produgao e purificagao das proteinas CopA, CopB e CutC 106

recombinantes em E. coli. Analises estruturais das proteinas

recombinantes. Produgao de anticorpos

IV.1. Subclonagem dos genes e produgao das proteinas CopA, CopB e 106
CutC
IV.2. Purificagao das proteinas 108
IV.3. Analise das proteinas por dicroismo circular e fluorescéncia 110
IV.4. Analise da produgéao de anticorpos por Western blot 113
Parte V. Inativagdo do gene copA com transposon 118
V.1. Subclonagem do gene copA no vetor pUC18 e inativagao in vitro do 118
gene
V.2. Obtengdo de uma linhagem AcopA e analise do DNA genémico das 118

células mutantes

V.3. Avaliagao do crescimento in vitro das células mutantes na presenga 122
de cobre
V.4. Avaliagao das células mutantes in vivo 125
V.5. Avaliagao do crescimento in vivo 126
VI. Analise da interagao das proteinas CopA, CopB e CutC com proteinas de Xac 132

através do ensaio de duplo hibrido de leveduras

VI.1. Subclonagem dos genes copA, copB e cutC no vetor pOBD2 132
VI.2. Teste de auto-ativacdo do gene repérter HIS com as iscas 132
VIL.3. Analise dos clones e selegado das presas 132
Discussao 137
Referéncias 148

20



Introducdo

21



I. Xanthomonas axonopodis pv. citri e agao fitopatogénica

Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € uma bactéria gram-negativa, possui
morfologia de bastonete reto com 1,5 a 2,0 micrometros de comprimento e 0,5 a 0,7
micrometros de largura, flagelada, respiragdo aerdbica e ndo exigente nutricionalmente
(GALLI, 1980). Esta bactéria é cosmopolita, o aspecto da colénia € mucdide de cor
amarela, devido a produgcdo do pigmento xanthomonadina e a produgdo de
exopolissacarideos ou goma xantana. A Figura 1 mostra uma microscopia eletrénica de
varredura desta bactéria.

A Xac é a bactéria causadora do cancro citrico, uma doenga que ataca as
culturas de citros no Brasil e em todo 0 mundo, causando sérios prejuizos econémicos.
Esta bactéria, bem como outras espécies do género, tém sido objeto de crescente
interesse devido a sua acéo fitopatogénica em culturas economicamente importantes.
Tendo em vista os prejuizos econdmicos causados pela bactéria em culturas de citros,
a conclusdo do sequenciamento do seu genoma (da SILVA et al., 2002) representa
uma contribuicdo em potencial para a agricultura de varios paises, pois possibilita um
grande avanco no conhecimento do microrganismo e das interacbes moleculares com
0 hospedeiro. Estes conhecimentos s&o indispensaveis para o desenvolvimento de
produtos e/ou métodos que possam controlar o cancro citrico.

O cancro citrico parece ter origem no sul da Asia ou india entre os anos de 1827
e 1844 (FAWCETT and JENKINS, 1933). O primeiro relato da ocorréncia da doenga na
Flérida foi em 1913, onde se acredita que o fitopatégeno foi introduzido no local pela
importacdo de arvores contaminadas (Poncirus ftrifoliata) do Jap&o, em 1910
(DOPSON, 1964). No Brasil, a Xac foi introduzida, em 1957, na regido de Presidente
Prudente, S.P. (FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA, 2006). Recentemente,
diferentes formas do fitopatdgeno foram encontradas na Arabia Saudita (VERNIERE et
al.,, 1998) e Ira (KHODAKARAMIAN and SWINGS, 2002). O cancro citrico € uma
doencga que ataca todas as variedades e espécies de citros, desde as mais resistentes,
como a poncan e mexerica do rio, por exemplo, até as mais susceptiveis, como limao
siciliano e limao galego (FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA, 2006).

A bactéria pode sobreviver fora do hospedeiro, mas uma vez em contato com
estdbmatos, poros de agua ou lesdes no tecido da planta, ela ganha acesso e coloniza o
mesofilo da planta, causando o cancro citrico (GOTTWALD and GRAHAM, 2000). Ao

contrario de Xanthomonas campestris pv. campestris, a qual também teve seu genoma
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Figura 1 — Microscopia eletrénica de varredura de Xac. Cortesia do Prof. Dr. E. W. Kitajima,
NAP/MEPA — ESALQ/USP.
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seqlienciado (da SILVA et al., 2002) e infecta as plantas sistemicamente, a infec¢édo de
Xac é local, com alta proliferacdo celular e subseqiientes necroses, sem mover-se
sistemicamente pela planta. Portanto, a Xac nao € um patégeno sistémico, causando
lesdes claramente delimitadas em folhas, frutos e ramos, nos quais ha uma alta
concentragéo do patdgeno. Nas folhas, o primeiro sintoma visivel do cancro citrico € o
aparecimento de pequenas lesdes salientes, que surgem nos dois lados das folhas,
sem deforma-las. As lesdes aparecem na cor amarela e logo se tornam marrons. Nos
frutos, a doenga se manifesta pelo surgimento de pequenas manchas amarelas, com
um ponto marrom no centro, que aos poucos vao crescendo e podem ocupar grande
parte da casca do fruto, levando ao rompimento desta. Nos ramos, as les6es também
sdo salientes, na forma de crostas de cor parda. Num estagio mais avancado da
doenca, ha a queda dos frutos e folhas e, conseqlientemente, da produgdo (FUNDO
DE DEFESA DA CITRICULTURA, 2006).

Esta bactéria se alastra de forma muito facil, e um dos maiores agentes dessa
disseminacdo é o homem, por meio do transito indiscriminado de pessoas pelos
pomares, materiais de colheita, veiculos, mudas e outros materiais citricos
contaminados. Em folhas, ramos e frutos jovens, os quais sdo mais facilmente
contaminados pela doencga, a bactéria coloniza a planta através de aberturas naturais,
como estdmatos. Para que a bactéria penetre em folhas, frutos e ramos mais velhos e
provoque os sintomas da doencga, é preciso haver ferimentos, causados normalmente
por material de colheita (escadas, por exemplo) ou veiculos. Outros agentes
disseminadores da doenca s&o: a natureza, onde a bactéria pode ser levada pelo vento
associado com chuvas, caracterizando uma disseminacgéo de curta distancia, ou seja,
dentro do proprio pomar, ou mesmo de médias a longas distancias, entre pomares e
propriedades vizinhas; as mudas contaminadas também contribuem para disseminar o
cancro citrico, levando a bactéria de uma propriedade para outra, ou para regides
distantes até entao livres da doenca. A larva minadora de citros, Phyllocnistis citrella,
também é um agente disseminador do cancro, uma vez que forma galerias nas folhas,
as quais facilitam a penetragédo e o desenvolvimento da bactéria na planta (FUNDO DE
DEFESA DA CITRICULTURA, 2006).

Como ndo existe um controle quimico eficaz para a doenga, a medida
atualmente tomada para eliminar o cancro citrico € a erradicagcdo de plantas
contaminadas. Para isso, se em uma area cultivada houver mais de 0,5% de arvores

contaminadas, toda ela dever ser erradicada. Se o numero de plantas contaminadas for
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menor ou igual a 0,5%, sdo eliminadas a(s) planta(s) foco e as que estdo num raio de
30 metros. Esta é uma lei estadual cuja execucdo, na pratica, esta a cargo da
Fundecitrus (FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA, 2006). Dados da Fundecitrus
demonstraram que, somente em 2005, 456 plantas em areas comerciais estavam
contaminadas pelo cancro citrico na zona rural e 174.484 plantas foram erradicadas
devido a ocorréncia desta doenca (FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA, 2005).

Il. Mecanismos de resisténcia a cobre nos diferentes organismos

O cobre, em baixas concentracdes, € um elemento essencial para ambos os
organismos procariotos e eucariotos, sendo constituinte de muitas metaloenzimas
envolvidas no processo de 6xido-redugéo nas células. Em altas concentracdes, ou livre
na célula, o cobre é toxico, gerando radicais livres, os quais causam danos ao DNA e
membranas lipidicas e, também, pode alterar sitios ativos de enzimas. Devido a este
efeito toxico do metal, tanto os organismos eucariotos como os procariotos tém
desenvolvido sistemas de detoxificacdo para manter a homeostase de cobre e, assim,
se protegerem das altas concentragdes deste metal e assegurar os niveis nutricionais
de cobre necessarios a sua sobrevivéncia.

O processo de detoxificagdo de cobre em eucariotos tem sido bem
caracterizado, a levedura Saccharomyces cerevisiae é um exemplo entre estes
organismos. Estudos de captura de cobre nesta levedura mostraram que o metal é
reduzido de Cu(ll) a Cu(l) por metaloredutases localizadas na superficie celular, antes
de serem transportados para dentro da célula (HASSETT and KOSMAN, 1995). A
homeostase de cobre em leveduras é mantida, em parte, pela expressédo de genes
regulados por cobre envolvidos com a captura e seqiestro de Cu(l). Em baixas
concentragdes de cobre, uma familia de genes, cujos produtos estdo envolvidos com a
captura celular de ions cobre, é transcrita. Dois desses genes codificam proteinas de
membrana citoplasmatica de alta afinidade por cobre, Ctr1 e Ctr3 (DANCIS et al.,
1994). Um terceiro gene codifica a metaloredutase Fre1, a qual mobiliza ions cobre de
complexos carregando o ion metalico oxidado (GEORGATSOU et al., 1997). A
transcricdo desses genes é uma resposta celular a niveis inadequados de cobre
intracelular. Em células repletas de cobre, a expressdo de CTR1, CTR3 e FRE1 é

inibida (DANCIS et al., 1994), portanto, prevenindo o acumulo de cobre em condi¢des
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de alta exposicdo, mas a captura de cobre ainda pode ocorrer pelos transportadores de
baixa afinidade, como Ctr2, Fet4 e Smf1 (LIU et al., 1997).

A proteina Ctr1 possui 406 aminoacidos, € altamente glicosilada e carrega oito
seqiiéncias repetidas, caracteristicas de regibes de ligagdo a metal (MX;MXM) no
dominio N-terminal extracelular (DANCIS et al., 1994). Essas regides sao repetidas
duas vezes nas provaveis proteinas transportadoras de cobre em humanos (hCtr1) e
camundongos (MmCtr1) e cinco vezes na proteina Ctr4 de Schizosaccharomyces pombe
(LABBE and THIELE, 1999). A proteina Ctr3 ndo possui esta regido, mas tem varios
residuos de cisteina ao longo da proteina (11 Cys de um total de 241 aminoacidos) em
seus provaveis dominios transmembranas. Desde que os residuos de metionina e
cisteina sdo potenciais sitios de ligacdo a cobre (KOCH et al., 1997), esses residuos
sao importantes para a captura deste metal.

Resumidamente, em células de levedura deficientes em cobre, as proteinas Ctr1
e Ctr3 ligam Cu(l), ap6s redugao na superficie celular e transportam o metal através da
membrana citoplasmatica. Apo6s isso, o0 cobre é distribuido a compartimentos
secretorios, mitocéndria e enzimas citosoélicas por proteinas chaperonas especificas de
cobre: Atx1/Atxo1, Cox17 e Ccs (PUFAHL et al., 1997). A metalochaperona Atx1 media
a entrega de cobre a proteinas localizadas na via secretdria como Fet3, uma multicobre
oxidase essencial na captura de ions ferro. A proteina Ccs é uma chaperona especifica
responsavel pela entrega de cobre a Sod1, uma superoxido dismutase de cobre e zinco
(CULOTTA et al., 1997) e a proteina Cox17 direciona cobre a mitocondria, onde o
metal sera utilizado pelo citocromo ¢ (GLERUM et al., 1996). Ja em células repletas de
cobre a transcricdo dos genes que codificam os transportadores de alta afinidade por
este metal, é inibida (DANCIS et al., 1994). A expressdo dos genes que codificam
proteinas de alta afinidade é mediada por um fator de transcricdo sensivel a cobre
Mac1, o qual funciona como um ativador transcricional em células deficientes em
cobre, mas é inibido em células repletas do metal, uma vez que sua atividade de
ligacao ao DNA e de ativacado da transcrigcdo sao reprimidas (SERPE et al., 1999). Além
dos genes discutidos anteriormente, um conjunto diferente de genes ¢é
transcricionalmente ativado em altas concentracdes de cobre, as quais codificam
proteinas metalotioneinas (MT): CUP1 e CRS5.

Nos organismos procariotos o0 mecanismo de resisténcia a cobre também & bem
conhecido, principalmente nas bactérias patogénicas. Nestes organismos, a resisténcia

a metais pesados pode ocorrer por diferentes mecanismos, dependendo do organismo
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e pode ser resultante da agéo, independente ou nao, de genes localizados em
plasmideos ou no DNA cromossOdmico. Alguns fatores determinam como é a resisténcia
em um microrganismo: o tipo e o0 niumero de mecanismos de captura do metal, o papel
que cada metal desempenha no metabolismo normal e a presenca de genes
localizados em plasmideos, cromossomos ou transposons que controlam a resisténcia
a metais (SILVER and JI, 1994). Os possiveis mecanismos de resisténcia incluem:
sequestro fisico, exclusédo e/ou efluxo e detoxificagdo (SUMMERS and SILVER, 1978).
Com base nos sistemas atualmente conhecidos, sabe-se que genes relacionados com
o metabolismo normal de cobre em bactérias usualmente se localizam no cromossomo,
enquanto genes de resisténcia ao metal se concentram em plasmideos. Entretanto, a
resisténcia a cobre determinada por genes cromossomais (ou nao claramente ligados a
DNA plasmidial) foi encontrada em bactérias Gram-negativas mutantes (BROWN et al.,
1992). Os mecanismos de resisténcia a metal encontrados em plasmideos sé&o,
geralmente, de efluxo, uma vez que eles podem ser rapidamente mobilizados em
resposta a uma concentragdo toxica de metal (SILVER and WALDERHAUG, 1992).

A homeostase de cobre em Escherichia coli, uma bactéria patogénica, onde o
mecanismo €& amplamente conhecido, é feita por um processo multiplo que ndo apenas
regula a captura e efluxo, mas também o seqiestro periplasmatico de cobre, de modo
a manter constante o nivel do metal na célula. Os genes participantes neste processo
s&o regulados diferentemente de acordo com a demanda de metal no meio (RENSING
and GRASS, 2003).

Estudos recentes nesta bactéria identificaram dois sistemas cromossomais
envolvidos na resisténcia e tolerdncia a cobre, os quais catalisam a remoc¢ido do
excesso de cobre da célula. O sistema cue (para Cu_efllux) consiste de uma proteina
metaloregulatoria responsiva a cobre, CueR, a qual regula a expresséo de dois genes,
copA e cueO (OUTTEN et al., 2000). A proteina CopA é uma ATPase tipo P de efluxo
de cobre com significante homologia aos transportadores de cobre eucaribéticos em
leveduras e humanos (RENSING et al., 2000) e a proteina CueO é uma provavel
oxidase que apresenta similaridade a uma grande familia de multicobre oxidases,
incluindo ascorbato oxidase, ferroxidases Fet3 de levedura e ceruloplasmina de
mamiferos (OUTTEN et al., 2000). Grass and Rensing (2001) demonstraram que a
proteina CueO é uma multicobre oxidase periplasmatica, a qual protege enzimas
periplasmaticas, como fosfatase alcalina, da agéo tdéxica do cobre, ligando 4 4tomos de

cobre por molécula. Neste sistema a resisténcia e o transporte de cobre foram
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relacionados com ATPases do tipo P, sendo que essas enzimas constituem uma
familia de bombas transportadoras de cations, localizadas na membrana, com
significativa conservagdo de seqliéncia, encontradas tanto em procariotos como em
eucariotos (SILVER et al., 1993). A ATPase tipo P de translocacdo de Cu® em E. coli
(CopA) tem 834 residuos de aminoacidos e mostra inducao por quantidades elevadas
de cobre do meio. Ao analisar a regido regulatoria do gene copA de E. coli, Outten et
al. (2000) encontraram elementos caracteristicos de promotores controlados por
proteinas metaloregulatérias da familia MerR.

Um outro sistema de resisténcia cromossomal a cobre encontrado em E. coli,
onde os genes estdo organizados em um operon, foi descrito por Lee et al. (1990). Os
autores isolaram mutantes de E. coli alterados no transporte de cobre, identificando
dois sistemas de captacdo deste metal, designados CutA e CutB (copper uptake and
transport). Também foram descritas, por esses mesmos autores, duas proteinas de
transporte e estocagem intracelular de cobre, CutE e CutF, provavelmente,
responsaveis por proteger a célula bacteriana da toxicidade do Cu (), o qual é
produzido pela reducdo do Cu (ll) citoplasmatico. O gene cutE codifica para uma
proteina de 512 aminoacidos, com uma provavel regiao de ligagdo a cobre (ROGERS
et al., 1991). Os genes cutC e cutD, os quais estio relacionados com o efluxo de cobre,
codificam proteinas, provavelmente, ATPases de efluxo do metal. CutC é uma proteina
citosdlica de 248 residuos de aminoacidos e a construgdo de uma linhagem deletada
neste gene mostrou sensibilidade a altas concentragées de cobre (GUPTA et al., 1995).
O operon cut é regulado pelo gene cutR (BROWN et al., 1992). Os produtos do operon
cut interagem com o sistema de resisténcia plasmidial a cobre, (descrito a seguir) para
regular a homeostase do metal na célula (LEE et al., 1990). Portanto, resisténcia a
cobre em E. coli € um sistema complexo, composto de proteinas codificadas por genes
plasmidiais desempenhando fungbes acopladas a proteinas codificadas por genes
cromossomais (COOKSEY, 1993).

Um sistema independente de efluxo de cobre e também localizado no
cromossomo de E. coli, o sistema cus (para Cu-sensing) foi descrito por Munson et al.
(2000). Este sistema é formado pelo operon cusCFBA e é regulado por um sistema de
transdugdo de sinal de dois componentes formado pelos genes cusR e cusS. A
proteina CusS é uma histidina quinase localizada na membrana citoplasmatica, age
como um sensor da presenca de ions cobre no periplasma e CusR age como um

regulador da resposta ativando a transcricao dos genes cusCFBA. Assim, CusRS ativa
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a expressao do operon cusCFBA em resposta a concentragbes elevadas de cobre. A
proteina CusC possui 457 residuos de aminoacidos e é uma proteina de membrana
externa formadora de canais com homologia a TolC, uma proteina de resposta a
stresse (KORONAKIS et al., 2000). A proteina CusB possui 407 residuos de
aminoacidos e pertence a familia das proteinas de fusdo a membrana, as quais sao
tipicamente ancoradas na membrana interna com um longo dominio periplasmatico
(ZGURSKAYA and NIKAIDO, 1999) e a proteina CusA, de 1047 residuos de
aminoacidos, € a proteina central do sistema cus, responsavel pelo transporte de
cobre. Esta proteina é parte da familia RND (resistance nodulation cell division), as
quais sao transportadores secundarios, exportando numerosos substratos variando de
metais pesados até proteinas (SAIER et al., 1999). Juntas estas trés proteinas formam
um complexo de transporte que atravessa ambas as membranas e o espaco
periplasmatico. A proteina CusF foi recentemente caracterizada (RENSING and
GRASS, 2003) e foi demonstrada ligar um atomo de cobre por molécula. CusF é uma
metalochaperona periplasmatica que transporta cobre para o complexo de efluxo
CusCBA, facilitando a detoxificagdo de cobre no periplasma. Um modelo funcional do
complexo de efluxo Cus é mostrado na Figura 2.

A resisténcia a cobre mediada por genes localizados em plasmideo também foi
bem estudada em E. coli, entretanto diferentes resultados foram descritos por
diferentes autores. O plasmideo conjugativo pRJ1004, que confere resisténcia a cobre,
foi isolado de uma linhagem de E. coli da flora intestinal de suinos alimentados com
dieta suplementada com sulfato de cobre (TETAZ and LUKE, 1983). A resisténcia a
cobre especificada por este plasmideo envolve o conjunto de genes pco (plasmid-borne
copper resistance), constituido por sete genes, pcoABCDRSE (BROWN et al., 1995),
0S quais se encontram em um operon, com exce¢édo do gene pcoE, o qual se encontra
mais afastado do restante dos genes (SILVER and PHUNG, 1996). Experimentos de
captura de cobre radioativo sugeriram que um mecanismo de efluxo de cobre esta
associado com os genes pco (BROWN et al.,, 1995) e um modelo de resisténcia a
cobre do determinante pco ¢ ilustrado na Figura 3. A proteina PcoA (605 aminoacidos)
€ a proteina central do determinante pco, sendo uma proteina da familia das multicobre
oxidases. Huffman et al. (2002) mostraram que a fragdo periplasmatica da proteina
PcoA mostrou atividade oxidase induzivel por cobre, como anteriormente demonstrado
para CueO (GRASS and RENSING, 2001). Similar a CueO, PcoA também possui um

motivo  formado por dois residuos de arginina  consecutivos  no
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Figura 2 — Modelo funcional do complexo de efluxo Cus de E. coli. O complexo consiste de
uma bomba CusA de membrana interna, uma proteina periplasmatica CusB e a proteina CusC
de membrana externa formando um canal ligando o espago periplasmatico. A entrada de cobre
pode ocorrer do periplasma (A), do citoplasma (B) ou via a chaperona CusF, do periplasma (C).
(RENSING and GRASS, 2003).
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peptideo do sinal e &, provavelmente, translocada pela via TAT (twin-arginine
translocation) (BERKS et al., 2000) com cobre ligado em seus sitios ativos. A proteina
PcoB é uma proteina de 296 residuos de aminoacidos e, provavelmente, localizada na
membrana externa, PcoC contém 126 residuos de aminoacidos e foi demonstrada ligar
um atomo de cobre por molécula, podendo atuar como um dimero (LEE et al., 2002) e
PcoD, uma proteina integral de membrana, possui 309 residuos de aminoacidos. No
modelo proposto (Figura 3), PcoC transfere cobre periplasmatico para o citoplasma via
PcoD, o qual liga a PcoA. O outro gene, pcoE é requerido, também, para uma
resisténcia maxima. A sua expressao € regulada por seu préprio promotor, o qual é
induzivel por cobre e estd sob o controle do sistema de dois componentes CusRS
(MUNSON et al., 2000). A expressao apenas de PcoE levou a um acumulo de cobre no
periplasma, indicando um papel na ligagdo de cobre no periplasma.

Mecanismos de resisténcia a cobre também sdo encontrados em outras
bactérias patogénicas, como Bacillus subtilis, Enterococcus hirae, Helicobacter pilori,
Enterococcus faecium e Lactococcus lactis. Em B. subtilis a resisténcia a cobre é
mediada por uma ATPase tipo P, CopA, e uma chaperona de cobre, CopZ (GABALLA
et al., 2003). Recentes estudos indicam que CopZ transfere Cu(l) para CopA (BANCI et
al., 2003). A regido regulatéria do operon copAZ contém um promotor que é
reconhecido por reguladores transcricionais tipo MerR, os quais s&o responsaveis por
regular a transcricdo de operons de resisténcia a mercurio, tanto em bactérias Gram-
positivas como em Gram-negativas (HELMANN et al., 1989). E. hirae, uma bactéria
gram-positiva, tem sido muito estudada e seu sistema de homeostase de cobre &€ bem
compreendido. Ele consiste de quatro genes copYZAB arranjados em um operon. Os
produtos dos genes copA e copB sdo ATPases transportadoras de cobre, copY codifica
um repressor responsivo a cobre e copZ codifica uma chaperona, a qual pode catalisar
o trafego intracelular de cobre (ODERMATT et al., 1993; ODERMATT and SOLIOZ,
1995). Um modelo para a homeostase de cobre nesta bactéria pode ser observado na
Figura 4. De acordo com o modelo, CopA captura cobre quando este é limitante na
célula e transfere para CopZ, CopB elimina cobre quando concentragdes toxicas do
metal s&o atingidas e CopZ transfere cobre para CopY. Como a maioria das ATPases,
CopA possui um sitio de ligacdo ao metal na extremidade N-terminal, CxxC, o qual n&o
€ encontrado em CopB. A ATPase CopB, diferentemente de CopA, possui uma regido
N-terminal rica em histidina, a qual também pode constituir um sitio de ligacdo a metal.

O operon cop de E. hirae é regulado pelo repressor responsivo a cobre CopY.
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Figura 3 — Modelo proposto para a detoxificagdo de cobre mediada pelo sistema Pco em E.
coli. Cobre entra no periplasma por um mecanismo desconhecido, possivelmente através de
OmpC e OmpF. A funcdo da proteina de membrana externa PcoB n&o foi elucidada.
Consequientemente, cobre poderia ser detoxificado por seqliestro em sider6foros oxidados ou
Cu(l) poderia ser oxidado a Cu(ll), o qual € menos toxico, pela multicobre oxidase PcoA. Para
transferir cobre para PcoA, as proteinas, PcoC e PcoD devem transportar cobre através da
membrana citoplasmatica com PcoC entregando cobre a PcoD. PcoE liga cobre no periplasma
e, possivelmente, transfere o metal para PcoA (RENSING and GRASS, 2003).
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Figura 4 — Modelo do operon cop e homeostase de cobre em E. hirae. Uma redutase CorA
gera Cu(l) para que possa ser capturado por CopA. No interior da célula, cobre é direcionado
da ATPase CopA ao repressor CopY pela chaperona de cobre CopZ. A forma CopY-Cu(l) é
liberada do promotor, permitindo, assim, a expressao dos genes cop. No caso de excesso de
cobre, CopZ entrega cobre para CopB, onde ele é exportado da célula. Os nimeros indicam o
numero de aminoacidos das respectivas proteinas (SOLIOZ and STOYANOV, 2003).
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Multhraup et al. (2001), demonstraram através de estudos de interagdo proteina-
proteina que CopZ interage com CopA, como resultado sendo o doador de cobre para
CopZ. Se CopA, de fato, doa cobre para CopZ, este metal poderia ser transferido de
CopA para CopZ por um mecanismo de transferéncia de ligante, como ilustrado na
Figura 5.

H. pylori, uma bactéria que coloniza a mucosa gastrica humana, causando sérias
doencas gastricas, controla a concentragéo citoplasmatica de cobre por efluxo, via uma
ATPase tipo P, CopA, a qual transporta cobre do citoplasma para o periplasma (GE et
al.,, 1995). jons cobre acumulados sdo detoxificados via os determinantes de
resisténcia a cobre CrdA, CrdB (copper resistance determinants) e CzcB (sistema
cobalt, zinc, and cadmium), os quais formam, juntamente, com CzcA um sistema de
exportacdo de metal (WAIDNER et al., 2002). Através de analises de transcri¢cdo foi
mostrado que H. pylori responde ativamente a mudancgas na concentragdo de cobre do
meio e que CrdA é fortemente induzido por cobre em nivel de transcricao (WAIDNER et
al., 2002). A ativagéo da transcricdo de crdA por ions cobre é regulada por CrdRS, um
sistema regulatério de dois componentes, sendo CrdS um membro da familia histidina
quinase e CrdR, uma proteina reguladora de resposta (WAIDNER et al., 2005).

Um gene fcrB, localizado em um plasmideo de E. faecium foi identificado ser
parte de um operon tcrYAZB, o qual tem uma organizagdo genética similar ao operon
copYZAB de E. hirae (HASMAN, 2005) e atua no mecanismo de resisténcia a cobre
nesta bactéria. Um operon de resisténcia a cobre (/co) também foi encontrado em um
plasmideo da bactéria gram-positiva L. lactis (LIU et al., 2002). O operon Ico consiste
de trés genes estruturais IcoABC, os produtos de IcoA e IcoB sao homologos a
poliproteinas diacilglicerol transferases e duas proteinas hipotéticas, respectivamente,
e o produto de /lcoC é similar a multicobre-oxidases. Os trés genes sao co-transcritos
por um promotor induzivel por cobre, o qual & controlado pelos genes IcoRS,
codificando um regulador de resposta e uma proteina sensora. Mutagénese por
transposon indicou que os trés genes séo requeridos para a resisténcia a cobre nesta
bactéria.

Os mecanismos de resisténcia a cobre em bactérias fitopatogénicas vém sendo
muito estudados, considerando a grande importancia do ponto de vista biotecnolégico.
Os compostos de cobre tém sido extensivamente usados na agricultura como medida
para tentar controlar doengas de plantas, devido a alta toxicidade aos fitopatogenos e

baixa toxicidade aos mamiferos. Mas o efeito do cobre tem diminuido por causa do
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Figura 5 — Mecanismo hipotético para a transferéncia de cobre de CopA para CopZ em E.
hirae. Cobre poderia ser transferido de CopA para a chaperona CopZ por sucessivas ligagdes
tibis, como mostrado pela seqiiéncia de eventos 1-4. A superficie positivamente carregada de
CopZ poderia interagir com a superficie negativamente carregada de CopA, estabelecendo um
contato entre as proteinas (SOLIOZ and STOYANOV, 2003).
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aparecimento de linhagens de bactérias resistentes a cobre (CHA and COOKSEY,
1991). A aquisigéo de resisténcia a cobre por bactérias fitopatogénicas, é atualmente
um problema sério, visto que a aplicacdo em larga escala de bactericidas contendo
cobre é ainda a base do controle de doengas bacterianas em muitas culturas
economicamente importantes; a existéncia de tais patdgenos resistentes ao metal pode
explicar porque a incidéncia da doenca é alta apesar da aplicagdo desses compostos.
O primeiro sistema melhor estudado de resisténcia a cobre nestas bactéiras foi o
plasmideo pPT23D, encontrado em uma linhagem de Pseudomonas syringae pv.
tomato, um fitopatégeno que ataca culturas de tomate (COOKSEY, 1987). Este
plasmideo apresenta o sistema cop, no qual os genes estdo organizados em um
operon consistindo de quatro genes, copABCD, sob o controle de um promotor
induzivel por cobre e regulados por trés genes, copR e copS (cujos produtos s&o
homodlogos aos produtos PcoR e PcoS do determinante de resisténcia plasmidial a
cobre de E. coli, descrito por Silver et al., 1993), mais um terceiro gene cromossomal
que codifica uma proteina que liga ao DNA, chamada de CopM (CERVANTES and
CORONA, 1994). Os genes copA e copC codificam proteinas periplasmaticas capazes
de se ligar a ions cobre, o gene copB codifica uma proteina de membrana externa e o
gene copD codifica uma proteina de membrana interna (CHA and COOKSEY, 1991). A
proteina periplasmatica CopA é rica em residuos de metionina e € capaz de ligar até 11
atomos de cobre, sendo homéloga a muticobre oxidases, como a ceruloplasmina,
encontrada no soro humano (DWULET and PUTNAM, 1981), e a Fet3 ferroxidase,
envolvida na captura de ferro em leveduras. Ouzounis and Sander (1991) mostraram
que as oxidases multicobre, grandes complexos de proteinas que se caracterizam por
ligarem muitos atomos de cobre por molécula de proteina, contém, pelo menos, um
provavel sitio de ligacao a cobre tipo-1 na extremidade C-terminal, com a seguinte
estrutura geral: His-X43-Cys-Xs-His-X4-Met. Na proteina CopA de Pseudomonas
syringae pv. tomato, este sitio se encontra nas posi¢des His-542, Cys-591, His-596 e
Met-601 e, na proteina codificada pela ORF 1 de Xanthomonas campestris pv.
juglandis, outro fitopatdégeno resistente a cobre descrito a seguir, nas posi¢cdes His-568,
Cys-617, His-622 e Met-627. Os dominios de ligagdo a cobre constituem,
provavelmente, o sitio catalitico nas multicobre oxidases. A proteina CopB, também
rica em residuos de metionina, € uma proteina de membrana externa, para a qual nao

existem evidéncias de ligacdo a cobre. A proteina CopC, pertencente a classe das
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chaperonas de cobre, € uma pequena proteina soluvel encontrada no espaco
periplasmatico que mostrou ligar 1 atomo de cobre por molécula (COOKSEY, 1993).

As chaperonas de cobre, pertencentes a classe das metalochaperonas, atuam
no trafego intracelular de ions metalicos, essenciais para a célula, guiando e
protegendo o metal, enquanto facilitam sua doacdo para enzimas especificas,
dependentes de cobre (HARRISON et al., 2000). Os resultados de estudos genéticos
suportam a hipdtese de que as proteinas periplasmaticas CopA e CopC e, talvez, a
proteina de membrana externa CopB conferem resisténcia a cobre, enquanto CopC e
CopD atuariam no transporte de cobre em P. syringae (COOKSEY, 1993). Estas
observacgdes sugerem que 0 mecanismo de resisténcia a cobre nesta bactéria é
dependente do seqiestro de cobre e aciumulo no periplasma e na membrana externa.
De fato, células de P. syringae expostas a altas concentragcbes de cobre tornam-se
azuis, acumulando cobre no espaco periplasmatico (COOKSEY, 1993).

Recentemente, uma das proteinas do operon cop, a proteina CopC, teve sua
estrutura tridimensional resolvida (ARNESANO et al.,, 2002). Os dados de RMN e
espectroscopia eletronica confirmaram que CopC liga 1 atomo de cobre por molécula.
Isto implica que, ao contrario de CopA, a qual liga 11 atomos de cobre, CopC funciona
ndo no seqlestro de cobre, mas no trafego intracelular do metal. O espectro de EPR de
CopC-Cu(ll) prediz que o atomo de Cu(ll) é ligado a atomos de nitrogénio e oxigénio
numa geometria tetragonal. Quatro residuos altamente conservados na familia CopC,
His1, His91, Glu27 e Asp89, formam o sitio de ligacdao ao Cu(ll) (HUFFMAN et al.,
2002). CopC & formada por 9 folhas 8 que se arranjam em uma estrutura 8 barril similar
as cobredoxinas, pequenas proteinas capazes de ligar cobre. Um modelo para a
homeostase de cobre em P. syringae é ilustrado na Figura 6.

Em Xanthomonas campestris pv. juglandis, fitopatdgeno que ataca plantagdes
de nozes, um fragmento de 4,9 kb foi isolado do cromossomo de linhagens resistentes
a cobre, o qual apresenta quatro ORFs orientadas na mesma direcdo (ORFs 1, 2, 3 e
4), sendo todas requeridas para a expressao da resisténcia a cobre (LEE et al., 1994).
A seqliéncia de aminoacidos prevista para as ORFs 1 a 4 apresentou identidade de 40
a 65% com copA, copB, copC e copD, respectivamente, de Pseudomonas syringae pv.
tomato. Apesar da significativa identidade entre as proteinas de X. campestris pv.
juglandis (ORFs 1 a 4) e de Pseudomonas syringae pv. tomato (CopA a CopD), dois
aspectos distintos entre os dois sistemas podem ser mencionados. Primeiro,

octapeptideos altamente conservados (Asp-His-Ser-Gln/Lys-Met-GIn-Gly-Met) foram
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Figura 6 — Modelo para a homeostase de cobre em P. syringae. Cobre extracelular alcanga o
espaco periplasmatico através de poros na membrana externa (OM). CopA, homoéloga a
multicobre oxidases, poderia atuar na resisténcia a cobre devido a sua alta capacidade de ligar
cobre. CopB e CopC também contribuem para a protecdo contra o efeito toxico do cobre. CopC
pode transferir cobre de CopA para o transportador de membrana interna (IM) CopD, onde o
cobre é importado para o citoplasma. A proteina de membrana interna CopS percebe o
excesso de cobre no periplasma, talvez via interagdes com CopA ou CopC. O sinal de cobre
pode ser transmitido a CopR, a qual, por sua vez, induz a expressédo do operon copABCD. Os
genes copR e copS, localizados downstream do operon, sdo constitutivamente expressos. O
papel preciso para esses componentes na homeostase de cobre e a transferéncia de cobre por

CopC, ainda é uma questao ndo definida (PUIG et al., 2002).
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encontrados nas proteinas CopA e CopB de Pseudomonas syringae pv. tomato. Essas
sequiéncias foram propostas serem dominios de ligacdo a cobre responsaveis pela
exclusdo do cobre do citoplasma (MELLANO and COOKSEY, 1988). No entanto, esse
padrédo de seqiiéncias ndo foi encontrado nas proteinas codificadas pelas ORFs 1 e 2
de X. campestris pv. juglandis, indicando que elas podem funcionar de maneira
diferente, tal como no seqiestro ou na compartimentalizacdo de cobre. Segundo, os
perfis de hidrofobicidade da ORF1 a ORF4 sao similares aqueles de CopA a CopD,
exceto para a regido N-terminal da ORF2 e CopB, o N-terminal da ORF2 tem uma
regido hidrofilica, mas é hidrofébica em CopB. As ORFs 1, 3 e 4 possuem peptideos de
sinais caracteristicos, indicando que a localizacdo dessas proteinas pode ser na
membrana ou no periplasma. Em adi¢do, CopB também possui um peptideo de sinal
associado com a membrana externa (CHA and COOKSEY, 1991), ao contrario da
ORF2, a qual falta um peptideo de sinal comum, sugerindo uma localizacdo celular
diferente de CopB.

A resisténcia a cobre em fitopatégenos foi também descrita em Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (MARCO and STALL, 1983), bactéria que ataca culturas de
tomate e pimenta, sendo determinada por grandes plasmideos conjugativos (pXVCu)
de ~200 kb, em linhagens da Flérida e Oklahoma. A transferéncia do plasmideo
conjugativo pXV10A entre patovares de X. campestris, mas nao para fitopatégenos de
outros géneros, foi demonstrada por Bender et al., (1990), portanto, a associagéo de
genes de resisténcia a cobre com plasmideos autotransferiveis pode ter contribuido
para a disseminacdo dessa caracteristica no decorrer dos anos. Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, renomeada Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria,
mostrou carregar genes de resisténcia a cobre em plasmideo, os quais sao
relacionados aos operons cop e pco de P. syringae e E. coli, respectivamente. No
entanto, ao contrario, dos sistemas de dois componentes (copRS e pcoRS) regulando a
expressao dos operons em P. syringae e E. coli, um gene copL, upstream ao gene
copA foi encontrado regular a expressao induzida por cobre da proteina CopA em X.
axonopodis pv. vesicatoria. O gene copL codifica uma proteina de 122 residuos de
aminoacidos, a qual é rica em residuos de histidina e cisteina, sugerindo uma possivel
interacdo direta com cobre. Dele¢des ou mutagcbes em copl levaram a perda da
ativacao transcricional de copA. A insercao de um gene de resisténcia a kanamicina em
copL resultou em uma sensibilidade a cobre na linhagem selvagem. Andlises de

seqliéncias gendbmicas mostraram que existem homodlogos a copL upstream aos genes
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CopA e copB em Xanthomonas axonopodis pv. citri, Xanthomonas campestris pv.
campestris e Xyllela fastidiosa (VOLOUDAKIS et al., 2005).

lll. Genes relacionados a resisténcia a cobre em Xac

Durante a fase de anotacdo dos genes no Projeto Genoma da bactéria Xac,
foram encontrados alguns genes potencialmente envolvidos com a resisténcia a cobre
nesta bactéria.

As ORFs (Open Reading Frames) XAC3630 e XAC3631, presentes no DNA
cromossomal de Xac apresentaram alta identidade (62%) com o gene copA e uma
homologia significativa (c-value=2e®) com o gene copB (47%), respectivamente, da
bactéria Pseudomonas syringae pv tomato (MELLANO and COOKSEY, 1988). Essas
mesmas ORFs (XAC3630 e XAC3631) também apresentaram alta identidade com as
ORFs 1 (64%) e 2 (45%), respectivamente, presentes no operon de resisténcia a cobre
de Xanthomonas campestris pv. juglandis (LEE et al., 1994). As ORFs XAC3630 e
XAC3631 estdo préximas no genoma de Xanthomonas axonopodis pv citri, na posicao
4304624 a 4307493 e codificam proteinas de 594 e 365 residuos de aminoacidos,
respectivamente.

N&o foram encontrados durante a fase de anotacao genes homologos aos genes
copC e copD de Pseudomonas syringae pv. tomato e as ORFs 3 e 4 de Xanthomonas
campestris pv. juglandis. Mellano and Cooksey (1988) demonstraram que os genes
copA e copB sao essenciais para resisténcia, enquanto os genes copC e copD séo
requeridos para uma resisténcia maxima em Pseudomonas syringae pv. tomato.

Em Xac foi localizada, na posicao ~3630000, a ORF XAC3091, a qual
apresentou similaridade com uma proteina de homeostase de cobre de Xylella
fastidiosa e com a proteina CutC, uma proteina citoplasmatica envolvida no transporte
de cobre em E. coli (GUPTA et al., 1995).

Algumas ORFs de Xac apresentaram homologia consideravel com os genes
regulatérios copRS do operon de P. syringae. Todas as proteinas pertencem a familia
de proteinas sensoras do sistema regulatério de dois componentes em bactérias. As
proteinas PcoR e PcoS em E. coli constituem um exemplo de sistema regulatério de
dois componentes para a resisténcia de metais, sendo que o PcoS é uma quinase
sensora de membrana, enquanto o PcoR é uma proteina que se liga ao DNA que,

provavelmente, sofre fosforilagdo por PcoS (SILVER, 1996). E possivel que algumas
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dessas ORFs estejam envolvidas na regulagéo da resisténcia a cobre em Xac. Nao
foram encontradas no genoma de Xac, proteinas hortélogas as proteinas de alta
afinidade por cobre, Ctr1 e Ctr3, e nem as proteinas de baixa afinidade, Ctr2 e Fet4,
descritas na levedura Saccharomyces cerevisiae.

A ORF XACQ757, anotada como uma ATPase transportadora de potassio
(subunidade B), apresentou similaridade com ATPases tipo P contendo seqiiéncias
ricas em histidinas, similares a ATPases de translocacdo de cobre em Enterococcus
hirae (TRENOR et al.,, 1994). Essa mesma ORF também é similar a ATPases
transportadoras de cobre de Helicobacter pylori (BAYLE et al., 1998) e Candida
albicans (RIGGLE and KUMAMOTO, 2000). Também foram encontradas as ORFs
XACO0756 e XACO0758, anotadas como ATPases transportadoras de potassio,
subunidades A e C, respectivamente. Essas ORFs, juntamente com a XAC0757,
formam um operon, consistindo, possivelmente, de genes que codifiquem para
ATPases, as quais estejam envolvidas com transporte e/ou resisténcia a cobre em Xac.

Finalmente, algumas ORFs identificadas correspondem a genes que codificam
proteinas relacionadas ao sistema czc (cobalt, zinz, and cadmium), um sistema
constituido de proteinas de membrana que atuam no transporte de cations do
citoplasma, através do espacgo periplasmatico para fora da célula (SILVER, 1996). Tais
proteinas podem também estar envolvidas no mecanismo de resisténcia a cobre em
Xac.
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Objetivos
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O presente trabalho teve como principal objetivo a caracterizagéo funcional dos
genes de resisténcia a cobre, copA, copB e cutC, na bactéria Xac, através de estudos
de caracterizagdo dos genes e das proteinas codificadas por estes genes.

Especificamente, os principais objetivos foram:

1 - Analisar a expressdo dos genes durante o crescimento na presenca de cobre,

através de analises de Northern e Western blots e eletroforese bi-dimensional.

2 - Produzir as proteinas recombinantes para a realizagdo de estudos estruturais e

producéo de anticorpos.

3 - Inativar o gene copA para avaliar a participacao da proteina CopA no mecanismo de

resisténcia a cobre.

4 - Analisar a interagcéo das proteinas CopA, CopB e CutC com outras proteinas de Xac
através do ensaio de duplo hibrido de leveduras, para saber se essas proteinas
interagem com outras proteinas de Xac no mecanismo de resisténcia a cobre e quem

sao essas proteinas.

Ao ingressar no Programa de Pés-Graduagéao, o laboratério estava envolvido no
sequenciamento e anotacdo do Projeto Genoma Xanthomonas, assim os meus dois
primeiros anos foram exclusivamente dedicados ao Projeto Genoma. O presente

trabalho é resultado de trés anos de atividade de pesquisa.
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Materiais e Métodos
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l. Linhagens de Xac e manutencgéo

As linhagens de Xac utilizadas neste trabalho foram: linhagem 306 selvagem, a
mesma utilizada no sequenciamento do genoma (da SILVA et al., 2002) e gentiimente
cedida pelo Prof. Dr. J. A. Ferro (FCAV, UNESP, Jaboticabal) e a linhagem 306 AcopA,
obtida apés inativacdo do gene copA. As células foram estocadas de duas maneiras:
em agua ultrapura estéril a temperatura ambiente e em meio TSA (triptona 1%,

sacarose 1% e glutamato de sédio 0,1%) contendo 16% de glicerol a —80°C.

Il. Amplificacao dos genes copA, copB e cutC

Para a amplificagdo dos genes copA e copB foram utilizados os clones 6205G06
e 6704A03 (subclones da biblioteca gendbmica de Xac construida para o
sequenciamento do genoma), respectivamente. O gene cutC foi amplificado por PCR a
partir de uma suspensdo bacteriana de Xac. Um volume da suspensao bacteriana
obtido apés 24 horas de crescimento (28°C, 250 rpm), foi centrifugado (10 minutos a
18.000 x g, temperatura ambiente), o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas no volume original em agua ultrapura esteéril.

Para a amplificagdo dos trés genes foram desenhados oligonucleotideos direto
(F) e reverso (R) baseados nas seqiiéncias nucleotidicas obtidas durante a anotagéo
dos genes de Xac. Abaixo estdo representadas as sequiéncias polinucleotidicas dos

oligonucleotideos.

CopA-F (5-CGGAATTCATGTCTTTCGATCCC-3')
CopA-F1 (5-GGAATTCCATATGTCTTTCGATCCCCCGTTTTC-3)
CopA-R (5-CGGAATTCTCATGCTTCCACCCG-3)

CopB-F (5-CGGAATTCATGAGCCGCTTTCGC-3)

CopB-F1 (5-GGAATTCCATATGAGCCGCTTTCGCATGCAGGC-3)
CopB-R (5-CGGAATTCTCAAAACCAAACGCG-3)

CutC-F (5-CGGGATCCGTGCGACGCGCAGCG-3)

CutC-F1 (5-GGAATTCCATATGGTGCGACGCGCAGCGGCAGG-3)
CutC-R (5-CGGGATCCTCACGCTTGCTGCAA-3)

45



Todos os oligonucleotideos contém nas extremidades 5°, sitios de restricdo
(bases sublinhadas), para as endonucleases EcoRI (oligonucleotideos nomeados como
F e R), Ndel (oligonucleotideos nomeados como F1) e BamHI (oligonucleotideos
nomeados como CutC-F e CutC-R), os quais foram importantes para a subclonagem
dos fragmentos amplificados nos vetores de expressdo pET28a e pGEX-4T-1, e no
vetor de clonagem pUC18.

Diferentes reac¢des de amplificagdo tiveram que ser usadas para amplificar os
trés genes. A mistura de reagéo para a amplificagdo do gene copB, a partir do clone
6704A03, continha: 200 ng de DNA plasmidial, 2,5 uL de MgCl, 50 mM, 100 pmols dos
oligonucleotideos direto e reverso, 5,0 uL de tampé&o especifico da enzima (10X), 1,0
pL de dNTPs 10 mM, 0,5 uL de Taq DNA Polimerase (5U/uL, Gibco/BRL) e agua
ultrapura estéril de modo a completar o volume da reacao para 50 uL. A PCR consistiu
de uma desnaturagéo inicial de 95°C por 3 minutos seguida de 34 ciclos de 95°C por 1
minuto, 50°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos.

A amplificacdo do gene copA, a partir do clone 6205G06 e do gene cutC, a partir
de suspensao bacteriana foi baseada na reacdo de PCR usada no sequenciamento, e
continha: 400 ng de DNA plasmidial para a amplificagdo do gene copA ou volumes
variando de 1,5 a 4,0 uL de suspenséo bacteriana para a amplificacao de cutC, 1,0 uL
de MgCl, 50 mM, 6,4 pmols dos oligonucleotideos direto e reverso, 1,9 uL de tampéo
especifico da enzima (10X), 0,5 uL de dNTPs 10 mM, 0,3 uL de Tag DNA Polimerase
(5U/uL) e agua ultrapura estéril de modo a completar o volume da reacao para 20 uL. A
PCR consistiu de uma desnaturagéao inicial de 96°C por 2 minutos seguida de 39 ciclos
de 96°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos. Os produtos de

amplificacao foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%.

lll. Avaliagdo do crescimento e analise da expressao dos genes e das proteinas

na presenga de cobre

A analise da expressdo dos genes em células de Xac 306 foi realizada por RT-
PCR, Northern e Western blots e eletroforese bidimensional. Para isto, duas condicdes
de crescimento de Xac foram analisadas. Numa primeira condigdo as células foram
crescidas em 100 mL de meio de cultivo Agar Nutriente (extrato de carne 0,2%,
peptona 0,5% e NaCl 0,5%, pH 6,8) tamponado, na auséncia de cobre durante 12

horas. Em seguida, solugédo de sulfato de cobre estéril foi adicionada para uma
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concentragéo final de 1 mM. Amostras de 10 mL foram removidas antes da adicéo de
sulfato de cobre e nos tempos de 0,5, 1, 2 e 4 horas apds a adigdo de cobre. Em uma
outra condigdo, realizada apenas para analise por eletroforese bidimensional, as
células foram crescidas em 50 mL de meio de cultivo Agar Nutriente tamponado na
auséncia e na presenca de 1 mM de cobre. As células foram coletadas ap6s 24 horas
de crescimento. As células coletadas a partir das duas condi¢cdes descritas foram
utilizadas para a extragdo de RNA e para a obtencédo de extratos totais de proteinas

celulares.

lll.1. Influéncia da concentragio de cobre no crescimento de Xac

Antes de analisar a expressao dos genes de resisténcia a cobre em Xac uma
avaliagédo prévia do efeito do cobre no crescimento desta bactéria foi realizada. Uma
alca de células rejuvenescidas foi inoculada em 50 mL do meio Agar Nutriente e as
células crescidas a 28°C, sob agitacdo, durante aproximadamente 15 horas (pré-
inéculo). Um volume desse pré-indculo foi transferido para frascos Erlenmeyers de 125
mL contendo 50 mL do mesmo meio na auséncia e na presenca de concentragbes de
0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 € 4,0 mM de CuS0QO4.5H,0. O pH dos meios foi mantido ao redor
de 7,0 com a adi¢do de tampéo fosfato (K;HPO4 0,1 M e KH,PO4 0,1 M pH 7,0). Foi
utilizado, também, como controle células crescidas em meio Agar Nutriente nao
tamponado. As culturas foram crescidas a 250 rpm e 28°C. O crescimento foi
acompanhado através de medidas de turbidimetria a 550 nm em espectrofotbmetro

Beckman, modelo DU 640 em diferentes tempos até 32 horas de cultivo.

lll.2. Analise da expressao génica por RT-PCR e por Northern blot

A analise da transcricdo dos genes foi realizada por RT-PCR e por Northern blot
utilizando as condi¢cdes de crescimento descritas anteriormente. Uma outra condigao
de experimento foi realizada para analisar a transcricdo dos genes na presenca de
outros metais. Para isso, as células foram crescidas em 100 mL de meio Agar Nutriente
tamponado, na auséncia de metal, durante 12 horas. Neste tempo, foi retirado um
volume de 10 mL, as células foram coletadas por centrifugacdo e armazenadas (-

80°C). Em seguida, solugéo de sulfato de cadmio, sulfato de cobre, sulfato de zinco ou
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nitrato de prata foi adicionada a uma concentragédo final de 1 mM. Amostras de 10 mL
foram removidas 0,5 hora apés a adi¢do dos diferentes metais.

As amostras de células coletadas antes e depois da adicdo de metal foram
tratadas com fenol gelado antes de serem estocadas a baixa temperatura (-80°C). Para
isto, o volume da suspensdo removido foi misturado com 1,25 mL de uma solugéo
gelada de fenol 5% (fenol saturado com NaAc 20 mM e EDTA 1 mM, pH menor que 7)

em etanol absoluto.

ll.2.1. Extragdo e analise de RNA total

O RNA total das células foi extraido utilizando fenol quente seguindo a
metodologia descrita em www.microarrays.org/pdfs/total_ RNA_from_E.coli.pdf. Para
isso, as células coletadas por centrifugacdo (descrito anteriormente) foram
ressuspensas em 800 uL de Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, pH 8,0, contendo
0,5 mg/mL de lisozima e a suspens&o vigorosamente agitada em Vortex. Um volume
de 80 uL de SDS 10% foi adicionado e a mistura foi incubada a 64°C por 2 minutos. A
seguir, adicionou-se 88 uL de NaAc 1 M, pH 5,2. Um igual volume (1 mL) de fenol
saturado em NaAc 20 mM e EDTA 1 mM foi adicionado e a mistura foi incubada a 64°C
por 6 minutos, misturando por inversdo os tubos, a cada 40 segundos. Os tubos foram
colocados em gelo e, a seguir, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
20.000 x g, 4°C. A fase aquosa foi transferida para tubos limpos contendo o mesmo
volume de cloroférmio, agitou-se e centrifugou-se por 5 minutos a 20.000 x g, a 4°C. A
um volume de, aproximadamente, 400 uL da fase aquosa foi adicionado 40 uL de NaAc
3M, pH 5,2 contendo EDTA 1 mM e o RNA foi precipitado com 2,5 volumes de etanol
absoluto gelado por 30 minutos a —80°C. Os RNAs foram coletados através de
centrifugagéo por 30 minutos a 20.000 x g e baixa temperatura, lavados com etanol 80
% e secos a vacuo, por 5 minutos.

O precipitado foi dissolvido em 60 uL de agua tratada com DEPC, quantificado
em espectrofotdmetro Beckman nos comprimentos de onda 260 e 280 nm e estocado a
—-80°C.

lll.2.2. Ensaio de RT-PCR semi-quantitativo
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Para a reacdo de RT-PCR, 1 ug dos RNAs totais foram, primeiramente, tratados
com 1 uL de DNAse RQ1 (1 U/uL, Promega), 1 uL de tampao RQ1 10X e agua tratada
com DEPC de modo a completar o volume da reagdo para 10 uL. A digestdo com
DNAse foi feita a 37°C por 30 minutos, seguida por uma extragdo fenol/cloroférmio
(1:1). Em seguida, os RNAs foram precipitados com 1/10 do volume de NaAc 3M e 2,5
volumes de etanol absoluto gelado a —80°C. Os RNAs foram coletados através de
centrifugagéo por 25 minutos a 20.000 x g e baixa temperatura, lavados com etanol
70% e secos a vacuo, por 5 minutos. O precipitado foi dissolvido em 10 uL de agua
tratada com DEPC, dos quais 5 pL foram utilizados para a reagéo de RT-PCR.

Para o ensaio, foi utilizado o kit SuperScript One-Step RT-PCR (Invitrogen Life
Technologies), o qual permite que se realize a sintese de cDNA e a amplificagdo em
um unico programa. Para a reagéo foram utilizados 5 uL de RNA total de cada amostra,
1 uL de uma solugdo 10 uM dos oligonucleotideos copB-F, copA-F ou cutC-F e 16-F
(5-AAAGGAGGTGATCCA-3’) e copB-R, copA-R ou cutC-R e 16R (5-
TAAGTGAAGAGTTTG-3), 25 uL de 2X Reaction Mix, contendo ions Mg*?, dNTPs e
estabilizadores, 1 uL do RT/Platinum® Tag Mix e agua tratada com DEPC para um
volume final de 50 puL de reacdo. O rDNA 16S foi utilizado para a normalizagéo dos
experimentos de RT-PCR. A sintese de cDNA foi realizada a 50°C por 30 minutos,
seguida por uma pré-desnaturagcédo a 94°C por 2 minutos. Imediatamente, apés a pré-
desnaturacédo, seguiu-se 20 ciclos de 94°C por 30 segundos, 40°C por 30 segundos e
72°C por 2 minutos. Um volume de 25 ulL das reagdes finais foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1%.

Apbs eletroforese, as amostras foram transferidas para uma membrana de Nylon
positivamente carregada (Hybond XL, Amersham) por capilaridade, com uma solugéo
de NaOH 0,4 M. Apés transferéncia, a membrana foi pré-hibridizada com uma solugéo
do kit Alkaphos Direct (Amersham Biosciences) a 57°C por 2 horas. Apés o periodo de
pré-hibridizagao foram adicionados 100 L da sonda marcada (**P-copA, **P-copB ou
¥pP_rDNA 16S) a solugdo de pré-hibridizacgo. A hibridizacdo ocorreu durante a noite
(aproximadamente 15 horas), a 57°C. Apo6s hibridizagcdo, a membrana foi lavada, da
seguinte maneira:

1 - SSPE 1x; SDS 0,1%, 60°C, 30 minutos;
2 - SSPE 0,5x; SDS 0,1%, 60°C, 30 minutos;
3 - SSPE 0,1x; SDS 0,1%, 60°C, 30 minutos;
4 - SSPE 0,1x; SDS 0,1%, 65°C, 30 minutos;
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Apbs as lavagens, a membrana foi exposta ao filme radiografico Kodak T-Mat
G/RA durante a noite, a —80°C.

111.2.3. Ensaio de Northern blot

O procedimento seguido para a eletroforese e para as reagbes de hibridizacao
por Northern blot foi o mesmo descrito por Sambrook and Russell (2001). Uma quantia
de 10 ng de cada uma das amostras de RNA foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1,5% contendo 2% de formaldeido em tampdo MOPS 1X (acido 3-(N-
morfolino) propanosulfonico 0,02 M, NaAc 2,0 mM e EDTA 1,0 mM, pH 8,0). Antes de
aplicar no gel, as amostras de RNA foram tratadas, adicionando-se ao RNA 1 uL de
brometo de etideo 10 mg/mL e 16 uL de RNA mix [2 uL de tamp&o 10X (glicerol 50%,
EDTA 10 mM, pH 8,0 e azul de bromofenol 0,25%), 2 uL de formaldeido e 10 uL de
formamida deionizada]. As amostras foram desnaturadas a 65°C por 10 minutos e
aplicadas no gel. As condicbes da eletroforese foram de 60 V durante
aproximadamente 5 horas.

Apbs eletroforese, os RNAs foram transferidos para uma membrana de Nylon
neutra (Hybond, Amersham) por capilaridade, com uma solu¢do de 2X SSC (NaCl 0,3
M e citrato de sb6dio 0,03 M) e fixados @ membrana através de crosslinking (Ultraviolet
Crosslynker UVP, modelo CL-1000). Apés fixacdo, as membranas foram pré-
hibridizadas a 42°C durante 8 horas, numa solugdo composta por formamida 50%, 5X
SSPE (NaCl 0,36 M, Na,PO,4 0,02 M e EDTA 2,0 mM, pH 7,4), 5X solugao de Denhardt
(Ficoll 0,00125 M, polivinilpirrolidona 0,0012 M e BSA 5,0 mg/mL), EDTA 1 mM, SDS
0,5%, e 80 uL de uma solugdo de DNA esperma de salmdo (10 mg/mL, Gibco, BRL),
previamente desnaturado a 100°C. Apdés o periodo de pré-hibridizagdo foram
adicionados 200 uL da sonda marcada (**P-copA, **P-copB ou **P-cutC) a solugao de
pré-hibridizagdo. A hibridizagdo ocorreu durante a noite, a 42°C. Ap6s hibridizacdo, a
membrana foi lavada da seguinte maneira:

1 - SSPE 1x; SDS 0,1%, 42°C, 30 minutos;

2 - SSPE 0,5x; SDS 0,1%, 42°C, 30 minutos;
3 - SSPE 0,1x; SDS 0,1%, 42°C, 30 minutos;
4 - SSPE 0,1x; SDS 0,1%, 65°C, 30 minutos;

Apébs as lavagens, a membrana foi exposta ao filme radiografico Kodak T-Mat
G/RA por dois dias, a —80°C.

50



lll.2.4. Preparo e purificagao das sondas radioativas

Foram utilizadas como sondas para analise de transcricao génica os genes copB
(1095 pb ou um fragmento de 570 pb), copA (1782 pb) e o gene cutC (798 pb) e o
rDNA 16S (1547 pb). As sondas foram marcadas por random priming, utilizando o
NEBIot™ kit (New England Biolabs) e purificadas por filtragdo em uma coluna contendo
resina Sephadex-G50 (Sigma) equilibrada em tampao NT (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0,
NaCl 10 mM e EDTA 20 mM, pH 8,0). Apos purificagdo as sondas foram coletadas em

um volume final de 200 pL.
lll.3. Analise da expressao protéica por Western blot
1ll.3.1. Extragdo das proteinas totais de Xac

As células de Xac coletadas como descrito anteriormente (item Ill) foram
utilizadas para a extracdo das proteinas totais. Para isso, as células foram
ressuspensas em 20 mL de tampdo Tris-HClI 50 mM, pH 8,0, NaCl 50 mM e
benzamidina-HCI 1 mM e lisadas por sonicag¢éo (sonicador SONICS, Vibra Cell), com
pulsos de 9 segundos durante 4 minutos. As proteinas totais foram quantificadas
segundo método descrito por Hartree (1972) e 80 ng do extrato total de proteinas foram
fracionados através de eletroforese SDS-PAGE gel 12% (LAEMMLI, 1970). A
eletroforese foi realizada a temperatura ambiente, com uma diferenca de potencial de

100 V no sistema de eletroforese Mini-Protean Il (Bio-Rad).
1ll.3.2. Ensaio de Western blot

O extrato total das células, apds fracionamento por eletroforese, foi transferido
para uma membrana de nitrocelulose, em tamp&o Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, glicina 150
mM e metanol 20%, 100V, durante 2 horas utilizando o sistema TransBlot (Bio-Rad).
Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com uma solu¢do de 5% de
leite em pé desnatado em TBST (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, Tween-20
0,05%). Posteriormente, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario
(anti-CopA ou anti-CopB nas dilui¢des especificas) em TBST contendo leite durante 2

horas, lavadas com TBST trés vezes, dez minutos cada lavagem, e incubadas com
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anticorpo secundario anti-lgG conjugado com peroxidase (Sigma, diluigdo 1:5.000). Em
seguida, as membranas foram novamente lavadas com TBST e procedeu-se a
revelagcdo incubando as membranas durante 1 minuto e 30 segundos com 5 mL de
uma solugao tampéao Tris-HCI 100 mM, pH 8,5, contendo acido p-cumarico 0,2 mM e
luminol 1,25 mM e 1,5 uL de peroxido de hidrogénio 30% (v/v). Em seguida, as
membranas foram expostas ao filme radiografico Kodak T-Mat G/RA por 15 segundos,

a temperatura ambiente.

lll.4. Anadlise das proteinas diferencialmente expressas por eletroforese
bidimensional (2D-PAGE)

lll.4.1. Extragao e preparagio das proteinas totais

A analise de proteinas induzidas ou reprimidas nas células crescidas na
presenca de cobre foi realizada por eletroforese bidimensional (2D-PAGE). Para esta
analise duas condi¢bes de crescimento foram utilizadas, como descrito anteriormente:
numa primeira condicao as células foram crescidas na auséncia de cobre durante 12
horas. Em seguida, solugdo de sulfato de cobre estéril foi adicionada para uma
concentragdo final de 1 mM e amostras foram removidas antes da adigéo de sulfato de
cobre e nos tempos de 0,5, 1, 2 e 4 horas apds a adigdo de cobre. Em uma outra
condigéo, as células foram crescidas na auséncia e na presenca de 1 mM de cobre e
as células foram coletadas ap6s 24 horas de crescimento. As células foram coletadas,
lavadas duas vezes em tampéo fosfato pH 7,2, contendo NaCl 150 mM e utilizadas
para a extragdo de proteinas totais, conforme método descrito por Mehta and Rosato
(2001). Para isso, as células foram ressuspensas em tamp&o de extragdo contendo
Tris-HCI 0,5 M, pH 8,0, 0,7 M de sacarose, HCI 30 mM, EDTA 50 mM, KCI 0,1 M e DTT
40 mM e incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, 0 mesmo volume
de fenol (saturado com Tris 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0) foi adicionado e a mistura foi
agitada por 15 minutos em Vortex. A mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 3
minutos e o sobrenadante (fase fendlica) foi recuperado. Este procedimento foi repetido
mais duas vezes. No final desta etapa, as proteinas foram precipitadas pela adi¢do de
5 volumes de NH4Ac 0,1 M em metanol durante 2 horas a —20°C. As proteinas foram
coletadas a 5.200 x g, durante 15 minutos, a 4°C. A seguir, o precipitado foi lavado

duas vezes com 1 mL de uma solugdo de NH4Ac 0,1 M em metanol e uma vez com 1
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mL de acetona 80%. O precipitado foi seco e solubilizado em 100 uL de Tris 40 mM,
pH 8,0, uréia 9,0 M, Triton X-100 4% e. As proteinas foram quantificadas pelo Bio-Rad
Protein Kit Assay e, aproximadamente, 200 ug foram tratadas com o kit 2D Clean-Up
(Amersham Biosciences), conforme indica¢cdes do fabricante. No final as proteinas
foram ressuspensas em 250 uL de tamp&o de rehidratagéo (uréia 8 M, Triton X-100 2%
e tracos de azul de bromofenol) contendo 0,5% de IPG buffer (de acordo com o

gradiente de pH da fita utilizada para a focalizag&o isoelétrica) e DTT 20 mg.

111.4.2. Ensaio de 2D-PAGE

As proteinas foram, primeiramente, submetidas a focalizac&o isoelétrica em um
sistema IPGPhor (Amersham Biosiences). Para isso, uma quantidade de,
aproximadamente, 200 pg das proteinas em IPG buffer e DTT foram aplicadas sobre
tiras IPG (Immobiline DryStrip, Amersham Biosiences). Foram utilizadas tiras de 13 cm
com gradientes de pH de 3 a 10 e de 4 a 7. As tiras foram colocadas em um suporte
préprio (sarcéfago de porcelana) e a focalizacao foi realizada da seguinte maneira:
reidratacdo por 10 horas a 20°C, 500V por 1 hora, 1.000V por 1 hora e 15.000 Vh até
atingir 17.500 Vh.

Apbs a focalizacao isoelétrica, as tiras foram reduzidas em 3 mL de uma solugéo
contendo Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, uréia 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, tracos de azul de
bromofenol e DTT 200 mM, e alquiladas em 3 mL desta mesma solugao contendo
iodoacetamida 600 mM, sem DTT. As lavagens foram realizadas a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Em seguida, as proteinas foram submetidas a segunda
dimensado em gel SDS-PAGE 12% (16x18 cm). Para isso, as tiras, previamente
equilibradas foram colocadas sobre os géis de poliacrilamida e seladas com uma
solugcdo de agarose 0,5% e tragos de azul de bromofenol em tampao (10X: Tris 250
mM, pH 8,0, glicina 1,92 M e SDS 1%). A eletroforese foi mantida a 45 mA/gel.

Apbs eletroforese, os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 e

as proteinas diferencialmente expressas foram detectadas visualmente.

IV. Producao das proteinas CopA, CopB e CutC recombinantes em E. coli

IV.1. Subclonagem dos genes e produgao das proteinas
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Para a produgéo das proteinas recombinantes, os genes copA, copB e cutC
foram subclonados nos vetores de expressdo pET28a, para a produgdo da proteina
fusionada a uma cauda de poli-His ou pGEX-4T-1, para a produgdo da proteina
fusionada a glutationa S-transferase (GST). O gene cutC foi subclonado somente no
vetor pET28a. Para a subclonagem, os produtos das reagbes de amplificagdo, assim
como os vetores foram digeridos com as enzimas Ndel/EcoRI para a subclonagem dos
genes copA e copB, ou Ndel/BamHI para a subclonagem do gene cutC em pET28a, ou
com a enzima EcoRI para a subclonagem dos genes copA e copB em pGEX-4T-1. Os
produtos das digestbes foram separados em gel de agarose 0,8%, purificados (kit
Geneclean® 1I, Bio 101) e utilizados em diferentes reagées de ligagao. Os produtos das
reacdes de ligacdo foram utilizados para transformar células competentes de E. coli,
linhagem DH10B. Clones de cada construgdo plasmidial foram isolados, o DNA
plasmidial foi extraido e analisado através de digestdo com enzimas de restricdo de
modo a liberar os fragmentos de tamanho correspondentes aos genes subclonados nos
vetores de expressdo. Os produtos das digestdes foram analisados em gel de agarose
0,8%.

Para a producéo das proteinas recombinantes foi utilizada a linhagem de E. coli
BL21(DE3)pLysS. Para uma analise inicial da produgéo, células competentes de E. coli
foram transformadas com os plasmideos (pET28a ou pGEX-4T-1) contendo os genes
copA, copB e cutC. Colbnias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT (triptona
1,6%, extrato de levedo 1,0%, NaCl 0,5% e glicose 0,2%), contendo kanamicina 30
pg/mL (pET28a) ou ampicilina 100 pg/mL (pGEX-4T-1) e cloranfenicol 200 pg/mL
(pLysS) e deixadas crescer a 37°C, 250 rpm, por uma noite. Um volume de 100 pL
dessa solucao foi transferido para um Erlenmeyer contendo 10 mL do mesmo meio e
incubados a 37°C sob agitacéo até atingir uma densidade 6ptica a 600 nm de 0,6 a 0,8.
Um volume de 1 mL de cada cultura foi retirado para analise das amostras antes da
inducéo e as solugdes restantes foram adicionados volumes de IPTG de modo a atingir
concentragdes finais variando de 0,1 a 0,5 mM. As culturas foram incubadas a 37°Ce
250 rpm por mais 4 horas. Ao final deste periodo, volumes de 1 mL foram retirados e
analisados, através de SDS-PAGE 12%, quanto a produgdo das referidas proteinas
recombinantes.

Para a anélise da solubilidade das proteinas recombinantes, clones expressando
as diferentes proteinas foram inoculados em Erlenmeyers com 50 mL de meio e a

producao das proteinas foi analisada em um volume de 500 mL do mesmo meio, sendo
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que a indugao foi feita com IPTG na concentragéo de 0,1 mM e um tempo de 6 horas.
Ao final deste periodo, as células foram coletadas por centrifugacéo, ressuspensas em
25 mL de tampéao de lise (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, benzamidina-HCI 1 mM, lisozima 0,1
mg/mL e Triton X-100 1%). As células foram lisadas através de 3 passagens em
French Press (Aminco) ajustada para 18.000 PSI. Em seguida, o lisado celular foi
centrifugado durante 15 minutos a 12.000 x g a 4'C, o sobrenadante foi reservado e o
precipitado ressuspenso em 25 mL do mesmo tampé&o de lise. Proteinas das amostras
do precipitado e sobrenadante foram quantificadas pelo Bio-Rad Protein Kit Assay e
analisadas através de SDS-PAGE para verificar se as proteinas eram sollveis

(presente no sobrenadante) ou insollveis (presente no precipitado).
IV.2. Purificagdo das proteinas recombinantes

A purificacao das proteinas foi realizada a partir de células de um clone positivo,
previamente selecionado (quanto a producéo e solubilidade da proteina recombinante)
e crescidas em 1L de meio de cultivo, obedecendo a relagdo entre volume de pré-
in6culo e volume de cultivo usada na analise da solubilidade. As células foram
ressuspensas em 25 mL de tampao de lise (item 1V.1), lisadas por French Press, o

extrato celular foi centrifugado e o sobrenadante utilizado na purificagdo das proteinas.

IV.2.1. Proteinas fusionadas a GST

As proteinas fusionadas a GST foram purificadas por meio de cromatografia de
afinidade utilizando a coluna glutationa sepharose 4B GSTrap de 5 mL (Amersham
Pharmacia), seguindo instru¢des do fabricante. A coluna foi equilibrada com 5 volumes
de tampdo PBS 1X (NaCl 0,14 M, KCI 3 mM, Na;HPO4s 7 mM, KH,PO4, 2 mM),
contendo PMSF 1 mM e benzamidina-HCI 2 mM. Apés o equilibrio da coluna, foram
aplicados 25 mL da amostra a um fluxo de 0,5 mL/min, recolhendo-se a fracdo que
passou pela coluna (lavagem I). A coluna foi em seguida lavada com o mesmo tamp&o
de equilibrio e a lavagem foi monitorada por medidas de absorbancia a 280 nm até
valores préximos de zero. Esta fragédo (lavagem IlI) também foi recolhida para analise. A
proteina foi entdo eluida com tampéao de eluigéo (Tris-HCI 50 mM, pH 7,6 e glutationa
reduzida10 mM), recolhendo-se fracbes de 5 mL. A coluna foi regenerada conforme
instrugdes do fabricante e as fragcbes coletadas durante a purificagdo foram analisadas
por SDS-PAGE gel 12%.
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IV.2.2. Proteinas fusionadas a cauda de poli-His

As proteinas foram purificadas por meio de cromatografia de afinidade utilizando
coluna de niquel HiTrap Chelating de 5 mL (Amersham Pharmacia). A ativagéo e
equilibrio da coluna foram realizados conforme instru¢des do fabricante.

Apbs o equilibrio da coluna, foram aplicados 25 mL da amostra a um fluxo de 0,5
mL/min, recolhendo-se a fragdo que passou pela coluna (lavagem I). A coluna foi em
seguida lavada com tampéo de lavagem (tamp&o fosfato de sédio 20 mM, pH 7,6, NaCl
0,5 M, imidazol 50 mM), recolhendo-se também essa fragéo (lavagem Il). Foram feitas
lavagens adicionais com tampao de lavagem, contendo 100 (lavagem lllI), 150
(lavagem IV) e 200 mM (lavagem V) de imidazol. As proteinas foram eluidas com
tampao de eluigéo (fosfato de sddio 20 mM, pH 7,6, NaCl 0,5 M, imidazol 300 ou 400
mM). A coluna foi regenerada conforme instrugdes do fabricante e as fra¢des coletadas
durante a purificagdo foram analisadas por SDS-PAGE 12%.

Apbs a eluicdo das proteinas, duas dialises de 12 horas a 4°C foram realizadas
em tampao Tris-HCI 4 mM, pH 7,6, para a proteina CopB e Tris-HCI 10 mM, pH 9,0 e
NaCl 150 mM, para a proteina CutC. Apds dialise, as proteinas foram liofilizadas,
ressuspensas em agua ultrapura e quantificadas para posterior produgéo de anticorpos
em coelho. Para a analise por dicroismo circular e fluorescéncia as proteinas néo foram

liofilizadas.

IV.3. Andlise das proteinas recombinantes por dicroismo circular e

fluorescéncia

As proteinas purificadas e dialisadas foram quantificadas ou pelo Bio-Rad
Protein Kit Assay ou usando o coeficiente de extingdo molar (¢ = 1,416 M'em™ para a
proteina CopB e € = 0,326 M"'cm™ para a proteina CutC) para analise por dicroismo
circular (CD), como uma analise estrutural preliminar. A concentracdo da proteina
utilizada variou de 0,2 a 0,3 mg/mL. As analises de CD foram realizadas no Instituto de
Fisica de Sdo Carlos, USP, laboratério da Profa. Dr. Leila M. Beltramini, utilizando o
espectropolarimetro Jasco J715 (Jasco Corporation, Japan) e cubeta cilindrica de
quartzo de 1 cm. O espectro foi obtido num intervalo de 190 a 250 nm, a 25°C, ap6s 16

corridas.
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A proteina CutC também foi analisada por fluorescéncia. Esta analise também
foi feita no mesmo local, utilizando o fluorimetro ISS K2 (ISS, Fluorescence, Analytical
and Biomedical Instrumentation) e uma cubeta quartzo de 1 cm. A amostra contendo a
proteina (0,3 mg/mL) foi excitada em 295 nm, para analise de triptofano e em 280 nm

para analisar tirosina e triptofano e o espectro foi coletado na faixa de 280 a 460 nm.

IV.4. Produgao de anticorpos em coelhos

A proteina CopB e CutC, fusionadas a cauda de poli-His, apds purificacdo e
dialise, foram liofilizadas, quantificadas e utilizadas para inocular coelhos. Como a
proteina CopA recombinante foi produzida na forma insolivel, o que dificultou a
obtenc&o da proteina pura para a producao de anticorpos, um outro procedimento com
este objetivo foi realizado. Para isto, o extrato total de E. coli contendo a proteina CopA
recombinante, fusionada a cauda de poli-His ou a GST foi fracionado em gel SDS-
PAGE gel 9% utilizando todas as canaletas do mesmo gel. Apos eletroforese, as
proteinas foram precipitadas no gel por incubacdo com KCI 0,25 M gelado por,
aproximadamente, 5 minutos. A regido do gel contendo a proteina foi removida e
dialisada contra Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, durante a noite. A seguir, o gel foi macerado
em N3 liquido, o pd solubilizado em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e a solugéo
homogeneizada em adjuvante completo (para a primeira injecdo) ou incompleto de
Freund, e utilizadas para inocular coelhos. O procedimento utilizado foi descrito por
Wengelnik et al. (1996).

IV.4.1. Imunizagao de coelhos

Para produzir os anticorpos em coelhos foram utilizados coelhos machos jovens.
Esta parte do trabalho foi realizada nas dependéncias do Departamento de Analises
Clinicas, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, o qual possui uma infraestrutura
adequada para este fim. Para a primeira inje¢do no coelho, 500 pL contendo 250 pg da
proteina CopB ou CutC ou o gel macerado contendo a proteina CopA diluida em
tampé&o Tris-HCI, pH 7,5 (~500 pL) foram emulsificados em 500 uL de adjuvante de
Freund completo e aplicado, via intradérmica, em diferentes locais no dorso do animal.
Apbs o periodo de trés semanas, uma nova injecao foi realizada utilizando a proteina

CopA processada, como descrito acima, ou 150 ug das proteinas CopB e CutC, e
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adjuvante de Freund incompleto. As inje¢cdes posteriores foram feitas com intervalo de
quinze dias, nestas condi¢cdes. Uma semana apds a terceira injecdo um pequeno
volume de sangue foi colhido da orelha para verificar a produgéo de anticorpos (sangria
de prova). Se necessario, novas injecdes foram realizadas quinzenalmente. A sangria

total foi realizada através de punc¢éo cardiaca.

IV.4.2. Analise da produgao por Western blot

A produgdo dos anticorpos foi analisada por Western blot. Para a analise da
producdo do anticorpo anti-CopB e anti-CutC, o extrato total de E. coli produzindo
essas proteinas recombinantes (aproximadamente 20 ug/canaleta) ou o extrato total de
Xac (aproximadamente 130 ug de proteina/canaleta) crescida na auséncia de cobre
foram fracionados através de eletroforese SDS-PAGE gel 12%. Para a analise da
producdo do anticorpo anti-CopA, células de Xac foram coletadas 0,5 hora apés a
adicdo de 1 mM de cobre. O extrato protéico de Xac foi preparado conforme método
descrito por Mehta and Rosato (2001) e fracionado através de eletroforese SDS-PAGE
gel 12% (aproximadamente 75 ug/canaleta). As proteinas totais (extrato de E. coli e de
Xac) foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, em tampao Tris 20 mM,
glicina 150 mM e metanol 20%, 100V, durante 2 horas. Ap6s a transferéncia, as
membranas foram bloqueadas com uma solug¢do de 5% de leite em pd desnatado em
TBST (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 500 mM, Tween-20 0,05%). A seguir, as
membranas foram incubadas com varias diluicbes dos anticorpos em TBST contendo
leite (1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:5000) durante 2 horas, lavadas com tamp&o
TBST trés vezes, dez minutos cada lavagem, e incubadas com anticorpo anti-lgG
conjugado com fosfatase alcalina (Bio-Rad). Em seguida, as membranas foram

novamente lavadas com TBST e procedeu-se a revelagdo com NBT e BCIP.

V. Inativagao do gene copA

Com o objetivo de comprovar o papel do gene copA no mecanismo de
resisténcia a cobre, a inativacdo do gene foi realizada pela insergdo de um transposon.
Para isso, o gene copA foi, primeiramente, subclonado no vetor pUC18 e inserido de
um transposon. A inativagéo in vivo foi realizada pela transformacdo de Xac com o

plasmideo contendo o gene inserido pelo transposon.
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V.1. Subclonagem do gene copA no vetor pUC18

O gene copA foi amplificado por PCR utilizando oligonucleotideos contendo nas
extremidades 5° sitios de restricdo para a enzima EcoRI. O fragmento amplificado foi
digerido com esta mesma enzima, purificado e subclonado no mesmo sitio do vetor
pUC18, apés transformacido da linhagem de E. coli DH10B com os produtos das
reacdes de ligacéo.

Oito clones foram isolados, os DNAs plasmidiais foram extraidos (descrito no
item VIII) e digeridos com a enzima EcoRI, para confirmar a subclonagem. Os produtos

das digestdes foram analisados em gel de agarose 0,8%.
V.2. Inativagao in vitro do gene

A reacao de insercao in vitro do transposon (KAN) no gene copA foi realizada
com o kit EZZTN™ <KAN-2> (Epicentre) no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular, Departamento de Tecnologia (FCAV, UNESP, Jaboticabal) com a
colaboragdo do Dr. Julio Cezar F. de Oliveira, Jovem Pesquisador no referido
departamento. O esquema resumido da insergéo in vitro pode ser observado na Figura
7. Para a reacao, 0,2 ug do DNA plasmidial foram adicionados a 1,0 uL do tampéo do
kit (10 X), 0,1 pmol/uL do transposon EZ:TN <KAN-2>, 1,0 uL de transposase EZ:TN e
agua ultra pura estéril para um volume final de 10 uL. A mistura foi incubada a 37°C por
2 horas. Ao final deste periodo, 1,0 uL da reacgéo foi utilizado para a transformacao por
eletroporacao de E. coli DH10B (método descrito em VII.2), utilizando o eletroporador
Gene Pulser Il (Bio-Rad) nas seguintes condi¢des: 1500 Volts, capacitancia de 25 uFa
e resisténcia de 300 Q. Apds a eletroporagao, adicionou-se 1 mL de meio 2YT e
incubou-se a 37°C por 1 hora. As células foram plaqueadas em meio 2YT contendo 30
ug/mL de kanamicina, marca de resisténcia do transposon.

Quatro clones foram isolados, os DNAs plasmidiais foram extraidos, digeridos
com a enzima EcoRI e os produtos das digestdes foram analisados em gel de agarose
0,8%. Para confirmar se o transposon foi inserido na sequéncia do gene copA, os
clones positivos foram, primeiramente, utilizados na amplificagdo por PCR utilizando
oligonucleotideos que anelam no gene copA (CopA-F e CopA-R). Os produtos da

amplificacdo foram analisados em gel de agarose 0,8% e os insertos apresentando
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EZ::TN In Vitro Insertion Reaction
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2. Transform E. coli
3. Select Drug® clones

Figura 7 - Esquema resumido da inserc¢éo in vitro do transposon (Kit Epicentre).
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tamanhos maiores que o gene copA (> 2.000 pb) foram seqlienciados para checar a
posicao do transposon dentro do gene. Apenas os plasmideos contendo insertos
carregando o transposon foram selecionados e utilizados para transformar células de
Xac.

V.3. Preparo e transformacao de células de Xac

Células de Xac, linhagem 306 foram preparadas para serem transformadas, de
acordo com o método descrito por Sun et al. (2003), da seguinte maneira: inoculou-se a
bactéria em placa contendo meio TSA. Apos crescimento (48-72 horas a 28°C), uma
alca da bactéria foi transferida para 20 mL de meio 210 (sacarose 0,5%, hidrolisado
enzimatico de caseina 0,8%, extrato de levedo 0,4%, K;HPO4 0,3% e de MgS04.7H,0
0,03%, pH 7,0) e apds crescimento durante a noite, transferiu-se todo o volume da
cultura para 500 mL do mesmo meio. As células foram crescidas a 28°C até atingir uma
densidade 6ptica entre 0,5-0,6 a 600 nm, e em seguida, as células foram incubadas em
gelo por 20 minutos e separadas por centrifugacao durante 15 minutos a 4.000 rpm em
centrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5810R. As células foram lavadas com 50 mL
de glicerol 10% gelado, a seguir, com 20 mL e, em seguida, com 10 mL. No final, as
células foram ressuspensas em 300 pL de glicerol e utilizadas na transformacgéo.

Quantidades de 5, 10, 15 e 20 pg da construgdo plasmidial contendo o
transposon na posi¢do 408 pb do gene foram homogeneizadas com 50 uL de células
em uma cubeta de eletroporacao estéril em gelo. As células foram transformadas nas
seguintes condigdes: 2400 Volts, capacitancia de 25 pFa e resisténcia de 300 Q em um
eletroporador Gene Pulser Il (Bio-Rad). Apés a eletroporagdo, adicionou-se 1 mL de
meio TSA e incubou-se a 28°C por 2 horas, sob agitacdo moderada. As células foram
plagueadas em meio TSA contendo 50 pg/mL de kanamicina (sele¢cdo para o

transposon).

V.4. Extragdo e analise do DNA genémico de Xac

Cinco clones foram isolados apos transformagéo e os DNAs gendmicos foram
extraidos da seguinte maneira: colbnias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio
TSA contendo 50 ug/mL de kanamicina e crescidas por, aproximadamente, 20 horas a

28°C. As células foram coletadas em tubos Eppendorf por centrifugagéo e
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ressuspensas em 560 pL de uma soluc¢ao contendo Tris-HCI 25 mM, pH 8,0 e EDTA 10
mM. Adicionou-se 5 uL de RNAse 10 mg/mL e 75 uL de SDS 10% e a mistura foi
incubada por 15 minutos a 37°C. A seguir, um volume de 80 uL de NaAc 3 M, pH 6,8
foi adicionado e a mistura foi homogeneizada. Um volume de 400 puL de fenol saturado
com tampao foi adicionado a solugao, seguido de homogeneizagéo e centrifugacdo. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo limpo e um volume de 400 uL de
cloroférmio foi adicionado a solugéo, seguido de homogeneizagao e centrifugagdo. Um
volume de, aproximadamente, 400 uL da fase aquosa foi transferido para tubos
Eppendorf e o DNA gendmico foi precipitado com 0,6 volumes de isopropanol, coletado
por centrifugacéo e lavado com 1 mL de etanol 70% gelado. O DNA foi dissolvido em
80 uL de agua ultrapura.

O DNA genbmico dos diferentes clones foi analisado em gel de agarose 0,8%,
quantificado por leitura de absorbancia a 260 nm e a presenga do transposon
interrompendo o gene copA foi analisada por PCR, Southern blot e sequenciamento de
DNA.

V.4.1. Analise por PCR

A presenca do transposon interrompendo o gene copA no DNA gendmico dos
clones foi primeiramente analisada por PCR. Para a amplificagcdo foram utilizados
oligonucleotideos direto (CopA-F1), o qual anela na extremidade 5 da seqiéncia
nucleotidica do gene copA e reverso (CopA-R), o qual anela na extremidade 3’ do
gene. Foram utilizados, como controles, o DNA gendmico de Xac n&o transformada e o
DNA plasmidial da construcdo contendo o gene copA inserido do transposon. A mistura
de reacgdo para a amplificacdo do gene copA continha: 200 ng de DNA plasmidial ou 5
ng de DNA gendmico, 2,0 uL de MgSO4 50 mM, 100 pmols dos oligonucleotideos
direto e reverso, 5,0 uL de tampéao especifico da enzima (10 X), 1,5 uL de dNTPs 10
mM, 0,5 uL de Platinum Pfx DNA Polimerase (2,5 U/ulL, Invitrogen) e agua ultrapura
estéril de modo a completar o volume da reagao para 50 pL. A PCR consistiu de uma
desnaturacéo inicial de 96°C por 6 minutos seguida de 39 ciclos de 96°C por 1 minuto,
52°C por 1 minuto e 68°C por 3 minutos. Os produtos de amplificacdo foram analisados

por eletroforese em gel de agarose 0,8%.
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V.4.2. Analise por Southern blot

Para esta analise, 10 ug de DNA gendmico foram digeridos com a enzima de
restricdo EcoRI. As amostras foram separadas em gel de agarose 1% em tampé&o 1X
TAE e transferidas para uma membrana de Nylon positivamente carregada (Hybond
XL, Amersham) por capilaridade, com uma solu¢cdo de NaOH 0,4 M. A pré-hibridizacao,
a hibridizacdo e a lavagem da membrana foram feitas como descrito no item 111.2.2.
Apos as lavagens, a membrana foi exposta ao filme radiografico (Kodak T-Mat G/RA)
por quatro horas, a —80°C. Foram utilizados como sonda o fragmento Xhol-Sall de
1000 pb do transposon (Figura 8) e o gene copA (1782 pb), marcados radioativamente
(item 111.2.4).

V.4.3. Analise por sequenciamento de DNA

Uma vez confirmada a presenca do transposon interrompendo o gene copA por
PCR e Southern blot, foi necessario conhecer em que posi¢cédo do gene o transposon foi
inserido apdés os eventos de recombinacdo homédloga. Para isso, os fragmentos de
DNA genbmico, amplificados por PCR, foram separados em gel de agarose e
purificados utilizando o kit Geneclean® Il (Bio 101) e, aproximadamente, 400 ng foram
utilizados para a reacdo de sequenciamento de DNA. Paralelamente, a construgao
plasmidial contendo o gene copA interrompido pelo transposon também foi
seqlienciada para a confirmagdo da localizacdo do transposon no gene. Para o
sequenciamento utilizamos os oligonucleotideos especificos para o transposon: KAN-
2F (5-ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3’) e KAN-2R (5-GCAATGTAACATCAGA
GATTTTGAG-3’), os quais anelam nas extremidades do transposon, como indicado na
Figura 8. As seqUéncias obtidas foram analisadas por Blastn contra a sequéncia

gendmica de Xac (http://genoma4.iq.usp.br).

V.5. Avaliagdo do crescimento in vitro das células mutantes na presenca de

cobre

As células dos clones contendo o transposon inserido no gene copA (linhagens
AcopA) foram avaliadas em relagdo ao crescimento na auséncia e na presencga de

varias concentracdes de cobre. Para isso, as células mutantes (AcopA) e as células da

63



EZ::TN™ <KAN-2> Transposon

(1221 bp.)
Ava Il 1122
BamH | 1158
Xba | 1185
_ Sal 1 1171
Nei | 442 Acc | 1172
Ssp | 484 Hing 111173
BspH | 87 P | 569 Pssr In1 |1E1“13?
Xho 1 167 Hae 1858 i 1l 1189
| Nru | 226 PN | 832
| I
ME | KanR ME
- ATG TAA —
KAN-2 RP-1 138 953 KAN-Z FP-1
4367 1127-1181
1 100 200 300 400 500 [eTh ] 700 800 a0 1000 1100 1221
L L | L | L 1 L 1 L | M | 1 | 1 | L | L | L | L 1

Figura 8 - Representacédo esquematica do transposon EZ:TN <KAN-2>.
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linhagem selvagem (controle) foram rejuvenescidas em meio TSA soélido contendo ou
ndo kanamicina 50 ug/mL (para as células mutantes) e, apds o crescimento, uma alca
das células foi inoculada em 50 mL de meio Agar Nutriente e crescidas a 28°C, durante
a noite, a 250 rpm.

Um volume deste pré-indculo (suficiente para uma densidade o6ptica de
aproximadamente 0,5 a 550 nm) foi transferido para frascos Erlenmeyers de 125 mL
contendo 50 mL de meio Agar Nutriente na auséncia ou na presenga de CuSO,4 5H,0
1,0 mM em uma avaliacao inicial e, em outra avaliagdo na presenca de CuS0O4.5H,0
nas concentragdes de 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 mM. O pH dos meios foi mantido ao redor
de 7,0 com a adicao de tampéo fosfato ao meio de cultura. As culturas foram crescidas
a 250 rpm e 28°C. O crescimento das células na auséncia e na presenga de cobre foi
acompanhado através de medidas de turbidimetria a 550 nm em espectrofotdbmetro

Beckman, modelo DU640, apds 24 horas de cultivo.

V.6. Avaliagao das células mutantes in vivo

As células mutantes também foram avaliadas in vivo em relagdo a capacidade
de induzirem os sintomas do cancro citrico em folhas jovens de limdo cravo e de
laranja, na auséncia e na presenca de cobre. Este experimento foi realizado em uma
casa de vegetacdo especifica para o trabalho com Xac, localizada na FCAV, UNESP,
Jaboticabal, com a colaboracdo do Dr. Julio C. F. de Oliveira. Para isso, as células
mutantes e as células selvagem (controle) foram rejuvenescidas em meio TSA sélido
contendo ou ndo 50 pg/mL de kanamicina (para as células mutantes). Apds o
crescimento (42 horas), uma pequena quantidade das células foi ressuspensa em 200
pL de tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0 e a concentragdo bacteriana foi ajustada para uma
densidade optica de 0,3 a 600 nm. Foram utilizados como controles: agua ultrapura
estéril, tampéo fostato de potassio 0,1 M, solugées de 1 mM e 10 mM de CuSQ4.5H,0
em tampéao fosfato, para analisar o efeito do cobre na planta e células de Xac selvagem
e mutante na auséncia de cobre.

Para avaliar a capacidade de infecgdo da bactéria na planta, na presenca e
auséncia de cobre, foram adicionados as células volumes de uma solugéo 200 mM de
CuS04.H,0 de modo a obter concentragées finais de 0,25, 0,5, 0,7, 1,0, 1,5 e 2,0 mM
de cobre. As suspensdes bacterianas foram utilizadas para inocular folhas de mudas

de limdo cravo e laranja, as quais foram selecionadas de modo a trabalhar com folhas
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jovens e sds. O inéculo foi feito no dorso da folha, onde, primeiramente, foi feita uma
injuria (pequena lesdo) na cuticula da folha com a ponta de uma agulha de 1 mL e,
posteriormente, as células foram inoculadas no local da injuria, através de compresséo,
usando uma seringa sem agulha, até que fosse observada uma regido umida ao redor
da injuria. Em cada folha foram aplicadas as células mutantes e selvagem, na auséncia
e na presenca das diferentes concentragbes de cobre. As plantas foram mantidas no
laboratério de plantas (FCAV, UNESP, Jaboticabal), com luz artificial, temperatura de

28°C e equipamento para filiragem do ar (filtro HEPA).

V.7. Avaliagdo do crescimento in vivo

O crescimento das células mutantes e selvagem na presenga de cobre também
foi avaliado in vivo através da contagem do numero de células presentes em folhas de
limao cravo. Para isso, as células foram rejuvenescidas em meio TSA contendo ou nao
50 pg/mL de kanamicina, colbnias isoladas foram ressuspensas em tampéo fosfato e a
concentragdo bacteriana foi ajustada para uma densidade 6ptica de 0,01 a 600 nm. A
seguir, as células foram diluidas 10X e um volume de uma solugdo 200 mM de
CuS04.5H,0 foi adicionado de modo a obter uma concentragéo final de 1 mM de
cobre. As células na presenca de cobre foram utilizadas para infectar folhas jovens de
limao cravo, como descrito no item anterior. O experimento foi feito em triplicata, sendo
que para cada variavel foram retirados 3 discos de 0,9 cm de didmetro da regido da
folha infectada com as células. Os discos foliares foram removidos nos dias 0, 2, 4, 6,
8, 10 e 12 apds a infeccdo das folhas com as suspensbes bacterianas. A seguir, 0os
discos foram macerados em 1 mL de agua ultra-pura estéril e diluicdes variando entre
10™ a 107" foram plaqueadas em meio contendo ou ndo kanamicina. Apos 48 horas, foi

feita a contagem do numero de coldnias resultantes do crescimento celular.

VI. Analise da interagdo das proteinas CopA, CopB e CutC com proteinas de Xac

através do ensaio de duplo hibrido de leveduras

O ensaio de duplo hibrido de leveduras, foi utilizado com o objetivo de investigar
se as proteinas CopA, CopB e CutC interagem com alguma proteina da bactéria e
quem sao essas proteinas. O plasmideo pOBD2, a linhagem de levedura, bem como a

biblioteca genémica de Xac, construida no plasmideo pOAD foram cedidos pelo Prof.
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Dr. S. C. Farah, Instituto de Quimica, USP, Sdo Paulo. Para este estudo os genes
foram subclonados no vetor pOBD2 e as proteinas utilizadas como iscas na busca de

proteinas que interagem com as mesmas.

VI.1. Subclonagem dos genes copA, copB e cutC no vetor pOBD2

Os genes copB e cutC foram retirados do vetor de expressdao pET28a
(construcao utilizada para producao das proteinas recombinantes em E. coli) através
da digestao com as enzimas Ndel e Notl, purificados e subclonados nos mesmos sitios
do vetor pOBD2 (Figura 9) in frame ao dominio de liga¢do do fator de transcricdo Gal4.
Este vetor foi previamente modificado no laboratério do Dr. Farah, pela introdugéo dos
sitios de restricdo Ndel, Smal e Notl entre os sitios Sall e Pstl. Para a subclonagem do
gene copA uma outra estratégia foi utilizada. O plasmideo pET28a contendo o gene foi
digerido inicialmente com a enzima Ndel (a qual apresenta um sitio na sequéncia do
gene), o fragmento de DNA foi purificado e subclonado no mesmo sitio do vetor pOBD2
desfosforilado. Plasmideos do vetor pOBD2 contendo o inserto na orientacéo correta e
do vetor pET28a foram novamente digeridos com Kpnl e Notl, o inserto isolado do vetor
pET28a foi purificado e subclonado no vetor pOBD2, reconstituindo a seqliéncia
codificadora inteira do gene copA.

A linhagem de E. coli DH10B foi transformada com os produtos das reag¢des de
ligagéo, os clones foram isolados, os DNAs plasmidiais foram extraidos e digeridos
com as enzimas Sall e Notl. Os produtos das digestbes foram analisados em gel de
agarose 0,8%. A subclonagem dos genes também foi checada por sequenciamento de
DNA.

VI.2. Preparo e transformacao de células competentes de Saccharomyces

cerevisiae

A linhagem PJ694-a (MATa trp leu ura his gal4A gal80A LYS2::GAL1-HIS3
GAL2-ADE2 met::GAL7-lacZ) (JAMES et al., 1996) foi utilizada no ensaio de duplo-
hibrido. Células competentes de S. cerevisiae foram preparadas para serem
transformadas com os plasmideos pOBD2 de acordo com o método que utiliza acetato
de litio (ITO et al., 1983), da seguinte maneira: inoculou-se uma col6nia isolada da

levedura em 5 mL de meio YAPD (extrato de levedo 1%, peptona 2%, glicose 2% e
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Figura 9 - Mapa fisico do vetor pOBD2. O plasmideo contém o dominio de ligagdo ao DNA do

fator de transcricdo Gal4 e mostra o sitio de policlonagem modificado (HUDSON, et al., 1997).
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adenina 0,008%). Apos crescimento durante a noite a 30°C, transferiu-se 1 mL da
cultura para tubo Falcon de 50 mL contendo 20 mL de meio YAPD e as células foram
incubadas a 30°C e 250 rpm até uma densidade 6ptica entre 1,0 e 2,0 a 600 nm.
Atingindo essa densidade 6ptica, as células foram coletadas em centrifuga refrigerada
Eppendorf a 3000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e as células
foram lavadas duas vezes com 15 mL de tampao LITE (acetato de litio 0,1 M; Tris-HCI
0,01 M, pH 7,4 e EDTA 0,001 M, pH 8,0) gelado estéril. Em seguida, o precipitado
celular foi ressuspenso em 0,5 mL de tampao LITE, incubado primeiro a 30°C e 250
rpm durante 1h e depois em banho de gelo até o momento da transformagéo.
Aproximadamente 1 ug de cada um dos plasmideos contendo os genes copA,
copB e cutC foi utilizado para transformar aliquotas de 100 uL de células competentes
de S. cerevisiae, na presengca de 10 uL de DNA esperma de salmédo (10 pg/mL)
desnaturado como carreador. A suspensdo foi homogeneizada cuidadosamente e
incubada a 30°C por 30 minutos sem agitacdo. Em seguida, foi adicionada uma
solucédo 40% de PEG 8000 em tampéo LITE, a mistura foi incubada sem agitacéo a
30°C por 1 h e transferida para 42°C, durante 15 minutos. Apds o choque térmico, a
solucado contendo PEG 8000 foi removida por centrifugagéo, o precipitado celular foi
ressuspenso em agua ultrapura estéril, semeado em placas contendo meio minimo SC-
Trp (Yeast Nitrogen Base 0,67% sem sulfato de aménio e sem aminoacidos, glicose

2% e drop-out-Trp 0,15%) e incubado a 30°C até o aparecimento de coldnias.

VI.3. Teste de auto-ativagao do gene reporter HIS com as iscas

Os clones contendo as iscas de interesse foram crescidos em meio SC-Trp
liquido a 30°C por 24 horas. Ap6s o crescimento, 10 uL da suspensao foram diluidos
em 1 mL de agua e contadas em camara de Neubauer. A partir dos valores obtidos
calculou-se a diluicdo que continha, aproximadamente, 10 células/uL e 50 uL desta
diluicdo foram depositados na superficie de placas contendo meio SC-Trp-His (drop-
out-Trp-His) na auséncia e na presenga de 3-aminotriazol (3-AT) nas seguintes
concentragdes: 1, 5, 10, 25 e 50 mM. As placas foram incubadas a 30°C por 5 dias e a
concentragdo inibitoria de 3-AT foi determinada para cada clone. A presenca do 3-AT é

necessaria para inibir a ativagao do gene repérter HIS pelas iscas.
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VI.4. Transformacao da linhagem de levedura com a biblioteca de Xac e

seleg¢ao dos clones

A biblioteca de Xac utilizada no ensaio de duplo-hibrido foi construida utilizando
uma mistura de fragmentos de 500-1500 pb e de 1500-3000 pb, obtidos por
nebulizacao, fusionados ao dominio de ativagédo do fator de transcricdo GAL4 no vetor
pOAD (Figura 10). As células de levedura contendo os diferentes plasmideos de
interesse foram transformadas com a biblioteca genémica de Xac. Para isso, essas
células foram inoculadas em 50 mL de meio SC-Trp a 30°C, sob agitagéo por 16 horas
(pré-in6culo). Apos crescimento, as células foram contadas em camara de Neubauer e
calculou-se o volume de pré-indculo necessario para um total de 7,5x10° células, as
quais foram centrifugadas e inoculadas em 150 mL de meio YAPD. As células foram
novamente incubadas a 30°C sob agitacdo até atingir uma densidade Optica de,
aproximadamente, 0,8 a 600 nm. As células foram coletadas em 3 tubos Falcon de 50
mL a 4.000 rpm por 5 minutos em centrifuga refrigerada, lavadas com 25 mL de agua
ultrapura estéril e ressuspensas em um unico tubo com 3 mL de tampao LITE. A
suspensdo foi incubada a 30°C por 15 minutos, em banho-maria, centrifugada e o
sobrenadante foi desprezado.

Ao precipitado foram adicionados os seguintes componentes na ordem em que
séo citados: 8,3 mL de PEG 8000 40% em tamp&o LITE, 300 uL de DNA esperma de
salméo (10 mg/mL), 30 uL da biblioteca genémica de Xac (1 mg/mL) e 2,15 mL de
agua ultra pura estéril. A mistura foi homegeneizada em Vortex e incubada a 30°C por
30 minutos em banho-maria, agitando-se gentilmente os tubos a cada 10 minutos.
Apbs este periodo, a mistura foi submetida a choque térmico a 42°C por 45 minutos em
banho-maria, agitando-se os tubos a cada 5 minutos. A seguir, a mistura foi
centrifugada a 4.000 rpm por 5 minutos e as células foram ressuspensas em 5 mL de
agua ultra pura estéril e 500 uL desta suspenséo foram plaqueadas em 10 placas com
meio SC-Trp-Leu-His-Ade (drop-out-Trp-Leu-His-Ade) contendo 3-AT 3 mM. Em 3
placas contendo SC-leu, foram plaqueados 50 uL de uma diluigdo 1:100 das misturas
(controle do numero de transformantes totais). As placas foram incubadas a 30°C
durante, aproximadamente, 20 dias, no decorrer dos quais realizamos a contagem de
coldénias e repiques dos clones positivos para novas placas SC-Trp-Leu-His-Ade
contendo 3 mM de 3-AT devidamente identificadas. As marcas TRP e LEU sé&o as

marcas de selecao dos vetores e HIS e ADE sao genes reporteres.
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Figura 10 - Vetor pOAD contendo o dominio de ativacdo do fator de transcricdo Gal4. A
biblioteca foi construida através da clonagem dos fragmentos de DNA gendmico no sitio Pvull
(HUDSON, et al., 1997).
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As colbnias que novamente cresceram em meio seletivo foram avaliadas em
relacdo a atividade B-galactosidase, um outro gene repérter. O ensaio de atividade
qualitativo foi realizado nas células transferidas para membranas de nitrocelulose.
Primeiramente, foi preparada uma solucdo contendo 100mL de tampdo Z
(NazHPO4.7H20 1,61%, NaH,PO4.7H,0 0,55%, KCI 0,075% e MgS04.7H2,0 0,0246%,
pH 7,0), 270 puL de B-mercaptoetanol e 1,67 mL da solugcédo estoque de X-Gal (20
mg/mL em N,N-dimetilformamida). Esta solug&o foi utilizada para umedecer discos de
papel Whatmann 3MM mantidos em placas de Petri fechadas até seu uso. Em seguida,
as células dos transformantes foram transferidas para as membranas de nitrocelulose
(replica plate) e congeladas durante 10 segundos em nitrogénio liquido. As membranas
foram descongeladas a temperatura ambiente, e em seguida, foram depositadas sobre
os discos de filtro umedecidos e deixadas a temperatura ambiente até o
desenvolvimento da cor azul. O aparecimento da cor foi considerado dentro do tempo

de 30 min a 30 h. O procedimento utilizado foi descrito por Rose and Botstein (1983).

VI.5. Analise dos clones e sele¢cao das presas

Os clones que apresentaram atividade B-galactosidase foram utilizados para a
recuperagdo dos plasmideos e sequenciamento do DNA. O DNA foi extraido das
células de levedura de acordo com o método descrito por Hoffman and Winston (1987):
cerca de 1,5 mL das culturas de células crescidas em meio SC-trp-leu a 30°C e 250
rpom durante a noite foram transferidos para tubos Eppendorf, centrifugados por 1
minuto a 18.000 x g em centrifuga Eppendorf e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi ressuspenso em 200 uL de uma solugdo contendo Triton X-100 2%,
SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, e EDTA 1 mM. A esta mistura foi
adicionado 200 pyL de uma solucdo contendo fenol, cloroférmio e alcool isoamilico na
proporcéo de 25:24:1 e 0,3 g de contas de vidro (450-600 um). As células foram lisadas
em Vortex com ciclos de 2 minutos, os quais foram repetidos 3 vezes. A mistura foi
centrifugada a 13.000 rpm por 5 minutos a 4°C e a fase aquosa foi transferida para
novo tubo Eppendorf. O DNA foi precipitado pela adi¢do de igual volume de
isopropanol, coletado por centrifugagéo, lavado 2 vezes com 500 pyL de etanol 70%,
ressuspenso em 50 pL de agua ultra pura e analisado em gel de agarose 0,8%.

Apbs a extracao de DNA, os plasmideos pOBD2 e pOAD foram recuperados

pela transformacéo de células de E. coli DH10B por eletroporacdo. As células foram
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plaqueadas em meio 2YT contendo 100 pg/mL de ampicilina (marca de selegdo dos
dois plasmideos). Nesta etapa foram isolados os dois plasmideos. Quatro colénias de
cada clone inicial foram analisadas (devido a possibilidade de que cada colénia deve
carregar apenas um dos dois plasmideos). Os DNAs plasmidiais foram extraidos e,
aproximadamente, 400 ng foram utilizados para a reagdo de sequenciamento. Para o
sequenciamento utilizou-se um oligonucleotideo especifico para o vetor pOAD, o qual
anela no dominio de ativagdo do fator de transcricdo GAL4 (5'-
GCGTTTGGAATCACTACAGG-3'). Desta maneira, apenas as colénias que carregam o
plasmideo pOAD com o inserto de interesse foram selecionados.

Apés eliminar a sequéncia do vetor, as sequéncias obtidas foram analisadas
pelo programa Blastx contra a seqiiéncia gendmica de Xac (http://genoma4.iq.usp.br).
Apébs o sequenciamento e identificacdo das seqiéncias, as ORFs foram analisadas
quanto a sua possivel relagéo fisioldégica e regides de interacdo com as proteinas
CopA, CopB e CutC e, entdo, selecionadas para confirmar as interagbes com estas

proteinas.

VII. Preparo e transformacao de células competentes de E.coli

VII. 1. Método Cloreto de Calcio

Células competentes de E. coli, linhagem DH10B, foram preparadas para serem
transformadas, de acordo com Sambrook and Russell (2001), da seguinte maneira: a
partir de um estoque de E. coli DH10B mantido a —80°C, inoculou-se a bactéria em 5
mL de meio 2YT. Apos crescimento (12-14 horas a 37°C), transferiu-se 3 mL desta
cultura para 100 mL de meio 2YT e aguardou-se até esta atingir densidade 6ptica de,
aproximadamente, 0,7, medida a 600 nm em espectrofotdmetro Beckman, modelo
DU6B40. As células foram centrifugadas por 10 minutos a 4.000 rpm em centrifuga de
bancada refrigerada e lavadas com 25 mL de cloreto de calcio 100 mM (gelado). No
final as células foram ressuspensas em 4 mL de cloreto de calcio 100 mM e, a elas, foi
adicionado 80% de glicerol. As células foram aliquotadas e estocadas a —80°C.

Para a transformacéo, um volume do produto da reacéo de ligagcdo ou plasmideo
foi adicionado a 100 pL de células de E. coli DH10B competentes e a mistura incubada

em gelo por 30 minutos. A seguir, submeteu-se a mistura a choque térmico a 42°C por
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2 minutos e, logo apos, adicionou-se 400 puL de meio 2YT. Incubou-se a 37°C por 1

hora e as células foram plaqueadas em meio 2YT contendo o antibiético especifico.

VII. 2. Eletroporacao

Células competentes de E. coli, linhagem DH10B, foram preparadas para serem
transformadas por eletroporacao da seguinte maneira: a partir de um estoque de E. coli
DH10B mantido a —80°C, inoculou-se a bactéria em 50 mL de meio 2YT. Apos
crescimento (12-14 horas a 37°C), transferiu-se 15 mL desta cultura para 500 mL de
meio 2YT e as células foram crescidas até esta atingir densidade Ooptica de,
aproximadamente, 0,6, a 600 nm. As células foram centrifugadas por 10 minutos a
4.000 rpm em centrifuga de bancada refrigerada e lavadas duas vezes com 200 mL de
glicerol 10% (gelado). A seguir, as células foram sucessivamente lavadas com 20 mL e
2 mL de glicerol 10%. No final, as células foram ressuspensas em 1 mL de glicerol 10%
e estas foram aliquotadas (40 puL) e estocadas a —-80°C. As células foram
homogeneizadas com o DNA a ser transformado em uma cubeta de eletroporagéo
estéril com 0,2 cm de espessura (Bio-Rad), em gelo. As células foram transformadas
por eletroporagéo utilizando o eletroporador Gene Pulser Il (Bio-Rad) nas seguintes
condigbes: 1500 Volts, capacitancia de 25 pFa e resisténcia de 300 Q. Apds a
eletroporacao, adicionou-se 1 mL de meio 2YT e incubou-se a 37°C por 1 hora. As

células foram plaqueadas em meio 2YT contendo o antibiético especifico.

VIII. Extracao e analise de DNA plasmidial

A extracao plasmidial foi realizada pelo método descrito por Holmes and Quigley
(1981), como descrito a seguir. Cerca de 1,5 mL da cultura de células foram
transferidos para tubos Eppendorf, centrifugados e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi ressuspenso em 350 uL de uma solugdo contendo 8,0% de sacarose,
0,5% de Triton X-100, 50 mM de EDTA pH 8,0 e 10 mM de Tris pH 8,0, e 25 uL de 10
mg/mL de lisozima. A mistura foi aquecida em banho de agua fervente por 40
segundos, resfriada imediatamente em congelador por 10 minutos e centrifugada por
10 minutos.

O precipitado foi retirado e descartado, sendo os acidos nucléicos precipitados

com 40 uL de 3 M de acetato de sodio e 420 uL de isopropanol. A seguir, o material foi
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centrifugado por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi dissolvido
em 100 pL de agua ultrapura. Um volume de 100 uL de Fenol saturado com tampé&o foi
adicionado a solugdo, homogeneizada e centrifugada. Um volume de 80 puL da fase
aquosa foi transferido para tubos Eppendorf e o DNA plasmidial foi precipitado com 40
pL de 7,5 M de acetato de amoénia e 300 puL de 95% de etanol gelado. O DNA
plasmidial foi coletado por centrifugagéo e lavado duas vezes com 500 uL de 70% de
etanol gelado. O DNA foi dissolvido em 10 uL de agua ultrapura.

A analise das amostras de DNA plasmidial foi feita em gel de agarose 0,8% em
tampao 1X TAE (40 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 19 mM de acido acético e 1 mM de
EDTA), contendo 0,5 ug/mL brometo de etideo. Antes da aplicagdo das amostras no
gel, foram adicionados 3 uL de tampao 80 mM de Tris-HCI, pH 8,0, contendo 40% de
sacarosee 0,1% de azul de bromofenol. Foi utilizado como marcador de massa
molecular o DNA 1 kb ladder (Gibco), para as reagbes de digestdo. O gel foi analisado

em transiluminador de luz UV.

IX. Outros métodos moleculares

Todas as enzimas de restricao utilizadas foram as enzimas New England Biolabs
e os protocolos de digestdo foram especificos para cada enzima, de acordo com
instrucdes do fabricante. Os produtos das reacdes de digestdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampdo 1X TAE (Tris-HCI 40 mM, pH 8,0,
acido acético 19 mM e EDTA 1 mM), contendo brometo de etideo 0,5 pg/mL.

As reacgbes para sequenciamento automatico do DNA foram realizadas em
termociclador, utilizando-se o kit Big Dye (Perkin Elmer). A metodologia utilizada foi
baseada na reacdo de Sanger et al. (1977), através da utilizacdo de trifosfatos de
didesoxinucleosideos marcados com corantes fluorescentes derivados da rodamina.
Durante o sequenciamento foi utilizado o seqiienciador automatico ABlI PRISM-377
DNA SEQUENCER (Perkin Elmer). Para cada reagdo de sequenciamento foram
utilizados 400 ng de DNA, 3,2 pmols de oligonucleotideos direto ou reverso, 2 uL de
tampéao Tris-HCI 200 mM, pH 9,0 e MgCl, 5 mM e 2 uL do kit Big Dye (Perkin Elmer). A
reagdo em termociclador consistiu de 40 ciclos de 96°C por 30 segundos, 52°C por 30
segundos, 60°C por 4 minutos, ap6s desnaturagdo inicial de 96°C por 2 minutos. O

DNA foi precipitado pela adigdo de 80 uL de isopropanol 70%, lavado com 1 mL de
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etanol 70% por 2 vezes e, apos secagem a temperatura ambiente, estocado a —20°C

até o momento do uso.
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Resultados
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Para facilitar o acompanhamento, os resultados foram subdivididos em seis

partes diferentes.

Parte I. Amplificagdo dos genes copA, copB e cutC. Seqiiéncias polipeptidicas

das proteinas

Uma suspensao bacteriana foi utilizada para a amplificacdo de cutC e para a
amplificacdo dos genes copA e copB foram utilizados os clones 6205G06 e 6704A03,
respectivamente, contendo as seqiiéncias codificadoras inteiras dos genes. Para isso,
diferentes protocolos de amplificacdo tiveram que ser usados, como descritos em
Materiais e Métodos. Os produtos das reacdes foram analisados em gel de agarose
0,8% e a Figura 11 mostra os fragmentos amplificados. De acordo com as sequiéncias
dos genes copA, copB e cutC, eram esperadas bandas em torno de 2000, 1000 e 800
pb, respectivamente e a figura mostra a presenca de bandas Unicas correspondentes

aos pesos moleculares esperados.

Figura 11- Amplificagcdo dos genes copA, copB e cutC de Xac. 1 - padrdo de Peso Molecular 1
kb Ladder, 2, 3 e 4 - fragmentos amplificados de copB, copA e cutC, respectivamente.

Eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL).
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Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor pMOSBIue, seqiienciados
para a confirmacdo das suas seqiéncias nucleotidicas e subclonados em diferentes
vetores de acordo com os experimentos descritos nesta parte.

As sequéncias polipeptidicas das proteinas, deduzidas a partir das seqiéncias
nucleotidicas, foram utilizadas na comparagdo com as mesmas proteinas de outras
bactérias patogénicas. A Figura 12 mostra um alinhamento de seqiiéncias da proteina
CopA com outras bactérias fitopatogénicas. Através do alinhamento €& possivel
observar uma alta identidade entre a proteina CopA de Xac e a mesma proteina de
outros fitopatdgenos, as quais possuem identidade variando de 60% (P. pv. tomato, P.
pv. syringae, X. pv. juglandis e X. pv. vesicatoria) a 84% (X. pv. oryzae e X. pv.
campestris). Também observamos pela figura, duas regides distintas de alta
homologia, uma compreendendo a regido N-terminal até grande parte da proteina e a
regido C-terminal, indicando um provavel arranjo estrutural de dois dominios diferentes
para a funcdo de CopA. Esta proteina contém um provavel sitio de ligagdo ao cobre
tipo-1 na extremidade C-terminal similar ao sitio tipo-1 presente nas multicobre
oxidases, cuja estrutura geral é His-X43-Cys-X4-His-X4-Met. Na proteina de Xac este
sitio esta presente nos residuos de aminoacidos His-526, Cys-575, His-580 e Met-585.

A Figura 13 mostra um alinhamento de seqiiéncias da proteina CopB com a
mesma proteina de outros fitopatégenos, as quais possuem uma boa homologia com
identidade variando de 40% (P. pv. tomato, P. pv. syringae, X. pv. juglandis e X. pv.
vesicatoria) a 60% (X. pv. oryzae e X. pv. campestris). Podemos observar uma grande
extensdo de aminoacidos na regido N-terminal da proteina CopB de X. pv. campestris
que nao existe nas outras proteinas. Embora a regido N-terminal da proteina tenha
baixa homologia, a regido C-terminal € bem conservada entre os diferentes
fitopatdégenos.

Um alinhamento de sequéncias da proteina CutC com a mesma proteina de E.
coli e com uma proteina envolvida na homeostase de cobre em Xyllela fastidiosa foi
feito e € mostrado na Figura 14. CutC de Xac possui 44% de identidade com a proteina
CutC de E. coli e 72% de identidade com a proteina de Xyllela fastidiosa. Embora seja
uma proteina pequena, podemos observar pela figura que a regido central da proteina

é bem conservada entre as bactérias.
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X.citri 409 HSHDDAKAHDK APRLDDPGMGLRENGRRVL{®

X.orysae 454 HGHGEﬁNTQTK APRLDDPGMGLRENGRRVL{®

X.campestris 417 QQHGHLSASSR PRLDDPGMGLRNNGRRVL{#

X.juglandis 451 GSMPEMDHGAG RMDDPGNGLRENGRYVLT]

X.vesicatoria 439 GAMAEMQHGG--------- RLDDPGIGLRENGRHVLT]

P.tomato 417 GMDHEAMSGMDHGCAMGGMVMESIgINSI=N DN BY/DIVeZYY KLNDPGEGLRNNGRKVLT]

P.syringae 416 TPTP-—-—————————————— QSHPESENNNPLVDMQAMSTSPKLDDPGEGLRENGRRVLT]

X.citri Gy IY ADLHSIYFBDPDGREPGRB I ELHLTGHMEKFAWSFDG I RFASAGPLEIL QYGERLRIVLVN

X.orysae 506 FDDPDGREPGREIELHLTGHMEKFAWSFDGIAF‘SAEPLRLQYGERLRIVLVN

X.campestris 469 YEPIRN FDDPDGRMPGREIELHLTGHMEKFAWSFDGI&F‘S SPLRLOYGERLRIVLVN
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Figura 12 — Alinhamento de sequéncias entre diferentes proteinas CopA e a seqiiéncia de
aminoacidos de CopA de Xac deduzida da anotacdo. O alinhamento da proteina CopA de Xac
(AAM38473) foi feito contra a mesma proteina de: P. syringae pv. tomato (P12374), P. syringae
pv. syringae (AAY36619), X. campestris pv. juglandis (AAA72013), X. axonopodis pv. vesicatoria
(AATO7754), X. oryzae pv. oryzae (AAW74010) e X. campestris pv. campestris (AAM39893). Os
residuos de aminoacidos que participam do provavel sitio de ligagdo ao cobre estdo indicados por

setas. Alinhamento realizado com o programa ClustalW.
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X.juglandis 232

X.vesicatoria 316

P.tomato 221

P_syringae 195

X.citri 257

X.oryzae 261

X.campestris 384
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X.oryzae 321
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Figura 13 - Alinhamento de sequéncias entre diferentes proteinas CopB. O alinhamento da
proteina CopB de Xac (AAM38474) foi feito contra a mesma proteina de: P. syringae pv. tomato
(P12375), P. syringae pv. syringae (AAY36618), X. campestris pv. juglandis (AAA72014), X.
axonopodis pv. vesicatoria (AAT07755), X. oryzae pv. oryzae (AAW74009) e X. campestris pv.

campestris (AAM39892). Alinhamento realizado com o programa ClustalW.
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Figura 14 - Alinhamento de sequéncias entre diferentes proteinas CutC. O alinhamento da
proteina CutC de Xac (AAM37936) foi feito contra a mesma proteina de: E. coli (NP_416388) e
uma proteina envolvida na homeostase de cobre em Xyllela fastidiosa (NP_298630). Alinhamento

realizado com o programa ClustalW.
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Parte Il. Avaliagao do crescimento e analise da expressdo dos genes e das

proteinas na presenga de cobre

II.1. Influéncia da concentragao de cobre no crescimento de Xac

Antes de analisar a expressao dos genes de resisténcia a cobre em Xac uma
avaliagcdo prévia do efeito do cobre no crescimento desta bactéria foi realizada. O
crescimento foi realizado na auséncia e na presenca de diferentes concentragbes de
cobre em meio tamponado ou ndo com tampé&o fosfato. Sabe-se que Xac cresce em
meio a pH 6,8 ou valores préximos a este, portanto, a adicdo de tampéao fosfato foi
necessaria, uma vez que a adicdo de cobre provoca um abaixamento do pH e,
conseqientemente, o ndo crescimento da bactéria. O tampao fosfato foi usado, uma
vez que este também é usado na manutencado das linhagens no laboratério. Amostras
foram retiradas em diferentes tempos e o crescimento das células foi acompanhado por
leituras de turbidimetria. Foram realizados varios experimentos para obtermos um perfil
caracteristico da curva de crescimento desta bactéria, e os resultados estdo mostrados
na Figura 15. Como controles, a bactéria foi crescida em meio ndo tamponado e meio
tamponado na auséncia de cobre, para analisar a influéncia do tampao fosfato no
crescimento da bactéria. Pelas curvas de crescimento observou-se que a adicdo de
tampéo fosfato causa um ligeiro retardo no crescimento quando comparado ao
crescimento em meio ndo tamponado. Entretanto, a bactéria cresceu bem no meio
tamponado até uma concentracédo de cobre de 1,0 mM. Na concentragdo de cobre de
2,0 mM, observou-se uma inibicdo do crescimento, enquanto que em concentracdes de
cobre a partir de 3,0 mM o crescimento foi totalmente inibido. Baseando-se nas curvas
de crescimento, podemos dizer que a Minima Concentragéo Inibitoria (MIC) de cobre
para esta bactéria € de 2,0 mM. Decidimos fixar a concentragéo de cobre de 1 mM para

a realizagao dos experimentos de expresséo génica.

I.2. Analise da expressao génica por RT-PCR

A andlise da expressdo dos genes em células crescidas na auséncia e na
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Figura 15 - Curva de crescimento de Xac, linhagem 306, em diferentes concentragbes de
CuS0,4.5H,0. (m) meio ndo tamponado sem cobre; (¢) meio tamponado sem cobre; (&) 0,25
mM de cobre; (v ) 0,5 mM de cobre; (®) 1,0 mM de cobre; (%) 2,0 mM de cobre; (») 3,0 mM

de cobre; (®) 4,0 mM de cobre. O crescimento foi realizado a 28°C, com agitagdo de 250rpm.
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presencga de cobre foi inicialmente realizada por RT-PCR. Para isso, as células foram
crescidas na auséncia de cobre até 12 horas, neste tempo uma aliquota foi removida e
sulfato de cobre foi adicionado para uma concentragéo final de 1 mM. Amostras de
células foram retiradas nos tempos de 0,5, 1, 2 e 4 horas ap6s a adi¢do de cobre. Os
RNAs totais das amostras foram extraidos, tratados com DNAse e a transcricdo dos
genes copA e copB foi analisada através de RT-PCR. A Figura 16 mostra um resultado
representativo desta analise. N&o foi possivel detectar a presenga do transcrito do gene
cutC. Como mostrado na figura, a presenca dos transcritos foi observada nas células
crescidas na auséncia de cobre (Fig. 16A e B, linhas 1). Entretanto, a adi¢do de cobre
levou a um aumento na presenca dos transcritos (Fig. 16A e B, linhas 2), o qual foi
mais pronunciado para o gene copA (Fig. 16A, linha 2, 0,5 hora ap6és adi¢cdo do metal).
A presenca do transcrito do gene copA diminuiu apds 1 hora da adicao de cobre (Fig.
16A, linha 3) e parece ter se mantido constante até 4 horas ap6s a adicdo do metal
(Fig. 16A linhas 3 a 5). Para o gene copB, uma diminuicdo na presenga do transcrito foi
observada apds 4 horas de adicdo do metal (Fig. 16B, linha 5). Foi utilizado como
controle para a normalizacao dos estudos de RT-PCR a analise do transcrito do rDNA
16S (Figura 16C).

I.3. Analise da expressao génica por Northern blot

A expressao dos genes também foi analisada por Northern blot e os resultados
obtidos foram mais conclusivos que aqueles obtidos por RT-PCR. A expressao dos
genes copA e copB esta apresentada na Figura 17 e, semelhante a analise de RT-
PCR, nao foi possivel observar a presenga do transcrito do gene cutC. Como mostrado
na figura ndo foi observado o transcrito dos genes copA e copB nas células crescidas
na auséncia de cobre (Fig. 17A e D, linhas 1). Entretanto, a presencga dos transcritos foi
claramente detectada logo apés a adicdo de cobre (0,5 hora) (Fig. 17A e D, linhas 2).
Apoés adicao de cobre, a transcricdo do gene copA parece ter se mantido constante até
4 horas apés a adicao de cobre (Fig. 17A, linhas 3 a 5) e a transcricdo do gene copB,
no entanto, se manteve em 1 hora ap6s a adi¢gdo de cobre (Fig. 17D, linha 3), mas
diminuiu apos 2 e 4 horas apds a adicao do metal (Fig. 17D, linhas 4 e 5).

Os resultados mostraram claramente que a expresséo dos genes, em nivel de
transcricao foi induzida por cobre. Além disso, os transcritos dos genes copA e copB

apresentaram um tamanho de aproximadamente 2,9 kb, o qual corresponde a soma
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Figura 16 — Analise da expressdo génica por RT-PCR durante o crescimento de Xac na
auséncia de cobre e na presenca de 1 mM de cobre. Expressao dos genes copA (A) e copB
(B). Como controle do experimento foi utilizado o RNAr 16S (C). 1 — RNA total extraido de
células ap6s 12 horas de crescimento na auséncia de cobre. 2 a 5 — RNA total extraido de
células 0,5, 1, 2 e 4 horas apés a adicdo de 1 mM de cobre, respectivamente. Para a anélise
por RT-PCR os produtos da amplificagdo foram fracionados em gel de agarose 1 %,
transferidos para membrana de Nylon e hibridizados nas condigbes descritas em Materiais e

Métodos.
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Figura 17 — Analise da expressédo génica por Northern blot durante o crescimento de Xac na
auséncia de cobre e na presenca de 1 mM de cobre. O RNA total de Xac foi utilizado para a
analise da expresséo dos genes copA (A) e copB (D). Como controle de loading foi utilizado o
RNAr 23S (B e E). 1 — RNA total extraido de células apés 12 horas de crescimento na auséncia
de cobre. 2 a 5 — RNA total extraido de células 0,5, 1, 2 e 4 horas apés a adigdo de 1 mM de
cobre, respectivamente. Quantidades de 10 ug de RNA total foram fracionadas em gel de
agarose-formaldeido. Os RNAs foram transferidos para membrana de Nylon e hibridizados nas
condigbes descritas em Materiais e Métodos. Os genes copA e copB, radioativamente

marcados com *2P, foram usadas como sondas.
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do tamanho dos genes copA (1.782 pb) e copB (1.095 pb). O tamanho dos transcritos
foi 0 mesmo quando utilizamos o gene copA inteiro e diferentes fragmentos do gene
copB (1.095 pb e 570 pb) como sondas. Portanto, este resultado mostrou que os dois
genes, localizados seqliencialmente no genoma, estao organizados na forma de um
operon.

Sabendo que a transcricdo dos genes copA e copB foi induzida por cobre, um
outro tipo de experimento foi realizado com o objetivo de analisar se a indugéo dos
genes é especifica ou ndo por cobre. No experimento as células foram crescidas
durante 12 horas na auséncia do metal, amostras foram coletadas e diferentes metais
foram adicionados: CdSQOy4, CuSO4, ZnSO4 ou AgNQOs. As células foram coletadas 0,5
hora apds a adicdo dos metais. Podemos observar pela Figura 18, quando utilizamos o
gene copA como sonda, que a presenga do transcrito foi detectada apenas na
presenca de cobre, indicando assim uma especificidade da resposta em relacdo a
cobre (Fig. 18, linha 4).

I.4. Analise da expressao protéica por Western blot

A anadlise da expressdo das proteinas CopA e CopB nas células de Xac
crescidas na auséncia e na presenca de cobre foi realizada por Western blot. Para isso,
as células foram crescidas na auséncia de cobre durante 12 horas. Ap6s este periodo,
cobre foi adicionado a uma concentracéo final de 1 mM e aliquotas de células foram
coletadas 0,5, 1, 2 e 4 horas apés a adicao de cobre. A expressao da proteina CopB foi
analisada a partir de 80 pg de proteina total/canaleta, enquanto para a analise da
expressao da proteina CopA, foram utilizadas 40 ug de proteina total/canaleta. Como
pode ser observada pela Figura 19A, a proteina CopB de, aproximadamente, 45 kDa
esta presente nas células crescidas na auséncia de cobre, apdés 12 horas de
crescimento e a expressdo de CopB aumenta gradativamente apoés 0,5, 1, 2 e 4 horas
da adigao de cobre ao meio de cultura. Da mesma maneira, a expressao da proteina
CopA de, aproximadamente, 66 kDa & gradativamente aumentada apés a adicdo de
cobre (Figura 19B, linhas 2 a 5). Estes resultados indicam que a expressao das
proteinas CopA e CopB foi induzida por cobre, confirmando os resultados obtidos por
Northern blot, os quais mostraram que a expressao dos respectivos genes, em nivel de
transcricao, foi induzida por este metal.

A analise da expressdo dessas proteinas também foi realizada na linhagem
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Figura 18 - Analise da expressédo génica por Northern blot na auséncia e na presencga de
diferentes metais. O RNA total de Xac foi utilizado para a andlise da expressao dos genes copA
e copB (A). Como controle de loading foi utilizado o RNAr 23S (B). Linhas 1, 3, 5 e 7 — RNA
total extraido de células apds 12 horas de crescimento na auséncia de metal. Linhas 2,4,6 e 8
— RNA total extraido de células 0,5 hora apés a adigdo de 1 mM de CdSO,, CuSQ,, ZnSO, e
AgNOQOs;, respectivamente. Quantidades de 10 pyg de RNA total foram fracionadas em gel 1,5%
de agarose contendo formaldeido, os RNAs transferidos para membrana de Nylon e

hibridizados com o gene copA, radioativamente marcado com %2p,
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AcopA, na qual o gene copA foi interrompido por um transposon (item V). As células
foram crescidas da mesma maneira e a expressao de CopA e de CopB foi comparada
com a das células selvagens. Como mostrado pela Figura 20B, a proteina CopB néo foi
expressa em células mutantes crescidas na auséncia de cobre e nem ap6s a adigédo de
cobre, enquanto que esta proteina foi expressa nas células selvagens (Figura 20A). O
mesmo foi observado para a proteina CopA (Figuras 21A e B). Como os genes copA e
copB estao organizados em um operon, a inativacdo do gene copA, pelo transposon,
ndo permitiu a expressao da proteina CopA, € nem de CopB.

A expressao da proteina CutC nado foi possivel ser analisada, pois ndo

conseguimos o anticorpo contra esta proteina.

I.5. Analise das proteinas diferencialmente expressas por eletroforese
bidimensional (2D-PAGE)

A analise de proteinas induzidas ou reprimidas em células de Xac crescidas na
presenca de cobre foi realizada por eletroforese bidimensional (2D-PAGE). Para esta
analise duas condi¢des de crescimento da bactéria foram utilizadas. Numa primeira
condigdo, as células foram crescidas na auséncia de cobre e na presenca de 1 mM de
cobre ao longo do crescimento. As amostras foram coletadas ap6s 24 horas de
crescimento. Numa segunda condigdo, as células foram crescidas sem cobre durante
12 horas e uma amostra foi retirada neste tempo. Em seguida, cobre foi adicionado
numa concentragéo final de 1 mM e uma amostra foi removida ap6s 1 hora de adicéo
de cobre. As proteinas totais foram extraidas a partir de células crescidas nas duas
condigbes descritas acima e, aproximadamente 300 ug das proteinas foram focalizadas
em tiras com um gradiente linear de pH de 3 a 10. Apds realizagdo da segunda
dimensdo, a maioria das proteinas ficou concentrada na regido central do gel
(resultados n&o mostrados). Com o objetivo de conseguir uma melhor separacao das
proteinas, estas foram focalizadas em tiras com um gradiente linear de pHde 4 a 7.

Os resultados da andlise nas duas condi¢des estdo mostrados nas Figuras 22 e
23. De uma maneira geral, quando cobre foi adicionado no inicio do crescimento e as
células foram coletadas apds 24 horas, o perfil protéico observado foi de repressao da
maioria das proteinas diferencialmente expressas em relagdo as células crescidas na

auséncia de cobre (Figura 22). Entretanto, nas células crescidas sem cobre durante 12
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Figura 19 - Analise da expressao das proteinas CopB e CopA por Western Blot. Quantidades
de 80 (A) e 40 (B) ug de proteina total/canaleta foram usadas. (A) — expressdo da proteina
CopB. (B) - expressado da proteina CopA. PM - Peso Molecular (kDa), 1- células crescidas
durante 12 horas, 2 a 5 — células crescidas na presenca de 1 mM de cobre 0,5, 1, 2 e 4 horas
apo6s a adigdo de cobre, respectivamente. O extrato protéico total de Xac foi fracionado em
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, gel 12% (A) e gel 9% (B). As condi¢des para
o Western foram descritas em Materiais e Métodos. As bandas correspondentes as proteinas

CopA e CopB estéo indicadas pelas setas.
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CopB

Figura 20 - Analise da expressdo da proteina CopB nas células selvagem (A) e mutante (B) por
Western Blot. Quantidade de 80 ng de proteina total/canaleta foram usadas. PM - Peso
Molecular (kDa), 1 - células crescidas durante 12 horas, 2 a 5 — células crescidas na presencga
de 1 mM de cobre 0,5, 1, 2 e 4 horas ap6s a adicdo de cobre, respectivamente. O extrato
protéico total de Xac foi fracionado em eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, gel
12%. As condi¢cdes para o Western foram descritas em Materiais e Métodos. As bandas

correspondentes a proteina CopB estao indicadas pela seta.
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Figura 21 - Analise da expressdo da proteina CopA nas células selvagem (A) e mutante (B) por
Western Blot. Quantidade de 40 ng de proteina total/canaleta foram usadas. PM - Peso
Molecular (kDa), 1 - células crescidas durante 12 horas, 2 a 5 — células crescidas na presenga
de 1 mM de cobre 0,5, 1, 2 e 4 horas ap6s a adi¢cdo de cobre, respectivamente. O extrato
protéico total de Xac foi fracionado em eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, gel
9%. As condi¢cdes para o Western foram descritas em Materiais e Métodos. As bandas

correspondentes a proteina CopA estao indicadas pela seta.
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horas e coletadas ap6s 1 hora de adigdo de 1 mM de cobre, o perfil protéico foi de
indugdo da maioria das proteinas diferencialmente expressas na presenca de cobre
(Figura 23). Os resultados apresentados s&o preliminares, novos experimentos teréo
que ser realizados e submetidos a uma analise mais criteriosa pelo software
ImageMaster 2D Platinum (Amersham Biosciences). As regides dos géis contendo as
proteinas diferencialmente expressas serdo removidas dos géis e digeridas com
tripsina para uma futura analise por espectrometria de massas no Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, com o objetivo de identificar as proteinas
diferencialmente expressas na presenca de cobre. Os experimentos de eletroforese
bidimensional ndo foram continuados, pois, apesar de termos uma proposta aceita para
a identificacdo das proteinas diferencialmente expressas no LNLS, o equipamento
(Applied Biosystems Tof/Tof) apresentou problemas técnicos no final do ano de 2004 e

as atividades ainda ndo foram retomadas no LNLS (mar¢o/2006).
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Figura 22 - Analise da expressao diferencial de proteinas de Xac na presenca de cobre por
2D-PAGE. A — células de Xac crescidas na auséncia de cobre por 24 horas (controle), B —
células de Xac crescidas na presenca de 1 mM de cobre por 24 horas. As setas indicam as
proteinas reprimidas em relacdo ao controle. O peso molecular (kDa) esta indicado ao lado dos
geéis. A focalizagao das proteinas foi feita em um gradiente de pH entre 4 e 7. Eletroforese em
gel SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Figura 23 - Andlise da expressao diferencial de proteinas de Xac na presenca de cobre por
2D-PAGE. A — células de Xac crescidas na auséncia de cobre durante 12 horas (controle), B —
células de Xac coletadas 1 hora ap6és a adicdo de 1 mM de cobre. As setas indicam as
proteinas reprimidas e as esferas indicam as proteinas induzidas, em relagdo ao controle. O
peso molecular (kDa) esta indicado ao lado dos géis. A focalizagao das proteinas foi feita em
um gradiente de pH entre 4 e 7. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie
Brilliant Blue R-250.
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Parte lll. Organizagdo genémica dos genes copA, copB e cutC

A ORF XAC3630, a qual corresponde ao gene copA (1.782 pb) se encontra na
posicao 4304624 até 4306402 e a ORF XAC3631, correspondente ao gene copB
(1.095 pb) se encontra na posi¢cdo 4306402 a 4307493 do genoma. Os dois genes se
encontram um ao lado do outro no genoma e, como descrito anteriormente, estdo
organizados em uma estrutura tipo operon. A ORF XAC3091, correspondente ao gene
cutC (798 pb) se encontra na posi¢cdo 3630380 a 3629586 do genoma. A Figura 24
mostra um esquema da disposi¢cao dos genes no genoma de Xac e a Figura 25 mostra
uma analise comparativa da organizacdo dos genes de resisténcia a cobre em
diferentes bactérias fitopatogénicas.

Analisando a sequéncia nucleotidica do operon copAB em Xac foi observado
que, como resultado da anotacéo, o ATG do gene copB se sobrepde ao stop codon do
gene copA, como mostrado na Figura 26. Entretanto, um alinhamento de seqéncias
da proteina CopB realizado com as proteinas de P. syringae pv. tomato, P. syringae pv.
syringae, X. campestris pv. juglandis, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. oryzae pv.
oryzae e X. campestris pv. campestris mostrou que a proteina de Xac apresenta uma
extensdo de 15-20 residuos de aminoacidos na extremidade N-terminal (Figura 13).
Esta mesma seqiiéncia esta também presente nas proteinas de X. orysae pv. orysae e
X. campestris pv. campestris, nas quais a anotacao foi realizada em comparacéo a
Xac.

Por este motivo, uma analise da seqiiéncia nucleotidica do operon foi realizada
na tentativa de encontrar provaveis sitios de ligacdo ao ribossomo no final da regido
codificadora do gene copA, baseando-se no trabalho de Hampson e Kibler, 2002
(www.ics.uci.edu/~kibler/pubs/TR03). Segundo estes autores a seqiiéncia core desses
sitios € AGGA. Examinando a provavel regido intergénica copA-copB e o inicio da
regido codificadora do gene copB, provaveis sitios de ligacdo ao ribossomo n&o foram
encontrados no final da regido codificadora do gene copA, mas foram encontrados
quando consideramos outros possiveis start codons para o gene copB (Figura 26). A
possibilidade de que o start codon para o gene copB, definido na anotacdo seja
incorreto, deve ser considerada. Analisando a figura e os aminoacidos da por¢do N-
terminal das proteinas CopB de X. pv. juglandis, P. pv. tomato e P. pv. syringae
apresentados na Figura 13, sugerimos que o start codon verdadeiro para a proteina

CopB de Xac seja aquele que codifica a metionina da posi¢ao 30 na Figura 13.
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Figura 24 - Detalhe das regi6es do mapa gendmico de Xac mostrando a localizagdo dos genes
em estudo. A — regido do genoma contendo os genes copA e copB, os quais se localizam na
posicdo 4304624 a 4307493. B — regido do genoma contendo o gene cutC, o qual se localiza

na posicao 3630380 a 3629586 (www.genoma4.iq.usp.br).
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Figura 25 — Analise comparativa da organizagdo dos genes de resisténcia a cobre em
diferentes bactérias fitopatogénicas. O operon de resisténcia a cobre de Xac (NC_003919) foi
comparado aos operons de X. campestris pv. campestris, Xcc (NC_007086) , X. oryzae pv.
oryzae, Xoo (AE013598), X. axonopodis pv. vesicatoria, Xav (AY536748), X. campestris pv.
juglandis, Xc¢j (L19222), P. syringae pv. tomato, Pst (NC_004578) e P. syringae pv. syringae,
Pss (NC_007005). As setas indicam a diregdo de transcricdo dos genes organizados em

operons nas diferentes bactérias.
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Parte da regido usptream (600 pb) ao operon copAB também foi analisada e
apenas um provavel sitio de ligagdo ao ribossomo foi encontrado e esta destacado na
Figura 27. Foi encontrada uma ORF (XAC3629) upstream ao gene copA (112 pb de
regido intergénica), a qual codifica para uma proteina hipotética de 152 residuos de
aminoacidos e apresenta identidade de 26% com a proteina CopL de Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria (Xav), a qual também se localiza upsfream ao gene copA
desta bactéria (113 pb de regido intergénica). Um alinhamento de seqliéncias entre a
proteina codificada pela ORF XAC3629 e a proteina CopL de X. pv. vesicatoria esta
mostrado na Figura 28. Embora a identidade entre as duas proteinas seja baixa,
comparando a seqiiéncia das duas proteinas é possivel observar a alta quantidade dos
aminoacidos cisteina e histidina, sugerindo um provavel papel desta proteina na
ligacdo a cobre.

Esta regido também foi analisada em relagdo as provaveis regides —10 e —35,
caracteristicos de regides promotoras de genes de organismos procariotos, baseando-
se nos trabalhos de Katzen et al. (1996) e Voloudakis et al. (2005). De acordo com os
autores, a sequéncia consensus dessas regidbes em Xanthomonas campestris €&
TTGTNN (-35) e G(T)ATNAT(A) ou TAAAGT (-10). Essas regides, ou similares, foram
encontradas upstream ao gene copA e estdo indicadas na Figura 27. Esses elementos
ndo foram encontrados na regido intergéncia copA-copB, sendo mais uma evidéncia de

que estes genes estdo organizados em um operon.
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5. COpA........ GTATCACTGCCATCTGCTGTACCACATGGAAGCGGGCATGATGCGCGAAGTG
CGGGTGGAAGCATGAgccgetttcgcATGeaggectggticgeggetgegttcttggegagege
atctgcggttgcgcaggagcatcagcacgatgcgATGGAGGAGGCACCGCAGGACATGCAGGAA

CAGGCGATGCAAATGGCCGATGGCGCACATGAGACCCCGGCATCATCTCAGGCCGCACCCATCG

ACCACACTCACATGT.......... copB........... 3

Figura 26 - Analise da regido entre as seqiéncias codificadoras dos genes copA e copB no
genoma de Xac. O stop codon do gene copA (delineado) e o start codon do gene copB
(sublinhado) proveniente da anotacdo do genoma estido representados em letras mailsculas,
em negrito e se sobrepdem. Outros provaveis start codon estdo em negrito e sublinhados. A
regido intergénica proposta por nds esta representada em letras minusculas. Os provaveis
sitios de ligagcdo ao ribossomo (www.ics.uci.edu/~kibler/pubs/TR03) estdo destacados em cinza

na figura.
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883 5. genoma................ tcaccgggcgceccggcgcgcagccagecattggtgagegeg
-842 tacaggaatagcgagcgcgccaggcggtgcttgaggctgccggtcgggtggetggactegtect
-778 tgaagtacaggtcgatgcccggatagcccggcagttccatcggaatcaggtgggtgtcggecga

-714 ccgattgaaatcggcttcgatcttctggatggcggcggccacccactggcgectgcgacatggca
-650 ggacttggctgcaaaagtagcggtaattctaccgccgtcgectgcccgectacgcagccagcegce
-586 atcgggcggacagctggggccgATGCTATGCTCGCCGCACCTGTCACTGCCTCGACTGTCCGTG
-522 CTGCATCGCCTGCTCCGCCTGCTGCTGTGCCTGTGCCTGGTTGCCAACACGGCCACCGGCGCGT
-458 GGGCGTCGGTGGGCATGGCCATGCCGGCAATGGCGTCGGGCACGATGCCCGCCGCGCCCATGGC
-394 GGGCACTGCCGCGACCACGCAGACGGAGCAGCCGGCTGCCCTGCCGTGCCATGAGGCGATGCCC
-330 CCGCCGACTGCCATGCAGGTGCACGATAAGGCCACGCATGCGCACGCGCCCGACTGCTGCAAAC
-266 TGGGCAGCTGCGATTGCCTGCAGCACTGCAGCCTCGCCTTGTTGACCTTGCCTGCCGTACCCGC
-202 GGGCCTGCTCGGCCACCCGGCGCTGCCGGACACCTTGACCGAGGGGCGCAGCAGCCCGCTGCCC
-138 GACCAACCGGTGCGACCTCCCATCGCCTGAgcgecggeggecctgecttggceccgtectcggecc
-74 cgcgegtgcecttgegegggtteccctecagttgtgcgetgcgeccatectecttgeccgatggagcgege
-10 aggagatgtcATG............ COpA............. 3

Figura 27 - Andlise da regido upstream ao gene copA no genoma de Xac. Os start codons do
gene copA (sublinhado) e da ORF XAC3629 (duplamente sublinhado) proveniente da anotagéo
do genoma estéo representados em letras maiusculas e em negrito. O stop codon da ORF XAC
3639 esta representado em letras mailsculas, em negrito e a sua seqiiéncia nucleotidica, em
letras mailsculas e ndo estdo em negrito. A regido intergénica esta representada em letras
minusculas. O provavel sitio de ligagdo ao ribossomo (www.ics.uci.edu/~kibler/pubs/TR03) esta
destacado em cinza na figura e os provaveis elementos conservados da regido promotora
estdo sublinhados (-10) ou duplamente sublinhados (-35). A numeracdo foi definida

considerando o nucleotideo A do codon ATG como +1.
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Figura 28 - Alinhamento de sequéncias entre proteinas upstream ao gene copA. O
alinhamento da proteina codificada pela ORF XAC3629 de Xac (AAM38472) foi feito contra a
proteina CopL de X. pv. vesicatoria (AAT07753). Alinhamento realizado com o programa
ClustalW.
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Parte IV - Producdao e purificagdo das proteinas CopA, CopB e CutC
recombinantes em E. coli. Analises estruturais das proteinas recombinantes.

Produgao de anticorpos

IV.1. Subclonagem dos genes e produgido das proteinas CopA, CopB e
CutC

Os genes copA, copB e cutC foram amplificados por PCR, purificados e
digeridos com as enzimas de restricdo Ndel e EcoRI (para os genes copA e copB), ou
Ndel e BamHI (para o gene cutC) e subclonados no vetor pET28a, para a produgéo
das proteinas recombinantes fusionadas a uma cauda de poli-His. Os genes copA e
copB também foram subclonados no vetor de expressdo pGEX-4T-1 no sitio EcoRl,
para a producéo das proteinas fusionadas a GST. Os plasmideos recombinantes foram
digeridos com o par de enzimas Ndel e EcoRIl para a confirmagdo da subclonagem.
Essas constru¢des plasmidiais foram utilizadas para transformar E. coli, linhagem
DH10B e amostras de DNA plasmidial dos clones recombinantes foram submetidas a
digestdo com as enzimas de restricdo Bglll e EcoRI (para plasmideos contendo genes
copA e copB no vetor pET28a) e com a enzima BamH]I (para plasmideos contendo o
gene cutC no vetor pET28a), ou com a enzima EcoRI (para plasmideos contendo os
genes copA ou copB no vetor pGEX-4T-1). Ap6s digestdo, as amostras foram
analisadas em gel de agarose. Amostras de DNA plasmidial dos clones positivos
apresentaram 2 fragmentos: o vetor (pET28a de ~5,4 kb e pGEX-4T-1, de ~5,0 kb) e
fragmentos de, aproximadamente 2000, 1000 e 800 pb correspondente aos genes
copA, copB e cutC, respectivamente, subclonados (dados ndo mostrados). Amostras
de DNA plasmidial de clones considerados positivos foram confirmadas através de
sequenciamento de DNA e armazenados a -80°C para a continuidade do trabalho.

Para a producdo em E. coli das proteinas CopA, CopB e CutC, plasmideos
contendo os respectivos genes foram utilizados para transformar a linhagem de E. coli
BL21(DE3)pLysS. As culturas celulares foram induzidas com IPTG e amostras foram
coletadas antes e depois de 4 h de indugdo. Uma analise inicial da producao das
proteinas, fusionadas a cauda de poli-His, pode ser observada na Figura 29. Bandas
de alta intensidade correspondentes as proteinas CopA (aproximadamente 66 kDa),
CopB (aproximadamente 55 kDa) e CutC (aproximadamente 30 kDa) estdo presentes

nos extratos celulares dos clones analisados apdés indugdo com IPTG. A
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Figura 29 - Analise da expressédo em E. coli das proteinas CopA, CopB e CutC. Um volume de
20 pL de cada amostra foi aplicado em gel. PM - Peso Molecular (kDa), 1, 4 e 7 - extratos de
células transformadas com os plasmideos pET28a-CopA, pET28a-CopB e pET28a-CutC,
respectivamente, antes da indugdo com IPTG, 2 e 3 - extratos de células transformadas com o
plasmideo pET28a-CopA, 5 e 6 - extratos de células transformadas com o plasmideo pET28a-
CopB, 8 e 9 - extratos de células transformadas com o plasmideo pET28a-CutC, apos indugdo
com IPTG. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas CopA, CopB e CutC.
Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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analise da produgédo das proteinas CopA e CopB, fusionadas a GST também foi
realizada e, apos analise por SDS-PAGE foi possivel visualizar a presenga de bandas
de alta intensidade correspondentes a essas proteinas nos extratos celulares dos
clones analisados (resultados ndo mostrados).

O préximo passo foi analisar a solubilidade das proteinas recombinantes CopA e
CopB fusionadas a GST e comparar com as mesmas proteinas recombinantes
fusionadas a cauda de poli-His. A solubilidade de CutC fusionada a cauda de poli-His
também foi analisada. Os resultados comparativos estdo mostrados na Figura 30.

Podemos observar pelas figuras que embora as proteinas recombinantes foram
produzidas em grande quantidade a maior parte das proteinas estava insoluvel,
estando presente no precipitado. Pequenas quantidades das proteinas foram
observadas no sobrenadante. Apenas a proteina CopA fusionada a GST apresentou
um leve aumento na solubilidade quando comparada a proteina fusionada a cauda de
poli-His. Tentativas de melhora da solubilidade alterando as concentragdes de IPTG,

temperatura e tempo de indugéo n&o levaram a melhora nos resultados obtidos.

IV.2. Purificagdo das proteinas

Com o objetivo de obtermos proteinas puras para a produgédo de anticorpos e
estudos estruturais, uma tentativa de purificagdo das proteinas recombinantes foi
realizada. As proteinas CopB e CutC fusionadas a cauda de poli-His e a proteina CopA
fusionada a GST foram purificadas através de cromatografia de afinidade. Para isso, as
proteinas foram produzidas através da indugéo a 30°C com 0,1 mM de IPTG durante 6
horas e purificadas como descrito em Materiais e Métodos. Na Figura 31 estéo
apresentadas as diferentes etapas de purificagdo da proteina CopA. As fracdes foram
eluidas em volumes de 5 mL e podemos observar que a proteina foi obtida em
pequena quantidade e com um baixo grau de pureza (Figura 31, linha 5). Nas Figuras
32A e 32B, estédo apresentadas as diferentes etapas de purificagdo das proteinas CopB
e CutC fusionadas a cauda de poli-His. A proteina CopB foi eluida em 300 mM de
imidazol, fracdo correspondente ao eluato na Figura 32A (linhas 7 e 8). A proteina
CopB foi obtida com um bom grau de pureza, mas em quantidade muito baixa e, apos
dialise e quantificacao protéica, foi utilizada para inocular coelhos e para analise de CD.
A proteina CutC foi eluida em 400 mM de imidazol, fracdo correspondente ao eluato |

na Figura 32B (linha 6). Como ainda havia a presenga de uma proteina contaminante,
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Figura 30 - Analise comparativa da solubilidade das proteinas CopA, CopB e CutC
recombinantes produzidas em E. coli. Condigdes de indugéo: 0,1 mM de IPTG a 30°C por 6
horas. PM — Peso Molecular (kDa), 1 — proteinas fusionadas a cauda de poli-His, 2 — proteinas
fusionadas a GST. S - sobrenadante, P - precipitado. As setas indicam as bandas
correspondentes as proteinas CopA, CopB e CutC. Uma quantidade de 15 pg de proteinas
totais foram aplicados no gel. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie
Brilliant Blue R-250.
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esta fracdo foi diluida e novamente cromatografada na coluna de niquel e o eluato Il foi
recolhido em fracdes de 1,5 mL (Figura 32C). Nesta segunda purificagdo a proteina

CutC foi obtida com alto grau de pureza e em grande quantidade.

IV.3. Andlise das proteinas por dicroismo circular e fluorescéncia

A proteina CopB purificada, dialisada e quantificada foi utilizada para a analise
de dicroismo circular (CD), como uma analise estrutural preliminar. O espectro de CD
mostrou dois minimos negativos em 210 e 219 nm e um maximo em 192 nm, como
pode ser observado na Figura 33. Este espectro de CD ¢ tipico de proteinas contendo
estruturas em a-hélice com minimo e maximo proximos das transigbes para a -hélice
(minimo negativo ao redor de 210 e 222 nm, e um maximo positivo ao redor de 192
nm). Este resultado mostrou que esta proteina recombinante estd adequada aos
estudos estruturais.

A proteina CutC purificada foi também utilizada para analise de CD. Apesar da
concentragao da proteina CutC ser um pouco maior, néo foi possivel tracar um espetro
para esta proteina. Ao contrario, o espectro obtido foi similar ao do tamp&o. Na
tentativa de explicar o resultado de CD obtido para esta proteina, foi feita uma analise
de fluorescéncia. Para isso a amostra de proteina, na mesma concentragao foi excitada
em 280 e 295 nm. Podemos observar pelo espectro de fluorescéncia da proteina
excitada em 280 nm (Figura 34A), a presenca de dois picos correspondentes a tirosina
e ao triptofano. A emissao do triptofano foi ao redor de 360 nm, o que fica mais nitido
quando observamos o espectro da proteina excitada em 295 nm (Figura 34B). Desta
analise concluimos (juntamente com a Dra. Leila Beltramini, IF, USP, S&do Carlos) que
a proteina esta desenovelada, pois, se estivesse corretamente enovelada a emisséo do
triptofano teria que estar abaixo de 340 nm. A emissdo do triptofano em comprimento
de onda mais alto sugere que 0 mesmo esta exposto, uma caracteristica de proteinas
estruturalmente desarranjadas.

Também podemos observar pelas Figuras 34A e B que o pico correspondente a
emissao do triptofano é largo, o que indica a presenca de diferentes conformagdes da
proteina ndo enovelada. Isto poderia explicar porque néo se obteve sinal na analise de

CD, pois o espectro de um estado poderia estar anulando o do outro.
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Figura 31 - Purificacdo da proteina recombinante CopA produzida em E. coli fusionada a GST.
PM - Peso Molecular (kDa), 1 — sobrenadante, 2 — lavagem | (fragdo que passou pela coluna
apos aplicacdo da amostra), 3 — lavagem |l (lavagem com tampao de equilibrio antes da
eluicdo da amostra), 4 — 6, fragdes do eluato. 20 pL das diferentes fragdes foram aplicados no

gel. A seta indica a banda correspondente a proteina CopA. Eletroforese em gel SDS-PAGE

12%, corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Figura 32 - Purificagdo das proteinas recombinantes CopB (A) e CutC (B e C) produzidas em
E. coli fusionadas a cauda de poli-His. PM - Peso Molecular (kDa), 1 — sobrenadante, 2 —
lavagem | (fragdo que passou pela coluna apés aplicagdo da amostra), 3 — lavagem Il (tamp&o
de lavagem contendo 50 mM de imidazol), 4 — lavagem Ill (tamp&o de lavagem contendo 100
mM de imidazol), 5 — lavagem |V (tampé&o de lavagem contendo 150 mM de imidazol), 6 —
lavagem V (tampé&o de lavagem contendo 200 mM de imidazol) (A) e eluato | (B), 7 —eluato (A)
e eluato Il (B), 8 — eluato (A). (C) Fracdes de 1,5 mL eluato Il em destaque. 20 pL de proteinas
totais foram aplicados no gel. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas CopB
e CutC. Eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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IV.4. Analise da produgao de anticorpos por Western blot

As proteinas CopB e CutC apoés purificagdo e dialise, foram quantificadas e
utilizadas para inocular coelhos. A analise da produgéo de anticorpos foi realizada por
Western blot utilizando o extrato total de E. coli produzindo essas proteinas
recombinantes e extrato total de Xac, crescida na auséncia de cobre (Figura 35B) para
titular o anticorpo. A proteina CopB nativa de Xac tem, aproximadamente, 45 kDa (365
aminoacidos), enquanto que a recombinante fusionada a cauda poli-His tem 386
aminoacidos e migra com uma massa molecular de aproximadamente 55 kDa (Figura
35A). Utilizando aproximadamente 130 pg/canaleta de proteina total do extrato de Xac
obtivemos um titulo de 1:1000 para o anticorpo, como mostrado na Figura 35B. Apds
varias tentativas, ndo foi possivel a obtencéo de anticorpos contra a proteina CutC.

Como descrito anteriormente, a proteina CopA foi produzida na forma insoltvel
em E. coli quando fusionada a cauda de poli-His ou a GST. Por causa disso, o
anticorpo contra esta proteina foi produzido através da remoc¢do das bandas do gel
contendo CopA-His ou CopA-GST, maceradas em N; liquido, homogeneizadas em
adjuvante de Freund e utilizadas para inocular coelhos. A analise da producdo de
anticorpos foi realizada por Western blot utilizando o extrato total de Xac crescida na
presenca de cobre durante 0,5 hora (Figura 36) para titular o anticorpo. A proteina
CopA nativa de Xac tem, aproximadamente, 65 kDa (594 aminoacidos) e utilizando,
aproximadamente, 75 pg/canaleta de proteina total do extrato de Xac obtivemos um
titulo de 1:500 para o anticorpo produzido contra a proteina CopA fusionada a GST,
como mostrado na figura. Nenhuma resposta de producdo de anticorpo foi obtida

quando utilizamos a proteina CopA fusionada a cauda de poli-His.
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Figura 33 - Espectro de Dicroismo Circular da proteina recombinante CopB. Espectro de CD
foi obtido entre 190 to 250 nm a 25°C em um espectropolarimetro Jasco J715 (Jasco
Corporation, Japan) em cubeta cilindrica de quartzo de 1 cm, utilizando 0,2 mg/ml de proteina

em tampao Tris-HCI pH 7,6. O espectro total foi resultado do acumulo de 16 corridas.
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Figura 34 - Espectro de fluorescéncia para a proteina recombinante CutC. Amostra excitada
em 280 nm (A) e em 295 nm (B). 1 — maximo da tirosina ao redor de 330 nm, 2 — maximo do
triptofano ao redor de 360 nm. Espectro de fluorescéncia foi obtido em Fluorimetro ISS K2 (ISS,
Fluorescence, Analytical and Biomedical Instrumentation — lllinois/lUSA), utilizando cubeta de

quartzo de 1 cm e 0,3 mg/mL de proteina em tampao Tris-HCI 10 mM, pH 9,0.
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Figura 35 — Analise da producdo de anticorpo anti-CopB por Western Blot. 20 ug da proteina
CopB recombinante purificada (A) e 130 ug de proteinas totais do extrato de X. citri, linhagem
306 (B) foram aplicados por canaleta do gel. PM - Peso Molecular (kDa), 1 a 5 — diluigbes do
soro, sendo 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:5000, respectivamente. As setas indicam as

bandas esperadas.
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Figura 36 - Analise da producdo de anticorpo anti-CopA por Western blot. 75 ng de proteinas
totais do extrato de Xac foram aplicados por canaleta do gel. PM - Peso Molecular (kDa), 1 a 5
— soro pré imune nas diluigdes de 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000 e 1:2000, respectivamente, 6 a
10 — soro contendo anti-CopA nas diluicdes de 1:100, 1:250, 1:500, 1:1000 e 1:2000,

respectivamente. A seta indica a banda esperada.
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Parte V. Inativacao do gene copA com transposon

V.1. Subclonagem do gene copA no vetor pUC18 e inativagao in vitro do

gene

Como o objetivo de comprovar o papel da proteina CopA no mecanismo de
resisténcia a cobre em Xac, o gene que codifica para esta proteina foi inativado pela
insercao de um transposon. Para isso, 0 gene copA foi, primeiramente, subclonado no
vetor pUC18 e o DNA plasmidial dos clones obtidos ap6s transformacdo foram
submetidos a digestdo com a enzima de restricdo EcoRl e analisados em gel de
agarose. Amostras de DNA plasmidial dos clones positivos liberaram um fragmento de
DNA de, aproximadamente, 1800 pb referente ao gene copA. Os clones positivos foram
checados, também, por sequenciamento de DNA.

Um plasmideo contendo o gene copA foi utilizado para a reacado in vitro de
insercao do transposon, o produto desta reacao foi utilizado para a transformacéo de E.
coli DH10B e os clones transformantes selecionados na presenca de kanamicina.
Muitos clones apés transformagéo foram analisados, apenas cinco deles mostraram a
presenca de DNA plasmidial. Amostras de DNAs plasmidiais foram analisadas por
PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para o gene copA. Foram amplificados
fragmentos de, aproximadamente, 3000 pb referentes ao gene copA (1782 pb)
contendo o transposon (1221 pb), indicando a presenga do transposon interrompendo a
sequiéncia do gene em dois de trés clones analisados (dados ndo mostrados). As duas
constru¢des plasmidiais foram seqlenciadas para verificar o local da insercdo do
transposon dentro da seqliéncia do gene. O sequenciamento foi realizado com os
oligonucleotideos CopA-F e CopA-R, os quais anelam nas extremidades do gene copA.
Em um dos clones o transposon estd localizado na posi¢cao 72 pb do gene copA,
portanto, interrompe o gene logo no inicio da sequiéncia, e no outro se encontra na

posicao 408 pb, interrompendo o gene em uma posi¢gao um pouco mais central.

V.2. Obtencao de uma linhagem AcopA e analise do DNA genémico das

células mutantes

A construgdo plasmidial, contendo o transposon na posicdo 408 pb do gene

copA, em diferentes concentragdes, foi utilizada para a transformagdo de Xac.
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Eventos de recombinacdo homologa, entre os DNAs plasmidial e o gendémico
permitiram a obtencdo de uma linhagem mutante (AcopA) de Xac contendo o gene
copA inativado pela inser¢cdo do transposon. Desta transformacdo foram obtidos 5
clones apo6s plaqueamento em meio seletivo, dos quais foram extraidos os DNAs
genOmicos para a anadlise da inser¢do do transposon no locus copA. Para isso, 0s
DNAs gendmicos foram, primeiramente, digeridos com a enzima EcoRlI, a qual cliva em
regides adjacentes ao gene copA, de acordo com esquema ilustrado na Figura 37A e
analisados através de Southern blot, utilizando o fragmento do transposon, ou o préprio
gene copA como sonda.

A digestdo com esta enzima libera fragmento de 8,1 kb do DNA gendmico das
células mutantes. Como podemos observar pela Figura 37B, apenas trés dos clones
mutantes mostraram a presenca de um fragmento deste tamanho e, portanto, foram
por nds considerados como clones mutantes, ou seja, contendo o gene copA
interrompido pelo transposon (Figura 37B, linhas 3, 6 e 7). Dois clones mostraram
conter o transposon inserido no genoma, mas provavelmente em uma outra regido. Um
outro experimento de Southern foi realizado utilizando o gene copA como sonda, para
confirmar se o fragmento de 8,1 kb era realmente o gene copA. Como mostrado pela
Figura 37C, os trés clones considerados mutantes realmente contém o gene copA
interrompido pelo transposon (Figura 37C, linhas 3, 6 e 7). O DNA gendmico da
linhagem selvagem, digerido com a mesma enzima, foi usado como controle (linhas 2),
o qual migra como um fragmento de menor peso molecular.

Para confirmar a insercdo do transposon no gene copA nos trés clones
detectados através de Southern blot, o gene copA foi amplificado a partir do DNA
gendmico destes clones utilizando oligonucleotideos especificos para o gene (Figura
38). Uma banda de aproximadamente 3000 pb referente ao tamanho do gene copA
contendo o transposon (1782 pb do gene e 1220 pb do transposon) deveria ser
amplificada. Através da figura podemos verificar a presenca de um fragmento deste
tamanho nos trés clones analisados (Figura 38, linhas 3, 4 e 5), confirmando a insergéo
do transposon no gene copA.

Uma vez confirmada a presenga do transposon no DNA gendmico dos trés
clones, foi necessario saber em que posi¢céo do gene o transposon foi inserido apés os

eventos de recombinacdo homoéloga. Para isso, os fragmentos amplificados dos clones
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Figura 37 - Andlise do DNA genbmico dos clones mutantes por Southern blot. A -
Representacdo esquematica do gene copA e regides extragénicas no DNA genémico de Xac.
O sitio de clivagem da enzima EcoRI esta representado. B - Southern blot. L — 1 kb ladder, 1 —
plasmideo pUC-copA-transposon (produto da insergéo in vitro), 2 — DNA gendmico de Xac 306
(linhagem selvagem), 3-7 - DNA gendémico dos diferentes clones. Os DNAs gendmicos foram
digeridos com EcoRI, separados em gel de agarose 1%, transferidos para membrana de Nylon
e hibridizados com o fragmento do transposon (B) ou com o gene copA (C) radioativamente

marcados com *2P.
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Figura 38 - Amplificacdo do gene copA a partir do DNA gendmico das células mutantes. L -
padrdo de Peso Molecular 1 kb Ladder, 1 — plasmideo pUC-copA-transposon (produto da
reagdo in vitro), 2 — DNA gendémico de Xac 306 (selvagem), 3 — 5 — DNA gendémico dos
diferentes clones mutantes. Eletroforese em gel de agarose 0,8%, gel corado com brometo de
etideo (0,5 pg/mL).
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contendo o transposon e a construgéo plasmidial utilizada para a transformagéo de Xac
foram sequenciados utilizando oligonucleotideos especificos para o transposon. Apoés
analise das seqliéncias por Blastn contra a seqliiéncia gendmica de Xac, observamos
que nos trés clones analisados e na construgdo plasmidial, a extremidade 5 do
transposon interrompeu o gene copA na posicdo 408 pb e a extremidade 3’ do
transposon na posicdo 399 pb (Figura 39). O sequenciamento de DNA com
oligonucleotideos internos do gene copA confirmou as regibes de insergcédo. Este
resultado ndo era esperado e foi interpretado como um possivel evento de
recombinagdo homoéloga nas células de E. coli durante a amplificagdo das copias
plasmidiais da reacao de insercao in vitro do transposon no gene copA, uma vez que
no plasmideo utilizado para transformar células de Xac o mesmo resultado foi
observado. Embora o resultado de sequenciamento tenha sido inesperado, todos os
resultados indicaram que as células mutantes apresentam o transposon inserido no

locus gendémico.

V.3. Avaliagao do crescimento in vitro das células mutantes na presenca de

cobre

Uma vez isoladas as linhagens de Xac contendo o gene copA interrompido pelo
transposon, a préxima etapa foi analisar o crescimento das células mutantes na
presenca de cobre. Para isso, as células mutantes e selvagem foram crescidas in vitro
na auséncia e na presenca de 1 mM d e cobre durante 24 horas. Foram analisados os
clones correspondentes as linhas 3, 6 e 7 da Figura 37B e C. ApOs esse periodo, o
crescimento foi quantificado por medidas de turbidimetria a 550 nm. Como pode ser
observado pela Figura 40A, o crescimento das células mutantes foi semelhante ao da
linhagem selvagem na auséncia de cobre e, na presenca de 1 mM de cobre, o
crescimento das células mutantes foi muito baixo, praticamente nulo, quando
comparado ao das células selvagem. Analisando este resultado, foi necesséario saber
qual a menor concentragdo de cobre capaz de inibir o crescimento das células
mutantes. Para isso, as células mutantes e selvagem foram crescidas na auséncia e na
presenca de 0,25, 0,5, 0,75 e 1 mM de cobre durante 24 horas. Como pode ser
observado pela Figura 40B, o crescimento das células mutantes foi praticamente igual
ao da linhagem selvagem na auséncia de cobre. Entretanto, baixas concentragbes de
cobre (0,25 mM) foram suficientes para inibir o crescimento das células mutantes na
presenca de cobre.
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Figura 39 - Posicao do transposon na construgdo plasmidial e no DNA genémico das células
mutantes. A extremidade 5’ do transposon (letras minusculas) interrompeu o gene copA na
posicao 408 pb, a qual esta indicada pela seta e corresponde ao cédon do aminoacido &cido
glutdmico (E). A extremidade 3’ do transposon interrompeu o gene na posicao 399 pb e esta

indicada pela seta e corresponde ao aminoacido glicina (G).
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Figura 40 - Crescimento das células mutantes e selvagem de Xac in vitro. 1 — Xac, linhagem
306 selvagem; 2—-4 — células mutantes. O crescimento foi analisado na auséncia e na presenca
de 1 mM de CuSO, (A) e na auséncia e na presenga de 0,25, 0,5, 0,75 e 1,0 mM de CuSOQO, (B),
a 28°C, 250 rpm. Amostras foram coletadas apds 24 horas e o crescimento foi medido por

turbidimetria a 550 nm. Este resultado é a média de pelo menos trés experimentos

independentes.
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V.4. Avaliagao das células mutantes in vivo

Foi avaliada também a capacidade das células mutantes e selvagem de
induzirem os sintomas do cancro citrico na auséncia e na presenca de diferentes
concentragdes de cobre, através da inoculagédo das células em folhas jovens de citros,
como uma analise qualitativa. Para isso, suspensdes das células sem cobre (controle)
e suspensdes contendo 0,25, 0,5, 0,7, 1 e 2 mM de cobre, em tampao fosfato, foram
utilizadas para inocular folhas jovens de limao cravo e laranja. Alguns controles foram
realizados: inéculo de agua ultrapura estéril, tamp&o fosfato de potassio, solugdes
contendo 1 mM e 10 mM de cobre em tampao fosfato para analisarmos o efeito do
cobre na folha e células selvagem e mutantes na auséncia de cobre. Células de Xac
infectam as folhas levando ao aparecimento de sintomas iniciais do cancro (water
soaking), os quais evoluem para o processo infeccioso tardio caracteristico do cancro
citrico (lesdo amarelo ferrugem no local do in6culo). Os resultados destes experimentos
estdo mostrados nas Figuras 41, 42 e 43.

Apbs cinco dias da inoculagédo das folhas de lim&o, o sintoma de water soaking
foi visivel para as células selvagem e mutantes, como pode ser observado pela Figura
41. Quando analisamos os controles utilizados no experimento, verificamos apenas
uma regido de necrose no local onde foram inoculadas as solugbes de cobre (1 e 10
mM), sendo o efeito mais proeminente em concentragéo alta (10 mM). Ambos tipos de
células desenvolveram os sintomas iniciais do cancro na auséncia de cobre (Figura
41B) e de forma semelhante na presenca de 0,25 mM de cobre (Figura 41C).
Entretanto, em 0,5 mM de cobre (Figura 41D), os sintomas no hospedeiro foram
reduzidos pelas células mutantes e o efeito € claramente visivel quando as células
foram inoculadas na presenca de 0,7 mM de cobre (Figura 41E), onde é possivel
visualizar os sintomas de water soaking apenas nas células selvagens. Células
inoculadas na presenca de 1 e 2 mM de cobre nao foram capazes de infectar a planta
(Figura 41F e G) e, como pode ser observado na figura, apenas uma area de necrose
correspondente ao cobre pode ser observado.

O efeito do cobre sobre as células mutantes no desenvolvimento do cancro
citrico foi mais fortemente evidenciado apés 20 dias de infeccdo, como mostrado na
Figura 42. Em um estagio mais avangado da doenca, as células mutantes foram
capazes de induzir o cancro na presencga de 0,25, 0,5 e 0,7 mM de cobre, semelhante a
linhagem selvagem (Figura 42B, C e D), o que n&o foi observado com 5 dias de
infeccao (Figura 41E). Na presenca de 1 mM de cobre apenas a linhagem selvagem
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induziu o cancro apo6s 20 dias de infecgéo (Figura 42E), mas ambos tipos de células
ndo causaram sintomas do cancro citrico em 2 mM de cobre (Figura 42F).

A capacidade das células mutantes e selvagem de induzir os sintomas do
cancro citrico na auséncia e na presenga de cobre também foi avaliado através da
inoculagédo de folhas jovens de laranja. Para isso, suspensdes das células sem cobre
(controle) e suspensbdes contendo 0,7, 1, 1,5 e 2 mM de cobre foram utilizadas para
inocular folhas jovens de laranja. Semelhante aos resultados obtidos em folhas de
lim&o, ap6s cinco dias da inoculagéo, o sintoma de water soaking foi visivel para as
células selvagem e mutantes, como pode ser observado pela Figura 43. Ambos tipos
de células desenvolveram os sintomas iniciais do cancro na auséncia e na presenca de
0,7 mM de cobre (Figura 43A e B). As células mutantes, ao contrario das células
selvagens, ndo foram capazes de induzir o sintoma de water soaking na presenca de 1
mM de cobre (Figura 43C), com excegéo do mutante 3. Células mutantes inoculadas
na presenca de 1,5 e 2 mM de cobre ndo foram capazes de infectar a planta (Figura
43D e E). Apenas as células selvagens causaram os sintomas iniciais do cancro nestas
concentragdes e, como mostrada na figura, uma area de necrose correspondente ao
cobre, pode ser observada.

Todos os resultados descritos acima indicaram, a participacdo da proteina CopA
no mecanismo de resisténcia a cobre em Xac. Isto péde ser deduzido, uma vez que
ocorre um aumento da sensibilidade ao cobre quando este gene foi inativado e,

portanto, a proteina n&o foi produzida nas células mutantes.

V.5. Avaliagao do crescimento in vivo

Para complementar os resultados de infecgdo da bactéria em folhas de limao
cravo e laranja, curvas de crescimento in planta das células selvagem e mutante, na
auséncia e na presenca de 1 mM de cobre foram realizadas, como uma analise
quantitativa. Para isso, as células selvagem e do mutante 4 (Figuras 41, 42 e 43),
foram preparadas para serem inoculadas em folhas jovens de limdo cravo, como
descrito em Materiais e Métodos, e discos das folhas contendo as células foram
removidos em 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias apds a inoculacdo, macerados e diferentes
diluigdes foram plaqueadas. A contagem do numero de colbnias foi feita apoés 48 horas.
Como podemos observar pela Figura 44, o crescimento das células mutantes foi similar
ao da selvagem na auséncia de cobre, enquanto que na presenca de 1 mM de cobre, o
crescimento das células mutantes foi, aproximadamente, 100 vezes menor que o da
selvagem.
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Figura 41 - Capacidade das células mutantes e selvagem de Xac de induzir os sintomas
iniciais do cancro citrico em folhas de limao cravo. A — controle: 1 - agua ultrapura estéril, 2 -
tampéao fostato, 3 — 1mM de CuSO, e 4 — 10 mM de CuSO,; B — células selvagem (1) e
mutantes (2, 3 e 4) na auséncia de cobre; C, D, E, F e G — células selvagem (1) e mutantes (2,
3 e 4) na presencga de 0,25, 0,5, 0,7, 1 e 2 mM de cobre, respectivamente. Folhas de lim&o

cravo apos cinco dias de infecgdo.
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Figura 42 - Capacidade das células mutantes e selvagem de Xac de induzir os sintomas do
cancro citrico em folhas de limédo cravo. A — células selvagem (1) e mutantes (2, 3 e 4) na
auséncia de cobre; B, C, D, E e F — células selvagem (1) e mutantes (2, 3 e 4) na presenca de
0,25, 0,5, 0,7, 1 e 2 mM de cobre, respectivamente. Folhas de lim&o cravo apds vinte dias de

infecgéo.
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Figura 43 - Capacidade das células mutantes e selvagem de Xac de induzir os sintomas
iniciais do cancro citrico em folhas de laranja. A — células selvagem (1) e mutantes (2, 3 e 4) na
auséncia de cobre; B, C, D e E — células selvagem (1) e mutantes (2, 3 e 4) na presenca 0,7, 1,

1,5 e 2 mM de cobre, respectivamente. Folhas de laranja apés cinco dias de infeccao.
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Estes resultados de infec¢do na planta (folhas de lim&o cravo e de laranja),
mostraram claramente um envolvimento do gene copA no mecanismo de resisténcia a
cobre em Xac. Isto pode ser deduzido, uma vez que ocorreu um aumento da
sensibilidade ao cobre quando este gene foi inativado. Os resultados in vivo confirmam
aqueles obtidos nos experimentos in vitro sobre a participagdo do gene no mecanismo
de resisténcia a cobre em Xac.
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Figura 44 - Crescimento das células selvagem e mutante in planta. O crescimento das células
selvagem (WT) e mutante (AcopA) foi avaliado na auséncia e na presenca de TmM de CuSO,
apos 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias da inoculacdo das suspensdes bacterianas em folhas de liméo

cravo. Este resultado é a média de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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VI. Analise da interagdo das proteinas CopA, CopB e CutC com proteinas de Xac

através do ensaio de duplo hibrido de leveduras

VI.1. Subclonagem dos genes copA, copB e cutC no vetor pOBD2

Os genes copA, copB e cutC, subclonados no vetor de expressdo pET28a,
foram, transferidos para o vetor pOBD2. Essas constru¢des plasmidiais foram utilizadas
para transformar E. coli, inhagem DH10B e amostras de DNA plasmidial dos clones
recombinantes foram submetidas a digestdo com as enzimas de restricdo Sall e Notl.
Apos digestdo, as amostras foram analisadas em gel de agarose 0,8%. Amostras de
DNA plasmidial dos clones positivos liberaram um fragmento de DNA de 2000 e 1000
pb referentes aos genes copA e copB, respectivamente e para o gene cutC um
fragmento de 800 pb foi liberado (resultados ndo mostrados). Os insertos de dois
clones de cada construgédo foram sequienciados para confirmar as devidas sequéncias
nucleotidicas.

As constru¢des no plasmideo pOBD foram utilizadas para transformar células da

linhagem PJ694-a de Saccharomyces cerevisiae.

VI.2. Teste de auto-ativagao do gene repérter HIS com as iscas

Apbs a transformacao de S. cerevisiae, os clones contendo as iscas de interesse
foram crescidos em meio SC-Trp a 30°C por 24 horas. ApoOs o crescimento, as células
foram diluidas e depositadas na superficie de placas contendo meio SC-Trp-His (drop-
out-Trp-His) em concentragdes crescentes de 3-aminotriazol (3-AT). As placas foram
incubadas a 30°C por 5 dias e a concentracdo inibitoria de 3-AT foi determinada para
cada clone. Nenhuma das iscas foram capazes de auto-ativar o0 gene mesmo na
auséncia de 3-AT. Por precaucao passamos a utilizar 3-AT nas placas na concentragao

de 3 mM, no decorrer do trabalho.

VI.3. Analise dos clones e selegdo das presas

Células contendo as trés construgdes plasmidiais foram transformadas com a
biblioteca gendmica de Xac construida no vetor pOAD. A interagdo proteina-proteina

pbéde ser detectada pela ativagcdo dos genes repérteres HIS, ADE e lacZ. Apos
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transformacao, clones apresentando possiveis interagdes protéicas foram selecionados
em meio SC-Trp-Leu-His-Ade + 3-AT. Clones que cresceram em até 20 dias, apos
transformacdo em meio seletivo, foram isolados, transferidos para novas placas
contendo o mesmo meio seletivo para a confirmacdo do crescimento, e em seguida,
reservados. Cerca de 115 clones foram isolados inicialmente e ap6s transferéncia para
0 mesmo meio, cerca de 111 clones foram selecionados, correspondendo a 85 clones
oriundos da transformagdo com pOBD-copA, 06 clones da transformacdo com pOBD-
copB e 20 clones da transformag¢do com pOBD-cutC.

Para confirmar as possiveis interagdes, os clones isolados foram analisados
qualitativamente para a atividade B-galactosidase para confirmar a ativagcao do terceiro
gene reporter. Como podemos observar pela Figura 45, todos os clones apresentaram
atividade, mostrando a coloragdo azul durante a incubagdo com o substrato X-Gal,
confirmando as interagdes protéicas. Estes clones foram utilizados para a recuperagéo
dos vetores pOAD e pOBD em bactéria a fim de sequenciarmos os insertos existentes
nos plasmideos pOAD da bilblioteca. Para isso, os plasmideos foram recuperados em
E. coli e os insertos seqiienciados com o oligonucleotideo especifico do vetor pOAD.
As sequéncias de DNA obtidas foram utilizadas na pesquisa contra a seqiéncia
gendmica de Xac por Blastx. Na Tabela 1 estdo relacionadas as proteinas que foram
encontradas interagir com as iscas.

Algumas ORFs foram selecionadas para a confirmacdo das interagdes fisicas
através da producgio das proteinas na linhagem de levedura (em destaque na Tabela
1). A selecao dessas ORFs foi baseada principalmente em suas fungdes, localizacéo e
regides de interacdo com as proteinas CopA, CopB e CutC. As ORFs selecionadas, as
proteinas correspondentes e regides de interagdo com as trés proteinas utilizadas
como isca, estdo relacionadas na Tabela 1. Para algumas proteinas codificadas por
ORFs diferentes, mas envolvidas nas mesmas fun¢des (como por exemplo, proteinas
receptoras dependentes de TonB), foram selecionadas as que apresentaram o maior

numero de interagdes com as iscas.
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Figura 45 - Determinacgéo da atividade p-galactosidase dos clones selecionados pelo ensaio de
duplo hibrido. O ensaio foi realizado em filiro de nitrocelulose, utilizando o X-Gal como
substrato cromogénico para a 3 -galactosidase. A — clones oriundos da interagdo com CopA, B

— clones oriundos da interacdo com CopB e C — clones oriundos da interagdo com CutC.
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Tabela 1 — Proteinas que interagiram com as iscas*

Iscas Presas Proteina Gene Total aa Regido de interagéo (aa)
CopB XAC1151 Proteina choque-térmico de baixo PM hspA 3 159 1-83/1-63/1-139
op s .
XAC1759 Represor trlanscrlmonal _dq sistema de goR 2 209 29-115/1-72
clivagem de glicina
CutC XAC3463 Proteina TolC tolC 12 461 140-319/165-314/140-279/221-438
XAC1023 Receptor TonB-dependente fecA 3 807 86-258/52-146/86-254
XAC1143 Receptor TonB-dependente fyuA 2 805 113-278/113-258
XAC3366 Receptor TonB-dependente cirA 10 959 330-493/281-476/505-578/277-357
XAC1304 Proteina hipotética - 5 895 473-568/501-676/433-526/581-675
XAC2529 Proteina RhsD rhsD 3 1593 937-1087/851-946/826-1016
XAC1305 Proteina associada a parede wapA 9 1200 675-829/512-664/520-735/624-718
XAC0716 Receptor TonB-dependente fyuA 2 850 369-504/233-445
XAC1866 Proteina associada a parede wapA 9 1533 892-995/886-980/598-692
XAC3166 Receptor enterobactina férrico bfeA 2 796 240-295/223-316
XAC3207 Receptor enterobactina férrico bfeA 1 812 49-239
XAC2810 Proteina hipotética - 4 357 5-98/5-133/5-99/5-128
CopA XAC1813 Proteina HmsH hmsH 1 681 140-230
XAC1435 Receptor de ferro fhuA 1 713 212-344
XAC3756 Receptor ferro-ferricromo 3 - 4 715 121-214/121-251/36-115/122-263
XAC1146 Receptor TonB -dependente fecA 2 935 163-282/406-586
XAC4368 Receptor TonB -dependente fecA 1 779 223-316
XAC2742 Receptor TonB-dependente btuB 1 997 554-712
XAC0291 Proteina Oar oar 3 998 188-281/410-503/25-118
XAC2600 Receptor TonB -dependente btuB 1 945 168-286
XAC3077 Receptor TonB -dependente CirA 3 1023 195-300/195-339/195-384
XAC3489 Receptor TonB-dependente fyuA 1 825 329-437
XAC0074 Receptor TonB-dependente cirA 2 872 288-370/178-262
XAC2412 Proteina hipotética -— 1 661 56-122
XAC2996 Proteina hipotética - 1 351 58-152
XAC4274 OmpA ompA 1 1012 574-781
XAC2255 Proteina hipotética - 1 255 39-186
XAC2312 Proteina hipotética - 1 993 572-729

* As ORFs selecionadas estdo mostradas em destaque.
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Cobre € um cofator essencial de um grande nimero de enzimas envolvidas em
respiracdo, como oxigenases e proteinas de transporte de elétrons. No entanto, em
certas concentracdes este metal é tdxico para as células, por isso seu nivel intracelular
deve ser severamente controlado. ions cobre geram radicais livres, os quais causam
danos ao DNA e membranas lipidicas. Como conseqliéncia, as bactérias
desenvolveram sistemas de detoxificacdo para protegé-las do efeito toxico do cobre e
assegurar niveis do metal requeridos como nutriente. Esses sistemas podem ser
encontrados tanto em plasmideos como em cromossomos (ROSEN, 2002).

Mecanismos de resisténcia a cobre foram demonstrados em algumas bactérias
patogénicas como E. coli (ROUCH et al., 1995) e Enterococcus hirae (WUNDERLI-YE
and SOLIOZ, 2001) e fitopatogénicas, como Pseudomonas syringae (BENDER and
COOKSEY, 1986) e Xanthomonas campestris (STALL et al., 1986). Estes mecanismos
incluem sequestro em Pseudomonas (CHA and COOKSEY, 1991) e efluxo de cobre
em E. coli (ROUCH et al., 1989), por exemplo. A aquisi¢do de resisténcia a cobre por
bactérias fitopatogénicas, € um problema sério, visto que a aplicagdo em larga escala
de bactericidas contendo cobre é ainda a base do controle de doencgas bacterianas em
muitas culturas economicamente importantes: a existéncia de tais patdégenos
resistentes ao metal pode explicar porque a incidéncia da doenca & alta apesar da
aplicacéo desses compostos.

Durante a fase de anotacdo do genoma de Xac, alguns genes potencialmente
envolvidos no mecanismo de resisténcia a cobre foram identificados: copA, copB e
cutC. Resultados de estudos funcionais relacionados a estes genes e as proteinas
codificadas por eles foram realizados neste trabalho e serdo discutidos a seguir.

A proteina CopA, codificada pelo gene copA, tem um pl e peso molecular
tedricos de 6,46 e 65,7 kDa, respectivamente, calculados pelo programa ProtParam
(www.expasy.ch/cgi-bin/protparam). Através da analise computacional
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), foi visto que esta proteina ndo possui um provavel
peptideo do sinal, estando, provavelmente localizada no periplasma (www.psort.org).
Esta proteina parece se arranjar estruturalmente em dois dominios, observados pelo
alinhamento de seqliéncias da proteina CopA de Xac com a mesma proteina de outros
fitopatdogenos, um na regido N-terminal se estendendo até grande parte da proteina e o
outro na regido C-terminal. A proteina CopA desta bactéria contém um provavel sitio de
ligagéo a cobre tipo-1 na extremidade C-terminal similar ao encontrado nas multicobre

oxidases, o qual envolve os aminoacidos His-526, Cys-575, His-580 e Met-585. Este
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sitio € homologo ao encontrado na proteina CopA de Pseudomonas syringae pv.
tomato, a qual foi demonstrado ligar 11 atomos de cobre por molécula de proteina
(CHA and COOKSEY, 1991). A proteina CopB, codificada pelo gene copB, tem um pl e
peso molecular teéricos de 5,74 e 40,3 kDa, respectivamente (ProtParam). Através de
analise computacional, foi visto que esta proteina possui um provavel peptideo do sinal
com sitio de clivagem entre os aminoacidos Ala22 e GIn23, sendo uma proteina nao
citoplasmatica, mas de localizagdo desconhecida (www.psort.org). A proteina CutC,
codificada pelo gene cutC, tem um pl e peso molecular teéricos de 7,10 e 27,8 kDa,
respectivamente. Através de analise computacional, foi visto que esta proteina nao
possui um provavel peptideo do sinal, sendo uma proteina n&o secretéria,
provavelmente localizada no citoplasma (www.psort.org).

Essas trés proteinas foram produzidas na forma recombinante em E. coli
visando a realizagdo de estudos estruturais e produgcdo de anticorpos. Para a
realizacdo de estudos estruturais, como por exemplo, analise por dicroismo circular
(CD) e cristalizagéo, a proteina deveria ser soluvel e ser purificada em um alto grau de
pureza e em boa quantidade. As proteinas em estudo foram produzidas em grande
quantidade, entretanto, na forma insolivel com apenas pequenas quantidades das
proteinas CopB e CutC sendo encontradas produzidas na forma soluvel. A proteina
CopB foi purificada com um bom grau de pureza e em pequena quantidade, mas foi
possivel a obtencéo do tracado de CD, o qual mostrou um espectro tipico de proteinas
contendo estruturas em a-hélices com dois minimos negativos em 210 e 219 nm e um
maximo positivo em 192 nm (WALLACE et al., 2003). Para a proteina CutC, embora
tenha sido purificada em um alto grau de pureza e em alta quantidade, n&o foi possivel
a obtencdo do seu anticorpo e nem de um espectro de CD. Os espectros de
fluorescéncia mostraram uma proteina estruturalmente desarranjada. Talvez seja esse
o motivo pelo qual ndo conseguimos o anticorpo contra esta proteina apds varias
tentativas e, também, ela pode ser anti-imunogénica.

Os estudos funcionais foram iniciados analisando a expressido dos genes copA,
copB e cutC e das proteinas codificadas por eles em células crescidas na presenca de
cobre. Para isso, inicialmente, foi feita uma avaliagao do efeito do cobre no crescimento
de Xac, cultivando a bactéria na auséncia e na presencga de varias concentragcbes de
cobre. A bactéria cresceu bem, em meio tamponado, até uma concentracao de 1 mM
de cobre e a MIC (Minima Concentragdo Inibitéria) de cobre encontrada para esta

bactéria foi de 2,0 mM. A MIC de cobre para Xanthomonas campestris pv. vesicatoria,
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atualmente renomeada Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (VAUTERIN et al.,
2000) também foi determinada como sendo 2,4 mM (BENDER et al., 1990). Para a
realizacdo dos experimentos de expressao génica, a concentracao de cobre foi fixada
em 1 mM, valor abaixo da MIC de cobre determinada e uma concentragdo onde a
bactéria foi capaz de desenvolver um bom crescimento.

Inicialmente, a expresséo génica foi analisada em nivel de transcricdo. Devido a
dificuldades iniciais na realizagdo da técnica de Northern blot, esses estudos foram
realizados, primeiramente, por RT-PCR. Os resultados obtidos mostraram a presenca
dos transcritos dos genes copA e copB em células crescidas na auséncia de cobre e,
um aumento na transcricdo desses genes, principalmente do gene copA, ap6s 0,5 hora
da adicdo de cobre. Os resultados foram melhor definidos pela anélise da expresséo
dos genes por Northern blot, onde, diferentemente dos resultados obtidos por RT-PCR,
ndo foram observados os transcritos dos genes nas células crescidas na auséncia de
cobre. Entretanto, a presenca dos transcritos foi observada logo ap6s a adicdo de
cobre. A presenca de uma banda fraca na amostra antes da adicdo de cobre no ensaio
de RT-PCR pode ser explicada pelo fato de ser um experimento de amplificagéo,
portanto, uma baixa quantidade do transcrito presente, ndo detectada no experimento
de Northern pode ter sido amplificada.

O tamanho dos transcritos observados por Northern blot quando utilizamos tanto
0 gene copA inteiro como diferentes fragmentos do gene copB como sondas, foi de,
aproximadamente, 2,9 kb, o qual corresponde a soma do tamanho dos genes copA e
copB, indicando que esses genes estdo organizados em um operon no genoma de
Xac. A organizagdo dos genes como um operon é similar a genes de resisténcia a
cobre encontrados em outras bactérias, tal como o operon copABCDRS presente no
fitopatbgeno Pseudomonas syringae pv. tomato, descrito por Mellano and Cooksey
(1988). Entretanto, em Xac nao foram encontrados durante a anotagdo do genoma,
genes homologos aos genes copC e copD de P. pv. tomato. Esses autores mostraram
que 0s genes copA e copB sao essenciais para resisténcia, enquanto os genes copC e
copD sao requeridos para uma resisténcia maxima em P. pv. tomato. Além disso,
Rensing and Grass (2003) descreveram que, freqientemente, somente homélogos de
CopA e CopB sao codificados por genes cromossomais. E importante enfatizar que a
auséncia dos genes copC e copD foi observada na bactéria utilizada para o
sequenciamento do genoma, a qual foi isolada de pomares brasileiros e ndo podemos

extrapolar para as demais linhagens isoladas de diferentes locais. Além disso, a
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linhagem em estudo n&o é tolerante a altas concentragbes de cobre, como observado
através da avaliagdo da influéncia do cobre no seu crescimento in vitro, e talvez ndo
precise de uma resisténcia maxima. Esta linhagem pode ter perdido os genes copC e
copD ao longo do tempo por n&o ser necessario a sua sobrevivéncia.

Os resultados de expressao génica mostraram, também, que a transcricdo do
operon copAB foi induzida por cobre e foi especifica deste metal, uma vez que a
presenca do transcrito ndo foi observada quando as células foram crescidas na
auséncia de cobre e quando expostas aos ions Cd*?, Zn*? e Ag*. Mellano and Cooksey
(1988), demonstraram que o operon de resisténcia a cobre de P. pv. tomato também foi
induzido por cobre. Neste trabalho, os autores mostraram que nenhuma inducgao
desses genes foi observada em culturas crescidas na presenca de cloreto de mercurio,
sulfato de zinco, nitrato de cadmio e citrato de chumbo. A especificidade do mecanismo
em relacdo ao metal também foi descrita para os operons de resisténcia a mercurio
encontrados nos transposons Tn2/ e Tn50/ de Escherichia coli, os quais sao
especificamente induzidos por mercurio (MISRA et al., 1984) e os genes que codificam
metalotioneinas de cobre de Saccharomyces cerevisiae, 0s quais sao induzidos por
cobre (BUTT et al., 1984). Em contraste, os operons de resisténcia a arsénio de
Staphylococcus aureus e de E.coli sdo induzidos por arsenato, arsenito, antiménio (Ill)
e bismuto (Ill) (SILVER et al., 1981). Em P. pv. tomato, a presenga do transcrito do
operon foi observada em 0,5 hora apés a adigdo de cobre, como em Xac, tendo uma
expressao maxima em 4 horas.

N&o foi observada a presenca do transcrito cutC em células de Xac crescidas na
auséncia e nem na presenca de cobre durante o periodo de 0,5 a 4 horas de exposi¢céo
das células ao metal. Este resultado nos sugere que este gene nido deve estar
envolvido no mecanismo de resisténcia em Xac como a proteina CutC de E. coli, por
exemplo, a qual € uma proteina citosolica envolvida na via de efluxo de cobre. Um
fenétipo de sensibilidade a cobre foi observado em células de E. coli mutadas nos
genes cutC e cutF (GUPTA et al., 1995). O fato de que o gene nao foi detectado nas
duas condigbes pode sugerir que 0 gene nao € expresso em Xac, pelo menos nas
condigbes experimentais utilizadas.

Recentemente, foi descrito na bactéria Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
a existéncia de um gene, copL, localizado usptream ao gene copA (113 pb de regido
intergénica), o qual codifica uma proteina de 122 residuos de aminoacidos e rica nos

aminoacidos cisteina e histidina, sugerindo um papel na ligagdo a cobre
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(VOLOUDAKIS et al., 2005). Embora a ligagéo a cobre ndo tenha sido demonstrada, a
sequiéncia do gene copL inteiro foi mostrada ser importante para a resisténcia a cobre
utilizando a analise de promotor minimo. Segundo os autores, ORFs semelhantes a
copL estariam também presentes nos genomas das bactérias Xac e Xanthomonas
campestris pv. campestris (da SILVA et al,, 2002) e da bactéria Xyllela fastidiosa
(SIMPSON et al., 2000) recentemente sequenciados. Entretanto, a ORF XAC3629
localizada 112 pb upstream ao gene copA em Xac foi anotada como uma proteina
hipotética de 152 residuos de aminoacidos e quando analisada em um alinhamento de
seqliéncias mostrou uma baixa identidade (26%) a proteina CopL de X. pv. vesicatoria.
Se esta proteina esta direta ou indiretamente envolvida no mecanismo de resisténcia a
cobre em Xac, possivelmente atuando na regulacédo do operon copAB, merece ser
investigado.

A regido upstream ao operon copAB (600 pb) foi investigada de modo a
encontrar provaveis regibes —10 e -35, baseados em regides consensus de
Xanthomonas campestris. Varias regides foram encontradas ao longo da sequiéncia
analisada, mas as provaveis regides somente poderdo ser definidas apds a
determinacédo do sitio de inicio da transcricdo do operon. A regido intergénica do
operon também foi analisada e ndo foram encontrados provaveis sitios de ligagcdo ao
ribossomo no final da sequéncia codificadora do gene copA, mas estes foram
encontrados no inicio da sequéncia de copB, sugerindo que o start codon definido na
anotagdo esteja posicionado incorretamente. Baseado em alinhamento de seqiéncias
da proteina CopB de Xac com a mesma proteina de outros fitopatégenos, sugerimos a
troca do start codon deste gene para a metionina na posicao 30.

A analise de expresséo protéica foi realizada por Western blot e os resultados
obtidos mostraram um aumento gradativo da producéo das proteinas CopA e CopB
durante a exposi¢do a cobre (0,5 a 4 horas), indicando uma indugéo da expresséo
protéica por este metal, semelhante ao observado em nivel de transcricdo. Quando
analisamos a expressao das proteinas CopA e CopB na presenca de cobre em uma
linhagem mutante de Xac (AcopA), onde o gene copA foi interrompido pelo transposon,
verificamos que n&o houve expressao de CopA, como era esperado, mas também nao
foi observado a presenca de CopB. A expressao desta proteina seria esperada, pois se
0s genes copA e copB formam um operon, a inativagdo do gene copA nao impediria,
teoricamente, a expressao de CopB. Isto pode ser atribuido, talvez, ao fato de que a

insercdo do transposon no locus genémico tenha alterado o frame da seqiéncia
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codificadora do gene copB. Odermatt et al. (1994) mostraram que a expressdo das
ATPases CopA e CopB de Enterococcus hirae também foram induzidas por cobre em
células expostas durante 1 hora na presenca do metal (CuSO,4). Esses mesmos
autores mostraram que em células mutantes, onde o gene copA foi inativado (linhagem
AcopA), ndo houve expressédo de CopA, na linhagem AcopB, ndo houve expressao de
CopB e no duplo mutante (AcopAAcopB) nao houve expressao das duas proteinas.

O gene copA desta bactéria foi inativado para avaliar a participacao da proteina
CopA no mecanismo de resisténcia a cobre. Esta proteina foi escolhida por possuir na
regido C-terminal um provavel sitio de ligagao a cobre tipo-1, homologo ao encontrado
nas multicobre oxidases (OUZONIS and SANDER, 1991) e na mesma proteina de P.
pv. tomato (CHA and COOKSEY, 1991). A técnica de inativacdo de um gene com um
transposon ou um gene de resisténcia a antibioticos tem sido muito utilizada para
determinar a participagdo da proteina codificada por este gene em um determinado
mecanismo. Rensing et al. (2000), por exemplo, inativaram o gene copA de E. coli que
codifica para a proteina CopA, uma ATPase tipo P, envolvida no efluxo de cobre nesta
bactéria, com um gene de resisténcia a kanamicina e mostraram que a linhagem
mutada foi mais sensivel a cobre que a linhagem selvagem quando o crescimento foi
avaliado, in vitro, na presenga deste metal, indicando, portanto, uma participacéo direta
desta proteina no mecanismo de resisténcia a cobre nesta bactéria. Da mesma forma,
0 gene copA de Bacillus subtilis também foi inativado, levando a um aumento da
sensibilidade a cobre da linhagem mutante (GABALLA and HELMANN, 2003).

A inativagao do gene copA de Xac também levou a um aumento da sensibilidade
a cobre na linhagem mutada (AcopA) comparada a linhagem selvagem quando o
crescimento foi avaliado in vitro. As células ndo foram capazes de crescer na
concentragdo mais baixa de cobre avaliada (0,25 mM), enquanto as células selvagem
cresceram bem até 1 mM de cobre. Esta sensibilidade a cobre das células mutantes
também foi verificada quando analisamos a capacidade dessas células de induzir os
sintomas do cancro citrico em folhas jovens de lim&o cravo e de laranja, nas quais foi
visto que em concentragdes de 1 mM de cobre, apenas as células selvagem foram
capazes de induzir os sintomas iniciais do cancro citrico em folhas de laranja e
sintomas tardios em folhas de lim&o cravo. Ao contrario do crescimento in vitro, as
células mutantes, in vivo, mostraram ser mais resistentes a concentragbes de 0,25, 0,5
e 0,7 mM de cobre. Isto pode ser devido ao fato de que, na planta, algumas células,

provavelmente, “escaparam” do cobre e foram capazes de se multiplicar e induzir os
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sintomas da doenca. Uma avaliagdo do crescimento das células mutantes e selvagem
in planta também mostrou um aumento da sensibilidade a cobre quando este gene foi
inativado, confirmando, assim, a participagdo da proteina CopA no mecanismo de
resisténcia a cobre em Xac.

Com o objetivo de entender como as proteinas CopA, CopB e CutC de Xac
poderiam estar atuando no mecanismo de resisténcia a cobre nesta bactéria, um
ensaio de duplo hibrido de leveduras foi realizado para saber se elas interagem com
outras proteinas de Xac e quem sdo estas proteinas. Apds co-transformacgao das
células de levedura ja contendo as iscas com a biblioteca de Xac e sele¢édo dos clones
positivos, as presas inseridas no vetor pOAD foram recuperadas, seqlienciadas e as
proteinas foram identificadas por analise de Blastx contra a seqiiéncia gendmica de
Xac. Algumas proteinas foram selecionadas para confirmagédo da interagéo fisica e
estdo indicadas na Tabela 1. A selecdo dessas proteinas foi baseada principalmente
em suas fungdes, localizagcdo e regides de interacdo com as proteinas CopA, CopB e
CutC. Para algumas proteinas codificadas por ORFs diferentes, mas envolvidas nas
mesmas fungbes (como por exemplo, proteinas receptoras dependentes de TonB),
foram selecionadas as que apresentaram o maior numero de intera¢gdes com as iscas.

Algumas das proteinas selecionadas foram consideradas como falso-positivos
por Alegria et al. (2004) por serem obtidas em alta freqiiéncia nos clones analisados,
como por exemplo, a proteina TolC, proteinas receptoras dependentes de TonB e
produtos dos genes wapA (XAC1866 e XAC1305). Esses mesmos autores mostraram
que a proteina TolC tende a interagir com o dominio de ligagdo ao DNA de Gal4, sendo
esta tendéncia inibida ou aumentada dependendo da isca fusionada. Em E. coli esta
proteina, a qual mostrou interagdo apenas com a proteina CutC de Xac, € uma proteina
de membrana externa com um grande dominio periplasmatico (KORONAKIS et al.,
2004) que interage com uma proteina do sistema de efluxo de antibiético (GERKEN &
MISRA, 2004). Como a proteina CutC de Xac é homologa a proteina CutC de E. coli, a
qual foi demonstrada estar envolvida no efluxo de cobre (GUPTA et al., 1995),
interessou-nos, inicialmente, confirmar se TolC interage mesmo com CutC. Porém,
sabendo que esta proteina € um forte candidato a falso-positivo, € que a proteina CutC
demonstrou ndo estar diretamente envolvida no mecanismo de resisténcia a cobre em
Xac como observado através dos ensaios de expressdo génica, optamos por n&o

confirmar sua interagéo proteina-proteina com TolC.
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Da mesma forma a familia de receptores TonB-dependentes e os genes wapA
que também foram considerados falso positivos por Alegria et. al. (2004) foram
isolados, pois apenas interagiram com CopA. Como a maioria desses genes codifica
para proteinas receptoras localizadas na membrana externa, como por exemplo, o
gene fhuA, o qual codifica para uma proteina receptora de ferro, em E. coli
(FERGUSON et al.,, 1998), a confirmagdo da interacdo destas proteinas com CopA
pode ser relevante para a identificacdo da localizagéo celular de CopA. A Figura 46
mostra os receptores dependentes de TonB localizados na membrana externa. Se a
interagéo proteina-proteina com algum desses receptores for confirmada e se CopA
realmente liga atomos de cobre por possuir um provavel sitio de ligagdo a cobre tipo-1,
poderiamos extrapolar um modelo onde o cobre atingisse o periplasma via esses
transportadores e se ligaria a CopA no periplasma, localiza¢do indicada pelo programa
Psort (www.psort.org). A comprovacao da ligacdo do metal cobre pela proteina CopA
através de técnicas fisicas (tal como Ressonéncia Paramagnética Eletrénica, EPR)
poderia nos fornecer informacées mais definidas da fungdo desta proteina no
mecanismo de resisténcia a cobre em Xac.

A proteina CopB mostrou interagdo com um repressor transcricional do sistema
de clivagem de glicina e com uma proteina de choque térmico de baixo peso molecular.
Esta ultima pertence a familia das pequenas proteinas de choque térmico (sHSPs), as
quais sao expressas em resposta a alteragdes ambientais quando os organismos sao
expostos a condi¢cbes de estresse, como choque térmico, umidade, estresse quimico e
exposicdo a metais pesados, por exemplo (LAKSANALAMAI and ROBB, 2004).
Recentemente, a proteina codificada pelo gene hspA de Xac foi cristalizada a 1,65 A
(HILARIO et al., submetido a publicagdo) e sua estrutura tridimensional esta sendo
resolvida. Se a interagdo proteina-proteina com esta proteina de choque térmico, a
qual é citoplasmatica, for confirmada podemos supor que a proteina CopB possa estar
localizada na membrana citoplasmatica, uma vez que ela contém um provavel peptideo
de sinal. Entretanto, nenhum dominio transmembrana foi encontrado
(www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0).

Os estudos realizados neste trabalho foram importantes, uma vez que Xac,
fitopatbgeno causador do cancro citrico, apresenta, no campo, resisténcia a
agrotéxicos a base de cobre, 0 qual ainda é utilizado para controlar a doenca, € nossos
estudos mostraram o envolvimento de dois genes, copA e copB, no mecanismo de

resisténcia a cobre nesta bactéria. Este envolvimento ficou claro, principalmente,
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através dos estudos de expressdo génica e quando um dos genes (copA) foi inativado,
levou a linhagem mutante a apresentar um fendétipo de sensibilidade a cobre. No
entanto, ndo podemos dizer com clareza como seria este mecanismo de resisténcia a
cobre e como outras proteinas poderiam estar envolvidas neste mecanismo. A
confirmacgéo da interacéo fisica das proteinas CopA e CopB com as proteinas de Xac
selecionadas através do ensaio de duplo hibrido de leveduras e a identificagdo, por
espectrometria de massas, das proteinas diferencialmente expressas através de 2D-
PAGE, nos permitira uma melhor compreensé&o, ou até nos dar mais informagbes para

propormos um modelo para a resisténcia a cobre nesta bactéria.
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Figura 46 — Sistemas de importagéo de E. coli. Os transportadores de membrana externa (OM)
sdo: FhuA, FhuE e IutA, os quais transportam hidroxamatos, FepA, Fiu e Cir, os quais
transportam catecolatos, FecA, o qual transporta carboxilatos-sider6foros e BtuB, o qual
transporta vitamina B12. A importagcdo de metais através da membrana externa é dependente
do complexo TonB, o qual estda embebido na membrana citoplasmatica (CM). As proteinas
periplasmaticas FhuD, FepB e BtuF transferem metais através do periplasma para os
transportadores ABC, localizado na membrana citoplasmatica; FhuBC, FepCDG, FecCDE e
BtuCD bombeiam metais para o citoplasma seguido da ligagdo e hidrélise de ATP
(FERGUSON and DESINHOFER, 2004).
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