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“Tudo tem um proposito até as maquinas. Os relogios dizem as horas, os trens levam a
lugares... Por isso as maquinas quebradas me deixam triste, ndo servem aos seus propositos.
Talvez seja assim com as pessoas. Perder o nosso proposito é como estar quebrado...
Imaginava que o mundo inteiro era uma grande maquina. As mdquinas nunca vém com pegas
sobressalentes, vém sempre com a quantidade certa que precisam. Entdo entendi que se o
mundo fosse uma grande mdquina, eu ndo poderia ser uma pega sobressalente. Eu tinha que
estar aqui por alguma razdo...”

- Hugo Cabret -
(SELZNICK, B., 2007)



RESUMO

Xanthomonas. citri subsp. citri (Xac) é o agente causal do cancro citrico, uma das doengas
mais graves que afetam plantas citricas de importancia comercial em todo o mundo. O
controle eficaz para o cancro citrico constitui na eliminagdo de plantas infectadas em
programas rigorosos para conter a propagagao da bactéria. No entanto, o relaxamento recente
nas politicas para combater cancro citrico em areas como o estado de Sao Paulo - Brasil, esta
a contribuir para a propaga¢do da doenca. O conhecimento da biologia deste patdgeno de
plantas e também dos mecanismos envolvidos na interagdo planta-patdogeno sao de grande
importancia para apoiar o desenvolvimento de estratégias para lidar com o cancro citrico. Um
trabalho recente de nosso grupo demonstrou que os mutantes X. citri com disrup¢do do gene
parB sdo comprometidos na segregagdo cromossOmica e na capacidade de produzir os
sintomas da doenga na planta. No presente trabalho, nos estendemos nossas caracterizagoes,
avaliando os efeitos da falta de parB em mutantes X. citri através de uma delecao limpa. ParB
¢ uma proteina de ligagao ao DNA e estd envolvida no processo de segregagdo cromossomica
através de interacdo com outras proteinas. Devido a dificuldade de delegdo de genes
envolvidos neste processo em X. citri, o nocaute de parB foi realizado numa variante
abrigando um plasmideo replicativo capaz de expressar copias extras de ParB (ParB-TAP)
sob o controle de para (promotor de arabinose). A viabilidade de X. citri parB nocaute
(XacAparB-pLAC2) foi avaliada em experimentos de curva de crescimento € em comparacao
com a estirpe do tipo selvagem, em condigdes de repressao ou de inducdo de parB-tap ligado
a este promotor; O objetivo foi explorar as condigdes de deplecao e superexpressao de ParB e
seus efeitos através da caracterizagao do referido promotor. Em seguida, X. citri parB
nocaute foi visualizado por microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC), afim
de que fossem observadas possiveis alteracdes morfologicas, que indicassem falhas no
processo de segregacdo cromossOmica. Nossos resultados mostraram que para € responsivo e
bem regulado em X. citri e que a falta ou superexpressdo de ParB, promoveu alteracdes
fenotipicas sutis, porém significativas, representadas por aumento em uma ordem de
magnitude no numero de células anucleadas. Tais alteragdes, entretanto, ndo foram letais para

X. citri.

Palavras-chave: Promotor de arabinose. Gene parB. Segregacdo cromossdmica. Cancro

citrico.



ABSTRACT

Xanthomonas citri ssp. citri (Xac) is the causal agent of citrus canker, one of the most severe
diseases that affect citrus plants of commercial importance around the world. An effective
control for citrus canker constitutes the elimination of infected plants in rigorous programs to
contain the spread of the bacteria. However, recent relaxation in the policies to combat citrus
canker in areas such as the state of Sdo Paulo, Brazil, the major orange juice producer in the
world, are contributing to the spread of the disease. Therefore, knowledge of the biology of
this plant pathogen and also of the mechanisms involved in plant-pathogen interaction are of
great importance to support the development of strategies to deal with citrus canker. Recent
work from our group demonstrated that X. citri mutants disrupted for parB are compromised
in chromosome segregation and are unable to produce disease symptoms in plant. In the
present work, we extended our characterizations by evaluating the effects of a lack of ParB in
X. citri mutants carrying a clean deletion of its coding DNA. ParB is a DNA binding protein
and is involved in chromosome segregation process through interaction with other proteins.
Because of difficult in genes deletion involved this process in X. citri, the parB gene was
deleted in a X. citri variant harboring a replicative plasmid able to express extra copies of
ParB (ParB-TAP) under the control of the para (arabinose promoter). The viability of the X.
citri parB knockout was assessed in growth curve experiments and compared with the wild
type strain under different conditions of parB-tap repression or induction. The aim was to
explore the conditions depletion and overexpression of ParB and its effects through the
characterization of para in X. citri Thus, the X. citri parB knockout was visualized under
differential interference contrast (DIC) microscopy in order to detect morphological
alterations normally expected from bacterial cells perturbed for their functions of
chromosome organization. The results showed that the para is responsive and well regulated
in X. citri and the ParB lack or overexpression caused phenotypic changes subtle but

significant. However, such changes were not lethal to X. citri.

Keywords: Arabinose promoter. parB gene. Chromosome segregation. Citrus canker.
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1. INTRODUCAO

1.1 A citricultura e o cancro citrico

A citricultura no Brasil ocupa uma area de mais de 800 mil ha, destacando-se nas
regides de Sao Paulo e Triangulo Mineiro que detém mais de 80% da produgdo de laranjas.
Originaria do sul asiatico e introduzida no Brasil em meados de 1500, a laranja teve excelente
adaptacao em todos os Estados Brasileiros (NEVES et al., 2010). O Brasil mantém a lideranga
mundial na producdo de laranjas e em tecnologia de citros, sendo responsavel por mais de
50% da produgdo de sucos e exporta 98% desta produgdo, principalmente para a Europa e
Estados Unidos, movimentando um mercado de trabalho anual em cerca de 600 milhdes de

dolares. (NEVES et al., 2010).

Vale ressaltar que, o processamento da laranja gera outros subprodutos de valor
agregado como 0Oleos, pectina, farelo e alcool. A pectina, por exemplo, € um polissacarideo de
monomeros de acido galacturdnico que possui propriedades geleificante e espessante muito
apreciadas nas industrias alimenticia e farmacéutica (SRIAMORNSAK, 2003). Da casca da
laranja também se extrai um Oleo essencial, do qual ¢ separado o D-Limoneno, um
monoterpeno monociclico (hidrocarboneto) com propriedades aromatizante e flavorizante de
uma ampla gama de aplicagdes, como formulagdes cosméticas, alimenticias, farmacéuticas,
solventes organicos biodegradaveis e sintese quimica do mentol e carvona

(DEMYTTENAERE e KIMPE , 2001).

Dentre as principais ameagas a citricultura brasileira esta o cancro citrico, uma doenga
causada pela bactéria Xanthomonas citri, constatada pela primeira vez em 1957 na regido de

Presidente Prudente (BITANCOURT, 1957).

Os sintomas do cancro citrico ou cancrose do tipo A sdo lesdes nas folhas, frutos e
ramos (Figura 1); Nas folhas e frutos ocorrem pequenas manchas amarelas e circulares que,
com o passar do tempo, aumentam de tamanho adquirindo uma coloragdo parda circundada
por um halo amarelado (GOTTWALD et al, 2002). Esses sintomas sdo possivelmente
decorrentes da degradacdo da clorofila e pectina (GOTTWALD et al., 2002). Nos ramos as
lesdes sdo em forma de grandes crostas de cor parda (Figura 1¢). Com o progresso da doenga,
as lesdes podem acelerar a queda de folhas e frutos por conta do aumento da producdo de

etileno em resposta ao estresse biotico (GOTTWALD et al., 2002).
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Figura 1: Lesdes de cancro citrico causadas por Xanthomonas citri subsp. citri.

A) folhas, B) fruto e destaque para a lesdo corticosa, C) ramo. Fonte: FUNDECITRUS, 2015a.

A propagacdo da bactéria se da através da umidade do ar que serve como caminho
entre uma planta e outra. Chuva, em conjunto com ventos, também ajuda na penetragao da
bactéria através dos estomatos de tecidos jovens, sendo considerado o principal agente de
dispersao a média distancia (GOTTWALD et al., 2002; GALLI, 1980). Goticulas de 4gua sdo
transportadas pelo vento por uma distancia de aproximadamente 6 metros, carregando a
bactéria aderida através de uma mucilagem (goma xantana) produzida por ela, motivo pelo
qual a doenga ¢ mais comum em regides tropicais do que em regides de clima seco (MILIND,

2003).

Os sintomas do cancro citrico sdo agravados pela presenca da larva minadora-de-citros
Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera: Gracillariidae), pois este causa ferimentos no
mesofilo foliar que facilitam a penetracao da bactéria aumentando a disseminagdo da doenga
(CHAGAS et al,, 2001). A presenca da larva foi constatada primeiramente em marco de 1996
na regido de Limeira (SP), e teve uma rapida disseminagdo pelo pais (CHAGAS et al., 2001).
Finalmente, a multiplicagdo da bactéria nas lesdes em expansdo também esta relacionada,
entre outros, com a susceptibilidade da planta hospedeira, condi¢des microclimaticas e

quantidade do inoculo.

Além dos danos relacionados a qualidade e quantidade de frutas, a doenga também
resulta em impactos socioecondmicos e politicos graves por conta dos padroes de mercado
para importagdo de frutos citricos, que tem sua comercializagao regulamentada por legislacao
internacional, pois o cancro citrico € considerado uma “praga quarentenaria”

(FUNDECITRUS, 2015b; GOTTWALD et al., 2002).
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Evitar o cultivo de citros em areas com condigdes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento da doenca, bem como, adotar medidas de inspecdo relacionadas a sanidade
da atividade agricola, sdo alguns exemplos de medidas de prevencdo e controle que sdo
recomendados em areas de endemismo (GALLI, 1980), entretanto, a erradicagdo de arvores
sintomaticas e arvores vizinhas num raio de 30m continua sendo a medida mais eficaz contra

a propagacao do cancro citrico (FUNDECITRUS, 2009).

Apoés alteracdes nos critérios relacionados a erradicacdo do cancro citrico pela
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sao Paulo (SAA/SP) em julho de
2009, houve uma queda no alto nivel de sanidade dos pomares, conquistado através da
legislagdao adotada entre 1999 a 2009, que determinava a erradicacdao de plantas de um talhao
quando a incidéncia de plantas sintomaticas fosse > 0,5% (BELASQUE Jr. et al., 2010). Mais
recentemente (Resolugdo SAA - 147, de 31-10-2013), houve nova alteracdo de legislagdo,
onde ndo ¢ mais obrigatorio fazer a erradicacdo das plantas que estiverem em um raio de 30
metros de uma planta contaminada com cancro citrico. Passa-se a adotar eliminacao da planta

contaminada e pulverizagdo com cobre das plantas no raio de 30 metros.

1.2 Xanthomonas citri subsp. citri

Anteriormente classificada como Xanthomonas axonopodis pv. citri (VAUTERIN et
al., 1995) e reclassificada como Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et al., 2006), este
patogeno de citros ¢ uma Proteobactéria Gram-negativa, baciloide, aerdbia e possui flagelo
unipolar (GALI, 1980). A classificagdo atual estd baseada em andlises do espaco intergénico
16S-23S, AFLP e re-associagdo DNA-DNA (SCHAAD et al.,, 2005).

As coldnias isoladas em placa apresentam coloracdo amarelo-alaranjado, caracteristica
do género (DO AMARAL, 2003). Xac, como ainda ¢ citada na literatura, ¢ o agente causal do
cancro citrico asidtico ou cancrose do tipo A, que representa a forma mais generalizada e
grave da doenca (GOTTWALD et al., 2002).

O sequenciamento completo do genoma de Xanthomonas citri subsp. citri desvendou
a sequéncia nucleotidica de um cromossomo de 5.17 Mb, com um contetdo de 64.7% de G+C
e de dois plasmideos: pXAC33 (33.699 pb) e pXAC64 (64.920 pb) (DA SILVA et al., 2002).
De 4.313 ORFs anotadas, 2.710 apresentaram homologia com genes codificando para fatores

conhecidos. As 1.603 ORFs restantes foram classificadas como hipotéticas, sendo que destas,
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1.272 foram consideradas conservadas por apresentarem homologia com ORFs de mesma
categoria em outros organismos (DA SILVA et al., 2002).

A disponibilidade do genoma de Xac tem contribuido para estudos funcionais diversos
nesta bactéria (GUZZO et al., 2013; HUANG et al., 2013; KRAISELBURD et al., 2012; L1 e
WANG, 2012; MALAMUD et al,, 2012; SGRO et al., 2012; YAN et al., 2012). Além das
homologias encontradas entre ORFs anotadas no genoma de Xac e fatores em vias
metabolicas determinadas, grupos tém se valido das informagdes do genoma para estudar
candidatos associados a patogenicidade e interagdo com o hospedeiro citros. O conhecimento
do genoma também apoia estudos de mutagénese em larga escala utilizando-se transposons e
viabiliza a identificacdo de ORFs/genes envolvidos em processos diversos em caracterizagao

(LAIA et al., 2009; YAN e WANG, 2012).

1.3 Sistema de particao cromossémica tipo ParAB/parS.

Proteinas envolvidas no sistema de particdo cromossomica tipo ParAB/parS sio
encontradas na maioria dos genomas bacterianos sequenciados, as excecdes sao
Enterobacteriaceae e Pasteurellaceae. (LIVNY et al., 2007).

O sistema de particdo cromossomica tipo ParAB/parS compreende uma sequéncia no
DNA chamada parsS, e dois genes, parA e parB que codificam respectivamente proteinas
com atividade de ATPase e de ligagdo ao DNA, ambas envolvidas na segregacao
cromossomica. Inicialmente foi estudado em plasmideos de baixo numero de copias, onde
reconhecidamente mostrou estar envolvido nesse processo de particdo € na manutengdo da
estabilidade de copias para células filhas durante a divisao celular (BIGNELL e THOMAS,
2001; MIERZEWSKA ¢ BURDZY, 2012).

Posteriormente, a caracterizacdo deste sistema comecou a ser bem elucidada em
micro-organismos, como Bacilus subtilis € Caulobacter crescentus, sendo que para este
ultimo, sua atividade mostrou ser essencial na segrega¢do cromossomica (MOHL e GOBER,
1997).

Por ser uma regido conservada em um grande ntimero de bactérias que utilizam o
sistema de parti¢do cromossOmica tipo ParAB/parS, a sequéncia denominada parS pode ter
surgido no inicio da evolugdo dos cromossomos bacterianos. Sua localiza¢do ¢ identificada
proxima as regides de origem dos cromossomos, oriC que ¢ reconhecida por ParB formando

um complexo ativo no processo de segregacdo cromossomica (LIVNY, 2007;
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MIERZEWSKA e BURDZY, 2012). Sequéncias parS podem ocorrer, entretanto, em regioes
distantes de oriC, cuja fungdo bioldgica ainda ndo ¢ bem compreendida (MIERZEWSKA e
BURDZY, 2011).

A caracterizagdo funcional desse sistema em C. crescentus demonstrou que o
complexo formado por ParB/parS (centromero bacteriano) interage com filamentos formados
pela proteina ParA e que ficam ancorados aos polos bacterianos (PTACIN et al., 2010).
Observe esta intera¢ao na figura 2 onde ParB estimula a atividade ATPasica de ParA em uma
das extremidades do filamento, que ao sofrer despolimerizagdo, conduz a origem recém
replicada para o polo oposto da célula (PTACIN et al., 2010). O correto funcionamento deste
complexo de particdo cromossdmica em C. crescentus atua também no posicionamento do
septo de divisdo celular via interagdo com o inibidor de FtsZ conhecido como MipZ
(THANBICHLER e SHAPIRO, 2006).

Em X. citri, a atividade desse sistema de particdo esta em caracterizacdo. Uma Unica
regido parS foi identificada por Livny et al. (2007), (TGTTCCACGTGGAACG;
coordenadas gendmicas ¢2753..2768) e um pequeno operon (parAB), que contém as ORFs
XAC3905 (tipo pard) e XAC 3906 (homologo parB), foi descrito por Silva e colaboradores
em 2002.

Partindo desses dados, Ucci et al. (2014) mostraram evidéncias da funcionalidade do
sistema de particdo ParAB/parS em X. citri ao demonstrar a atividade do operon parAB
através da expressdao estavel de ParB nesta bactéria e também através do padrao de
localizagdo subcelular de ParB-GFP, que indica sua ligagdo as regides de origem no
cromossomo sendo guiadas aos polos da célula para que ocorra a segregacao cromossomica.

Além da segregacdo cromossOmica, proteinas ParB parecem participar de varios
outros processos celulares, como motilidade em P. aeruginosa (BARTOSIK et al., 2009) e
X. citri (UCCI et al., 2014), esporulacdo e controle do inicio de replicagdo em B. subtilis
(IRON et al., 1994; LEE et al., 2003), sendo que a alteracao da sua fungdo, bem como a falta
ou superexpressao pode levar a efeitos pleiotropicos como produgdo de células anucleadas,
filamentacdo e baixa motilidade (BARTOSIK et al., 2009). Em X. citri, a disrup¢ao de parB
também afeta a capacidade de colonizar a planta hospedeira e induzir sintomas tipicos de

cancro (UCCI et al., 2014).
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Figura 2: Modelo de segregagdo cromossdmica proposto para C. crescentus.
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i) Uma célula de C. crescentus. O cromossomo ndo replicado (circulos marrons) interage parcialmente

com ParA (linha verde) e é ancorado ao polo velho da célula através do complexo ParB (circulos vermelhos) e
PopZ (linha ciano). TipN (circulo amarelo) marca o novo polo da célula, ii) O complexo ParB-parsS € liberado do
polo e duplicado (linha roxa indica DNA recém-duplicado), iii) O complexo ParB-parsS liga-se ao protofilamento
formado por ParA, iv) O complexo ParB-parS estimula a atividade ATPasica de ParA v) O complexo ParB-
parsS € ancorado ao novo polo por PopZ, enquanto TipN ¢ recrutada para o sitio de divisdo para marcar o novo

polo para o proximo ciclo (PTACIN et al., 2010).

1.4 O sistema de arabinose como ferramenta na regulacio da expressao génica.

O sistema de arabinose de E. coli, representa um sistema eficiente em vetores de
expressao (pBAD), pois pode ser facilmente modulado para ligar e desligar genes, permitindo
assim, o estudo de fenotipos de mutacdes nulas de genes essenciais. Comparado com vetores
baseados em outros sistemas, vetores pPBAD mostram uma razao de inducao/repressao muito
superior (GUZMAN et al., 1995).

Como descrito por Sheppard e Englesberg (1967), o sistema de arabinose de E. coli
estd sob o controle positivo de uma proteina codificada pelo gene ativador araC, que atua
como um sensor da presenca de arabinose, regulando sua propria sintese e a expressdo de
outros outros genes (araB, araA e araD), que codificam para as enzimas envolvidas no

metabolismo de L-arabinose (SCHILEIF et al., 2000). O controle negativo reflete uma
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atividade secundaria de AraC, que atua reprimindo o promotor na auséncia de arabinose e
presenca de glicose.

Na auséncia de arabinose (Figura 3a,b), o brago N-terminal de AraC interage com os
dominios de ligagdo ao DNA, adquirindo uma conformac¢dao que promove um loop da
sequéncia araQ, , a montante do promotor, para se ligar a sequéncia aral;; Esta estrutura
impede o reconhecimento pela unidade ¢ da RNA polimerase, reprimindo dessa forma o
promotor.

Na presenca de arabinose (Figura 3c), interacdes entre arabinose e os bracos N-
terminal de AraC mantém os dominios de ligacdo ao DNA livres para se ligarem a /; e I,, o

que leva a indu¢do do promotor (SCHILEIF et al., 2000).

Figura 3: Sistema liga e desliga do promotor de arabinose de E. coli.
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A) Proteina AraC com seus bracos N-terminal e o dominio de ligagdo ao DNA, B) conformacdo de
AraC na auséncia de arabinose promove um loop da sequéncia araQ,, C) Inducdo do promotor na presenga de

arabinose (SCHILEIF, 2000).
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Sistemas de expressdo de proteinas baseados no promotor de arabinose ja foram
testados com relativo sucesso em membros do género Xanthomonas, incluindo X. citri
(SUKCHAWALIT et al., 1999; YANG et al., 2009; DUNGER et al., 2007). Condigdes
6timas para indugdo s3o bem estabelecidas (GUZMAN et al., 1995; SUKCHAWALIT et al.,
1999) entretanto, com relagdo as condigdes de repressdo, carecemos de uma caracterizagao
detalhada da funcionalidade deste promotor em Xac, e que possa nos fornecer informagdes
quanto a possibilidade do seu uso em estudos de complementacdo génica e deple¢dao de

produtos génicos suspeitos de serem essenciais.
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2 SIGNIFICANCIA E RELEVANCIA DA PROPOSTA

O agente causal do cancro citrico, X. citri, ¢ responsavel por perdas econdmicas
consideraveis para a citricultura (GOTTWALD et al., 2002 ). Esta bactéria teve seu genoma
sequenciado e anotado ha mais de uma década (DA SILVA et al., 2002) e ainda, pouco se
sabe sobre sua biologia. Ferramentas para sua manipulagdo sdo adaptagdes de metodologias
empregadas para outras espécies e g€neros bacterianos. Na busca por uma melhor
caracterizacao deste fitopatdogeno, nosso grupo tem buscado ndo s6 o desenvolvimento de
ferramentas de manipulagdo genética especificas para X. citri (MARTINS et al., 2010), como
agora buscamos padronizar um sistema de delegdo/complementagcdo de genes suspeitos de
serem essenciais para nosso modelo bioldgico. Nossa proposta foi prosseguir com a
caracterizacao funcional da proteina de segregacdo cromossOmica ParB , através deste
sistema, explorando as condi¢des de deplegao e superexpressao de ParB e seus efeitos em X.

citri.

3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia eficiente para o estudo de ORFs/genes essenciais em

Xanthomonas citri subsp. citri.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a funcionalidade e controle do promotor de arabinose em X. citri em um
sistema de complementacdo génica com base em vetor replicativo;

Utilizar o vetor supracitado em programa de delecdo de genes considerados
essenciais. Ampliar a caracterizagdo funcional de ParB nesta bactéria;

Averiguar se a presenca do sistema de expressdo supracitado altera a viruléncia de X.

citri.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Biologia Molecular

Me¢étodos estabelecidos seguiram Sambrook et al. (1989). Extracdo de DNA total de X.
citri e E. coli, bem como, transformagao seguiram Ferreira et al. (1995). As extragdes de DNA
plasmidial e purificagdo de DNA de gel de agarose seguiram as instru¢oes dos Kits Thermo
Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit #K0502, #K0503 e Thermo Scientific GeneJET
Gel Extraction Kit # K0691. As reacdes enzimdticas de digestdo, ligacdo e amplificacdo por

PCR seguiram as instrucdes do fabricante das enzimas utilizadas (Neb e Fermentas-Thermo).

5.2 Linhagens bacterianas, plasmideos e primers

A linhagem X. citri 306 (Xanthomonas citri subsp. citri) utilizada no presente estudo
foi a sequenciada por (DA SILVA, et al., 2002). E. coli DH5a (F ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-
argF)U169 deoR, recAl endAl hsdR17(ry m;" phoA supE44 ) thi-1 gyr496 relAl) e DH10B
(FF mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAMI15 AlacX74 recAl endAl araAdl39 A(ara,
leu)7697 galU galK A- rpsL (Str") nupG) foram utilizadas para as clonagens. Xac foi
cultivada a 29° C em meio NYG com ou sem agar (DANIELS et al., 1984) ou em meio
minimo com e sem agar (SAMBROOK et al., 1989). Linhagens de E. coli foram cultivadas
em meio LB a 30 ou 37 °C, acrescido ou ndo de agar (SAMBROOK et al., 1989). Os
antibioticos ampicilina, gentamicina € canamicina, na concentracdo de 20ug/ml, foram
utilizados na preparagao de pré-indculos e reativagao das bactérias, quando necessario.

O promotor de arabinose (para), juntamente com a sequéncia que codifica para a
proteina carreadora acyl de E. coli mais um fragmento codificando para o peptideo TAP
(PUIG et al., 2001), foram amplificados por PCR a partir do vetor pEB304, gentilmente
cedido por E. Bouveret (GULLY et al., 2003), com primers pARAF2 e pARAR2. O produto
de PCR (2,1Kb) foi digerido com a enzima de restricio Hindlll (Fermentas) e posteriormente
usado para ligacdo ao vetor replicativo pBBR1, linearizado com as enzimas de restri¢do
Hindlll e Smal (Fermentas).

Essa reacdo de ligagdo originou o vetor pLAL1, que foi digerido com as enzimas de

restricdo Hindlll e EcoRI (perde acp-tap) e usado em duas reagdes de ligacdo: Uma ligacao



21

com o produto de PCR parB-tap amplificado do vetor pAPU1l (UCCI et al., 2014) com
primers ParBF 20140220 e TAP 1479 20140220 digeridos com as mesmas enzimas,
originando o vetor pLAC2. Outra ligacdo com o produto de PCR parB amplificado do vetor
pAPUI1 com primers ParBF 20140220 e ParBR 20140220 também digeridos com as mesmas
enzimas, originando o vetor pLACI.

Os vetores pLAC1 e pLAC2 foram introduzidos por eletrotransformagdo em Xac wt
originando as linhagens Xac-pLACI e Xac-pLAC2. Esta ultima usada posteriormente em
experimentos de Western Blotting para testar a funcionalidade do promotor ara, avaliando a
expressao de ParB-TAP.

O vetor suicida pNPTSAparB (UCCI et al., 2014) foi utilizado para delecdo de parB
cromossomico de Xac-pLAC1 e Xac-pLAC2, originando as linhagens XacAparB-pLACI e
XacAparB-pLAC2.

5.3 Construindo um sistema de expressio de proteinas baseado em promotor de

arabinose para X. citri

Os vetores pLACI1 e pLAC2 (Figura 4) foram construidos com o intuito de estudarmos
a funcionalidade do promotor de arabinose (para) derivado do sistema pBAD (GUZMAN et
al ., 1995), como ferramenta na regulacao da expressao de genes suspeitos de serem essenciais
em Xac. Além do promotor referido, tais vetores possuem as sequéncias parB e parB-tap
ligadas a 3’ do para em pLACI1 e pLAC2, respectivamente.

A finalidade do peptidio TAP em fusao com parB no vetor pPLAC2 ¢ tornar possivel a
deteccdo da proteina ParB em experimentos de western sem a necessidade de anticorpo
especifico anti-ParB, pois TAP possui afinidade por regides conservadas de imunoglobulinas

(especialmente de coelho).
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Figura 4: Mapa dos vetores de expressao pLAC1 e pLAC2.
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ORFs/genes encontram-se esquematizados proporcionalmente ao tamanho do vetor; Sitios de restricdo

para as enzimas EcoRI e Hindlll delimitam as sequéncias parB em pLACI e parB-tap em pLAC2.

5.4 Sequenciamento de DNA.

O sequenciamento das ORFs foi realizado pela Macrogen Corporation

(www.macrogen.com).

5.5 Amplificacao para clonagem e diagnostico.

Para a amplificacdao das sequéncias foram usados DNA plasmidial (5 nanogramas) ou
DNA gendmico (1pg), tampao da enzima Pfu DNA polimerase para 1X final (Fermentas,
contendo 2 mM de MgC12), 100 uM de cada dANTP, 1U Pfu, 1 uM de cada primer e agua para
20 pl finais. O ciclo de amplificacdo para a sequéncia ara foi “touch down” : desnaturacao
inicial a 94 °C/4°30"", seguido de 3 ciclos de 94 °C/30"", A °C/30"’, 70 °C/4'30"" (A=68 °C a
64 °C; diminuicdo de dois graus a cada ciclo num total de 3 ciclos). Finalmente, foram
realizados mais 30 ciclos de 94 °C/30"", 62 °C/30"" e 70 °C/4°30"".

Para amplificagdo de parB-tap e parB (sequéncias com alto conteido de GC), foi
acrescentada na reagdo formamida desionisada na concentragdo de 5% final. O ciclo de
amplificacdo foi “touch down” : desnaturagdo inicial a 94 °C/2°30"", seguido de 4 ciclos de 94

°C/30"", A °C/307, 70 °C/2" (A= 72 °C a 66 °C; diminui¢ao de dois graus a cada ciclo num
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total de 4 ciclos). Finalmente, foram realizados mais 30 ciclos de 94 °C/30"", 60 °C/30"" e 72
°C/2’.

5.6 Eletrotransformacao

Para a eletrotransformagdo de X. citri, seguimos a metodologia de Ferreira et al.
(1995) e de Amaral et al. (2004) com modificagdes.

Os vetores utilizados para a eletrotransformacdo foram os descritos acima (pLACI1 e
pLAC2), com o proposito de fornecer a X. citri uma copia extra do gene parB sob o comando
de um promotor induzivel e que possa ser facilmente regulado para modular a expressao
génica, obtendo assim as linhagens Xac-pLAC1 e Xac-pLAC2.

X. citri foi cultivada em meio NYG até D.O. ~1,0. Posteriormente foram centrifugadas
a 3000xg por 10 min e lavadas por duas vezes em agua destilada, autoclavada e gelada.

Pellets celulares foram dissolvidos no proprio residual do sobrenadante e mantidos no banho
de gelo. Eletrotransformagdes foram realizadas com 200 ng de DNA plasmidial em 100ul de
suspensao de cé€lulas de X. citri, submetidas a descargas elétricas de 2,4 kV por
aproximadamente 5 ms, utilizando-se cubetas (BioRad) com espagamento de 0,2 cm entre
eletrodos. Em seguida, foram adicionados as cubetas 900ul de meio NYG, para suspensao das
c€lulas eletroporadas. A suspensao de células foi transferida para béquers de vidro de 10 ml
esterilizados e mantidos em agitacdo (170 rpm) a 29 °C por 2 a 4 h. Em seguida,
aproximadamente 200 ul da suspensao foram espalhados em placas contendo meio NYG com

antibiotico apropriado para selecdo dos transformantes.

5.7 Delecao de parB em X. citri.

O vetor pNPTSAparB (A.M. UCCI e H. FERREIRA, dados ndo publicados),
construido a partir do vetor suicida pNPTS138 (LUCY SHAPIRO, dados nao publicados),
possui fragmentos de 1200 pb e 1000 pb que flanqueiam parB cromossomico em X. citri;
Amplificados a partir do molde DNA cromossomal de Xac (UCCI et al., 2014). Dessa forma,
quando introduzido por eletrotransformagdo em Xac, o vetor pNPTSAparB realiza a delecdo
de parB cromossOmico através de troca alélica e um duplo evento de recombinagdo

homologa.
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Este vetor carrega uma marca de resisténcia a canamicina e o gene sacB, que codifica

a enzima levansucrase que converte sacarose em um produto toxico para gram-negativos.

Neste trabalho, Xac-pLACI1 e Xac-pLAC2 foram eletrotransformadas com ~ 200 ng
do vetor suicida pNPTSAparB e os transformantes do primeiro evento de recombinagdo
foram selecionados em meio NYG agar com gentamicina e canamicina. Na sequéncia, um
transformante de cada linhagem foi selecionado para crescimento durante 14 h em meio NYG
liquido somente com gentamicina, para ocorréncia do segundo evento de recombinagdo.
Aliquotas dessa cultura foram espalhadas em placas de Petri contendo meio NYG
(gentamicina) suplementado com 4% de sacarose, para selecdo das linhagens que perderam o
plasmideo pNPTSAparB na segunda recombinacdo. Os transformantes desta segunda
recombinacdo foram selecionados em placas contendo meio NYG (gentamicina) e meio NYG
(canamicina). Os sensiveis a canamicina e resistentes a sacarose foram considerados

candidatos positivos e foram usados em reacao de PCR para confirmacao da delecao de parB.

5.8 Curva de crescimento

Foram realizadas curvas de crescimento em triplicata, onde os transformantes X. citri
tiveram seu padrao de crescimento comparado ao de X. citri wt.

Os transformantes de cada linhagem usados neste experimento foram selecionados a
partir de uma triagem inicial, em triplicata, com trés transformantes de cada linhagem. A
triagem consistiu em um crescimento de 12 h em meio NYG com antibidtico a 29 °C e 200
rpm, a partir de uma D.O. goonm ~ 0,1. Medigdes de D.O. 400 nm foram realizadas a cada 4 h e
tiveram como controle X. citri wt. O objetivo dessa triagem foi selecionar transformantes
com padrao de crescimento mais proximo ao de X. citri wt.

Tendo selecionado os transformantes, pré-indculos foram preparados em meio NYG
com antibiotico adequado e incubados por 16 h nas condi¢des referenciadas; Apds este
periodo, a D.O. 600 nm foi medida e ajustada para D.O. ¢pp nm ~ 0,1 em 50 ml de meio NYG,
em triplicata, seguindo as mesmas condi¢cdes de cultivo. Medigdes de D.O. 400 nm foram
realizadas a cada 6 horas durante 24 horas de crescimento.

O indutor arabinose na concentragao de 0,02 — 0,05% final (SUKCHAWALIT et al.,
1999; GUZMAN et al., 1995) e glicose na concentracdo de 2% final, como repressor (G.C.
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DANTAS e H. FERREIRA, dados ndo publicados) foram adicionadas com 6 horas de

crescimento, quando necessario (Experimento de deplecao e indugdo de ParB).

5.9 Expressao de proteinas.

Para deteccao da proteina ParB-TAP nas culturas dos transformantes X. citri, foram
inoculadas ~10 colonias isoladas em 50 ml de meio NYG liquido com antibidtico apropriado,
com posterior incubagdo a 29 °C e 200 rpm por 16 h ou até que a cultura atingisse a D.O. 40
am ~ 0,8, quando entdo foram coletados 1,5 a 2 ml da cultura ndo induzida/reprimida em tubo
de centrifuga de 2 ml. Para a remog¢do da goma, centrifugou-se a amostra a 11000xg por 2
minutos, descartou-se o sobrenadante, adicionou-se 500 pl de agua destilada esterilizada,
levou-se ao vortex brevemente, centrifugou-se novamente e pesou-se o pellet, o qual foi
armazenado a -20 °C para processamento posterior.

O restante da cultura foi dividido em dois erlenmeyers, sendo que em um deles foi
adicionado arabinose nas concentragdes de 0,02 ou 0,05% final, para indu¢do do promotor
(GUZMAN et al., 1995) e no outro foi adicionado glicose na concentracdo de 2% final, para
repressdo (G.C. DANTAS e H. FERREIRA, dados ndo publicados); Posteriormente as
culturas foram incubadas nas mesmas condic¢des referenciadas.

Amostras com indug¢do ou repressdo do promotor foram coletadas com 1h apos a
adicao de arabinose e com 2h apos a adi¢do de glicose; Ambas foram tratadas nas mesmas

condi¢des descritas acima.

5.10 SDS-PAGE e Western Blotting

Para preparacdo do extrato de proteinas totais, adicionou-se tampao de amostra
contendo SDS, na propor¢do de 90 pl para cada 20 mg de massa celular, quando entdo as
amostras foram fervidas a 100 °C por 5 min e centrifugadas para remoc¢ao de restos celulares
(SAMBROOK et al., 1989). SDS-PAGE, coloracio com coomassie e transferéncia de
proteinas para membrana de PVDF seguiram Sambrook et al., (1989). Para deteccao de TAP
na membrana de PVDF (GE), foi utilizado anticorpo secundario anti-IgG de cavalo Sigma

A2014. Reacao de quimioluminescéncia seguiu as recomendacdes contidas no kit ECL.
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5.11 Microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) e DAPI

Me¢étodos seguiram Martins et al. (2010). Para observacdo do fendtipo resultante da
deplecao ou superexpressdo da proteina ParB, linhagens foram cultivadas durante a noite em
meio NYG liquido com antibidtico; Em seguida, as culturas foram diluidas para uma D.O.
6oonm ~ 0,1 € com base nos dados de curva de crescimento, apos 6 h foi adicionado arabinose
em uma concentragdo final de 0,05% ou glicose numa concentragdo final de 2%. Amostras
foram observadas apds 18h de crescimento ou 12h apos a adicdo dos aglcares. Para isso, as
amostras foram imobilizadas em ldminas contendo agarose 1% em PBS 1X.

Como controle, a mesma linhagem do experimento em curso foi cultivada nas mesmas
condicdes referenciadas sem adigao de arabinose ou glicose.

Microscopia de fluorescéncia foi realizada através do tratamento das células com
DAPI (2- (4-amidinofenil) -1H-indole-6-carboxamidina) 300nM por 5 minutos e lavadas em
seguida com PBS 1X.

Microscopio BX-61 Olympus de fluorescéncia e software CellSens Dimension foram

utilizados nesse experimento.

5.12 Analise estatistica

Os dados de D.O. de curva de crescimento foram avaliados pelo teste t de Student
multiplo (um por linha), ou seja, a média de cada ponto na curva foi analisada separadamente,
com nivel de significancia de 5 %.

Na microscopia, o software CellSens Dimension foi usado para medir 200 células por
amostra (triplicata), em seguida, os dados foram avaliados pelo teste t de Student com nivel
de significancia de 5 %. Todas as andlises estatisticas e graficos foram gerados por meio do

software Graphpad Prism 6.

5.13 Testes de patogenicidade

Para confirmar que a presenga dos vetores de expressdo ndo altera a viruléncia em X.
citri e que estes vetores podem ser usados como ferramentas para estudo de expressdo génica,

realizamos teste de patogenicidade onde as linhagens foram cultivadas em meio NYG com
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antibiotico a 29 °C e 200 RPM, até atingirem a D.O. ¢oonm ~ 0,8. Em seguida, foram
inoculadas pelo método de perfuragdo com agulhas de seringas hipodérmicas, na superficie
abaxial das folhas de limdo cravo (Citrus limonia Osbeck). As folhas foram assepticamente
cortadas dos ramos com estilete ¢ mantidas em tubos de polipropileno de 50 ml, com agua
tratada esterilizada até a metade do peciolo; Foram mantidas no laboratdrio por um periodo de
60 dias, com a superficie adaxial voltada para a area de maior claridade. Este teste foi

realizado em triplicata.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Viabilidade dos transformantes Xac-pLAC1 e Xac-pLAC2

Considerando que a presenca de replicons (extra-cromossdmicos) em células
bacterianas usualmente retardam o crescimento € metabolismo celular, foi medido o efeito da
presenca dos sistemas de expressao pLACI e pLAC2 em Xac. Para tal, os transformantes
Xac-pLACI e Xac-pLAC2 foram avaliados em curvas de crescimento (Figura 5).

O transformante Xac-pLACI apresentou nesta andlise um padrdo de crescimento
semelhante ao controle X. citri wt. Observamos, entretanto, que o crescimento do
transformante € significantemente mais lento em relagdo ao de X. citri wt no pontos referentes
a 18 e 24h. Notamos ainda que a cultura de X. cifri wt atinge o declinio mais rapidamente,
enquanto Xac-pLAC1 permanece por um periodo mais longo na fase log e que equivale a
praticamente 3 ciclos celulares (~6 h).

Com relagao ao transformante Xac-pLAC2 (Figura 5, linha ciano) vemos um retardo
bem mais acentuado no perfil de crescimento e que pode refletir a presenca da regido
codificando para a fusao ParB-TAP.

O padrao de crescimento mais lento das linhagens transformantes, em relagdo a
selvagem, em meio NYG liquido, estd coerente com o padrdo de crescimento em meio NYG
agar. Em meio solido, percebemos que as linhagens transformantes desenvolvem coldnias
visiveis a olho ni em aproximadamente 72 h, enquanto a linhagem selvagem produz colonias
em 48 h de crescimento (dados ndo mostrados).

Apesar dos transformantes mostrarem um padrdo de crescimento diferente quando

comparados a X. citri wt, ambos foram viaveis em condi¢des controladas de crescimento.
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Figura 5: Curva de crescimento de X. citri wt, Xac-pLAC1 e Xac-pLAC2.

- Xac W1
-& Xac-pLACI (para-parB)
-~ Xac-pLAC2 (para-parB-tap1479)

D.O. 600 nm

0.0+ T

0 6 12 18 24
Tempo (horas)

X. citric wt (controle), Xac-pLAC1 e Xac-pLAC2 foram cultivadas em triplicata a partir da D.O. gopnm
~0,1 em meio NYG a 29 °C e 200 rpm. Medi¢des foram realizadas a cada 6 h durante 24 h de crescimento. Os
pontos representam o desvio padrdo calculado a partir da média de cada triplicata. Os pontos em que a barra ndo
aparece indicam desvios-padrao muito baixos. Aos dados, foi aplicado o test t de Student Multiplo(um por linha),

ou seja, a média de cada ponto na curva foi analisada separadamente, com nivel de significancia de 5%*.

6.2 Funcionalidade do promotor de arabinose em X. Citri.

A funcionalidade do promotor de arabinose foi avaliada utilizando-se o sistema
pLAC?2, pois este expressa a proteina de fusao ParB-TAP. Como ja mencionado, a cauda TAP
nos permite seguir a expressao de ParB-TAP em experimentos de western sem a necessidade
de anticorpo especifico anti-ParB.

Xac-pLAC2 foi cultivada em triplicata em meio NYG por 14 h a 29 °C e 200rpm. Em
seguida as culturas foram diluidas para uma D.O. ¢omm ~0,1 e retornaram as mesmas
condi¢des de cultivo.

Quando as culturas atingiram a D.O. ¢onm ~0,6, foi adicionado 0,02% do indutor
(GUZMAN et al.,1995; SUKCHAWALIT et al., 1999) ou 2% de repressor (G.C. DANTAS e
H. FERREIRA, dados ndo publicados); Amostras foram coletadas para western apds 1h e 2h,
respectivamente (Figura 6).

Concentracdes de arabinose tdo baixas quanto 0,02% sdo suficientes para induzir
fortemente o promotor de arabinose em E. coli (GUZMAN et al., 1995), assim como em
membros do género Xanthomonas e em P. aeruginosa (SUKCHAWALIT et al., 1999). Em

Xac-pLAC2, foi observado um forte nivel de indugdo apos 1 h seguida da adi¢do de
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arabinose (Figura 6, canaleta 2); Nota-se banda de ~54 kDa que ¢ o tamanho esperado para
ParB-TAP. Entretanto, ¢ observado na canaleta 1 (figura 6), que a expressdo basal do
promotor em Xac-pLAC2, assim como em Xanthomonas campestris pv. phaseoli e também
em P. aeruginosa (SUKCHAWALIT et al., 1999), ndo ¢ tdo regulada como em E. coli
(GUZMAN et al., 1995). Além disso, a repressdo total em Xac-pLAC2 ndo foi alcangada apods
2 h seguidas da adicao de glicose (canaleta 3).

Ainda sim, quando comparado a outros promotores testados por nosso grupo, até entao
(xilose e o de vanilato; MARTINS et al., 2010; UCCI et al., 2014), o promotor arabinose
mostrou um controle mais fino de repressdao/inducdo, que € percebido com nitidez quando
comparamos o nivel de ParB-TAP nas canaletas 1 (expressdo basal), 2 (inducdo) e 3

(repressao).

Figura 6: Western Blotting para detectar ParB-TAP nos extratos proteicos da linhagem Xac-

pLAC2.

Canaletas: 1) Xac-pLAC2 expressdo basal (D.O. ¢y nm~ 0,6); 2) Xac-pLAC2 apo6s 1 h de inducéo com
0.02% de arabinose; 3) Xac-pLAC2 apo6s 2h de repressdo com 2% de glicose. Sinal de ~54 kDa corresponde ao
tamanho esperado para ParB-TAP.

6.3 Delecao de parB em Xac-pLAC2

Sendo o para responsivo em Xac-pLAC2, seguimos com a delecdo do gene parB
cromossomico nessa linhagem.
Inicialmente, utilizamos para esta delecdo a linhagem selvagem 306 portando o vetor

pLAC2 gerado no presente trabalho (Xac-pLAC2). Tal vetor, possui copia de parB sob
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controle do promotor de arabinose e tem por finalidade produzir a proteina de fusdo ParB-
TAP em trans e garantir a presenga de uma espécie de ParB na célula apos a delegdo génica,
pois dados recentes em nosso grupo de trabalho (UCCI et al., 2014) apontam a necessidade de
parB em X. citri. Até o momento, somente conseguimos deletar sequéncias parB em X. citri
quando introduzimos copias extras do gene em um sistema plasmidial.

A delegdo foi gerada mediante dois eventos de recombinacdo homologa entre
sequéncias flanqueadoras do gene em estudo, previamente ligadas ao vetor suicida
pNPTS138, e a copia nativa de parB no cromossomo bacteriano. Seguindo-se o processo de
delecdo, colonias candidatas foram submetidas a PCR diagnostico para averiguar a perda da
sequéncia codificando para ParB (Figura 7). Nesta PCR, utilizamos um par de primers que
possuem como alvos de hibridizacao regides contidas nas sequéncias flanqueadoras de parB
cromossdmico (coordenada gendmica c4592668...4593677), ndo hibridizariam no vetor de
complementacdo pLAC2 presente em X. citri. Observamos a produgdo de um fragmento de
~1000 pb a partir do DNA extraido de X. citri wt e que porta o gene parB (canaleta 1;
controle positivo). A auséncia de parB neste fragmento geraria um produto de 187 pb, que foi
observado nas canaletas 4 ¢ 10, sendo estes, portanto, mutantes com delegdo do gene de
interesse. De 100 colonias candidatas, 35 foram positivas para delecdo de parB
cromossOmico. Isto representa uma taxa de 35% de eficiéncia da metodologia.

Para certificarmos que os mutantes de delecao para parB cromossOmico portavam a
copia de parB no vetor replicativo pLAC2 e que garantiria a producdo de ParB em trans
(complementacao) fizemos uma PCR diagndstico para parB utilizando agora um par de
primers que anelam no interior do gene (Figura 8). Selecionamos para este teste 4 candidatos
positivos para a delecao do diagndstico anterior (canaletas 1-4) e com a nova PCR diagnostico
detectamos produgdo de fragmento do tamanho caracteristico de parB de ~900 pb.

Também realizamos todos os passos referenciados para delecao de parB em X. citri
306, anteriormente transformada com o vetor pLACI1 (Xac-pLAC1). Este vetor possui cOpia
de parB sob controle do promotor arabinose, porém sem fusao a tap (dados ndo mostrados). O
objetivo € comparar os fendtipos das duas linhagens mutantes parB (com fap e sem fap) em
experimentos futuros.

A delecdo de parB cromossdmico em Xac-pLACl e em Xac-pLAC2 gerou
respectivamente XacAparB-pLAC1 e XacAparB-pLAC2.
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Figura 7: PCR diagnostico para presenga de parB em Xac-pLAC2 (para-parB-tapl1479).
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Os produtos de PCR diagnostico foram separados em gel de agarose 0,7% e corados em banho de

gelred 0,5% previamente a documentacdo. Canaletas: 1) Xac wt, controle positivo, 2) vazia. 3-7 e 9-11),
linhagens candidatas a dele¢do 4 e 10), candidatos positivos para delegdo de parB, 8) marcador de peso

molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder 250 a 10.000 bp — Thermo Scientific, 12) controle negativo.

Figura 8: PCR diagndstico para detec¢do de parB em pLAC2 (para-parB-tap1479).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

e
fotografados . Canaletas: 1-4) repeti¢io do PCR diagnoéstico para delecdo de parB cromossémico, 5) Xac wt,

controle positivo, 6) marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder 250 a 10.000 bp — Thermo Scientific, 7-10)

Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose 0,7% , corados com gelred 0,5%

quatro linhagens selecionadas em PCR para deteccio de parB plasmidial, 11) repeticdo da canaleta 10, 12)
controle negativo.
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6.4 Deplecao e Inducio de ParB — Curva de crescimento

Para estudarmos o fendtipo de deplecdo e superexpressio de ParB em X. citri,
realizamos curvas de crescimento para a linhagem XacAparB-pLAC2 e X. citri wt (controle),
com o diferencial de adicdo de 0,05% de arabinose (GUZMAN et al, 1995;
SUKCHAWALIT et al., 1999) e alternativamente 2% de glicose apds um periodo de 6 h de
crescimento (Figura 9). Medi¢des de D.O. ¢oonm foram feitas a cada 6 h durante 24 h de
crescimento, onde aliquotas das culturas de XacAparB-pLAC2 foram coletadas para detec¢ao
de ParB-TAP por Western blotting.

Em comparagao com XacAparB-pLAC2 na condi¢ao de expressdo basal (Figura 9 C,
linha vermelha), notamos um retardo no padrao de crescimento da cultura logo apds a adigao
do indutor arabinose (compare progressao das curvas da linha vermelha e linha ciano as 6 e
12 h). Na presenga do repressor glicose, vemos alteracao do padrao de crescimento somente
apods 6 h da adicao do repressor (linha azul; compare trecho entre 12 € 18 h).

Quando relacionamos a linha ciano da figura 9 C com a deteccao de ParB-TAP por
Western blot da canaleta 2 da figura 9 A, percebemos que ha um nivel maior desta proteina
na cultura onde o indutor foi adicionado ja 4s 12 h, inducdo rapida condizente com a
caracterizacao do sistema pBAD em E. coli (GUZMAN et al., 1995), bem como acontece em
Xanthomonas campestris pv. phaseoli e em P. aeruginosa (SUKCHAWALIT et al., 1999).

A repressao de ParB-TAP s6 ¢ percebida com 18 h de cultivo (Figura 9 A, canaleta 3 e
Figura 9 C, linha azul), periodo correspondente a fase estaciondria. De fato, a fase
estacionaria mostrou ser um fator limitante na expressao do para heterdlogo em Xanthomonas
campestris pv. phaseoli e em P. aeruginosa, onde o nivel basal de expressdo, bem como o de
inducdo ¢ reduzido consideravelmente quando comparado a fase exponencial
(SUKCHAWALIT et al., 1999). Especula-se uma possivel redu¢do no transporte de L-
arabinose, bem como, uma reducdo no nivel do fator sigma que reconhece pBAD durante a
fase estacionaria de crescimento.

Na condicao de expressao basal (Figura 9 A, canaleta 1 e Figura 9 C, linha vermelha),
ParB-TAP manteve-se estavel ao final de 24 h de crescimento, com uma leve diminuicao do
sinal apenas na fase estaciondria correspondente as 18 h na curva.

Observamos que a linhagem X. citri wt (Figura 9 B, controle) respondeu de forma
diferente na curva de crescimento, frente aos mesmos estimulos aplicados a XacAparB-
pLAC?2 (Figura 9 C), eliminando possiveis diividas em relag@o a interferéncia do metabolismo

dos acucares no retardo da curva de crescimento de XacAparB-pLAC2.
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Vemos assim que os dados de alteragdo do padrdo de crescimento das culturas de
XacAparB-pLAC?2, frente a diferentes estimulos de inducdo e repressao, foram perfeitamente
acompanhados pela presenga e auséncia de ParB-TAP nas células. Na condigdo de
superexpressao, 6 h de crescimento com arabinose ou 12 h no grafico, percebe-se um retardo
na curva, que culmina em um platé com D.O. significantemente inferior a atingida pelo
controle (D.O. ndo atinge 1). Na condi¢do de deple¢do de ParB-TAP, percebemos alteracdo da
curva somente apds 6 h da adi¢do da glicose e a queda/desaparecimento de ParB-TAP so6 foi
documentada apds 12 h da adigdo da glicose (tempo 18 h na curva), que corresponde a fase
extaciondria.

O reaparecimento de ParB-TAP no tempo de 24 h de crescimento (Figura 9 A,
canaleta 3) deve-se provavelmente ao esgotamento do repressor que ¢ metabolizado pelas
células. Segundo Kang et al. (1999) e Vojnov et al. (2001) Xanthomonas degradam glicose
para a producao de EPS (exopolissacarideo) na fase estacionaria tardia, onde os operons que
codificam as enzimas envolvidas neste processo sao ativados pela alta densidade celular. Isto
reflete uma estratégia de sobrevivéncia, ja que a goma xanthana (exopolissacarideo) atua na
dispersao desta bactéria e na colonizagao de hospedeiros citrus (DUNGER et al., 2007).

A auséncia de ParB-TAP ¢ mantida na curva de crescimento por um periodo
aproximado de 6h, que corresponde a 3 ciclos celulares e que compreende aproximandamente
entre as 13 e 19h de crescimento; Veja na figura 10, as canaletas 1 e 2 representam amostras
da cultura de XacAparB-pLAC2 na condi¢do de expressdao basal, com 6h de crescimento,
antes da adicao do indutor ou repressor. Canaletas 4 ¢ 7 sao amostras com repressao de parB-
tap (glicose 2%), coletadas respectivamente as 13 e 19h de crescimento; Canaletas 5 e 8 sdo

amostras induzidas (arabinose 0,05%), coletadas respectivamente as 13 e 19h de crescimento.
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Figura 9: Curva de crescimento de X. citri wt e XacAparB-pLAC2 com deteccao de

ParB-TAP por Western Blotting.
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X. citri wt e XacAparB-pLAC2 foram cultivadas apartir da D.O. ¢ypnm ~0,1 em meio NYG a 29 °C ¢ 200
rpm. Arabinose 0,05% e glicose 2% foram adicionadas, separadamente, as culturas com 6 h de crescimento.
Setas pretas indicam o horario da adigdo dos agucares. Medigdes de D.O 4opnn foram realizadas a cada 6 h
durante 24 h. Aliquotas em triplicata foram retiradas das culturas de XacAparB-pLAC2 para detec¢do de ParB-
TAP por Western Blotting. Os pontos no grafico representam o desvio padrdo calculado a partir da média de
cada triplicata. No filme de Raio-X, 1, 2 e 3 sdo, respectivamente, controle, amostra induzida (arabinose 0,05%)
e amostra com repressdo de parB-tap (glicose 2%). No grafico, os pontos em que a barra ndo aparece indicam
desvios-padrdo muito baixos. Aos dados, foi aplicado o teste t de Student Multiplo (um por linha), ou seja, a

média de cada ponto foi analisada separadamente, com nivel de significancia de 5%%*.

Figura 10: Deteccdao de ParB-TAP por Western Blotting.
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A auséncia de ParB-TAP ¢ mantida na curva de crescimento por um periodo aproximado de 6h.

XacAparB-pLAC?2 foi cultivada apartir da D.O. ¢popm ~0,1 em meio NYG a 29 °C e 200 rpm. Arabinose 0,05% e
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glicose 2% foram adicionadas, separadamente, as culturas com 6 h de crescimento. Aliquotas foram retiradas
para detecgdo de ParB-TAP por Western Blotting. No filme de Raio-X, le 2 sdo referentes as amostras ndo
induzidas coletadas com 6h de crescimento; 4 e 7 sdo amostras com repressao de parB-tap (glicose 2%),
coletadas respectivamente as 13h e 19h de crescimento; 5 e 8 sdo amostras induzidas (arabinose 0,05%),
coletadas respectivamente as 13h ¢ 19h de crescimento. Canaleta 3, onde foi aplicado o marcador de peso
molecular no gel de poliacrilamida. Tampao de amostra para o equilibrio da corrida foi aplicado nas canaletas
6,9 ¢ 10.

Apartir desses dados, fixamos o ponto de 18h na curva de crescimento como ideal
para analisar, através de microscopia, possiveis alteragdes morfologicas decorrentes da
deplecdo ou superexpressao de ParB-TAP em X. citri, que indicariam falhas no processo de
segregacdo cromossdmica (BARTOSIK et al.,, 2009; DONOVAN et al.,, 2010; MOHL e
GOBER 1997), apontando para a necessidade de ParB na segregacdo cromossdmica

(PTACIN et al., 2010).

6.5 Fenotipos da complementacio de ParB em X. citri.

Em muitas espécies, a relacdo estequiométrica ParA:ParB representa ser muito
importante no processo de particdo cromossomica (BARTOSIK et al., 2004, 2009; LASOCKI
et al., 2007), sendo que a estabilidade de ParA ¢ dependente de ParB e vice-versa, ou seja, a
interagdo entre estas proteinas forma um complexo de estabilidade para ambas (BARTOSIK
et al., 2009).

Em P. aeruginosa, por exemplo, a falta de parA leva ao actiimulo de efeitos
pleiotropicos como defeitos na segregagdo cromossoOmica, taxa de crescimento e motilidade
que nao podem ser complementados com pard em trans. Além disso, a falta de par4 leva a
degradacdo de ParB, refletindo um mecanismo de controle de expressdo do operon par4B na
fase estacionaria de crescimento. (BARTOSIK et al., 2004, 2009; LASOCKI et al.,2007).

No presente trabalho, a presenca de ParB em trans ¢ perfeitamente funcional e ndo
acumulou diferencas expressivas na morfologia e no numero de células anucleadas ou
aberragdes em X. citri (Tabela 1). O padrdo normal de divisdo celular como septo formado no
midcell separando dois niicleos foi frequentemente visualizado (Figura 11); Além disso, essa
complementa¢do ndo alterou a capacidade de X. citri em induzir sintomas tipicos de cancro

citrico, como sera mostrado adiante.
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Sendo esta complementacdo funcional, seguimos com nossas analises explorando as

condigdes de deple¢do ou superexpressao de ParB-TAP em X. citri.

Tabela 1: Analises morfologicas de XacAparB-pLAC2.

Tamanho celular Anucleadas Aberracgoes
(n=500) pm
X. citri wt 1,58 £0,32 0,2% 0,08%
XacAparB-pLAC2 (C) 1,73+0,37 0,3% 0,17%

Dados correspondentes ao tamanho médio das células com 18h de crescimento. Desvio padrdo. P <
0,05. One-way ANOVA com teste de t (Student). (C) Indica o estado de expressao basal de parB-tap.

Figura 11: Microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) e DAPI de

Xac wt e XacAparB-pLAC2 (C) na condi¢ao de expressao basal de parB-tap.
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A) Xacwt; Setas verdes indicam padrao normal de uma célula em divisdo. B) XacAparB-pLAC2 (C) na

condi¢do de expressdo basal de parB-tap Aumento de 100X.
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6.6 Fenotipos da deplecdo de ParB em X. citri

Neste trabalho, no ponto de 18h fixado na curva de crescimento (Figura 9C), as
alteragdes morfologicas decorrentes da deple¢do de ParB-TAP sdo sutis porém significativas;
Em nossas andlises, o tamanho médio das células de XacAparB-pLAC2 (G) foi 2,17 um =+
0,46 (n=500; Tabela 2), enquanto o tamanho médio de XacAparB-pLAC2 (C) foi 1,73 + 0,37
(n=500; Tabela 2), refletindo assim a influéncia da deplecdo de ParB no tamanho celular.

O numero de células anucleadas foi significativo em quase uma ordem de magnitude
correspondendo a 2% em XacAparB-pLAC2 (G) contra 0,3% em XacAparB-pLAC2 (C)
(Tabela 2, Figura 12B, setas vermelhas). Uma vez que ParB atua na segregacdo
cromossomica (PTACIN et al., 2010), sua falta pode acarretar em falhas neste processo e
resultar em um aumento consideravel no numero de células anucleadas em cultura
(BARTOSIK et al., 2004, 2009; IRETON et al., 1994; JAKIMOWICZ et al., 2007; LEE et al.,
2003; LEWIS et al., 2002). Como exemplo, Pseudomonas putida mutantes nulos parB,
acumulam de 5 a 10% de células anucleadas , quando cultivadas em meio minimo e durante a
transicdo da fase exponencial para a fase estacionaria (LEWIS et al., 2002). Em Bacillus
subtilis, mutacdes em spo0J (homodlogo parB), produzem 1 a 2% de células anucleadas
durante o crescimento vegetativo (IRETON et al., 1994; LEE et al, 2003). Ja& em
Mycobacterium smegmatis deletados em parB, a taxa de células anucleadas em cultura ¢ em
média 10%, contra 0,8% na linhagem do tipo selvagem (JAKIMOWICZ et al., 2007).

A deplecao de ParB-TAP em X. citri acumulou 1 a 2% de aberragdes celulares como
formacao de cadeias (Figuras 12B e C, setas brancas) e septo localizado fora do midcell
(Figura 12C, seta branca), refletindo fenotipos decorrentes de defeitos de segregacao
cromossdmica.

Também foi observado queda na taxa de crescimento (Figura 9C, linha azul), o que
deve refletir um efeito pleiotropico da falta de ParB nas células em cultura. Diversos efeitos
pleiotropicos associados a pertubacdo de parB ja foram descritos para outros micro-
organismos como C. crescentus, C. glutamicum e P. aeruginosa (MOHL e GOBER, 1997;
BARTOSIK et al., 2009; DONOVAN et al., 2010). Tais efeitos sdo descritos como baixa
taxa de crescimento e motilidade, perda de viruléncia, formagdo de filamentos e podem
ocorrer pela interacdo de ParB com proteinas envolvidas em outros processos além de
segregacdo cromossomica e divisdo celular (MOHL e GOBER, 1997; BARTOSIK et al.,
2009; DONOVAN et al., 2010; UCCI et al., 2014).
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Tabela 2: Analises morfoldgicas de XacAparB-pLAC2.

Tamanho celular Anucleadas Aberracgoes
(n=200) pm
XacAparB-pLAC2 (C) 1,73 £0,37 0,3% 0,17%
XacAparB-pLAC2 (G) 2,17 £ 0,46% 2% 1-2%

Dados correspondentes ao tamanho médio das células com 18h de crescimento. Desvio padrao. *P <
0,05. One-way ANOVA com teste de t (Student). (C) Indica o estado de expressdo basal de parB-tap (linha
vermelha no grafico da figura 9C); (G) Indica o estado de deplecdo de parB-tap (linha azul).

Em C. crescentus a auséncia de ParB promove um bloqueio no processo de divisao
celular, que ¢ atribuido a defeitos na montagem do anel de FtsZ, resultando em acumulo de
células filamentosas em cultura (MOHL et al., 2001). FtsZ (homologo de tubulina) atua no
correto posicionamento do septo de divisao celular e ¢ dependente do correto funcionamento
do complexo par e sua interagdo com MipZ (inibidor de FtsZ) nos polos das células (MOHL
et al., 2001; THANBICHLER e SHAPIRO, 2006). E sugerido que X. citri tenha um padrio
de segregacao cromossomica semelhante ao de C. crescentus, demonstrado através do padrao
de localizagdo subcelular de ParB-GFP, que indica sua ligagdo as regides de origem no
cromossomo sendo guiadas aos polos da célula para que ocorra a correta segregacao
cromossomica (UCCI et al., 2014). No presente trabalho, entretanto, a deple¢ao de ParB em
X. citri promoveu efeitos sutis sem ocorréncia de células filamentosas; A excegdo sao
algumas células alongadas encontradas de forma esporadica em alguns dos experimentos
(Figura 13), o que refor¢a a ideia de uma funcdo acessoria ou pontual de ParB em X. citri,
diverso a C. crescentus onde os genes par sdo essenciais para sobrevivéncia
(MIERZEJEWSKA e BURDZY, 2012; MOHL e GOBER, 1997).

Sendo assim, buscamos sanar nossas duvidas em relagdo a um possivel efeito
cumulativo desta proteina em X. citri. A estratégia consistiu em prolongar a auséncia de
ParB-TAP por vérios ciclos celulares de XacAparB-pLAC2; Para isso, repetimos esse
experimento de deplecdo (Figura 9C), com o diferencial de trocar o meio de cultura a partir
das 18h de crescimento, a cada 2h até que a cultura completou 24h de crescimento e 3 ciclos
celulares a mais com auséncia de ParB-TAP. Nossas andlises de microscopia ndo revelaram
diferencas morfologicas relevantes, além daquelas encontradas com 18h de crescimento,

relacionadas na tabela 1 (dados ndo mostrados).
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Figura 12: : Microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) e DAPI de
XacAparB-pLAC2 (C) na condicdo de expressdo basal de parB-tap e XacAparB-pLAC2 (G)
na condicdo de deple¢do de ParB-TAP.

DIC DAPI

b
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Magnification: ¥100/x L Magnification: 100 x
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A) XacAparB-pLAC2 controle (C); Setas verdes indicam padrdo normal de uma célula em divisdo. B e
C) XacAparB-pLAC2 glicose 2% (QG); Alteragdes morfologicas e padrido anormal de divisdo celular estdo
indicadas pelas setas brancas (aberragdes como formacdo de cadeias) e setas vermelhas (células anucleadas).

Aumento de 100X.
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Figura 13: Microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) de XacAparB-

pLAC2 na condi¢do de auséncia de ParB-TAP.

Setas brancas indicam células alongadas encontradas esporadicamente em alguns dos experimentos de

curva de crescimento na presenca de glicose 2%. Aumento de 100X.

6.7 Fenotipos da superexpressio de ParB em X. citri

Assim como na condi¢do de deplecao de ParB-TAP (Tabela2, Figura 12B e C), a
superexpressao também promoveu diferengas fenotipicas sutis, entretanto, significativas.

O tamanho das células no tratamento com arabinose (XacAparB-pLAC2 (A)) foi 2,23
+ 0,49 (n=500; Tabela 3) e o aumento de células anucleadas foi significativo em quase uma
ordem de magnitude correspondendo 2% contra 0,3% em XacAparB-pLAC2 (C) (Figura
14D, setas vermelhas). Aberragdes como erro de divisdo celular foram encontradas em uma
média de 1 a 2% e sdo representadas por deslocamento do nticleo (Figura 14B, setas brancas)

e nlicleo posicionado no midcell quando ha presenca de septo (Figura 14C, setas brancas).

Tabela 3: Analises morfoldgicas de XacAparB-pLAC2.

Tamanho celular Anucleadas Aberragoes
(n=500) pm
XacAparB-pLAC2 (C) 1,73 £0,37 0,3% 0,17%
XacAparB-pLAC2 (A) 2,23 +£0,49* 2% 1-2%

Dados correspondentes ao tamanho médio das células com 18h de crescimento. Desvio padrdo. *P <
0,05. One-way ANOVA com teste de t (Student). (C) Indica o estado de expressdo basal de parB-tap (linha
vermelha no grafico da figura 9C); (A) Indica o estado de superexpressao de parB-tap (linha ciano).
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Figura 14: Microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC) e DAPI de
XacAparB-pLAC2 (C) na condig¢do de expressao basal de parB-tap e XacAparB-pLAC2 (A)

na condi¢do de superexpressao de parB-tap.

DIC DAPI

(A) na condicdo de superexpressdo de parB-tap. A) XacAparB-pLAC2 controle (C); Setas verdes
indicam padrdo normal de uma célula em divisdo. B, C e D) XacAparB-pLAC2 arabinose 0,05% (A);
Aberra¢des como padrdo anormal de divisdo celular estdo indicadas pelas setas brancas e células anucleada estdo

indicadas por setas vermelhas. Aumento de 100X.
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Estas alteracdes fenotipicas (tamanho celular, células anucleadas ou com erro de
divisdo) s6 foram observadas com 18h de crescimento. Com tudo, na condigdo de
superexpressao de parB, observamos que ocorre um retardo drastico no crescimento logo apos
a adicdo do indutor (Figura 9C) e que pode estar relacionada a um retardo da replicagdo
cromossdmica devido a um excedente de proteinas ParB-TAP ligadas nas regides proximas de
oriC. Uma vez que ParB tem a propriedade de formar dimeros e se ligar as regides parsS e
também em varios sitios ao redor de oriC (Lin & Grossman, 1998), um excesso pode resultar
em falta de acessibilidade a proteina DnaA nessa regido de origem, impedindo assim a
montagem de um complexo multimérico que da inicio a replicacio (MESSER, W. , 2002).
Efeitos semelhantes foram encontrados em Mycobacterium smegmatis na condi¢do de
superexpressao de parB e segundo Jakimowicz et al. (2007), o retardo na taxa de crescimento
pode estar relacionado a formagao de complexos nucleoproteicos, evitando novos ciclos de
replicacdo e reduzindo a acessibilidade a enzima DnaA. Segundo Bartosik et al. (2014),
atrasar o crescimento e divisdo celular bacteriana acaba levando a segrega¢do cromossdmica
por mecanismos alternativos ao sistema par-.

Em M. smegmatis (JAKIMOWICZ et al., 2007) e P. putida (LEWIS et al., 2002) a
superexpressao de ParB além de afetar a taxa de crescimento também prejudica a segregacao
cromossomica acumulando em média 10% de células anucleadas em cultura; No entanto,
excesso de ParB nao ¢ letal para nenhuma destas bactérias (JAKIMOWICZ et al., 2007;
LEWIS et al., 2002) assim como ndo demonstra ser letal para X. citri, j4 que a taxa de
crescimento continua a aumentar, mesmo que lentamente (Figura 9C, linha ciano).

Isso motivou-nos a saber se a queda dréstica na taxa de crescimento de XacAparB-
pLAC2, na presenca do indutor, estaria de fato relacionada com o excesso de ParB-TAP ou
seria um reflexo de um maior custo energético devido expressao dos genes araB, araA e araD
que codificam as enzimas metabdlicas que degradam arabinose, um aclcar secundario
(SCHLEIF et al., 2000). Para isso, realizamos nova curva de crescimento na presenca de
arabinose 0,05%, onde as linhagens X. citri wt, Xac-pLAL (promotor de arabinose sem parB-
tap, G.C. DANTAS e H. FERREIRA, dados ndo publicados) e XacAparB-pLAC2 foram
comparadas em relagdo ao padrdo de crescimento, nas seguintes condi¢des: Com indutor
arabinose e sem indutor arabinose (Figura 15).

De fato, constatamos uma interferéncia significativa do metabolismo do promotor de
arabinose atuando na taxa de crescimento da linhagem Xac-pLAL, refletindo o custo
energético que este promotor implica (Figura 15 B); Observe que a taxa de crescimento ¢

reduzida logo apds a adicdo do indutor (linha ciano) e ao contrario, nenhuma alteracdo
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significativa ocorre no crescimento de Xac wt na presenca de arabinose (Figura 15 A).
Entretando, a preseng¢a de parB-tap em XacAparB-pLAC2 mostra diferencas ainda mais
expressivas na taxa de crescimento, nas mesmas condi¢des (Figura 15 C). Dessa forma, ficou

evidente a relacdo entre excesso de ParB-TAP e retardo no crescimento celular.

Figura 15: Curva de crescimento de X, citri wt, Xac-pLAL e XacAparB-pLAC2 com

inducao por arabinose 0,05%.
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A) X. citri wt, B) Xac-pLAL, C) XacAparB-pLAC2. O indutor arabinose 0,05% foi adicionado no
tempo de 6h de crescimento das culturas, representado por linha vertical pontilhada. Os pontos no grafico
representam o desvio padrao calculado a partir da média de cada triplicata. No grafico, os pontos em que a barra
ndo aparece indicam desvios-padrao muito baixos. Aos dados, foi aplicado o teste t de Student Multiplo (um por

linha), ou seja, a média de cada ponto foi analisada separadamente, com nivel de significancia de 5%%*.
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Existem outros relatos que a superexpressdo de ParB pertuba a divisdo celular e a
distribui¢do do nucledide, inibindo o crescimento celular; (BARTOSIK et al., 2004;
LASOCKI et al., 2007). Além disso, efeitos pleiotropicos podem ser observados por causa de
silenciamento de genes adjacentes as regides parsS, onde ParB se liga e espalha-se formando
complexos nucleoproteicos (BARTOSIK et al., 2009, 2014).

Finalmente, a superexpressdo de ParB-TAP em X. citri ¢ acompanhada por um
retardo na taxa de crescimento, aumento do tamanho celular e do nimero de células
anucleadas ou com erro de divisdo. Com tudo, essa pertubagdo parece ndo ser letal para X.

citri.
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6.8 Teste de patogenicidade

Uma ferramenta de trabalho que possibilite estudos de expressdo génica em X. citri
deve ser validada em teste de patogenicidade, onde a simples introdu¢do de um vetor ou
sistema de expressdo nio deve alterar a viruléncia/patogenicidade da bactéria. Dizemos isto
porque estas ferramentas poderdo ser utilizadas para estudos de genes envolvidos com
patogenicidade. Para averiguar se nossos vetores de expressao alterariam a habilidade de X.
citri em colonizar um hospedeiro citros susceptivel, inoculamos X. citri wt (controle), Xac-
pBBRI1 (controle), Xac-pLACI1, XacAdparB-pLAC1, Xac-pLAC2 e XacAparB-pLAC2 pelo
método de perfuracdo em folhas de limao cravo (Citrus limonia Osbeck). A presenga do
vetor pBBR1 (base de construcdo dos sistemas de expressao pLAC1 e pLAC2), bem como, as
linhagens complementadas para dele¢ao de parB, nao tiveram a patogenicidade alterada e se
comportaram como a linhagem selvagem. Lesodes tipicas de cancro citrico manifestaram-se
com 20 a 30 dias apds a inoculagdo e tornaram-se mais proeminentes apos 40 dias (Figura

16).

Figura 16: Teste de patogenicidade apos 40 dias.

1) Meio NYG, 2) X. citri wt, 3) Xac-pBBR1, 4) Xac-pBBR1, 5) Xac-pLACI, 6) XacAparB-pLAC1, 7)
Xac-pLAC2, 8) XacAparB-pLAC2; Apds 40 dias. As linhagens foram cultivadas em meio NYG a 29 °C e 200
rpm até a D.O. 4um de ~0,8 e inoculadas por perfuracdo na superficie abaxial da folha de limio cravo (Citrus

limonia Osbeck). Teste realizado em triplicata.
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Os vetores de expressao utilizados neste trabalho nao afetaram a patogenicidade de X.
citri o que reforca a funcionalidade da ferramenta para estudos de expressdo génica e estudos

de genes relacionados com patogenicidade nesta bactéria.
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7 CONCLUSOES

Sendo o promotor de arabinose de E. coli responsivo em X. citri e apesar de ter um
nivel de expressdo basal, este possui um controle regulado para ligar e desligar genes. Este
controle demonstra ser mais eficiente na fase estaciondria , ou aproximadamente entre as 12 e
18h de crescimento, que demostra ser a fase ideal para observacdes de fenotipos de deplegao
génica. Este promotor em vetor replicativo (neste trabalho) ou em vetor integrativo (dados
nao mostrados) representou uma importante ferramenta para estudos de depleg¢ao de proteinas
ligadas a processos essenciais em X. citri.

Proteinas ParB sdo estaveis durante toda a curva de crescimento celular de X. citri,
refletindo sua importancia em processos essenciais na célula como segregacao cromossomica
e divisdo celular.

A superexpressao ou a auséncia de ParB retarda a taxa de crescimento, pertuba a
segregacdo cromossOmica causando sutis alteragdes morfologicas; Essa pertubagao,
entretanto, nao ¢ letal para X. citri;

Proteinas ParB demonstram ter uma fungdo acessoria na segregagao cromossdomica,
durante a fase estdcionaria de crescimento. Ou entdo, a célula consegue resolver essa
pertubagdo de outras formas, as quais desconhecemos. Entretanto, ndo descartamos a
possibilidade de ParB ser essencial em outras fases do crescimento celular, visto a
impossibilidade de dele¢dao de parB sem que haja copia extra do gene em ¢rans. De fato, com
excessao de C. crescentus € M. tuberculosis (MOHL e GOBER 1997; SASSETTI et al.,
2003), na maioria dos sistemas par estudados até o momento, ParB mostra ser uma proteina
pontual importante mas nao essencial neste processo de particionamento (BARTOSIK et al.,
2004, 2009; IRETON et al., 1994; JAKIMOWICZ et al., 2007; LEE et al., 2003; LEWIS et
al., 2002)

Em X citri ter protéinas ParB alteradas ¢ mais prejudicial do que ndo té-las, visto
que a disrupcdo de parB altera a sua morfologia, resultando em expressivos efeitos
pleiotropicos como filamentacdo (5%), células anucleadas (30%) e perda de motilidade e
viruléncia (UCCI et al., 2014); J4 a dele¢do limpa de parB (neste trabalho) produziu efeitos
mais sutis, o que nos faz sugerir que a presenga de uma proteina ParB alterada ¢ mais
prejudicial & X. citri do que a auséncia desta e que embora X. cifri demonstre ter um padrdo de

segregacdo cromossomica semelhante ao de C. crescentus (UCCI et al., 2014), ParB parece
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ter uma fun¢do acessoria importante mas ndo essencial, como ¢ em C. crescentus (MOHL et

al., 2001).
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