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MUTAGENESE SiTIO-DLRIGIDA DA ORF XACO0024 DE Xanthomonas citri subsp.
citri E SUAS IMPLICACOES NO DESENVOLVIMENTO DO CANCRO CITRICO

RESUMO - O cancro citrico tem como agente causal a bactéria Xanthomonas
citri subsp. citri (Xac), que afeta diferentes espécies de citros economicamente
importantes. E uma doenca ainda sem método curativo, e pela sua relevancia e
dano econbmico, faz-se necessario o entendimento em termos moleculares da
interacdo Xac-citros para o desenvolvimento de estratégias que controlem a doenca.
O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da delecdo da ORF
XAC0024 presente no genoma da Xac isolado 306, que codifica uma proteina
hipotética conservada e que apresenta Varios dominios putativos, entre eles o
dominio peptidase M23. A hipétese € que esta proteina pode estar envolvida com a
patogenicidade e/ou viruléncia da bactéria. Para obter o mutante AXAC0024 foi
utilizada a técnica de mutagénese sitio-dirigida, seguida de recombinacdo homodloga
com o vetor suicida pOK1l. O mutante AXAC0024 foi analisado em relagdo as
caracteristicas de patogenicidade, crescimento in vivo e in vitro, capacidade de
autoagregacao, producédo de biofilme e producdo de goma xantana. O teste de
patogenicidade e a curva de crescimento in vivo foram realizados em limao cravo
utilizando o método de infiltracdo por seringa para a inoculacdo da bactéria. Os
sintomas do desenvolvimento da doenca foram registrados por fotografia digital até o
25° dia apds a inoculacdo (dai) e a curva de crescimento in vivo também foi
determinada até o 25° dai. A curva de crescimento in vitro e a agregacao célula-a-
célula foram analisadas em meio de cultura liquido NB. O ensaio de producédo de
biofiilme foi feito em meio de cultura liquido XVM2 em superficie abiotica
empregando cristal violeta para sua visualizacdo e espectrofotometria para sua
quantificacdo. A extracdo da goma xantana foi realizada por meio da precipitacao
com isopropanol apos dissolucdo de KCI em meio goma com as bactérias
multiplicadas em 96 horas. Verificou-se que o mutante AXAC0024 foi menos
virulento em relacdo a Xac selvagem e que o seu desenvolvimento in planta é
limitado; porém, em meio nutritvo NB apresenta crescimento similar a Xac
selvagem. O mutante AXAC0024 apresentou ainda maior formagdao de goma
xantana, diminuicdo na capacidade de se autoagregar e inalterabilidade na formacéao
de biofilme em relacdo a Xac selvagem. Essa € a primeira evidéncia de que a ORF
XACO0024 interfere na viruléncia da bactéria, afeta a producdo de goma xantana e a
agregacao celular de Xac 306. A hip6tese é de que a proteina codificada pela ORF
XAC0024 participe do sistema de degradacédo do peptideoglicano na divisdo celular
em Xac, sendo que experimentos adicionais sao necessarios para confirmar esta
hipotese.

Palavras-chave: viruléncia, peptidase_M23, biofiime, goma xantana, interagéo
planta-patégeno



Xanthomonas citri subsp. citri ORF XAC0024 SITE-DIRECTED MUTAGENESIS
AND ITS IMPLICATIONS IN CITRUS CANKER DEVELOPMENT

ABSTRACT - The bacteria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) is the causal
agent of citrus canker, a disease that affects different species of economically
important citrus. There is no a curative method for this disease, and do to its
relevance and economic damage, it is necessary to understand at molecular level the
Xac-citrus interaction in order to develop strategies to control the disease. The
objective of this study was to investigate the effects of the deletion of the ORF
XAC0024 present in the genome of Xac strain 306, which encodes a conserved
hypothetical protein and has several putative domains, including peptidase M23
domain. It is hypothesized that this protein may be involved in the pathogenicity and /
or virulence of the bacterium. For the AXAC0024 mutant was used for site-directed
mutagenesis technique, followed by homologous recombination with the suicide
vector pOK1. The AXAC0024 mutant was analyzed in relation to pathogenicity
characteristics, growth in vivo and in vitro, self-aggregation capacity, biofilm
production and production of xanthan gum. The pathogenicity test and in vivo growth
curves were performed on Rangpur lime using syringe-infiltration method for the
inoculation of bacteria. Symptoms of the disease development were recorded by
digital photography to the 25° day after inoculation (dai) and in vivo growth curve was
also determined to give the 25°. The growth curve in vitro and cell-to-cell aggregation
were analyzed in liquid culture medium NB. Biofilm production test was done in a
liquid culture medium XVM2 on abiotic surface using crystal violet for your viewing
and spectrophotometry for its quantification. The extraction of xanthan gum was
performed by isopropanol precipitation after dissolving KCl among gum with bacteria
grown in 96 hours. It was found that the AXAC0024 mutant was less virulent
compared to the wild Xac and its development in planta is limited; however, in
nutrient medium NB presents similar growth to the wild Xac. The AXAC0024 mutant
also showed increased formation of xanthan gum, decreased ability to self-
aggregation and inviolability in biofilm formation compared to wild Xac. This is the
first evidence that ORF XACO0024 interfere with bacterial virulence affects the
production of xanthan gum and cell aggregation Xac 306. The hypothesis is that the
protein encoded by ORF XACO0024 participate in the peptidoglycan degradation in
division system cell in Xac, and further experiments are needed to confirm this
hypothesis.

Keywords: virulence, peptidase M23, biofilm, xanthan gum, plant-pathogen
interaction
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1. INTRODUCAO

A citricultura contribui enormemente para a economia mundial, com uma
estimativa de mais de 10 bilhdes de ddlares por ano. No Brasil, € um dos setores
mais competitivos do agronegécio. O progresso da citricultura brasileira é
surpreendente. O pais detém atualmente mais da metade da producdo mundial de
suco de laranja e exporta 98% da sua producdo. Ademais, a presenca acentuada do
suco de laranja brasileiro no comércio internacional € motivo de orgulho e enaltece o
Brasil no mundo (NEVES et al., 2010).

Mais que uma bebida, o suco da laranja tem sido um amigo da humanidade.
No periodo das grandes navegacfOes maritimas, o escorbuto era uma doenca que
afetava marinheiros carentes da vitamina C, e a fruta se tornou “garota-propaganda”
no combate a esta moléstia. De acordo com pesquisadores, vem dessa época a
fama da fruta como fonte de saude (CITRUS BR, 2016). No entanto, a citricultura
sempre foi ameacada por problemas iminentes, incluindo pragas, doencas e
problemas climaticos que limitaram a expanséo da industria e afetou a qualidade e
quantidade da producao de citros. O cancro citrico bacteriano € uma das doencas
mais devastadoras dos citrinos (GRAHAM et al., 2004).

O cancro citrico € causado pela bactéria gram-negativa Xanthomonas citri
subsp. citri (Xac), que afeta todas as variedades comerciais de citros, sendo
algumas mais suscetiveis que outras. A bactéria penetra no tecido da planta por
meio de estdmatos ou feridas, invadindo o espaco apoplastico de folhas, ramos e
frutos, causando sintomas patoldégicos como lesdes circulares, corticosas e
salientes, que se manifestam de uma semana a dois meses apés a infeccédo. A
formacao de tecido hiperplastico € a manifestacédo caracteristica para o diagnostico
desta doenca.

O agente patogénico se dispersa para outras plantas por meio de varios
fatores, estando entre eles a chuva, o vento e a agao humana. Em plantas com altas
taxas de infeccdo e/ou hospedeiros mais susceptiveis ocorre desfolha prematura e
queda de frutos. Com a depreciacdo da qualidade dos frutos, a producao diminui.

Sendo esta uma doencga quarentenaria nos principais paises produtores de citros,



limitacdes foram estabelecidas pelo comércio mundial para importacdo de frutas
citricas provenientes de paises ou regides com cancro citrico (MASSARI,
BELASQUE-JUNIOR, 2006; LAIA et al., 2009; FERREIRA, 20009).

N&o existe um controle eficiente para a doenca até o momento. A eliminacéo
da planta contaminada e a pulverizacdo com cobre das demais amenizam 0s
sintomas nas plantas e reduz as perdas na producdo; porém, a inspecdo ainda é
considerada a melhor medida para manter os pomares livres desse mal
(FUNDECITRUS, 2013). Em vista disso, com a sucessiva ocorréncia do cancro
citrico, a caréncia de procedimentos eficazes no seu controle e a auséncia de
espécies de citros resistentes a doencga, a tecnologia do DNA recombinante surgiu
como um caminho promissor para acelerar a elucidacdo e a compreensdo dos
mecanismos de patogenicidade a nivel molecular, como a identificacdo de efetores
de viruléncia e sinalizadores para o inicio do processo de infec¢do, (NELSON; COX,
2002).

Devido a importancia econémica da doencga, o genoma do isolado 306 de Xac
foi completamente sequenciado por Da Silva e colaboradores (2002), possibilitando,
assim, a realizacdo de estudos de gendmica funcional com vistas ao entendimento
dos mecanismos moleculares envolvidos na interacdo Xac-citros. Dentre as
abordagens que podem ser utilizadas esta a mutagénese sitio-dirigida, que pode
suprimir genes de interesse utilizando a estratégia de recombinacdo homologa
através de um plasmideo suicida (KANIGA; DELOR; CORNELIS, 1991). Uma outra
abordagem é a mutagénese aleatdria, técnica esta que utiliza-se de transposon para
gerar bibliotecas de mutantes que permite identificar, por exemplo, genes
relacionados com a viruléncia e/ou patogenicidade (YAN; WANG, 2012; LI; WANG,
2011a; GUO et al., 2010).

Laia et al. (2009) produziu uma biblioteca com cerca de 10.000 mutantes da
linhagem selvagem de Xac, isolado 306, por meio da inser¢cdo aleatéria do
transposon EZ-Tn5. Entre os mutantes produzidos, alguns apresentaram alteracéo
no padrao de viruléncia e/ou patogenicidade, que variaram desde a diminuicdo dos
sintomas até a auséncia completa dos mesmos. Dentre 0s genes que se mostraram
envolvidos com a viruléncia e/ou patogenicidade foram encontrados alguns cuja

funcdo ainda ndo € conhecida (ORFs hipotéticas). Uma das ORFs hipotéticas



mutadas foi a XAC0024. Entretanto, para o mutante desta ORF nao foi feita a
descricdo do fendtipo, provavelmente porque houve reversdo para o fendtipo
selvagem. A proteina codificada por esta ORF possui, como principal caracteristica,
um dominio Peptidase M23, cujo processo biolégico é de protedlise e € encontrado
em metalopeptidases de zinco ligadas & membrana (OKUMURA et al.,, 2013).
Adicionalmente possui outros dominios relacionados com a divisdo celular
(MARCHLER-BAUER et al., 2015).

Assim, o0 objetivo do presente trabalho foi produzir um mutante para a ORF
XACO0024, através da técnica de mutacao sitio-dirigida por delecdo e recombinacéo
homdéloga, e avaliacdo funcional do mutante com vistas a determinar se a mesma

esta envolvida com a patogenicidade de Xac.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O contexto histérico e importancia da citricultura no Brasil

Os registros disponiveis apontam que a origem das plantas citricas advém do
continente asiatico e ilhas adjacentes, que séo regides tropicais e subtropicais de
clima umido. Mais especificamente, estudos demonstram que as laranjas tiveram
origem no sul asidtico, provavelmente na China, h4 mais de quatro milénios. O
comeércio e as guerras entre as nacdes possibilitaram a expansdo do cultivo das
frutas citricas e, com isso, a laranja foi levada para a Europa pelos arabes na ldade
Média (NEVES et al., 2010).

No Brasil, as frutas citricas foram introduzidas pelos colonizadores europeus,
tendo seu inicio de producéo, possivelmente, na Bahia. Por ser um pais tropical, de
clima quente e Umido, a laranja encontrou aqui melhores condicbes para se
desenvolver e produzir do que nas proprias regides de origem, expandindo-se por
todo territério nacional. Por volta de 1920, no interior de Sdo Paulo, comecgou a se
estruturar o cinturdo citricola, surgindo os primeiros esbo¢os de uma industria
processadora de suco, nos arredores da cidade de Limeira (RODRIGUEZ et al.,
1991).

A boa qualidade da laranja, devido as condi¢cdes climaticas, propiciou o
aumento continuo da produc¢éo, dando condi¢cdes para que, a partir da década de
1920, fosse possivel a exportacdo de frutas citricas para a Argentina e, em 1930,
para a Europa, exportando-se cerca de meio milhdo de caixas de laranja. Aos
poucos, a regido nordeste do estado de Sdo Paulo se consolidou como grande
produtora de laranjas no pais (RODRIGUEZ et al., 1991).

Com o surgimento da 22 Guerra Mundial e de uma doenca até entdo
desconhecida, nomeada como “tristeza” dos citros, 80% das arvores citricas
nacionais foram abolidas, levando a uma estagnagéo comercial que durou cerca de
10 anos. Mais doencas de citros foram surgindo nas décadas seguintes, com
merecido destaque para o cancro citrico. Em 1957 esta doenca ocasionou a

erradicacdo de mais de 300 mil arvores nos territérios comprometidos, o que levou a



implementagdo do programa regional e, em seguida, nacional de erradicagdo da
doenca (RODRIGUEZ et al., 1991; NEVES, 1995).

Apos esse periodo conturbado, a citricultura paulista sobressaiu-se na década
de 1960, sendo um marco no perfil da citricultura brasileira mudando, desde entéo, o
foco comercial de fruta fresca para a producdo de matéria-prima voltada a industria,
consolidando S&o Paulo como o maior polo citricola nacional e mundial (DONADIO;
MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005). Em 1977, ocorreu a cria¢cdo do FUNDECITRUS
(Fundo de Defesa da Citricultura), 6rgdo responsavel por obter e aplicar recursos
financeiros para o desenvolvimento do setor citricola (RODRIGUEZ et al., 1991,
NEVES, 1995).

Na década de 80, o Brasil consolidou-se como o maior produtor mundial de
laranja, diante de uma industria extremamente desenvolvida e competitiva. Os
fatores que contribuiram para esse grande crescimento foram: o custo de producdo
competitivo, a pesquisa e tecnologia de ponta, o produto com qualidade excelente e
a eficiéncia na logistica. Dessa forma, a citricultura paulista, diante de um mercado
com precos do suco e da fruta bastante elevados devido as geadas na Flérida, seu
forte concorrente, ganhou forca a cada safra e, mesmo diante da recuperacéo
produtiva nos pomares da Flérida, foi um periodo de grande expansdo da éarea
cultivada de 12% a 18% ao ano, além da entrada de novos produtores no mercado
(NEVES et al., 2010; MONASTERIO; REIS, 2008).

A laranja ganhou maior visibilidade no mercado interno uma vez que, por ter
sua producdo aumentada e preco diferenciado, se tornou um fruto acessivel a todas
as classes sociais no Brasil (NEVES et al., 2010). Atualmente, o estado de Séo
Paulo tem papel de destaque no setor citricola, apresentando superioridade tanto na
producdo quanto na competitividade internacional. O estado detém 53% da
producao total de suco de laranja, sendo que 81% da producdo mundial de suco de
laranja € produzido na Flérida (EUA) e no estado de Sao Paulo (NEVES, et al.,
2010).

A notabilidade da citricultura ndo estd apenas no desenvolvimento da
economia brasileira. Este setor tem amplo impacto na criagdo de empregos, na
formacdo de capital, na geracdo de renda, na agregacao de valor e, também, no
desenvolvimento regional (ZULIAN; DORR; ALMEIDA, 2013). De acordo com Neves



e colaboradores (2010), esse setor promoveu um total de 230 mil empregos diretos
e indiretos no Brasil e uma massa salarial anual de R$ 676 milhdes.

A massa de empregos gerada pela citricultura € maior do que a gerada por
outras culturas no estado de Sédo Paulo. A razdo de empregos para trabalhadores
temporarios por hectare nas plantagdes de laranja, por exemplo, € de um para cada
9 hectares, ao passo que no caso da cana-de-agucar a razao € de um emprego para
cada 41 hectares. Esses dados revelam como é importante esse setor na geragao
de empregos e na movimentacao da economia do pais, principalmente no estado de
Sao Paulo (NEVES et al., 2010).

O Fundecitrus calculou a terceira reestimativa da safra de laranja 2015/2016
do parque citricola de Sdo Paulo e Minas Gerais, tendo esta producdo o valor de
289,92 milhdes de caixas, de 40,8 kg cada. Este niUmero representa um aumento de
1,3% em relacdo a reestimativa de dezembro e de 3,8% da estimativa inicial de
maio/2015. O que levou a este avanco foi o forte volume de agua das chuvas, acima
da média historica, favorecendo o aumento do tamanho e peso dos frutos e,
consequentemente, reduzindo a quantidade de laranjas necessarias para atingir o
peso de 40,8 kg por caixa (CITRUS BR, 2016).

A citricultura abrange o cultivo de varias espécies de laranja, liméo, lima e
tangerinas. O género Citrus compreende as familias das Meliaceas, Simarulaceas e
Rutadceas (ALVES; MELO, 2003). Dentre as espécies de frutos mais cultivaveis
temos as laranjas doces (Citrus sinensis Osbek), as tangerinas (Citrus reticulata
Blanco), os limbes verdadeiros (Citrus limon, Lush), as limas &cidas tahiti (Citrus
latifolia, Tanaka) e galego (Citrus aurantifolia, Tanaka), o pomelo (Citrus maxima) e
outras espécies menos conhecidas. As tangerinas possuem a maior faixa de
adaptacao climética entre os citros, devido a sua grande estabilidade a variacdes de
temperatura e, portanto, existem muitas variedades, sendo que sao quatro as de uso
comercial: as Satsumas (Citrus unchiu, Marchovitch), as Mexericas (Citrus deliciosa,
Tenore), as do grupo King e as Mandarinas ou Tangerinas comuns (DONADIO;
MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).

Apesar de bem adaptado no Brasil, o género Citrus tem sofrido o ataque de
doencas e pragas, sobretudo no estado de Sao Paulo, onde a cultura é feita de

maneira intensiva. Atualmente os citros vém sofrendo com doencas bacterianas



como por exemplo o “Greening” (“Huanglongbing/HLB”), a Clorose Variegada dos
Citros (CVC) e o Cancro Citrico, tendo esta Ultima o seu primeiro relato em 1957 e
desde entdo tem causado sérios problemas para a citricultura do pais. Contudo, foi
em 2012 que se registrou a maior incidéncia da doenc¢a no parque citricola paulista.

Nos dultimos anos, houve diminuicdo do consumo de suco no mercado
externo, acarretando em elevados estoques e acumulo de laranjas ndo processadas
nas industrias. Além disso, o baixo preco das caixas de frutas levou os produtores a
abandonar os pomares, resultando em problemas fitossanitarios, com danos
irreversiveis e erradicacdo completa de pomares, que chegaram a comprometer a
safra 2013/14 (CONAB, 2013).

2.2 Cancro citrico, sintomatologia e disseminacéo da doenca

Entre os problemas fitossanitarios que acometem a citricultura, o cancro
citrico € uma das doencas de citros mais temidas, pois afeta todas as variedades de
importancia econdmica, sendo algumas mais susceptiveis que outras (DAS, 2003).
Existem 3 tipos de cancro citrico: A, B e C. O tipo A, de origem asiatica, € o mais
severo, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac), afeta grande
namero de espécies da familia Rutaceae, sendo o mais relevante no Brasil. O
agente causal das cancroses B e C é a Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii
tipos B (XauB) e C (XauC), respectivamente. Os isolados de XauB possuem
patogenicidade restrita a limdes verdadeiros e limas &cidas, enquanto que isolados
de XauC afetam principalmente lima acida ‘Galego’ (Citrus aurantifolia) (KAPP,
2011).

A doenca causada por Xac € caracterizada pela formacdo de lesdes
circulares, corticosas e eruptivas resultantes dos fendmenos de hipertrofia e
hiperplasia das células hospedeiras em resposta a infec¢do, que se manifestam de
uma semana a dois meses (BRUNINGS; GABRIEL, 2003). A severidade dos sinais
varia conforme as espécies de citros. Inicialmente os sintomas de cancro citrico
surgem, em geral, na face inferior das folhas, na forma de pequenos pontos
salientes de coloracdo marrom claro e, a medida que a doenca avanca, estas lesdes

tornam-se maiores e mais escuras. Em estagio bem avancado, os danos podem



apresentar halo de coloragéo escura e rachaduras no centro, resultado da morte do
tecido foliar. Lesbes tipo encharcamento (‘water soaking”), frequentemente
aparecem circundadas por um halo clorético. Os sintomas podem aparecer em
folhas, frutos e, mais raramente, em ramos (BRUNINGS; GABRIEL, 2003;
MOREIRA et al., 2004; DOCENA, 2006) (Figura 1).

'*»’—-—-‘

Figura 1. Sintomas caracteristicos do cancro citrico tipo A em frutos (A e F), folhas
(B e E) e ramos (C e D). Podem-se observar lesdes de cancro rodeadas por halos
clordticos e erupgbes em folhas, ramos e frutos. Fontes: FUNDECITRUS, 2016 e
“The American Phytopathological Society”. Fonte:
http://www.apsnet.org/publications/ Pages/default.aspx

Em plantas com altas taxas de infeccdo e/ou hospedeiros mais susceptiveis
ocorre desfolha prematura, queda de frutos e declinio geral da planta (MASSARI,
BELASQUE-JUNIOR, 2006). Com a depreciagdo da qualidade dos frutos, a
producdo diminui, causando prejuizo econdmico pela ndo comercializacdo do
mesmo (DAS, 2003). E, sendo esta uma doenga quarentenaria nos principais paises
produtores de citros, limitacbes foram estabelecidas pelo comércio mundial para
importacdo de frutas citricas provenientes de paises ou regides com cancro citrico
(FERREIRA, 2009).

A disseminac¢do do cancro citrico ndo depende de vetor, como é o caso do

“‘greening” ou “Huanglongbing” (HLB), cuja transmissdao das bactérias



Candidatus Liberibacter asiaticus e Candidatus Liberibacter americanos é feita pelo
inseto psilidio Diaphorina citri. A Xanthomonas citri subsp. citri se espalha de forma
direta, ou seja, por meio de chuva e vento, do material de colheita, do transito de
veiculos e maquinas agricolas e, também, pelo préprio colhedor (FUNDECITRUS,
2016). Além disso, pode propagar-se na cultura por sementes contaminadas e por
ferimentos causados por insetos (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

Quanto a colonizacdo da bactéria no hospedeiro, geralmente inicia-se de
maneira epifita, sem causar doenca. Em um dado momento, quando as condicdes
ambientais lhes tornam favoraveis, o patdégeno entra no hospedeiro por meio dos
estbmatos (Figura 2) ou hidatddios, aberturas naturais das folhas, ou através de
ferimentos mecanicos, causados por equipamentos, atrito entre partes da prépria
planta, abrasdo de particulas de poeira, etc.; e ainda por ferimentos causados por
insetos como, por exemplo, a larva minadora dos citros (Phyllocnistis citrella
Stainton), colonizando os espacos intercelulares (LAIA, 2007; FUNDECITRUS,
2016).

Figura 2. Microscopia eletrbnica de varredura de Xanthomonas citri subsp. citri
saindo pelo estdmato de uma folha de C. paradisi que foi inoculada com a bactéria
(GRAHAM et al., 2004).

A larva minadora dos citros € uma participante intrinseca na disseminacédo do
cancro citrico devido a formacédo de galerias na superficie foliar, o que facilita a
penetracdo da bactéria (CHAGAS et al., 2001). Estas galerias sdo provenientes do
rompimento da cuticula e da epiderme durante a alimentacdo da larva, expondo o

mesofilo foliar e deixando o hospedeiro mais susceptivel a infec¢cdes do que aquelas
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causadas pelo vento e espinhos (BERGAMIN-FILHO; HUGHES, 2000). A agua e
temperaturas entre 20°C e 30°C sao, contudo, fatores essencias para a penetracéo
do patdégeno na planta; dessa forma, a doenca é severa em regibes ou areas
caracterizadas pela umidade e calor (DAS, 2003).

N&o existe um controle eficiente para o cancro citrico, sendo que o método
mais seguro de erradicar a doenca dos pomares é por meio da eliminacdo das
plantas contaminadas, um processo que traz significativas perdas econdmicas. No
estado de S&o Paulo, que possui a maior area de producao de citros no pais, até o
ano de 2009, por lei, todas as plantas deveriam ser eliminadas ao redor do foco da
infeccdo num raio de 30 m (LAIA et al.,, 2009). Quando as plantas contaminadas
excediam 0,5% do total, todo o talhdo deveria ser eliminado, sendo proibido o cultivo
de citros no local pelos préximos dois anos (LAIA, 2007) sem que o citricultor tivesse
direito a qualquer tipo de indenizacdo (SOUZA, 2010).

Todavia, a Secretaria de Agricultura e Abastecimento do estado de Sao Paulo
publicou no Diario Oficial do Estado de 1 de novembro de 2013, a Resolucdo SAA -
147 que mudou as regras de controle do cancro citrico no estado. A nova resolucao
estabeleceu que ndo era mais necessario fazer a erradicacao das plantas situadas
em um raio de 30 metros da planta contaminada. A exigéncia passou a ser eliminar
a planta infectada e pulverizar com cobre as que estiverem no raio de 30 metros,
devendo a pulverizacdo ser repetida a cada brotacdo. Além disso, o citricultor
passou a ser o encarregado de cumprir uma vistoria trimestral em todas as plantas
de citros da propriedade, com as inspecfes sendo informadas a Secretaria de
Agricultura por meio de relatérios semestrais (FUNDECITRUS, 2013).

A inspecado ainda € considerada a melhor medida para manter os pomares
livres da doenca. E recomendado adquirir mudas sadias, plantar quebra-ventos de
arvores de grande porte nas fronteiras da propriedade para evitar a acdo do vento e
da poeira sobre o pomar e controlar as larvas minadoras. Do mesmo modo, todo o
material usado na erradicacdo, como enxadas, maquinas e implementos (trator e
grade) e os EPIs (equipamentos de protecéo individual) deve ser desinfestado com
produto erradicante a base de hipoclorito ou aménia quaternaria (FUNDECITRUS,
2016).
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2.3 Espécies de Xanthomonas e suas caracteristicas

O agente etiologico do cancro citrico € a bactéria Xanthomonas citri subsp.
citri (anteriormente classificada como Xanthomonas axonopodis pv. citri, cuja
abreviacdo, Xac, serd usada para mencdo da bactéria ao longo do trabalho),
pertencente ao género Xanthomonas e familia Pseudomonadaceae. A Xac € uma
bactéria gram-negativa, aerdbica estrita, bastonetiforme e uniflagelar (monotriquia)
(Figura 3), apta a induzir sintomas de cancro em todas as espécies de Citrus
economicamente importantes, além de outros géneros da familia Rutaceae
(MASSARI; BELASQUE-JUNIOR, 2006). O género Xanthomonas compreende um
importante grupo de bactérias fitopatogénicas, possuindo 27 espécies diferentes e
em torno de 140 patovares que interagem com mais de 400 espécies de plantas,
incluindo diversas de relevancia econdmica, como por exemplo, arroz, tomate,
pimenta, repolho, feijao e banana (PARKINSON et al., 2007; RYAN et al., 2011).

Figura 3. Microscopia eletrdnica de transmissdo da bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri, onde é possivel observar a presenca do flagelo unico (MOREIRA et al.,
2010).

A espécie Xanthomonas citri subsp. citri € quimiorganotrofica, isto €, utiliza
fontes de carbono de diversos carboidratos para a obtencdo de energia. Sua
temperatura 6tima de crescimento esta entre 25°C e 30°C e é facilmente isolada de
tecido vegetal infectado. Em meio de cultura artificial, ocorrem predominantemente
isoladas e, em geral, formam colénias mucoides lisas e amarelas (LAIA et al., 2009)

devido a presenca de um pigmento insolivel ligado a membrana, chamado
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xanthomonadina, que forma a goma xantana (BRADBURY, 1984; FARIA, 2005;
BUTTNER; BONAS, 2010).

A goma xantana é um polissacarideo extracelular (EPS), também chamado
de biopolimero, produzido por fermentacdo. Dentre as gomas microbianas, esta se
destaca pela sua aplicacdo em diversas areas e produtos das inddstrias quimica,
alimenticia, petrolifera, farmacéutica, cosmética, de tintas, téxtil e agricola,
participando da producdo de espessantes, estabilizantes, gelificantes, agentes de
suspensao e de floculacdo, entre outros (MULCHANDANI; LUONG; LEDUY, 1988;
ASHTAPUTRE; SHAH, 1995; FARIA, 2005; DINIZ; DRUZIAN; AUDIBERT, 2012).
Ademais, a goma xantana desempenha um importante papel na sobrevivéncia de
Xanthomonas e na elicitagdo dos sintomas durante a infeccdo ao hospedeiro.

S&o conhecidas duas formas de colonizagdo de Xanthomonas spp. Existem
espécies que colonizam o espaco intercelular do hospedeiro de forma pontual, como
Xanthomonas citri subsp. citri em citros, X. campestris subsp. vesicatoria em pimenta
e tomate e X. oryzae subsp. oryzicola no arroz, enquanto outras se espalham
sistemicamente através dos vasos de xilema, Xanthomonas oryzae subsp. oryzae no
arroz, Xanthomonas campestris subsp. campestris em cruciferas (BUTTNER;
BONAS, 2010) e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis ha mandioca (VERDIER et
al., 2004). ApGs a colonizacdo no hospedeiro, a bactéria ativa a expressao de genes
envolvidos com motilidade e ancoramento e, seguindo-se um periodo de
crescimento endofitico, utiliza o sistema de secre¢do de proteinas tipo Il (SST3)
para transferir efetores de viruléncia para o interior da célula hospedeira
(BRUNINGS; GABRIEL, 2003). Uma vez dentro da célula hospedeira, as proteinas
efetoras, ou Avr (aviruléncia), como sdo conhecidas, modulam as atividades
celulares do hospedeiro, provavelmente alterando a expressédo de genes da planta

e/ou suprimindo as respostas de defesa.
2.4 Sequenciamento do genoma de Xac e o interesse na ORF XAC0024
Devido a sua importancia econémica, pesquisadores brasileiros da rede Onsa

(“Organization for Nucleotide Sequencing and Analysis”), financiados pela FAPESP,

sequenciaram o genoma completo do isolado 306 da Xanthomonas axonopodis pv.
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citri (Xac 306), atualmente nomeada de Xanthomonas citri subsp. citri, agente
causal do cancro citrico (DA SILVA et al., 2002), o que possibilitou uma série de
estudos de gendmica funcional e genética reversa com o intuito de se obter uma
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na interacdo com 0s
hospedeiros Citrus e com a patogenicidade e viruléncia da bactéria (MARTINS et al.,
2010). Entretanto, deve-se igualmente conhecer quais genes sdo requeridos para o
desenvolvimento da bactéria e em quais condi¢des séo requeridos.

O sequenciamento mostrou a presenca de um cromossomo circular de
5.175.554 pares de bases (pb) e dois plasmideos, um menor, pXAC33, com 33.699
pb, e outro maior, pXAC64, com 64.920 pb. A anotacdo do genoma revelou a
presenca de 4.313 fases de leitura aberta (Open Reading Frames — ORFS)
codificando proteinas, das quais 62,83% foram associadas com proteinas de fungéo
conhecida em outros organismos e 37,17% representavam proteinas hipotéticas, ou
seja, sem funcéo conhecida. Outro fato interessante foi que aproximadamente 40%
dos genes de Xac possuiam similaridade com genes ortélogos de outros organismos
fitopatogénicos sequenciados até aquele momento, sugerindo que estariam
envolvidos com a interacdo planta-patégeno (DA SILVA et al., 2002).

A disponibilidade do genoma da Xac permitiu o uso de abordagens de
gendmica funcional para o estudo tanto da bactéria como de sua interagdo com o
hospedeiro, ou seja, 0 estudo da interacdo planta-patdgeno no patossistema Xac-
citro. Assim, duas abordagens foram utilizadas de inicio com foco na bactéria:
analise dos genes expressos por Xac em condi¢cfes infectantes pela técnica de
microarranjos de DNA (LAIA, 2007) e mutagénese aleatoria in vivo por transposson
(LAIA et al., 2009). Na estratégia de mutagénese por insercdes aleatérias por meio
do transposon Tn5 foi construida uma biblioteca com aproximadamente 10.000
mutantes viaveis (LAIA et al. 2009). Destes, 3.300 foram inoculados em folhas de
lima acida ‘Galego’ para avaliagao do fenétipo, sendo encontrados 44 mutantes com
viruléncia alterada, dos quais 8 apresentaram perda completa dos sintomas de
cancro. Dos mutantes avaliados, 22% tiveram a insercdo do transposon em ORFs
que codificam proteinas hipotéticas. Na analise do transcriptoma da Xac por
microarranjo, foram descritos 0s genes cuja expressao foi induzida ou reprimida nos
tempos de 24, 72 e 120 horas apés a infec¢édo (LAIA, 2007).
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Nos experimentos realizados por Laia (2007) e Laia et al. (2009), foram
encontradas trés ORFs que codificam proteinas hipotéticas com um dominio
catalitico peptidase M23 putativo: XAC0024 e XAC3368, que foram mutadas com o
transposon TN5, mas cujos fendtipos ndo foram analisados (LAIA et al., 2007); e
XAC3898 que, no macroarranjo, apresentou expressao induzida 24 horas apés a
inoculacdo da Xac em folhas de lima acida ‘Galego’, mas que se mostrou inibida as
72 e 120 horas (LAIA, 2007). Este fato levantou perguntas como: porque trés
proteinas hipotéticas conservadas em Xac compartihando o mesmo dominio
catalitico? Estariam elas programadas para trabalhar em conjunto em alguma via
metabdlica relacionada com a patogenicidade da bactéria? Sabe-se, através da
literatura que, as peptidases quebram ligacdes peptidicas entre os aminoacidos das
proteinas e exercem diversas funcdes fisioloégicas de grande relevancia para o
metabolismo das células, tanto que estdo presentes em todas as formas de
sistemas biologicos, dos virus aos vertebrados (TURK et al.,, 2000; POTEMPA;
PIKE, 2005) e poderiam portanto, estarem envolvidas no processo de
patogenicidade de Xac em citros através de, possivelmente, clivagem de proteinas
importantes para o metabolismo da planta hospedeira.

Dentre as trés ORFs com dominio catalitico peptidase M23 putativo, a ORF
XAC0024 foi escolhida como objeto de estudo deste trabalho pelo fato de conter no
inicio de sua codificacdo um peptideo sinal composto por 20 aminoacidos, segundo
pesquisas realizadas em programas de bioinformatica, sendo um deles o SignalP
4.1 Server (PETERSEN et al.,, 2011) (Figura 4). Ja foi demonstrado que muitas
proteinas de bactérias patogénicas, que carregam um peptideo sinal em sua
estrutura, estdo destinadas a serem transportadas para fora da célula pelos
sistemas de secrecdo tipo Il ou tipo Ill, com o objetivo de causar doenca em seu
hospedeiro; elas sdo chamadas de proteinas efetoras de patogenicidade
(BUTTNER; ULLA BONAS, 2010; YAN; WANG, 2011; RYAN et al., 2011;
BRUNINGS; GABRIEL, 2003; ZHOU et al., 2015; ZIMARO et al., 2014; SOARES et
al., 2010; JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2005)
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Figura 4. Resultado da busca de presenca de peptideo sinal na ORF XAC0024 no
programa SignalP 4.1 Server (PETERSEN et al., 2011). O programa prediz um
peptideo sinal formado pelos primeiros 20 aminoacidos, com sitio de clivagem entre
0s aminoécidos 20 e 21.

Ademais, a ORF XAC0024 contém 1.236 pares de bases (pb) e esta
localizada na fita complementar do genoma da Xac, entre as sequéncias
nucleotidicas de 27.117 pb (“start codon”) a 25.882 pb (“stop codon”). Sua sequéncia
gera uma proteina de 411 aminoacidos (ALTSCHUL et al.,, 2005), com alguns
dominios caracteristicos (Figura 5). O dominio Peptidase M23, ja citado, abrange
uma superfamilia de proteinas responsavel pelo processo de protedlise. Além deste
dominio, possui também um dominio DUF1003 de uma superfamilia de funcéo
desconhecida e multidominios como EnvC, PRK11637, SMC_prok B e APG6
(NCBI, 2016) (Figura 5).
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Query seq. e
Specific hits Peptidase_M23

Non-specific DUFL005
hits
Superfanilies DUFL003 superfamily Peptidase_M23 superfamily

Hulti-donains EnvC
PRK11637
SMC_prok_B
APGB

Figura 5. Arquivo de saida da analise da ORF XAC0024 pelo “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI). Nele estdo preditos a localizagdo das
superfamilias Peptidase_M23 e DUF1003 e dos multidominios EnvC, PRK11637,
SMC_prok_B e APG6 ao longo da sequéncia de 411 amino&cidos da ORF.

No estudo de Laia (2007), o mutante da ORF XAC0024 foi nomeado de
17F10 e classificado como um mutante cujo locus XAC0024 codifica para uma
proteina hipotética localizada no envelope celular. Esta informacéo levantou duvidas
e curiosidade em saber qual seria a verdadeira funcao e localizacao desta proteina,
se ela realmente € exportada para fora da célula bacteriana ou se fica aderida no
envelope celular participando de processos metabdlicos basicos ao desenvolvimento
da bactéria. Ademais, a inexisténcia da descricdo do fendtipo do mutante 17F10
indicou que o0 mesmo, ou ndo teve o seu fendtipo analisado in planta ou reverteu ao
fendtipo selvagem.

Portanto, com a intengdo de conhecer quais seriam 0s sintomas que uma
mutacdo na ORF XACO0024 causaria in planta, o atual trabalho teve como um dos
objetivos, obter um mutante para a ORF XAC0024 através de mutacédo sitio-dirigida

e recombinacdo homologa.

2.5 Mutacdo sitio-dirigida e recombinacdo homéloga em Xac

Vérias abordagens tém sido utilizadas para identificar genes alvos
responsaveis por ou participantes dos processos desencadeadores da
patogenicidade de Xac em citros. Dentre elas, a mutagénese sitio-dirigida seguida
por recombinacdo homologa tem sido amplamente utilizada para mutar genes
bacterianos com fenotipos ainda ndo caracterizados e para avaliagdo de potenciais
genes de viruléncia em varias espécies de microrganismos patogénicos de plantas e
animais, como por exemplo Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (HUGUET et
al., 1998), Erwinia chrysanthemi (RIED; COLLMER, 1987), Phanerochaete
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chrysosporium (JING; FENG, 2015), Yersinia enterocolitica (KANIGA; DELOR;
CORNELIS, 1991) e Vibrio cholerae (MILLER; MEKALANOS, 1988).

A mutacdo sitio-dirigida por “PCR de extensao por sobreposicado” (site-
directed mutagenesis by PCR overlap extension) foi estabelecida como um método
padrdo para a obtencdo de mutantes, seja por insercdo ou delecdo de sequéncias
de DNA. Esta técnica se caracteriza por permitir substituicdes, insercdes ou
delecdes de pares de bases, com a introducdo ou ndo de sitios de restricdo, e
envolve a geracdo de produtos de PCR que se sobrepdem uns aos outros, como 0
seu nome diz (HIGUCHI; KRUMMEL; SAIKI, 1988; MIKAELIAN; SERGEAN, 1996).
O processo aplicado no presente trabalho foi a mutacéo sitio-dirigida por delecao,
gue consiste na delecdo de um fragmento de DNA em duas etapas de PCR: uma
PCR primaria (na qual sao realizadas duas PCR’s independentes) e uma PCR de
ligacao.

Primeiramente sao sintetizados quatro oligonucleotideos: dois quiméricos (B e
C) localizados internamente ao fragmento que se pretende deletar, e dois néo
quiméricos (A e D) localizados perifericamente ao mesmo fragmento. Os
oligonucleotideos quiméricos, sdo concebidos para conter de 18 a 21 nucleotideos
(nt) derivados das sequéncias do molde e 9 nt a partir do fragmento a ser
recombinado. Estes 9 nt sdo chamados de cauda complementar. Ja os
oligonucleotideos n&do quiméricos, devem incluir locais de restricdo nas
extremidades para facilitar a clonagem subsequente do produto de PCR ligado (LEE
et al., 2004).

Posteriormente, sdo realizadas duas “PCR’s” independentes que empregam
os pares de oligonucleotideos A-B e C-D. Em seguida, os dois fragmentos
originados sdo utilizados como molde na segunda PCR, a de ligacdo, na qual os
oligonucleotideos A-D sdo empregados. Nesta PCR de ligacdo, denominada
também de extensédo por sobreposicdo, os fragmentos A-B e C-D se unem por meio
das caudas complementares deletando, assim, a regido do gene localizada entre os
oligonucleotideos B e C e formando o fragmento A-D (LEE et al., 2004) (Figura 6).
Em outras palavras, a eliminacdo € essencialmente uma ligagdo ou recombinacéo

de dois fragmentos de DNA separados.
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Figura 6. Modelo esquematico da mutacao sitio-dirigida por delecdo, adaptado de
Lee e colaboradores (2004). No primeiro passo, denominado de PCR primaria, sdo

utilizados dois pares de oligonucleotideos (“a” com “b”) e (“c” com “d”) para gerar os
fragmentos A-B e C-D. No segundo passo, denominado de PCR de ligacao, utiliza-

se os pares de oligonucleotideos (“a” com “d”) e obtém-se o produto AD, que é uma
versao curta do gene (fragmento mutado). A regido sombreada em azul pertence ao
segmento deletado.

A Genética reversa, baseada na alteracdo de um genoétipo para posterior
analise do fendtipo, € empregada neste estudo através da permutacao de alelos por
recombinacdo homéloga. A recombinacdo homdloga € promovida pelo uso de
vetores plasmidiais que carregam 0 novo gene a ser introduzido no cromossomo
bacteriano e que séo incapazes de se replicar no hospedeiro onde as mutacdes sao
introduzidas (KANIGA; DELOR; CORNELIS, 1991).

O plasmideo pOK1, construido por Huguet e colaboradores (1998) a partir do
plasmideo pKNG101 (KANIGA; DELOR; CORNELIS, 1991), é um vetor suicida
mobilizavel, que facilita a recombinacdo homodloga através da combinacao da origem
de replicacdo condicional (oriR6K), com a origem de mobilizacdo (mobRK2), o
marcador de selecdo positiva sacB (gene mediador de sensibilidade a sacarose), 0
marcador de resisténcia a antibidticos (Sp") e varios sitios de clonagem. Esta
construcdo sé se replica em hospedeiros bacterianos que fornecem em trans a

proteina = codificada pelo gene pir (KOLTER et al., 1978), tais como linhagens de E.
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coli lisogenizada com um fago lambda transduzindo pir. Ele permite a construcdo
facil de mutagbes ndo marcadas (insercdo ou exclusdo) em quaisquer espécies de
bactérias Gram negativas, onde a expressdo do gene sacB em presenca de
sacarose € letal (KANIGA; DELOR; CORNELIS, 1991) (Figura 7).

Sall, 1

BamHI, 7

EstBI, 106
mob Suicide Vector

RK2 pOK1

Smal, 239
Apal, 242

Xbal, 276

Spel, 372

Notl, 2116

Figura 7. Mapa do vetor suicida pOK1.

A integragéo no genoma do hospedeiro de um gene mutado clonado em um
vetor suicida é prontamente obtida por selecdo com ajuda do marcador de
resisténcia a antibiético carregado pelo vetor. Uma uUnica recombinacdo homadloga
entre o gene selvagem e o alelo mutado presente no plasmideo resulta em um
diploide para o gene de interesse, e 0 advento de um segundo crossing-over é
necessario para eliminar o alelo selvagem, bem como o vetor suicida. Este segundo
evento sO pode ser detectado por triagem pela perda do marcador de selecdo do
antibiético (KANIGA; DELOR; CORNELIS, 1991). Selecdes positivas de
recombinantes duplos utilizando o gene sacB de Bacillus subtilis ja foram relatados
em Erwinia chrysanthemi (RIED; COLLMER, 1987), Escherichia coli (BLOMFIELD et
al., 1991), e Anabaena sp. (CAl; WOLK, 1990).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi obter um mutante de Xanthomonas citri
subsp. citri (Xac) linhagem 306 que tivesse inativacdao da ORF XAC0024, com a
finalidade de verificar se a mesma desempenha algum papel na patogenicidade da

bactéria.

3.2 Objetivos especificos

e Obtencédo do mutante da ORF XAC0024 por delecao de parte da sequéncia;

e Andlise in planta do fenétipo do mutante em comparacdo com a Xac
selvagem,;

e Andlise da capacidade de multiplicacdo in vitro e in planta, de agregacéo das
células, de formacéo de biofilme e de producdo de goma xantana do mutante

em comparacao com a Xac selvagem.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do DNA da ORF XAC0024

O cosmideo 0IC02, oriundo da biblioteca de Xanthomonas (DA SILVA et al.,
2002) e contendo a ORF XACO0024, foi obtido no Centro de Recursos Bioldgicos e
Biologia Genbmica (CREBIO) da FCAV/UNESP, local onde se encontrava
armazenado a -80°C.

Para tal, uma aliquota do mesmo foi plaqueada em placa de Petri contendo
meio de cultura sélido LB (Luria-Bertani: 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura,
10 g de cloreto de sédio e 15 g de agar, H.O q.s.p. 1 L, pH 7,0) e o antibidtico de
selecao canamicina (50 pg/mL), com a placa sendo mantida a 37°C por 16 horas em
estufa bacteriologica. Depois do cultivo, uma col6nia isolada foi coletada e
transferida para um tubo tipo Falcon de 50 mL contendo 5 mL de meio de cultura
liquido LB (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de cloreto de sadio,
H.O g.s.p. 1 L, pH 7,0) contendo canamicina (50 pg/mL), o qual foi incubado a 37°C
por 16 horas sob agitagdo de 200 rpm. Em seguida, o DNA cosmidial foi extraido e
purificado utilizando o Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega), de acordo com as instrucbes do fabricante e quantificado no
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (“Thermo Scientific’) a partir do valor da
absorbancia a 260 nm, considerando que valor de A260nm igual a 1,0 corresponde
a uma solucdo de DNA com concentragdo igual a 50 pg/mL (SAMBROOK;
FRITSCHI; MANIATIS, 1989).

4.2 Mutacdao sitio-dirigida da ORF XAC0024

4.2.1 Desenho dos oligonucleotideos

Para a obtencdo do mutante da ORF XAC0024 utilizou-se o procedimento de

mutacéo sitio-dirigida por PCR (“Polymerase Chain Reaction”) de extensdo por

sobreposicao, o qual consiste na dele¢do de um fragmento de DNA em duas etapas:



22

uma PCR primaria e uma PCR secundéria ou de ligacado (LEE et al., 2004). Para
isso foram desenhados dois pares de oligonucleotideos (A-B e C-D) (Tabela 1) a
partir da sequéncia de nucleotideos da ORF XAC0024 presente na base de dados
Genbank do The National Center for Biotechnology Information - NCBI (Figura 8),
considerando o comprimento da sequéncia a ser deletada. Aos oligonucleotideos B
e C foram adicionadas caudas de bases nitrogenadas complementares as
sequéncias dos proprios oligonucleotideos — uma cauda em cada oligonucleotideo.
No presente trabalho, a cauda do oligonucleotideo B foi sintetizada contendo as
nove primeiras bases nitrogenadas reversas complementares do oligonucleotideo C.
Ja a cauda do oligonucleotideo C foi composta pelas nove Uultimas bases
nitrogenadas senso do oligonucleotideo B. Logo, as sequéncias A-B e C-D se unem
por meio das nove bases nitrogenadas complementares na PCR de ligacao (LEE et
al., 2004) (Figura 6). A ORF XAC0024 est4 presente na fita complementar do

genoma da Xac.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a obtencdo do mutante
da ORF XAC0024, os quais foram desenhados manualmente a partir de sua propria
sequéncia.

Nome do produto ) Nome do Sequéncia 5’23’ Amplicon
oligonucleotideo (pb)
Fragmento A(F)* CAGAGCCAGCGCGAGACCGAG 318 pb
A-B B(R)** ACGGTGGTGCAGCGGTGCATTGCGGCCCAC
Fragmento C(F)** GCACCGCTGCACCACCGTGACTGCAGTGGC 283 pb
C-D D(R)* TCAGCGGCGTTGCAGCCAGCT
Fragmento A(F)* CAGAGCCAGCGCGAGACCGAG 583 pb
A-D D(R)* TCAGCGGCGTTGCAGCCAGCT
Fragmento no vetor | T7 Promoter (F)*** | TAATACGACTCACTATAGGG
pGEM-T Easy Sp6 Promoter (R)** | TTCTATAGTGTCACCTAAAT )

(F): Sequéncia do oligonucleotideo direto (Forward); (R): Sequéncia do oligonucleotideo reverso (Reverse).

As sequéncias em vermelho dos oligonucleotideos B e C correspondem as caudas complementares das sequéncias
em azul (regides complementares) dos oligonucleotideos B e C em que se ligardo.

*Qligonucleotideos sintetizados pela Exxtend Biotecnologia Ltda.

**QOligonucleotideos sintetizados pela Invitrogen (Life Technologies).

***QOligonucleotideos obtidos junto ao CREBIO: Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Gendmica — FCAV/UNESP.
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chromosome, complete genome S
ATGTGGCTGGCGGTGGGCGTGCTGGCCTGCACCTTGCTGGGCAGCATGGGCGCAAGCGCGCAGAGCCAGC
GCGAGACCGAGCGCAAATTGCAGCAGCTGCGCGATGAGCTCAAGACCATCAGCGCCGATCGACGCGAACT
GGAAGGCAAGCGCGGCACCGCCGCGCAACAGTTGCGCCAGGCCGACGAGAAAGTGGCCAAGACCGCACGT
GCATTGAGCGAGACCGAAGCGGCGATGCGCGCGCAGGAACAGCATCTGTCCACCCTGCAGCAGGAACGCG
CGCAATTGCAGCGGGGCCTGCAGAACCAGCGCGCGCAGCTGGCGGCGTTATTGCGCGCCGCCGATCAGGT
GGGCCGCAATGCACCGCTGAAGGTGCTGCTGTCGCAGGACACGGTGGGCGATGCCACGCGTATGCTGGCC
GATCACCGCTATGTGCAAAACGCACGCGCGCAGCGCATCCACGCCTTGACCACGCAACTGGATGCCCTGG
CGACAGTGGAACAGGACATCGCCACCCGGCGCCAGGCGCTGGATGCCGCGCGTGCGCAGCAAAAAGCGCA
GGCGGCCACGTTGCAGAAGGATCGCTCGCAACAGGCGGCCACCGTCGCGCAGCTGGACGATCGCTACAAA
CAGCGCGCCGAGCGCGAAAAGGCAATCGGCCAGGACGCCAAGGCGCTGGAACAACTGCTCGCCAATCTGC
GCGCGGCCGCCGCCAAGGCCGAAGCCGAACGGCGCGCTGCCGCCAGACGCGCCGCCGCCGAAGCCGCCGL
ACAGGCCAAGCGCAGCAAAACCGAGCGTTCCGATCGCCCCGGCAAGACGCCATCCAAGGTAGTCGCCAAC
GCACCGGCCCCCAAGGTCGGTGGGCTCAGCTGGCCGGT GGCGGGCAATCTGCTGGCGCGCTTCAATGCCA
CCTTGCCCGATGGCCACACCAGCAAGGGCGTGCTGATCGGCGCGCCCAAGGGCACCACCGTGACTGCAGT
GGCCGATGGCACGGTGGTGTTTTCCGACTGGATGACCGGCTACGGCATGATCCTGATCGTGGACCACGGC
AACGGCTACATGAGCCTGTACGCGCATAACGACACCTTGCTGCGCGATGCCGGCGCAACGATCAAACGTG
GCGACGCGGTGGCCAAGGTCGGCAGTTCGGGCGGGCAGGGCGTGCCGGCGCTGTACTTCGAATTGCGTCG
CAACGGGCAGCCGGTGGATCCATC

Figura 8. Sequéncia de nucleotideos em formato FASTA da ORF XAC0024
presente no banco de dados Genbank do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). A
regido dos oligonucleotideos A, B, C e D estdo destacadas em cinza, amarelo, azul
e vermelho, respectivamente. As setas pretas indicam a direcado de amplificagdo dos
oligonucleotideos, as letras destacadas em vermelho no inicio da ORF (extremidade
5’) indicam as bases que codificam o peptideo sinal e as letras sublinhadas
correspondem a regido em que as caudas complementares se ligardo por
complementariedade.

4.2.2 Obtengao dos fragmentos A-B, C-D e A-D por PCR

As PCRs primarias para a obtencdo dos fragmentos AB e CD procederam-se
da seguinte forma: foram montadas, separadamente, em um volume final de 20uL,
consistindo-se, cada reacéo, de 26,5 ng de DNA cosmidial, 0,2 mM de cada dNTP,
1U de Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (“Thermo Scientific”), 1X do tampéao
da enzima, 0,5 puM de cada oligonucleotideo iniciador, 3% de DMSO
(Dimetilsulfoéxido) para A-B, 5% de DMSO para C-D e o volume completado com
agua ultrapura estéril. Para os ciclos de amplificacdo dos segmentos A-B e C-D, foi
utilizado o termociclador “Veriti® 96-Well Thermal Cycler” (“AB Applied Biosystems”)
com o programa de desnaturacao inicial a 98°C por 30 seg, 35 ciclos de 98°C por 10

seg, 69°C por 30 seg e 72°C por 30 seg, seguidos por uma extensao final a 72°C por
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10 min. A amplificagéo dos genes foi confirmada por eletroforese em gel de agarose
a 1,2%, contendo 10 mg/mL de brometo de etideo, com o tampéo de corrida TBE
(Tris-Borate-EDTA: 54 g Tris base, 27,5 g de acido borico, 20 mL de EDTA a 0,5 M,
pH 8,0 para 1 L) a0,5X a 3 V/cm. Os fragmentos amplificados foram visualizados em
luz ultravioleta e documentados por fotografia no equipamento BIORAD.

Os segmentos A-B e C-D obtidos na amplificacdo foram purificados dos
produtos de PCR utilizando-se o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), segundo as instrugcbes do fabricante, e quantificados no
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (“Thermo Scientific’) a partir do valor da
absorbancia a 260 nm. Apés a quantificacdo, foram utilizados como molde na PCR
de ligacdo, adotando-se o0 mesmo protocolo utilizado na PCR primaria, porém,
utilizando-se como iniciadores os oligonucleotideos A e D, 3% de DMSO, em volume
final de 50 pL, temperatura de 72°C no anelamento, e 25 ciclos de amplificagdo. A
amplificagéo do segmento A-D foi confirmada por eletroforese em gel de agarose
(0,7%) e a banda correspondente ao tamanho do amplicon esperado foi cortada e
purificada do gel de agarose com o Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega). O DNA purificado foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop® ND-
1000 (“Thermo Scientific’) a partir do valor da absorbancia a 260 nm. Em seguida,
foi adicionado 1 U de Platinum® Taq DNA Polymerase recombinant (Invitrogen) e o
microtubo mantido a 72°C por 10 min no termociclador GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems) para a adicdo da base A nas extremidades 3’ do
fragmento, necessaria para clonagem no vetor pGEM®-T Easy (Promega), que é um
vetor TA, ou seja, um vetor aberto, pronto para clonagem, que possui uma base T
nas extremidades 5. O produto gerado foi utilizado imediatamente na etapa

subsequente, a clonagem.

4.2.3 Clonagem em vetor pGEM®-T Easy e transformacdo em E. coli DH10B

guimicamente competente

O segmento A-D, com suas extremidades 3’ adeniladas, foi primeiramente
subclonado no vetor pGEM®-T Easy (Promega), com o objetivo de adicionar os sitios

de restricdo das enzimas Apal e Sall, indispensaveis para a clonagem posterior no
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vetor suicida pOK1. Para isso foi realizada uma reagéo padréo, um controle positivo
e um controle negativo. Na reagao padrao utilizou-se 5 pL do tamp&o de ligagdo 2X
concentrado (2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase), 50 ng do vetor pGEM®-T
Easy, 117,6 ng do produto de PCR (segmento A-D adenilado nas extremidades 3’),
1 yL da enzima T4 DNA Ligase (3 Weiss units/ul) (Promega) e o volume foi
completado para 10 pL com agua ultrapura estéril. O mesmo procedimento foi
utilizado nos controles, alterando apenas a troca do produto de PCR para um inserto
de DNA controle (com a mesma quantidade da reacdo padréo) que € oferecido pelo
Kit da Promega no controle positivo e a auséncia destes dois componentes (ligase e
inserto) no controle negativo. A reagcao foi mantida em termociclador a 4°C por 16
horas.

Em seguida, os produtos da ligacéo no vetor pGEM®-T Easy foram utilizados
para transformar células E. coli DH10B quimicamente competentes (Invitrogen). Para
tal, 2 pL da reacédo de ligacao foram adicionados a 50 pL das células competentes
contidas em um microtubo de 1,5 mL, o qual foi agitado suavemente e mantido em
gelo por 20 min. Imediatamente, o tubo foi mergulhado em banho-maria a 42°C por 2
min, retornado ao gelo por 2 min e foi entdo acrescentado 1 mL de meio de cultura
SOC [40 uL de glicose a 20% e 40 uL de cloreto de magnésio 1 M em meio SOB (20
g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 0,58 g de cloreto de sddio, 0,2 g de cloreto
de potassio, pH 7,5 para 1 L)]. Em seguida o tubo foi incubado a 37°C por 1 hora e
30 min, sob agitacdo de 150 rpm para recuperacdo das células através da ativacao
do fator sigma RpoH que controla a expressdo das proteinas do choque térmico,
como por exemplo, a DnaK. Posteriormente, volumes de 100 pL e 200 yL foram
espalhados em placas de Petri contendo meio de cultura LB contendo 100 ug/mL de
ampicilina, 0,1 mM de IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranosideo) e 0,0032% de X-
gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside). Finalmente, as placas foram
incubadas em estufa a 37°C, por 16 horas. Apés o cultivo, as colbnias brancas
obtidas na transformacdo com o inserto A-D tiveram seus plasmideos extraidos
utilizando-se o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega),
segundo instru¢des do fabricante, e foram utilizados como molde na PCR com o0s
oligonucleotideos A e D. O produto da PCR foi aplicado em gel de agarose a 1%

para confirmacdo do tamanho do fragmento amplificado. Para comprovar a
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clonagem do inserto de interesse (segmento A-D) e revelar a presenca dos sitios
das enzimas de restricdo Apal e Sall do vetor pGEM®-T Easy, os DNAs plasmidiais

contendo o inserto do tamanho esperado foram sequenciados.

4.2.4 Sequenciamento do fragmento A-D clonado no vetor pGEM®-T Easy

Nas reacdes de sequenciamento foram utilizados 100 ng de DNA plasmidial,
3,0 yL de tampé&o de sequenciamento (Save money 2,5X), 1,0 yL de BigDye v3.1
(“Applied Biosystems”), 10 picomoles dos oligonucleotideos do vetor pGEM®-T Easy
[T7 Promoter (foward) e Sp6 Promoter (reverse)] (Tabela 1) e agua bi-destilada
estéril para completar o volume final de 10 uyL. Ao término da reagdao de
sequenciamento, que consistiu de uma desnaturacao inicial de 96°C por 1 min e de
39 ciclos compostos por uma etapa a 96°C por 15 seg, uma etapa a 55°C por 15 seg
e uma etapa de polimerizacdo a 60°C por 4 min, as amostras foram mantidas a 4°C.
Em seguida, 80 L de isopropanol a 75% foram adicionados a cada reagao. Apds 15
min a temperatura ambiente, as reac¢des foram centrifugadas a 3040 g, em
centrifuga de placas Rotanta 46R (Hettich) com rotor para microplacas, por 30 min a
20°C. Apos a precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi descartado e as amostras
foram lavadas, duas vezes, com 200 yL de etanol a 70%, seguido de centrifugacéo a
3040 g por 10 min a 20°C, na mesma centrifuga Rotanta 46R. As amostras foram
secas a vacuo, ressuspendidas em 10 yL de formamida, desnaturadas por 5 min a
95°C e submetidas ao sequenciamento no sequenciador automético ABI 3730 XL
DNA Analyzer (“Applied Biosystems”, “Foster City”, California (CA)) conforme
recomendacdes sugeridas pelo fabricante. As sequéncias obtidas foram analisadas
usando as ferramentas blastn (ncbi), Bio Edit Sequence Alignment Editor e Codon
Code Aligner. Um clone contendo a sequéncia completa do fragmento A-D no vetor
pGEM®-T Easy, sem nenhuma troca, insercdo ou delecdo de base, foi escolhido
para a construcdo do vetor suicida necessario para a obtencdo do mutante da ORF
XAC0024.
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4.2.5 Digestdo do vetor pGEM®-T Easy com o inserto A-D

Cinco microgramas de DNA plasmidial foi digerido primeiramente com 100 U
da enzima Apal (“New England Biolabs”), 1X do tampao de digestdo CutSmart™
(“New England Biolabs”) e agua ultrapura estéril para um volume final de 100 yL. A
amostra foi mantida a 25°C por 4 horas e, em seguida, foram adicionadas mais 100
U da mesma enzima e manteve-se a digestdo por mais 4 horas a 25°C.
Posteriormente, este mesmo DNA plasmidial foi digerido com 80 U da enzima Sall-
HF (“New England Biolabs”), que usa o mesmo tampé&o de digestdo que a enzima
Apal, e foi mantido a 37°C por 14 horas, seguido por inativacdo das enzimas por
desnaturacdo em banho maria a 65°C, por 20 min.

Os produtos digeridos do vetor pGEM®-T Easy foram separados em gel de
agarose “low-melting” a 0,8% contendo brometo de etideo a 10 mg/mL e a
eletroforese foi realizada com tamp&o TBE a 0,5X. A amostra foi dividida para ser
aplicada em quatro pocos no gel, sendo a corrida realizada a 3 V/cm. A banda
correspondente ao fragmento de interesse foi recuperada do gel e tratada com fenol-
cloroférmio para limpeza do DNA, como descrito a seguir. Inicialmente a banda dos
quatro pocos foram recortadas, alocadas em quatro microtubos de centrifuga de 1,5
mL e levadas ao banho-maria a 65°C por 15 min para completa dissolugéo do gel. A
seguir, o volume no microtubo foi ajustado para 500 yL com TE 10:0,1 (10 mM Tris,
0,1 nM EDTA, pH 8,0) e adicionou-se 0,5 volume de fenol pH 8,0, seguido de
agitacao por 30 seg em um agitador de tubos (Vortex) e centrifugacdo por 5 min, a
14.000 rpm e 25°C, na centrifuga “Eppendorf” (5417R). A fase aquosa superior foi
recuperada e transferida para outros quatro microtubos novos de 1,5 mL, nos quais
foi adicionado 0,25 volume de uma mistura de fenol e cloroférmio (1:1). Novamente,
os tubos foram agitados por 30 seg no Vortex e centrifugados por mais 5 min nas
mesmas condi¢cdes acima. A fase aquosa superior foi recuperada e transferida para
outros quatro tubos novos de 1,5 mL, sendo agora adicionado 0,5 volume de
cloroférmio em cada tubo. Os tubos foram novamente agitados por 30 seg no Vortex
e centrifugados como descrito acima. A fase aquosa superior foi transferida para
outros quatro tubos novos de 1,5 mL e a solucao foi acrescentado 0,10 volume de

acetato de sédio 3,0 M, pH 5,2, e 2,5 volumes de etanol absoluto. Por fim, as
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amostras foram levadas ao freezer a -20°C e mantidas nesta temperatura por 14
horas (durante a noite). Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas por 30
min na centrifuga “Eppendorf” (5417R) a 14.000 rpm, a 4°C. Os precipitados foram
ressuspendidos em 1,0 mL de etanol 70% e centrifugados por 15 min a 14.000 rpm,
a 25°C. O sobrenadante foi descartado e o DNA dos 4 tubos foram secos em bomba
a vacuo por 5 min (secar demais dificulta a posterior solubilizacdo do DNA). Em
seguida, o DNA de cada tubo foi ressuspendido em 5 pL de TE 10:0,1 e o volume de
cada tubo foi transferido para um anico tubo, totalizando 20 uL. A concentracdo de
DNA presente foi determinada no espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 (“Thermo
Scientific’) a partir do valor de absorbancia a 260nm. Para reconfirmar que o
fragmento isolado e purificado do gel tinha o0 mesmo tamanho do fragmento original,
3 pL da solucdo foi aplicada em gel de agarose a 1% contendo 10 mg/mL de
brometo de etideo e a eletroforese foi realizada com o tampéo de corrida TBE a
0,5X. Apo6s a confirmagdo do tamanho fragmento, ele foi clonado em vetor suicida
pOK1.

4.2.6 Clonagem em vetor suicida pOK1 e transformacgdo em E. coli SM10 Apir

guimicamente competente

O vetor pOK1 foi digerido com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas
para digerir o vetor pGEM®-T Easy (que continha o inserto mutado). A reacéo de
digestdo consistiu primeiramente de 10 ug de DNA plasmidial do vetor pOK1 (vetor
fechado), 100 U da enzima Apal (“New England Biolabs”), 1 X do tampédo de
digestdo CutSmart™ (“New England Biolabs”) para um volume final de 100 uL
completado com agua ultrapura estéril. A solucéo foi mantida a 25°C por 7 horas e,
em seguida, foram adicionadas mais 100 U da mesma enzima e manteve-se a
amostra por mais 15 horas a 25°C. Para confirmar a digestdo do vetor com a enzima
e sua completa linearizacdo, 3 pL desta reacdo foram aplicados em gel de agarose a
1% contendo 10 mg/mL de brometo de etideo e a eletroforese foi realizada com o
tampao de corrida TBE a 0,5X. Tendo confirmada a digestéo e linearizacao do vetor
com a enzima Apal, adicionou-se ao restante da solu¢cdo 80 U da enzima Sall-HF

(“New England Biolabs”), que possui 0 mesmo tampao de digestdo da enzima Apal,
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com a solucdo sendo mantida a 37°C por 16 horas para a digestdo com Sall-HF.
ApOs este periodo, as enzimas foram inativadas por desnaturagdo em banho maria a
65°C, por 20 min. O produto digerido foi submetido a eletroforese em gel de agarose
“low-melting” a 0,8% contendo brometo de etideo a 10 mg/mL em tampédo TBE a
0,5X e a banda correspondente ao vetor pOK1 linearizado foi recuperada do gel e
tratada com fenol-cloroférmio para limpeza do DNA conforme o procedimento acima
(item 4.2.5).

O fragmento de interesse A-D digerido e purificado (ORF XAC0024 contendo
a delecao e os sitios de restri¢cdo) foi entdo clonado no vetor pOK1 também digerido
e purificado. A reacdo de ligacdo foi montada com o0s seguintes reagentes e
quantidades: 150 ng do fragmento A-D, 50 ng do vetor pOK1 (relacdo molar 1:3 de
vetor/inserto, calculado através do software disponivel em http://www.insilico.uni-
duesseldorf.de/Lig_Input.html), 5 U da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen), 1X do
tampao de ligacdo e o volume foi completado para 10 uL com agua ultrapura estéril.
A reacao de ligacdo processou-se a 15°C por 16 horas, apos o que foi utilizada para
transformar células de E. coli SM10 Apir quimicamente competentes (fornecidas pelo
professor prof. Dr. Henrique Ferreira do Instituto de Biociéncias, UNESP - Rio Claro).
Este passo foi adicionado para que se pudesse confirmar a ligacdo do inserto
mutado no vetor pOK1. A transformacédo foi efetuada da mesma maneira que na
transformacao de E. coli DH10B quimicamente competente (item 4.2.3), exceto que
50 uL de células competentes foram transformadas com 3 uL da ligagao (15 ng de
DNA plasmidial) e um volume de 200 uL foi espalhado em placas de petri contendo
apenas meio de cultura LB com espectinomicina a 100 ug/mL. As colonias obtidas
foram escolhidas aleatoriamente para a extragdo do DNA do plasmideo pOK1 com o
kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) e, em seguida,
este DNA plasmidial foi utilizado como molde na PCR com os oligonucleotideos A e
D e o produto de PCR foi aplicado no gel de agarose a 1% para confirmacgéo do
tamanho do segmento A-D clonado. A identidade do fragmento clonado no vetor
pOK1 foi confirmada por sequenciamento, utilizando as mesmas condi¢cdes e
mesmo sequenciador descritos no item 4.2.4, com excecdo dos oligonucleotideos,

os quais foram utilizados agora o A e o D. A partir das sequéncias obtidas, a
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construcdo (inserto A-D em pOK1) foi confirmada usando as ferramentas blastn

(nchi), Bio Edit Sequence Alignment Editor e Codon Code Aligner.

4.2.7 Transformacéao em células eletrocompetentes de Xac

O vetor pOK1 com o fragmento A-D clonado foi utilizado para transformar
células eletrocompetentes de Xac 306. A preparacao destas células foi realizada da
seguinte maneira: uma amostra de células de Xac 306, armazenadas a -80°C em
meio LB acrescido de glicerol a 15%, foi plaqueada em placa de Petri contendo meio
de cultura sélido NA (Nutrient Agar: 3 g de extrato de carne, 5 g de peptona e 15 g
de &gar bacteriolégico para 1 L, pH: 6,8 - 7,0) e mantida a 29°C por 72 horas. Ap6s
este tempo, uma aliquota das células recuperadas foi inoculada em 2 mL de meio de
cultura liquido NB (Nutrient Broth: 3 g de extrato de carne e 5 g de peptona para 1 L,
pH: 6,8 - 7,00 em um tubo tipo Falcon de 15 mL (pré-indculo) e deixadas a se
multiplicarem a 29°C, por 16 horas, sob agitagao constante de 200 rpm (“Shaker”).
ApoOs o crescimento, os 2 mL de cultura saturada foram transferidos para 200 mL de
meio de cultura liquido NB (contido em um Erlenmeyer de 500 mL) e deixados
novamente sob agitacdo continua de 200 rpm, a 29°C, até atingir a densidade 6ptica
de 0,5 a 600nm. A suspensdo de bactéria foi dividida em 4 tubos tipo Falcons
estéreis de 50 mL (previamente gelados) e, em seguida, foi centrifugada a 12.857 x
g a 4°C por 15 min. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado com cuidado e o
“pellet” bacteriano de cada tubo foi ressuspendido suavemente, com a ajuda de uma
pipeta regulavel de 1000 uL, em 10 mL de agua ultrapura autoclavada e gelada.
Depois, o conteudo dos 4 tubos foi transferido para 2 tubos e estes foram
completados para 40 mL com agua ultrapura autoclavada gelada, homogeneizados
por inversdo e centrifugados a 12.857 x g a 4°C por 15 min. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e este processo de lavagem foi repetido mais uma vez.
Ao “pellet” da segunda lavagem, foram acrescentados 40 mL de glicerol 10%
autoclavado e gelado, sendo 0 mesmo ressuspendido com a ajuda de uma pipeta
regulavel de 1000 pL. A seguir a mistura foi centrifugada novamente a 12.857 x g a
4°C por 15 min e o sobrenadante formado foi descartado. Finalmente, o “pellet” foi

ressuspendido em 2 mL de glicerol 10% autoclavado e gelado e aliquotas de 50 pL
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da suspensdao de células de Xac foram adicionadas em tubos de 1,5 mL previamente
gelados e, ap6s 1 hora no gelo, foram utilizadas na transformacéo.

O processo de eletroporacao foi realizado com uma reacéo padrdo e com um
controle negativo. Na reacdo padréo, 50 yL de células Xac 306 eletrocompetentes,
recém preparadas, foram eletroporadas no equipamento “Gene Pulser Xcell™
System” (Bio-Rad) com 2 pL (500 ng) do DNA plasmidial. No controle negativo, 50
ML de células Xac 306 foram eletroporadas no mesmo equipamento com 3 uL de
agua ultrapura estéril. As condicdes foram: cubeta de 1 mm, 1.250 V e TC (ms) igual
a 2,6 ms. A recuperacdo das células eletroporadas foi realizado adicionando-se 1
mL de meio de cultura liquido NBY (8 g de caldo nutriente, 2 g de extrato de
levedura, 2 g de K,HPO,, 0,5 g de KH,PO,4 e 2,5 g de glicose para volume final del
L com agua destilada) suplementado com 20 uL de glicose 10% e 1 uL de MgSO,4
1M. A solugéo foi transferida para um tubo tipo Falcon de 15 mL e mantida sob
agitacdo constante de 150 rpm, a 29°C, por 1 hora. Posteriormente, aliquotas de 200
ML da mesma foram plagueadas em placas de Petri contendo meio de cultura sélido
NA e antibiético espectinomicina a 100 pg/mL, com as placas sendo mantidas a

29°C, por 72 horas, até a visualizacao de coldnias isoladas.

4.2.8 Selecao e confirmag&o dos mutantes

As colbnias obtidas ap0s a eletroporacdo foram empregadas na etapa de
selecdo dos mutantes conforme procedimento proposto por Kaniga e colaboradores
(1991), com modificagBes quanto ao meio de cultura e antibidtico utilizados. Para
isso, amostra de cada coldnia foi plaqueada pelo método de esgotamento em meio
de cultura solido NA suplementado com sacarose a 5% e em placas contendo
apenas meio de cultura sélido NA. As placas foram mantidas a 29°C por 72 horas
até a visualizacdo de colbnias isoladas. Foram selecionadas apenas as coldnias que
cresceram em meio de cultura NA e néo cresceram na presenca de sacarose.
Depois, estas foram semeadas em meio de cultura solido NA contendo
espectinomicina a 100 pg/mL e em meio de cultura solido NA com sacarose a 5%.

Estas placas foram mantidas a 29°C por 72 horas até a visualizacdo de colbnias
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isoladas. Foram selecionadas apenas as colbnias que cresceram na presenca da
sacarose e ndo cresceram no meio que continha o antibiético.

As colbnias da ultima selecdo foram empregadas na extracdo de DNA
gendmico para confirmacdo do gene deletado através de PCR, eletroforese em gel
de agarose e sequenciamento. Assim, cada colOnia selecionada foi inoculada em 5
mL de meio de cultura liqguido NB, e elas cresceram por 16 horas a 29°C, com
agitacao continua de 180 rpm. Apdés este tempo, as células foram recuperadas por
meio de centrifugagcdo a 16.000 g por 2 min, sendo o “pellet” precipitado utilizado
para extracdo de DNA gendmico com o Kit da Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega), segundo instrugcbes do fabricante. Os DNAs foram quantificados no
espectrofotometro NanoDrop 1000 (“Thermo Fisher Scientific”), a partir do valor da
absorbancia a 260 nm, e diluidos para serem utilizados nas reacdes de PCR com o0s
oligonucleotideos A e D, como descrito no item 4.2.2 para amplificagcdo do segmento
A-D, com o produto sendo analisado em gel de agarose a 1%. O produtos de PCR
dos clones que apresentaram o tamanho esperado do gene deletado foram
submetidos ao sequenciamento, que foi realizado nas mesmas condicbées e mesmo
sequenciador descritos no item 4.2.4, com a diferenga de que, neste caso, utilizou-
se 50 ng de produto de PCR (purificado dos reagentes da PCR) e os
oligonucleotideos A e D. Para os clones que tiveram confirmada a delecdo da ORF
selvagem XACO0024 e substituicdo pelo fragmento A-D, foram feitos estoques das
respectivas colénias mutadas, tanto em glicerol a 15%, as quais foram armazenadas
em ultrafreezer a -80°C, como em &agua de torneira estéril, sendo estes ultimos

armazenados a temperatura ambiente.

4.2.9 Confirmacédo da identidade da Xac mutada

Um mutante da ORF XAC0024 (AXAC0024) foi escolhido para avaliar se o
mesmo era procedente da estirpe Xanthomonas citri subsp. citri 306 ou era um
contaminante. Para isso, foi feito o sequenciamento de regides da Xac mutante
resultantes da amplificagdo com pares de oligonucleotideos de regides de
interespacadores de DNA ribossomal e de alguns genes constitutivos

(“housekeeping”), utilizando o DNA do mutante como molde (‘template”). A
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comparacao das sequéncias obtidas com as de Xac presente no banco de dados do
NCBI foi feita através da ferramenta Blast (ALTSCHUL et al., 1990).

As extracdes de DNA total e as PCRs para amplificacdo da sequéncia do
DNA ribossomal, que inclui o gene 16S rDNA, a regido intergénica (ITS) e um
pequeno fragmento do gene 23S rDNA, e dos genes atpD (subunidade F1-FO da
sintese do ATP), dnaK (proteina de choque térmico, Hsp70) e gyrB (subunidade 3
da girase do DNA) do mutante AXAC0024 foram realizadas como descrito abaixo.

Uma aliquota do clone mutante AXAC0024 foi coletada de um dos estoques
em 4gua de torneira estéril, cultivada em placa de Petri com meio de cultura solido
NA e mantido a 29°C por 72 horas. Depois deste periodo, uma colbnia isolada foi
inoculada em 5 mL de meio de cultura liquido NB, mantida a 29°C a 180 rpm por 16
horas e as células foram submetidas a extracdo de DNA genémico com o Kit da
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), segundo instru¢des do fabricante. O
DNA foi quantificado no espectrofotometro NanoDrop 1000 (“Thermo Fisher
Scientific”), a partir do valor da absorbancia a 260 nm, sendo entdo diluido e
utilizado nas reacdes de PCR para amplificacdo do DNA ribossomal (rDNA) e dos
genes constitutivos.

Os oligonucleotideos fD1 (WEISBURG et al.,, 1991) e 23r (LI; DE BOER,
1995) foram utilizados para amplificar a sequéncia do DNA ribossomal, incluindo o
gene 16S rDNA, a regido intergénica (ITS) e um pequeno fragmento do gene 23S
rDNA. A reacdo de PCR continha 1 U de Phusion® High Fidelity DNA Polymerase
(“Thermo Scientific”), 1 X do tampao da enzima, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 uM de cada
oligonucleotideo, 20 ng de DNA gendmico, com o volume completado com agua
ultrapura estéril para 20 pyL. O programa utilizado para as amplificagdes constituiu-se
de um ciclo de desnaturacao inicial a 98°C por 30 seg, seguido de 30 ciclos a 98°C
por 10 seg, 55°C por 10 seg e 72°C por 50 seg, e um ciclo de extensao final a 72°C
por 10 min.

As amplificacOes de regides dos genes atpD, dnaK e gyrB foram conduzidas
com os oligonucleotideos descritos por Ah-you e colaboradores (2009). As reacdes
foram realizadas com 1 U de Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (“Thermo
Scientific’), 1 X do tampado da enzima, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 pM de cada

oligonucleotideo, 20 ng de DNA genbmico e o volume completado com agua
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ultrapura estéril para 20 yL. O programa utilizado para as amplifica¢gées foi 0 mesmo
para todos os pares de iniciadores, seguindo o seguinte protocolo: 98°C por 30 seg,
35 ciclos a 98°C por 10 seg, 68°C por 15 seg e 72°C por 15 seg, e 72°C por 10 min.
Todas as amplificagdes foram realizadas em termociclador “Veriti® 96-Well Thermal
Cycler” (“AB Applied Biosystems”). Os produtos gerados foram analisados em gel de
agarose 1,2% contendo brometo de etideo (10 mg/mL), e visualizados em luz
ultravioleta. Os fragmentos de tamanho esperado foram purificados dos produtos de
PCR utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega) e 50
ng do mesmo foram sequenciados em equipamento capilar automatico ABI 3730 XL
(“Applied Biosystems”) como descrito no item 4.24 com o0s pares de
oligonucleotideos respectivos de cada gene. Os cromatogramas foram trimados e
analisados através do Software Codon Code Aligner versdo 3.7.1. e Bio Edit
Sequence Alignment Editor. As sequéncias obtidas foram comparadas com a
sequéncia de Xanthomonas citri subsp. citri 306 previamente depositada no
GenBank  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) atraves do algoritmo blastn

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/ Blast).
4.3 Teste de patogenicidade em liméo cravo (Citrus limonia Osbeck)

O teste de patogenicidade do mutante AXAC0024 foi realizado em folhas de
mudas de limé&o cravo (Citrus limonia Osbeck) fornecidas pelo Fundo de Defesa da
Citricultura (FUNDECITRUS), cultivadas em vasos com capacidade de 20 litros. No
ensaio, foi avaliada a linhagem mutante AXAC0024 frente a linhagem selvagem Xac
306. Para tanto, uma amostra das respectivas bactérias que estavam estocadas a -
80°C foram plagueadas separadamente em placas de Petri contendo meio de
cultura sélido NA e as placas foram mantidas a 29°C por 72 horas. Apés este
periodo de crescimento, uma massa de células bacteriana de cada placa foi
coletada e diluida separadamente em agua ultrapura estéril até que atingisse a
densidade 6ptica de 0,3 a 600nm (in6culo), concentracéo equivalente a 102 UFC/mL.
Em seguida, trés folhas jovens (repeticbes técnica) de trés plantas diferentes
(repeticbes biolégica) foram inoculadas pela técnica de infiltracdo por seringa em

dois pontos na parte abaxial das folhas; a esquerda da nervura central foi inoculado
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a estirpe selvagem, enquanto que a direita foi inoculado o mutante, com o intento de
comparacao dos sintomas. Uma folha de cada planta foi inoculada apenas com agua
ultrapura estéril como um controle negativo.

As plantas inoculadas foram mantidas em laboratério de seguranca
concebido, sobretudo, para a manipulacéo e inoculacdo de Xanthomonas, localizado
nas dependéncias do Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular (LBM) da
UNESP, Campus de Jaboticabal. Este local possui um sistema de filtragem absoluta
do ar (filtros EPA) e pressdo negativa, impedindo o escape do organismo
fitopatogénico para o meio ambiente, além de manter condigbes Otimas de
temperatura (29°C), luminosidade (12 horas claro e 12 horas escuro) e umidade (em
torno de 80%). A incidéncia da doenca foi avaliada e registrada por meio de
fotografia digital a cada 48 horas a partir do primeiro dia apds a inoculacdo até o

vigésimo primeiro dia, sendo que neste ultimo dia, as folhas foram escaneadas.

4.4 Curva de crescimento bacteriano in vitro

Os isolados Xac 306 e o mutante AXAC0024 foram cultivados em placas de
Petri contendo meio de cultura solido NA em estufa a 29°C por 72 horas. Depois
deste periodo, trés colbnias isoladas da Xac 306 e do mutante (repeticdes
biologicas) foram selecionadas, transferidas separadamente para 5 mL de meio de
cultura liquido NB (pré-indculo) e mantidas a 29°C a 180 rpm, até que atingissem a
concentracéo de 10® UFC/mL (DOggonm igual a 0,3). Imediatamente, 500 pL dos pré-
in6culos foram transferidos separadamente para 50 mL de meio de cultura liquido
NB (in6culo), contidos em Erlenmeyers independentes de 250 mL e mantidos a 29°C
a 180 rpm, durante os tempos de coleta de 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32 horas ap0s
a inoculacao (hai). A cada tempo de coleta, 1 mL de cada cultura era transferido
para uma cubeta e realizada a leitura da DO a 600nm no biofotdmetro. Os dados de

leitura foram utilizados para a obtencéo da curva de crescimento in vitro.
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4.5 Curva de crescimento bacteriano in vivo

Os isolados Xac 306 selvagem e o mutante AXAC0024 foram cultivados em
placas de Petri contendo meio de cultura solido NA em estufa a 29°C por 72 horas.
Depois deste periodo, uma colbnia isolada de cada bactéria (selvagem e mutante)
foram selecionadas e plaqueadas em uma nova placa de Petri contendo meio de
cultura sélido NA para obtencdo de grande quantidade de massa bacteriana, com as
placas sendo mantidas em estufa a 29°C por 48 horas. ApGs o crescimento, uma
massa de células bacteriana de cada placa (selvagem e mutante) foi coletada e
diluida separadamente em agua ultrapura estéril, até que atingisse a concentracao
de 10® UFC/mL (DOggonm igual a 0,3). A seguir, uma diluicdo seriada foi feita para
padronizar os inéculos na concentracdo de 10° UFC/mL.

Em seguida, dez folhas jovens homogéneas de trés mudas de limao cravo
foram inoculadas por infiltracdo em 4 pontos da parte abaxial das folhas. As mudas
se encontravam no Laboratorio de Plantas, localizado nas dependéncias do LBM
(UNESP/FCAYV), local com boa climatizagéo (29°C), luminosidade (12 horas claro e
12 horas escuro) e umidade (em torno de 80%). Posteriormente, 4 discos foliares de
1 cm de diametro foram coletados dos pontos em que havia sido aplicado o inéculo,
sendo entdo macerados em almofariz com 1 mL de tamp&o PBS a 1X (8 g/L de
NaCl, 0,2 g/L de KCI, 1,44 g/L Na;HPO,, 0,24 g/L de KH,PO,, pH 7,4) e passados
para microtubos de 1,5 mL estéreis. Em seguida, 50 yL das amostras foram
plagueadas em placas de Petri contendo meio de cultura sélido NA e as placas
foram mantidas a 29°C por 72 horas.

Este processo foi realizado nos tempos 0, 1, 3, 6, 10, 15, 20 e 25 dias ap6és
inoculacdo (DAI), para as duas bactérias (selvagem e mutante) e nas trés plantas
(réplicas bioldgicas), totalizando 24 discos por coleta, sendo que, a partir do tempo 3
(dai 3), diluicbes seriadas foram feitas com a finalidade de ser possivel contar o
numero de colbnias isoladas, e 50 uL das diluicdes foram plaqueadas em meio de
cultura solido NA. ApG6s o periodo de incubacdo, foram contadas as unidades
formadoras de colbnias de cada placa e efetuado os calculos para o a obtencédo da

curva de crescimento in vivo.
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4.6 Ensaio de autoagregacao

Os isolados bacterianos Xac 306 selvagem e o mutante AXAC0024 foram
crescidos por 16 horas a 29°C em 10 mL de meio de cultura liquido NB, em tubos
tipo Falcon de 50 mL, quando entdo a DO dos mesmos a 600nm foi ajustada para o
menor valor (DOgoorm = 2,529), e amostras de 10 mL de cada cultura foram
transferidas para tubos de ensaio tipo borosilicato estéreis de 20 mL. Inicialmente as
culturas foram agitadas vigorosamente por 15 seg e uma amostra de 100 pL (tempo
zero) foi retirada de cada tubo na altura de 1 cm do topo da cultura e adicionada a
900 pL de meio de cultura liquido NB (diluicdo de 10 vezes). A densidade Optica foi
avaliada a 600nm e multiplicada por 10. Os tubos permaneceram estaticos durante
todo o experimento e, a cada 1 hora, uma nova diluicdo igual a anterior foi feita e
avaliada da mesma maneira. Foram retiradas amostras e realizadas leituras até o
tempo de 12 horas decorridas do inicio do experimento. O experimento foi realizado

em triplicata para cada isolado bacteriano.

4.7 Ensaio de formacéo de biofilme

A quantidade de biofilme formado pelas linhagens Xac 306 (selvagem) e
AXACO0024 (mutante) foram obtidos de acordo com ensaios realizados por Yan e
Wang (2011), com algumas modificacbes. As bactérias acima citadas foram
plagueadas em placas de Petri contendo o meio de cultura sélido NA e mantidas a
29°C por 48 horas. Em seguida, 5 coldnias isoladas de cada bactéria foram
transferidas separadamente para 5 mL de meio de cultura liqguido XVYM2 (20 mM
NaCl, 10 mM (NH4)2SO4, 5 Mm MgSO4, 1 mM CaCl,, 0,16 mM KH,PO4, 0,32 mM
K;HPO4, 0,01 mM FeSO4 10 mM frutose, 10 mM sacarose e 0,03% de
casaminodacidos, pH 6.7) e mantidas em crescimento até que atingissem a DOgoonm
de 0,3 (108 UFC/mL). Apds esse periodo, os inéculos foram diluidos para uma
concentracdo de 10° UFC/mL, e 1 mL destas suspensdes foram transferidas para
tubos de ensaio tipo borosilicato estéreis de 10 mL e mantidos sem agitagéo por 48
horas a 29°C. O biofilme formado nos tubos foi visualizado por coloragdo com 0,1%

de cristal violeta por 10 minutos, seguido de lavagem com 1 mL de &gua ultrapura
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estéril por 2 vezes. As células fixadas com o corante foram dissolvidas em 1 mL de
etanol a 95% e quantificadas por espectrofotometria a 590nm (DOsgonm). AS médias
das cinco repeticdes foram utilizadas para confrontar a producdo de biofilme da
linhagem selvagem Xac 306 com a do mutante AXAC0024 e os resultados foram

analisados pelo programa “ASSISTAT”, teste t a 0,05 ou 0,01 de significancia.

4.8 Extracéo e quantificacdo de goma xantana

As linhagens Xac 306 e AXAC0024, estocadas a temperatura ambiente em
agua de torneira estéril, foram plagueadas em placas de Petri contendo meio de
cultura sélido NA e cultivadas em estufa a 29°C por 48 horas. Posteriormente, quatro
colbnias isoladas de cada linhagem foram inoculadas separadamente em 10 mL de
meio NB contidos em tubos tipo Falcon de 50 mL, estéreis, e incubadas a 29°C a
180 rpm por, aproximadamente, 17 horas. Em seguida, estas oito culturas foram
ajustadas para a DOgoonm de 0,3 e utilizadas como in6culo para a producao de goma
xantana. Para isso, 2,5 mL de cada uma das oito culturas bacterianas foram
inoculados em oito Erlenmeyers de 250 mL, respectivamente, contendo cada um
100 mL de meio goma xantana (25 g/L de glicose, 3 g/L de extrato de levedura, 2 g/L
de K;HPO,4, 0,1 g/L de MgSO4.7H,0, corrigido para o pH 7,0 com HCl 4 M) e
incubados a 29 °C, a 180 rpm, durante 96 horas. Apds este tempo, as células em
cultura foram centrifugadas a 9,666 x g a 4°C por 40 min em oito tubos de centrifuga
previamente limpos. Os “pellets” bacterianos foram ressuspendidos em 1 mL de H,0
bidestilada autoclavada, transferidos para béquers de vidro com peso conhecido e
pesados novamente apos 24 horas a 70°C para o calculo do peso celular seco. Ja
os sobrenadantes foram transferidos para béquers de 500 mL, nos quais, em cada
um, foram dissolvidos 4 g de KCI por agitacdo durante 15 min e adicionado o dobro
do volume de isopropanol gelado para a precipitagcdo da goma. A extracdo da goma
foi realizada com a ajuda de um bastdo de vidro limpo, ao qual a goma se aderia
conforme era agitado com movimentos circulares. A goma aderida ao bastéo foi
transferida, com a ajuda de uma peneira, para copos de plasticos de pesos
conhecidos, os quais foram pesados novamente apos 72 horas a 37°C para o
calculo da quantidade da goma seca. A quantidade de goma produzida, dividida pela
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matéria seca correspondente, fornece a quantidade de goma produzida pela
quantidade de bactéria presente no meio de cultura. Os resultados foram analisados
pelo programa “ASSISTAT”, teste t a 0,05 ou 0,01 de significancia.

4.9 Andlise da frequéncia e diversidade da ORF XAC0024 presente nos bancos
de dados

Para verificar a relacdo da proteina XAC0024 com proteinas de outros
organismos por meio da andlise de frequéncia e diversidade, foi realizada a
comparacao da sequéncia proteica de XAC0024 contra sequéncias depositadas em
bancos de dados de proteinas. Para isso utilizou-se a ferramenta blastp (protein
blast), com o retorno maximo dos resultados ajustados para 20.000 no NCBI e a

ferramenta InterPro.
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5.1 Mutacéo sitio-dirigida da ORF XAC0024

A ORF XAC0024 contém 1.236 pares de bases. Desconsiderando-se o

peptideo sinal (60 pb) para realizacdo da mutacdo, a ORF possui 1.176 pares de

bases que, apds eliminacédo da regido central de 593 pares de bases, passou a ter

583 pares de bases (309 pb do segmento A-B mais 274 pb do segmento C-D)

(Figura 9). Como tanto o fragmento A-B como o fragmento C-D tem uma cauda

complementar de 9 bases, seus tamanhos individuais na PCR é de 318 e 283 pb,

respectivamente.
1.236 pb

1.176 pb

/777777777777

60 pb A-B 593 pb c-D
... 309 pb ' 27800
l " (sem a cauda) . " (sem a cauda) .~
Peptideo sinal ’ )
A-D

583 pb

Figura 9. Diagrama esquematico da ORF XAC0024, mostrando a regido de delecéo
com os respectivos fragmentos de DNA A-B e C-D que, quando unidos, formam o

fragmento A-D.
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Os fragmentos A-B e C-D obtidos na PCR primaria e o fragmento A-D obtido
na PCR de ligagéo, apresentaram os tamanhos esperados, ou seja, 318 pb para A-
B, 283 pb para C-D e 583 pb para A-D (Figura 10).

pb A-B C-D A-D

2000

1500

1000

N

750

500

E 318 pb
- - < 283pb

250

Figura 10. Produtos resultantes das PCRs primarias (A-B e C-D) e de ligacao (A-D).
M: Padrao de peso molecular (“GeneRuler™ 1kb DNA Ladder”, Fermentas). Gel de
agarose 1% (m/v) corado com brometo de etidio (10 mg/mL).

Na clonagem do fragmento AD no vetor pGEM-T Easy foram obtidos dois
clones da estirpe bacteriana E. coli DH10B, sendo que o produto da PCR do
plasmideo de cada um destes clones revelou-se positivo para os dois clones, tendo
eles amplificado o inserto mutado do tamanho esperado e apresentado a sequéncia
nucleotidica correta depois do sequenciamento e das analises in silico.

ApoOs a digestdo com as enzimas de restricdo Apal e Sall-HF do DNA
plasmidial pGEM-T Easy de um dos dois clones positivos escolhido, o resultado foi
evidente pela imagem do gel de agarose “low-melting” 0,8%, no qual foi feito um
“pull” deste clone e o mesmo foi dividido em quatro pogos diferentes (Figura 11A),
revelando bandas de tamanho de 666 pb, ja que agora o fragmento mutado de 583
pb continha em suas extremidades parte da sequéncia do vetor de clonagem pGEM-

T Easy que flanqueiam os sitios das enzimas de restricdo. O fragmento de 666 pb foi
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clonado no vetor suicida pOK1 (7.000 pb), também digerido com as mesmas
enzimas, passando a ter 6.758 pb, e transformado em cepas de E. coli SM10 Apir.
Este passo foi adicionado para que se pudesse confirmar a ligacdo do inserto
mutado em pOK1. Com isso, foram obtidos cinco clones resistentes ao antibidtico
espectinomicina, sendo que dois deles continham o fragmento A-D (construcéo
AXACO0024-pOK1), que foi revelado através da PCR com os oligonucleotideos A e D
sobre o DNA plasmidial pOK1l (Figura 11B) e confirmado por meio de
sequenciamento e analises in silico, o qual apontou sequéncias idénticas ao inserto

mutado.

(A) (B)

pb pGEM-T Easy digerido pb M 1 2

- )|
E 1 2 3 4
ey -
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Figura 11. Géis de eletroforese em agarose. (A) Vetor pGEM-T Easy digerido com
as enzimas de restricdo Apal e Sall-HF. 1, 2, 3, 4: “Pull” de um dos clones obtido
apos a transformacao, contendo o fragmento A-D clonado e dividido em quatro
pocos no gel de agarose. M: Padrdo de peso molecular (“GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder”, Fermentas). (B) Produtos de PCR do fragmento A-D clonado em pOK1
transformado em E. coli SM10 Aipir. 1, 2: Clones diferentes obtidos apdés a
transformacao e contendo o fragmento A-D clonado. M: Padrdo de peso molecular
(“GeneRuler™ 1kb DNA Ladder”, Fermentas).

Os dois clones com a construgao AXAC0024-pOK1 foram empregados
separadamente na transformacgéo por eletroporacdo de Xac 306, com objetivo de
aumentar a chance de um resultado positivo. As duas transformag¢des originaram

por volta de 150 colonias, com média de aproximadamente 15 col6nias por placa.



43

Destas, foram selecionadas, aleatoriamente, 20 colbnias para confirmacdo da
mutacé&o, sendo que cinco apresentaram o fragmento mutado de tamanho esperado,
de 583 pb, quando o DNA gendmico foi utilizado como molde para reacdo de PCR
utilizando os oligonucleotideos A e D como iniciadores. O produto de PCR de uma
delas foi sequenciado com os mesmos oligonucleotideos utilizados na PCR, o qual
confirmou. O alinhamento multiplo da sequéncia da ORF XAC0024, da sequéncia A-
D obtida neste clone 1 sequenciado e do DNA gendémico de XAC 306, realizado
através do algoritmo BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) da “National Center for
Biotechnology Information”, confirmou a presenca da delecdo na ORF XAC0024

(Figuras 12 e 13). Este clone €, portanto, um mutante por delecdo da ORF XAC0024
(AXAC0024).

ORF XAC0024

ATGTGGCTGGCGGTGGGCGTGCTGGCCTGCACCTTGCTGGGCAGCATGGGCGCAAGCGCGCAGAGCCAGC
GCGAGACCGAGCGCAAATTGCAGCAGCTGCGCGATGAGCTCAAGACCATCAGCGCCGATCGACGCGAACT
GGAAGGCAAGCGCGGCACCGCCGCGCAACAGTTGCGCCAGGCCGACGAGAAAGTGGCCAAGACCGCACGT
GCATTGAGCGAGACCGAAGCGGCGATGCGCGCGCAGGAACAGCATCTGTCCACCCTGCAGCAGGAACGCG
CGCAATTGCAGCGCGGCCTGCAGAACCAGCGCGCGCAGCTGGCGGCGTTATTGCGCGCCGCCGATCAGGT
GGGCCGCAATGCACCGCTGAAGGTGCTGCTGTCGCAGGACACGGTGGGCGATGCCACGCGTATGCTGGCC
GATCACCGCTATGTGCAAAACGCACGCGCGCAGCGCATCCACGCCTTGACCACGCAACTGGATGCCCTGG
CGACAGTGGAACAGGACATCGCCACCCGGCGCCAGGCGCTGGATGCCGCGCGTGCGCAGCAAANNAGCGCA
GGCGGCCACGTTGCAGAAGGATCGCTCGCAACAGGCGGCCACCGTCGCGCAGCTGGACGATCGCTACARARA
CAGCGCGCCGAGCGCGAAAAGGCAATCGGCCAGGACGCCAAGGCGCTGGAACAACTGCTCGCCAATCTGC
GCGCGGCCGCCGCCAAGGCCGAAGCCGAACGGCGCGCTGCCGCCAGACGCGCCGCCGCCGAAGCCGCCGC
ACAGGCCAAGCGCAGCAAANACCGAGCGTTCCGATCGCCCCGGCAAGACGCCATCCAAGGTAGTCGCCAAC
GCACCGGCCCCCAAGGTCGGTGGGCTCAGCTGGCCGGTGGCGGGCAATCTGCTGGCGCGCTTCAATGCCA
CCTTGCCCGATGGCCACACCAGCAAGGGCGTGCTGATCGGCGCGCCCAAGGGCACCACCGTGACTGCAGT
GECCGATGGCACGGTGGTGTTTTCCGACTGGATGACCGGCTACGGCATGATCCTGATCGTGGACCACGGC
AACGGCTACATGAGCCTGTACGCGCATAACGACACCTTGCTGCGCGATGCCGGCGCAACGATCAAACGTG
GCGACGCGGTGGCCAAGGTCGGCAGTTCGGGCGGGCAGGGCGTGCCGGCGCTGTACTTCGAATTGCGTCG
CAACGGGCAGCCGGTGGATCCATC

Proteina

MWIAVGVLACTLLGSMGASAQSQRETERKLOQLRDELKTISADRRELEGKRGTAAQQLRQADERVAKTAR
ALSETEAAMRAQEQHLSTLQQOERAQLORGLONQRAQIAAT.LRAADQVGRNAPLKVLLSQODTVGDATRMLA
DHRYVONARAQRIHALTTQLDATLATVEQDIATRROALDAARAQORAQAATLOKDRSQQAATVAQLDDRYK
QRAERERAIGODARATL.EQLITANLRAAAARAFAFRRAAARRAAAFAAAQARRSKTERSDRPGKTPSKVVAN
APAPRKVGGLSWPVAGNLLARFNATLPDGHTSKGVLIGAPKGTTVTAVADGTVVFSDWMTGYGMILIVDHG
NGYMSLYAHNDTLLRDAGATIKRGDAVARKVGSSGGOQGVPALYFELRRNGQPVDPSSWLORR

BIaStP 1 7% 150 225 300 7 411
[ e s — ]
Specific hits Peptidase_M23
Non-specific i OUF1003
hits
Superfanilies DUF1003 superfamily Peptidase_M23 superfamily
Hulti-donains EnvC

PRK11637
SMC_prok_B

APG6

Figura 12. Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos em formato FASTA da
ORF XAC0024 completa presente no Genbank, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
A sequéncia de nucleotideos compreendida entre os oligonucleotideos B (amarelo) e
C (azul) foi deletada.
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ORF XAC0024 Truncada

ATGTGGCTGGCGGTGGGCGTGCTGGCCTGCACCTTGCTGGGCAGCATGGGCGCAAGCGCGCAGAGCCAGCGCG
AGACCGAGCGCARATTGCAGCAGCTGCGCGATGAGCTCAAGACCATCAGCGCCGATCGACGCGAACTGGAAGG
CAAGCGCGGCACCGCCGCGCAACAGTTGCGCCAGGCCGACGAGARAGTGGCCAAGACCGCACGTGCATTGAGC
GAGACCGAAGCGGCGATGCGCGCGCAGGAACAGCATCTGTCCACCCTGCAGCAGGAACGCGCGCAATTGCAGC
GCGGCCTGCAGAACCAGCGCGCGCAGCTGGCGGCGTTATTGCGCGCCGCCGATCAGGTGGGCCGCAATGCACC
GCTGCACCACCGTGACTGCAGTGGCCGATGGCACGGTGGTGTTTTCCGACTGGAT GACCGGCTACGGCATGAT
CCTGATCGTGGACCACGGCAACGGCTACATGAGCCTGTACGCGCATAACGACACCTTGCTGCGCGATGCCGGC
GCAACGATCAARAACGTGGCGACGCGGTGGCCAAGGTCGGCAGTTCGGGCGGGCAGGGCGTGCCGGCGCTGTACT
TCGAATTGCGTCGCAACGGGCAGCCGGTGGATCCATCG

Proteina truncada (ORF Finder)

MWLAVGVILACTLLGSMGASAQSQRETERKLOOLRDELKTISADRRELEGKRGTAAQQLRQADERVAKTAR
ALSETEAAMRAQEQHLSTLQOQERAQLORGLONQRAQIAAT.LRAADQVGRNAPLHHRDCSGRWHGGVFRLD
DRLRHDPDRGPRORLHEPVRA

BlastP
1 s S 75 100 125 150 161
Query seq. P
Hulti-donains hsdR
SMC_prok_A
EnvC
APG6
XAC0024 MWLAVGVLACTLLGSMGASAQSQOQRETERKLOOLRDELKT ISADRRELEGRKRGTAAQQOLRQO 60
MWILAVGVLACTLLGSMGASAQOSORETERKLOQLRDELKT ISADRRELEGKRGTAAQOLRQO
xXAacCco0024T MWILAVGVLACTLLGSMGASAQSORETERRKLOOLRDELRKT ISADRRELEGRKRGTAAQQOLRQO 60
XACO0024 ADERVAKTARALSETEAAMRAQEQHLSTLOOERAQLORGLONQRAQLAAT.TLRAADQOVGRN 120
ADERVARTARALSETEAAMRAQEQHLSTLOOERAQLORGLONQOQRAQLAATLLRAADQOVGRN
XAaco0o024T ADERVAKTARALSETEAAMRAQEQHLSTLOOERAQLORGLONQRAQLAATLRAADQOVGRN 120
XAC0024 APL XZ3
APL
XACO0024T APL 123

Figura 13. Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos em formato FASTA da
ORF XACO0024 truncada. A sequéncia da proteina codificada pela ORF truncada foi
obtida utilizando o programa ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).
A auséncia do dominio peptidase M23 na proteina codificada pela ORF truncada foi
verificada utilizando o algoritmo blastP (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

A analise do DNA ribossomal, que inclui o gene 16S rDNA (1498 pb), a regido
intergénica (ITS) (513 pb) e um pequeno fragmento do gene 23S rDNA (24 pb), e
dos genes dnaK (762 pb) e gyrB (773 pb) amplificados da sequéncia da Xac mutante
revelaram 100% de identidade quando comparados com genoma de Xac 306
previamente depositado no GenBank. Apenas 0 gene atpD (747 pb) revelou 99% de
identidade ao ser comparado. Conclui-se com estes resultados que, este clone €,
portanto, um mutante advindo da espécie Xanthomonas citri subsp citri linhagem 306

e, por isso, foi utilizado nos experimentos de avaliacdo funcional da ORF.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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5.2 Ensaios de patogenicidade em lim&o cravo (Citrus limonia Osbek)

Os ensaios de patogenicidade em folhas jovens de lim&o cravo mostraram
que o mutante AXAC0024 diminuiu a viruléncia quando comparado a linhagem
selvagem Xac 306. A partir do 3° DAI (Dia Apés a Inoculacédo) foi possivel observar
inicio de sintomas de cancro citrico, com um leve escurecimento nos pontos de
inoculacdo com o isolado selvagem, porém para o mutante ndo foi possivel observar
sinal algum (Figura 14). Ao 7° DAI, foi possivel observar hiperplasia espalhada por
todo o l6bulo, com amarelecimento nas bordas da lesdo e hipertrofia, propiciando
um aspecto corticoso na superficie foliar, além de sintomas de encharcamento para
o isolado selvagem. Por outro lado, no mutante AXAC0024 os sintomas de cancro
estavam apenas comecando, com escurecimento nos pontos inoculados e pequenos
sinais de amarelecimento na parte adaxial da folha. A partir do 11° DAI em diante, 0
fendtipo observado para o isolado selvagem foi, além dos ja relatados, necrose com
rachaduras em alguns pontos, sinalizando morte do tecido vegetal, enquanto no
mutante AXACO0024 foi observado hiperplasia, amarelecimento e necrose em
pequena proporcgdo até o 25° DAI.

Em suma, os sinais e sintomas de cancro citrico ocasionados pelo mutante
AXACO0024foram muito menos severos do que os ocasionados pela Xac selvagem.
A mutacédo resultou no atraso e diminuicdo do desenvolvimento dos sintomas, com
menor expansado a partir do ponto de inoculacdo e auséncia de hipertrofia com
lesGes corticosas. Estes resultados indicam a importancia da ORF XAC0024 para a

viruléncia da bactéria.
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11° DAI

15° DAI

19° DAI

25° DAI

Figura 14. Teste de patogenicidade. Sintomas observados no 1°, 3°, 7°, 11°, 15°, 19° e 25° DAI (Dia Apos a Inoculacdo) das linhagens
Xac 306 selvagem e mutante AXAC0024 na superficie adaxial (folhas superiores no quadro) e abaxial (folhas inferiores no quadro) de

folhas jovens de lim&o cravo. As duas linhagens bacterianas foram inoculadas na concentracéo de 10® UFC/mL.
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5.3 Crescimento bacteriano in vitro e in vivo

A curva de crescimento bacteriano em folhas de lim&o cravo, avaliada em oito
tempos de coleta, revelou que a mutacdo na ORF XAC0024 reduziu bastante a
capacidade de desenvolvimento da bactéria in vivo (Figura 15A). O mutante
AXACO0024 conseguiu se multiplicar s6 até o 10 DAI e, além disso, com a
capacidade consideravelmente reduzida quando comparada a linhagem Xac 306
selvagem, apresentando quantidade de células 10.000 vezes menor que Xac 306,
de 10 para 108, respectivamente. Depois do 10 DAI o mutante comegou a decair em
quantidade de células. Desse modo, o desenvolvimento dos sintomas produzidos
pelo mutante AXAC0024 é reduzido, provavelmente, devido ao crescimento limitado
da bactéria dentro do mesoéfilo do hospedeiro.

Por outro lado, a velocidade de crescimento das duas linhagens foi
semelhante em meio de cultura liquido NB (Figura 15B). Estes resultados indicam
gque a ORF XAC0024 possui uma funcdo fundamental no desenvolvimento e
viruléncia da Xac quando se encontra no hospedeiro citrico, mas ela ndo é essencial

para o seu desenvolvimento in vitro na presenca de meio rico.
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Figura 15. (A) Curva de crescimento in vivo das linhagens Xanthomonas citri subsp.
citri 306 selvagem e do mutante AXAC0024 em folhas de Citrus limonia. (B) Curva
de crescimento in vitro das mesmas linhagens, porém, inoculadas em meio de
cultura liquido NB.
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5.4 Ensaio de agregacao célula a célula

O ensaio de agregacdo célula a célula realizado com os dois isolados
bacterianos revelou uma associacdo bem mais rapida entre as células de Xac 306
selvagem quando comparada com as do mutante (Figura 16). No intervalo de 1 hora
decorrido a partir do tempo 0, foi evidente a visualizacdo de um precipitado se
formando no fundo dos tubos de ensaio do isolado selvagem e de uma regido
limpida se formando na altura de 1 cm do topo da cultura (Figura 17), fato que
também foi comprovado quando os dados de absorbancia da parte superior das
solucdes foram colocados em grafico (Figura 16). O grafico demonstrou uma queda
abrupta no intervalo de 0 a 1 hora para Xac 306 selvagem e um decréscimo bem
lento e constante das barras a partir de 1 hora em diante. Por outro lado, no intervalo
de tempo 0 a 1 hora, os tubos do mutante exibiram uma aparéncia turva em toda a
extensado do tubo (Figura 17), revelando que a maioria de suas células permaneciam
dispersas. Este fato também foi constatado quando os valores de absorbancia da
parte superior da solucdo dos tubos foram colocados em gréafico (Figura 16). Para o
mutante, somente a partir de 8 horas € que ha diferenca estatistica em relagdo ao
valor do tempo zero, enquanto que para a Xac 306 selvagem ja ha diferenca a partir
de 1 hora (Figuras 16). Apos 12 horas, € visivel a olho nu a diferenca entre os dois

isolados (Figura 17).
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Figura 16. Ensaio de agregacao de Xanthomonas citri subsp. citri 306 e do mutante
AXAC0024 no periodo de 12 horas.
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Figura 17. Ensaio de agregacédo do isolado selvagem Xanthomonas citri subsp. citri
306 (S1, S2 e S3) e do mutante desta linhagem AXAC0024 (M1, M2 e M3) apds 12
horas em repouso. Cada linhagem esta exibida em triplicata.

5.5 Formacdao de biofilme

Para examinar o efeito da delecdo da ORF XAC0024 de Xac 306 na producéo
de biofilme, este foi mensurado pela multiplicacdo das linhagens selvagem e
mutante em tubos de borosilicato, por 48 horas, como descrito em Material e
Métodos. O mutante AXAC0024 n&do demonstrou alteragao significativa na formagéao
de biofilme em relacdo a Xac selvagem, segundo analise estatistica pelo teste t a
1% e 5% de probabilidade (Figura 18).
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0,6 - o Mutante
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Figura 18. Formacao de biofilme pelas linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306
selvagem e mutante AXAC0024 em tubos de vidro tipo borosilicato. O experimento
foi realizado com cinco replicatas e os valores apresentados representam a média e
o0 respectivo desvio padréo.
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5.6 Producao de goma xantana

A producdo de goma xantana pela Xac selvagem e pelo mutante AXAC0024
esta apresentada na Figura 19A. Embora a Xac selvagem produza uma quantidade
total de biomassa maior do que o mutante AXAC0024 (Figura 19A), a quantidade de
goma produzida por massa de bactéria € bem maior no mutante do que na Xac
selvagem (Figura 19B). Analise pelo programa “ASSISTAT” demonstrou que o
mutante AXACO0024 apresentou uma diferenca de 20,41% a mais de goma
produzida por bactéria em relacdo a linhagem selvagem. Essa diferenca foi
estatisticamente significativa ao nivel de 5% de probabilidade quando as médias
foram comparadas pelo teste t (Figura 19B). Esses resultados indicam que o
mutante AXAC0024 produz uma maior quantidade de goma xantana por biomassa

do que a Xac selvagem.
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Figura 19. (A) Concentracdo de biomassa e goma, em g/L, produzida por
Xanthomonas citri subsp. citri 306 e pelo mutante AXAC0024. (B) Relacdo de
goma/biomassa em cada linhagem bacteriana.
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5.7 Anédlise da frequéncia e diversidade da ORF XAC0024 presente nos bancos

de dados

A andlise comparativa da sequéncia proteica de XAC0024 contra sequéncias
encontradas em bancos de dados revelou uma ampla gama de proteinas
pertencentes principalmente ao filo Proteobacteria, dentro do Dominio Bacteria, que
possuem alta identidade com a sequéncia de interesse. Secundariamente, também
foram encontradas sequéncias proteicas que tém alguma similaridade com a ORF
XAC0024 nos filos Bactérias Gram positivas, Actinobactéria, Cianobactérias,
Cytophaga, Flavobactérias, Espiroquetas, Deinococos, Thermotoga e Aquifex (NCBI,
2016) (Figura 20).
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Figura 20. Arvore filogenética do Dominio Bacteria. Os circulos pretos indicam os
filos de bactérias cujas proteinas apresentaram similaridade com a proteina
XACO0024. Fonte: (MADIGAN et al., 2010).
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Constatou-se que muitas sequéncias apresentadas nos resultados referem-se
a proteinas hipotéticas, ou seja, que ainda ndo possuem uma funcdo determinada,
com as quais ndo € possivel realizar inferéncias com confiabilidade, como, por
exemplo, proteinas hipotéticas de Xanhomonas citri pv. citri, Neisseria meningitidis,
Deinococcus radiodurans R1, Mycobacterium tuberculosis, Streptomyces coelicolor
A3, Thermogota maritima MSB8, Pseudomonas aeruginosa PAO1, entre milhares de
outras (NCBI, 2016).

Os dados gerados através da ferramenta BlasP do NCBI (“National
Center for Biotechnology Information”) para a ORF XAC0024, utilizando o banco de
dados “non-redundant protein sequences (nr)’, indicaram que as primeiras 134
proteinas peptidases M23 existem em espécies e isolados diferentes do género
Xanthomonas, sendo que todas elas compartiiham uma identidade de no minimo
89% e uma cobertura de no minimo 90%. A partir da proteina 135 (peptidase M23
de Stenotrophomonas panacihumi) em diante, todas as sequéncias se apresentam
com no maximo 69% de identidade, caindo progressivamente até a sequéncia de
20.000 (valor de retorno dos resultados programado no blasP), porém, a cobertura
de milhares delas se manteve alta, de 70% a 90%, fazendo parte de bactérias,
seguindo por ordem de identidade, Xylella fastidiosa, Pseudomonas spp. (varios
isolados) e Lysobacter spp. (NCBI, 2016).

Em virtude da ampla cobertura de espécies bacterianas que ha dentro dos
filos aqui mencionados onde foram encontradas proteinas relacionadas a XAC0024,
esta pode ser considerada uma proteina ortéloga e extremamente conservada, ou
seja, ndo especifica de Xac. Além disso, ao utilizar a sequéncia nucleotidica da ORF
XACO0024 e realizar um Blastn contra o genoma de Xanthomonas citri subsp. citri
(306), foi encontrada apenas uma sequéncia com 100% de identidade no genoma
inteiro, que foi a prépria XAC0024. Isso demonstra que ndo ha sequéncias paralogas
de XAC0024 no genoma de Xac 306. Isso é uma indicacdo de que a recombinacao
homologa deve ter ocorrido na ORF XAC0024, produzindo assim o mutante
AXAC0024.
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6 DISCUSSAO

Véarios estudos tém sido realizados buscando identificar genes alvos
responsaveis por ou participantes dos processos desencadeadores da
patogenicidade de Xac em citros. Os trabalhos de Laia (2007) e de Laia et al (2009)
sugeriram a possibilidade de varias ORFs hipotéticas, ou seja, que codificam
proteinas sem fungcédo conhecida até 0 momento e que podem estar envolvidas com
a patogenicidade da Xac. A ORF XAC0024 poderia ser uma delas, embora ela nao
tivesse sido caracterizada como tal.

Quando se trata de caracterizar a funcdo de um gene, a mutagénese sitio-
dirigida € uma valiosa ferramenta e tem sido utilizada para analisar a funcédo de
genes com funcdo ainda desconhecida (HUGUET et al., 1998; RIED; COLLMER,
1987; JING; FENG, 2015; KANIGA; DELOR; CORNELIS, 1991; MILLER;
MEKALANOS, 1988). Assim, a mutagénese sitio-dirigida foi utilizada no presente
trabalho para deletar parte da ORF XAC0024 do genoma de Xac e verificar as
alteracdes no fendtipo e em outras caracteristicas relacionadas a viruléncia em
relagdo a Xac selvagem. A ORF XAC0024 contém alguns dominios preditos, entre
eles o da peptidase M23, que pode estar envolvido na viruléncia da Xac 306.

As peptidases estdo distribuidas em seis grupos principais com base na
estrutura catalitica do processo hidrolitico: cisteina proteases, serina proteases,
treonina proteases, metalo proteases, aspartilo proteases e as peptidases com
mecanismos desconhecidos (RAWLINGS; BARRETT, 1993; BARRETT,;
RAWLINGS; WOESSNER, 2004). O dominio Peptidase M23 consiste de uma
superfamilia de metalopeptidases caracterizadas pela presenca do zinco no sitio
ativo da enzima e dependentes deste sitio catalitico para exercer sua funcéo (WU et
al., 1990). Nesta familia, estdo incluidas as endopeptidases Gli-Gli e algumas
lipoproteinas bacterianas, como o ativador NIpD da hidrolase da mureina de E. coli.
Esta familia inclui também proteinas derivadas da quimiotaxina 2 (LECT2) e
proteinas de leucocitos (ICHIKAWA et al., 1994; LANGE; HENGGE-ARONIS, 1994;
OKUMURA et al.,, 2013). As endopeptidases B-liticas sdo metalopeptidases

bacterianas que pertencem a familia protease de M23. A clivagem é especifica para
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limites de glicina, especialmente em sequéncias de Gli-Gli-Xaa, em que Xaa é
qualquer residuo hidrofébico alifatico. Baseado na similaridade com D-Ala-D-Ala
carboxipeptidase, tem sido sugerido um motivo conservado His-X-His (onde X é
qualquer aminoacido) que faz parte do sitio de ligacao.

Em um estudo, Ichimura e colaboradores (2002) desvendaram que YibP é
uma proteina de 427 aminoacidos (47,4 kDa) de E. coli, a qual tem um peptideo
sinal no seu N-terminal que inicia-se no periplasma e atravessa a membrana interna,
duas longas regides espiraladas na parte central (presumida para formar um
homodimero), e um dominio globular C-terminal, localizado no citoplasma, que
envolve sequéncias de aminoacidos homdlogas a peptidase M23/familia M37. As
proteinas que contém dominios M37 sdo encontradas em bactérias gram positivas e
negativas. Os 42 residuos de aminoacidos no N-terminal de YibP, sé&o
consideravelmente hidrofilicos. J& os 99 residuos no C-terminal apresentam uma
elevada homologia com as regides C-terminais da proteina NlpD de E. coli e
proteinas hipotéticas YebA e YgeR. Tal como descrito para NIpD (LANGE;
HENGGE-ARONIS, 1994), esta regido tem uma homologia com lisostafina, uma
peptidase extracelular que degrada o peptideoglicano de Staphylococcus, e pode ter
uma funcéo hidrolitica na formacéo e/ou manutencao da parede celular (HARA et al.,
2002).

Estas informacdes sdo semelhantes as predi¢des feitas para a ORF XAC0024
de Xac 306. Além de ter sido demonstrado que ela abrange um dominio peptidase
M23 em sua regido C-terminal, pesquisas realizadas com o programa SignalP 4.1
Server (PETERSEN et al.,, 2011) revelaram que esta ORF de 411 aminoacidos
(quantidade préxima da YibP = 427 aminoacidos) contém no seu N-terminal um
peptideo sinal composto por 20 aminoacidos (aminoacidos 1 ao 20). Todos esses
dados nos levam a crer que a ORF XAC0024 pode ter uma estrutura e localizacao
subcelular andloga a YibP de E. coli. Esta hipétese nédo estaria de todo errada, uma
vez que no estudo de Laia (2007), a ORF XAC0024 ja foi predita para estar
localizada no envelope celular. Quanto a sua funcao, tudo indica estar relacionada
principalmente com o processo natural de divisdo da bactéria, visto que o dominio
peptidase M23 em bactérias € indicado em muitos trabalhos como relacionada a

hidrolise do peptideoglicano da célula no momento da divisdo celular.  Outrossim,
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andlises em bancos de dados também demonstraram homologia do dominio
peptidase M23 para com a regido C-terminal de NIpD de E. coli, uma lipoproteina
ativadora da hidrolase da mureina AmiC, com um motivo lisina (LysM), um pequeno
dominio envolvido na ligacdo do peptideoglicano e fornecedor de um sinal de
reconhecimento planta-patégeno, especificas na patogénese bacteriana (HARA et
al., 2002).

YibP purificada tem uma atividade de protease que quebra o substrato -
caseina. A mutacao nesta proteina inibiu a divisdo celular e a formagéo do anel FtsZ
a 42°C, sem a inducdo de SOS, levando a formacao de células filamentosas com
multiplos nucleoides e, finalmente, a lise celular. Este fenbmeno foi atribuido como
sendo um efeito pleiotrépico para a célula, decorrente do mau funcionamento de
YibP (ICHIMURA et al., 2002; BERNHARDT; DE BOER, 2004).

Esse conjunto de eventos pode ter ocorrido dentro da célula do mutante
AXACO0024, visto que, no crescimento in vivo, ela ndo se desenvolveu no apoplasto
foliar da mesma maneira que a Xac selvagem, houve um limite de multiplicacéo
bacteriana até o 10 dai, com uma diferenca de dez mil vezes a menos em
guantidade de células, sendo que depois elas comecaram a morrer enquanto a Xac
306 continuava a se multiplicar.

Por outro lado, a ORF XAC0024 inclui também o dominio EnvC. A proteina
EnvC contém 3 dominios: um peptideo sinal, um dominio espiralado e um dominio
LytM (HARA et al., 2002; ICHIMURA et al., 2002; BERNHARDT; DE BOER, 2004).
Esta informacdo € interessante em razdo de que coincide com a investigacéo
narrada por Ichimura e colaboradores (2002) e outros autores. Foi predito
computacionalmente pelo NCBI que este multidominio abrange a ORF XAC0024 por
completa, sinalizando que o dominio pode estar relacionado com a funcédo da ORF.

O multidominio EnvC é responsavel pela formacdo de septo da célula e
ativacdo das hidrolases de mureina AmiA e AmiB no momento da divisao celular
(controle do ciclo celular) (MARCHLER-BAUER et al.,, 2015) e o multidominio
PRK11637, também presente na ORF XAC0024, é um possivel ativador de AmiB
(NCBI, 2015). A divisao celular na maioria das bactérias, gram-positivas e gram-
negativas, se da pela formacgéo de septos seguida por separacao das ceélulas filhas.
Esta acdo, também chamada de citocinese, depende da clivagem do septo do
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peptideoglicano que é sintetizado durante a divisdo da célula. Em E. coli, envolve a
invaginacao coordenada das trés camadas do envelope celular e o processo requer
as atividades de pelo menos dez proteinas essenciais para a divisdo, que séo de
origem citoplasmaticas (FtsA e FtsZ) ou de membrana interna (FtsB, Ftsl, FtsK, FtsL,
FtsN, FtsQ, FtsW e ZipA). Este processo foi também postulado para ser realizado
pela acao das hidrolases da mureina (BERNHARDT; DE BOER, 2004).

Em um estudo, Heidrich e colaboradores (2001) relataram trés hidrolases;
amidases AmiA, B e C existentes em E. coli codificadoras para enzimas amidases N-
acetiimuramil-L-alanina. Elas estariam envolvidas, juntamente com as
transglicosilases liticas, na divisdo do septo do peptideogligano durante a divisao
celular. Adicionalmente a isso, as amidases foram apontadas para atuar como
potentes enzimas autoliticas na presenca de antibioticos. Mutantes por delecéo
nestas amidases se multiplicaram em longas cadeias de células ndo separadas e
exibiram uma resposta tolerante & combinacdo normalmente litica de aztreonam e
bulgecin. Anéis espessos de mureina nos mutantes em AmiA, AmiB e AmiC se
formaram no local de septos bloqueados, decorrente de ligacées cruzadas triméricas
e tetraméricas e, in vitro, estas estruturas foram digeridas mais lentamente por
muramidases do que pela mureina circundante.

Em um mutante EnvC da E. coli estirpe PM61 constatou-se a formacao de
células filhas com cadeias de comprimentos longos, irregulares, com uma membrana
exterior "mal vedada" ocasionando defeito na permeabilidade da mesma e
termossensibilidade em baixa osmolaridade (HARA et al.,, 2002). Por fim,
Park e Uehara (2008) mencionaram que existem trés classes de enzimas que
cortam as ligacdes de peptideoglicano: a classe 1 inclui as endopeptidases, a classe
2 as amidases e a classe 3 as transglicosilases. As amidases AmiA, AmiB, e AmiC
estdo situadas no periplasma e participam do processo de separacdo das células.
Apenas um sexto da formacdo do septo do peptideoglicano é clivado pelas
amidases, sendo o restante clivado pelas transglicosilases liticas. Entretanto, sem as
amidases, a maioria das células permaneceriam fixadas umas as outras nas
cadeias, indicando que a separacao ndo seria completamente impedida, porém seria

retardada.


http://mmbr.asm.org/search?author1=James+T.+Park&sortspec=date&submit=Submit
http://mmbr.asm.org/search?author1=Tsuyoshi+Uehara&sortspec=date&submit=Submit
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Essas informagbes confrmam mais uma vez os resultados do teste de
patogenicidade e crescimento bacteriano in vivo do presente estudo, e sugere que a
delecdo na ORF XAC0024 pode ter afetado as amidases que sdo ativadas pelo
dominio EnvC, juntamente com toda maquinaria metabdlica de septacdo e divisao
celular, fazendo com que o desenvolvimento de sintomas retardado por parte do
mutante AXAC0024 em folhas de lim&o cravo, apresentasse um fenétipo menos
agressivo quando comparado com Xac 306. Provavelmente o mutante teve
dificuldades em se dividir corretamente e, assim, com muitas células unidas em
forma de correntes, a maioria ndo conseguiu enfrentar e contornar 0s mecanismos
de defesa da planta, limitando sua sobrevivéncia no apoplasto foliar. A marcagéao da
proteina XAC0024 com uma proteina sinalizadora como a GFP poderia revelar o seu
local de acao na célula de Xac.

Por outro lado, embora importante para a divisdo celular, as amidases néo
Sao essenciais para o crescimento celular. Sob condi¢cdes de testes laboratoriais,
todos os mutantes AmiA, B e C de E. coli apresentaram taxas de crescimento e
rendimento quase inalteradas (HEIDRICH et al., 2001; AKERLUND et al., 1992;
DONACHIE BEGG, 1996). Neste ponto, este dado vem de encontro com o resultado
obtido no crescimento bacteriano in vitro do mutante AXAC0024. Parece possivel
sustentar que as células do mutante AXAC0024, em meio de cultura liquido NB,
estariam se multiplicando na mesma propor¢ao que a Xac selvagem, uma vez que,
além de ser um meio rico em nutrientes, ndo oferece as barreiras de defesa da
planta como limitacdo ao crescimento bacteriano, porém, esta multiplicacdo estaria
ocorrendo de forma desordenada, incompleta, defeituosa e como a prépria literatura
descreve, células unidas em forma de cadeias. Este crescimento anormal em
cadeias também é consistente com o ensaio de agregacao célula a célula, no qual
as células do mutante AXAC0024 ndo conseguiram se agrupar umas as outras em
meio de cultura liquido NB, como se tivessem perdido a capacidade de emitir sinais
umas as outras, permanecendo dispersas no meio por um periodo mais longo do
gue a Xac 306. Entretanto, uma analise microscopica do formato das células do
mutante em meio de cultura nao foi realizada para confirmar esta hipotese.

Ao analisar o multidominio SMC_prok_B (B-protein_prokaryotes_Structural

Maintenance of Chromosomes), contido na ORF XAC0024, foi descoberto que esta
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relacionado com uma proteina de segregacdo cromossdmica. As proteinas SMC
ligam-se ao DNA e atuam na manutenc¢éo estrutural, organiza¢ao e segregacao dos
cromossomos para a particdo. Sao encontradas em Archaea, Bacteria e Eukarya.
Esta familia de proteinas representa as SMCs da maioria das bactérias. O gene smc
esta frequentemente associado com 0s genes scpB e scpA, onde scp significa
segregacao e condensacdo da proteina. SMC foi mostrada em Caulobacter
crescentus para ser induzida no inicio da fase S, mas presente e ligada ao DNA ao
longo do ciclo celular (SOPPA et al., 2002; JENSEN; SHAPIRO, 1999). Proteinas
SMC foram também demonstradas que s&8o0 essenciais na segregacao dos
cromossomos de Bacillus subtilis (BRITTON et al., 1998; MORIYA et al., 1998) e de
E. coli (NIKI et al., 1991). Em E. coli, nomeia-se de MukB, o homdlogo a SMC.

Estas proteinas foram descobertas, ha varios anos, em levedura e agora sao
conhecidas por estarem em muitos procariontes e em todos 0S eucariontes.
Proteinas SMC possuem mais do que mil aminoacidos e, semelhantemente como ja
descrito para a proteina YibP (ICHIMURA et al., 2002) e EnvC (HEIDRICH et al.,
2001), SMC compreende cinco dominios estruturais: (i) um dominio globular no N-
terminal, incluindo um motivo de ligacdo a nucleotideos em forma de gancho-P; (ii)
um primeiro dominio espiralado de 200 a 400 aminoacidos; (iii) um dominio dobrado
de comprimento variavel formando dois monomeros que dimerizam em forma
antiparalela, gerando, assim, um complexo simétrico de dois bracos; (iv) um
segundo dominio espiralado de 200 a 400 aminoacidos; e (v) um dominio globular
C-terminal, que contém um motivo ativo conservado (SOPPA et al., 2002; HAERING
et al., 2002). Os dominios N- e C- terminais associados, formam um dominio de
ligacdo a ATPase e ao DNA (JENSEN; SHAPIRO, 2003). Dominios espiralados
geralmente medeiam interacfes proteina-proteina, e dimerizacédo de proteinas SMC
tem de fato sido observado. Alguns trabalhos recentes e outros mais antigos
resumem o conhecimento atual sobre a estrutura da proteina SMC, funcdo e
distribuicdo (LI et al., 2010; EEFTENS et al.,, 2016; HIRANO, 2016; HOLMES;
COZZARELLI, 2000; GRAUMANN, 2001; SOPPA, 2001).

O padrao de localizagdo de SMC em Caulobacter foi observado por
microscopia de imunofluorescéncia de células fixadas e fusbes SMC-YFP ou GFP-

SMC em células vivas, na qual demonstrou que muitas células no periodo pré-
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divisional do ciclo celular tém focos luminosos de proteinas SMC no polo da célula,
que sdo perdidos apos a divisdo celular (JENSEN; SHAPIRO, 2003). As proteinas
SMC de eucariotos formam complexos com varias subunidades que nao fazem parte
de SMC, mas que afetam sua fungéo, sendo, portanto, considerados heterodimeros;
ao passo que os homologos em procariotos ndo tem estes “parceiros” e foram, por
conseguinte, deduzidos que agem como simples homodimeros. Estas proteinas
revelaram-se de sobremaneira em forma de espirais enroladas intramoleculares
(HAERING et al., 2002).

Segundo Soppa e colaboradores (2002), os genes scpA estdo posicionados
préximos de genes smc em quase todas as Archaea que contém SMC, propondo
que eles pertencem ao mesmo operon e estdo, portanto, envolvidos num processo
comum na célula. Eles evidenciaram que os mutantes de scpA apresentam fenétipos
especificos quase idénticos aos mutantes de smc como producdo de células
anucleadas, crescimento sensivel a altas temperaturas, formacao de nucleoides com
aberracdo e divisdo violenta dos cromossomos através de um evento chamado
“efeito de guilhotina”. Interessantemente, os mutantes de outro gene de B. subtilis,
scpB, que esta localizado a jusante de scpA, exibe os mesmos fenotipos, o que
indica que scpB também esta envolvido nessas funcbes. A proteina ScpB esta
geralmente presente nas espécies que também codificam ScpA. Em concluséo,
estes eventos enunciam que as trés proteinas, SMC, ScpA e ScpB atuam juntas
num complexo para a segregacao cromossémica em todos 0s procariontes que as
contém.

Apenas a titulo de conhecimento, o pequeno dominio predito na ORF
XAC0024, Apg6 (albino ou “pale-green”) da proteina 6, esta envolvido no processo
de autofagia (KAMETAKA et al., 1998), o qual constitui-se em degradacédo de massa
induzida pela morte de células eucariéticas (SUZUKI et al., 2001). Ja para Myouga e
colaboradores (2006) este dominio codifica uma chaperona molecular envolvida na
diferenciacdo do plastideo e na termotolerancia de cloroplastos durante o estresse
térmico (MYOUGA et al., 2006). Como se pode notar, essas definicbes fazem
referéncia as ceélulas eucaribticas, ndao tendo sentido para explicar 0s mecanismos
de atuacdo de uma bactéria. Entretanto, como Apg6 aparece na ORF em um

tamanho de comprimento bem pequeno, é porgue algumas poucas sequéncias de
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aminoacidos desta proteina eucaridtica sdo conservados e pode ser, portanto, que
Apg6 em Xac 306 tenha um atributo correlacionado de funcdo analoga as proteinas
autofagocitarias de eucariotos.

Correlacionando com as informacdes dos outros dominios citados acima, uma
dessas funcdes seria a de autdlise (bacteridlise) por interferir especificamente com a
interacdo intima das enzimas na maquinaria de sintese de mureina, ou, a
degradacédo do peptideoglicano no momento da divisdo celular. Porém, nenhum
desses efeitos pressupostos serdo considerados como prejudicado no mutante, uma
vez que a mutagdo ndo atingiu esse dominio. A dele¢cdo ocorreu a partir do
aminoécido 124 até o 321, isto é, todos os aminoacidos localizados entre esses dois
e, incluindo esses dois, foram deletados. Como o dominio Apg6, predito nesta ORF,
estd posicionado antes do aminoacido 124, ndo foi afetado. Todos os outros
dominios tiveram a metade ou mais da metade deletada e o dominio peptidase M23
saiu de “frame”. Entretanto, o mais provavel € que a proteina XAC0024 truncada nao
seja produzida, pois 0 mRNA, se produzido, seria degradado pelo sistema de
reconhecimento da bactéria. Quanto ao dominio DUF1003, nao esta esclarecido sua
funcdo, impossibilitando assim a obtencdo de informacdes relevantes e que
elucidem sua possivel fungdo (NCBI, 2015).

Paralelamente aos dominios da ORF XAC0024, os biofilmes sdo populacdes
bacterianas incluidas em uma matriz e que se aderem umas as outras, nas
superficies ou nas interfaces. Tem o propdsito de protecao contra agentes bibticos e
abioticos. Um aspecto fundamental da formacédo do biofilme é a produgdo da matriz
extracelular. Nas bactérias como Pseudomonas, acredita-se que esta matriz seja
composta de exopolissacarideo (EPS), DNA e proteinas (KLAUSEN et al., 2006). Na
interacdo planta-patdgeno a formacao de biofilme esta relacionada com a viruléncia
de diversas bactérias patogénicas (DANHORN; FUQUA, 2007).

Em Xac, a habilidade de formar e se desligar do biofiime tem ponderaveis
efeitos para a sobrevivéncia na superficie foliar hospedeira, o que jA comprovou ser
importante para o ciclo da doenga. Entretanto, a formacao de biofilme de patégenos
de planta, principalmente daqueles que atacam tecidos do mesofilo ainda € pouco
estudada (MARQUES et al., 2002; DOW et al.,, 2003; CROSSMAN; DOW, 2004;
RIGANO et al., 2007).
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Sabe-se que as bactérias utilizam uma variedade de mecanismos de
motilidade para colonizar ambientes, como “natagdo” por flagelos, contragdes,
deslocamento através do vento e deslizamento suave (HARSHEY, 2003). Em um
estudo funcional, Gottig et al. (2010) sugeriram que a Xac pode fixar-se a superficie
do hospedeiro através de adesinas, como a proteina hemaglutinina filamentosa
FhaB (GOTTIG et al.,, 2009); uma vez que, ao realizar uma mutagcdo no gene
XacFhaB, o mesmo causou lesbes de cancro mais dispersas e mostrou um
comprometimento de adesdo, anexacdo na superficie da folha e na formacéo de
biofilme. Isso indica que, apos sua fixagdo, a bactéria selvagem injeta efetores de
patogenicidade no hospedeiro através do sistema de secrecéo tipo Il e a partir dai,
a fim de prolongar a sua sobrevivéncia e colonizacdo, a bactéria produz biofilmes,
através da producéo de exopolissacarideos (EPS), goma xantana e FhaB (HUANG;
LU; CHEN, 2013).

O mutante de delecdo na ORF XAC0024 teve a sua viruléncia afetada.
Entretanto, ao contrario do mutante para o gene XacFhaB, a infec¢do pelo
AXACO0024 exibiu lesdes pouco dispersas e em menor nimero, que se restringiu
apenas ao local da infiltracdo do indculo, indicando dificuldade do mutante em se
desenvolver no l6bulo foliar por completo em que foi aplicado a suspensdo
bacteriana, diferente do que ocorre com a Xac 306 selvagem. Este resultado sugere
gue em Xac, a delecao feita na ORF XAC0024 poderia estar causando reducao da
capacidade de migracdo, desenvolvimento e/ou interacdo das bactérias mutantes,
restringindo a sua permanéncia ao local em que foi aplicado o inéculo, diminuindo
assim, a capacidade de causar viruléncia na mesma proporcdo que a Xac 306
selvagem. O esgotamento da fonte de alimento pode levar a morte das bactérias.

Diversos autores tém proposto que a xantana possui relacdo com a motilidade
“sliding”, visto que mutantes do operon gum que nado produziram goma xantana
apresentaram reducdo na motilidade. O resultado do atual trabalho demonstrou que
o mutante AXAC0024 possui maior producdo de EPS in vitro. Se esta maior
producdo também ocorre in vivo ainda precisa ser investigado. Todavia, a maior
guantidade de xantana in vitro pode ser explicada por um mecanismo de
compensacao pela ma estruturacdo das células, em forma de cadeias unidas, e pela

diminuicdo na interacdo célula-a-célula. A bactéria estaria produzindo mais goma
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como uma forma de contornar sua deficiéncia e facilitar sua motilidade. Esse
pressuposto foi sugerido por Gottig e colaboradores (2009), ao estudarem mutantes
com deficiéncia para a enzima XacFhaB. Quanto maior a quantidade de EPS, maior
devera ser a movimentacéo da bactéria (MURRAY; KAZMIERCZAK, 2008).

Por outro lado, observamos que o mutante AXAC0024 que produz mais
xantana in vitro, ndo alterou significativamente a formacdo de biofilme. Duas
hip6teses podem ser sugeridas: na primeira, 0 EPS goma pode ndo ser o Unico
responsavel pela formacdo de biofiilme e que as adesinas de Xac também s&o
essenciais para este processo; ha segunda, o experimento realizado neste trabalho,
em um tempo de 48 horas, ndo forneceu o tempo necessario para que o mutante
AXACO0024 formasse biofiilme em quantidade estatisticamente diferente de Xac
selvagem na superficie abiotica. Acredita-se que um prazo de 96 horas seria o
tempo ideal para avaliar a producdo de biofilme nos dois isolados, quando ent&o
diferenca significativa poderia ter acontecido. Esta segunda hipotese esta baseada
no fato de que o biofilme é composto por EPS (como a goma) DNA e proteinas. Se o
mutante AXACO0024 produziu mais goma que a Xac selvagem, consequentemente,
esperar-se-ia que produzisse mais biofilme também. Em Xac os exopolissacarideos
produzidos constituem a maior parte da estrutura do biofilme maduro (COSTERTON
et al., 1995; LI; WANG, 2011b; RIGANO et al., 2007).

A goma xantana € o principal EPS produzido pelo género Xanthomonas e
desempenha um importante papel na sua sobrevivéncia, protegendo-a contra a luz
UV, congelamento e dessecacdo (MEYER; BOGDANOVE, 2009) e, também, atua
na formacgédo dos sintomas, uma vez que com a multiplicacdo da bactéria no mesofilo
juntamente com a goma, ocorre perda do espaco intercelular, impulsionando a
planta a aumentar a captacdo de agua pelos capilares, produzindo assim, o
fendmeno de “water soaking” ou encharcamento como sintoma caracteristico da
infeccdo por Xac (PADMANABHAM; VIDHYASEKARAN; RAJAGOPALAN, 1974). A
habilidade de produzir exopolissacarideos também tem sido correlacionada com a
viruléncia de varias outras bactérias fitopatogénicas, principalmente de
Xanthomonas spp. (DHARMAPURI; SONTI, 1999; KATZEN et al., 1999), como por
exemplo, X. campestris pv. campestris, X. oryzae pv. oryzae e X. citri subsp. citri
(BUTTNER; BONAS, 2010). Os mutantes com deficiéncia na producdo de xantana
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de varias Xanthomonas mostram viruléncia reduzida em comparacdo com bactérias
selvagens (DUNGER et al., 2014; RIGANO et al., 2007).

Os passos iniciais da sintese de EPS néo sao ainda bem esclarecidos, mas
sabe-se que proteinas de membrana estdo envolvidas nesse processo (BIANCO et
al., 2014). Por exemplo, a proteina que comanda a biossintese das unidades
pentaméricas repetidas do polissacarideo xantana, GumB, é uma proteina de
membrana (GALVAN et al., 2013) e faz parte do operon composto por 12 genes
(gumB-M) (KATZEN et al., 1998). Correlacionando essas informacdes com a ORF
XACO0024, sendo esta uma proteina possivelmente aderida a membrana interna,
poderia ela, além da funcéo sugerida na divisao celular, estar envolvida também na
producdo de goma xantana, como um fator na producédo de viruléncia. Foi sugerido
gque a mutacdo na proteina YibP, homdloga a ORF XAC0024, e ancorada a
membrana interna de E. coli, inibiu a divisdo celular e a formacdo do anel FtsZ a
42°C, sem a inducdo de SOS, levando a formacdo de células filamentosas com
multiplos nucleoides (unidas em cadeia) e, finalmente, a lise celular (ICHIMURA et
al., 2002; BERNHARDT; DE BOER, 2004). Esta informacéo, se tomada para a ORF
XAC0024 juntamente com a sua dificuldade em formar agregados, corrobora com a
maior producédo de exopolissacarideo goma pelo AXAC0024.

Ora, se a divisdo celular estd prejudicada, é obvio que a bactéria ndo
conseguira se manter por muito tempo no apoplasto foliar, aberracdes na estrutura
celular impede o bom funcionamento da mesma e o desvio das moléculas pré-
formadas de defesa da planta. Esse estresse sofrido pela sua prépria estrutura, em
conjunto com o ambiente, levaria 0 mutante AXAC0024 a se multiplicar por apenas
algumas geracoes até sofrer lise celular, impossibilitando desta forma, a formacéo
de sintomas de cancro na mesma propor¢cdo que a Xac 306. Porém, especula-se
que este argumento ndo deve ser o0 Unico a justificar a diminuicdo da multiplicacdo e
guantidade de bactérias no apoplasto foliar, exposto na curva in vivo deste trabalho.
Ha evidéncias de que ela tem parte no processo das vias de regulacdo da viruléncia
de Xac. A expressao da proteina da ORF XAC0024 poderia estar sendo regulada
pelo sistema de secrecéo tipo Il, que também coordena a expressdo de genes de
viruléncia, e a maior quantidade de EPS observado no mutante AXAC0024 pode ser

atribuido & adaptacéo desta via de regulacéo (GOTTIG et al., 2009).
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Jé foi relatado que, em bactérias Gram negativas, o dominio peptidase M23 é
necessario para a divisdo celular mas, em alguns casos, para o desenvolvimento de
viruléncia também. Temos algumas proteinas como exemplo. A proteina LasA é
uma metalopeptidase M23 de Pseudomonas aeruginosa conhecida por estar
envolvida na entrada do patdgeno em células hospedeiras e implicada na
degradacédo da elastina (PARK et al., 2000; PARK et al., 2001). NIpD, uma
lipoproteina de Yersinia pestis da familia peptidase M23 foi demonstrada ser
essencial para o desenvolvimento da viruléncia da peste bubdnica e pneumdnica
(TIDHAR et al., 2009). NMBO0315, Vly e LytM sao peptidases do tipo lisostafina da
familia metalopeptidases M23 dependentes de zinco, sendo NMB0315 de Neisseria
meningitidis sorogrupo B (NMB), Vly de Vibrio cholerae e LytM de Staphylococcus
aureus (WANG et al., 2011; RAGUMANI et al.,, 2008; RAMADURAI; JAYASWAL,
1997).

Proteinas desta familia sdo caracterizadas por um sitio ativo conservado
contendo um motivo HxH, que faz parte do sitio de ligacdo (onde X € qualquer
aminoacido e H é uma histidina) e todas sdo dependentes de zinco (HOOPER,
1994; BOCHTLER et al., 2004). Um mapa de densidade eletronica foi desenhado
para a proteina NMB0315, demonstrando um ion metalico ligado no dominio Ill. Trés
residuos espacialmente adjacentes (His-Asp-His) e duas moléculas de &agua
coordenam esse ion metalico. Duas outras histidinas também participam de
interacBes com o ion metélico através da molécula de dgua. Foi constatado que esta
organizacdo do local ativo é altamente conservada em membros da familia M23
(WANG et al., 2011).

Os trés dominios protéicos individuais de LasA, NipD, NMB0315, Vly e LytM
sdo muito similares entre si (e descritos da mesma forma para Yipb, EnvC e
SMC_prok_B), porém, o arranjo espacial global dos trés dominios sdo distintos.
NMBO0315, Vly e LytM foram relatadas para estarem em um estado conformacional
inativo. As trés proteinas partilham a caracteristica conformacional de usar um
segmento do N-terminal para bloquear o sitio ativo da enzima. Esta evidéncia sugere
que as lisostafinas sdo sintetizadas como uma pro-enzima e necessitam de mais
processamento para se tornarem ativas. Em contraste, o sulco local ativo da

proteina LasA esta bem aberto e pronto para a entrada do substrato. Com base na
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comparacao de NMB0315 com de outras metalopeptidases M23 na sua forma ativa,
foi proposto que a maturagcdo de NMBO0315 requer que o dominio amino-terminal
seja removido. Estas observacdes sugerem que a ORF XAC0024, a qual possui 0s
mesmos dominios protéicos individuais, pode ter um arranjo estrutural similar a
descrita para NMBO0315 e que o seu sitio ativo também pode se apresentar
naturalmente inibido até o momento em que vias metabdlicas responsaveis pela
divisdo celular e/ou viruléncia bacteriana o ative para exercer sua funcao (WANG et
al., 2011).

Como mencionado no item 2.4, outras duas ORFs hipotéticas conservadas
com o mesmo dominio peptidase M23 foi encontrado no genoma de Xac 306, sendo
elas a ORF XAC3898 e a ORF XAC3368. Laia (2007) descreveu que a ORF
XAC3898 esta relacionada com o enderecamento de proteina e a ORF XAC3368
como sendo uma proteina de ligagdo e transporte. Uma pesquisa no “National
Center for Biotechnology Information” mostrou que, diferentemente da ORF
XAC0024, a ORF XAC3898 apresenta um pequeno dominio OapA, descrito como
uma proteina A associada a opacidade (“Opacity-associated protein A”) incluida em
outro dominio, o LysM (motivo envolvido na ligacdo do peptideoglicano e fornecedor
de um sinal de reconhecimento planta-patdgeno, especificas na patogénese
bacteriana). OapA € necessaria para a eficiente colonizacdo da mucosa da
nasofaringe por Haemophilus influenzae, a sua expressdo esta associada a um
fendtipo distintivo de coldnia transparente e é predita para ser segregada. Por outro
lado, a ORF XAC3368 apresenta, diferentemente das outras duas ORFs, um
pequeno dominio FliL, predito como uma proteina associada ao corpo basal flagelar.
Segundo Jenal, White e Shapiro (1994) a rotacao flagelar requer a proteina FIiL,
visto que, eliminagdes no “frame” do gene fliL resultaram em células com um flagelo
sem rotagao.

As informagdes coletadas dessas duas ORFs teve como objetivo dar um
suporte aos resultados obtidos com a ORF XACO0024. Pode-se constatar que,
apesar delas terem outros dominios e tamanhos diferentes, esses fornecem
evidéncias de relacdo com a patogenicidade da bactéria, e se as trés ORFs
compartilham entre si o dominio peptidase M23, significa que provavelmente elas

podem atuar em conjunto em alguma via de patogenicidade e/ou viruléncia da
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bactéria. Se assim for, uma mutacdo em alguma delas, poderia afetar ou ndo o bom
funcionamento das outras, sobrecarregando as suas fun¢gées ou mudando a maneira
de cada uma se comportar.

Quanto ao fato da proteina codificada pela ORF XAC0024 estar amplamente
distribuida em espécies bacterianas de varios filos, ela pode ser considerada uma
proteina ortéloga e extremamente conservada, ndo sendo especifica de Xac. Além
disso, por ser extremamente conservada no Dominio Bacteria, pode-se concluir que
essa proteina tenha uma funcdo ancestral. A funcdo da XAC0024 pode estar
envolvida, por exemplo, com mecanismos de divisdo celular, de defesa ao estresse
ambiental, de obteng&do de nutrientes, entre outros relacionados ao metabolismo
basal bacteriano. Isso justifica ainda mais a necessidade de se conhecer a sua
funcao especifica em XAC.

De acordo com as investigacdes reunidas até aqui, fica dificil atribuir uma
funcdo especifica para a ORF XAC0024. Contudo, com os resultados do atual
estudo foi possivel desvendar a importancia da ORF XAC0024 no desenvolvimento
da viruléncia de XAC e as andlises de literatura forneceram uma boa compreensao
dos dominios preditos a esta ORF. Foi demonstrado que Peptidase M23, EnvC e
SMC_prok_ B estdo correlacionados entre si em estrutura e funcédo, aumentando a
veracidade das predi¢cdes estabelecidas pelos programas de bioinformatica. Porém,
experimentos mais especificos, como a caracterizacdo funcional da proteina,
avaliacdo de sua real forma tridimensional e andlise em microscopia 6ptica do
mutante AXAC0024 necessitam ser realizados para confirmacdo das hipoteses
levantadas neste trabalho. Outros estudos com outras peptidases desta familia
também sao esperados para fornecer uma compreensdo mais completa da inibicéo,
ativacdo e mecanismo hidrolitico das metalopeptidases M23.

Essa € uma primeira evidéncia de que a mutacdo da ORF XAC0024 interfere
na viruléncia, afeta a producédo de goma xantana e a agregacao celular de Xac 306.
A hipotese é de que a proteina codificada pela ORF XAC0024 participe do sistema
de degradacdo do peptideoglicano na divisdo celular em Xac, sendo que

experimentos adicionais sdo necessarios para confirmar ou nao esta hipotese.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, podemos concluir que:

e Através de mutacdo sitio-dirigida, obteve-se o mutante de Xanthomonas citri
subsp. citri, na ORF XAC0024 (AXAC0024), que codifica para uma proteina
hipotética contendo dominios Peptidase_M23, EnvC, PRK11637, SMC_prok_B,
DUF1003 e APG6;

e O mutante AXAC0024 apresenta reducdo dos sintomas de cancro citrico,
demonstrado pela diminuicdo do encharcamento, hiperplasia, hipertrofia e
necrose;

e Os ensaios experimentais in vivo e in vitro demonstraram que o mutante
AXAC0024 tem dificuldades em se desenvolver no apoplasto foliar, porém, ndo
em meio nutritivo, indicando que a proteina XAC0024 ndo € necessaria para a
multiplicac@o da célula in vitro mas € necessaria para a multiplicacdo in planta;

e O mutante AXAC0024 apresentou maior formacédo de goma xantana, diminui¢ao
na capacidade de formar agregados entre suas células e inalterabilidade na
formacdao de biofilme comparado a Xac 306;

e A ORF XAC0024 pode estar relacionada com a viruléncia da Xac, uma vez que
o dominio peptidase M23 ja foi apresentado em outras bactérias como tendo
cooperacao nesse processo. Contudo, outros estudos precisam ser realizados
para poder fornecer uma compreensdo mais completa e exata da atuacao desta

ORF nos mecanismos de viruléncia da Xac.
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