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CARACTERIZACAO FENOTIPICA E FUNCIONAL DE MUTANTES DA BACTERIA
FITOPATOGENICA Xanthomonas citri subsp. citri.

RESUMO - Dentro da comercializagdo de frutas, a citricultura é a mais
importante. Representa para muitos paises, dentre eles, os EUA e o Brasil, uma
importante atividade econdémica. Porém, esta atividade, vem sofrendo com inumeras
doencas e/ou pragas como a doenga do Cancro Citrico Asiatico causada pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri). Deste modo, com o objetivo do estudo do
genoma funcional da X. citri, um banco de mutantes deste microorganismo foi obtido
por meio de insercdo aleatéria do transposon Tn5, nas quais foram selecionados 53
mutantes que apresentaram, de forma superficial, alteracdes fenotipica em relagdo a X.
citri selvagem. Para uma avaliagdo mais precisa, eles passaram por uma nova
confirmacao de suas alteracdes fenotipicas, onde foram inoculados em folhas de Citrus
sinensis (Laranjeira péra-Rio) e Citrus limonia (limoeiro cravo) e monitorados durante 16
dias, e aqueles que apresentaram as maiores alteracbes em relacdo a selvagem,
tiveram confeccionadas para si curvas de crescimento in vivo. Conseguiu-se, desta
forma, avaliar quantitativamente o processo patogénico, relacionar seus sintomas com
dados numéricos e ainda descobrir detalhes até entdo nao conhecidos. O mapeamento,
dos respectivos loci mutados, foi realizado por seqienciamento de DNA a partir do
transposon, demonstrando que a metodologia empregada para a obtencdo dos
mutantes foi eficiente, conseguiu também revelar diversas proteina ainda hipotéticas, e
outras, até entdo, ndao considerados como implicados no processo patogénico, como,
uma Integrase, Fe-S oxidoredutase, Helicase IV, Receptor Dependente de Ton-B, entre

outros.

Palavras-chave: Bactérias fitopatogénicas, Cancro citrico, Curvas de crescimento in

vivo, Genoma funcional, Interagdo patégeno-hospedeiro
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PHENOTYPIC AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF MUTANTS OF
PHYTOPATHOGENIC Xanthomonas citri subsp. citri.

SUMMARY - Concerning the commercialization of fruits, the citrus production is
the most important. It represents for many countries, amongst them, U.S.A. and Brazil,
an important economic activity. However, this activity has been suffering with many
illnesses and/or plagues as the illness from the Asiatic citrus canker caused by
the Xanthomonas citri subsp. citri bacterium (X. citri). In this way, from a bank of mutants
of X. citri, gotten by means of random insertion of commercial one derived from
transposon Tn5, had been selected 53 mutants that had presented, of superficial form,
some type of phenotype alteration in relation to the wild X. citri. To a more necessary
evaluation, each one of them passed for a new confirmation of its phenotype alterations,
where they had been inoculated in leafs of Citrus sinensis ('Pera’ sweet orange) and
Citrus limonia ('Rangpur' lime) and monitored during 16 days, and those that had
presented the biggest alterations in relation to the savage, had confectioned for itself in
planta growth curves. We obtain, in such a way, to evaluate quantitatively the
pathogenic process, to relate its symptoms with numerical data and still to discover not
known details until then. The mapping of respective locus mutated was carried through
by sequencing of DNA from transposon, demonstrating that the methodology used for
the attainment of the mutants was efficient and still to disclose diverse genes still
hypothetical, and others, until then, not considered as implied in the pathogenic process,
as, Integrase, Fe-S oxidoredutase, Helicase |V, TonB-dependent receptor, among

others.

Keywords: Plant pathogenic bacteria; citrus canker; growth curves in plant, functional

genomics, pathogen-host interaction.



1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de citros, sendo a citricultura a principal
atividade econémica de mais de 300 municipios do Estado de Sdo Paulo e do Triangulo
Mineiro. No entanto, este setor vem sofrendo milhées em prejuizos devido a bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri, responsavel pela doenca denominada cancro citrico. A
bactéria citada consegue sobreviver em varios ambientes por quase um ano, e é
altamente contagiosa. A guinada para uma perspectiva de controle mais efetivo desta
doenca aconteceu a partir do seqlenciamento completo dos genomas das bactérias
fitopatogénicas Xanthomonas citri subsp. citri e Xanthomonas campestris pv.
campestris, que abriu a possibilidade de utilizacao de estratégias de analise genémica
funcional no estudo das fungdes de genes implicados na colonizacdo do patégeno na
planta hospedeira, e consequentemente no desenvolvimento de uma cura para a
doenca.

Com o objetivo de avaliar o papel das proteinas sintetizadas a partir do genoma
da X. citri no processo patogénico, um banco de mutantes de Xanthomonas citri subsp.
citri foi obtido por meio de insercao aleatéria do transposon Tn5. Cerca de 3.300 destes
mutantes foram analisados e destes, 100 apresentaram patogenicidade alterada em
comparagao a bactéria selvagem. Dentre estes, 53 foram selecionados para uma
avaliacao qualitativa, onde foram avaliados fenotipicamente em folhas de Laranja péra-
rio (Citrus limonia) e limao cravo (Citrus sinensis) durante os primeiros 16 dias de
contagio. Realizada esta avaliacdo 49 destes mutantes tiveram o gene interrompido
determinado por sequenciamento, a Xanthomonas citri subsp. citri selvagem e 19
mutantes, que apresentaram os menores niveis de patogenicidade, foram reavaliados,
agora quantitativamente por meio de curvas de crescimento in vivo, e enfim alguns

destes mutantes foram avaliados por meio de curvas de crescimento in vitro.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Econdmicos

A citricultura é a principal atividade econémica de mais de 300 municipios do
Estado de Sao Paulo e Triangulo Mineiro (FUNDECITRUS, 2009b). No Estado de Sao
Paulo é a segunda atividade rural em importancia, menor apenas que a cana-de-
acucar. Sao pequenos produtores que movimentam a industria (fabricas de extracao de
suco) e o comércio regional, por meio de milhares de empregos diretos e indiretos
(FUNDECITRUS, 2009c). No contexto Internacional, o Brasil € o maior produtor de
laranja, respondendo por mais de 25% da producdao mundial (BASSANEZI e
LARANJEIRA, 2007), e também o maior exportador de suco concentrado, com
participagéo de 53% do suco comercializado no mundo (FUNDECITRUS, 2009b) o que
rendeu ao Brasil em 2008 mais de 2 bilhdes de doélares em exportacoes (CONAB,
2009).

No entanto, este setor vem sofrendo severos prejuizos devido a diversas
doencas e/ou pragas. Dentre elas, a bactéria fitopatogénica Xanthomonas citri subsp.
citri (X. citri), causadora do Cancro Citrico Asiatico que foi introduzida no pais em 1957
na regido de Presidente Prudente, SP, por meio de mudas trazidas clandestinamente
por imigrantes Japoneses (HASSE, 1987), e ainda hoje causa perdas significativas ao
pais.

O cancro citrico é considerado uma “praga” quarentenaria, ou seja, a nao ado¢ao
de medidas de exclusao/erradicacao, caso esta bactéria seja detectada, impede o
comércio de frutos citricos, suco concentrado e seus derivados para paises livres do
patégeno, ja que, o comércio destes produtos é regulamentado por legislacao
internacional (FUNDECITRUS, 20094).

Como nao ha arsenal quimico capaz de controlar satisfatoriamente a doenga, o
Unico meio de evitar a sua proliferacao € a erradicacao dos pés contaminados e demais
plantas vizinhas num raio de 30 metros. Além disso, caso seja detectado um grau de
contaminacdo maior que 0,5% do talhdo, este deve ser dizimado por completo e toda



area permanecer sem uso para cultivo de citrus durante dois anos (FUNDECITRUS,
2009d). Tais medidas drasticas, apesar de necessarias, ja que sem elas o prejuizo seria
ainda maior, resultaram e ainda resultam em grandes perdas de areas de cultivo e
consequentemente em milhdes de reais em prejuizos para o pais. Ainda segundo a
FUNDECITRUS, depois de décadas de esforcos e milhdes em prejuizos provocados
pela doenca e outros milhGes gastos na tentativa de seu controle, o ano de 2008
constatou que 0,17% dos pomares apresentaram a doenga, conforme pode ser visto na
Figura 01.

Indéncia do Cancro Citrico - 1999 a 2008
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Figura 01: Incidéncia de cancro citrico ente 1999 a 2008. Fonte: FUNDECITRUS, 2009a.

Apesar da boa campanha de prevencgao, é preciso ter em mente que o Cancro
Citrico ainda causa grandes prejuizos. Tem freqlientemente ressurgido, inclusive em
areas onde se pensava que estivesse erradicado. O indice superior ao do ano anterior
(0,10%), por exemplo, se deve ao aparecimento de focos em regides onde nao havia
sido diagnosticada incidéncia anteriormente (FUNDECITRUS, 2009a). Além disso, o
namero de plantas erradicadas em 2008, devido a ocorréncia de cancro citrico em
talhdes, pomares ndo comerciais, viveiros e zona urbana no estado de S&o Paulo e Sul
do Triangulo Mineiro, ainda fora de 478.623 plantas. (FUNDECITRUS, 2009e).

Tais fatos evidenciam a importancia de medidas preventivas como uma vigilancia

constante e um continuo investimento na area da pesquisa.



2.2 Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri)

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri pertence ao género Xanthomonas (do
grego, “xanthos” = amarelo; “monas” = unidade), que constitui-se no maior grupo de
bactéria fitopatogénicas dispersos na natureza, com capacidade de infectar uma ampla
gama de hospedeiros que incluem, pelo menos, 68 familias de plantas e mais de 240
géneros (HAYWARD, 1993), sendo que, deste total, 120 sdo monocotileddneas e 280
dicotiledoneas (LEYNS et al., 1984).

Identificada e isolada primeiramente por CLARA H. HASSE (1915) que, apés
provar a patogenicidade da X. citri, classificou-a como Pseudomonas citri. A partir de
1949, DOWSON reclassificou a bactéria como Xanthomonas citi (KHAN E
HINGORANI, 1970). Cerca de 45 anos depois foi novamente reclassificada como
Xanthomonas axonopodis pv. citri (VAUTERIN et al.,1995; HARTUNG et al. 1996) e
mais recentemente, ja em 2006, ela teve se nome modificado mais uma vez para
Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et al., 2006).

A recente reclassificacdo das espécies de Xanthomonas patogénicas a citros foi
baseada em analises do espaco intergénico 16S-23S, AFLP e re-associacado DNA-DNA
(SCHAAD et al., 2006). Antes pertencentes a uma mesma espécie bacteriana
(Xanthomonas axonopodis) e separados em patovares (citri, aurantifolii e citrumelo)
(VAUTERIN et al., 1995), a classificacédo atual considera esses organismos como sendo
pertencentes a trés espécies distintas: Xanthomonas citri subsp. citri (= Xanthomonas
axonopodis pv. citri), Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (= Xanthomonas
axonopodis pv. aurantifoliy e Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis (= Xanthomonas
axonopodis pv. citrumelo) (SCHAAD et al., 2005; SCHAAD et al., 2006). De acordo com
esta recente classificacao filogenética a bactéria X. citri pertence ao filo Proteobacteria,
classe “Gammaproteobacteria” (Classe Ill), ordem “Xanthomonadales” (Ordem ll),
familia “Xanthomonadaceae” e género Xanthomonas (GARRITY e HOLT, 2000).

Apesar da recente mudanga de nomenclatura, a bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri € ainda hoje amplamente conhecida e encontrada na literatura pela

denominacao Xac, ja que em 2002 quando foi finalizado o seqlienciamento completo do



seu genoma (SILVA et al., 2002) seu nome ainda era Xanthomonas axonopodis pv. Citri
(Xac).

A X. citri possui a forma de bastonete reto com 1,5 a 2,0 uM de comprimento e
0,5 a 0,7 pM de largura. E uniflagelada polar (monotriquia), gram-negativa, aerdbica
obrigatéria, nao fixadora de nitrogénio, ndo forma esporos e ndo é exigente
nutricionalmente (GALLI, 1980). Raramente encontrada livre no solo, sendo altamente
adaptada ao crescimento endofitico (SWINGS e CIVEROLO, 1993).

Forma colbnias amarelas e mucédides na maioria dos meios de cultura artificiais,
devido a produgdo do pigmento xanthomonadina (importante na protegdo contra raios
ultravioleta) (BRADBURY, 1993) e de goma xantana (exopolissacarideo que auxilia na
dispersao e sobrevivéncia do patégeno, além de ser uma importante matéria prima na
industria de alimentos e petréleo). Colénias sao visiveis apds dois a trés dias de
incubacdo a 28° e seu tom pode variar de claro a escuro (VAUTERIN et al., 1996;
DIANESE e SCHAAD, 1982; TSUYUMU et al., 1996).

E cosmopolita, podendo ser encontrada em inlmeros paises da Asia, Africa,
Oceania e América (Figura 02) e causa a doencga intitulada cancro citrico asiatico,
também conhecida como Cancrose A. Ataca todas as variedades e espécies de citros e
€ a mais devastadora de todas as espécies de Xanthomonas que provocam O cancro
(WHITESIDE et al.,1996; NAMEKATA et al., 1996; KOLLER, 1994; ROSSETTI, 1993).
Entretanto hd uma variagdo quanto a suscetibilidade com que estas variedades
possuem em relagcdo ao patégeno. Em ordem crescente de suscetibilidade temos:
Poncan, Mexerica do rio, Limdo Tabhiti, Laranja Péra, Laranja Valéncia, Laranja Natal,
Tangor Murcote, Limao Cravo, Laranja Hamlin, Laranja Baianinha, Limao Siciliano,
Limao Galego e Pomelo (FUNDECITRUS, 2009d).
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Figura 02: Distribuicdo mundial do cancro citrico. Fonte: PLANT
MANAGEMENT NETWORK, 2009. (Imagem modificada).

Ha outras espécies dentro do género Xanthomonas que também provocam o
Cancro. A cancrose B ou “Falso Cancro” é provocada pela estirpe B de Xanthomonas
fuscans subsp. aurantifolii (Xfa-B) e ocorre em um menor numero de espécies de citros
e de uma forma bem mais lenta e branda do que a cancrose A e restringe-se a
Argentina, Paraguai e Uruguai (ROSSETTI, 2001). A estirpe C de Xanthomonas
fuscans subsp. aurantifoli  (Xfa-C) é causadora da cancrose C, possui apenas o
limoeiro galego (Citrus aurantifolia) como hospedeiro e é endémico de algumas regides
do estado de Sao Paulo (AMARAL, 2003). A cancrose D € causada pela estirpe D de
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (Xfa-D) e foi relatada apenas no México e
ainda nédo esta bem caracterizada, mas causa lesées em folhas e ramos de limoeiro
galego (Citrus aurantifolia). E por fim, a cancrose E, mais conhecida como Mancha
bacteriana dos citrus, causada pela Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis, que
ataca especificamente porta-enxertos de citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi x Poncirus
trifoliata), e é restrita a Flérida (SWINGS e CIVEROLO, 1993; BEHLAU, 2006; SCHAAD
et al., 2005).



2.3 Doenca

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri é de facil disseminagéo, tendo os
fendmenos naturais (chuva e vento) e 0 homem (transito de pessoas, equipamentos,
material biolégico e veiculos) seus principais disseminadores. E altamente resistente,
consegue sobreviver por varios anos em material vegetal citrico contaminado como
folhas, frutos e ramos secos (FUNDECITRUS, 2009d). Ocorre principalmente em
regides com alta umidade (chuvas abundantes), altas temperaturas (entre 20°C e 35°C)
e ataca a planta especialmente durante o periodo de crescimento dos frutos e folhas
(GOTTWALD e GRAHAM, 2000; WEELS et al., 1987).

No processo de contaminagao, apds uma fase epifita, onde a bactéria coloniza a
superficie da planta citrica hospedeira sem causar a doenga, inicia-se 0 processo de
infecgcao, cujo primeiro passo € a penetragao na planta por qualquer abertura disponivel
no vegetal, sendo ela natural (tecidos jovens), tais como estébmatos, hidatédios e
lenticelas (Figura 03), ou por meio de ferimentos nas folhas e frutos, sendo a
penetracao favorecida pela formacao de uma pelicula de agua sobre a superficie foliar
(BROWN, 2001; GRAHAM et al., 1992). As galerias produzidas pela larva minadora
(Phyllocnistis citrella Stainton) também sdo uma excelente porta de entrada para a
bactéria e ainda intensifica os danos causados pela doengca (BERGAMIM FILHO et al.,
2000; GRAVENA, 1998; JESUS JUNIOR et al., 2006).

Apb6s a entrada da bactéria sua colonizagcédo se restringe ao sitio de infecgao.
Para a sua permanéncia, sobrevivéncia nos espacos intercelulares do parénquima
vegetal e desencadear o processo infeccioso com sucesso a X. citri ativa genes
especificos que expressam iniUmeras proteinas relacionados a patogenicidade, além de
iniciar a producao de polissacarideos extracelulares como a goma xantana (BROWN,
2001). A diminuigdo dos espacos intercelulares e o acumulo de goma resultam em
aspecto de encharcamento no tecido infectado, uma vez que ocorre o aprisionamento
da 4gua no xilema devido ao potencial higroscopico da goma (PADMANABHAM et al.,
1973).



Figura 03: X. citri penetrando pelo estémato. Fonte: PLANT MANAGEMENT NETWORK, 2009.

O cancro citrico acomete folhas, frutos e ramos, e sua sintomatologia béasica se
resume em lesdes corticosas e salientes cor de palha que ocorre devido ao rompimento
da epiderme, circundada ou nao por um halo de cor amarelada, que podem se
manifestar em uma semana a dois meses apos a inoculagédo e atingir de dois até 12
milimetros de diametro (AMORIM e FILHO, 1999; ROSSETTI, 2001) conforme pode ser
visto na Figura 04. A formacgédo deste halo estd associada a menor produgdo de
clorofilas a e b, caroteno e xantofila nessas regioes (PADMANABHAM et al., 1973). Nas
folhas o aparecimento destas lesGes se da, sobretudo, na superficie abaxial, ja que,
contem uma maior concentracdo de estdmatos (AMARAL et al.,, 2003). Contudo,
também é muito comum o aparecimento de sintomas na superficie superior da folha.
Sintoma este, segundo a FUNDECITRUS (2009d), decisivo para diagnosticar a doenca,
ja que é a unica doenga conhecida com lesdes salientes que aparecem dos dois lados
da folha.

Figura 04: Sintomas de cancro citrico em folhas, frutos e ramos. Fonte: FUNDECITRUS, 2009d.



Ainda, conforme a Figura 04, pode-se notar que os tecidos das folhas infectadas
também podem apresentam como caracteristica: clorose (amarelecimento), hiperplasia
(devido a excessiva divisdo mitética celular) e necrose, caracteristicas estas, também
utilizadas para o diagnostico da doenca (FUNDECITRUS, 2009d; SWARUP et al.,
1992). A doencga, depois de bem estabelecida no vegetal, provoca destruicdo de area
foliar interferindo no processo de fotossintese, excessiva produgdo de etileno em
resposta ao estresse bidtico provocando a queda prematura de folhas e frutos, aspecto
alterado do fruto, seca de ramos novos, e em casos extremamente rigorosos a morte da
planta (BROWN, 2001; CROZIER et al., 2001; WEELS et al., 1987).

Com a formacao do cancro e ruptura da epiderme, cria-se uma “porta de saida”
para grandes quantidades do patégeno, que pode ser levados pelo vento, 4gua ou o
proprio homem, rumo a plantas ainda nao infectadas, fechando o ciclo. O ciclo completo
da doenca da Cancrose Asiatica pode ser vista na Figura 05.
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Figura 05: Ciclo do Cancro Citrico. Fonte: PLANT MANAGEMENT NETWORK, 2009. (Imagem modificada).
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2.4 Aspectos moleculares da interacao planta-patégeno

As plantas ndao apresentam um sistema imunoldgico, capaz de agir em todo o
organismo e de analisar rapidamente o invasor e gerar, a partir deste reconhecimento,
moléculas especificas a cada molécula estranha, como ocorre entre os animais. Devido
esta limitacdo, todas as células dos vegetais sdo individualmente capazes de
reconhecer patdégenos e acionar o sistema de defesa local (HOLT Il et al., 2000).

Como primeira medida de defesa, a planta se utiliza de barreiras pré-formadas,
como cuticula espessa (HAMMOND-KOSACK e JONES, 2000), ou entdo processos
nao especificos, como a deposicao de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (CORBIN
et al., 1987), lignificacdo da parede celular (GRAND et al., 1987), ou entédo a sintese e
acumulo de fitoalexina e/ou proteinas PR, agentes antimicrobianos que inibem a
instalagdo do microorganismo (DIXON et al., 1994; GUSTTINE et al., 1990).

Nao obtendo sucesso na tentativa de frear a colonizagdo do patdégeno, a planta
pode fazer uso de uma segunda estratégia baseada em receptores especificos,
desenvolvida no processo de co-evolugdo entre ela e seus patéogenos. Desta forma,
ocorre, entre o patégeno e o vegetal, uma competicdo, onde para cada proteina de
ataque produzida pelo patégeno a planta contra-ataca com uma proteina de defesa.
Este tipo de interacdo € conhecida como “Teoria Gene-a-Gene” (FLOR, 1971; STAHL e
BISHOP, 2000) e pode ser classificada como compativel, quando o vitorioso desta
competicdo é o patégeno, ou incompativel, quando a ganhadora é a planta.

Na interacdo compativel o patdogeno é capaz de mascarar ou reprimir 0s
mecanismos de defesa da planta hospedeira, desenvolvendo-se nos tecidos vegetais e
levando a manifestacdo de sintomas da doenca através de mecanismos de
patogenicidade e viruléncia que envolve a producao de toxinas, secrecao de enzimas
liticas extracelulares e liberacdo de fatores de viruléncia nos meios extra e intracelular
da planta atacada, que s&o capazes de modular, interferir, ou mesmo suprimir as
respostas de defesa da planta (WHITE et al, 2000; GACHOMO et al., 2003).

Ja na interacdo incompativel, a planta reconhece o agressor e restringe o
patdégeno no sitio de infeccao. Esta incompatibilidade ocorre quando a planta possui um
receptor celular (proteina R codificado pelo gene de resisténcia) que interage
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especificamente com a proteina elicitora (modelo "chave-fechadura"), codificada por
genes de aviruléncia (Avr) do patégeno (FLOR, 1971; KEEN, 1990; BUEL, 1999;
QUIRINO e BENT, 2003) levando a uma acelerada ativacao das vias de transducao de
sinais que resultam na resposta de resisténcia, muitas vezes caracterizada pela Reagao
de Hipersensibilidade (HR, “Hypersensitivity Response”) que nada mais € do que a
morte celular programada das células vegetais atacadas pelo patdégeno e células
adjacentes ao sitio de infecgéo, provocando o bloqueio e eliminacdo do agente invasor
no local atacado (STASKAWICZ et al., 2001; BERGAMIN FILHO, et al. 1995;
GACHOMO et al., 2003). A diferengca basica entre a interagdo compativel e
incompativel esta relacionada a presenca, auséncia ou nao funcionalidade do gene de
resisténcia na planta ou do gene de aviruléncia no patégeno.

Estudos demonstraram que alteragdes na estrutura dos genes de aviruléncia
(Avr) podem resultar tanto na perda de patogenicidade/viruléncia, quanto na geracao de
novas especificidades, ou seja, novas dinamicas entre o patégeno e hospedeiro
(HERBES et al., 1992; YANG et al., 1994). O maior grupo de genes Avr conhecido
pertence a familia avrBs3/pth. O seqienciamento do genoma de Xanthomonas citri
subsp. citri (SILVA et al., 2002) identificou neste fitopatdgeno a presenca de quatro
genes dessa familia. Todos estdao em plasmideos e foram denominados de pthAT,
pthA2, pthA3 e pthA4 (GABRIEL, 1999).

Os genes pthA sado necessarios para a bactéria X. citri induzir sintomas da
doenca. A insercao destes genes em outras espécies de Xanthomonas nao patogénicas
em citros conferiu a habilidade dessas em romper a epiderme foliar e induzir sintomas
em citros (SWARUP et al., 1991). YANG e GABRIEL (1995) observaram que tanto a
patogenicidade quanto a viruléncia sdo determinados pela regido de seqiéncias
repetitivas de 102 pb (pares de base) destes genes. Essas regides repetitivas séo ricas
em codons de leucina, sendo possivel que funcionem como sitios de ligagdo para os
genes de resisténcia do hospedeiro. Os genes pthA, além de promoverem a divisdo
(hipertrofia) e o alargamento (hiperplasia) celulares, também estao envolvidos na morte
celular programa (DUAN et al., 1999), deixando claro ha inter-relacdo destes genes com
o fendbmeno da Reagao de Hipersensibilidade (HR).
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Os eventos fisiologicos associados a HR envolvem um aumento intracelular dos
niveis de espécies ativas de oxigénio (O." e H20,), perda de ions potassio, ganho de
ions hidrogénio com consequente mudanga no pH intracelular, destruicdo de
compartimentos, fortalecimento da parede celular e da cuticula, producao de agentes
antimicrobianos (fitoalexinas) e inducdo da expressdao de proteinas de defesa que
limitam a colonizagdo do agente invasor, impedindo, desta forma, o estabelecimento da
doenca (COHN et al., 2001; HAMMOND-KOSAK e JONES, 1996).

Estudos com mutantes de bactérias fitopatogénicas evidenciaram que a HR é
modulada por um agrupamento de genes denominado hrp (“hipersensitive response
and pathogenicity”) ou Patogenicidade e Resposta de Hipersensibilidade, para os quais
tem se verificado um importante papel, tanto na patogenicidade em plantas suscetiveis,
quanto na inducao de HR em plantas resistentes (BONAS e VAN DEN ACKERVEKEN,
1997). Primeiramente caracterizado em Pseudomonas sp (LINDGREN, 1997), os genes
hrp também foram identificados nas bactérias fitopatogénicas gram-negativas dos
géneros Xanthomonas sp, Rastonia sp (SALANOUBAT et al., 2002) e Erwinia sp
(ALFANO e COLLMER, 1997; VAN GIJSEGEM, 1997).

Os genes hrp geralmente sao organizados em grandes agrupamentos (Operons)
de 19 a 26 genes que, em bactérias fitopatogénicas, estao fisicamente e funcionalmente
conservados (BUTTNER e BONAS, 2002a; HUANG et al., 1995; HUTCHESON, 1997;
SILVA et al., 2002). Dentro das principais espécies de Xanthomonas ha uma grande
similaridade deste agrupamento, conforme pode ser vista na Figura 06 (WENGELNIK
et al., 1996; SILVA et al.,, 2002; THIEME et al., 2005), o que indica a sua
essenciabilidade, ja que apesar da evolugédo ocorrida para formacéo destas diferentes

espécies este agrupamento se manteve praticamente intacto.
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Figura 06: Comparacao entre os agrupamentos hrp de quatro patovares de Xanthomonas. Fonte: PLANT
MANAGEMENT NETWORK, 2009.

O mecanismo de ativacdo de expressdao dos genes hrp ainda nao esta
totalmente elucidado, no entanto, experimentos utilizando genes reporteres tém
demonstrado que os genes hrp sao ativamente transcrito em planta e em meio minimo,
enquanto que, em meio de cultura rico sdo expressos em niveis muito baixos
(LINDGREN, 1997). Além disso, BADEL et al. (2006) verificaram que a bactéria
Pseudomonas syringae pv. tomato é altamente afetada, quanto ao crescimento e
formacao de les6es em folhas de tomateiro, quando mutada a regido génica onde se
localiza o grupo de genes hrp.

Foi relatado que os genes hrp sdo controlados por sinais ambientais, tais como
osmolaridade, pH e disponibilidade de nutrientes (RAHME et al., 1992). A expressao
desses genes ocorre de forma co-regulada e algumas das proteinas codificadas por
este agrupamento de genes estdo relacionadas com quimiotaxia, transporte de
moléculas da planta para a bactéria, sintese e exportagdo de fatores de aviruléncia e

ainda sao responsaveis por codificar varios componentes do sistema de secrecao de
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tipo Il (SSTT) presentes em bactérias patogénicas de plantas e animais (CORNELIS e
VAN GIJSGEM, 2000; HUECK, 1998; PETTERSSON et al.,1996).

O SSTT consiste de mais de 20 proteinas, sendo a maioria localizada na
membrana interna da bactéria, que juntas formam uma estrutura tubular do tipo “pillus”
capaz de conectar a célula bacteriana a animal ou vegetal, permitindo a translocagéo de
varios fatores de patogenicidade e viruléncia, denominados efetores, para dentro do
citosol da célula hospedeira (VAN GIJSEGEM et al.,, 1993; BAKER et al., 1997;
CORNELIS e VAN GIJSEGEM, 2000; CHEN et al.,, 2004). Muitos dos genes
responsaveis pelas suas proteinas possui uma seqiéncia consenso de nucleotideo
(TTCGC...N15...TTCGC), localizada na regiao promotora, que tem sido caracterizada
como elemento que induz a expressao génica na presenca do hospedeiro (FENSELAU
E BONAS, 1995; WENGELNIK E BONAS, 1996). Ja foi identificado em patdgenos
bacterianos de animais como Yersinia sp, Shigella sp, Salmonella sp, Pseudomonas
aeruginosa, Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Bordetella pertussis,
Burkholderia pseudomallei, no enteropatdgeno Escherichia coli e em bactérias
simbiontes Rhizobium sp., Bradyrhizobium japonicum e Sinorhizobium fredii (ALEGRIA
et al., 2004; BUTTNER e BONAS, 2002a; BUTTNER e BONAS, 2002b; CORNELIS e
VAN GIJSGEM, 2000; HUECK, 1998; PETTERSSON et al.,1996; PLANO et al., 2001).

Além do SSTT, outros agrupamentos de genes que codificam sistemas de
secrecao de macromoléculas podem ser encontrados em bactérias patogénicas tais
como, o sistema de secrecgéo tipo Il (SSTD) e o sistema de secrec¢ao tipo IV (SSTQ).

O SSTD é amplamente conservado em bactérias gram-negativas e esta
basicamente envolvido na secrecao extracelular de enzimas, geralmente associadas a
degradacao de tecidos do hospedeiro e na nutricdo bacteriana (HACKER e KAPER,
2000). Entre estas enzimas incluem a celulase e pectinase (Erwinia sp.); elastase,
fosfolipase C e exotoxina A (Pseudomonas aeruginosa); amilase e protease
(Aeromonas hydrophyla); quitinase, protease e toxina da célera (Vibrio cholerae);
poligalactouronase (Xanthomonas campestris) e pulanase (Klebsiella oxytoca)
(HACKER e KAPER, 2000; SANDKVIST, 2001; NOUWEN et al., 1999). Em X. citri

subsp. citri e X. campestri pv. campestris dois SSTD foram identificados: O
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agrupamento xpsEFGHIJKLMN (Xanthomonas protein secretion) composto de 10
genes e xcsD (Xanthomonas citri protein secretion) (SILVA et al., 2002).

O SSTQ é responsavel pela transferéncia de complexos formados por proteinas
e acidos nucléicos durante a conjugacgao bacteriana (CHRISTIE e VOGEL, 2000). Em
Agrobacterium tumefaciens este sistema atua na translocagdao do T-DNA oncogénico
para o interior de células de plantas hospedeiras (CHRISTIE, 1997; GELVIN, 2000). Em
outras bactérias pode estar relacionada a secreg¢ao de toxinas e outras proteinas como
ocorre, por exemplo, em gonococos para a secrecdo de imunoglobulina A e outras
proteases; em Helicobacter pylori para a secregcao de uma citotoxina e em Shigella
flexneri e E. coli para a secreg¢ao das toxinas SepA e EspC, respectivamente (BURNS,
1999; THANASSI e HULTGREN, 2000; PUGSLEY, 1993). Dois agrupamentos
codificando componentes da maquinaria do SSTQ foram identificados em X. citri, um
localizado no cromossomo e outro no plasmideo (SILVA et al., 2002).

Outro agrupamento de genes que também esta diretamente relacionado a
interacdo planta-patdégeno € o agrupamento rpf (fatores reguladores da patogenicidade),
responsavel pela producdo de proteases, endoglucanases, poligalacturonatoliases,
polissacarideos extracelulares (como a goma xantana), entre outros, que influenciam na
severidade dos sintomas, agindo sinergisticamente para causar a doenca (BARBER et
al., 1997; DOW et al.,, 2000). Este agrupamento é composto por 9 genes (rpf
ABFCHGDIE) e os unicos organismos conhecidos, até entdo, que 0 possuem
pertencem ao género Xanthomonas e Xylella. Todos os 9 genes sao interdependentes,
ja que a inser¢cdo de um transposon em qualquer um desses genes leva a inibigao
coordenada da sintese de todas as enzimas e polissacarideos extracelulares,
acarretando na reducgao da viruléncia (DOW e DANIELS, 2000).

2.5 O Genomada X. citri

Apb6s 2002, quando foi finalizado o sequiienciamento completo do genoma da
bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (SILVA et al., 2002), abriu-se a possibilidade de

estudos de identificacdo de genes essenciais ao desenvolvimento do patégeno na
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planta, possibilitando, desta forma, identificar genes isolado-especificos no genoma da
X. citri que poderiam ser responsaveis pela patogenicidade e especificidade deste
patégeno em plantas citricas.

A partir destes estudos o0 genoma da X. citri apontou algumas caracteristicas
particulares, que devem estar relacionadas com a capacidade de adaptacdo do
fitopatogeno ao seu hospedeiro, como presenca de um grande numero de genes
codificadores de enzimas degradativas de parede celular e de transporte de agucares;
de genes putativos codificadores de proteinas efetoras de viruléncia que estao
associadas ao SSTT; genes de biossintese da goma xantana e de um completo sistema
flagelar e de quimiotaxia (MOREIRA et al., 2004).

A analise comparativa, por meio da bioinformética, de dados gendmicos
bacterianos como seqiéncias de DNA, perfis de transcriptoma e proteoma geraram
informacdes sobre milhares de genes e proteinas deduzidas. No entanto, grande parte
(aproximadamente 40%) destas proteinas deduzidas nao possui uma funcao conhecida
ou possui uma funcao hipotética (LEHOUX et al., 2001).

Na mesma conclusdo pode se chegar quando se comparam 0s genomas das
bactérias fitopatogénicas X. campestris pv. campestris, causadora da podriddao negra
das cruciferas (brécolis, couve flor, repolho, couve, etc) e X. citri subsp. citri (SILVA et
al., 2002) nas quais dos 4.428 genes presentes em X. citri subsp. citri (cromossomo e
plasmideos), 800 ndo sdao compartilhados pela X. campestris pv. campestris (18,07%).
Destes, apenas 316 (39,5%) possuem fungéo previamente caracterizada, e, portanto,
60,5% dos genes exclusivos de Xanthomonas citri subsp. citri ainda sao hipotéticos.

Considerando que estes patdégenos sao altamente especificos quanto ao
hospedeiro, pode-se supor que este grande numero de genes ainda desconhecidos se
deva a genes relacionados a aptidao para a patogénese e a sobrevivéncia no interior do
hospedeiro especifico. Por conseguinte, a identificacdo das fungdes destes genes
gerara subsidios para o entendimento do processo de patogénese, viruléncia e da
interacdo especifica planta-hospedeiro, e para a identificacdo de possiveis vias de
controle da doenga.
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2.6 Etapa Pés-Genoma da X. citri

Transposons ou elementos transponiveis sao elementos genéticos que possuem
0 poder de se translocar aleatoriamente dentro do genoma e conseqlentemente
interferindo na regulagéo e/ou expressao génica (HAMER et al., 2001). De acordo com
FINNEGAN (1989) sédo sequéncias de DNA que podem mudar de posicdo no genoma,
inserindo-se em novos sitios € assim provocando mutagdes e, conseqientemente,
modificagdes fenotipicas, de quase imperceptiveis a extremamente severas no
organismo mutado.

Com o avanco da Biologia molecular, a técnica de mutagénese ao acaso por
insercao de transposon se tornou em uma metodologia capaz de levar a interrupgao
génica em larga escala, possibilitando a geracdo de bibliotecas de mutantes, que,
posteriormente, poderiam ser analisadas por meio de mapeamento e localizacdo dos
genes mutados. Permitindo, deste modo, como objetivo final, a analise genémica
funcional de bactérias patogénicas (LEVANO-GARCIA et al., 2005; HAMER et al., 2001;
JUDSON e MEKALANOQOS, 2000; WONG e MEKALANQOS, 2000).

Utilizando-se desta estratégia, um banco de 10.000 clones mutantes de X. citri foi
obtido por meio de transformacdo de células eletro-competentes com o complexo
transposase/transposon EZ-TN5™ <KAN-2> Insertion (EPICENTRE, 2009; GORYSHIN
et al., 2000). Destes, cerca de 3.300 foram inoculados em planta hospedeira e 100
apresentaram patogenicidade alterada em comparacéo a X. citri selvagem.

O estudo integrado, associando os genes mutados, os respectivos fenotipos
apresentados por estes mutantes, as vias de expressdo génica e os metabdlicos
relacionados a estes genes pode levar a uma maior compreensao do processo
infeccioso em seus diferentes estagios, além de identificar possiveis alvos para o

controle da doenga.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condicoes de Cultivo e Armazenamento.

Neste estudo foi utilizada a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri isolado 306,
que teve o seu genoma completamente seqienciado, bem como mutantes deste
isolado obtidos por insercao aleatéria do transposon Tn5, a partir do kit de inser¢dao EZ-
TN5™ <KAN-2> (Epicentre®).

As bactérias usadas neste trabalho foram cultivadas em meio TS liquido (triptona
10g/L, sacarose 10g/L, glutamato de sédio 1g/L) a 28°C e 180 rpm, ou em TS sdlido,
neste caso com acréscimo de Agar 15¢/L, a 28°C. No caso do crescimento de
mutantes, o meio de cultura foi suplementado com o antibiético de sele¢cao canamicina,
a uma concentragdo de 100ug/mL em meio sélido e 50ug/mL em meio liquido. A
suplementacado com antibiético foi realizada sempre apds o processo de esterilizacao
por autoclave e ja com o meio resfriado, para que o antibiético ndo fosse desnaturado e
perdesse sua propriedade seletiva.

As placas de Petri utilizadas vieram estéreis de fabrica. O meio de cultura e todos
0s outros instrumentos e materiais utilizados para manusear as bactérias, foram
autoclavados a 120°C por 20 mim.

A estocagem da bactéria X. citri 306 selvagem foi feita em meio PSA (nitrato de
calcio 0,5g/L, sulfato ferroso 0,5g/L, fosfato de sodio dibésico 2g/L, peptona 5g/L,
sacarose 20g/L, agar 20g/L e ajustado o pH para 6,6 a 6,8) a temperatura ambiente.
Este meio tem a propriedade de manter viavel culturas de Xanthomonas sp. por varios
meses.

Para os mutantes foi construido um “micro-estoque” a partir do estoque geral do
laboratério (Figura 07). Para a montagem deste estoque cada um dos 53 mutantes
foram semeados, de forma independente, em placas de Petri contendo meio TS Solido
com canamicina de modo que formassem colbnias isoladas. Apds 48 h, 3 colbnias bem
isoladas (Clones A, B e C), de cada um dos mutantes, foram selecionadas e estricadas

novamente em placa de Petri, nas condicbes j& mencionadas. Formada massa
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bacteriana, uma pequena porcao desta foi coletada e transferida para microtubos de
1500 pL, contendo 1000 uL de meio TS-Glicerol 15% (triptona 10g/L, sacarose 10g/L,
glutamato de sédio 1g/L e glicerol 150mL/L) contendo o antibidtico de selecao

canamicina. O estoque foi mantido em ultrafreezer -80°C.

Figura 07: Estocagem de clones de mutantes em ultrafreezer, - 80°C.
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3.2 Avaliacao Fenotipica

Os clones dos mutantes foram individualmente cultivados em placas de Petri
contendo meio de cultura sélido TS com canamicina e incubadas a 28°C. A X. citri
selvagem, de mesma forma, foi cultivada em placa de Petri contendo TS solido e
incubadas a 28°C, mas sem o antibiético. Apés 48 h foram ressuspendidos em solugao
de MgCl, 1mM e cada um teve sua concentracdo celular padronizada em
espectrofotémetro para DOgooym = 0,3 (leitura da Densidade Optica) correspondente a
10® UFC/mL (SHAAD, 2001).

Neste meio tempo as plantas foram transferidas da casa de vegetagédo para o
laboratério de plantas para melhor adaptacao ao processo de inoculagéo.

O préximo passo foi infiltrar por pressao cada suspensao, com o auxilio de uma
seringa hipodérmica estéril sem agulha, em um ponto na parte abaxial do mesdfilo de
uma folha jovem de Citrus sinensis (Laranjeira péra-rio) e Citrus limonia (limoeiro cravo)
suscetivel a doenca. Foi adotado que na parte abaxial esquerda da folha inocular-se-ia
a X. citri mutante, e na parte direita a X. citri selvagem (controle positivo), e assim
excluir uma possivel variagdo da fisiologia foliar existente entre uma planta e outra. A
avaliacao dos sintomas foi realizada ao longo de 16 dias, mais precisamente no 4°, 8°
12° e 16° dias apds a inoculagao, onde as folhas inoculadas foram registradas por meio
de imagens fotograficas digitais com a camera Sony DSC-S75/S85 de 4,1 mega pixels.

As inoculagdes foram executadas em nosso laboratério de seguranga (nivel Il),
concebido especialmente para a manipulagao e inoculagdo de Xanthomonas citri subsp.
citri, em plantas hospedeiras, localizado nas dependéncias do Laboratério de
Bioquimica e de Biologia Molecular (UNESP- Jaboticabal), sob condicdes controladas
de umidade, temperatura (28°C) e luminosidade (Fotoperiodo) e maxima seguranca
oferecido pela pressdo negativa e equipamentos que filtram constantemente o ar

contido no laboratério antes de ser liberado para o meio ambiente (Anexo A).
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3.3 Sequenciamento

Para a realizagdo do sequenciamento dos mutantes foi preciso, respectivamente,
a extragdo do DNA total do mutante; a clivagem deste material e do vetor pBS Kll com
uma mesma enzima de restricdo; a reagao de ligagéo entre os fragmentos de DNA com
o vetor; a insercao destes vetores modificados (vetor + fragmento) dentro de células de
E. coli; a selegao de colbnias de E. coli que receberam apenas o vetor contendo o
fragmento de DNA contendo o transposon; a multiplicacdo de uma destas colbnias; a

extragcdo do plasmideo; e enfim o seqlienciamento propriamente dito.

3.3.1 Extracao de DNA genémico total

Os mutantes foram cultivados em placas de 96 cavidades contendo 1 mL de
meio de cultura TS liquido (10g/L de triptona, 10g/L de sacarose, 1g/L de glutamato de
s6dio) com 50ug/mL de canamicina, por 48 h a 28°C sob agitacdo de 200 rpm. Apos
este periodo as placas foram submetidas a centrifugacao por 30 min a 4.000 rpm, a
temperatura ambiente.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspendido por
meio de forte agitagdo em 500 uL de tampao de lavagem (Tris-HCI 10mM pH 8,8 ; KCI
3mM; NaCl 1,25mM) preparado imediatamente antes do uso, e a placa submetida a
centrifugacdo por 15 min a 4.000 rpm, a temperatura ambiente. Repetiu-se o passo
anterior por mais uma vez e, novamente, o sobrenadante descartado, o precipitado
ressuspendido por meio de forte agitagdo, agora, em 500 uL de tampéo D (Citrato de
sodio 25mM pH 7,0; sarcosil 0,5% e isotiocianato de guanidiana 4M) e incubados em
banho-maria a 65°C por 1 h. Decorrido este periodo de lise celular, 210 uL do tampéao P
(Tris-HCI 667mM pH 7,5; NaCl 833mM e EDTA 83mM pH 8,0) foram adicionados as
cavidades das placas, que em seguida, foram agitadas e centrifugadas por 30 min a
4000 rpm, a temperatura ambiente.

Realizada as fases de lavagem e lise celular, 550 uL do sobrenadante, de cada
uma das cavidades, foi transferida para uma nova placa e em seguida submetida a
centrifugacao por 15 min a 4000 rpm, a temperatura ambiente. Apds este procedimento,
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novamente 150 uL de cada sobrenadante foi transferido para novas placas de 96
cavidades do tipo Elisa, sempre evitando transferir o precipitado.

A fim de isolar o DNA da solucao, 130 plL de isopropanol, a -20°C, foi adicionado

a cada amostra e estas incubadas a -80°C por 15 min ou entdo a -20°C por 12 h.
Transcorrido este periodo, as placas foram submetidas a centrifugacéo por 45 min a
4000 rpm, a 4°C, e o precipitado lavado com 200 uL de etanol 70% por duas vezes,
com centrifugacdes por 20 min a 4000 rpm, a 4°C, apo6s cada lavagem.

Finalmente os precipitados foram secos, sob vacuo, ressuspendidos em 40 uL de
TE (Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA 0,1imM pH 8,0) contendo RNAse A 1ug/mL e
incubados por 1 h a 37°C. A qualidade e a concentragdo dos DNAs foram avaliadas em
gel de agarose 0,8% por meio de comparagcdo com um padrdo comercial de tamanho
de DNA. Todas as centrifugagbes utilizaram a centrifuga Rotanta 46R do fabricante
Hettich, Alemanha.

3.3.2 Clivagem e Reacao de Ligacao

O DNA gendmico dos mutantes foram clivados tomando o cuidado para se
escolher enzimas de restricdo que nao cortassem o transposon e que possuissem um
unico sitio de restricdo dentro da regido de clonagem do plasmideo pBlueScript Il SK
(pBS Kil). Desta forma, entre as possibilidades, foram escolhidas as enzimas EcoRl,
Sacl ou Sacll.

A reacao de clivagem do DNA do vetor pBS KIll consistiu de 8 uL de agua bi-
destilada estéril; 2,5 pL do tampao 10x que acompanha a enzima; 2,5 uL de BSA
10mg/uL; 10U de enzima de restricdo e 10 uL de DNA do vetor. A reagéo de clivagem
do DNA genémico total, por sua vez, consistiu de uma solugéo de 12,7 uL de agua bi-
destilada estéril; 2 uL de tampao 10x que acompanha a enzima; 2 uL de BSA 10mg/uL;
5U da mesma enzima utilizada na clivagem do vetor e 3 uL de DNA total. Quando a
enzima utilizada nao requeria BSA, este foi substituido por agua bi-destilada estéril. Em
ambos 0s casos, as reagdes (vetor e DNA genémico) foram mantidas a 37 °C por 12 h.

Desta maneira, da 12 reacao se formou milhares de fitas Unicas e idénticas do vetor
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pBS KiIl, enquanto que a 22 reacdo produziu diversos fragmentos diferentes de DNA
genbémico, nas quais muitos deles continham o transposon.

A reacao de ligagcéo entre os fragmentos do DNA gendmico e o vetor pBS Kill foi
realizada em tubos de microcentrifuga de 500 uL, utilizando 3,5 uL de agua bi-destilada
estéril; 0,5 uL de enzima T4 DNA ligase; 1 uL de tampao 10x que acompanha a enzima;
2 ulL do produto da clivagem do DNA total e 3 uL do produto da clivagem do vetor. A
reacao foi mantida a 16°C por 12 h.

3.3.3 Preparo de Células Eletro-competentes

Obtido os plasmideos recombinantes, estes foram utilizados para transformar a
bactéria Escherichia coli (insercao do plasmideo dentro da bactéria). Entretanto para a
realizacdo dessas transformacgdes, foi necesséario preparar a E. coli para que
estivessem eletro-competentes, ou seja, apds um processo fisico (descarga de alta
tensdo) se tornassem capazes de receber o plasmideo com facilidade.

Neste processo, a bactéria Escherichia coli linhagem DH10B foi semeada numa
placa contendo meio LB (triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L, agar
15g/L, e ajustado o pH para 7,0), incubada a 37°C por 12 h e entdo, uma colbnia
isolada desta placa foi coletada e multiplicada em 50 ml de meio 2xTY (Triptona 16 g/L,
extrato de levedura 10 g/L, NaCl 5 g/L e ajustado o pH para 7,4) por mais 12 h, a 37°C,
sob agitacdo constante de 250 rpm. Transcorrido este intervalo, uma fragdo desta
solugao foi adicionada em 500 ml de 2xTY, ainda estéril, para que obtivesse uma
DOsoonm = 0,1. Esta nova solucéo foi deixada a 37°C a 250 rpm até atingir a DOggonm =
0,6 (entre 0,5 a 0,7) quando entédo foi colocada em contato com gelo por 20 min para
interromper seu processo de multiplicagao.

A solucao, entdo, foi centrifugada por 15 min a 6.000 rpm, a 4°C e o
sobrenadante descartado. Realizada esta etapa foram feitas lavagens sucessivas das
células, para a concentracao e remog¢ao do meio de cultura, com quantidades cada vez
menores de uma solugédo gelada de glicerol a 10% em agua (200 mL, 20 mL e 1 mL).
Apbs a lavagem com 200 mL e 20 mL a solucao foi centrifugada por 15 min a 6.000



24

rom, a 4°C. O volume final (1 mL de células eletro-competentes concentradas) foram

aliquotados em tubos, de forma que cada um contivesse 40 uL. Por fim cada um destes
tubos foram mergulhados em nitrogénio liquido e em seguida estocadas a -80°C em

ultrafreezer.

3.3.4 Transformacao de E. coli

A transformacdo de Escherichia coli foi realizada conforme descrito por
SAMBROOK (1989) com modificagcdes.

A primeira das etapas foi o processo de eletroporacdo, na qual uma solucao
contendo 10 uL da reacdo de ligacdo e 40 uL de células eletro-competentes foi
introduzida dentro de uma cubeta de 0,1 cm, de modo que a solugao tocasse seus dois
lados metalicos para que houvesse a passagem de corrente, e submetidos ao
Eletroporador Gene Pulser Il (BioRad) sob as seguintes condigdes: 1,8 kV de pulso
elétrico, 25 uF Low cap, 400 Low range de freqiéncia e “high range” mantida no infinito.

Esta solucao, entdo, foi transferida para um tubo de 1500 pL, onde foi adicionado
também 980 uL meio SOB (triptona 20g/L, extrato de levedura 5¢g/L, NaCl 10mM, KCI
25mM), 10 pL solugdo Mg** (MgCl, 1M e MgSQO,4 1M) e 10 uL de solugdo de glicose 2M.
Este tubo foi mantido a 37°C sob agitagdo constante a 200 rpm por 1 h, e com isso
provocar o favorecimento de uma maior expressao da marca de selecao nas células de
E. coli transformadas.

Neste meio tempo foi preparada uma placa de Petri contendo meio de cultura LB
(triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L, agar 15¢g/L, ajustar pH para 7,0)
acrescido de canamicina 100ug/mL, onde foi posteriormente espalhado sobre sua
superficie 40 puL de X-gal (40mg/mL) e 40 uL de IPTG (100mM).

Decorrido o intervalo de 1 h, 200 pL da solucdo foi semeada na placa de Petri
(meio LB + canamicina + X-gal + IPTG) anteriormente preparada e mantida a 37°C por
12 h, de modo a obter colbnias isoladas. Teoricamente seria possivel verificar col6nias
azuis e brancas. A presenca de colénias brancas indicaria sucesso no procedimento, ou

seja, indicaria que ali estdo presentes bactérias que receberam o plasmideo com o
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fragmento gendmico contendo o transposon. Caso contrario, quando nao foi possivel
observar col6nias Brancas, novamente proceder-se-ia a clivagem do DNA gendmico do
mutante e vetor com outra combinacdo de enzimas de restricdo, repetindo-se o

processo.

3.3.5 Extracao de DNA plasmidial

Obtido sucesso no processo de transformacdo, uma col6nia branca de cada
mutante foi selecionada, crescida em 3 mL de LB liquido (triptona 10g/L, extrato de
levedura 5g/L, NaCl 10g/L e ajustar pH para 7,0) em tubos de 1500 uL (2 tubos),
acrescido de 50ug/mL de canamicina, agitado por 24 h a 200 rpm a 37°C e, entao
centrifugados. O sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspendido em 200 uL
da solugao I (Tris-HCI 25mM pH 8,0; EDTA 10mM e D-glicose 50mM) a 4°C, agitado
até a sua completa solubilizacao, e entdo mantida em repouso por 5 min a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionado 200 pL da solugao II (NaOH 0,2N e SDS 1%)
preparados pouco antes do uso, agitada por inversdo de tubos, mantida no gelo por 5
min, e entdo, adicionado mais 150 uL da solucao III (acetato de potassio 3M, acido
acético 2M) e novamente gentilmente misturada e mantida no gelo por 5 min.

Adicionado as trés solucdes, a amostra foi submetida a centrifugacéo, e em
seguida 500 pL do seu sobrenadante transferida para um novo tubo, evitando a
transferéncia do precipitado. Neste tubo adicionou-se 500 uL de uma mistura
fenol/cloroformio (1:1), foi agitado, por inversdo de tubos, durante 2 min e, entao,
centrifugada. A fase aquosa (= 450 uL), entdo, foi transferida para um novo tubo,
adicionado o0 mesmo volume de cloroférmio e novamente centrifugado. A fase aquosa
(= 400 puL), mais uma vez, foi transferida para um novo tubo, para, enfim, o DNA
plasmidial ser precipitado pela adicdo de 700 uL de etanol absoluto (temperatura
ambiente). As amostras foram gentilmente misturadas e mantidas a temperatura
ambiente por 5 min. Em seguida, foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. O
precipitado de DNA foi lavado e centrifugado, por duas vezes, com 1 mL de etanol 70%,
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secado sob vacuo e ressuspendido em 30 uL de TE (Tris-HCI 10mM pH 8,0 e EDTA
0,1mM pH 8,0) contendo RNase A 1ug/mL e incubados por 1 h a 37°C.

A qualidade e a concentracdo dos DNAs foram avaliadas em gel de agarose
0,8% por meio de comparagao com um padrao comercial de tamanho de DNA. Todas
as centrifugagbes foram realizadas em temperatura ambiente por 5min e a 14.000 rpm

na centrifuga Eppendorf modelo 5415C.

3.3.6 PCR e Seqiienciamento do gene mutado

As reagdes de sequenciamento foram realizadas segundo o método de
terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977), utilizando a
quimica do “BigDye Terminator” da Applied Biosystems (ABI), por Reacédo de
Polimerase em Cadeia (PCR).

Para a reagdo de PCR foi utilizada 2 uL de DNA plasmidial; 1 uL do
oligonucleotideo iniciador Forward KAN-2 FP-1 (5"
ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC-3) ou do oligonucleotideo iniciador Reverse
KAN-2 RP-1 (5-GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG-3); 2 uL de tampao de
seqlienciamento; 2 uL do corante “BigDye” versdo 3.0 e 3 uL de agua bi-destilada
estéril. Os ciclos utilizados foram: uma fase inicial de desnaturagéo a 96°C por 2 min,
seguidos de 35 ciclos composto de uma etapa a 96°C por 10 s (desnaturagdo), uma
etapa a 52°C por 5 s (pareamento) e uma etapa a 60°C por 4 min (polimerizacao) e
uma fase final de polimerizagédo a 60°C por 10 min. As amostras foram mantidas a 4°C
até o momento do uso, quando entdo foram lavadas.

No processo de lavagem, em cada uma das amostras, foi adicionado 80 uL de
isopropanol, deixada em repouso, a temperatura ambiente, por 15 min, centrifugada por
45 min a 4.000 rpm a 20°C e o sobrenadante descartado. O precipitado de DNA foi
lavado em 200 pL de etanol 70%, centrifugado por 15 min a 4.000 rpm a 20°C por duas
vezes e entao seco a vacuo. Como procedimento final, cada amostra recebeu 10 uL de

formamida deionizada, foi mantida por 5 min a 95°C em termociclador, resfriada por 2
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min em gelo e, enfim, submetida ao seqlenciamento no sequienciador automatico ABI
PRISM 3700 DNA Analyzer, da Perkin Elmer.

Foram feitas duas reagdes de seqlienciamento para cada um dos mutantes, de
modo que fossem seqlenciadas pelos 2 oligonucleotideos iniciadores (Forward e
Reverse) independentemente. Os oligonucleotideos iniciadores KAN-2 possuem sitios
de pareamento nas extremidades do transposon e direcionam a sintese no sentido
externo a este. Por este motivo, no final do processo, obtém-se o seqiienciamento do
transposon e das duas extremidades de DNA que o flanqueiam (Figura 08). Através de
ferramentas de Bioinformatica removeu-se o transposon e alinharam-se as sequiéncias
gendmicas, que foram entdo submetidas ao banco de dados do projeto Genoma da X.
citri 306 para identificacdo e validacdo do gene mutado. Todo este processo de
alinhamento, comparacao e validacao foram realizadas por meio do algoritmo BLASTn
e BLASTx (ALTSCHUL, 1997).

Figura 08: Esquema mostrando o plasmideo e como os oligonucleotideos iniciadores executam sua
fungéo no seqiienciamento.
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3.4 Analise fitopatoldgica

3.4.1 Curva de crescimento in vitro

Com a finalidade de avaliar o desenvolvimento da X citri selvagem e das X. citri
mutantes em um meio ndo natural e buscar por novos esclarecimentos a respeito dos
genes mutados foram feitas algumas curvas de crescimento in vitro, jA que uma
proteina pode ser de vital importancia quando dentro de seu hospedeiro natural, na qual
a bactéria esta sobre pressdo de uma série de mecanismos de defesas da planta e/ou
ativando seus préprios mecanismos de ataque, e ser completamente dispensavel em
meio artificial.

A curva in vitro (Anexo B) se inicia com a multiplicacdo da bactéria em placa de
Petri com TS sdlido (contendo canamicina no caso dos mutantes, e sem antibiético no
caso da bactéria selvagem) e incubada a 28°C por dois a trés dias. Apds o
desenvolvimento de massa bacteriana, uma pequena porgéao foi transferida para um
tubo de 15 mL contendo 5 mL de meio TS liquido e deixadas por 24 a 28 h (28°C, 180
rpom). Apds este periodo, todo o conteudo deste pré-indculo foi transferido para um
erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio TS liquido estéril, sendo, portanto, este
um segundo pré-indculo, que voltou para a incubadora de crescimento (28°C, 180 rpm)
por mais 12 h.

Passada as 12 h, e a fim de se adotar um padrdo para que todos os in6culos
tivessem aproximadamente o mesmo numero de células no inicio das curvas de
crescimento, 1 mL deste segundo pré-in6culo foi diluido com meio TS liquido estéril, e
teve sua concentra¢do celular padronizada em espectrofotdmetro para DOgooqm = 0,7.
1mL desta solugéo foi, entdo, transferida para um novo erlenmeyer de 125 mL contendo
50 mL de meio TS liquido estéril, homogeneizada e obtido, por meio do
espectrofotdometro (DOgoonm) 0 primeiro ponto da curva (TO).

Em seguida, o erlenmeyer foi transportado para a incubadora de crescimento
(28°C, 180 rpm) e apds 8 h coletado o segundo ponto da curva (T8), momento este em
que a bactéria esta saindo da fase Lag e entrando em Log. A partir de entdo os pontos
foram coletados de 4 em 4 h até completar 32 h.
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O resultado da elaboracdo da curva de crescimento in vitro foi expresso em um
gréfico de Linha onde a Densidade Optica (DOgooym) compde o eixo Y (ordenada), e as
horas ap6s semeio compde o eixo X (abscissa). Cada ponto das curvas representa a
média de 3 repeticdes independentes realizadas em triplicata, ou seja, cada ponto dos
graficos sao o resultados da média de 9 repeticoes.

A partir da etapa do pré-indculo, os meios de culturas utilizados para a
multiplicacdo das bactérias nao receberam antibiotico, inclusive para a multiplicacao
dos mutantes. A partir de uma avaliagdo anterior a curva, percebeu-se que o antibidtico
influenciava decididamente no comportamento dos mutantes, e, em contra partida, a
sua auséncia nao implicava em perda de seletividade.
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3.4.2 Curva de Crescimento in vivo

As curvas de crescimento in vivo, ou seja, em planta hospedeira (Anexo C),
realizadas segundo o método da microcolénia (ROMEIRO, 2001), foram feitas com o
intuito de quantificar o grau de comprometimento dos mutantes na capacidade de
colonizar a planta citrica hospedeira, além de poder comparar, em condicées naturais
de patogenicidade, o perfil destes com a crescimento da X. citri selvagem.

As curvas se iniciam com a multiplicagdo dos mutantes (3 clones) e da X. citri
selvagem a 28°C por 48 h em placas de Petri com meio TS solido. Lembrando mais
uma vez que, no caso dos mutantes, foi acrescentado antibiético no meio de cultura.
Dentre os 53 mutantes analisados na avaliacdo fenotipica escolhemos 19. Aqueles
cujos sintomas em planta mais de distanciaram daquele observado quando inoculado
pela X. citri selvagem. Na sequéncia, foram ressuspendidos em solugao de MgCl, 1mM
e cada um teve sua concentracdo celular padronizada em espectrofotdmetro para
DOgoonm = 0,001 (correspondente a 10° UFC/mL, conforme testes preliminares
realizados).

Em seguida, cada suspensao foi inoculado (infiltrada por pressao), com o auxilio
de uma seringa hipodérmica estéril sem agulha, na parte abaxial do mesdfilo de folhas
jovens e sadias de Citrus limonia (limoeiro cravo) suscetiveis a doenga, de modo a
preencher uma pequena regido da folha, para a retirada de um unico disco de 0,75 cm
de diametro. A inoculagdo foi feita em um numero de folhas suficientes para a
realizacao de todo o experimento, ou seja, aproximadamente 80 folhas por mutante.

Realizada as inoculagdes, durante 8 pontos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 dias ap6s a
inoculacao), foram retirados, com um furador de 0,75cm de didametro, 9 discos foliares
de cada mutante (3 para cada clone) e da X. citri selvagem. Os discos foliares foram
desinfetados em alcool 70% por 30 s e em seguida mergulhados em agua, durante o
mesmo tempo. Cada disco foi, entdo, macerado em um tubo de 1.500 pyL contendo 1 ml
de solugao MgCl, 1TmM estéril e em seguida procedida a diluicao seriada com fator 1:10
(10" a 10®) em solucdo salina (0,85% de NaCl e 0,5% de Tween 80). 10 uL de cada
diluicao foi gotejado em meio TS sdlido (contendo canamicina para os X. citri mutantes,
e sem antibiodtico no caso da X. citri selvagem) de forma a obter microgotas enfileiradas
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conforme o método de microcolénia (ROMEIRO, 2001). O Tween 80 presente na
solugdo salina possibilita uma maior disperséo das coldénias nas microgotas em placa,
facilitando assim a sua contagem (ROMEIRO, 2001).

Cerca de 36 h apds a incubago, a 28°C, as col6nias foram contadas e expressas
em UFC/cm? da area foliar inoculada e os dados plotados em gréficos, onde a Log'®
UFC/cm? compde o eixo Y (ordenada) e os dias apds a inoculagdo representam & eixo
X (abscissa). Cada mutante foi plotado em um grafico separadamente, sempre na
presenca da curva da X. citri selvagem, ja que esta € nosso parametro de comparacao,
uma vez que executa o programa de patogenicidade e viruléncia com perfei¢cdo, ou
seja, favorece a colonizagdo e multiplicacdo nos espacos intercelulares do tecido
vegetal infectado, induzindo sintomas tipicos de cancro citrico no hospedeiro.

Para a realizagdo das curvas foi preciso a mobilizacdo de uma grande quantidade
de material vegetal e de laboratério: 1600 folhas ou 320 mudas de limao cravo para
inoculacao (80 folhas ou 16 mudas por mutante); 480 placas de Petri; entre 8 e 9 litros
de meio de cultura, 2 litros de solucao MgCl. 1TmM estéril para a maceracao, 6 litros de
solugao salina ( 0,85% de NaCl e 0,5% de Tween 80) para a diluicdo; em torno de 9.000
tubos de microcentrifuga (1500 ul e 750 ul) e 12.000 unidades de ponteiras de
pipetadores autométicos (1000 ul e 200 ul).

O tempo, o espaco fisico e a quantidade de equipamentos também foram fatores
limitantes. Somente o procedimento de obtengdo de um ponto de uma Unica curva (a
retirada dos discos foliares, a maceracao, a diluicdo e o gotejamento em placa), levava
cerca de 1 h. Desta forma, as curvas nao puderam ser feitas todas de uma unica vez
sendo feitas pouco a pouco.

Cabe aqui salientar que, como nas curvas de crescimento in vitro, cada um de
seus pontos também representam a média de 3 repeticdes independentes realizadas
em triplicata, ou seja, cada ponto dos graficos sdo o resultados da média de 9
repeticoes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sequenciamento

Dos 53 mutantes analisados neste trabalho foi possivel determinar, por
seqlienciamento, o0 gene nocauteado de 49 deles. Pode-se verificar pela Tabela 1 que
nenhum gene se repete, além de indicar genes localizados de forma dispersa e
homogénea dentro do genoma da X. citri 306, indicando que a estratégia, de obtencao
de mutantes por meio do complexo transposase/transposon EZ-TN5TM <KAN-2>
Insertion mostrou possuir boa randomicidade dentro do genoma bacteriano. Em relacao
ao rol de proteinas identificadas, pode-se observar que muitas delas ndao eram citadas,
até entdo, como relacionadas ao processo patogénico, 0 que permitira em um maior
entendimento das vias metabdlicas envolvidas neste processo. Além disso, este rol
também revela que muitas destas proteinas sdo hipotéticas, ou seja, proteinas cuja
funcdo ainda ndo foram descritas na literatura, sugerindo que muitas delas sejam
exclusivas de Xanthomonas sp. Provavelmente, tais proteinas estejam relacionadas
com a interagao especifica patégeno-hospedeiro, o que as torna alvos para a produgao

de drogas no controle da bactéria.



Tabela 01 - Relagao dos genes seqiienciados.
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NCBI -

Gene

MUTANTES GenelD Nocauteado Proteina Codificada Categoria

32B11 1154128 Xac 0057 Proteina de transporte (hetA) Transporte Trans-membrana
32F6 1154130 Xac 0059 Proteina semelhante a Asparagina sintetase (asn) Biossintese de Aminoacidos
29G9 1154139 Xac 0068 - Proteina Hipotética

21C12 1154146 Xac 0075 Proteina semelhante a repressor de xilose (xyIR) Metabolismo Intermediario

25D8 1154330 Xac 0259 - Proteina Hipotética conservada
33E7 1154407 Xac 0336 5-meti ItetrahidropteroiItrigIutamqa;(t)ér;omocisteina metiltransferase Biossintese de Aminoacidos
29H4 1154740 Xac 0669 Protease especifica para cauda (prc) Enderegamento de Proteina
33E4 1154797 Xac 0726 Hidrolase metil paration (mpd) Processos Celulares

28C4 1154803 Xac 0732 - Proteina Hipotética

27E10 1154924 Xac 0853 - Proteina Hipotética

32F2 1154974 Xac 0903 Regulador de nucleosideo difosfato quinase (rnK) Biossintese de Fatores de Transcrigao
30G1 1155076 Xac 1005 Peptidil-prolil cis-trans isomerase (ppiB) Tradugéo e Modificagdo

29G5 1155079 Xac 1008 - Proteina Hipotética Conservada
33D9 1155100 Xac 1029 Folilpoliglutamato sintase / Diidrofolato sintase (folC) Metabolismo de Cofatores e Vitaminas
32D3 1155178 Xac 1107 Integrase Processos Celulares

28A12 1155182 Xac 1111 Proteina de recombinagao RecR (recR) Replicagdo e Reparagdo Genética
22A11 1155260 Xac 1189 Ferrodoxina Processos Celulares

23D6 1155327 Xac 1256 Proteina de tolerancia a penicilina (LytB) Biossintese de Metabdlicos Secundarios
33F8 1155329 Xac 1258 Citocromo O ubiquinol oxidase Subuidade Il (cyoA) Fosforilagdo Oxidativa

30F6 1155562 Xac 1491 - Proteina Hipotética

21B10 1155602 Xac 1531 - Proteina Hipotética

28B8 1155645 Xac 1574 Proteina transportadora fosfato ABC ATP Obrigatério (pstB) Transporte Trans-membrana
29C11 1155736 Xac 1665 - Proteina Hipotética Conservada
31B11 1155791 Xac 1720 Proteina de Divisdo Celular FtsB (ftsB) Divisao Celular

30A8 1155793 Xac 1722 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintase (IspF) Biossintese de Metabdlicos Secundéarios
25D11 1155998 Xac 1927 Fe-S oxidoredutase (asIB) Metabolismo Energético

32F10 1156305 Xac 2234 Transportador MFS (cynX) Transportadores de Acidos Organicos
23B12 1156314 Xac 2243 Proteina Relacionada ao Plasmideo (orf8) Processos Celulares

29C8 1156336 Xac 2265 DNA Helicase IV (helD) Recombinacéo e reparagdo do DNA
29B5 1156415 Xac 2344 - Proteina Hipotética Conservada
29H10 1156484 Xac 2413 Ribonuclease D (rnd) Tradugéo / Metabolismo de RNA
25G7 1156528 Xac 2457 Oxidoredutase ubiquinol citoc(:’r;ZrtTAi;:a, Subunidade Ferro-enxofre Fosforilagio Oxidativa

23H1 1156649 Xac 2578 Proteina Guml (guml) Patogenicidade, Viruléncia e Adaptagédo
31E12 1156834 Xac 2763 Protease Extracelular Metabolismo de Macromoléculas
26F10 1157128 Xac 3057 Beta-lactamase (bla) Biossintese de Metabdlicos Secundarios
22E9 1157251 Xac 3180 Transportador de Ferro (iucA) Processos Celulares

34G10 1157282 Xac 3211 Trealose 6-fosfato sintase (ostA) Metabolismo do Amido e Sacarose
29H9 1157349 Xac 3278 - Proteina Hipotética

23H2 1157382 Xac 3311 Receptor Dependente de Ton-B (iroN) Processos Celulares

34H11 1157439 Xac 3368 - Proteina Hipotética conservada
28B9 1157496 Xac 3425 Citécromo C6 Processos Celulares

34C2 1157496 Xac 3444 Receptor Dependente de Ton-B (btuB) Transporte Trans-membrana
25H9 1157610 Xac 3539 Proteina J da via geral de secregéo (xpsJ) Transporte Trans-membrana
23A8 1157848 Xac 3777 - Proteina Hipotética conservada
26E1 1157886 Xac 3815 - Proteina Hipotética conservada
18A1 1157977 Xac 3906 Proteina de divisdo cromossémica (parB) Divisdo Celular

30A10 1158052 Xac 3981 - Proteina Hipotética conservada
23G12 1158058 Xac 3987 Leucina aminopeptidase Metabolismo da Glutationa
25H2 1158392 Xac 4321 - Proteina Hipotética
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4.2 Curva de crescimento in vitro

Foram realizadas 7 curvas de crescimento in vitro, sendo 6 de mutantes e uma
da X. citri selvagem. Optamos por comparar cada mutante com a selvagem de forma
isolada (Figura 09) e também plotar todas as 7 curvas juntas em um Unico grafico
(Figura 10).

Figura 09 - Curvas de crescimento in vitro dos mutantes 18A1, 23H2, 25D11, 29H9, 32F2 e 33F8.
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A linha continua refere-se a X. citrimutante e a linha tracejada a X. citri selvagem.
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Figura 10 - Curva de crescimento in vitro integrando os mutantes 18A1, 23H2, 25D11, 29H9, 32F2 e
33Fs8.
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Todos os mutantes analisados pelas curvas de crescimento in vitro se
comportaram de forma idéntica a X. citri selvagem, como pode ser visto pelas Figuras
09 e 10. Este resultado é o oposto do encontrado nas curvas de crescimento in vivo,
onde estes mesmos mutantes se comportaram bem diferentes da selvagem e também
apresentaram grandes diferentes entre si. O mutante 18A1, por exemplo, manteve seu
nuamero estagnado durante toda a curva de crescimento in planta, enquanto o mutante
32F2 multiplicou-se muito bem quando inoculado em planta.

Os resultados apresentados pelas curvas de crescimento in vitro provavelmente
seja fruto da capacidade do meio TS em suprir as deficiéncias de cada mutante, ja que
todos os mutantes apresentaram o0s mesmos resultados. Mas também existe a
possibilidade de que os genes de alguns mutantes escolhidos para este experimento
tenham funcdes exclusivamente envolvidas no processo patogénico, e por isso nao
teriam funcao em meio artificial, o0 que explicaria o porqué das semelhancas entre estes

mutantes e a X. citri selvagem.
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4.3 Avaliacoes Fenotipicas e Curvas de Crescimento in vivo.

Para facilitar a comparacao e consequentemente tornando a avaliagdo mais
rapida optamos por apresentar as avaliagdes fenotipicas e as curvas de crescimento in
vivo de forma conjunta e associando a estes dados também alguma informacéao
bioquimica conhecida a respeito do gene deletado.

Os mutantes foram divididos em grupos de acordo com os resultados obtidos
pela avaliagédo fenotipica. Para cada grupo foi confeccionada uma tabela exibindo seus
fendtipos mais basicos: hiperplasia (Hip) e necrose (Nec). Desta forma, cada mutante
poderia se comportar como a X. citri selvagem (=), ou entdo, ter auséncia (0),
diminuicdo (-) ou aumento (+) de uma destas duas caracteristicas fenotipicas tipicas do
cancro citrico. Seis padrbes fenotipicos puderam ser encontrados: Perda total de
hiperplasia e necrose quando inoculado em laranja e limao (Tabela 2); Perda total de
hiperplasia e necrose quando inoculado em liméo e parcial em laranja (Tabela 3); Perda
total de hiperplasia e parcial de necrose (Tabela 4); Auséncia e/ou diminuicdo de
hiperplasia e/ou necrose (Tabela 5); Nenhuma modificacdo sintomatica (Tabela 6) e
Aumento de necrose (Tabela 7).

Apesar de um exaustivo trabalho, para a obtencdo dos registros fotograficos
obtidos de cada um dos clones A, B e C de todos os 53 mutantes nos 4°, 8°, 12% e 16°
dias ap6s inoculacdo em Citrus sinensis (Laranjeira péra-Rio) e em Citrus limonia
(limoeiro cravo), apresentaremos aqui apenas as fotos retiradas no 16° dia, de um dos
clones (A ou B) e daqueles mutantes que levaram a redu¢ao no processo patogénico.

Os graficos das curvas de crescimento in vivo mostraram numericamente as
diferencas na capacidade de multiplicacdo de 19 mutantes em comparagdo com a X.

citri selvagem quando crescidas em Citrus limonia.
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Tabela 02 - Mutantes que levaram a perda total de patogenicidade em laranja e liméao.

1

Citrus sinensis.
patogenicidade.

Laranja’ Limao®

Mutantes  Hip® Nec® Hip® Nec’
28B08 0 0 0 0
28C04 0 0 0 0
29C08 0 0 0 0
29G09 0 0 0 0
29H09 0 0 0 0
30A08 0 0 0 0
30A10 0 0 0 0
33G03 0 0 0 0
34G10 0 0 0 0
Citrus limonia. Hiperplasia. * Necrose.

O zero (0) indica perda total de

Figura 11 - Avaliagdes Fenotipicas e Curvas de crescimento in vivo dos mutantes 28B8, 28C4, 29C8 e

30A10.
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Continua na proxima pagina
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citrimutante e a linha tracejada a X. citri selvagem.

A Figura 11 expde que os mutantes 28B8, 28C4, 29C8 e 30A10 ndo causaram
doenga em planta e cresceram cerca de 100 vezes menos do que a X. citri selvagem.
Os genes nocauteados destes mutantes sao, respectivamente, 0 XAC1574 que codifica
a proteina transportadora de fosfato ABC ATP Obrigatéria (pstB), o XAC0732 que
codifica uma proteina hipotética, 0 XAC2265 que codifica a proteina Helicase IV (helD)
e 0 XAC3981 que também codifica uma proteina hipotética.

A proteina pstB faz parte do sistema pst, conhecida também como proteina ABC,
responsavel pela absorcdo do fosfato. Funcao esta, de fundamental importancia na
fisiologia celular da bactéria, pois o fosfato é exigido como nutriente. O sistema Pst de
E. coli é composta por quatro subunidades distintas codificada pelo pstS, pstA, pstB e
pstC. Em X. citri estas quatro proteinas sao codificados pelos genes xac1577 (pstS),
xac1575 (pstA), xac1574 (pstB) e xac1576 (pstC). A proteina pstS é a proteina de

ligacdo ao fosfato localizada no espaco Periplasméatico. As proteinas pstA e pstC séao
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hidrofébicas e formam a porcao trans-membrana do sistema Pst e a proteina psiB é a
subunidade catalitica, responsavel pela hidrolise do ATP, fornecendo energia para o
sistema Pst, possibilitando assim, a importagdo do fosfato através da membrana celular
(NCBI, 2009).

O gene XACO0732 codifica uma proteina hipotética que aparentemente é restrita
ao género xanthomonas, ja que, em uma pesquisa no NCBI (2009), onde foi inserida
sua sequéncia fasta, foi encontrado similaridade apenas com duas proteinas
hipotéticas, sendo uma da espécie X. campestris pv. vesicatoria e outra da X. oryzae
pv. oryzae. De acordo com o NCBI (2009) este gene apresenta 0 motivo “pro_rich”
regiao rica em codons de prolina, 0 que poderia significar que como 0s genes pthA,
estas regides repetidas de prolina possam ser sitios de ligagdo para os genes de
resisténcia da planta.

A proteina Helicase IV (helD) faz parte de um grupo de enzimas que
desempenham um papel crucial na recombinagdo homoéloga € no reparo do DNA
(MENDONCA et al., 1995). Ainda segundo MENDONCA et al. (1995) ela esta envolvida
tanto na recombinacao génica entre as fitas simples de DNA, quanto no processo de
cruzamento das fitas de DNA durante a migracdo sindptica. E uma proteina
compartilhada por muitos outros microorganismos (NCBI, 2009).

O gene XAC3981, codifica uma proteina hipotética que possui alta similaridade,
de acordo com o NCBI (2009), com proteinas, também hipotéticas, do genero
Xanthomonas sp. (X. oryzae pv. oryzae, X. campestris pv. vesicatoria e X. oryzae pv.
oryzicola), da bactéria Stenotrophomonas maltophilia e da bactéria Xylella fastidiosa.
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Figura 12 - Avaliagdes Fenotipicas e Curvas de crescimento in vivo dos mutantes 33G3, 29G9 e
29H9.
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citrimutante e a linha tracejada a X. citri selvagem.

A Figura 12 mostrou que os mutantes 33G3, 29G9 e 29H9 nado causaram
doenca em planta e cresceram, respectivamente, cerca de 200, 1000 e 5000 vezes
menos do que a X. citri selvagem. O gene nocauteado do mutante 33G3 ainda nao foi
seqlienciado e 0s genes nocauteados dos mutantes 29G9 e 29H9 sao,

respectivamente, o XAC0068 e XAC3278 que codificam proteinas hipotéticas.
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O gene XAC0068 mostrou similaridade com inUmeros outros genes hipotéticos
de um grande numero de microorganismos entre bactérias e fungos (NCBI, 2009), o
que evidencia se tratar de um gene envolvido no metabolismo basal.

O gene XAC3278 possui alta similaridade apenas com a proteina hipotética
XAC2120 da propria X. citri (E. value = 9e-41). Este gene apresenta um dominio
conservado chamado BLUF. O dominio BLUF é FAD dependente e demonstrou estar
vinculado a proteina Appa, que por sua vez esta envolvida na repressao de genes de
fotossintese em resposta ao fator ambiental da luz azul (NCBI, 2009). Talvez o gene
XAC3278 faga o papel ambiental dado pela cor azul, ativando o gene AppA da planta
infectada, e consequentemente fazendo com que esta diminua a producédo de
fotossintese no local atacado, o que explicaria um dos sintomas caracteristico do
cancro, um halo de cor amarelado.

Figura 13 - Avaliacoes Fenotipicas dos mutantes 30A8 e 34G10.

Mutante 30A8
Mutante 34G10

! Ava;iagéo em Laranja ?Citrus sinensis). Avaliagé(; em Limao (Citruszlimonia). 2 Do
lado esquerdo inoculou-se a X. citrimutante e do lado direito a X. citri selvagem.

A Figura 13 mostrou que os mutantes 30A8 e 34G10 perderam a capacidade de
causar doenga em planta. Apesar de nao realizadas as curvas de crescimento para
estes mutantes fica claro que os genes interrompidos destes mutantes sao vitais ao
processo de patogenicidade.

O mutante 30A8 teve nocauteado o gene XAC1722 responsavel por codificar a
proteina 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintase (IspF), enzima integrante da via de
biossintese de esterdides. Esta proteina foi identificada pela técnica de MudPIT em
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extratos apos 3 dias de infeccao (FACINCANI, 2007), indicando que ha producao desta
proteina durante o processo patogénico. Esta enzima catalisa o0 quinto passo na via
alternativa (ndo melanovato) da biossintese de terpendide (EISENREICH et al., 1998) e
parece ser essencial no processo patogénico indicada pelos resultados verificados pela
avaliagdo fenotipica.

O gene nocauteado do mutante 34G10 (XAC3211) codifica a proteina Trealose
6-fosfato sintase (ostA), proteina relacionado ao metabolismo do amido e sacarose, que
evidentemente participa direta ou indiretamente no processo patogénico.

Tabela 03 - Mutantes que levaram a perda total de patogenicidade em lim&o e parcial em laranja.

Laranja’ Limao?
Mutantes  Hip® Nec® Hip® Nec’

21C12 0 - 0 0
23H02 0 0 0
25G07 0 0 0
25D11 0 - 0 0
30F06 - 0 0 0
18A01 0 0
32D03 - - 0 0
33B11 0 0

' Citrus sinensis. ? Citrus limonia. ° Hiperplasia. * Necrose. O zero (0) indica perda total de

hiperplasia ou necrose e o simbolo de diferenga (-) redugéo.
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Figura 14 - Avaliagbes Fenotipicas e Curvas de crescimento dos mutantes 21C12, 23H2, 25D11 e 30F6.
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A Figura 14 mostrou que os mutantes 21C12, 23H2, 25D11 e 30F6 né&o
induziram cancro em limao, onde cresceram cerca de 100 vezes menos do que a X. citri
selvagem. Em laranja, os mutantes 21C12, 23H2, 25D11 provocaram uma reduzida
necrose e o mutante 30F6 uma leve hiperplasia.

O mutante 21C12 teve o gene XAC0075 nocauteado, que € responsavel pela
codificacdo da proteina semelhante a repressor de xilose (xylR). Esta proteina &
compartilhada por muitos outros seres vivos (NCBI, 2009). Possui varios dominios da
familia ROK e o dominio NagC, todos envolvidos no metabolismo e transporte de
carboidratos.

Dados da literatura relatam que existe na regido promotora de genes
responsaveis pela ativacdo da expressao de fatores de patogenicidade e viruléncia uma
seqliéncia consenso de nucleotideos (TTCGC...N15...TTCGC) denominado “PIP box”
ou “Plant-Inducible-Promoter Box” (FENSELAU & BONAS, 1995). Esses genes sao
regulados de maneira dependente a proteina HrpX, que se liga na seqiéncia do “PIP
Box” e ativa a transcricdo dos mesmos (SILVA et al., 2002; WHALEN et al., 1993). Por
sua vez o gene HrpX faz parte do Sistema de secrecao tipo Ill (SSTT), sistema este,
composto de 20 proteinas, sendo que a maioria esta localizada na membrana interna
da bactéria, e juntas injetam varios fatores de patogenicidade e viruléncia, denominados
efetores, para dentro do citosol de células eucaridticas (CORNELIS & VAN GYSEGEM,
2000). CARVALHO (2006) em um estudo sobre promotores da expressdo génica
bacteriana modulado pela planta descobriu-se um PIP Box no gene XAC0075, o que
poderia indicar que o gene XAC0075 possa estar relacionado ao processo patogénico
nao pela sintese desta proteina e sim pela regulacao de outros conjuntos de genes.

O mutante 23H2 teve o gene XAC3311nocauteado responsavel por codificar um
receptor dependente de TonB. Estes receptores encontram-se na membrana externa e
possuem a funcdo de transportar o complexo sideréforo/Fe®* para o interior da célula
bacteriana. Este sistema é de fundamental importancia, ja que participa ativamente na
captacao de ferro, elemento este, essencial para o metabolismo bacteriano, atuando em
processos como respiracao, sintese de RNA e na ativacdo de espécies ativas de
oxigénio (WANDERSMAN & DELEPELAIRE, 2004). Foram anotados, no genoma da X.
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citri 306, 46 genes codificadores de receptores dependentes de Ton-B, contudo estes
genes devem possuir diferengcas entre si e ter fungdes especificas dentro do
metabolismo bacteriano, ja que enquanto o gene XAC3311 parece ser essencial ao
processo patogénico, o nocaute do gene 3444, referente ao mutante 34C2 mostrada na
Tabela 5, que também codifica um receptor dependente de TonB, parece nao
influenciar neste processo. E uma proteina compartilhada por uma grande ndmero de
outros microorganismos (NCBI, 2009).

O gene XAC1927 nocauteado do mutante 25D11 é o responsavel por codificar a
Fe-S oxidoredutase, proteina envolvida em processos de oxido-redugdo dentro da
célula bacteriana, reparo do DNA, sintese de vitaminas e coenzimas, e em fungos na
biossintese de muitos antibidticos (NCBI, 2009). A analise pelo programa PSORT prediz
que esta proteina esteja localizada no citoplasma, associada a membrana plasmatica
bacteriana, possivelmente associada a algum complexo protéico envolvido no
transporte de fatores de patogenicidade da bactéria para a planta ou vice versa. O
nocaute desta proteina no patégeno implica em drastica perda da capacidade da
bactéria em causar a doenca. Esta proteina parece possuir caracteristicas pouco
comuns, ja que, € encontrada apenas em Mycobacterium kansasii ATCC 12478,
tornando um bom alvo para a producédo de uma possivel droga contra a doencga.

O gene XAC1491 nocauteado (mutante 30F6) é o responsavel por codificar uma
proteina hipotética. A partir de uma analise no banco do NCBI (2009) constatou-se que
este gene deva ter peculiaridades extremamente especificas, ja que nao foi encontrado

similaridade com nenhum outro gene do banco.
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Figura 15 - Avaliagbes Fenotipicas e Curvas de crescimento in vivo dos mutantes 25G7, 33B11 e
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esquerdo inoculou-se a X. citri mutante e do lado direito a X. citri selvagem. % A linha continua
refere-se a X. citri mutante e a linha tracejada a X. citri selvagem.

A Figura 15 mostrou que os mutantes 25G7, 33B11 e 18A1 n&o induziram
cancro em limdo, onde cresceram, respectivamente, cerca de 500, 5.000 e 10.000
vezes menos do que a X. citri selvagem. Em laranja, o mutante 25G7 provocou uma
reduzida necrose e os mutantes 33B11 e 18A1 uma deduzida necrose acompanhada
de uma leve hiperplasia.
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O gene nocauteado do mutante 33B11 ainda nao foi seqlienciado e os genes
nocauteados dos mutantes 25G7 e 18A1 sao, respectivamente, o0 XAC2457 e XAC3906
que codificam, respectivamente, as proteinas Citocrdmica ubiquinol oxidoredutase
(petA) e Proteina de divisao cromossOmica (parB).

A proteina petA (XAC2457) juntamente com o petB (XAC2456) e petC
(XAC2455) fazem parte do complexo citocromico c-redutase, integrante das vias
metabdlicas relacionadas a fosforilacdo oxidativa. Sendo a fosforilagdo oxidativa um
processo comum aos seres vivos fica evidente que o gene petA é compartilhado pela
grande maioria dos seres vivos (NCBI, 2009).

A Proteina parB (XAC3906) esta relacionado com a divisao celular. Em
Caulobacter crescentus, os genes que codificam as proteinas de divisdo cromossémica
parA e parB, sao essenciais. Por meio da técnica de microscopia de
imunofluorescéncia, péde-se revelar que a falta destes genes, em C. Crescentus,
bloquearam os processos moleculares responsaveis pelos eventos iniciais da divisao
celular bacteriana (MOHL, 2001). A partir de técnicas de expressao génica, a proteina
parB mostrou ser induzida em X. citri apdés 12 h de crescimento em meio indutor de

patogenicidade XAM1 (LAIA, 2007), constatando a sua importancia neste processo.

Figura 16 - Avaliagdo Fenotipica do mutante 32D3.

1 2
' Avaliagdo em Laranja (Citrus sinensis). 2 Avaliagdo em Limé&o (Citrus limonia). '* Do lado esquerdo
inoculou-se a X. citrimutante e do lado direito a X. citri selvagem.

A Figura 16 mostrou que o mutante 32D3 n&o induziu cancro em limdo e uma
deduzida necrose acompanhada de uma leve hiperplasia em laranja. O gene
nocauteado deste mutante foi XAC1107 que codificam uma Integrase.
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Tabela 04 - Mutantes que levaram a perda total de hiperplasia e parcial de necrose.

1

Laranja’ Limao®
Mutantes  Hip® Nec® Hip® Nec’

34H11 o - 0 -
21B10 o - o -
22A11 o - o -
23H01 o - o -
31B11 o - 0 -
32E06 o - o -
33F08 o - o -

Citrus sinensis. ¢ Citrus limonia. ° Hiperplasia. * Necrose
hiperplasia ou necrose e o simbolo de diferenga (-) redugéo.

. O zero (0) indica perda total de

Figura 17 - Avaliagbes Fenotipicas e Curvas de crescimento dos mutantes 31B11, 32E6, 33F8 e 34H11.
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306 e 34H11

Log UFC/cm?
- 1%, o ~ =]

Mutante 34H11

Dias apos inoculacdo

1 2 3

' Avaliagdo em Laranja (Citrus sinensis).  Avaliagdo em Lim&o (Citrus limonia). " Do lado
esquerdo inoculou-se a X. citri mutante e do lado direito a X. citri selvagem. ® A linha continua
refere-se a X. citrimutante e a linha tracejada a X. citri selvagem.

A Figura 17 mostrou que os mutantes 31B11, 32E6, 33F8 e 34H11 n&o puderam
causar hiperplasia, mas levaram a uma reduzida necrose. Estes mutantes cresceram,
respectivamente cerca de 100, 100, 500 e 1000 vezes menos do que a X. citri
selvagem. O gene nocauteado do mutante 32E6 ainda ndo foi seqlenciado e os genes
nocauteados dos mutantes 31B11, 33F8 e 34H11 sado, respectivamente, o gene
XAC1720 que codifica a Proteina de Divisdo Celular FtsB (FtsB), o gene XAC1258 que
codifica o citocromo O ubiquinol oxidase Subuidade Il (cyoA) e o gene XAC3368 que
codifica uma proteina hipotética.

Relacionada ao processo de fosforilagdo Oxidativa, a enzima cyoA, codificada
pelo gene XAC1258, catalisa a oxidacdo de ubiquinol com a concomitante redugcao do
oxigénio molecular a agua. Esta por sua vez, atua como aceptor final de elétron da
cadeia respiratéria. A fracdo subunidade Il é responsavel pela ligacdo e oxidacao do
substrato ubiquinona. E uma proteina encontrada em um grande nimero de seres
vivos.

O gene XAC3368 possui similaridade apenas com as proteinas
metaloendopeptidase putativo de X. campestris pv. vesicatoria str. 85-10 (E. value = 3e-
88), Dominio protéico M23 peptidase de X. oryzae pv. oryzae PXO99A (E. value = 7e-
83) e a proteina hipotética XOO1178 de X. oryzae pv. oryzae KACC10331 (E. value =
3e-82). Possui o dominio conservado denominado 23 Peptidase que é uma

endopeptidase Gly-Gly, que aparentemente é importante para o processo patogénico
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Figura 18 - Avaliacées fenotipicas dos mutantes 21B10, 22A11 e 23H1.
Mutante 21B10 Mutante 22A11 Mutante 23H1

1 2 1 2 1 2
' Avaliagdo em Laranja (Citrus sinensis). 2 Avaliagdo em Limé&o (Citrus limonia). '* Do lado esquerdo

inoculou-se a X. citrimutante e do lado direito a X. citri selvagem.

A Figura 18 mostrou que os mutantes 21B10, 22A11 e 23H1 n&o causaram
hiperplasia, mas levaram a uma reduzida necrose. Os genes nocauteados por estes
mutantes foram, respectivamente, o gene XAC1531 que codifica uma proteina
hipotética, o gene XAC1189 que codifica uma ferrodoxina e o gene XAC2578
responsavel por codificar a proteina Guml.

Esta proteina Guml é uma enzima glicosiltransferase V responsavel pela
transferéncia de um residuo de b-manosil de GDP-manose para glucoronil-(b-1,2)-
manosil-(a-1,3)-celobiose difosfopoliprenol, com a formagdo de manosil-(b-1,4)-
glucuronil-(b-1,2)-manosil-(a-1,3)-celobiose difosfopoliprenol (KATZEN et al., 1998).
KATZEN et al. (1998) relatou que mutantes guml sédo incapazes de adicionar a segunda
manose ao tetrassacarideo ligado ao lipidio, o que afeta parcialmente o indice de
viruléncia dessa estirpe mutante.

O gene XAC2578 faz parte de um agrupamento de 14 genes envolvidos na
sintese da goma xantana, polissacarideo extracelular (EPS) relacionado a formacao do
encharcamento (hiperplasia) durante a colonizagdo do tecido pelas Xanthomonas
(RUDOLPH, 1993). A goma xantana € um fator de fitopatogenicidade uma vez que
mutantes deficientes em EPS sdo geralmente avirulentos (CHOU, 1997; KATZEN,
1998; KEMP, 2004). Além disso, RAMIREZ et al. (1988) demonstrou a existéncia de
uma correlagao entre o grau de viscosidade da goma produzida e a viruléncia de alguns
isolados de X. campestris pv. campestris. Estes autores propuseram ainda que a
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estrutura conformacional deste polissacarideo possa estar associada a viruléncia da
bactéria, o que vem a reforcar a hipétese da necessidade de um reconhecimento
molecular patégeno-hospedeiro para a ocorréncia de infeccdo (MORRIS et al., 1977).

A proteina Guml foi identificada pela técnica de identificacdo protéica MudPIT
em extratos apos 3 dias de infeccdo em planta (FACINCANI, 2007), o que corrobora
com o fato da goma xantana ser produzida nos momentos iniciais de infecgéao,
concomitantemente ao encharcamento do tecido do hospedeiro, permitindo sua fixagao,
colonizacao e adaptagao a nova condigao infectante.

Tabela 05 - Mutantes que levaram a auséncia e/ou diminuigéo de hiperplasia e/ou necrose.

Laranja’ Limao?

Mutantes  Hip® Nec® Hip® Nec’

28A12 - - -
29G05 - 0 - o0
32F02
32F10
33E04 - - ..

' Citrus sinensis. ? Citrus limonia. ® Hiperplasia. * Necrose. O zero (0) indica perda total de

hiperplasia ou necrose, o simbolo de diferenga (-) redugédo, de soma (+) aumento e igualdade (=)
mesmo padrdo apresentado pela X. citri selvagem.

Figura 19 - Avaliacao Fenotipica e Curva de crescimento in vivo do mutante 32F2.

306 e 32F2

Mutante 32F2
Log UFC/cm?

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias apos inoculagao

1 2 3
' Avaliagdo em Laranja (Citrus sinensis). 2 Avaliagdo em Limé&o (Citrus limonia). '* Do lado esquerdo

inoculou-se a X. citri mutante e do lado direito a X. citri selvagem. ® A linha continua refere-se a X.
citrimutante e a linha tracejada a X. citri selvagem.

O mutante 32F2 (Figura 19) teve nocauteado o gene XAC0903 responsavel por
codificar o regulador de nucleosideo difosfato quinase (rnK). Relacionada a biossintese
de fatores de Transcricdo esta proteina é encontrada em um grande numero de
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microorganismos (NCBI, 2009). Dentre todos os mutantes apresentado neste trabalho,
este foi 0 Unico que apresentou uma curva similar a X. citri 306, mas que divergiu desta
no que se refere aos sintomas, ja que com base na avaliagdo fenotipica este mutante
levou a claras redugdes de hiperplasia e necrose. A falta deste regulador possibilitou
que o mutante 32F2 se multiplicasse tao bem quanto a X. citri selvagem, mas interferiu

no processo patogénico, diminuindo os sintomas provocados na planta sensivelmente.

Figura 20 - Avaliagbes fenotipicas dos mutantes 28A12, 29G5, 32F10 e 33E4.

Mutante 28A12

Mutante 32F10

1 2 1 2
! Avaliagdo em Laranja (Citrus sinensis). ? Avaliagdo em Limao (Citrus limonia). " Do lado
esquerdo inoculou-se a X. citri mutante e do lado direito a X. citri selvagem.

A Figura 20 mostrou que os mutantes 28A12, 29G5, 32F10 e 33E4 tiveram
claras reducdes de hiperplasia e/ou necrose. Os genes nocauteados destes mutantes
séo, respectivamente, o gene XAC1111 que codifica a proteina de recombinac¢ao RecR,
o gene XAC1008 que codifica uma proteina hipotética, o gene XAC2234 que codifica o
Transportador MFS e o gene XAC0726 que codifica a proteina Hidrolase metil paration
(mpd).
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Apesar da proteina nocauteada do mutante 29G5 ainda estar classificada como
uma proteina hipotética conservada, estudos de analises de expressao génica, mostrou
que esta proteina é induzida em X. citri selvagem apés 3 dias de inoculacdo em planta
(LAIA, 2007), evidenciando sua importancia no processo patogénico e corroborando
com os dados apresentados aqui pela avaliagéo fenotipica.

Ainda a partir de técnicas de expressao génica, a proteina Transportadora MFS
(mutante 32F10) mostrou ser reprimida em X. citri apds 24 h de crescimento em meio
indutor de patogenicidade XAM1 (LAIA, 2007), evidenciando que esta proteina nao
esteja diretamente ligada aos processos patogénicos, mas que cause algum efeito

metabdlico suficiente para a diminuicdao dos sintomas de cancro.

Tabela 06 - Mutantes que levaram a nenhuma modificacio aparente dos sintomas de cancro citrico.

Laranja’ Limao®

Mutantes  Hip® Nec® Hip® Nec’
22E09 = = = =
23D06 = = = =
25D08 = = = =
25H09 = = = =
26F10 = = = =
27E10 = = = =
28B09 = = = =
28G05 = = = =
29C11 = = = =
29H04 = = = =
29H10 = = = =
30G01 = = = =
31E12 = = = =
32B11 = = = =
32F06 = = = =
33D09 = = = =
34C02 = = = =

' Citrus sinensis. ¢ Citrus limonia. ® Hiperplasia. * Necrose. O simbolo de igualdade (=) indica

mesmo padrdo apresentado pela X. citri selvagem.

Apesar dos mutantes da Tabela 06 inicialmente ter apontado possuir diferencas
em relacao a X. citri selvagem, nesta avaliacao fenotipica, feita de forma mais apurada
e no decorrer de varios dias, nao foi possivel, pelo menos superficialmente, detectar

esta diferenca. Todos eles se comportaram, em planta, de forma similar a selvagem.
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O mutante 23D06 correspondente ao mutante que teve o gene XAC1256
nocauteado. Este gene esta relacionado a biossintese de esterdides e codifica a
proteina de tolerancia a penicilina (LytB), conhecida como 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil
difosfato redutase. FACINCANI (2007), por meio da eletroforese bidimensional seguida
de espectrometria de massas, mostrou que esta proteina tem sua producao inibida em
meio CN indutor de patogenicidade em até 40 vezes em comparagao ao observado em
X. citri selvagem nas mesmas condicdes. Esta diminuigao indica que essa proteina nao
€ necessaria quando esta bactéria esta em planta ou em meio indutor de
patogenicidade, j& que compostos toxicos com propriedades semelhantes aos efeitos
da penicilina dificilmente é encontrada nestas condi¢des. Estes dados reiteram os
resultados apresentados aqui, pois 0 mutante 23D06 em planta ndo sofreu nenhuma
perda na sua capacidade de causar a doenca do Cancro citrico.

A auséncia da proteina Ribonuclease D no mutante 29H10, aparentemente nao
interfere no processo patogénico, contudo a partir de técnicas de expressao génica esta
proteina mostrou um resultado curioso. Ela foi reprimida em X. citrino 1° dia e induzida
no 3° apos ser inoculada em planta (LAIA, 2007).

Ainda a partir de técnicas de expressao génica a proteina Peptidil-prolil cis-trans
isomerase (mutante 30G1) mostrou ser reprimida em X. citri no 1° e 5° dia apds ser
inoculada em planta (LAIA, 2007). Esta proteina esta relacionada com a traducéao e
modificagdo protéica, no entanto parece ndo estar envolvida diretamente com o
processo patogénico, ja que, a falta desta proteina em X. citri (mutante 30G01) nao
trouxe nenhuma modificacdo aparente nas caracteristicas e ainda explicaria o porqué
de ser reprimida em planta.

A proteina Protease especifica para cauda (mutante 29H04) também néo se
mostrou vital ao processo patogénico. Em estudos de expressao génica ela foi induzida
em X. citri apdés 12 h de crescimento em meio indutor de patogenicidade XAM1, mas
nao teve sua expressao modificada em planta (LAIA, 2007). Apesar da entrada da
bactéria em planta ser feita de forma passiva, talvez esta proteina, por estar relacionada
a cauda, possa aumentar sua eficiéncia em penetrar no hospedeiro. O fato das

inoculagdes introduzir diretamente o patégeno no interior do mesofilo explicaria o motivo
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de sua expressao, em planta, ndo sofrer alteracdo. O meio XAM1 talvez tenha
caracteristicas indutoras que imitem aquelas presentes na superficie foliar ou espacos

estomaticos, o que esclareceria do porque desta proteina ser induzida neste meio.

Tabela 07 - Mutantes que levaram a um aumento de necrose.

Laranja’ Limao®
Mutantes  Hip® Nec® Hip® Nec’

23B12 - - - .
26E01 - - - .
33E07 - - .
23A08 = + = +
23G12 - . - .
25H02 - . - .
29B05 = + = +

' Citrus sinensis. ? Citrus limonia. ® Hiperplasia. * Necrose. O simbolo de soma (+) indica aumento de
hiperplasia ou necrose e igualdade (=) mesmo padrdo apresentado pela X. citri selvagem.

Os mutantes da Tabela 07 mostraram evidencias de um aumento na capacidade
de causar necrose em planta. Sabendo que o processo necrético do tecido infectado
com o patdégeno é um dos meios de defesa na qual a planta dispde para isolar e
exterminar o invasor podemos inferir que o nocaute das proteinas destes mutantes
interferiu no processo patogénico, permitindo que a planta reconhecesse com mais
facilidade o agressor. Entre estas proteinas estdo proteinas relacionada ao Plasmideo
(mutante 23B12), 5-metiltetrahidropterotriglutamato-homocisteina metiltransferase
(mutante 33E07) e Leucina aminopeptidase (mutante 23G12).

Apesar da proteina nocauteada do mutante 29B05 ainda estar classificada como
uma proteina hipotética conservada, estudos de analises de expressao génica, mostrou
que esta proteina é induzida em X. citri selvagem logo no inicio da infeccdo (nas
primeiras 24 h) (LAIA, 2007), evidenciando alguma importancia no processo patogénico
e corroborando com os dados apresentados aqui pela avaliacao fenotipica, uma vez
que este mutante pode ser reconhecido mais facilmente pelos mecanismos de defesa
da planta.
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Como resultado geral de todas as avaliagdes fenotipicas temos que as mutagdes
oriundas pela inser¢cdo aleatéria do derivado comercial do transposon Tn5 da
EPICENTRE sao estaveis, ja que em nenhum momento, ao longo de 2 anos de
experimentos, os mutantes mudaram seus fendtipos. Foi observavel também, a partir
destas avaliag6es, que alguns mutantes causaram a doenga mais facilmente quando
inoculados em Laranja péra-rio (Citrus limonia) do que quando inoculados em limao
cravo (Citrus sinensis). Tal fendbmeno indicaria que estes mutantes tiveram nocauteados
genes que sofrem influencia ou sdo modulados por fatores externos, como o meséfilo
da planta.

Em relagdo as curvas de crescimento, temos que a X. citri 306 se mostrou em
multiplicacdo crescente até o 12° dia, quando entdo se estabilizou, possivelmente em
consequiéncia das baixas condigées nutricionais do local inoculado. Como todos os
mutantes, a X, citri selvagem iniciou sua multiplicagdo com 10% a 10* UFC/cm?, mas
apds 14 dias de crescimento in vivo, diferentemente da maioria dos mutantes, atingiu
10® UFC/cm?. Os primeiros sintomas surgiram entre o 4° e o 62 apds inoculagéo,
quando sua curva ja indicava aproximadamente 10” UFC/cm? e ap6s os 14 dias de
experimento ja exibia todos os sintomas tipicos da doenca, como hiperplasia e necrose
bem acentuados.

E interessante notar que nenhum dos mutantes que ndo causaram sintomas em
planta ultrapassaram a casa dos 10’ UFC/cm?, sugerindo que talvez seja necessario
um ndmero minimo de bactérias, possivelmente entre 10° UFC/cm? e 10’ UFC/cm?,
para dar inicio ao processo patogénico. Tais resultados, indicam que talvez o processo
patogénico ocorra em 2 etapas: na primeira 0s genes seriam responsavel pelo inicio de
multiplicacdo, adaptacdo, e “camuflagem” da bactéria dentro da planta (até o 2° dia)
sem causar sintomas. Num segundo momento, alcancado um grande numero de
bactérias, estas redirecionariam boa parte de seu aparato bioquimico, para a expressao
de proteinas implicados diretamente no processo patogénico, levando a modificacoes
no estado fisiol6gico do local atacado e proporcionando condicdes para que a bactéria
continuasse seu crescimento (do 2° ao 142 dia).
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Corroborando com esta teoria temos que talvez os genes nocauteados dos
mutantes que tiveram grande perda de patogenicidade (analise fenotipica), e drasticas
quedas de seu numero dentro do hospedeiro (curvas in vivo), possam ser responsaveis
pela sintese de proteinas com fungdes iniciais no processo patogénico (12 etapa),
enquanto que o0s genes nocauteados daqueles mutantes que apresentaram fortes
queda de patogenicidade, mas que apresentaram pouca queda no numero de bactérias
no local atacado possam estar envolvidos na 22 etapa.

Ainda em relacdo as curvas de crescimento in vivo, € importante salientar que
mesmo nos pontos finais das curvas de crescimento in vivo daqueles mutantes que
apresentaram as menores taxas de multiplicacdo no interior da planta (mutante 18A1,
33B11 e 29H9), nao foi observado ou evidenciado uma queda no numero do patdgeno.
Tal resultado pode significar que talvez a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, em
condigbes inapropriadas, se utilize de uma via alternativa que possibilite sua
sobrevivéncia, por longos periodos de tempo, no interior do hospedeiro, ou entao,
diferentemente do que foi descrito por GALI (1980) a X. citri deva formar esporos ou
qualquer outra forma de estado dormente. Tal contestacdo evidencia o porqué da
importancia de uma area que tenha sido infectado com cancro citrico tenha que

permanecer sem o cultivo de citrus durante 2 anos.
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5 CONCLUSAO

5.1 - O presente trabalho demonstrou que a estratégia, de obtencao de mutantes
por meio do complexo transposase/transposon EZ-TN5™ <KAN-2> Insertion é uma boa
alternativa para o estudo do genoma funcional da bactéria Xanthomonas citri subsp.
citri, tendo em vista que proporcionou a obtencdo de um grande banco de mutantes,
nas quais foram retirados os 53 mutantes analisados neste artigo. Aléem disso, esta
técnica foi capaz de nocautear genes de forma aleatéria e esparsa dentro do genoma
bacteriano e produzir mutantes estaveis.

5.2- A avaliacdo fenotipica é uma maneira rapida e precisa para a
caracterizacdo de mutantes, evidenciando muitas de suas caracteristicas como
sintomas, velocidade do processo patogénico, influéncia externas como temperatura e a
fisiologia de dada espécie na qual foi inoculado. A avaliagao fenotipica mostrou também
que mudas de limao cravo (Citrus limonia) de 30 a 40 cm sdo mais resistentes quando
comparadas a porta enxertos de laranja péra-rio (Citrus sinensis), diferentemente do
que é dito pela Fundecitrus que coloca o limdo cravo como sendo mais suscetivel a
doenca.

5.3 - As curvas de crescimento in vitro evidenciaram que o meio TS é rico o
suficiente para suprir a grande maioria das deficiéncias dos mutantes, mas que também
possa existir mutantes com genes envolvidos exclusivamente no processo patogénico.

5.4 - As curvas de crescimento in vivo, demonstrou o quanto cada mutante se
desenvolve em relacdo a X. citri selvagem, bem como, ndo se pode correlacionar
diretamente os sintomas com a capacidade do mutante em se multiplicar na planta,
uma vez que ficou demonstrado que pode existir mutantes que apresentem um bom
desenvolvimento na planta, mas que mostrem pouco ou nenhum sinal aparente de
Cancro citrico, ou entao mutantes que apresentem aparentemente os mesmos sintomas
mas que apresentem grandes discrepancias quanto ao numero de bactérias dentro da
planta.

As curvas de crescimento revelaram ainda que possa existir um nimero minimo

de bactérias no local atacado para que se dé, de fato, o inicio do processo patogénico,
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e que talvez a X. citri possua uma via alternativa, ou entdo, um estado de dorméncia
que possibilite sua sobrevivéncia, por longos periodos de tempo, no interior do

hospedeiro.
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