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A Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca aprovou o desenvolvimento do
projeto intitulado “INVESTIGANDO POSSIVEIS INTERACOES FiSICAS ENTRE
COMPONENTES DO SISTEMA DE DETECCAO DE FOSFATO E DO SISTEMA DE
SECRECAO TIPO lIl EM Xanthomonas citri subsp. citri”.



INVESTIGANDO POSSIVEIS INTERAC}()ES FISICAS ENTRE COMPONENTES
DO SISTEMA DE DETECC;AO DE FOSFATO E DO SISTEMA DE SECREC}AO
TIPO Il EM Xanthomonas citri subsp. citri

RESUMO - Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) € um fitopatégeno responsavel por
causar o Cancro Citrico, relacionado a grandes perdas econdmicas para a citricultura.
Esta bactéria utiliza diversos mecanismos moleculares para infectar o hospedeiro,
dentre eles, o Sistema de Secrec¢éo Tipo Il (T3SS), considerado o principal fator de
viruléncia expresso in planta pela Xac. Sabe-se que a ativacao do T3SS é controlada
por dois reguladores: HrpG e HrpX. Porém, os mecanismos que controlam estes
reguladores e posteriormente a expressdo do T3SS in planta ainda s&o pouco
compreendidos. Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa sugerem que a
concentracdo de fosfato inorganico (Pi) presente em meio de cultura ou em espaco
apoplastico, onde a Xac causa a infeccdo em plantas, pode estar relacionado com a
ativacdo do T3SS, sugerindo uma possivel relacdo entre o Pi com os reguladores
HrpG e HrpX. Em Xac, a deteccéo e transportorte do Pi é realizada pelo sistema de
dois componentes (TCS) PhoR/PhoB, codificado pelo operon pho. Afim de averiguar
a possivel relacdo entre PhoR/PhoB com os reguladores do T3SS HrpG e HrpX,
ensaios de modelagem molecular foram realizados, indicando que a proteina PhoR
poderia interagir fisicamente com HrpG, fosforilando-a, e sugerindo um possivel
mecanismo de interacdo entre 0 TCS PhoR/PhoB e os genes reguladores do T3SS.
Para testar a hipotese de interacdo fisica entre HrpG e PhoR, as proteinas
recombinantes PhoR, PhoB e HrpG de Xac foram expressas em células de
Escherichia coli BL21 com a finalidade de realizacédo de ensaios de pull-down. Através
da purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de Ni?*-Sepharose, as
proteinas HrpG e PhoB recombinantes foram obtidas com alto grau de pureza e na
forma soluvel. Entretanto a proteina PhoR se mostrou insollvel em todos os testes de
purificacdo e de renaturacao realizados, impossibilitando a realizagdo dos ensaios de
interacdo fisica até o momento. De qualquer modo, este trabalho representa
importantes avancgos sobre a regulacdo do T3SS em Xac, tendo em vista que até o
atual momento configura-se como o primeiro estudo relacionando o TCS PhoR/PhoB
com HrpG.

Palavras-chave:

T3SS, TCS PhoR/PhoB, expressao heterologa, purificacdo de proteinas.



INVESTIGATING POSSIBLE PHYSICAL INTERACTIONS BETWEEN
COMPONENTS OF THE PHOSPHATE DETECTION SYSTEM AND
TYPE Il SECRETION SYSTEM IN Xanthomonas citri subsp. citri

ABSTRACT - Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) is a plant pathogen that causes
citrus canker, responsible for significant economic losses in citriculture. This bacteria
uses several molecular mechanisms to infect the host, such as the Type Il Secretion
System (T3SS), which is considered the main factor of virulence expressed in plant by
Xac. Activation of T3SS is controlled by two regulators, HrpG and HrpX, however, the
mechanisms that control these regulators and subsequently the expression of T3SS in
planta are poorly understood. Previosuly, our research group identified that the
concentration of inorganic phosphate (Pi) present in culture media or in the apoplastic
space, where Xac causes infection in plants, may be related to the activation of T3SS,
suggesting a possible relationship between Pi and the HrpG and HrpX regulators. In
Xac, the detection and transport of Pi is performed by the two-component system
(TCS) PhoR/PhoB, encoded by the operon pho. In order to investigate the possible
relationship between PhoR/PhoB and the regulators of T3SS HrpG and HrpX,
molecular modeling analyses were performed and indicated that the PhoR protein
could physically interact with HrpG and phosphorylate it, suggesting a possible
mechanism of interaction between TCS PhoR / PhoB and the T3SS regulatory genes
with subsequent activation of T3SS. To test the hypothesis, recombinant forms of
PhoR, PhoB and HrpG were expressed in Escherichia coli BL21 cells for the purpose
of performing pull-down assays. By using Ni**-Sepharose affinity chromatography,
recombinant HrpG and PhoB proteins were obtained with high purity and in their
soluble forms. However, the PhoR protein was insoluble in all the purification and
renaturation tests performed, making the subsequent physical tests impossible.
Nevertheless, this work represents important towards the understanding of T3SS
regulation in Xac, since this is the first study correlating the TSC PhoR /PhoB proteins
and HrpG.

Key words:

T3SS, TCS PhoR/PhoB, heterologous expression, protein purification.
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1. INTRODUCAO

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) € o agente causal do Cancro
Citrico asiatico ou tipo A, doenca que afeta todas as variedades de citros de
importancia econdmica, causando perda na produtividade e consequentemente
grandes prejuizos a citricultura (Graham et al., 2004). Esta bactéria possui 0 Sistema
de Secrecédo do tipo Il (T3SS) como principal fator de viruléncia, responsavel pelo
processo de infeccdo em seus hospedeiros. Este sistema de secrecéo esta presente
em diversas outras bactérias de interesse médico e veterinario, fazendo com que no
decorrer das Ultimas décadas, o T3SS fosse bastante estudado pela comunidade
cientifica. Mesmo com a importancia que este sistema possui para a patogenicidade,
ainda ndo é completamente conhecido os mecanismos de regulacdo do T3SS. Nao
se tem conhecimento, por exemplo, quais sao os estimulos responsaveis pelo controle
e inicio de ativacdo, gerando lacunas que impossibiltam o desenvolvimento de
métodos baseados na inativacdo do T3SS, que levariam ao controle desta e outras
doencas causadas por bactérias portadoras do T3SS.

Estudos de expressédo génica e protedmica realizados em Xac inoculadas em
citros (Citrus sinensis) sugerem que 0s genes do T3SS sdo expressos nos estagios
iniciais da doenca, aproximadamente 72h apés a infeccao (Facincani et al., 2014;
Jacob et al., 2014), o que € consistente com a ideia de que este sistema € o principal
fator de viruléncia utilizado pela bactéria durante o processo de instalacdo no
hospedeiro (Buttner e He, 2009; Buttner e Bonas, 2010). A Xac utiliza o T3SS para
injetar proteinas efetoras dentro das células hospedeiras, alterando as vias de
sinalizacao e principalmente sua resposta de defesa (Hueck, 1998; Boch e Bonas,
2010). Este mecanismo é conservado em diversas bactérias patogénicas de animais
como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enterica serovar
Typhimurium (Jude et al., 2003; Paul et al., 2004; Jennings et al., 2012), e de plantas
como em outras espécie de Xanthomonas e de outros géneros, como Agrobacterium
tumefaciens e Ralstonia solanacearum (Winans, 1990; Yoshimochi et al., 2009).
Diversos estudos baseados em alteragdes nos genes do T3SS de Xanthomonas tém
demonstrado que a delecdo destes genes anulam a capacidade da bactéria de infectar
e colonizar as células do hospedeiro (Qian et al., 2005; Wang et al., 2007; Laia et al.,
2009; Yan e Wang, 2012). Por isso, acredita-se que o estudo detalhado do T3SS

podera levar a elucidacdo do sistema bioldégico responsavel por causar a
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patogenicidade de Xac, e talvez, de outras bactérias patogénicas que utilizem do
mesmo sistema.

Em Xanthomonas, o T3SS é regulado principalmente pelas proteinas HrpG e
HrpX (Wengelnik, Van Den Ackerveken, et al., 1996; Noel et al., 2001; Gurlebeck et
al., 2006). A proteina HrpG é um regulador de resposta (RR) 6rfao de um sistema de
dois componentes (TCS = Two Component System), para o qual ainda nao é
conhecida a proteina histidina quinase (HK) encarregada da fosforilacéo e ativacéao.
Quando HrpG é ativada (possivelmente fosforilada pela respectiva HK desconhecida),
leva a transcricéo e traducgéo do regulador HrpX, que por sua vez, regula a expressao
de muitos genes do regulon hrp, cujos produtos sdo constituintes essenciais do T3SS
(Wengelnik, Van Den Ackerveken, et al., 1996; Noel et al., 2001; Gurlebeck et al.,
2006).

Os genes do regulon hrp sdo induzidos em meios de cultura minimos e no
apoplasto celular, o que sugere a ativagdo do T3SS em resposta a limitacdo de
nutrientes (Schulte e Bonas, 1992; Tsuge et al., 2006). A expresséo do regulon hrp
também é induzida quando a bactéria € colocada em meio de cultura XVM2, pelo fato
de mimetizar as condugdes nutricionais do apoplasto dos hospedeiros (Wengelnik,
Van Den Ackerveken, et al., 1996). Portanto, acredita-se que em resposta aos
estimulos ambientais (no caso, o déficit nutricional) a bactéria induz a expresséo de
seus principais fatores de viruléncia e dessa forma consegue colonizar o ambiente
apoplastico.

Um estudo recente realizado por nosso grupo de pesquisa, baseado em anélises
dos dados de RNA-seq de Xac em condi¢des in vitro e in vivo (Mendoza, 2016), sugere
uma relagcéo direta entre a expressao dos genes do regulon pho e o0 T3SS. O TCS
PhoR/PhoB € o responsavel por controlar a expressao do regulon pho nas bactérias
em resposta as concentracdes de fosfato inorganico (Pi) presentes no ambiente
(Jacobsen et al., 2008; Lamarche et al., 2008). Mendoza (2016) mostrou que a
concentracéo externa de Pi pode ter um papel importante na regulagcéo e expressao
de genes do T3SS, possivelmente servindo como um sinal externo indutor de
viruléncia nesta bactéria, tendo em vista que o nocaute dos genes phoR e pstB (que
fazem parte do regulon pho) resultou na perda de viruléncia, redugéo do crescimento
bacteriano in vivo, limitada agregacéo e formacao de biofilme in vitro, e alteracédo na
expressdo dos genes do T3SS. De fato, a relagéo entre o regulon pho e a viruléncia

das bactérias ja foi observada em alguns organismos, tais como Proteus mirabilis, E.
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coli, Vibrio cholerae, Pseudomonas spp. (Jacobsen et al., 2008; Lamarche et al., 2008;
Crepin et al.,, 2011; Chekabab et al., 2014), entretanto apenas poucos estudos
realizados principalmente com patdgenos de animais (Edwardsiella tarda) relacionam
o regulon pho com a regulagcéao dos genes do T3SS (Rao et al., 2004; Chakraborty et
al., 2011; Chekabab et al., 2014).

Mendoza (2016) também sugeriu, através de andlises de modelagem molecular,
que a HK PhoR poderia fosforilar tanto HrpG como PhoB, devido a alta similaridade
estrutural entre estas duas Ultimas proteinas. Os resultados indicam que PhoR pode
interagir fisicamente com HrpG, utilizando do mesmo mecanismo de fosforilagdo de
PhoB para fosforilar HrpG, e, desta forma, iniciar a cascata de ativagao do T3SS.
Apesar da estrutura cristalografica da proteina HrpG de Xac ainda nao ter sido
descrita, os ensaios de modelagem foram realizados com relativa confiabilidade
devido a esta apresentar significativa similaridade de sequéncia compartilhada com
PhoB (cerca de 44% de similaridade de aminoacidos). Para simular as interacdes
proteina-proteina in silico, as proteinas do TCS de Xac foram sobrepostas as
proteinas do TCS do microorganismo Thermotoga maritima (cédigo PDB: 4JAS)
disponivel no banco de dados Protein Data Bank (Podgornaia et al., 2013). Sendo
assim, testar se as proteinas PhoR e HrpG podem interagir, e, por consequéncia estar
relacionadas com a cascata de ativacdo do T3SS, configura-se como uma importante
proposta que pode elucidar os mecanismos moleculares responsaveis pela ativacao

do principal sistema que desencadeia o inicio do Cancro Citrico.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Xanthomonas e o Cancro Citrico

A citricultura € uma das agroindudstrias brasileiras mais destacadas e de maior
importancia econémica e social para nosso pais e exerce grande impacto também no
ambito internacional, ja que o Brasil € o maior produtor e exportador de suco de laranja
do mundo. No entanto, a industria citricola, assim como qualquer industria
agropecuaria, € ameacada por problemas envolvendo pragas, doencas e problemas
climaticos que diminuem a produtividade da cultura e que dificultam sua venda e
consumo. Dentre as doengas que mais acometem 0s citros, se encontram o Cancro

Citrico e o Greening.(Graham et al., 2004).
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A forma predominante e mais prejudicial da doenca € o Cancro Citrico asiatico
ou cancrose “A”, causada pela Xac. Por atacar a grande maioria das espécies de citros
(Civerolo, 1984), esta bactéria é considerada a mais virulenta do género Xanthomonas
e, portanto, foi selecionada como organismo modelo para o desenvolvimento deste
trabalho. Existem também outras cancroses, como a cancrose “B”, causada pela
bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo B, a cancrose tipo “C”, causada
pela bactéria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C, e a cancrose tipo E,
causada por Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis (Jaciani et al., 2009; Jalan et
al., 2014).

Uma vez em contato com a planta, o fitopatbgeno pode penetrar por aberturas
naturais nos tecidos jovens, como estdmatos e hidatddios ou por meio de ferimentos
em tecidos maduros (Brown, 2001). Além destes mecanismos, a bactéria também
pode ser disseminada pelo do homem, através da maquinaria utilizada durante a
colheita, implementos agricolas e roupas que contenham o in6culo da bactéria. A
dispersdo do Cancro Citrico ocorre geralmente por vento e chuva alcancando
pequenas distancias, dentro da propria arvore ou em arvores vizinhas. Os sintomas
do Cancro podem ser observados nas folhas, ramos e frutos como lesdes circulares,
corticosas, eruptivas, de coloracao parda e circundadas por um halo amarelo (Koller
et al., 1993). Essas caracteristicas tornam os frutos impréprios para o mercado de
frutas frescas, mas néo impossibilitam a extracdo e comercializacdo do suco da fruta,

uma vez que as lesdes néo atingem a poupa das mesmas.

2.2 O Sistema de secrecao do tipo Il

O Sistema de Secrec¢do do Tipo Il (T3SS) € um mecanismo de viruléncia que
diversas bactérias Gram-negativas utilizam para infectar seus hospedeiros. Estima-se
gue mais de vinte e cinco espécies de bactérias Gram-negativas que interagem com
outros organismos, como patdégenos ou como simbiontes, estdo equipados com este
sistema especial de transporte de proteinas (Cornelis, G. R., 2006). Este sistema é
responsavel por injetar proteinas efetoras da bactéria dentro do citosol de células
eucarioticas, interferindo na transducdo de sinais das células hospedeiras,
desarmando a resposta imune e resultando na criagdo de um nicho celular para o
estabelecimento e colonizagdo da bactéria no interior do organismo (Hueck, 1998).

Algumas proteinas da estrutura basal do T3SS de Xanthomonas sédo conservadas na
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maioria das bactérias patogénicas de animais, tais como Yersinia spp., P. aeruginosa,
Shigella flexneri, Salmonella typhimurium, E. coli enteropatogénica e Chlamydia spp.
e fitopatdgenos como Pseudomonas syringae, Erwinia spp., R. solanacearum,
Xanthomonas campestris e Rhizobium spp. (Hueck, 1998; Aizawa, 2001; Cornelis,
Guy R., 2006; Buttner, 2012).

Diversos trabalhos de expressdo génica em Xac (Facincani et al., 2014,
Mendoza, 2016, Hueck, 1998) demonstram que o T3SS é regulado em respostas a
estimulos ambientais, podendo em determinadas situacdes serem reprimidos ou
ativados através de fatores de transcricdo (Koebnik et al., 2006; Buttner e Bonas,
2010). Alguns estudos ainda demonstram que quando a Xac € inoculada em citros, 0s
genes do T3SS sao 0s primeiros a serem expressos nos estagios iniciais da doenca
(Facincani et al., 2014; Jacob et al., 2014), fornecendo mais uma evidéncia da
importancia deste sistema para o inicio do desenvolvimento do cancro.

Para injetar proteinas efetoras dentro da célula do hospedeiro, um aparato do
T3SS denominado injectossoma (ver item 2.2.1) € montado formando duas estruturas:
uma base cilindrica ancorada nas membranas interna e externa da bactéria,
denominada de estrutura basal; e um filamento helicoidal denominado pilus Hrp, que
€ inserido nesta estrutura basal (Figura 1). Estas duas estruturas acopladas permitem
o transporte de proteinas através de um caminho continuo e direto para que 0s
efetores se movam do citoplasma bacteriano para o citoplasma do hospedeiro (Yip e
Strynadka, 2006). Embora haja uma similaridade estrutural entre as proteinas do
injectossoma nos diversos géneros bacterianos, as proteinas secretadas por este
sistema (efetores), variam muito em tamanho, estrutura e fun¢éo de acordo com o tipo
de bactéria (Hueck, 1998; Anderson e Schneewind, 1999; Galan e Collmer, 1999).

O T3SS de Xanthomonas € formado por componentes proteicos que podem ser
subdividos em quatro categorias: aparato de secre¢ao ou injectossoma, chaperonas,
efetores e reguladores de transcricdo (Yan e Wang, 2012). Estes grupos seréo

descritos com maiores detalhes nos topicos seguintes.
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Figura 1 - Modelo da estrutura do aparato do T3SS das bactérias do género
Xanthomonas. Os principais componentes funcionais do aparato T3SS
descritos neste modelo s&o injectossoma, efetores, chaperonas e
reguladores. Fonte: Mendoza (2016).

2.2.1 Injectossoma

O injectossoma em Xanthomonas pode ser também denominado aparato de
secrecéo do tipo Il e ja foi identificado na maioria dos patégenos vegetais tais como
P. syringae, Xanthomonas spp., R. solanacearum, e Erwinia spp (Buttner e Bonas,
2006; Mccann e Guttman, 2008). Este aparato contém varios componentes proteicos
e estruturais que podem ser subdivididos em categorias. Geralmente, nas bactérias
Gram-negativas este conjunto é constituido por mais de 20 proteinas diferentes. Em
Xac, este sistema é codificado por um conjunto de 25 genes localizados no locus hrp
(hypersensitive response and pathogenicity), que sado assim chamados por serem
necessarios para causar doenca em plantas suscetiveis e para induzir respostas de
hipersensibilidade em plantas resistentes (Lindgren et al., 1986). Esta resposta de
hipersensibilidade produz sintomas como morte celular no local e lesdes necraéticas,

levando a contencdo do patdgeno no sitio de infecgdo (Mur et al., 2008; Oh et al.,
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2008). Os genes hrp sdo necessarios para a sintese do aparato e também para a
translocacao das proteinas até as células vegetais (Huguet et al., 1998; Rossier et al.,
1999). O aparato, quando montado, pode ser subdividido em anel da membrana

interna, anel da membrana externa, pilus Hrp, translocadores e ATPase (ver abaixo).

Anel de membrana interna - O primeiro aparato proteico do injectossoma a ser
montado é o anel de membrana interna. Esta estrutura é constituida por pelo menos
trés proteinas que englobam a membrana interna, o periplasma e o citoplasma
bacteriano. Este anel interno € funcionalmente semelhante ao corpo basal flagelar
bacteriano, que tem a fungdo em ambos 0s sistemas de servir como base para a
montagem das estruturas (tanto o flagelo quanto o injectossoma) (Yip e Strynadka,
2006). Uma proteina importante que faz parte do anel de membrana interna € a HrcV,
que consiste em oito hélices transmembranas e uma regido -citoplasmatica
(denominada HrcVC). Estudos revelam que HrcVC é essencial para que esta proteina
se ligue aos substratos do injectossoma, incluindo a proteina formadora do pilus
(HrpE), e proteinas efetoras. (Hartmann e Buttner, 2013). Outra proteina que esta
relatada em fazer parte do anel de membrana interna é a HrcJ, que interage com HrcV
e com HrcC, possivelmente ligando as membranas interna e externa do T3SS em
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Wen-Xiang et al., 2010). Além destas, estudos no
fitopatdgeno X. campestris pv. vesicatoria predizem outras cinco proteinas que fazem
parte da estrutura da membrana interna: HrcD, HrcR, HrcS, HrcT, HrcU. Este estudo
verificou também que estas proteinas sao conservadas em outros organismos, Como

por exemplo na bactéria Yersinia (Berger et al., 2010).

O anel de membrana externa — O anel de membrana externa é composto por
apenas um componente proteico, a secretina. (Yip e Strynadka, 2006). A familia das
secretinas sdo amplamente dispersas em muitas bactérias Gram-negativas, e fazem
parte de varios outros sistemas, além do T3SS, como no transporte e secre¢ao do tipo
II, IV e outros. (Thanassi e Hultgren, 2000). Esta estrutura de anel externo forma um
canal (ou poro) e possui a fungdo de ancoragem e estabilizagdo do pilus. Entretanto,
esta estrutura ndo tem a capacidade de mediar diretamente a transducdo das
proteinas efetoras (esse anel ndo consegue injetar as proteinas), estando este anel
apenas envolvido com a estabilidade da agulha do injectossoma (Yip e Strynadka,

2006). Em X. campestris pv. vesicatoria foi revelado que a proteina HrpA é a secretina
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gue esta localizada na membrana externa (Wengelnik, Marie, et al., 1996). Este anel,
diferentemente do anel de membrana interna, ndo compartilha homologia com o

sistema flagelar (Yip e Strynadka, 2006).

O pilus - O pilus Hrp é a estrutura helicoidal que confere o formato de agulha
(ou tubo) do injectossoma, fornecendo um canal de transporte de proteinas através
da interface hospedeiro-patdégeno. Foi observado que o pilus em patdégenos de plantas
sdo mais longos do que nas bactérias patogénicas de animais, provavelmente pelo
fato de que a parede celular de plantas é mais espessa do que a membrana celular
animal, constituindo um obsticulo maior para transportar as proteinas efetoras entre
bactérias patogénicas e seus hospedeiros (Buttner e He, 2009). O componente
principal do pilus que € exclusivo do género Xanthomonas, € a proteina HrpE, de
aproximadamente 9 kDa. HrpE forma um pilus delgado de 8-10 nanOmetros de
diametro e até 4 micrometros de comprimento. Mutacées no gene hrpE fazem com
gue a bactéria perca a capacidade de induzir a doenca nas plantas suscetiveis e
resposta de hipersensibilidade nas plantas resistentes. Por isto, HrpE é considerada
essencial para o funcionamento do T3SS (Weber e Koebnik, 2005).

Apesar do pilus ser composto basicamente apenas pela proteina HrpE, sua
estrutura depende da proteina HrpB2, pois estudos de microscopia eletronica
relevaram que a HrpB2 localizada no periplasma atua como base para insercéo do
pilus (Hartmann et al., 2012). Outros estudos em X. campestris pv. vesicatoria
demonstram que além de HrpB2, a proteina HrpB1 também auxilia nestes processos,
e juntas elas formam um complexo no periplasma se associando com a membrana

interna e externa do T3SS. (Hausner et al., 2013).

Os translocadores - Apesar do pilus Hrp formar um caminho continuo até o
citosol do hospedeiro, ele ndo é capaz de injetar as proteinas efetoras dentro da
célula. Portanto, as cepas que nao possuem as proteinas translocadoras conseguem
secretar a proteina efetora, mas sédo incapazes de injeta-las nas células-alvo. Em
outras palavras, somente a “agulha” é insuficiente para mediar a translocacao (Sory
e Cornelis, 1994). Para a correta translocacdo de efetores, o pilus Hrp € ancorado no
poro que € formado pelas proteinas translocadoras, e assim é feita a “entrega” direta
das proteinas efetoras na célula hospedeira. Uma dessas estruturas, recentemente

identificada em Yersinia enterocolitica, € formada por uma Unica proteina, LcrV
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(Mueller et al., 2005; Deng et al., 2017). Em trabalhos realizados em X. campestres
pv. Vesicatoria, foi verificado que a proteina HrpF funciona como translocadora, se
unindo a bicamada lipidica da célula vegetal, formando poros na membrana vegetal e
possibilitando a translocacéo das proteinas para dentro da célula hospedeira. Foi visto
também nestes estudos que ela é necessaria para a interacao planta-patégeno, porém
dispenséavel para a secrecéo dos efetores do T3SS (Rossier et al., 2000; Buttner et
al., 2002).

ATPase - As ATPases sao envolvidas em uma grande variedade de processos
biolégicos. No sistema T3SS, uma ATPase é encontrada na membrana interna da
célula bacteriana (Pozidis et al., 2003) e possui a propriedade de interagir com as
chaperonas (descrita no tépico 2.3.2) e com as proteinas efetoras (topico 2.3.3). Estas
interagcOes resultam na dissociacao de complexos proteicos e no desdobramento do
dominio efetor das proteinas efetoras para que estas se insiram no pilus e sejam
translocadas. De maneira geral, a ATPase € necessaria para dar energia via hidrélise
do ATP ao processo de secrecao dos efetores desempenhando papel de recrutadora
e selecionando corretamente os efetores a serem translocados (Galan e Wolf-Watz,
2006).

2.2.2 Chaperonas

Quando a bactéria detecta um ambiente com baixa disponibilidade nutricional
(como no apoplasto), ocorre a ativacdo da expressdo dos genes do T3SS e, por
consequéncia, uma grande quantidade de proteinas efetoras € produzida. Entretanto,
esta grande quantidade de proteinas ndo é rapidamente translocada para as células
vegetais; elas permanecem armazenadas no citoplasma bacteriano associadas a
outras proteinas chamadas de chaperonas até serem translocadas. A chaperonas
previnem possiveis interagfes dos efetores com outras proteinas durante o tempo de
armazenamento no citoplasma bacteriano (Page e Parsot, 2002).

As chaperonas no género Xanthomonas também auxiliam na montagem e
homeostase do T3SS, direcionando os efetores até o aparato de secrecdo (Wattiau
et al., 1994; Feldman e Cornelis, 2003). Para isso, as chaperonas se ligam aos
efetores pelo dominio CBD (domino de ligag&o as chaperonas) que fica localizado nos

100 primeiros aminoacidos da proteina efetora (Wattiau et al., 1994; Feldman e
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Cornelis, 2003; Cornelis, Guy R., 2006). A auséncia destas proteinas resulta na falta
de secrecao dos efetores. Tal fato foi verificado na bactéria X. oryzae pv. oryzae onde
foi visto que quando ha mutacfes nas chaperonas HpaB e HpaC, a bactéria perde a
capacidade de secrecao (Feldman e Cornelis, 2003; Furutani et al., 2009).

As chaperonas podem ser subdivididas em trés classes. A classe | é a principal
de patdgenos de plantas, e reconhece um ou varios efetores e ja foram descritas no
género Pseudomonas e Erwinia (Gaudriault et al., 1997; Van Dijk et al., 2002). A
classe Il sdo as chaperonas que auxiliam na formacdo de poros na membrana, e a
classe lll esta relacionada com as chaperonas do sistema flagelar (Wattiau et al.,
1994; Parsot et al., 2003; Cornelis, Guy R., 2006).

2.2.3 Efetores

As proteinas efetoras sdo injetadas nas células vegetais através do T3SS,
acarretando na patogenicidade nas plantas suscetiveis, e causando resposta de
hipersensibilidade nas plantas resistentes. Em Xanthomonas e nas fitobactérias
Gram-negaticas de forma geral, cerca de 25 proteinas efetoras diferentes séo
injetadas no interior das células vegetais. Suas fun¢bes sdo diversificadas e
desempenham um importante papel na interacdo planta-patdégeno (Kay e Bonas,
2009). Apesar de diversos dominios proteicos serem conservados entre diferentes
espécies, a funcao especifica da grande maioria dos efetores de T3SS ainda nao foi
elucidada (Kay e Bonas, 2009).

Em R. solanacearum e Xanthomonas, foi identificado os efetores da familia TAL
(transcription activator-like), que induzem diretamente a expressdo de genes das
células vegetais, podendo contribuir para a multiplicacdo bacteriana no ambiente
apoplastico, desenvolvendo os sintomas do cancro e ainda auxiliando na
sobrevivéncia epifitica (Gurlebeck et al., 2006). At¢é o momento, poucos efetores
responsaveis pela supressao das respostas de defesa das plantas sdo conhecidos.
Porém estudos em X. camprestris pv. vesicatoria verificaram que os efetores XopX
sé@o capazes de suprimir as reacOes de defesa da planta e ajudam a aumentar as
lesdes da doenca (Metz et al.,, 2005; Kay e Bonas, 2009). E um outro estudo foi
demonstrado que alguns membros da familia AvrBs3 conferem a agressividade e

viruléncia da Xanthomonas, sendo que estes ainda sao capazes de suprimir a inducéo
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das respostas de defesa da planta (resposta de hipersensibilidade) (Fujikawa et al.,
2006).

2.2.4 Reguladores

As proteinas reguladoras atuam controlando a expresséo dos genes do T3SS
através da percepcao nutricional no meio em que bactéria se encontra. Portanto, os
genes do T3SS sao induzidos provavelmente por multiplas vias de transducéo de
sinais. Quando ha escassez de nutrientes no ambiente, a bactéria ativa a expressao
do T3SS e quando ha abundancia de nutrientes estes genes sao reprimidos (Tang et
al., 2006).

De maneira mais especifica, 0s genes do regulon hrp sédo os responsaveis pela
expressdo de constituintes estruturais do T3SS. A expressao do regulon hrp é
controlada principalmente pelos reguladores, HrpG e HrpX. A proteina HrpG € um
regulador de transcricdo pertencente a familia OmpR, responsavel pela ativacao da
expressdo de HrpX e HrcC em Xanthomonas. A proteina HrpX € uma outra ativadora
de transcricdo que controla a expressao de diversos outros genes do regulon hrp.
(Wengelnik, Van Den Ackerveken, et al., 1996; Guo et al., 2011). Estima-se que juntos,
HrpG e HrpX regulam cerca de 24 genes estruturais e 23 genes efetores do T3SS
(Guo et al., 2011). Além do T3SS, esses genes regulam também alguns genes do
sistema de secrecéo do tipo Il (Guo et al., 2011).

Apesar da importancia de HrpG para a indugédo do T3SS e consequentemente
para o inicio da viruléncia bacteriana, ndo sdo conhecidos qual ou quais os estimulos
gue o ativam. Apenas se tem conhecimento de que HrpG é uma proteina da familia
das RR de um TCS componentes. O TCS é composto por duas proteinas: uma HK e
uma RR. A HK é responsavel por captar sinais extracelulares, se autofosfosforilando
e transferindo o grupo fosfato para a sua respectiva RR, levando a ativacédo do regulon
hrp (Figura 2). (Wengelnik, Marie, et al., 1996; Alegria et al., 2004).
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Figura 2 - Esquema da regulacéo do T3SS por HrpG e HrpX, evidenciando captagéo
de um estimulo ambiental (desconhecido) e as interacées entre uma HK
ainda nao identificada (Hrp?) e a RR HrpG. Quando fosforilada, HrpG leva
a expressao de HrpX que por sua vez ativa a expressao de outros genes
do regulon hrp. Fonte: Wengelnik, Marie et al. (1996)

2.3 O sistema de dois componentes

Os organismos vivos possuem a capacidade de identificar alteragcbes do
ambiente e captar sinais extracelulares para se adaptarem ao meio. As bactérias,
utilizam vias de sinalizacdo denominadas sistema de transducdo de sinal ou TCS
(West e Stock, 2001). O TCS atua na transducado de sinais em resposta a estimulos
ambientais, tais como limitacdo nutricional, alteracdes de pH, osmolaridade ou
presenca de toxinas (Mitrophanov e Groisman, 2008). Estes sistemas sdo compostos
por proteinas que ajudam as bactérias e fungos a sobreviverem no meio ambiente, e
por isto sdo consideradas promissoras para hovas pesquisas antimicrobianas (Wang,
C.etal, 2013).

Os TCSs de procariotos sdo compostos por uma proteina HK que capta os sinais
extracelulares e os transmite para as vias intracelulares, e uma proteina RR que é
responsavel pela regulacdo de genes especificos (Figura 3) (Lamarche et al., 2008;
Crepin et al., 2011). A transduc¢éao de sinal ocorre quando a HK, localizada na regido
transmembrana, autofosforila-se e transfere um grupo fosfato para sua respectiva RR,
gue por sua vez, leva as bactérias a se reprogramarem rapidamente, alterando a

transcricdo de genes alvo (Stephenson e Hoch, 2002; Wang, C. et al., 2013). Apesar
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destes sistemas serem necessarios para a adaptacdo bacteriana, ha estudos que
indicam que os TCSs ndo sdo essenciais para sobrevivéncia dos microrganismos
(Grebe e Stock, 1999). Nos topicos seguintes serdo abordados as estruturas e fungdes

de cada um dos componentes do TCS.

i " Phosphoryl transfer \&
oy s OH A
% & His S
o i oA\
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— ;Input p HisK ) [ REC HOutput B

Figura 3 - Diagrama esquematico de um TCS. Um estimulo ambiental é captado, a HK
(HisK) em amarelo autofosforila-se e transfere um grupo fostato para a
proteina RR em verde. Fonte: Gao et al. (2007).

2.3.1Histidina quinase

A maioria das HKs sao proteinas ligadas a membrana com um dominio de
deteccdo periplasmatico (N-terminal) ligado a um dominio citoplasmatico (C-terminal).
Os dominios sensores podem ser variaveis de acordo com a HK, refletindo na
captacao de diversos sinais ambientais diferentes dos quais as HKs séo responsaveis
(West e Stock, 2001).

A primeira HK para a qual informacgé&o estrutural tornou-se disponivel para toda
a porcao citoplasmatica foi obtida pelo estudo do micro-organismo T. maritima (Marina
et al., 2005). Estudos mais recentes relataram a estrutura cristalina da HK do patdégeno
Streptococcus mutans (Figura 4) (Wang, C. et al., 2013). Neste estudo foram descritos
a regido citoplasmatica completa da HK Vick e suas respectivas funcées. O dominio
PAS tem a funcdo sensora na maioria das HKs, e € capaz de responder a alteracdes
no potencial redox, na concentracdo de oxigénio e luminosidade, e a presenca de
moléculas no ambiente. Alteragcdes ou mutacdes neste dominio podem afetar a
estabilidade de toda a HK (Ponting e Aravind, 1997; Moglich et al., 2009; Wang, Chen
etal., 2013; Wang, C. et al., 2013). Ja o dominio HAMP € o responsavel pela mediacao
da transducao de sinais transmembrana (Albanesi et al., 2009; Parkinson, 2010). O
dominio de ligagdo do ATP (denominado dominio CA) juntamente com a porgdo C-

terminal da HK sao as regides responsaveis por fosforilar um residuo de histidina no
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meio das hélices denominadas dominio DHp; o sitio ativo da HK esta presente nestes
dois ultimos dominios citados (DHp + CA) (Wang, C. et al., 2013).

HAMP

PAS

DHp/CA

Figura 4 - Estrutura geral da HK VicK de S. mutans e seus dominios HAMP, PAS,
DHp/Ca correspondentes. Fonte: Wang, Chen. et al. (2013).

2.3.2 Regulador de resposta

Os RRs funcionam como interruptores moleculares que s&o controlados pela
atividade das HKs. Essa ativacdo ocorre quando uma proteina HK se autofosforila e
transfere o grupo fosfato para um residuo de acido aspartico (Asp) no respectivo RR.
A fosfotransferéncia da HK para o RR resulta na ativacdo do RR e na geracado da
resposta na via de sinalizacdo. Estas proteinas geralmente possuem uma estrutura
de dois ou mais dominios, com um dominio regulador N-terminal conservado (também
denominado dominio receptor) e um dominio efetor C-terminal varidvel. Os dominios
reguladores dos RRs interagem com as HKs fosforiladas, catalisam a transferéncia de
um grupo fosfato para um dos seus proprios residuos de Asp, e catalisam a propria
autofosforilagcdo. A autofosforilagdo deste dominio acarreta na ativacdo do dominio
efetor que, por sua vez, induz uma resposta especifica (podendo ser transcricdo de
genes especificos ou interacbes com outras proteinas) (West e Stock, 2001). O
dominio efetor variavel das RRs permite que os RRs funcionem como adaptadores
moleculares, ativados por fosforilagdo que associam uma ampla variedade de

comportamentos celulares a estimulos ambientais (Rong Gao 2007). Na maioria dos
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sistemas procarioticos, o RR ativado atua como um fator de transcrigdo (West e Stock,
2001).

2.3.3 Relacéo do T3SS com o TCS PhoR/PhoB

O fosfato inorganico (Pi) € um nutriente de grande importancia para o
crescimento e desenvolvimento bacteriano (Lamarche et al., 2008). Nas bactérias, o
mecanismo utilizado para detectar e transportar o Pi extracelular € controlado pelo
TCS PhoR/PhoB (Lamarche et al., 2008; Hsieh e Wanner, 2010). Este controla a
expressdo do regulon pho nas bactérias em resposta as concentracfes de Pi
presentes no ambiente. Quando as bactérias se multiplicam em condi¢cfes limitadas
de Pi, a proteina PhoR fosforila a PhoB que, por sua vez, ativa a expressao dos genes
do regulon pho (Lamarche et al., 2008). Diversos estudos ja demonstraram uma
possivel relacdo entre o regulon pho e a viruléncia de Xac (Jacobsen et al., 2008;
Lamarche et al., 2008; Crepin et al., 2011); porém, apenas poucos estudos, realizados
principalmente com patdégenos de animais, relacionam o regulon pho com a regulagdo
dos genes do T3SS (Rao et al., 2004; Chakraborty et al., 2011; Chekabab et al., 2014).
PhoB e o regulador HrpG fazem parte da mesma familia de proteinas, ambas sendo
RR de um TCS. Porém, enquanto a HK PhoR é quem fosforila e ativa PhoB, em um
sistema ja descrito em diversas espécies de bactérias, ainda ndo se tem conhecimento
de qual HK interage com o RR 6rféao HrpG.

Em um estudo previamente realizado por Mendoza (2016) utilizando técnicas de
RNA-Seq e real time-PCR com Xac, foi demonstrado que altas concentragcdes de Pi
suprimem significativamente a expressao do T3SS (Figura 5), indicando uma possivel

relacdo entre PhoR/PhoB e o desencadeamento do Cancro Citrico (Mendoza, 2016).
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Figura 5 - Efeito do Pi sobre a expresséao de trés genes do T3SS em Xac no meio de
cultura XVM2. O meio XVM2 normal (representado pela coloracdo escura)
com baixa concentracao de Pi, simulando as condi¢des que a Xac encontra
in planta, acarretou na superexpressao do T3SS. No meio XVM2 com altas
concentracfes de Pi € demonstrado que ha uma drastica diminuicdo da
expressao dos genes de T3SS (representado pela coloragéo clara) Fonte:
Mendoza (2016).

Foi entdo levantada a hipétese de que PhoR fosse o receptor HK também de
HrpG. Andlises preliminares de interacéo fisica in silico entre PhoR e HrpG foram
efetuadas por meio de modelagem molecular. Apesar da estrutura cristalografica de
HrpG de Xac ainda ndo ter sido descrita, sua modelagem foi realizada com relativo
sucesso devido a alta similaridade de sequéncia de aminoacidos que esta compartilha
com PhoB, cuja estrutura estda disponivel nos bancos de dados publicos. As
modelagens sugerem que o receptor PhoR poderia de fato interagir com HrpG e
possivelmente usar o mesmo mecanismo de fosforilagdo de PhoB para fosforilar HrpG
(Figura 6). Portanto, este poderia ser um dos mecanismos moleculares de regulacéo
e ativacdo da expressdo dos genes do T3SS, acarretando no inicio do

desenvolvimento do Cancro Citrico.
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Figura 6 - Modelagem molecular das proteinas PhoR, PhoB e HrpG de Xac. Regibes
modeladas em PhoR, PhoB e HrpG que poderiam estar envolvidas no
processo de fosforilacdo sdo mostradas em destaque. Os modelos
estruturais foram gerados no servidor on-line  Swiss-model
(http://swissmodel.expasy.org/interactive). O programa utilizado para a
visualizacdo gréafica de todas as estruturas tridimensionais foi o PyMOL
(PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schrodinger, LLC)
Fonte: Mendoza (2016).

Partindo-se do principio de que ndo é conhecida nenhuma forma eficaz de
controle e eliminagédo do Cancro Citrico, acarretando em grandes perdas econémicas
para o Brasil e para mundo, torna-se indispensavel a necessidade de estudos que
elucidem os mecanismos iniciais da expressao do T3SS, ja que 0 mesmo € o principal
fator de viruléncia em Xac. Além de ser um mecanismo chave em Xanthomonas, é
conhecido que esses mecanismos sao conservados em outras bactérias patogénicas.
Dessa forma, se a hipotese de que PhoR fosforila tanto PhoB quanto HrpG for
confirmada, novas alternativas poderéo ser desenvolvidas como formas de controle e
erradicacdo, ndo apenas para o Cancro Citrico, como também para o controle de

outros patdégenos que utilizam do mesmo sistema de secrecao.

2.4 Expresséo Heterdloga de Proteinas
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As proteinas sdo moléculas essenciais para 0s processos biolégicos. O
entendimento de suas funcdes e interacdes podem gerar diversos avancos na area
biotecnolégica. Uma das formas de se detectar as funcdes proteicas é purificando-as
e analisando sua estrutura, atividade e interacdes fisicas com outras moléculas
(Nelson; Cox, 2011).

Em organismos em que as proteinas de interesse sSao pouco expressas,
comumente sado utilizadas as técnicas de expressao heterdloga para se obter material
suficiente para estudos. Esta técnica utiliza principalmente a tecnologia de DNA
recombinante para inserir o gene codificador da proteina de interesse em outros
organismos (geralmente bactérias) que normalmente ndo a produziriam, com a
finalidade de producédo em larga escala da proteina de interesse (Vieira. 2004). Esta
técnica é bastante utilizada para producdo de novos medicamentos, baseados na
obtencdo de proteinas que possuem acéao terapéutica (Angov et al., 2011).

Um dos organismos mais utilizados para expressao heteréloga de proteinas é
a bactéria E. coli devido ao vasto conhecimento da genética e fisiologia deste
organismo, além da facilidade de manuseio e armazenamento, e tempo de
crescimento aliado a sua relativa simplicidade molecular (Hunt, 2005). Entre as
linhagens de E. coli mais utilizadas esta a BL21, pois ela apresenta rapido
crescimento, e ndo oferece riscos ao manuseio. Além destas caracteristicas ela ainda
possui auséncia de algumas proteases que poderiam degradar e interferir durante o
processo de purificacdo das proteinas de interesse (Sorensen e Mortensen, 2005).
Além do organismo, sdo ainda necessarios a correta escolha dos sistemas de
expressdo, que em bactérias sdo plasmideos que podem induzir a expressdo das
proteinas heterdlogas.

Um sistema de expresséo disponivel e comumente utilizado é o The Champion®
pPET SUMO (Invitrogen). Este sistema utiliza o gene da RNA polimerase retirado do
bacteriéfago T7, para potencializar a expressdo dos genes heterélogos que forem
inseridos neste vetor. A inducdo do sistema T7 é realizado através da presenca do
composto isopropil B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) (Hunt, 2005; Samuelson, 2011).
O pET SUMO adiciona a proteina recombinante uma calda de histidina (6xHis) na
porcdo N-terminal, e uma regido SUMO que auxilia na solubilidade da proteina
recombinante. A calda His pode ser utilizada posteriormente para purificagdes em

coluna de afinidade (como a de Niquel ou Zinco). Normalmente, a presenca de varios
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residuos de histidina nas extremidades das proteinas € incomum, portanto, a cauda

pode ser utilizada para auxiliar nos processos de purificagao (Gaberc-porekar, 2001).

2.5 Purificacdo de Proteinas

Partindo-se do fato de que as células possuem uma grande diversidade de
proteinas, diversas técnicas ao longo dos anos foram desenvolvidas a fim de facilitar
0 processo de purificacdo. Atualmente existem os métodos classicos, que visam se
apropriar das caracteristicas naturais de cada proteina (tamanho, carga, e
propriedades de ligacdo) para a separacao eficiente das mesmas, e também os
métodos modernos que contam com clonagem de DNA, sequenciamento e expressao
heterdloga de proteinas (Nelson; Cox, 2011). Ambos os métodos tém como objetivo
produzir a proteina de interesse com alta eficiéncia e produtividade, e podem ser
usados em combinagao.

Em um processo de purificacdo de proteinas, € preciso que conformacao nativa
e as atividades das proteinas sejam mantidas. Tendo em vista esses objetivos, uma
técnica muito utilizada e considerada como um dos melhores métodos de purificacédo
€ a cromatografia de afinidade. Para realizar a cromatografia de afinidade, é
necessario que a proteina tenha afinidade a algum ligante que esteja fixado na coluna
(fase estacionaria). Desta forma a separacdo das proteinas de interesse ocorre com
consideravel seletividade. Uma das estratégias que tem sido utilizada para a
purificac@o de proteinas heterélogas por coluna de afinidade € a utilizagdo de caudas
de histidina (His) associadas as proteinas. Essas caudas adicionadas nas
extremidades das proteinas recombinantes, exibem afinidade para metais como zinco
(Zn) e niquel (Ni), que se encontram fixados na coluna (Saraswat et al., 2013). Estima-
se que este processo pode promover a retirada de mais de 90% das proteinas
contaminantes.

O processo de purificagao por coluna de afinidade pode ser descrito em quatro
principais etapas (Roy; Mondal; Gupta, 2007). Primeiramente é necessario que haja
um sistema de afinidade que ligue a proteina de interesse a coluna de afinidade.
Segundo, a proteina e a coluna precisam ter contato direto, e assim permanecerem
fixadas (ligadas através do complexo proteina-ligante). Em terceiro lugar, é necessario
gque a coluna seja abundantemente lavada para a retirada das proteinas

contaminantes e, por fim, o Ultimo passo consiste na eluicdo das proteinas através da

31



dissociacao do complexo proteina-ligante, permitindo a obtencao da proteina de forma

pura.

3. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi verificar se a proteina receptora PhoR do TCS
PhoR/PhoB de Xac interage fisicamente com o regulador master HrpG. Para isto, 0s

objetivos especificos foram:

e Clonar, expressar e purificar as proteinas recombinantes HrpG, PhoR e PhoB de

Xac em E. coli.

e Realizar ensaios de interacdo fisica entre as proteinas recombinantes HrpG e
PhoR, e entre PhoB e PhoR (controles).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens

A bactéria E. coli DH10B foi utilizada como organismo para amplificacdo dos
vetores recombinantes contendo os genes PhoR, PhoB e HrpG, separadamente. A
One Shot® E. coli BL21 (DE3) pLysS (Invitrogen) foi utilizada como hospedeira para
expressao das proteinas recombinantes HrpG, PhoB e PhoR de Xac. As células de E.
coli foram cultivadas a 37°C em meio Luria-Bertani (LB) [10 g de triptona, 5 g de extrato
de levedura e 10 g de NaCl, por litro], enquanto as transformantes, quando apropriado,

foram cultivadas em meio LB suplementado com canamicina (50 pg / ml).

4.2 Amplificagdo e Clonagem no Vetor de Expresséo

As amostras de DNA utilizadas para as amplificacdes foram provenientes dos
cosmideos da biblioteca de Xac 306 (Da Silva et al., 2002) (cosmideo 0OHO06 para o
gene HrpG e 0OOMHO3 para os genes PhoR e PhoB), que foram extraidos através do
kit “Wizard Plus 96 SV Minipreps DNA Purification System” (Promega), de acordo com

as recomendacdes do fabricante. Foi realizada também, a extragdo do DNA genémico
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de Xac, utilizando-se o kit “Wizard Genomic DNA Purification Kit” (Promega) para
testes de amplificacoes.

Para realizar a clonagem, foi utilizado o vetor pET SUMO (The Champion™ pET
SUMO TA Cloning®), o qual direciona a expressdo de proteinas recombinantes
fundidas na extremidade N-terminal a uma cauda de poli-histidina juntamente com a
proteina SUMO, que auxilia na solubilidade. O vetor esta na forma linear, ndo sendo
necessaria a utilizacdo de enzimas de restricdo. Para que o vetor possa se ligar ao
fragmento de interesse, ele contém em ambas extremidades um residuo de timidilato
nao pareado (5’ overhang), que se emparelha com um adenilato adicionado pela Taq
DNA polimerase ao fragmento de PCR. A calda de His e a proteina SUMO adicionam
um total de 115 aminoé&cidos as proteinas recombinantes.

Considerando a modelagem molecular de Mendoza (2016) (Figura 8), as
possiveis regibes de interacdo das proteinas PhoR, PhoB e HrpG foram utilizadas
para desenhar oligonucleotideos especificos para a amplificacdo de cada regiao
génica correspondente (Tabela 1). As reacdes de PCR consistiram de 200 ng de DNA
cosmidial, 0,5uM de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 U de Tag DNA
polimerase (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific), 1X
tampao (Buffer CG), 3% de DMSO (Dimethyl sulfoxide) e agua ultrapura para um
volume final de 20 L. O termociclador “GeneAmp® Thermal Cycler 9700 (Applied
Biosystems)” foi usado, e os ciclos de PCR utilizados foram: desnaturacao inicial a
98°C por 30 seg., seguida de 30 ciclos de desnaturacao a 98°C por 10 seg., 15 seqg.
de temperatura de anelamento (66°C para HrpG e 57°C para PhoR e PhoB) e
extensdo de 72° C por 15 seg., e uma extensao final de 72° C por 10 min. Ao final da
reacdo, adicionou-se 0,2 uL de Taq DNA polimerase (Fermentas), seguido de
incubacédo a 72°C por 10 min. para adi¢cdo do residuo de adenilato as extremidades
do produto de PCR. Os tamanhos esperados dos produtos de PCR foram analisados
em gel de agarose e em seguida esses produtos foram purificados com o kit “Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System”.

33



Histidina quinase Regulador

P P

I Sensor H kinase ] I Receiver H HTHDNAI
.I( .\\ 3 5

Figura 8 - Modelagem molecular das proteinas PhoR, PhoB e HrpG de Xac. Regibes
modeladas em PhoR, PhoB e HrpG que estéo envolvidas no processo de
fosforilagdo. Fonte: Mendoza (2016).

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para amplificacéo parcial dos genes phoR,
phoB e hrpG.

Nome do oligonucleotideo Sequéncia 5’ -3’ “Amplicon” (pb)
PhoR Forward GATGTCAGCAAGCTGCTG 693

PhoR Reverse CGGTACGAAATGACACGAGAA

PhoB Forward AAACGCATTCTGATCGTC

PhoB Reverse GGTGCGCCGCATCACCGC 360

HrpG Forward GCCGGATCGGTGTTCCTG

HrpG Reverse ATGCGCCACCGGCGATAT 363

Os diferentes produtos de PCR foram ligados individualmente no vetor de
expressao pET SUMO (Invitrogen). Para as ligacdes dos insertos utilizou-se: 1 pL de
tampao de ligacdo (10X, Invitrogen), 100 ng dos produtos de PCR, 100 ng de vetor, 1
ML de T4 DNA ligase (2 U/uL, Invitrogen), e agua ultrapura para um volume final de 10
ML. As ligagdes foram mantidas a 15°C por 16 horas, obtendo-se assim as construgdes
His-SUMO-PhoR, His-SUMO-PhoB e His-SUMO-HrpG.

4.3 Transformacéao Bacteriana e Selecéao dos Clones

As construgbes His-SUMO-PhoR, His-SUMO-PhoB e His-SUMO-HrpG foram

utilizadas para transformagédo em células de E. coli DH10B termocompetentes. Para
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as transformacgdes, 3 yL de cada uma das ligagbes (His-SUMO-PhoR, His-SUMO-
PhoB e His-SUMO-HrpG) foi adicionado em 50 pL de células termocompetentes de
E. coli DH10B, incubadas 30 min no gelo, seguidos por 2 min a 42°C em banho-maria
e inseridas novamente no gelo. Apés o choque térmico, ao tubo, adicionou-se 1 mL
de meio SOC (40 pL de glicose 20% e 40 pL 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 sdédio, 0,2 g de
cloreto de potéassio, pH 7,5 para 1 L)) e incubou-se a 37°C, por 1h sob agitacdo de
250 rpm. Foram plaqueados 100 e 200 uL de células em placas de Petri contendo
meio Luria-Bertani, LB (10 g triptona, 5 g extrato de levedura, 10 g NaCl em 1 L)
contendo 50 yg/mL de canamicina, incubados a 37°C por 16h, para a formacéo de
colbnias isoladas.

Para selecionar as colbnias transfomadas com a constru¢do na orientacao
correta, foram feitas PCRs de col6nia utilizando o primer Forward dos genes de
interesse (hrpG, phoR e phoB) e o primer Reverse do vetor, cuja sequéncia € 5'-
TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3". As PCRs de colbnias foram realizadas utilizando
uma coldnia isolada, previamente crescida em placa de Petri contendo LB adicionada
de canamicina 50 pg/mL. Uma massa da col6nia foi coletada por um palito estéril e
transferida para um tubo de PCR, posteriormente foi adicionado ao tubo 20ul de
tampéo de lise (50mM KCI, 0,1 Tween 20, 10 mM tris HCI, pH 8.8). Os tubos foram
incubados no termociclador “GeneAmp® Thermal Cycler 9700 (Applied Biosystems) ”
durante 30 min a 99°C para a lise eficiente das membranas celulares e exposicéo do
material genético. ApOs esta etapa 4 pL desta amostra foi utilizada como DNA
template para as reacdes de PCR de colbnia. As amplificacbes foram analisadas em
gel de agarose 1%.

As reacOes de PCR de colonia consistiram de 4uL do lisado total, 12,5 uL do
Buffer comercial GoTag® Green Master Mix, 1uM de cada oligonucleotideo (Forward
e Reverse), e agua ultrapura para um volume final de 20 pyL. O termociclador
“‘GeneAmp® Thermal Cycler 9700 (Applied Biosystems) ” foi utilizado, e os ciclos de
PCR foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 2 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 30 seg., 30 seg de temperatura de anelamento (58°C para
HrpG e 49°C para PhoR e PhoB) e extensdo de 72° C por 30 seg., € uma extensao
final de 72° C por 5 min.

Apéds a confirmacgéo da insercdo correta dos genes pelas PCRs de colbnia, os

plasmideos foram entdo extraidos com o kit “Wizard Plus SV Minipreps DNA
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Purification System” (Promega), submetidos ao sequenciamento pelo método de
Sanger para confirmar a integridade das sequéncias, utilizando o primer Forward e
Reverse do vetor (Forward 5-AGATTCTTGTACGACGGTATTAG-3" e Reverse 5'-
TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3") e entéao os vetores com a sequéncia correta foram
introduzidos em células de E. coli BL21 através de transformacéo por choque térmico

com o mesmo protocolo realizado para transformacdo em DH10B.

4.4 Preparacdao de células termocompetentes das estirpes de E. coli DH10B e E.
coli BL21

Ambas as estirpes, DH10B e BL21 foram preparadas para se tornarem
termocompetentes, segundo o protocolo de Sambrook et al. (1989) com alteracdes.
As estirpes foram plaqueadas por esgotamento em placas de Petri contendo meio LB,
mantidas a 37°C por 16 horas em BOD. Apos periodo de crescimento, uma colénia
isolada de cada estirpe for incubada em 5 mL de meio LB liquido e mantido sob
agitacdo a 200 rpm a 37°C por 16 horas no equipamento “Innova 4430 Incubation
Shaker”. ApGs o crescimento, uma aliquota de 1 mL deste material foi transferido para
um frasco contendo 300mL de meio LB liquido, e mantidos sob agitagdo a 200 rpm a
37°C até atingir a DOsoonm entre 0,4 e 0,6.

Apds a amostra atingir a DOsoonm entre 0,4 e 0,6, o frasco contendo os 300 mL
de cultura foi transferido para um banho com agua e gelo durante 30 min, para
estabilizacdo do crescimento bacteriano. Em seguida, esta amostra foi dividida em
seis tubos tipo “Falcon” estéreis e gelados, e estas amostras foram centrifugados a
4°C 3450 g por 12 min. O sobrenadante foi descartado. Em seguida foi adicionado
aos precipitados 10 mL de solucéo de cloreto de célcio (CaCl2 0,1M e glicerol 20%
previamente gelado e estéril). O precipitado de cada tubo foi ressuspendido nesta
solucéo com o auxilio de uma pipeta de volume maximo de 1mL. Apds dissolver todo
0 precipitado, novamente as amostras foram centrifugadas nas mesmas condi¢oes
descritas anteriormente. Esta etapa de adicdo de 10 mL de solugéo de cloreto de
calcio e centrifugacéo, foi realizada duas vezes.

ApoOs as duas etapas de centrifugacéo, os precipitados foram unidos em um so6
tubo do tipo “Falcon” e ressuspendidos em um volume final de 2,5 mL. Apds a unido

das amostras foram retiradas aliquotas de 50uL das células termocompetentes em
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tubos do tipo “Eppendorf” de 1 mL. Estes tubos foram inseridos imediatamente em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados a -80°C.

No dia seguinte foi testado a eficiéncia das células termocompetentes, com o
vetor comercial pUC 19 (Thermo Fisher Scientific). Em um tubo eppendof contendo
50 pl de célula competente, foi inserido 50 ng do vetor. As células permaneceram no
tubo envolto com gelo por aproximadamente 30 min, durante este periodo as células
foram gentilmente agitadas para mistura homogénea entre o vetor e as células. Apos
este periodo o tubo foi transferido para um banho-maria a 42°C por 45 seg e
retornadas imediatamente ao gelo, local a qual foram mantidas por mais 2 min. Estas
células foram recuperadas com a adiacéo de 950 pL SOC (40 uL de glicose 20% e 40
ML 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 sodio, 0,2 g de cloreto de potassio, pH 7,5 para 1 L))
em 1, 5 horas a 37°C sob agitagédo constrante de 150 rpm no “Innova 4430 Incubation
Shaker”.

Ao final deste processo, 200 uL das transformadas foram plaqueadas em meio LB
adicionado de carbenicilina 50 ng/uL, IPTG 50 ng/uL e X-Gal 80 ng/uL. As colbnias
foram contadas apGs o seu crescimento, e o calculo foi estimado levando-se em conta

0 numero de coldnias crescidas divido pelo volume plaqueado.

4.5 Ensaios de expresséao e solubilidade das proteinas

A fim de encontrar as condi¢cdes adequadas para uma producao eficiente das
proteinas recombinantes, varios parametros que afetam o crescimento da cultura e a
expressdo foram testados, incluindo temperatura (16, 20, 28 e 37°C), tempo de
inducao (4, 8 e 16 horas) e concentracéo de IPTG (0,1, 0,2 e 0,4 mM).

ApOs 0s ajustes dos parametros, as células de E. coli BL21 transformadas foram
cultivadas em 5 mL de meio LB suplementado com o antibiético canamicina (50 ug /
mL), partindo-se de uma colbnia previamente isolada. Esta amostra se manteve sob
condi¢bes de agitacao (250 rpm) a 37°C durante cerca de 16 h. Em seguida, 500 pL
desta pré-cultura foi adicionado a 500 mL de meio de LB, contendo o antibiotico
canamicina (50 pg / ml). A cultura foi incubada a 37°C com agitagéo de 250 rpm (New
Brunswick™ Incubator Shaker Series 25) até atingir a DOsoonm = 0,6, quando entao foi
adicionado IPTG a uma concentragéao final de 0,2 mM para induzir a expressao das

proteinas recombinantes. A incubacdo das culturas foi realizada sob diferentes
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condi¢gbes, como descrito abaixo. Para a expressédo de HrpG e PhoR, as culturas
foram mantidas sob agitacéo a 37°C durante 4 horas, enquanto que PhoB foi mantida
a 28°C pelo mesmo periodo de tempo. Em todos os casos as células foram coletadas
por centrifugacao a 4°C e 1880 xg (HITACHI, High - Speed Refrigerated Centrifuge
CR22GlIl) durante 15 min, e ressuspendidas em 100 mL de tampéao PBS 1X (137 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NazHPO4; 2 mM KH2POa4), seguido de nova centrifugacéo,
descarte do sobrenadante e congelamento e armazenamento do precipitado de
células a -80°C. As células, foram descongeladas no gelo, ressuspendidas em 100
mL de tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 300 mM NacCl; 5% Glicerol e 0,1% de
NaN3), sonicadas (pulsos de 10 seqg e intervalos de 10 seg por 5 min), e centrifugadas
a 30.000 xg por 15 min a 4°C, gerando as fracdes soluvel e insollvel. Amostras destas
fracOes foram visualizadas via eletroforese em gel de SDS-policrilamida (SDS-PAGE)

para avaliar a quantidade e solubilidade das proteinas induzidas.

4.6 Purificacdo das proteinas recombinantes

A purificacdo foi feita em cromatografia por afinidade de ions metalicos no
cromatdgrafo Akta Prime Plus FPLC System (GE, Amersham) usando a coluna de
Ni2*-Sepharose® His-Trap Chelating de 5 mL (GE, Amersham). A fracdo sollvel
descrita acima foi inserida na coluna previamente equilibrada com tampdo de
equilibrio A (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NacCl, 5% glicerol, 30 mM imidazol). As
proteinas retidas foram lavadas com cinco volumes de coluna com tampdo A. A
eluicdo das proteinas ligadas a coluna foi feita por um gradiente linear de 0 a 100%
de tampéo B (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 300 mM NacCl, 5% glicerol, 500 mM imidazol).
Foram recolhidas fragdes a cada 2,0 mL com um fluxo de 2,0 mL/min. Todas as etapas
foram analisadas em SDS-PAGE. No caso da proteina PhoR, em alguns testes foram

adicionados aos tampdes (tampéo de lise, tampéo A e tampéo B) 8 M de uréia.
4.7 Didlise e quantificacdo de proteinas

O método de dialise utilizando a membrana Spectrapore (Membrane Tubing, Flat
width 32 mm, didmetro 20,4mm, MWCO 12 — 14.000 kd) foi realizado para retirada de

imidazol das fracdes de proteinas que passaram pela coluna de Ni**-Sepharose. As

amostras de proteinas foram inseridas na membrana, previamente lavada com alcool
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50% durante cerca de 30 min e depois enxaguadas abundantemente com agua
ultrapura gelada. As didlises, de um volume de aproximadamente 15 mL, foram feitas
com 200 mL de tampéao contendo 30mM Tris-HCI pH 7,5; 30 mM imidazol; 150 mM
NaCl; 10% Gilicerol, durante 2 horas, sob agitacdo, a 4°C. Posteriormente, este
tampao foi trocado por 200 mL de tampao sem imizadol (30 mM Tris-HCI pH7,5; 150
mM NacCl; 10% Glicerol), permanecendo por mais 2 horas, com agitagéo, a 4°C.

A quantificacdo das proteinas foi realizada pelo método de Bradford, de acordo

com as recomendacdes do fabricante (Bradford Reagent Sigma-Aldrich).

5. RESULTADOS

5.1 Construcao dos plasmideos de expresséo

Nossa estratégia de construcdo dos plasmideos de expressdo constituiu em
clonar apenas as partes dos genes hrpG, phoR e phoB que codificam as supostas
regibes de interacdo entre as proteinas. Os fragmentos selecionados para clonagem
de cada um dos genes, quando induzidos, levariam a expressao de polipeptideos
cujas sequéncia de aminoacidos encontram-se destacados em cinza na Figura 9
abaixo.

HrpG -

MNDHS PPNAGSVFLLTQDARLVS QVNASTAPTARNVSTFSDELELLRTLRHS PCELLTFDASYVARDDSSLIAWQR
CHSGOPTPLIVLGREDCADNT LAWYRAGAQEVLALPFNSHELHVRAALATSPVAHACPETQHLSVGPYRLIRDENT
VYLDGKPIVLTAREFS TAWLLFSSPGVCFRRCQLAKAVHGSHTEF TDRTMEQHT YKTRKKLQLSSDS SAVRIRTVY
SHGYKLELALHDTEATTMSKAVSPSLGPAHHARAC

PhoR -
MVTPSMPQHIRSAWLKTLGTLALLLGAAVVAGYLIGHVWMALTLTALGVLAWHYWRLRQVLRRLTARQRAE PAAGT
GAWNELDRLLYRSQAEMRARKRRLIEMLRTYRAAAQAL PDAVVVVDRNSQRVOWFNKAAGGLLGLEHPGOMGVS IV
ERLOPLPLAHWLAAGRNAEPMLDAASPADPDLRLNLRLIPYSDDYWLLVARDVSKLLRLE OVRRDEVANVSHELRT
PLTVVHGYLDMLDPEDFPDSGPMLAEMRKQSORMAQLVEDLLTLSRLESQEELGEEHVAMAPML STLRREAEAHSQ
GRHTVEVIDEAGVDLLGSNKELHSAFSNLVTNAVRYTPGGGTVT IRFVREGDGARLAVRDTGYGI PASHLPRITER
FYRVSSSRSRESGGTGLGLS IVKHILGLHQARLDIESEVGRGSEFSCHEVEARVVOREQSVPLSRSA

PhoB -
MQKRILIVDDEPAIRDMVAFALRKGEFEPTHAGDAREAQTAIADRVPDLILLDWMLPGTSGLDLARRWRKEQLTRE
TPITMLTARGEENDRVGGLEAGVDDYVVEPESARELLARIRAVMRRTRE DDEDGSVAVGELR I DGAAHRVFAGDAP
VPIGPTEYRLLHFFMTHPERVYTRTQLLDHVWGGSVYVEERT IDVHIRRLRKTLEPFGLENMVQTVRGSGYRFSSA
T

Figura 9 - Representacdo das sequéncias de aminoacidos que constituem as
proteinas Hrp, PhoR e PhoB de Xac. Areas hachuradas na cor cinza
indicam as regides escolhidas para clonagem no vetor de expresséao pET
SUMO.

Para verificacao da especificidade dos oligonucleotideos, foram realizadas PCRs

com DNA proveniente de cosmideos e com DNA gendmico de Xac para cada um dos
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genes de interesse (Figura 10). As reacdes usando estes oligonucleotidos geraram
produtos especificos independente da fonte de DNA utilizada, exceto para phoB, cujo
uso de DNA gendémico ndo se mostrou satisfatorio. Por este motivo, foi selecionado o
DNA cosmidial para realizacdo de todas as amplificacdes posteriores, cujos produtos

foram utilizados nas clonagens.

HrpG PhoR PhoB
i D 3 4 5 6

750pb-
500pb-

250pb- &

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
(10mg/mL) contendo produtos de amplificacédo das regides codificadoras
das sequencias de aminoacidos mostradas na Figura 9. Coluna M
corresponde ao marcador molecular 1 kb (DNA Ladder Promega);
colunas 1, 3 e 5 correspondem aos produtos de amplificacdo dos genes
hrpG, phoR e phoB, respectivamente, a partir de DNA cosmidial da
biblioteca de Xac colunas 2, 4 e 6 correspondem aos produtos de
amplificacéo dos genes hrpG, phoR e phoB, respectivamente, a partir de
DNA gendmico de Xac.

Os produtos de diversas reacdes de amplificacdo dos fragmentos dos genes
hrpG, phoR e phoB contendo, 363, 693 e 360pb respectivamente, tiveram seus
tamanhos confirmados em gel de agarose 1% (Figura 11). Posteriormente, 0s
produtos de cada gene foram misturados em um mesmo tubo, purificados e usados
como insertos para ligacdo no vetor de expressdo pET SUMO, obtendo assim, trés
construcgdes: His-SUMO-HrpG, His-SUMO-PhoR e His-SUMO-PhoB.
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HrpG PhoB PhoR

M 1 2 3456 7 8 9101112 M 1 2 3 A 5 6
-
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100pb ——
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (10
mg/mL) contendo os produtos de PCR. (A) Coluna M corresponde ao
marcador de peso molecular O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder ready-
to-use, colunas de 1 a 5 correspondem aos produtos de PCR do gene
hrpG com 363 pb, colunas 7 a 11 correspondem aos produtos de PCR
do gene phoB com 360 pb, colunas 6 e 12 correspondem aos controles
negativos das reacoes. (B) Coluna M corresponde ao marcador de
pesomolecular O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder ready-to-use,
colunas de 1 a 5 correspondem aos produtos de PCR do gene phoR com
693 pb, coluna 6 corresponde ao controle negativo da reacao.

5.2 Verificacdo da construcao correta nas clonagens dos genes hrpG, phoB e
phoR

Os produtos das reacdes de ligacao dos insertos nos vetores de expressao foram
transformadas em E. coli DH10B, que foram selecionadas em meio com canamicina.
PCR’s de colonias foram entéo realizadas para constatacao da inser¢cado na posicao
correta no vetor (Figura 12). Uma representacdo esquematica de uma de nossas
construcdes (His-SUMO-PhoR) pode ser observada na Figura 13.

O sequenciamento dos insertos proveniente de DNA plasmidial de duas colbnias
para cada gene confirmou que as constru¢des estavam posicionadas corretamente, e
sem ocorréncia de mutacbes na sequéncia de nucleotideos (Figura 14). Esta
confirmacéo das construgcdes nos permitiu prosseguir com as transformacdes dos

vetores em células de E. coli BL21 para expressao das proteinas recombinantes.
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HrpG PhoR PhoB
12 3 4 5 6 7 8 91011
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750pb- 700pb-

500pb-

1 e

250pb-

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (10
mg/MI) contendo produtos de PCR de colbnia. A, B e C correspondem as
amplificagbes usando como molde E. coli DH10B transformadas com o0s
vetores recombinantes pET-SUMO-hrpG, pET-SUMO-phoR e PpET-
SUMO-phoB, respectivamente. As PCRs foram realizadas utilizando os
primers Forward de cada gene de interesse (HrpG, PhoR e PhoB) e o
primer Reverse do vetor.

RBS | ATG s |SumMO & :

Figura 13 - Mapa do vetor recombinante pET-SUMO-PhoR, construido para este
trabalho. Adaptado do manual de Champion™ pET SUMO Protein
Expression System.
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HrpG

GGGCAAAAAGCCTGAACAGACTTAGAGATGACCTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTG
AGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTGCCGGATCGGTGTTCCTGTTGACGCAGGATGCGCGCCTGGTC
TCGCAGGTCAACGCCAGCCTCGCACCGCTTGCGCGCAATGTCTCGACGTTTTCCGATGAACTGGAGCT
TTTGCGTACGCTGCGGCATTCGCCGTGCGAGCTGCTGATCTTCGATGCCAGCTATGTCGCCGCCGATG
ACAGTTCACTGCTGGCATGGCAGCGCTGCCATAGCGGCCAGCCCACCCCGTTGATCGTGCTTGGACGT
TTCGATTGCGCAGACAACATTCTGGCCTGGTATCGCGCAGGCGCGCAGGAAGTCCTTGCGCTGCCTTT
CAATTCGCACGAGTTACACGTGCGCGCGGCGCTGGCGATATCGCCGGTGGCGCATAGACAAGCTTAGG
TATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGATGCTGCCAACTTAGTCGAGCACCACCACCACCACCACT
GAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGAAGNCTATTGCCCTT

PhoR

ACAGACTCAGCGACGACACTGAAGATTTGGACATGGAGGATAACGATATTATTGAGGCTCACAGAGAA
CAGATTGGTGGTGATGTCAGCAAGCTGCTGCGGCTGGAACAGGTGCGCCGCGATTTCGTGGCCAACGT
CTCGCATGAACTGCGCACCCCGCTGACGGTGGTGCACGGTTATCTGGACATGCTCGACCCGGAAGATT
TCCCCGATTCGGGCCCGATGCTGGCGGAAATGCGCAAGCAATCCCAACGCATGGCGCAGCTGGTCGAA
GACCTGTTGACGCTCTCGCGGCTGGAATCGCAGGAAGAACTCGGCGAAGAACACGTGGCGATGGCGCC
GATGCTGTCGACCTTGCGCCGCGAGGCCGAGGCGCACAGCCAGGGCCGCCATACCGTGGAGGTGATCG
ACGAGGCCGGCGTGGACCTGCTCGGCTCCAACAAGGAGCTGCACAGTGCGTTTTCCAATCTGGTGACC
AATGCGGTGCGCTACACGCCCGGCGGCGGCACGGTGACGATCCGTTTCGTGCGCGAAGGCGATGGTGC
GGCGCTGGCAGTGCGCGACACCGGCTATGGCATTCCCGCCTCGCACCTGCCGCGCATCACCGAACGCT
TCTACCGCGTCTCCAGCAGCCGCTCGCGCGAGAGCGGCGGCACCGGGCTGGGGCTGTCGATCGTCAAG
CACATCCTGGGGCTGCATCAGGCGCGCCTGGACATCGAAAGCGAAGTGGGGCGCGGCAGCGAATTCTC
GTGTCATTTCGTACCGAGACAAGCTTAGGTATTTATTCGGCGCAAAGTGCGTCGGGTGAAGCTGCCAA
CTTAGTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGANNGTTGATT
GCCcCC

PhoB

GCTAGCATGTCGGACTCAGAAGTCAATCAAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTGA
GACTCACATCAATTTAAAGGTGTCCGATGGATCTTCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTC
CTTTAAGAAGGCTGATGGAAGCGTTCGCTAAAAGACAGGGTAAGGAAATGGACTCCTTAAGATTCTTG
TACGACGGTATTAGAATTCAAGCTGATCAGACCCCTGAAGATITGGACATGGAGGATAACGATATTAT
TGAGGCTCACAGAGAACAGATTGGTGGTAAACGCATTCTGATCGTCGATGACGAACCCGCNNNNGAGT
CNCGTCGNACATGGTGGCGTTCGCGCTGCGCAAAGGCGAGTTCGAGCCCATCCATGCCGGCGATGCCC
GCGAGGCGCAAACCGCCATCGCCGACCGCGTGCCGGACCTGATCCTGCTGGACTGGATGTTGCCAGGC
ACCAGCGGGCTGGACCTGGCAAGGCGCTGGCGCAAGGAGCAGCTGACCCGCGAGATTCCGATCATCAT
GCTCACCGCGCGCGGCGAAGAAAACGACCGCGTCGGCGGCCTGGAAGCCGGCGTCGACGATTATGTGG
TCAAGCCGTTCTCGGCGCGCGANNNNGCTNGCTGGCACGCATCCGCGCGGTGATGCGGCGCACCAGAC
AAGCTT

Figura 14: Resultado do sequenciamento dos vetores de expresséo clonados em E.
coli DH10B. As sequencias de nucleotideos demonstram as constru¢des
His-SUMO-HrpG, His-SUMO-PhoR e His-SUMO-PhoB, respectivamente.
Os nucleotideos do vetor pET SUMO estao evidenciado na coloracéo
azul; as sequencias dos oligonucleotidosos estdo destacados em
vermelho e as sequéncias dos genes parcialmente clonados de interesse
estdo demonstradas em cinza.
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5.3 Inducéo e solubilidade das proteinas

A expressao das proteinas recombinantes foi testada variando-se o tempo de
inducgédo, temperatura e concentracao do indutor IPTG a fim de escolher as melhores
condicbes de expressdo e solubilidade. A melhor condicdo para a expressao das
proteinas recombinantes HrpG e PhoR foi a inducdo a 37°C, por 4 horas, utilizando
0,2 mM de IPTG e agitacdo de 250 rpm. Ja para PhoB, a melhor temperatura de
inducao foi a 28°C, mantendo os demais parametros. Cabe aqui salientar que néo foi
possivel obter a proteina recombinante PhoR na forma solivel em nenhum destes
testes (Figura 15). Resolvemos entdo realizar outros testes adicionando o0s
detergentes Triton X-100 (1% e 2%), Chaps (1% e 2%) e Nonidet P-40 (1% e 2%) afim
de auxiliar na solubilidade da proteina PhoR. Porém, ainda assim n&o foi possivel
obter a proteina PhoR em condi¢bes solluveis para a purificacdo e ensaios de
interacao fisica (Figura 16).

HrpG PhoR PhoB
MW N.Ind Ind Sob Pellet N.Ind Ind Sob Pellet MW N.Ind Ind  Sob  Pellet

& ) )
—— = = & — : .
- E = == : :
= — — ==
60kd- “._E e N /  60kd- —
B S - - — - - : :
- - - -
S == T - o - - T /
= a 4 ——— —
-~ — " 30kd-
- - B =
g ; ; g | emat— o -
e — —_— -
P
o s == = a—

?
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Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue
ilustrando experimentos de inducdo das proteinas HrpG, PhoR e PhoB.
MW —marcador molecular Unstained Protein Molecular Weight Marker®—
Fermentas. N. Ind.- FragOes celulares nao induzidas. Ind. — Fracbes
celulares apos o processo de inducdo com IPTG. Sob - Fracéo
sobrenadante. Pellet — Fracdo precipitada. As setas nas proteinas HrpG
e PhoB indicam que, em ambas a maior porcentagem das proteinas de
interesse permanece na fracdo soltvel. Ja a seta em PhoR indica que a
proteina ndo estava presente em sua maior propor¢cao na fracao soluvel.
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Figura 16 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue
ilustrando testes de solubilidade da proteina PhoR, sob as condi¢des
28°C, 4 h,0,2 mM IPTG, com os detergentes e concentra¢des indicados.
1, amostra ndo induzidas; 2, amostra induzidas das proteinas em E. coli
BI21; 3, fracdes dos sobrenadantes ou fracdes sollveis e 4, proteinas
encontradas nos precipitados. As setas indicam que ndo houve aumento
significativo da solubilidade de PhoR, mesmo apdés a adicdo dos
detergentes.

5.4 Purificagdo

A purificacdo das proteinas recombinantes HrpG e PhoB foi bem-sucedida, visto
que foi obtido uma grande quantidade das proteinas com elevado grau de pureza. A
Figura 17 mostra um exemplo de resultado de purificagdo via coluna de Ni?*-
Sepharose, onde nota-se que a grande maioria das proteinas de BL21 foi eliminada
nas fases flow through e wash, e uma grande quantidade da proteina recombinante
foi eluida nas fracdes de 7 a 14. Este procedimento foi realizado trés vezes para
ambas as proteinas HrpG e PhoB. A quantidade final de proteina obtida por

purificacdo foi cerca de 28 mg para HrpG e 6,6 mg para PhoB.
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37°C,4h,0,2mM 28°C, 4 h, 0,2 mM

HrpG PhoB

MW  Sob Pellet FT Wash 8 10 12 14 16 MW_N.Ind _Ind Sob Pellet FT+W 7 8 9 10 MW 11 12 13 14

45Kd- p

35Kd-
- — - -
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Figura 17 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue
ilustrando o resultado da purificacdo via coluna de Ni?*-Sepharose das
proteinas HrpG e PhoB. MW - Marcador molecular Unstained Protein
Molecular Weight Marker®—-Fermentas. Sob- Fracdo soluvel. Pellet-
Fragdo insoluvel. FT- Flow throw. Wash — fragéo das lavagens na coluna.
NUumeros 8 até 16 — tubos contendo as fracdes retiradas da coluna
cromatografica, correspondentes ao pico de eluicdo indicado pela
absorbancia a 280nm no aparelho AKTA prime plus (GE Healthcare Life
Sciences).

Como nao foram obtidas condi¢cbes favoraveis para tornar a proteina PhoR
soluvel para purificagdo, também tentamos a purificacdo da proteina na forma
desnaturada, adicionando-se aos tampdes de lise, A e B 8 M de ureia (Figura 18). A
proteina recombinante, neste caso, se ligou a coluna de afinidade e foi eluida com
caracteristicas muito parecidas daquelas mostradas nas purificacdes de HrpG e PhoB.
Em seguida o agente desnaturante foi retirado da fracéo proteica através do método
de dialise, porém a proteina precipitou durante este procedimento, impossibilitando

sua utilizacao.
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Figura 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% corado com Comassie blue
ilustrando o resultado da purificacdo via coluna de Ni**-Sepharose da
proteina recombinante PhoR com tamp&o desnaturante contendo 8M de
ureia. MW - Marcador molecular Unstained Protein Molecular Weight
Marker®-Fermentas. N. Ind- Amostra ndo induzida; Ind. Amostra
induzida; Sob- Fracéo soluvel. Pellet- Fracéo insolavel. FT- Flow throw.
Wash — Fracdo das lavagens na coluna. Numeros 6 até 12 — tubos
contendo as fracdes retiradas da coluna cromatografica de afinidade.

6. DISCUSSAO

A Xac reconhece multiplas condicfes de estresse nutricionais e fisico-quimicos
no apoplasto celular, levando a alteracdo de diversas vias metabdlicas para se adaptar
(Mendoza, 2016). Neste contexto, estudos prévios de modelagem molecular e
transcriptémica in vivo e in vitro (Mendoza 2016) sugerem uma possivel relacao entre
a expressao dos genes do T3SS com o regulon pho, com regulacao direta da atividade
de HrpG por PhoR. Neste estudo, foi proposto que durante a infeccéo na planta, a Xac
€ capaz de perceber a baixa disponibilidade de Pi e induzir genes envolvidos no
transporte deste composto e genes responsaveis pela colonizacdo do hospedeiro.
Portanto, o Pi poderia estar afetando a expressao dos genes do T3SS e este composto
poderia ser um dos principais sinais ambientais captados pela Xac para dar inicio ao
processo infeccioso através da expresséo do T3SS. Esta proposicao foi corroborada
em testes em condicdes in vitro em que foram adicionadas altas concentracdes de Pi
no meio de cultura XVM2 e observado que a expressao do T3SS foi significativamente
suprimida (Figura 5) (Mendoza, 2016).
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Além deste, outros trabalhos tem demonstrado que o Pi pode estar relacionado
com a expressao do T3SS, como no estudo observado com a bactéria E. tarda e E.
coli, na qual mutacdes no gene phoB alteraram a expresséo de genes de viruléncia
relacionados com o T3SS (Chakraborty et al., 2011; Chekabab et al., 2014). Além
disto, foi visto que mutagdes em genes que envolvem o transporte de Pi nas bactérias
X. axonopodis pv. glycines e Xac exibiram perda de viruléncia. No entanto, os autores
nao citam qual seria o possivel mecanismo associado a este fenétipo (Moreira et al.,
2015; Chatnaparat et al., 2016).

Portanto, este estudo objetivou demonstrar que um dos reguladores principais
do T3SS, o HrpG, pode ser ativado via fosforilacao pelo receptor PhoR (do sistema
de TCS) em Xac. Para isto, fez-se necessério a realizacdo de técnicas de purificacdo
por cromatografia de afinidade das proteinas destes sistemas, visando posteriormente
0 ensaio de interacdo fisica. Para verificar a interagdo fisica entre as proteinas HrpG
e PhoR, foi proposto a técnica de Pull down, que consiste em utilizar a propriedade de
uma das proteinas recombinantes de possuir uma cauda de His, combinada a uma
técnica similar a purificacdo por afinidade. A proteina PhoR fusionada a His-SUMO
seria entdo imobilizada na coluna de Ni-Sepharose®, para a qual a cauda His tem alta
afinidade, e seria introduzido nesta coluna, individualmente, a proteina purificada
PhoB (como controle da interagcdo PhoR-PhoB ja conhecida em outros sistemas) e
HrpG (ambas proteinas sem His-SUMO, removidas por tratamento com SUMO
protease) para verificacdo da interacado fisica entre PhoR e PhoB, e entre PhoR e
HrpG. Se houvesse interacdo entre PhoR e HrpG na coluna, os complexos proteicos
seriam eluidos da coluna de Ni-Sepharose juntos.

Entretanto, ainda n&o foi possivel alcancar a etapa de teste de interacao fisica,
devido ao fato de que a proteina PhoR ainda néo foi obtida na forma solavel e pura, e
em sua configuracdo natural. Em um estudo realizado por Wang, Chen e
colaboradores (2013), foi visto que, de fato, proteinas HK aparentam ser de dificil
expressao e purificacdo em sua configuracéo nativa (Wang, Chen et al., 2013). Muito
provavelmente, estamos enfrentando dificuldades na purificacdo de PhoR devido a
esta ser uma HK cuja localizagéo é transmembranar e possuir regides hidrofébicas,
diminuindo sua solubilidade e dificultando o processo de purificacdo. Outros grupos
de pesquisa tém testado diferentes estratégias para expressar apenas determinados
dominios de PhoR, de maneira a aumentar sua solubilidade. Com a finalidade de

contornar esta limitacéo, neste trabalho foram clonados no vetor de expresséao apenas
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os dominios de PhoR que se encontram localizados na porgdo citoplasmética da
proteina (dominio DhP/Ca). Um estudo demonstrou que mutacfes nestas regides
poderiam afetar a atividade desta HK (Wang, Chen et al.,, 2013). Na tentativa de
auxiliar o processo de solubilizacdo de PhoR, foram utilizados detergentes, como
Triton-x100, CHAPS, e Nonidet-P40, em diferentes concentra¢des, além da clonagem
ter sido feita com o vetor pET-SUMO o qual possui uma proteina SUMO conjugada
capaz de aumentar a solubilidade, porém em nenhuma das tentativas foi obtido
sucesso.

Por n&do termos alcancado a purificacdo de PhoR em sua configuracdo nativa,
outros testes encontram-se em curso. Novas construgdes de PhoR com os vetores de
expressao pET MBP, pET28a e pBAD obtidos junto ao grupo de pesquisa da Profa.
Dra. Andrea Balan Fernandes do Departamento de Microbiologia da USP (S&o Paulo)
serao testados e analisados quanto a sua solubilidade. Além disso, outro protocolo de
purificagdo encontra-se em fase de teste, utilizando tampdo desnaturante com
guanidina 6 M. Talvez novas construcdes e/ou protocolos diversificados de purificacao
possam solucionar nossas dificuldades.

Contudo, neste trabalho apresentamos as construcdes e condi¢des ideais de
inducéo e purificacdo das proteinas HrpG e PhoB, e os protocolos aqui gerados
podem contribuir para a elucidacdo dos mecanismos de ativagdo do T3SS nas
bactérias patogénicas que se utilizam deste sistema de viruléncia. A hipdtese
abordada neste trabalho abre uma série de relacfes entre o sistema TCS e o T3SS
em X. citri, que até o momento ainda € pouco explorado e pode futuramente, contribuir
para o desenvolvimento de novos alvos para o possivel controle e erradicacdo nao
apenas do cancro, como também de outras doencas causadas por patégenos que

utilizam o mesmo sistema de secre¢cao como principal mecanismo de patogenicidade.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Apontamos neste estudo que provavelmente o Pi seria um dos principais sinais
que a Xac capta para induzir o sistema de patogenicidade, através da ativacdo do
T3SS. Sugerimos que esta ativagdo pode ser realizada através da interacao fisica
direta entre duas proteinas de dois sistemas diferentes PhoR e HrpG.

Apesar de nao termos purificado a proteina PhoR, apresentamos aqui as

condicOes ideais de purificacéo das proteinas reguladoras de resposta HrpG e PhoB.
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Consideramos também que apesar das intera¢des fisicas ndo terem sido possiveis,
testes adicionais se encontram em andamento para que a proteina PhoR seja
purificada, possibilitando os ensaios posteriores.

Este trabalho podera ajudar na elucidacédo do mecanismo de ativacédo do T3SS,

principal mecanismo de patogenicidade de Xac.
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