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RESUMO 
A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é o agente etiológico do 

cancro cítrico, uma doença severa que afeta plantas de citros em todo o mundo e para 

a qual não há uma forma eficaz de controle. A obtenção do genoma de Xac sem 

dúvida representou um marco nos estudos deste microrganismo, porém, muito pouco 

ainda se sabe sobre alguns de seus processos essenciais como replicação e segregação 

do material genético, septação, divisão e crescimento celular. A segregação 

cromossômica é um processo essencial em todas as células vivas. Esse processo 

envolve uma precisa replicação e particionamento do cromossomo para garantir uma 

fiel transmissão da informação genética para as células filhas. Esses mecanismos 

veem sendo extensivamente caracterizados em eucariotos, porém ainda não são muito 

bem compreendidos em procariotos. Contudo, relatos recentes mostraram que 

bactérias possuem um sistema tipo mitótico no qual a sequência parS é ligada a ParB 

e puxada por ParA durante a segregação cromossômica. Nesse trabalho foi 

identificado e caracterizado um ativo sistema tipo ParAB/parS no fitopatógeno Xac. 

Várias evidências moleculares e citológicas indicam que ParAB/parS está envolvido 

no particionamento cromossômico de Xac: i) ParB-GFP localiza-se em um único 

cluster nas bordas do nucleoide; ii) ParB pode interagir com sequências de ligação 

parS in vitro e in vivo e realizar spreading lateral, sugerindo a formação de um 

complexo centromérico ParB/parS; iii) a dinâmica de ParB/parS sugere um modelo 

assimétrico de segregação cromossômica em Xac; iv) enquanto a super expressão de 

ParA e ParB não alteram a morfologia celular, mutações em parB acarretam na 

filamentação celular, formação de células em cadeias e sem nucleoide, prejudicando a 

segregação cromossômica e/ou divisão celular; v) a localização subcelular de ParB-

GFP e ZapA-mCherry evidenciam o envolvimento entre segregação cromossômica e 

divisão celular em Xac; vi) ParA-GFP localiza-se como foci bipolar ou de maneira 

linear pela célula, (quando estão associadas ao DNA) e pode se ligar ao DNA in vivo. 

Notavelmente a disrupção da função de ParB em Xac acarreta na perda da virulência 

(ausência dos sintomas do cancro cítrico em plantas hospedeiras) e motilidade. Como 

não há homólogos para as proteínas tipo ParAB em células eucariotas, esse sistema 

pode ser considerado um potencial alvo para o desenvolvimento de antimicrobianos 

contra o cancro círico, o qual não possui nenhum tratamento viável até o presente 

momento.! !
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ABSTRACT 
 

The bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) is the causal agent of 

citrus canker, a severe disease that affects citrus plants worldwide. An effective 

control for the citrus canker is not available yet, and the elimination of infected plants 

continues to be the recommended practice to control the disease. Although the 

genome sequence of Xac has been available for almost a decade, its biology is not 

well known and there is a lack in the literature of studies concerning chromosome 

segregation and cell division of this plant pathogen. Chromosome segregation is an 

essential process to all living cells. This process involves a precise replication and 

partitioning of the chromosome in order to obtain a faithful transmission of hereditary 

information to the daughter cells. These mechanisms have been extensively 

characterized in eukaryotes but are still not well understood in prokaryotes. However, 

recent reports have shown that bacteria have a mitotic-like system in which the parS 

sequence is bound by ParB and pulled by ParA during chromosome segregation. In 

this work it was identified and characterized an active ParAB/parS system in the Xac 

plant pathogen. Several molecular and cytological evidence indicate that ParAB/parS 

is involved in chromosome partitioning in Xac: i) ParB-GFP localizes into a single 

cluster at the edges of the nucleoid, as shown for other ParB-like factors; ii) ParB can 

interact with parS binding sites in vitro and in vivo through a nucleation mechanism 

followed by lateral spreading, suggesting the formation of a ParB/parS centromere-

like complex; iii) ParB/parS dymanic suggests an asymmetric model of chromosome 

segregation; iv) whereas the overexpression of both ParA and ParB does not cause 

any cell morphology defect, a parB mutation renders cells filamentous and often 

anucleate, which suggests impaired chromosome segregation and/or cell division; v) 

ParB-GFP and ZapA-mCherry (marker for the Z-ring) localization suggests a link 

between origin segregation and cell division vi) ParA-GFP localizes as bipolar foci or 

as linear assembly (DNA-bound form) and binds DNA in vivo. Remarkably, the 

disruption of ParB function in Xac led also to a loss of virulence (absence of citrus 

canker symptoms on host plants) and motility. As ParAB-like proteins have no 

homologues in eukaryotic cells, this system can be considered a potential target for 

the development of new antimicrobial agents against citrus canker, for which up to 

now there is no effective treatment.  
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A citricultura e o cancro cítrico 

 

O Brasil é atualmente o maior produtor de laranjas do mundo e é responsável 

pela exportação de cerca de 85% de sua produção. Este é um mercado que 

proporciona a entrada de mais de US$ 2 bilhões/ano no Brasil, já que grande parte da 

produção destina-se à exportação. O maior destaque vai para a produção de suco 

concentrado de laranja, já que a fruta in natura dificilmente atinge os parâmetros 

fitossanitários necessários para a entrada nos mercados estrangeiros. Esta dificuldade 

decorre do fato de que o Brasil ainda não é considerado um país livre de doenças 

importantes e potencialmente devastadoras como o cancro cítrico (Neves et al. 2001; 

Neves et al., 2010). 

O cancro cítrico é uma doença causada pela bactéria Xanthomonas citri ssp. 

citri (Xac), sendo responsável pela forma asiática ou cancrose do tipo A, que constitui 

a forma mais severa da doença e que acomete todas as variedades e espécies 

comerciais de citros, representando um dos mais graves problemas para esta cultura 

ao redor do mundo. Introduzida no Brasil em 1957 na região de Presidente Prudente, 

esta bactéria é altamente contagiosa, podendo resistir no ambiente como epífita, sendo 

dispersa naturalmente pelo vento ou chuva e podendo penetrar na planta por qualquer 

tipo de abertura, inclusive pelos estômatos. Um dos fatores que pode favorecer a 

disseminação do cancro cítrico a partir de plantas doentes é a larva minadora dos 

citros Phyllocnistis citrella (Lepidoptera: Gracillariida), cuja constatação no país se 

deu em março de 1996 na região de Limeira (SP) e que rapidamente se espalhou pelo 

país (Chagas, 1999). 

Os sintomas do cancro cítrico constituem-se por lesões circulares, corticosas e 

salientes, de coloração marrom e aspecto eruptivo, ocorrendo em folhas, ramos e 

frutos, como pode ser observado na Figura 1. Nas folhas e frutos é comum o 

aparecimento de um halo amarelo circundando a área necrosada. Em estágios mais 

avançados, pode ocorrer também a perda de folhas e queda de frutos (Das, 2003; 

Stall, 1983). 

Como medida de controle do cancro faz-se a erradicação de plantas doentes e 

suspeitas de contaminação, já que não existe um controle químico eficaz que elimine 
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Figura 1. Sintomas do cancro cítrico. A) Lesões em folhas de citros (red grapefruit) 
cercada pelo halo amarelo (clorose) B) Lesão em ramo de laranja doce C) Lesão em 
fruto imaturo de citros (Gottwald et al., 2002). 
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completamente o agente etiológico Xac. O cancro cítrico é endêmico no estado da 

Flórida, EUA, uma das principais áreas de produção de citros. Na Flórida, o programa 

de erradicação foi abolido em 2006, e como consequência o cancro cítrico se espalhou 

pela região. Por outro lado, o Estado de São Paulo ainda mantém o programa de 

erradicação para uma eliminação obrigatória de foci da doença, contudo, devido a 

diminuição do esforço para a detecção e erradicação de plantas infectadas, o cancro 

cítrico tem se tornado epidêmico (Ferreira & Belasque, 2011). 

 

O genoma de Xac  

 

Devido à importância econômica do cancro cítrico, e num esforço para 

acelerar o conhecimento da biologia do agente etiológico desta doença, Xac teve seu 

genoma completamente sequenciado. O isolado sequenciado da bactéria possui um 

cromossomo circular com aproximadamente 5.2 Mb e dois plasmídeos: pXAC33 e 

pXAC64 contendo 33.699 e 64.920 bases, respectivamente. Isto equivale a 

praticamente o dobro do genoma da primeira bactéria fitopatogênica a ser 

sequenciada Xylella fastidiosa (Xf-CVC), um patógeno de citros aparentado à 

Xanthomonas, ambos pertencentes à subdivisão γ das proteobactérias (da Silva et al., 

2002, Simpson et al., 2000). 

A anotação do genoma de Xac revelou 4.313 ORFs das quais 2.710 codificam 

para produtos homólogos a proteínas já conhecidas. Muitas destas estariam 

relacionadas à patogenicidade, como os genes que codificam para enzimas 

extracelulares (celulases, pectinases e hemicelulases) as quais são liberadas pelo 

sistema de secreção do tipo II (em duplicata no genoma). Também foram encontrados 

genes que codificam para o sistema de secreção do tipo III (genes hrp que injetam as 

proteínas de avirulência no interior da célula hospedeira) e para o sistema secretório 

do tipo IV (relacionado a processos de conjugação), além de genes para produção e 

resistência a toxinas, síntese de exopolissacarídeos (EPS), proteínas de membrana e 

outras relacionadas a processos de adaptação a condições adversas, como choque 

térmico, por exemplo. Além deste arsenal para produção de doença, 1.601 ORFs 

anotadas permanecem sem função conhecida (proteínas hipotéticas) e, dentre elas, 

1.272 (cerca de 30% do genoma) apresentam homologia a ORFs hipotéticas de outros 
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organismos, sendo consideradas, portanto, ORFs hipotéticas conservadas. A categoria 

de ORFs codificando para produtos desconhecidos em bactérias perfaz, sem sombra 

de dúvidas, uma das classes mais numerosas de ORFs, onde se espera encontrar uma 

vasta quantidade de informações referentes à adaptação e patogenicidade. Existem 

atualmente mais de 1000 espécies bacterianas com seus genomas disponíveis em 

bancos de dados mundiais e o número de proteínas hipotéticas a serem caracterizadas 

é crescente (em torno de 30-40% dos genomas). Bactérias possuem genomas 

compactos e apresentam normalmente redução/perda de regiões codificadoras 

associadas à adaptação a nichos restritos (Ochman & Davalos, 2006). Seria realmente 

improvável que bactérias pudessem dedicar praticamente metade de seus genomas a 

sequências desnecessárias e que toda diferença entre espécies e gêneros fosse 

concentrada em regiões conhecidas. Bem mais provável é que o nosso conhecimento 

a respeito das funções destas ORFs hipotéticas abra novas perspectivas para o 

entendimento dos mecanismos de patogenicidade e especialização destas bactérias 

para infectar diferentes hospedeiros, resultando em novas possibilidades de controles 

de doenças como o cancro cítrico. 

Apesar do genoma da Xac ter sido publicado em 2002 há na literatura poucos 

trabalhos sobre a caracterização de processos biológicos essenciais desta bactéria 

como a segregação cromossômica, divisão celular e crescimento. 

 

Segregação cromossômica em bactérias 

 

Por décadas e décadas acreditou-se que as células procarióticas eram 

desprovidas de estruturas semelhantes ao citoesqueleto de eucariotos e que a forma 

era mantida e governada somente pela presença da parede celular. Além disto, fatores 

que atuam ativamente na segregação dos cromossomos, após duplicação, e na divisão 

celular eram desconhecidos, ou pobremente caracterizados. Contudo, a aplicação de 

técnicas de microscopia antes utilizadas somente para eucariotos tem alterado este 

cenário. Hoje sabe-se que bactérias possuem estruturas semelhantes a polímeros de 

tubulinas responsáveis pela formação de septo e divisão celular, possuem filamentos 

semelhantes à actinas que atuam na manutenção da forma, posicionamento de 

estruturas dentro da célula e crescimento da parede celular, apresentam estruturas 
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análogas aos filamentos intermediários de eucariotos e finalmente, complexos 

proteicos que atuam ativamente na segregação de cromossomos garantindo uma 

eficiente partição do material genético (Ausmees et al., 2003; Daniel & Errington, 

2003; Doi et al., 1988; Gitai et al., 2005a; Jones et al., 2001; Lin & Grossman, 1998; 

Lutkenhaus et al., 1980; Murray et al., 2006). 

Há relativamente pouco tempo, propunha-se que o cromossomo bacteriano 

permanecia ligado a algum sítio no interior das células e que a segregação deste se 

dava de forma passiva e de acordo com o crescimento e a elongação celular. 

Entretanto, foi demonstrado que a taxa de movimento dos cromossomos em Bacillus 

subtilis era da ordem de 0,17 mm/min, enquanto que a de elongação celular era 

<0,025 mm/min, uma observação que, entre outras, leva à proposição de segregação 

ativa (Glaser et al., 1997; Sharpe & Errington, 1999; Webb et al., 1998). 

Posteriormente, demonstrou-se que a maquinaria de replicação cromossômica em 

Escherichia coli e B. subtilis permanecia estacionada no centro do bastonete e que 

cromossomos eram puxados por este complexo, replicados e expulsos para os pólos 

(Lau et al., 2003; Lemon & Grossman, 1998; Lemon & Grossman, 2001; Webb et al., 

1997). Tal fato levou à proposição do modelo de captura-extrusão das origens e a 

força da replicação seria um componente efetor da segregação (Lemon & Grossman, 

2001). Uma contribuição da maquinaria de transcrição foi também proposta, onde 

genes estariam orientados de forma a gerar força a favor da expulsão das origens para 

os pólos quando da ocorrência de suas transcrições (Dworkin & Losick, 2002). Em 

suma, a segregação cromossômica em bactérias ocorre de forma ativa. 

Bactérias devem segregar o novo cromossomo replicado antes da divisão 

celular para garantir uma fiel transmissão do material genético para as células filhas. 

A maquinaria de segregação foi inicialmente estudada em sistemas plasmidiais, pois 

plasmídeos de baixo número de cópias utilizam mecanismos específicos para se 

manterem estáveis na população bacteriana. O movimento de plasmídeos marcados 

com proteínas fluorescentes, durante a segregação cromossômica, pode ser observado 

por microscopia de fluorescência. Assim, o aparatus responsável pela separação de 

plasmídeos foi descrito em dois sistemas de partição plasmidial denominados Tipo I e 

Tipo II, sendo que o sistema de particionamento plasmidial do Tipo I é o mais comum 

(Ebersbach & Gerdes, 2005; Ghosh et al., 2006; Salje et al., 2010). Um exemplo 

destes mecanismos é representado pelo loci par (partitioning protein), que assegura 

uma distribuição igualitária das cópias plasmidiais para as células filhas durante o 



! 23!

processo de divisão celular (Gerdes et al., 2010). Várias proteínas homólogas ao 

sistema de particionameto plasmidial tipo ParAB/parS foram posteriormente 

descobertas em sistemas de segregação do cromossomo bacteriano (Mierzejewska & 

Jagura-Burdzy, 2012). O locus parABS é conservado entre bactérias e está localizado 

ao redor a região de origem do cromossomo, oriC (Livny et al., 2007). A composição 

desse sistema compreende uma sequência cis próxima a região centromérica do DNA, 

denominada parS; proteínas tipo ParA, que são ATPases capazes de formar 

filamentos que se estendem na célula de pólo a pólo e, finalmente, por proteínas tipo 

ParB, que atuam como mediadoras do processo devido a habilidade de se ligar a parS 

(Fogel & Waldor, 2006; Ptacin et al., 2010; Schofield et al., 2010). Ptacin et al. 

(2010) propuseram um modelo funcional hierárquico para ParA de Caulobacter 

crescentus, em que primeiramente esta proteína deve-se ligar a moléculas de ATP 

para a seguinte mudança conformacional da molécula e subsequente dimerização. 

Posteriormente, estimulada pela ligação com ParB, ocorre a hidrólise de ATP ou troca 

de nucleotídeos dos dímeros de ParA permitindo a liberação de ADP e 

despolimerização dos filamentos proteicos que foram formados, para deste modo, 

recomeçar um novo ciclo a partir dos monômeros liberados (Figura 2A). ParB, por 

sua vez, quando ligada a sequências centroméricas, reunem outras moléculas de ParB 

formando estruturas nucleoproteicas chamadas de complexos de partição. A 

agregação destes componentes garante que moléculas de DNA sejam segregadas 

durante o processo de particionamento. Para isso, específicos domínios e motifs de 

proteínas tipo ParB são requeridos durante o mecanismo de segregação (Figuras 2B e 

2C). 

Uma separação precisa dos cromossomos recém-duplicados em B. subtilis 

pode ser perturbada por mutações de alguns genes que codificam para proteínas 

apresentando homologia com fatores de partição plasmidial tipo ParA e ParB 

(Leonard et al., 2005). Como exemplo, mutação no gene cromossomal spo0J em B. 

subtilis (Spo0J – sporulation protein – uma proteína tipo-ParB) promove aumento 

detectável no número de células anucleadas, implicando o envolvimento da proteína 

Spo0J na segregação cromossômica desta bactéria (Ireton et al., 1994). Também foi 

demonstrado que Spo0J recruta SMC (proteína de manutenção da estrutura 

cromossômica) para a região da origem em B. subtilis e na sua ausência, tal fator, que 

contribui para a segregação cromossômica, teria sua função perturbada (Gruber & 

Errington, 2009). 
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Figura 2. Esquema funcional de ParA e modelo estrutural de ParB. A) Caminho 
bioquímico da proteína ParA de C. crescentus (Ptacin et al., 2010). B) e C) Dímeros 
de Spo0J de T. thermophilus. Motifs Helix turn helix (HTH) estão representados em 
amarelo e regiões α-helix em N-terminal estão representadas em veremelho (H2). A 
distância entre os dois motifs HTH na molécula dimérica é de 32Å (Leonard et al., 
2004). 
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Em microscopia de fluorescência observou-se que Spo0J-GFP co-localiza com 

a origem de replicação em B. subtilis formando uma estrutura compacta (complexo 

nucleo-proteico) com função provável de organização de uma região centromérica 

análoga àquelas encontradas em eucariotos (Autret et al., 2001; Glaser et al., 1997; 

Marston & Errington, 1999; Sharpe & Errington, 1998). A organização desta região 

centromérica em B. subtilis parece depender de um segundo fator denominado Soj 

(Marston & Errington, 1999). Soj (supressor of Spo0J) é uma ATPase da família ParA 

com função na esporulação de B. subtilis (supressor da atividade de spo0J) e que 

atualmente vem sendo implicada na regulação de iniciação de replicação 

cromossômica numa atividade controlada por Spo0J (Murray & Errington, 2008). 

Entretanto, mutação em soj não produz nenhuma alteração detectável na segregação 

(Ireton et al., 1994). Há fenótipo, entretanto, na segregação do material genético 

durante formação do esporo em mutantes combinados racA-soj, em que células 

parecem perder a capacidade de orientação da região que contém oriC para o esporo 

em formação (Wu & Errington, 2003). Finalmente, nenhuma destas proteínas é 

essencial em B. subtilis, em que a segregação cromossômica provavelmente pode 

contar com diversos sistemas redundantes para a mesma finalidade.  

Em suma, as proteínas tipo-ParB organizam complexos centroméricos se 

ligando a diversos sítios distribuídos ao redor da origem de replicação (Lin & 

Grossman, 1998). Ao se ligar ao DNA, Spo0J forma complexos nucleo-proteicos 

gigantes espalhando (“spreading”) para os arredores de cada sítio (filamentos Spo0J-

DNA) (Murray et al., 2006) e recruta SMC que também operaria no processo de 

separação/organização cromossômica (Gruber & Errington, 2009). Algo em torno de 

10 sítios ou complexos Spo0J/DNA coalescem para formar um focus compacto que 

pode ser visto em microscopia de fluorescência utilizando-se Spo0J-GFP, uma 

estrutura dependente de Soj (Marston & Errington, 1999). Soj por sua vez poderia 

monitorar o status da replicação/segregação integrando, de certa forma, esta 

informação e a decisão de entrada ou não em esporulação. Em apoio a esta 

observação, foi demonstrado que ParB de T. thermophilus (análogo de Spo0J) 

estimula a atividade ATPasica de ParA (semelhante a Soj) in vitro e na ausência de 

Spo0J, Soj acumula no interior da célula na forma ligada a ATP, que estimula 

replicação de DNA via DnaA e que culminaria na inibição de esporulação (Leonard et 

al., 2005; Murray & Errington, 2008). Pode-se dizer, de acordo com os dados 
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descritos para Spo0J e Soj de B. subtilis, que este microrganismo possui um modelo 

simétrico de segregação cromossômica (Figura 3A). 

Já em C. crescentus, cuja replicação é iniciada apenas uma vez por ciclo 

celular, existe a dependência das proteínas ParA e ParB para a viabilidade celular 

(Mohl et al., 2001). Nessa bactéria dimórfica, ParB se liga a parS, sequência 

adjacente a região de origem, dando origem ao complexo centromérico, que por sua 

vez é ancorado em um dos pólos celulares pela proteína PopZ (pole organizing 

protein, proteína polimérica requerida para a fiel segregação cromossômica) (Figge et 

al., 2008; Toro et al., 2008). ParA que está presa ao novo polo por TipN é extendida 

até o polo oposto e puxa uma cópia do cromossomo através da sua retração e 

interação com o complexo ParB/parS (Ptacin et al., 2010), resumindo um modelo 

assimétrico de segregação cromossômica (Figura 3B). 

Outros fatores participantes do modelo de segregação seriam estruturas do 

citoesqueleto formadas por proteínas tipo-actinas (MreB). MreB e relativos, que 

atuam na manutenção da forma em bactérias e no crescimento longitudinal destas 

(Carballido-Lopez & Formstone, 2007; Daniel & Errington, 2003; Graumann, 2007), 

foi implicada, pelo menos em C. crescentus, com a orientação das origens para os 

pólos celulares tão logo a duplicação tenha ocorrido (Gitai et al., 2005b). Mais 

recentemente, demonstrou-se que assim que origens adentrem a região polar em C. 

crescentus há captura destas por uma rede formada pela proteína PopZ (Ebersbach et 

al., 2008). Em B. subtilis o aceptor polar, pelo menos durante o processo de 

esporulação, seria a proteína DivIVA (Wu & Errington, 2003). 

Xac possui em seu genoma ORFs identificadas como parA e parB e um 

putativo sítio parS (da Silva et al., 2002; Livny et al., 2007) entretanto, não havia sido 

relatado até então que tais genes são expressos e que Xac utiliza o sistema 

ParAB/parS para a manutenção da integridade de seu cromossomo. No presente 

trabalho, portanto, foi investigado a utilização de tal sistema na correta partição do 

material genético em Xac.  
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Figura 3. Modelos de segregação cromossômica em bactérias. A) Segregação 
cromossômica simétrica descrita em B. subtilis. Após replicação do DNA, regiões de 
término terC (vermelho) e origem oriC são duplicadas (verde) e bidirecionalmente 
separadas em direção ao polo celular (Sharpe & errington, 1999). B) Segregação 
cromossômica assimétrica descrita em C. crescentus. Filamentos retráteis de ParA 
(amarelo), ancorados por TipN (cinza) orientam o complexo ParB/parS (cor de rosa), 
inicialmente ancorado por PopZ (preto), em direção ao novo polo (Mierzejewska & 
Jagura-Burdzy, 2012). 
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HIPÓTESE A SER TESTADA 
 

Se Xanthomonas citri ssp. citri possui um sistema de partição funcional e 

manutenção da integridade cromossômica semelhante ao sistema tipo ParAB/parS. 

 

OBJETIVOS 
 

Geral: testar a funcionalidade das proteínas ParA e ParB potencialmente codificada 

por Xac. 

 

Específicos: 

 

1. Verificar a expressão de ParA e ParB de Xac através da cauda TAP (ParA-

TAP e ParB-TAP). 

 

2. Estudar a função de ParAB por microscopia de fluorescência em Xac. 

 

3. Estudar a função de parS através da provável interação ParB/parS. 

 

4. Disrupção gênica de parB: identificar possíveis alterações na replicação, 

segregação cromossômica, patogenicidade e motilidade e verificar se é 

essencial em Xac. 

 

5. Caracterização bioquímica de ParB: verificar o sítio de ligação ao DNA e se a 

proteína tem fenótipo de “spreading” lateral. 

 

6. Confirmar as funções de ParAB atavés de proteínas mutagenizadas. 

! !
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Linhagens bacterianas e plasmídeos 

 

As linhagens utilizadas neste trabalho estão listadas na Tabela 1, os 

plasmídeos na Tabela 2 e os oligonucleotídeos na Tabela 3. 

As linhagens de E. coli DH10B, EC100 e BL21 (DE3) pLysS foram cultivadas 

a 37ºC em meio LB (Sambrook et al., 1989). A linhagem Xac 306 utilizada no 

presente estudo foi a sequenciada por da Silva et al. (2002). Xac foi anteriormente 

denominada Xanthomonas axonopodis pv. citri, tendo sido re-classificada por 

(Schaad, et al., 2005, Schaad, et al., 2006). Xac foi cultivada a 30ºC em meio LB ou 

PYM (Siciliano et al., 2006) com ou sem ágar (Daniels, et al., 1984). C. Crescentus 

NA1000 foi cultivada a 30ºC em meio PYE (Ely, 1991). Antibióticos foram utilizados 

quando necessário (E coli: ampicilina 100 µg/mL, canamicina 20 µg/mL, gentamicina 

25µg/mL, cloranfenicol 20µg/mL; Xac: ampicilina 100 µg/mL, canamicina 20 

µg/mL, gentamicina 10 µg/mL, cloranfenicol 12,5 µg/mL; C. crescentus: gentamicina 

5 µg/mL). 

 

Clonagens 

 

Para a construção do vetor de expressão pHF5Ca (FJ562210) contendo TAP-

tag foi substituído o cassete gfpmut1 do vetor pPM2a (Martins et al., 2010) pelo 

cassette tap1479 que foi amplificado do vetor pBS1479 (Puig et al., 2001) utilizando 

os oligonucleotídeos PBS1479F/R. gfpmut1 foi liberado do vetor pPM2a através de 

digestão enzimática utilizando as enzimas de restrição BamHI e XbaI enquanto o 

cassete tap1479 foi tratado com as mesmas enzimas. Os fragmentos foram 

quantificados e submetidos a reações de ligação por 16h a 16ºC. 

O vetor de expressão pAPU1 foi construído para a expressão de ParB-TAP. 

Para este ensaio, parB foi amplificado por PCR a partir de DNA cromossomal de Xac 

como molde e utilizando o par de oligonucleotídeo ParBF20070822 e 

ParBR20080530, ambos contendo sítios de restrição reconhecidos pela enzima 

BamHI. Desse modo, inserto e vetor (pHF5Ca) foram submetidos a uma reação de  
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Tabela 1. Linhagens de bactérias utilizadas neste trabalho 

Linhagens Características relevantes  Referência 
E. coli DH10B Linhagem utilizada para clonagens Invitrogen 
E. coli EC100 Linhagem utilizada para clonagens Epicentre 
E. coli S17 Linhagem utilizada para conjugação Biomedal 
E. coli BL21 
(DE3) pLysS 

Linhagem utilizada para expressão proteica (sistema 
pET), ChlR 

Novagen 

C. crescentus 
NA1000 

C. crescentus NA1000 WT Marks et al., 2010 

Xac 306 Xac WT, ApR, IBSBF 1594 da Silva et al 2002 
Xac amy::pAPU1 pAPU1 integrado no locus amy de Xac, ApR, KmR Ucci et al, 2014 
Xac 
parB::pAPU1 

pAPU1 integrado no locus parB de Xac, ApR, KmR Ucci et al, 2014 

Xac 
parB::pAPU2 

pAPU2 integrado no locus parB de Xac, ApR, KmR Ucci et al, 2014 

Xac 
parB::pAPU3 

pAPU3 integrado no locus parB de Xac, ApR, KmR Ucci et al, 2014 

Xac 
parB::pAPU4 

pAPU4 eletroporado em Xac WT, ApR, KmR Este trabalho 

Xac pCW510-
parA 

pCW510-parA eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pCW510-
parB 

pCW510-parB eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pCW510-
parC 

pCW510-parC eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pCW512-
parA 

pCW512-parA eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pCW512-
parB 

pCW512-parB eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pCW512-
parC 

pCW512-parC eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pMT335 pMT335 eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 
Xac pMT335-
parS1 

pMT335-parS1 eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pMT335-
parS2 

pMT335-parS2 eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pMT335-
parSCc 

pMT335-parSCc eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 

Xac pMT335- 
ParBΔ52C 

pMT335-parBΔ52C eletroporado em Xac WT, ApR, 
GmR 

Este trabalho 

Xac pMT335-
ParBΔ41N 

pMT335-parBΔ41N eletroporado em Xac WT, ApR, 
GmR 

Este trabalho 

Xac pMT335-
ParBΔ89N 

pMT335-parBΔ89N eletroporado em Xac WT, ApR, 
GmR 

Este trabalho 

Xac 
ParBR102A_N134A 

pMT335-parBR102A_N134A eletroporado em Xac WT, 
ApR, GmR 

Este trabalho 

Xac pMT335-parBR170A_S171A eletroporado em Xac WT, Este trabalho 
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ParBR170A_S171A ApR, GmR 
Xac 
ParBR102A_N134A 

pMT335-parBR102A_N134A eletroporado em Xac WT, 
ApR, GmR 

Este trabalho 

Xac ParAK20Q pCW510-parAK20Q eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 
Xac ParAG12V pCW510-parAG12V eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 
ParAD40A pCW510-parAD40A eletroporado em Xac WT, ApR, GmR Este trabalho 
Xac ΔparBchr 
pMT335-parB 

pMT335-parB eletroporado em Xac contendo parB 
cromossomal nocauteado, ApR, GmR 

Este trabalho 

Xac 
parB::pAPU2 
pBBR1MCS5-
parAB 

pBBR1MCS5-parAB eletroporado em  Xac 
parB::pAPU2,  ApR, KmR, GmR 

Este trabalho 

Xac 
parB::pAPU2 
pCW510-parB 

pCW510-parB eletroporado em  Xac parB::pAPU2, 
ApR, KmR, GmR 

Este trabalho 

Xac 
parB::pAPU3 
pCW510-zapA 

pCW510-zapA eletroporado em Xac parB::pAPU3 Este trabalho 

Xac 
parB::pAPU2  
pCW510-ParA 

pCW510-parA eletroporado em Xac WT, ApR, KmR, 
GmR 

Este trabalho 

Xac 
parB::pAPU2 
pCW512-parA 

pCW512-parA eletroporado em Xac WT, ApR, KmR, 
GmR 

Este trabalho 

C. crescentus 
pMT335 

pMT335 eletroporado em C. crescentus, GmR Este trabalho 

C. crescentus 
pMT335- 
parBΔ52C 

pMT335-parBΔ52C eletroporado em C. crescentus, 
GmR 

Este trabalho 

C. crescentus 
pMT335-
parBΔ41N 

pMT335-parBΔ41N eletroporado em C. crescentus, 
GmR 

Este trabalho 

C. crescentus 
pMT335-
parBΔ89N 

pMT335-parBΔ89N eletroporado em C. crescentus, 
GmR 

Este trabalho 

C. crescentus 
pMT335-parS1 

pMT335-parS1 eletroporado em C. crescentus, GmR Este trabalho 

C. crescentus 
pMT335-parS2 

pMT335-parS2 eletroporado em C. crescentus, GmR Este trabalho 

C. crescentus 
parBR170A_S171A 

pMT335-parBR170A_S171A eletroporado em C. crescentus, 
GmR 

Este trabalho 

C. crescentus 
parBR170A_S171A 

pMT335-parBR102A_N134A eletroporado em C. crescentus, 
GmR 

Este trabalho 

* ApR, KmR, GmR, e ChlR indicam resistência a ampicilina, canamicina, gentamicina e cloranfenicol 
respectivamente 
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Tabela 2. Plasmídeos utilizados neste trabalho 

 

Plasmídeos Características Relevantes Referência 
pBS1479 Vetor de expressão com TAP-tag, GAL1 Puig et al., 2001 
pPM2a e pPM7g Vetores de expressão com GFP; xylR pxyl 

gfpmut1 bla neo 
Martins et al., 2010 

pCR2.1-TOPO Vetor para clonagem; lacZα neo Invitrogen 

pSG4650 Derivado de pET21-d com spo0J Henrique Ferreira 
pOK12 Derivado de pUC Patrick Viollier lab. 
pHF5Ca Vetor de expressão com TAP-tag; xylR pxyl 

tap1479 bla neo 
Ucci et al., 2014 

pAPU1 pHF5Ca-parB: xylR pxyl parB-tap1479 bla neo Ucci et al., 2014 
pAPU2 Derivado de pCR-2.1-TOPO com parB124-769; 

bla neo 
Ucci et al., 2014 

pAPU3 pPM7g-parB: xylR pxyl parB-gfpmut1 bla neo Ucci et al., 2014 

pAPU4 pET21-a com parB Este trabalho 
pBBR1MCS-5 Vetor para complementação; lacZα Kovach et al. 1995 

pBBR1MCS-5-parAB Vetor para complementação com pparAB, parAB 
lacZα 

Este trabalho 

pNPTS138 Vetor integrativo, sacB Dickon Alley 

pNPTS138ΔparB Deleção de parB, sacB Este trabalho 

pMT335 Vetor de expressão; vanR, pvan Thanbichler, et al., 
2007 

pMT335-parA Expressão parA, vanR, pvan Este trabalho 

pMT335-parB Expressão parB, vanR, pvan Este trabalho 

pMT335-ParBΔ52C Expresão parBΔ52C, vanR, pvan Este trabalho 

pMT335-ParBΔ41N Expresão parBΔ41N, vanR, pvan Este trabalho 

pMT335-ParBΔ89N Expresão parBΔ89N, vanR, pvan Este trabalho 

pMT335-
ParBR102A_N134A 

Expresão parBR102A_N134A, vanR, pvan Este trabalho 

pMT335-
ParBR170A_S171A 

Expressão de ParBR170A_S171A, vanR, pvan Este trabalho 

pMT335-parS1 Cópias extras de parS1 Este trabalho 

pMT335-parS2 Cópias extras de parS2 Este trabalho 
pMT335-parSCc Cópias extras de parSCc Este trabalho 

pMT335-mCherry Vetor de expressão com mCherry, vanR, pvan Silvia Ardissone 
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pMT335-mCherry-
zapA 

Expressão de zapA-mCherry, vanR, pvan Este trabalho 

pCW512 Vetor de expressão com TAP-tag, vanR, pvan Thanbichler, et al., 
2007 

pCW512-parA Expressão de parA-tap, vanR, pvan Este trabalho 
pCW512-parB Expressão de parB-tap, vanR, pvan Este trabalho 

pCW512-parC Expressão de parC-tap, vanR, pvan Este trabalho 
pCW510 Vetores de expressão com GFP, vanR, pvan Thanbichler, et al., 

2007 
pCW510-parA Expressão de parA-gfp, vanR, pvan Este trabalho 

pCW510-parB Expressão de parB-gfp, vanR, pvan Este trabalho 
pCW510-parC Expressão de parC-gfp, vanR, pvan Este trabalho 

pCW510-ParAK20Q Expressão de parAK20Q-gfp, vanR, pvan Este trabalho 
pCW510-ParAG12V Expressão de parAG12V-gfp, vanR, pvan Este trabalho 

pCW510-ParAD40A Expressão de parAD40A-gfp, vanR, pvan Este trabalho 
*bla, neo e sac genes para b-lactamase, neomicina fosfotransferase e levansucrase, 
respectivamente. 
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Tabela 3. Oligonucleotídeos utilizados neste trabalho 

 

Oligonucleotídeos Sequência (5’-3’) 
PBS1479F TGAGGATCCATGGAAAAGAGAAGATGGAAAAAG 

PBS1479R ATTCTAGATCAAGCTTCAGGTTGACTTCCCCGCGG 
parBintF   GATAGCTTGCGCCAGTTGC 

parBintR CCTGTGGGGCCACCGGCGC 
ParBF20070822 ATGGATCCATGAACAAGCCGATCCCCGCAAAGAAG 

ParBR20080530 ATGGATCCGCTACGCTGCATGCGCAGGC 
ParB20100309 ATCTCGAGACCCAAGCTACGCTGCATGCGCAGGC 

parB-pET28aF ATCCATGGGCAACAAGCCGATCCCCGCAAAGAAG 
parB-pET28aR ATCTCGAGAACCCAAGCTACGCTGCATGCGCAG 

FparAB ATCTCGAG CGTCGACAACAACATCCATA 
RparAB ATAAGCTT CCTGTTGGATGTGCAAGCG 

 
delta_parB F1 AATGTCGACTGCAGCGCTACCGGGCCAT 
delta_parB R1 AATGAATTCGGGGATCGGCTTGTTCAT 
delta_parB F2 ATGAATTCGAACGCCTGCGCATGCAG 
delta_parB R2 AATGGGCCCGGTTGGTCCACGCGCTGG 
parB_OUT1 CAATGTGACCAGCCTGCGCGAA 
parB _OUT2 CGCCAGCACCGCACGGCTGAA 
Xac_parB_nde AAAACATATGAACAAGCCGATCCCCGCAA 
Xac_parB_eco+stop AAAAGAATTCTTAGCTGCGCTGCATGCGCAGGCGT 
Xac _parB_eco-stop AAAAGAATTCGCTGCGCTGCATGCGCAGGCGT 
XAC3905_nde AAAAAACATATGCGTATCTGGGCAATCGCCAA 

XAC3905_eco-stop AAAAAAGAATTCGACGGTCTCCACGGGCCGGA 
XAC1907_nde AAAAAACATATGCGTATCTGGGCAATCGCCA 
XAC1907_eco-stop AAAAAAGAATTCTGCGGCTTGCTCCATACGCA 
parB_52C_Eco AAAGAATTCACTGTGGGGCCACCGGCGCC 
parB_41N_Nde AAAACATATGGATAGCTTGCGCCAGTTGC G 
parB_N89_Nde AAACATATGGCACCGGCGCAGTTCGAGAT 
zapA-Nde AAAACATATGAGCAACAACGAACCGGTCA 
zapA-EcoRI AAAAGAATTCGCGCGGTGTGTCGGCAACGCT 
parA_K16Q GAAGGGCGGCGTCGGCCAGACCACGACCGCCG 
parA_K16Q_as CGGCGGTCGTGGTCTGGCCGACGCCGCCCTTC 
parA_G12V TTGCCAACCAGAAGGTCGGCGTCGGCAAGAC 
parA_G12_as GTCTTGCCGACGCCGACCTTCTGGTTGGCAA 
parA_D40A TTGCTGGTGGATCTGGCCTCGCAGGGCAACGC 
parA_D40A_as GCGTTGCCCTGCGAGGCCAGATCCACCAGCAA 
* Sítios de restrição utilizados nas clonagens estão sublinhados!
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digestão enzimática com BamHI, quantificados e ligados por 16h a 16ºC. O vetor 

pAPU2, utilizado na disrupção de parB de Xac, foi gerado através da ligação do 

cassete parB124-769 (o qual foi amplificado a partir do DNA cromossomal de Xac e 

par de oligonucleotídeos parBintF/R), e ligação no vetor PCR-2.1-TOPO (Invitrogen). 

Em seguida, o vetor pAPU3 foi construído para a expressão de ParB-GFP. Este é um 

vetor derivado do vetor pPM7g (Martins et al., 2010) contendo o gene parB 

amplificado através de DNA cromossomal de Xac e par de oligonucleotídeos 

ParBF20070822 e ParB20100309, digerido com as enzimas BamHI e XhoI e ligado 

nos mesmos sítios do vetor (que também foi submetido às mesmas reações de 

digestões). O vetor pAPU4, utilizado na expressão de ParB-His6, foi construído 

através da amplificação por PCR de parB, utilizando como molde DNA cromossomal 

de Xac e os oligonucleotídeos ParB-pET28aF/R. Inserto e vetor (pET28a - Novagen) 

foram digeridos com as enzimas NcoI e XhoI e ligados por 16h a 16ºC. 

O vetor replicativo de baixo número de cópias pBBR1MCS-5 (Kovach et al. 

1995) foi utilizado para testes de complementação. A região correspondente aos genes 

parA, parB e região promotora foi amplificada utilizando o par de oligonucleotídeos 

FparAB e RparAB. Inserto e vetor foram digeridos com as enzimas XhoI e HindIII, 

purificados e ligados por 16h a 16ºC. 

Os vetores pMT335-parA e pMT335-parB foram utilizados para a expressão 

das proteínas ParA e ParB. pMT335 é um vetor de expressão replicativo que contém 

promotor regulado por vanilato (Thanbichler et al., 2007). Neste experimento, os 

genes parA e parB foram amplificados da região cromossomal de Xac utilizando os 

pares de oligonucleotídeos XAC3905-nde e XAC3905-eco-stop ou XAC_parB-nde e 

XAC_parB-eco-stop, respectivamente. Inserto(s) e o vetor foram digeridos com as 

enzimas NdeI e EcoRI, purificados e ligados por 16h a 16ºC. 

A expressão da fusão zapA-mCherry foi realizada a partir da amplificação do 

gene zapA de Xac utilizando DNA cromossomal como molde e o par de 

oligonucleotídeo zapA-Nde e zapA-EcoRI. Para isso foi utilizado o vetor replicativo 

pMT335-mCherry; que é derivado do vetor pMT335 e contém o gene que codifica 

para a expressão de fusão com mCherry na região C-terminal da proteína de interesse 

(Ardissone, S.,). Inserto e vetor foram digeridos com as enzimas NdeI e EcoRI, 

purificados e ligados por 16h a 16ºC. 
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Os vetores de expressão pCW510 e pCW512 foram utilizados para expressão 

das versões proteicas: ParA-TAP, ParB-TAP, ParC-TAP, ParA-GFP, ParB-GFP e 

ParC-GFP. Ambos os vetores são replicativos e derivados do vetor pMT335, 

contendo a adição de tap (pCW510) ou gfp (pCW512) para fusões na região C-

terminal da proteína de interesse. Neste ensaio, os genes parA, parB e parC de Xac 

foram amplificados por PCR utilizando como molde DNA cromossomal da bactéria e 

os pares de oligonucleotídeos XAC3905-nde e XAC3905-eco-stop, XAC_parB-nde e 

XAC_parB-eco ou XAC1907-nde e XAC1907-eco-stop respectivamente. Inserto(s) e 

vetor(es) foram digeridos com as enzimas NdeI e EcoRI e ligados por 16h a 16ºC. 

A expressão das formas truncadas da proteína ParB; ParB52C, ParB41N e 

ParB89C foram realizadas a partir da amplificação de parte do gene parB utilizando 

como molde o vetor pMT335-parB e os pares de oligonucleotídeos XAC_parB-nde e 

parB_52C_Eco, parB_41N_Nde e Xac_parB-eco-stop e parB_N89_Nde e Xac_parB-

eco-stop, respectivamente. Os três fragmentos e o vetor pMT335 foram digeridos com 

as enzimas NdeI e EcoRI, purificados e ligados por 16h a 16ºC. 

Para a obtenção de cópias extras de parS em Xac foram construídos os vetores 

pMT335-parS1 e pMT335-parS2. Os dois fragmentos utilizados neste ensaio, parS1 e 

parS2, foram desenhados usando como referência os dois principais picos 

encontrados na figura gerada após experimentos de ChIP-seq de ParB e sintetizados 

pela empresa Fasteris (www.fasteris.com) (resultados e discussão). Ambos os 

fragmentos e o vetor pMT335 foram digeridos com as enzimas NdeI e EcoRI, 

purificados e ligados por 16h a 16ºC. 

Após as clonagens realizadas, todos os fragmentos foram confirmados por 

sequenciamento para a continuação dos experimentos. 

 

Mutações sítio-dirigida 

 

A obtenção das duas mutações pontuais na proteína ParB de Xac, 

ParBR102A_N134A e ParBR170A_S171A, foram adquiridas através da síntese dos fragmentos 

mutagenizados fornecidos pela empresa Fasteris. As duas versões sintéticas do gene 

parB de Xac contendo as mutações sítio-específicas foram transferidas para o vetor 
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pMT335 através de digestão enzimática utilizando as enzimas NdeI e EcoRI. 

Fragmentos e vetor foram purificados e ligados por 16h a 16ºC. 

Para as mutações pontuais em parA de Xac, este foi amplificado utilizando 

como molde pMT335-parA e o par de oligonucleotídeos XAC3905-nde e XAC3905-

eco. Inserto e o vetor de clonagem pOK12 foram digeridos com as enzimas de 

restrição NdeI e EcoRI, purificados e ligados por 16h a 16ºC, gerando a construção 

pOK12-parA. Posteriormente, esta construção foi amplificada por PCR utilizando a 

enzima PfuUltra DNA polimerase (Stratagene), seguindo protocolo recomendado pelo 

fabricante, e os seguintes pares de oligonucleotídeos: parA_G12V e parA_G12V_as 

para a obtenção da mutação ParAG12V; parA_D40A e parA_D40A_as para a obtenção 

da mutação ParAD40A e parA_K16Q e parA_K16Q_as para a obtenção da mutação 

ParAK16Q. Os produtos de PCR foram purificados, digeridos com a enzima DpnI por 2 

horas a 37ºC, purificados novamente e eletroporados em linhagem de E. coli EC100. 

Os três fragmentos de parA contendo as mutações pontuais foram confirmados por 

sequenciamento e transferidos para o vetor pCW510 utilizando as mesmas enzimas de 

restrição citadas acima. 

 

Deleção de parB 

 

O nocaute gênico de parB de Xac foi realizado utilizando dois fragmentos de 

aproximadamente 1200 pb e 1000 pb localizados na região cromossomal que 

flanqueia este gene na bactéria. O fragmento de aproximadamente 1200 pb foi 

amplificado utilizando como molde DNA cromossomal de Xac e os oligonucleotídeos 

delta_parB F1/delta_parBR1 e digerido com enzimas de restrição EcoRI e SalI. O 

segundo fragmento, quem contém aproximadamente 1000 pb foi amplificado 

utilizando como molde DNA cromossomal de Xac e os oligonucleotídeos delta_parB 

F2/delta_parBR2 e digerido com as enzimas ApaI e EcoRI. O vetor suicida pNPTS 

(Dickon Alley, dados não publicados) foi digerido utilizando as enzimas SalI e ApaI e 

deste modo, fragmentos e vetor foram purificados e submetidos a reação de ligação, 

criando-se assim, a deleção do gene parB no plasmídeo (pNPTS-ΔparB). pNPTS-

ΔparB foi eletroporado na linhagem selvagem de Xac e as bactérias transformantes 

foram selecionadas em meio LB contendo canamicina. Posteriormente, algumas 
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colônias foram crescidas durante a noite em meio LB liquido para a obtenção do 

segundo evento de recombinação. No dia seguinte, alíquotas da cultura foram 

semeadas em placas de Petri contendo meio LB suplementado com 3% de sacarose e, 

as colônias que cresceram neste meio foram repicadas em novo meio LB contendo ou 

não canamicina. Os clones considerados positivos (sensíveis a canamicina e 

resistentes a sacarose) tiveram sua deleção confirmada por reação de PCR utilizando 

os oligonucleotídeos parB_OUT1 e parB_OUT2. 

 

DNA, RNA e proteínas 

 

Técnicas de biologia molecular envolvendo DNA, RNA e/ou proteínas 

seguiram Sambrook, et al. (1989) e protocolos de kits de extração e manipulação de 

ácidos nucléicos foram adquiridos de empresas como Qiagen, Fermentas e Invitrogen. 

Eletrotransformação de Xac seguiu Ferreira et al. (1995). Eletrotransformação de C. 

crescentus seguiu Viollier et al. (2004). PCRs para amplificação de ORFs e cassetes 

para clonagem foram realizadas da seguinte maneira: 5ng de DNA, tampão da enzima 

Pfu DNA polimerase para 1X final (Fermentas), já contendo 2 mM de MgCl2, 100 

µM de cada dNTP, 1U de Pfu, 1 µM de cada primer e água para 20 µl finais. Para a 

amplificação do gene parB foi necessária a inclusão de formamida para 5% finais na 

reação de PCR. A PCR “touch down” foi realizada da seguinte maneira: desnaturação 

inicial a 94ºC/3min, seguido de 15 ciclos de 94ºC/30´´, AºC /30´´ e 70ºC/2 min por 

cada 1000 pb de DNA a ser amplificado (A= 65ºC até 51ºC; a temperatura de 

anelamento inicial foi de 65ºC com diminuição de um grau a cada ciclo num total de 

15 ciclos). Finalmente, realizamos mais 20 ciclos de 94ºC/30´´, 50ºC /30´´ e 70ºC/2 

min por cada 1000 pb de DNA a ser amplificado para multiplicação das moléculas 

inicialmente isoladas no touch down. Tal estratégia foi utilizada no isolamento de 

genes para clonagem em vetores de expressão, para construção dos vetores de 

expressão, bem como para gerar fragmentos de DNA destinados a disrupções gênicas 

e produção de sondas de DNA.  

 

Expressão de proteínas 
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Em sistema de expressão de proteínas contendo TAGs (GFP, mCherry, His-6 

ou TAP) em Xac, estando os sistemas de expressão integrados no genoma ou em 

vetor replicativo, as células foram ativadas mediante inoculo de colônias isoladas em 

placa em meio LB contendo antibiótico quando necessário (3 mL para Western 

Blotting e 50 mL para purificação de proteínas) e cultivadas por 14-16h a 30ºC e 180 

rpm. No dia seguinte, culturas bacterianas foram diluídas 1:10 em frascos Erlenmeyer 

contendo o mesmo meio (50 mL para Western Blotting e 500 mL para purificações de 

proteínas) e crescidas a 30ºC com agitação de 180 rpm até D.O.600nm= 0,3-0,4. Neste 

ponto, os indutores foram adicionados para a concentração final desejada e as culturas 

foram incubadas por mais 4h a 30ºC e 180 rpm para expressão de proteínas. Ao final 

da indução, células foram resgatadas através de centrifugação a 5000 xg por 15min, 

lavadas uma vez em solução tamponada (Tris-HCl 30 mM pH8,0 e NaCl 150 mM) e a 

massa celular foi congelada a -80ºC para processamento posterior. 

 

SDS-PAGE e Western blotting  

 

Extrato de proteínas totais foi preparado dissolvendo-se 20 µg de massa 

celular em 180 µL de tampão de amostra contendo SDS. As amostras foram fervidas a 

100ºC por 5 minutos e centrifugadas para remoção de restos celulares (Sambrook, et 

al., 1989). SDS-PAGE, coloração com coomassie e transferência de proteínas para 

membrana de PVDF seguiram (Sambrook et al., 1989). Para detecção de GFP na 

membrana de PVDF (GE) foi utilizado o anticorpo primário policlonal anti-GFP 

gentilmente cedido por Dr. Frederico Gueiros-Filhos (Depto. de Bioquímica, IQ, 

USP, SP). Foi utilizado como anticorpo secundário o anti-IgG de coelho (acoplado a 

HRP) do kit “Amersham ECL Western Blotting System” (GE). A reação de 

quimioluminescência foi realizada segundo recomendações contidas no kit. O filme 

utilizado para revelação do Western Blotting foi o Hyperfilm (GE). Para a detecção 

de ProteínaA dos TAP-TAGs, foi utilizado diretamente anticorpo secundário 

acoplado a HRP anti-IgG de cavalo produzido em coelho. ProtA possui alta afinidade 

por IgG de coelho e se liga a esta mesmo após tratamento ácido (eluição de IgG-

sepharose) ou com SDS e estando imobilizada em PVDF (Weser, et al., 2006). A 

reação de quimioluminescência e revelação seguiram padrão do kit ECL. 
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Purificação de ParB-His6 

 

A fusão ParB-His6 foi induzida na linhagem de E. coli BL21(DE3) pLysS a 

qual foi transformada com o plasmídeo pAPU4 (pET28a-parB). Para purificação 

proteica, linhagens bacterianas foram cultivadas em 1 L de meio LB até D.O.600nm = 

0,5 quando IPTG foi adicionado para 1 mM final. Neste momento a cultura foi 

induzida a 30ºC por 3h. Em seguida, a massa celular foi coletada por centrifugação e 

mantidas durante a noite a -80ºC. No dia seguinte as células foram dissolvidas em 10 

mL do tampão A (300 mM NaCl, 30 mM Tris-HCl, 10% glicerol), contendo um 

tablete de inibidores de proteína livre de EDTA (Roche) e submetidas à sonicação. O 

lisado foi centrifugado a 50.000 xg por 1h e subsequentemente carregado em resina 

de Ni2+-chelating HiTrap de 1 mL com o auxílio do ÄKTA-FPLC (GE). ParB-His6 

foi lavado/eluído da resina de Ni2+ usando um gradiente em step com aumento da 

concentração de imidazol. O eluato da resina de Ni2+ (200 mM imidazol) foi agrupado 

e carregado novamente em coluna de Heparina HiTrap de 1 mL (GE). ParB-His6 foi 

lavado com tampão A e eluído em um gradiente de sal linear utilizando tampão B (1,5 

M NaCl, 30 mM Tris-HCl, 10% glicerol). As proteínas foram liberadas da coluna 

contendo Heparina com uma força iônica de ~ 600 mM. Em seguida, as frações 

eluídas da coluna de heparina foram dializadas em tampão A e as concentrações 

proteicas foram determinadas utilizando medidas em UV. Antes de serem estocadas a 

- 80ºC as concentrações proteicas foram ajustadas para 1 mg/mL. Em ensaios de gel-

filtração, ~ 200 mg/mL de ParB-His6 foi dializada em tampão C (150 mM NaCl, 30 

mM Tris-HCl, 10% glicerol) antes de ser carregada em resina Superdex200 HR 10/30 

(GE). As lavagens foram realizadas utilizando o mesmo tampão. 

 

Gel shift 

 

A fusão ParB-His6 foi diluída em tampão A (supracitado) e as reações de 

ligação foram realizadas em tampão C em um volume final de 10 mL por 10 minutos 

a 25oC. O DNA usado como substrato foi preparado através de triplas reações de 

restrição do vetor pSG4650 (Ferreira, H.) em apenas uma reação enzimática: 

NcoI/XhoI/NdeI (DNA contendo 473 pb e a região parS, e DNA contendo 379 pb sem 
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a região parS). Após reação de ligação, os complexos proteína-DNA foram separados 

em gel de agarose 1% em TBE-1X a temperatura ambiente. Os complexos foram 

corados com brometo de etídeo e detectados através de fluorescência com o auxílio do 

scanner Typhoon fluorimager (GE). As análises quantitativas forma feitas utilizando o 

software AIDA (Raytest). 

 

Microscopia de fluorescência 

 

As células foram cultivadas em meio LB até atingirem a D.O.600nm ~ 0,3. 

Neste momento as células foram imobilizadas para visualização em lâminas contendo 

agarose 1% em PBS-1X. O microscópio utilizado neste experimento foi Olympus 

BX-61 equipado com câmera automática XM10 com câmera operada pelo software 

Cell^F ou o microcópio Zeiss Axio Imager.M2, Zeiss alpha Plan-Apochromatic 

100x/1.46 [ DIC (UV) VIS-IR] e Zeiss A-Plan 10x/0.25 Ph1 e Photometrics evolve 

com camera operada pelo software Metamorph 7.2. As imagens mostradas nas figuras 

foram preparadas utilizando os softwares ImageJ versão 1.42j e Adobe Photoshop 

CS4 versão 11.0. 

 

Cuva de crescimento 

 

 Duas ou três colônias das linhagens Xac WT e Xac parB::pAPU2 foram 

inoculadas em meio LB líquido durante a noite a 30°C e 200 rpm. No dia seguinte, a 

suspensão bacteriana foi utilizada para inoculo em novo meio LB ajustando-se a 

D.O.600nm = 0,1. As novas culturas foram crescidas por 30h a 30°C e 200 rpm. 

Durante este período, a D.O. 600nm foi medida a cada 6h com erros de até 30 minutos. 

O experimento foi realizado em triplicata. 

 

Testes de patogenicidade 

 



! 43!

A planta hospedeira utilizada neste estudo foi limão cravo (Citrus limonia 

Osbeck). As plantas foram cultivados em estufas com variação de temperatura entre 

25oC e 40oC. Células foram cultivadas em meio LB até atingirem a D.O.600nm ~ 0,4 

quando foram diluídas 1.000X no mesmo meio. A suspensão celular foi inoculada na 

superfície abaxial das folhas com a ajuda de seringas hipodérmicas de 1 mL. Os 

sintomas de cancro cítrico foram avaliados durante um período de 30 dias ou até a 

queda da folha inoculada. 

 

Imunoprecipitação da cromatina (ChIP) seguida de sequenciamento em larga 

escala (ChIP-Seq) 

 

As linhagens Xac pCW512-parA e Xac pCW512-parB foram crescidas até 

alcançarem a fase midi-log e então submetidas a crosslink em solução 10 mM fosfato 

de sódio (pH 7,6) e 1% formaldeído a temperatura ambiente por 10 minutos e, 

posteriormente, em gelo por 30 minutos. Em seguida, as células foram lavadas duas 

vezes em tampão PBS 1X e lisadas em solução Ready-Lyse lysozyme solution 

(Epicentre, Madison, WI) de acordo com recomendações fornecidas pelo fabricante. 

O lisado celular foi submetido a sonicação (Sonifier Cell Disruptor B-30) (Branson 

Sonic Power. Co., www.bransonic.com/) com 10 ciclos de 20 segundos em gelo (para 

a obtenção de fragmentos de DNA contendo entre 300-500 pb) e centrifugado a 

14.000 rpm por 2 minutos a 4oC. Os lisados foram normalizados utilizando “protein 

content” diluídos em 1 mL do tampão ChIP (0,01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1,2 mM 

EDTA, 16,7 mM Tris-HCl [pH 8.1], 167 mM NaCl e inibidores de protease (Roche, 

www.roche.com/), pré-limpos com 80 µL de Proteina-A agarose (Roche, 

www.roche.com/) e 100 µL de BSA. O sobrenadante foi incubado por pelo menos 1h 

a 4oC na presença de 100 µL de beads de proteina-A agarose pré saturadas com BSA. 

Foi adicionado 100 µL de beads de IgG sefarose ao sobrenadante e a mistura 

incubada durante a noite a 4oC. O pellet foi lavado uma vez com tampão contendo 

baixa concentração de sal (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-

HCl (pH 8,1), 150 mM NaCl), uma vez com tampão contento alta concentração de sal 

(0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl (pH 8,1), 500 mM 

NaCl), uma vez com tampão LiCl (0,25M LiCl, 1% NP-40, 1% desoxicolato de sódio, 
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1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl (pH 8,1) e duas vezes com tampão TE (10 mM Tris-

HCl (pH 8.1) e 1 mM EDTA). Os complexos DNA-proteína foram eluídos em 500 µL 

de solução fresca de tampão de eluição (1% SDS, 0,1 M NaHCO3) suplementado com 

NaCl para concentração final de 300 mM e, posteriormente incubados durante a noite 

a 65oC para reverter o crosslink. As amostras foram tratadas com 2 µg de Proteinase 

K por 2h a 45oC em 40 mM EDTA e 40 mM Tris-HCl (pH 6,5). O DNA foi extraído 

usando fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), precipitado com etanol e 

usando 20 µg de glicogênio como carreador. O DNA foi lavado duas vezes em etanol 

75% e ressuspendido em 100 µL de água para análises futuras. 

 

Inserções de transposon no genoma (Tn) seguida de sequenciamento em larga 

escala (Tn-Seq) 

  

Neste experimento, a transferência de plasmídeos em Xac foi realizada 

utilizando o método de conjugação bacteriana com a linhagem doadora de E. coli S17 

(que porta o vetor contendo o transposon mariner Tn Mar2XT7 que confere 

resistencia à gentamicina) e as linhagens receptoras Xac parB::pAPU1 e Xac 

parB::pAPU2. As linhagens foram crescidas em meio LB durante a noite a 30oC e, no 

dia seguinte, diluídas e crescidas por mais 3h. Aproximadamente 1 mL de pellet de 

cada linhagem receptora e 500 µL da linhagem doadora foram lavados duas vezes, 

ressuspendidos em 50 µL de meio de cultura e, a linhagem doadora foi misturada com 

cada linhagem receptora para o processo de conjugação (realizado durante 6h a 30oC). 

Os transformantes foram selecionados em placas de Petri contendo meio LB 

suplementados com gentamicina e canamicina. Pós conjugação, as colônias foram 

removidas das placas e agrupadas em um volume final de 10 mL. As células foram 

coletadas por centrifugação e lavadas duas vezes para a extração de DNA e obtenção 

da biblioteca. Para a preparação das bibliotecas, as culturas foram centrifugadas e 

ressuspendidas em tampão P1 buffer (kit Quiagen) com 250 U/mL de ReadyLyse. A 

seguir, foi adicionado 1 mL de DNAzol (Invitrogen) e dois volumes de etanol 100% 

para a precipitação do DNA. O precipitado foi dissolvido em 1 mL de 8 mM NaOH, 

centrifugado e o sobrenadante transferido para novo microtubo. O DNA foi 

neutralizado com 30 µL de 1 M HEPES (pH 7) para futuras análises. 
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Motilidade 

 

 Os ensaios de motilidade foram realizados conforme descrito por Rashid & 

Kornber (2000). As linhagens de Xac WT e Xac parB::pAPU2 foram crescidas 

durante a noite em meio PYM e, no dia seguinte, 3 µL das culturas bacterianas foram 

inoculadas em placas de Petri contendo 0,25% de agar em meio NYGB, para ensaios 

de swimming, e 0,5% de agar em meio PYM para ensaios de sliding. A motilidade foi 

avaliada qualitativamente após 72h examinando o halo formado pelo crescimento 

bacteriano. O experimento foi realizado em triplicata.  
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ParB é expressa em Xac 
 

A anotação da sequência do genoma de Xac mostrou a presença de pelo menos 

5 ORFs tipo parA no principal cromossomo da bactéria com as seguintes designações: 

XAC0192, XAC1907, XAC2205, XAC2433 e XAC3905. A última delas, XAC3905 

foi encontrada como parte de um pequeno operon (parAB) junto com a ORF 

XAC3906, a qual foi identificada como homólogo de parB (da Silva et al., 2002). A 

fim de verificar se parB é expresso em Xac, a atividade do promotor de parAB 

(pparAB) foi monitorada. A linhagem Xac parB::pAPU1 possui a habilidade de 

expressar a cauda TAP (ParB-TAP), a qual foi inserida no genoma sob o controle do 

promotor pparAB e em fusão com ParB. Essa linhagem foi preparada através da 

integração do plasmídeo suicida pAPU1 (o qual contém a fusão parB-tap1479) (Xac 

parB::pPAU1) através de um único evento de recombinação no locus parB de Xac. 

Seguida a integração de pAPU1, o gene parB foi duplicado de modo que a cópia 

nativa do gene ficou adjacente ao promotor de xilose que estava no plasmídeo (pxyl) 

enquanto a fusão parB-tap1479 teve sua expressão governada pelo promotor nativo 

do operon parAB (Figura 4B). A estrutura genômica de dois mutantes Xac 

parB::pPAU1 selecionados foram avaliadas através de técnicas de Southern blotting. 

Nestes ensaios, o gene parB foi utilizado como sonda (Figura 4C) e as bandas de 

detecção de hibridização de 1031 pb e 5615 pb confirmaram a integração de pAPU1 

no locus parB (comparar canaletas 1-3 e 2-3). Para detectar a produção de ParB-TAP 

de Xac parB::pAPU1, as células foram cultivadas em meio LB até atingirem a fase 

midi-log e foram subsequentemente submetidas a detecção imunológica através de 

TAP em ensaios de Western blotting (Figura 4D). Como resultado, um sinal de 

aproximadamente 54 kDa foi observado nos dois mutantes analisados, o que é 

consistente com o tamanho esperado para ParB-TAP (canaletas 5-6). Também foi 

incluído nessas análises dois mutantes em que pAPU1 foi integrado no locus amy 

através da recombinação entre o fragmento amy106-912 contido no vetor pAPU1 e o 

gene alfa-amilase de Xac (Xac amy::pAPU1). Deste modo, a expressão ectópica de 

ParB-TAP serve como controle. A linhagem Xac amy::pAPU1 também expressa 

ParB-TAP, porém em níveis maiores (compare as canaletas 1 e 3 e 2 e 4 em culturas 

não induzidas e induzidas com xilose, respectivamente, com canaletas 5-6) devido ao 
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Figura 4. Atividade do operon parAB de Xac. A atividade do operon parAB foi 
demonstrada através da habilidade da linhagem Xac parB::pAPU1 em expressar 
ParB-TAP sob controle do promotor nativo de parAB. A) Coordenadas genomicas do 
operon parAB. B) Esquema de integração de pAPU1 (contendo a fusão parB-tap) no 
locus parB. Os números acima do mapa e em volta do círculo indicam os tamanhos 
em pares de bases dos fragmentos delimitados de DNA; ERV, sítios de restrição 
EcoRV. C) Análises de Southern blotting as linhagens parB::pAPU1 de Xac: DNA 
genômico foi digerido com EcoRV e subsequentemente hibridizados com parB 
marcado com DIG. Os tamanhos dos fragmentos de DNA detectados correspondem 
aos ilustrados em B. Canaletas 1 e 2, linhagens Xac parB::pAPU1 1 e 2, 
respectivamente; 3) Xac selvagem. D) Western blotting foi realizado para detectar 
ParB-TAP em extratos proteicos das linhagens Xac parB::pAPU1 e Xac 
amy::pAPU1. Canaletas 1-2, Xac amy::pAPU1 linhagem 1; 3-4, Xac amy::pAPU1 
linhagem 2; 5, Xac parB::pAPU1 linhagem 1; 6, Xac parB::pAPU1 linhagem 2. O 
indutor (xilose) foi adicionado como descrito anteriormente. 
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vazamento do promotor de xilose em Xac. A baixa expressão de ParB-TAP dos 

mutantes Xac parB::pAPU1 deve-se, provavelmente, ao fato destas células possuírem 

parB-tap sob controle do promotor nativo de parAB. Em suma, a expressão de ParB-

TAP através do promotor nativo pparAB mostra uma atividade estável em níveis 

naturais/fisiológicos do operon parAB de Xac, sugerindo o primeiro indício de que 

Xac pode utilizar o sistema de partição cromossomica tipo ParAB/parS descrito em 

diversas bactérias (Mierzejewska & Jagura-Burdzy, 2012). 

 

Localização subcelular de ParB-GFP 
 

O padrão de localização de várias proteínas tipo ParB codificadas pelo 

cromossomo vem sendo documentadas in vivo, o que constitui um excelente 

indicativo da sua função na segregação cromossômica (Mierzejewska & Jagura-

Burdzy, 2011). Para estender ainda mais a caracterização de ParB, foram geradas duas 

linhagens de Xac que são capazes de expressar ParB fusionada com GFP. A primeira 

linhagem, Xac parB::pAPU3, expressa ParB-GFP sob o controle de pparAB, 

enquanto que a segunda linhagem, Xac amy::pAPU3, expressa a fusão ectópica (do 

locus amy) utilizando o promotor de xilose de pAPU3 (estas linhagens foram 

construídas usando a mesma estratégia retratada acima, para a expressão de ParB-

TAP). Os resultados mostrados a seguir foram aqueles obtidos somente com a 

linhagem Xac parB::pAPU3, pois são estas as linhagens que expressam ParB-GFP 

através do promotor nativo de parAB em níveis fisiológicos (Figura 5). No painel A 

da Figura 5 (I-II), está mostrado o padrão de ParB-GFP em células que não possuem 

um sinal claro de constrição do septo. Nota-se, nestas figuras, a presença de dois foci 

por compartimento celular, cada um ocupando o pólo celular ou equivalente as 

regiões ¼ e ¾ das células. A localização subcelular de ParB-GFP mostra-se muito 

semelhante as localizações já reportadas para Spo0J-GFP em B. subtilis (Glaser et al., 

1997). A observação das células em vários campos diferentes também evidenciou 

outro tipo de localização, onde o focus de ParB-GFP está dividido em dois foci em 

apenas um dos pólos do compartimento celular (Figura 5A-III, flecha), enquanto em 

outro compartimento celular permanece único. O padrão visto na Figura 5A-III foi 

documentado com mais frequência, sendo provavelmente resultante da iniciação de 

!
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Figura 5. Localização de ParB-GFP. O padrão de localização de ParB-GFP foi 
analisado em diferentes células da linhagen Xac parB::pAPU3 que expressa ParB-
GFP através do promotor nativo pparAB. Os painéis A), B) e C) representam 
diferentes momentos em que a linhagem Xac parB::pAPU3 foi observada. Células 
foram cultivadas em meio LB a 30ºC até a D.O.600nm ~ 0,3, imobilizadas em lâminas 
cobertas com agarose 1% e visualizadas utilizando microscopia de contraste de fase 
(PhC) e de fluorescência (GFP e DAPI). O foci ParB-GFP está marcado em verde e o 
nucleoide em vermelho. Barras de escala correspondem a 20 µm. 
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um novo evento de replicação em um compartimento celular (manifestando-se em 

estágios de septação tardia), o que evidencia uma assincronia no processo de iniciação 

da replicação do cromossomo nestas células. No entanto, também foram encontrados 

outros tipos de localizações em que as células pareciam estar em sincronia, levando 

em consideração a iniciação da replicação (Figura 5B). Na Figura 5B-I, pode-se notar 

células que estão em processo em divisão, e nestas, o posicionamento dos foci ParB-

GFP estão bem próximos um do outro em um mesmo compartimento celular 

(portanto em apenas uma das regiões dos pólos). Neste caso, novos eventos de 

replicação que poderiam separar as regiões de origem dos cromossomos estão nos 

pólos, por isso os replissomos devem estar por perto. O fenótipo celular documentado 

na Figura 5B-II (células que não estão em processo de divisão) corroboram com o 

fato de que as origens em Xac iniciam a replicação em direção a um dos pólos 

celulares, como os padrões de replicação mostrados em C. crescentus e Vibrio 

cholera e diferindo dos padrões encontrados nos sistemas de B. subtilis e E. coli (Lau 

et al., 2003, Mierzejewska & Jagura-Burdzy, 2012). Para finalizar, foi realizada a 

marcação das células com DAPI para a captura de indivíduos em estágios tardios de 

fechamento de septo e posicionamento de foci de ParB-GFP (Figura 5C) nas células. 

Nestas observações foi encontrado quatro foci de ParB-GFP uniformemente 

distribuídos dentro de dois compartimentos celulares ligados, onde ParB-GFP co-

localiza com as bordas do nucleoide. Considerando por analogia a B. subtilis e outras 

referências (Glaser et al., 1997, Mierzejewska & Jagura-Burdzy, 2012) que as bordas 

das células abrangem as origens de replicação, parS de Xac também deve estar 

localizado nesta região (aproximadamente 3 Kb da origem do cromossomo de Xac) e 

portanto é esperado que ParB-GFP se ligue a esta região do cromossomo. 

 Na figura 5B-II, é evidenciado que Xac inicia sua replicação cromossômica 

próximo de um dos pólos celulares, sugerindo que a segregação cromossômica neste 

fitopatógeno é assimétrica, assim como proposto, por exemplo, para C. crescentus, V. 

cholerae e Corynebacterium glutamicum (Fogel & Waldor, 2006; Donovan et al. 

2010; Ptacin et al. 2010). Portanto, com o objetivo de analisar detalhadamente o 

possível padrão assimétrico de segregação cromossômica em Xac, foram realizados 

experimentos de microscopia de fluorescência utilizando a técnica de time-lapse. Para 

tal, foi observada a dinâmica de ParB na linhagem Xac parB::pAPU3 por um período 

de 40 minutos, como mostrado na Figura 6. De t = 0 até t = 20 minutos, as células 

 



! 52!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Time-lapse de ParB utilizando-se a linhagem Xac parB::pAPU3. A 
localização de ParB-GFP em Xac parB::pAPU3 evidencia um padrão assimétrico 
para o modelo de partição cromossômica em Xac. Células foram cultivadas em meio 
LB a 30ºC até a D.O.600nm ~ 0,3 e fotografadas a 0, 10, 20, 30 e 40 minutos, como 
indicado. As flechas indicam o momento em que as origens de replicação se 
dividiram perto de um dos polos celulares (ver texto). Barra de escala corresponde a 4 
µm. 
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mais a esquerda do painel iniciaram um novo evento de replicação cromossômica que 

pode ser visualizado pela divisão do foci de ParB-GFP (flechas em t = 20 min). No 

início do processo (do tempo t = 0 até t = 20), as origens de replicação, e 

consequentemente o foci ParB-GFP associado a elas, estavam localizadas perto de um 

dos polos celular e distantes do septo. Subsequentemente, do t = 20 ao t = 40 minutos, 

pode-se observar um foci ParB-GFP, inicialmente discreto e associado as origens de 

replicação, migrando a partir do ponto de duplicação em direção ao polo oposto 

(passando pela região onde o septo será formado); até alcançarem a região que se 

tornará o novo pólo após a citocinese. A dinâmica de ParB em Xac parB::pAPU3, 

mostrada neste experimento, confirmou o padrão de segregação cromossômica 

assimétrico em Xac. Modelos de segregação assimétrica foram documentados em 

microrganismos como C. crescentus, V. cholerae e C. glutamicum (Fogel & Waldor, 

2006; Donovan et al. 2010; Ptacin et al. 2010), como supracitado no texto. No sistema 

mais bem caracterizado, descrito em C. crescentus, o cromossomo é orientado de 

maneira que a origem de replicação (designada cori) está proxima do velho pólo 

(sabe-se que células de C. crescentus exibem uma assimetria polar em que diversas 

proteínas e/ou sistemas são organizados em um mas não em ambos os polos ao 

mesmo tempo). Antes do início da replicação do DNA, ParB é ligado à região parS, 

que se localiza proxima à cori, e deste modo, ParB/parS organiza um centrômero 

(Toro et al., 2008) que é ancorado ao velho pólo pela proteína PopZ (Bowman et al., 

2008; Ebersbach at al., 2008). Assim, quando o replicon é formado, o centrômero é 

duplicado e uma cópia desta região é capturada por filamentos de ParA que veem do 

pólo oposto, onde estavam ancoradas por TipN (fator que marca no novo polo) 

(Ptacin et al., 2010; Schofield at al., 2010). ParB/parS é capaz de interagir com ParA 

e, após esta interação, ParB estimula a despolimerização de ParA. Com a 

despolimerização de ParA, o filamento começa a encurtar, orientando deste modo, a 

migração do complexo ParB/parS em direção ao novo pólo celular, operando, desta 

forma, a segregação cromossômica neste microrganismo. 

 Outro sistema de segregação a este relacionado, é o proposto para V. cholerae 

(Fogel & Waldorf, 2006), o qual apresenta algumas diferenças em relação ao proposto 

por C. crescentus; como exemplo o uso de um distinto fator de ancoração polar 

designado HubP que interage com ParA (Yamaichi et al., 2012). Assim como para C. 

glutamicum, em que DivIVA foi demonstrado ser o fator que guia o complexo 

ParB/DNA ao pólo oposto (Donovan et al., 2012). 
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 Finalmente, considerando as similaridades entres esses sistemas descritos, e 

em particular o padrão de localização subcelular de ParB-GFP documentados para C. 

crescentus, V. cholerae e C. glutamicum, provavelmente Xac também possua fatores 

com funções equivalentes as recém citadas. 

 

Deleção de parB afeta viabilidade celular em Xac 

 

Sabendo que ParB é uma proteína naturalmente expressa em Xac, foram 

avaliados outros fenótipos que pudessem inferir algumas funções desta proteína 

durante o processo de segregação cromossômica na bactéria. Para isso, foi realizado o 

nocaute de parB a fim de investigar se a proteína por ele codificada é essencial no 

mecanismo de segregação cromossômica em Xac. Assim, para esta deleção no 

genoma foi usado o vetor suicida pNPTS138 que contém gene de resistência à 

canamicina e o gene levansucrase, sacB (Alley, D., dados não publicados). 

Como descrito em material e métodos, para realizar a deleção de parB foram 

amplificadas as regiões flanqueadoras do gene e inseridas em pNPTS138, de maneira 

que a construção final, pNPTS-ΔparB, mantivesse a deleção do gene em estudo. Tal 

construção foi utilizada para eletrotransformar células da linhagem selvagem de Xac. 

Após transformação com pNPTS-ΔparB, as colônias resultantes do primeiro evento 

de recombinação foram selecionadas em placas de Petri contendo meio LB 

suplementado com canamicina, e posteriormente, as resultantes do segundo evento de 

recombinação foram selecionadas em meio contendo sacarose. As colônias que desta 

vez cresceram na presença de 3% sacarose foram novamente repicadas em placas 

contendo ou não canamicina. Para a confirmação do nocaute, vários clones resistentes 

a sacarose e sensíveis a canamicina foram analisados por PCR, porém, dentre as 

centenas de colônias avaliadas, em nenhuma delas foi observado o nocaute do gene. O 

experimento foi repetido por diversas vezes, e em todas foi notado a presença de parB 

no genoma, mostrando a dificuldade na obtenção de um mutante deficiente para a 

expressão de parB em Xac. Notando-se esta dificuldade da deleção de parB, foi 

decidido repetir o experimento na presença de cópia extra do gene. Assim, a linhagem 

de Xac WT foi transformada com o plasmídeo vazio, pMT335 (gerando a linhagem 

Xac pMT335), ou então com o plasmídeo pMT335-parB (gerando a linhagem Xac 

pMT335-parB), que codifica cópias extras de parB. O procedimento para a deleção 
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do gene nas linhagens Xac pMT335 e Xac pMT335-parB foi realizado como descrito 

em material e métodos, porém com a adição de gentamicina no meio de cultura. Após 

a seleção das colônias que realizaram o duplo evento de recombinação homóloga, 

vários clones foram novamente avaliados por PCR para a comprovação da deleção do 

gene. Como pode ser observado na Figura 7, todos os clones da linhagem Xac 

pMT335 analisados mantiveram parB intacto no genoma (comprovado pelas bandas 

em gel de agarose correspondentes aos fragmentos de 3236 pb, que são referentes ao 

tamanho do gene parB e suas regiões flanqueadoras); resultado que era esperado após 

as prévias tentativas sem sucesso de nocaute na linhagem de Xac WT. 

Interessantemente, em metade dos clones da linhagem Xac pMT335-parB analisados 

foram amplificados fragmentos de 3236 pb após PCR (caso em que novamente não 

ocorreu a dupla recombinação) porém, na outra metade houve a amplificação de 

fragmentos de 2345 pb, tamanho que comprova a deleção do gene na nova linhagem 

obtida (Xac ΔparBchr pMT335-parB). O fato da deleção de parB por dupla 

recombinação ter ocorrido em células que contém o plasmídeo pMT335-parB e não 

em células que carregam somente o plasmídeo pMT335 vazio sugere que ParB pode 

ser essencial em Xac. A presença de proteínas extras, codificadas pelo plasmídeo 

pMT335-parB, provavelmente consegue manter o fenótipo selvagem na linhagem 

Xac ΔparBchr pMT335-parB permitindo a viabilidade celular. Sabe-se que a depleção 

de ParB em células de C. crescentus resulta no bloqueio da divisão celular, fato que 

explica a letalidade dos mutantes nulos de parB e levando à interpretação de que esta 

proteína é requerida para o desempenho de tal função (Mol et al, 2001). Além de ser 

essencial em C. crescentus, foi demosntrado que ParB também é essencial em outros 

organismos como V. cholerae e Myxococcus xanthus, por exemplo (Yamaichi, et. al., 

2007; Harms, et al. 2013). Desta forma, o fato do nocaute de parB em Xac ter 

ocorrido somente na linhagem que expressa cópia extra é um forte indício de que 

ParB seja uma proteína essencial em Xac. 

Como não foi possível obter mutantes nulos de parB em Xac (sem a expressão 

de cópias extras que pudessem complementar a ausência da proteína codificada pelo 

genoma) e a fim de poder prosseguir com os estudos funcionais para a caracterização 

do gene, foi decidido construir um mutante que expressa, portanto, somente formas 

truncadas de ParB. Esse experimento foi realizado a partir da transformação de Xac 

com o vetor suicida pAPU2 que contém o fragmento correspondente a parB124-769.  
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Figura 7. Deleção de parB no cromossomo de Xac. Após transformação com o 
plasmídeo suicida pNPTSΔparB as linhagens foram selecionadas utilizando 
canamicina e sacarose e submetidas a reação de PCR para a confirmação da deleção 
do gene. A) Canaletas L, marcador de peso molecular (NEB 1 Kb) e 1-16, clones 
analisados que não realizaram a dupla recombinação (linhagem Xac pMT335). B) 
Canaletas L, marcador de peso molecular (NEB 1Kb), 1, 2, 3, 6, 7, 13 e 14, clones 
analisados que não realizaram a dupla recombinação (linhagem Xac pMT335-parB) e 
4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 15 e 16, clones analisados que realizaram a dupla recombinação 
(linhagem Xac pNPTSΔparBchr pMT335-parB). 
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Após integração do vetor no locus parB (Figura 8B) duas formas do gene 

poderiam surgir na nova linhagem de Xac construída (Xac parB::pAPU2): uma delas 

sobre o controle do promotor nativo de parAB, porém com a sequência codificadora 

para os resíduos 52 C-terminal de ParB ausentes (equivalente a ParBΔC52, contendo 

uma adição do DNA que codifica para 18 resíduos do DNA plasmidial (Figura 8B)), e 

uma segunda forma que pode ser expressa somente pela atividade de plac de pAPU2 

que codifica para LacZa-ParB (equivalente a LacZa1-26-ParB42-308, que 

corresponde à deleção dos primeiros 41 aminoácidos de N-terminal de ParB, 

ParBΔN41). Embora ParBΔC52 contenha o predito motif Helix-turn-helix (HTH) 

(Figura 8B; os resíduos 158-179 foram identificados usando GYM2.0 (Narasimhan et 

al., 2002)), não é esperado que esta proteína seja capaz de formar dímeros, podendo 

deste modo comprometer a sua ligação ao DNA (por analogia aos dados de 

caracterização bioquímica de Spo0JΔ20), em comparação com a deleção de C-

terminal de ParB de Thermus thermophilus; (Leonard et al., 2004, Murray et al., 

2006). Motifs HTH normalmente são encontrados em proteínas que se ligam ao DNA 

e que regulam a expressão gênica. Tal motif consiste em aproximadamente 20 

resíduos de aminoácidos e é caracterizado por 2 α-hélices, as quais permitem o 

contato com o DNA. Uma das hélices ajuda na estabilização da estrutura e a outra se 

liga ao DNA através de ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas. 

A segunda possível forma expressa na mesma linhagem, ParBΔN41, caso 

consiga enovelar/expressar corretamente, a sua habilidade de interação e/ou estímulo 

da atividade do seu parceiro ParA também pode estar comprometida, como 

demonstrado no sistema ParAB de T. thermophilus (Leonard et al., 2005). Após a 

integração do plasmídeo, o contexto genômico ao redor do locus parB de três 

mutantes Xac parB::pAPU2 independentes foi analisado por Southern blotting 

(Figura 8C). A observação da banda de hibridização diagnóstico de 4560 pb 

confirmou a alteração do locus. 

Notavelmente, as três linhagens mutantes analisadas exibiram uma taxa de 

crescimento menor quando comparada com a linhagem selvagem. Estes mutantes 

conseguiram recuperar a resistência à canamicina em aproximadamente 5 dias após a 

transformação, enquanto colônias de Xac selvagem tornam-se visíveis em até 48h. A 

curva de crescimento destes três mutantes mostrou um tempo de duplicação mais 

lento nas primeiras 24 horas, conseguindo somente ser capaz de alcançar a cultura 

limite (D.O.600nm ~ 2) após 30 horas de cultivo, resultado que contrasta com o tempo 
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Figura 8. Estratégia de disrupção de parB em Xac. O vetor suicida pAPU2 que 
contém o fragmento parB124-769 foi integrado no locus parB de Xac. A) 
Coordenadas genômicas de parAB. B) Esquema da integração: após inserção do 
plasmídeo, duas novas formas de ParB foram geradas: uma que codifica para 
ParBΔN41, fusão entre os primeiros 26 aminoácidos de LacZa mais os resíduos 42-
308 de ParB e outra forma que codifica para ParBΔC52, aquela que não contém os 
resíduos 52 C-terminal de ParB porém possui a adição de novos 18 aminoácidos. Os 
números acima do mapa e em volta do círculo indicam os tamanhos dos fragmentos e 
suas delimitações; o motif predito helix-turn-helix de ParB está retratado abaixo da 
figura; ERV, sítios de restrição EcoRV. C) Análise de Southern blotting: DNA total 
de três linhagens mutantes Xac parB::pAPU2 foi digerido com EcoRV e hibridizado 
com sonda parB. Os tamanhos dos fragmentos hibridizados detectados correspondem 
àqueles estimados com base nas coordenadas genômicas mostradas em B. 
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de 18h utilizado pela linhagem selvagem (Figura 9). A taxa de crescimento reduzida 

da linhagem Xac parB::pAPU2 sugere novamente o envolvimento de ParB de Xac no 

processo de segregação cromossômica da bactéria. 

Nessa linhagem, formas truncadas da proteína, caso realmente estejam sendo 

expressas, provavelmente atrapalham a partição fiel do cromossomo, resultando no 

retardamento da duplicação celular observado. 

 

Disrupção de parB elimina virulência em Xac 

 

Sendo um patógeno, a habilidade de colonizar o hospedeiro é um processo 

vital para Xac. Como mostrado anteriormente, a disrupção de parB alterou o padrão 

de crescimento das linhagens mutantes Xac parB::pAPU2 em meio rico, portanto foi 

questionado se estas células ainda estariam aptas a colonizar citros. Assim, com o 

objetivo de responder esta questão, os mutantes Xac parB::pAPU2 foram infiltrados 

na superfície abaxial de folhas de limão cravo juntamente com a linhagem selvagem. 

Após aproximadamente 30 dias foi possível notar que a região inoculada com a 

linhagem selvagem de Xac desenvolveu lesões com hipertrofia e hiperplasia e vários 

cancros próximos à região infiltrada, enquanto que a área inoculada com os mutantes 

Xac parB::pAPU2 não apresentaram os sintomas típicos do cancro cítrico (Figura 10). 

A disrupção de parB em Xac, além de ter mostrado o fenótipo de retardamento do 

tempo de duplicação celular, promoveu a perda de virulência in planta. A disrupção, 

ausência e/ou super expressão de proteínas tipo ParB em muitos microrganismos, 

entre eles C. crescentus, C. glutamicum e Pseudomonas aeruginosa, pode acarretar 

em efeitos pleiotrópicos. Alguns exemplos destes efeitos podem ser a filamentação, 

perda de motilidade e perturbações em processos básicos como segregação 

cromossômica e divisão celular (Bartosik et al., 2009, Donovan et al., 2010, Mohl & 

Gober, 1997). Para B. subtilis, organismo modelo em que o sistema ParAB também 

vem sendo extensivamente caracterizado, modificações em proteínas Par resultam em 

alterações amenas, porém detectáveis, durante o crescimento vegetativo (Ireton et al., 

1994). Neste estudo, o fenótipo de perda de virulência observada em Xac 

parB::pAPU2, relacionado a alterações no gene parB, pode ser consequência de pelo 

menos duas razões relacionadas ao segregossomo: 1) alterações metabólicas e/ou, e 2)  
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Figura 9. Curva de crescimento da linhagem mutante Xac parB::pAPU2. As 
culturas bacterianas foram cultivadas por 36h em meio LB a 30ºC e 200 rpm. Cada 
ponto do gráfico corresponde a uma média de densidade óptica (D.O.600nm) calculada 
a partir de três experimentos diferentes. Barra vertical indica o desvio padrão 
calculado para cada média. Em azul, Xac selvagem e em vermelho, Xac 
parB::pAPU2. 
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Figura 10. Mutantes de Xac com disrupção no gene parB mostram eliminação da 
virulência. A linhagem selvagem (Xac WT) e três linhagens mutantes Xac 
parB::pAPU2 foram inoculadas em folhas de limão cravo juntamente com a linhagem 
selvagem de Xac e o diluente LB. Plantas inoculadas foram mantidas em estufa por 
um período de 30 dias com o objetivo de avaliar o aparecimento dos sintomas do 
cancro cítrico. O experimento foi realizado em triplicata. 
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perturbação nos sistemas de patogenicidade e em fatores indiretamente desencadeados 

pela disrupção de parB. Foi demonstrado recentemente por Silva et al. (2013) que 

ésteres de galatos de alquila são capazes de interferir na localização subcelular de 

ParB em Xac, provavelmente perturbando a segregação cromossômica bacteriana. A 

inabilidade em induzir os sintomas do cancro cítrico do mutante Xac parB::pAPU2 é 

um dado inédito que corrobora com os dados de Silva et al. descritos em 2013. Juntos, 

esses resultados revelam indícios de uma possível relação entre segregação 

cromossômica e patogenicidade em Xac, realçando possíveis bom alvos 

antimicrobianos contra o cancro cítrico.  

 

Disrupcão de parB altera morfologia de Xac 
 

Para continuar a investigação das funções de ParB de Xac, mutantes foram 

avaliados pela utilização de técnicas de microscopia a fim de detectar quaisquer 

mudanças morfológicas nas células que poderiam justificar defeitos na segregação da 

linhagem Xac parB::pAPU2. 

Após a disrupção gênica de parB, culturas da linhagem Xac parB::pAPU2 

mostraram uma mistura de células que filamentaram e células que formaram cadeias 

(Figuras 11 e 12). A porcentagem dos tipos celulares em meio de cultura está descrito 

na Tabela 3. Em culturas realizadas em meio LB, aproximadamente 5% da linhagem 

Xac parB::pAPU2 mostrou a formação de longos filamentos e 30% de formação de 

cadeias celulares (n=400). Estudos mais detalhados das células que filamentaram 

mostraram a presença de constrições para a formação de septo (Figura 11 marcado 

com um asterisco). O padrão de divisão mostrado indica que uma célula começou a 

crescer e conseguiu se dividir normalmente, contudo, nos sucessivos ciclos celulares, 

elas perderam a habilidade de formar o septo e se dividir normalmente, ponto em que 

se iniciou a filamentação; no entanto, as células mais velhas ainda mantiveram-se nas 

pontas dos filamentos. Assim, apesar destes mutantes estarem crescendo como longos 

filamentos, a maquinaria de divisão parece estar ativa nestas células. 

Em relação às células da linhagem Xac parB::pAPU2 que não filamentaram, 

claramente elas mostram uma elongação celular quando comparada com a linhagem 

selvagem. Deste modo, a fim de avaliar este fenótipo quantitativamente, foram 

medidas 200 células de cada cultura bacteriana (linhagens Xac WT e Xac 

parB::pAPU2) e, após o cálculo do tamanho das células, foi notificado que a média  
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Figura 11. Fenótipo de filamentação dos mutantes Xac parB::pAPU2. Morfologia 
da linhagem mutante Xac parB::pAPU2 visualizada em contraste de fase (PhC) e 
microscopia de fluorescência de células marcadas com DAPI (DAPI). Os painéis A, B 
e C representam diferentes campos fotografados. A linhagem mutante foi cultivada 
em meio LB a 30ºC e a observação foi realizada em torno da D.O.600nm ~ 0,3. As 
células foram imobilizadas em laminas cobertas com gel de agarose 1%. As flechas e 
asterisco indicam alterações fenotípicas discutidas no texto. 
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Figura 12. Análise morfológica da linhagem Xac parB::pAPU2. A linhagem Xac 
parB::pAPU2, que expressa formas truncadas de ParB foi comparada com Xac WT 
por microscopia de contraste de interferência diferencial (DIC) e microscopia de 
fluorescência. Membrana e nucleoide foram marcados com FM 4–64 e DAPI, 
respectivamente. A) Xac WT. B) Xac parB::pAPU2. As linhagens foram cultivadas 
em meio LB a 30°C e visualizadas na D.O. 600nm ~ 0.3; células foram imobilizadas em 
laminas cobertas com gel de agarose 1%. As barras de escala correspondem a 4 µm. 
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Tabela 3. Analise morfológica de Xac parB::pAPU2 

 

 

Linhagem Tamanho Celular Células sem nucleoide 

Xac WT 1,44 µm ± 0,31 0 

Xac parB::pAPU2 2,56 µm ± 0,42* 30% 

 

Os dados correspondem ao tamanho médio celular e desvio padrão (±) 
* P < 0,05, One-way ANOVA seguida pelo pós-teste de Tukey. 
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do tamanho celular foi significativamente diferente entres elas. As células da 

linhagem selvagem de Xac mostraram uma média de tamanho de 1,44 mm ± 0,31 

enquanto a média do tamanho da linhagem Xac parB::pAPU2 foi de 2,56 mm ± 0,42. 

A fim de continuar as avaliações dos efeitos da disrupção de parB na 

organização do cromossomo de Xac parB::pAPU2, células foram marcadas com 4’,6-

diamino-2-fenilidol (DAPI) e visualizadas por microscopia de fluorescência (Figuras 

11 e 12). Como resultado da marcação do nucleoide foi observado um acúmulo de 

massa cromossomal nas células de maneira aparentemente desordenada (Figura 11A), 

e em alguns casos assumindo uma forma contínua, onde o nucleoide se estende e 

preenche todo o filamento; prevenindo o fechamento do septo (flechas em Figura  

11B). 

Mini células também puderam ser detectadas nas observações, contudo não tão 

frequentemente (flecha em Figura 11A). Finalmente, também foi detectado nas 

culturas de Xac parB::pAPU2 um grande número de células sem nucleoide (Figura 

12B) nos campos observados. Estas exibiram aproximadamente 30% de células sem 

material genético, o que contrasta com a linhagem selvagem de Xac (Tabela 3). 

Este defeito de divisão celular mostrado em Xac parB::pAPU2 pode ser 

resultante da perda de controle de localização de septo, fenótipo descrito para C. 

crescentus (Thanbichler & Shapiro, 2006). Neste organismo, ParB é requerido para 

que MipZ possa realizar sua função (que atua como um fator que opera na seleção do 

sítio de divisão celular), e a falta e/ou desbalance de ParB resulta tanto na 

filamentação celular quanto em divisões celulares aberrantes, como por exemplo o 

aparecimento de mini células. Outra possibilidade plausível que possa ter causado a 

filamentação em Xac parB::pAPU2 é a ação de sistemas de oclusão de nucleoide, 

análogo ao sistema Noc/SlmA de B. subtilis e E. coli, por exemplo (Wu & Errington, 

2004; Bernhardt & de Boer, 2005). Como mostrado na Figura 11, a replicação 

cromossômica na linhagem Xac parB::pAPU2 seguida de uma inadequada segregação 

aparentemente produz células com várias cópias cromossomais que, caso associada 

com fatores de inibição de formação/fechamento do septo, poderiam acarretar na 

filamentação. Contudo, ainda não foi observado no genoma de Xac sistemas análogos 

que possam codificar para proteínas tipo Noc/SlmA para realizar a função de fatores 

de oclusão do nucleoide (Wu & Errington, 2004; Bernhardt & de Boer, 2005). 

Em suma, os dados obtidos indicam que a disrupção de parB em Xac acarreta 

em um severo dano no processo de segregação e na inesperada perda da habilidade de 
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causar os sintomas do cancro cítrico. Além disso, pode-se antecipar que é possível 

haver uma ligação entre o processo de partição cromossômica e divisão celular no 

patógeno, pois a filamentação da linhagem mutante Xac parB::pAPU2 acompanhou 

uma severa desorganização cromossomal, como já mostrado em para C. crescentus 

(Thanbichler & Shapiro, 2006). 

 

ParB de Xac possui atividade semelhante a ParB de C. crescentus 

 

 A fim de aprofundar os estudos utilizando a linhagem Xac parB::pAPU2, duas 

tentativas de complementação funcional foram realizadas. Para isso, a linhagem Xac 

parB::pAPU2 foi eletroporada ou com o plasmídeo pBBR1MCS5-parAB, o qual 

contém a sequência inteira do operon parAB e seu promotor nativo (Xac 

parB::pAPU2 pBBR1MCS5-parAB), ou com o plasmídeo pCW510-parB, o qual 

expressa a fusão ParB-GFP governada pelo promotor de vanilato (Xac parB::pAPU2 

pCW510-parB). Observações ao microscópio das linhagens Xac parB::pAPU2 

pBBR1MCS5-parAB e Xac parB::pAPU2 pCW510-parB revelaram que não houve 

complementação na linhagem contendo a disrupção de parB. Mesmo após a 

introdução de parB intacto na célula, sabiamente funcional, a linhagem manteve o 

fenótipo de formação de cadeia e elongação celular. Nota-se, na Figura 13, que a 

linhagem mutante Xac parB::pAPU2 pCW510-parB (que expressa ParB-GFP) não 

possui o típico padrão de localização subcelular para o foci da fusão proteica 

mencionada. ParB-GFP em Xac parB::pAPU2 pCW510-parB apresenta localização 

difusa na célula, cujo fenótipo pode ser explicado pelos seguintes motivos: 

impedimento de uma correta interação com o DNA (causada pela massa cromossomal 

desordenada que essa linhagem possui); uma possível competição com as proteínas 

truncadas ou ainda, pelo comprometimento da atividade de ParA devido a sua 

ausência ou a incorreta interação proteica ParA/ParB. Resultado semelhante foi 

observado em P. aeruginosa, em que linhagens mutantes contendo parB 

mutagenizado não puderam ser complementadas com a expressão in trans nem do 

gene parB nem de ambos os genes parA e parB, mesmo havendo níveis de ParA e 

ParB semelhantes ao da linhagem selvagem (Bartosik et al., 2009). Tais mutantes 

voltaram a mostrar o fenótipo selvagem (em relação a morfologia da colônia, taxa de  
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Figura 13. Localização de ParB-GFP na linhagem Xac parB::pAPU2 pCW510-
parB. O padrão de localização de ParB-GFP foi analisado em diferentes células da 
linhagem Xac parB::pAPU2. Células foram cultivadas em meio LB a 30ºC até a 
D.O.600nm ~ 0,3, imobilizadas em lâminas cobertas com agarose 1% e visualizadas 
utilizando microscopia de contraste de interferência diferencial (DIC) e de 
fluorescência (GFP). Barras de escala correspondem a 4 µm. 
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crescimento e tamanho celular) somente quando foi realizada a troca alélica de parB 

mutagenizado pela versão intacta de parB (mutante revertente) (Bartosik et al., 2009). 

Como não foi possível obter a complementação na linhagem Xac 

parB::pAPU2, foi decidido inserir as duas formas truncadas de ParB (ParBΔ52C e 

ParBΔ41N) (Figura 14) em vetor de expressão a fim de investigar se apenas uma das 

duas versões proteicas poderia ser responsável pelo fenótipo encontrado nesta 

linhagem. Concomitantemente, uma terceira versão de ParB de Xac, ParBΔ89N 

(Figura 14), baseada na versão da proteína truncada de ParB de C. crescentus 

(ParBΔ80N) que possui efeito dominante negativo na bactéria (Figge et al., 2003) 

também foi inserida em vetor de expressão e eletroporada em Xac WT. Após 

eletroporação, três novas linhagens de Xac foram surgidas: Xac pMT335-ParBΔ52C, 

Xac pMT335-ParBΔ41N e Xac pMT335-ParBΔ89N, as quais foram avaliadas 

morfologicamente. Para uma análise comparativa, também foram verificados os 

plasmídeos contendo as formas truncadas de ParB de Xac em C. crescentus. Assim, 

após transformações, as células foram crescidas em meio LB (Xac) ou PYI (C. 

crescentus) tanto na ausência quanto na presença de vanilato. Análises de microscopia 

das três linhagens de Xac geradas (Xac pMT335-ParBΔ52C, Xac pMT335-ParBΔ41N 

e Xac pMT335-ParBΔ89N) revelou um padrão morfológico semelhante ao linhagem 

de Xac WT (Figura 15), independentemente do meio ter sido suplementado com o 

indutor ou não. Apesar das versões truncadas de ParB de C. crescentus 

(correspondentes as versões ParBΔ41N e ParBΔ89N de Xac) ter efeito dominante 

negativo nesta bactéria (Figge et al., 2003), o mesmo parece não ocorrer em Xac, pois 

nenhuma das três formas de ParB citadas acima foi capaz de alterar a morfologia 

celular. Em C. crescentus, a expressão de ParBΔ89N também não mostrou alteração 

morfológica; diferentemente das versões ParBΔ52C e ParBΔ41N quando induzidas 

por vanilato (Figura 15B). O fato de ParBΔ89N ter sido a única proteína mutante que 

não alterou os padrões morfológicos de C. crescentus, sugere uma possível inativação 

desta versão protéica e a atividade comprometida das versões ParBΔ52C e ParBΔ41N 

(Figura 15B). A super expressão de ParB em Xac parece não alterar a morfologia da 

bactéria (observado nas linhagens Xac parB::pAPU3 e Xac pMT335-parB), resultado 

que difere para C. crescentus, cuja alteração da expressão de ParB causa efeito tóxico, 

resultando na filamentação celular (Mohl & Gober, 1997). Curiosamente, ParB de 

Xac, quando inserida em C. crescentus, também ocasiona a filamentação das células 
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Figura 14. Versões da proteína ParB de Xac. Deleção de diferentes regiões de 
parB. ParB WT corresponde a proteína ParB intacta, ParBΔ52C corresponde a versão 
de ParB sem 52 resíduos de aminoácidos da região carboxi-terminal, ParBΔ41N 
corresponde a versão de ParB sem 41 resíduos de aminoácidos da região amino-
terminal e ParBΔ89N corresponde a versão de ParB sem 89 resíduos de aminoácidos 
da região amino-terminal. Os prováveis domínios de dimerização e interação com a 
proteína ParA estão indicados pelas flechas cinzas e o motif Helix-turn-helix (HTH) 
pela flecha cinza e pelo retângulo em azul. 
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Figura 15. Linhagens de Xac e C. crescentus contendo formas truncadas da 
proteína ParB. As linhagens Xac WT e C. crescentus foram eletroporadas com 
diferentes versões de ParB de Xac. A) Morfologia das linhagens Xac WT (ParB WT), 
Xac pMT335- ParBΔ52C (ParBΔ52C), Xac pMT335-ParBΔ41N (ParBΔ41N) e Xac 
pMT335-ParBΔ89N (ParBΔ89N), B) Morfologia de C. crescentus eletroporadas com 
as versões de ParB de Xac: C. crescentus WT (WT), ParB WT (pMT335-parB), 
ParBΔ52C (pMT335-parBΔ52C), ParBΔ41N (pMT335-parBΔ41N), e ParBΔ89N 
(pMT335-parBΔ89N). As linhagens foram cultivadas em meio LB ou PYI a 30ºC na 
ausência ou presença de vanilato (Van), imobilizadas em lâminas cobertas com 
agarose 1% e visualizadas utilizando microscopia em contraste de interferência 
diferencial (DIC). Barras de escala correspondem a 4 µm. 
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(Figura 15). Esses resultados sugerem, portanto, uma atividade semelhante entre as 

proteínas tipo ParB dos dois microrganismos porém com funcionalidades distintas. 

Como revelado na Figura 15, a indução da expressão de ParBΔ52C, 

ParBΔ41N ou ParBΔ89N separadamente, parece não afetar a concentração de ParB 

WT na célula, sugerindo a preferência de ligação entre proteínas ParB WT. Caso a 

interação proteína nativa/proteína mutante esteja ocorrendo, esta parece não alter o 

processo de segregação cromossômica em Xac. Sabe-se que não é possível a obtenção 

do nocaute de parB sem a presença de cópia extra; contudo, a disrupção genica pode 

manter as células vivas. Tal fato indica a probabilidade da expressão das variantes 

protéicas ParBΔ41N e ParBΔ52C poderem, de alguma maneira, formar complexos 

distintos na linhagem Xac parB::pAPU2 e realizar parte de sua função. Deste modo, 

apesar dos graves problemas de segregação cromossômica, a linhagem é capaz de 

manter a viabilidade celular. Caso este complexo entre as proteínas truncadas 

realmente esteja sendo formado na linhagem Xac parB::pAPU2, mesmo após a 

introdução de ParB WT ainda pode haver uma competição intracelular entre os 

complexos formados e o dímero de ParB em Xac. Essa possível competição entre os 

complexos formados pode manter o defeito da segregação cromossomica e o fenótipo 

aberrante observado, o que explica o fato da complementação não ter ocorrido. 

 

Mutações pontuais em parB alteram a morfologia de Xac 

 

 Como não foi detectado nenhuma alteração na morfologia de células de Xac 

que expressam apenas uma das formas truncadas da proteína ParB, mutações sítio-

dirigidas em parB foram realizadas a fim melhor inferir papéis desta proteína. Assim, 

sabendo que ParB pertence à família de proteínas Helix-turn-helix de ligações ao 

DNA sítio-específicas, a primeira mutagênese compreendeu dois resíduos de 

aminoácidos conservados encontrados nesse domínio: ParBR170A_S171A. A segunda 

mutação realizada abrangeu dois resíduos de aminoácidos conservados que são 

requeridos para ligação ao DNA e atividade de spreading lateral em B. subtillis 

(Gruber & Errington, 2009): ParBR102A_N134A. Deste modo, as duas versões 

mutagenizadas de parB foram inseridas no vetor pMT335 e eletroporadas na 

linhagem Xac WT gerando as linhagens Xac ParBR170A_S171A e Xac ParBR102A_N134A. 

Após observação ao microscópio, ambas as linhagens mostraram fenótipo similar ao 
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da linhagem Xac parB::pAPU2, ou seja, células elongadas e formação de células em 

cadeias (Figura 16). Este fenótipo mostrado pelas linhagens, Xac ParBR170A_S171A e 

Xac ParBR102A_N134A, revelam mais uma vez graves danos na segregação 

cromossômica de Xac. 

Mutações específicas no motif HTH de proteínas tipo ParB comprovaram a 

atividade da proteína no processo de segregação cromossômica de vários 

microrganismos. Tais mutações em P. aeruginosa acarretam na alteração da 

morfologia da colônia, aumento do tamanho celular e diminuição da taxa de 

crescimento (Bartosick et al., 2009). Em B. subtilis, o resíduo de aminoácido N112 

(N134 em Xac), é requerido para uma correta dimerização de Spo0J (Gruber & 

Errington, 2009). Já o resíduo de aminoácido R149 (R102 em Xac) está localizado 

pouco antes do motif HTH e é requerido para a especificidade de ligação do dímero 

de Spo0J ao DNA (Gruber & Errington, 2009). Ressalta-se que os resíduos de 

aminoácios de ParB referentes aos N134, R112, R170 e S171 estão intactos nas três 

formas truncadas de ParB realizadas anteriormente (ParBΔ52C, ParBΔ41N e 

ParBΔ89N), as quais não acarretaram em alteração morfológica celular. Sabendo que 

ParB de Xac e Spo0J de B. subtilis são proteínas tipo ParB e possuem 31% de 

identidade, os dados obtidos sugerem que provavelmente ParB de Xac também possa 

se ligar ao major groove do DNA (através do motif HTH) e realizar spreading lateral, 

assim como descrito para B. subtilis (Lin & Grossman, 1998, Murray et al., 2006).  

 As duas formas de ParB mutagenizadas também foram eletroporadas em C. 

crescentus para uma avaliação comparativa da atuação de ParB de Xac em ambas as 

bactérias. Como já relatado para a maioria das outras observações de C. crescentus 

portando diversas versões de ParB de Xac, mais uma vez uma brusca alteração da 

morfologia (filamentação) foi averiguada (Figura 16), sugerindo novamente a 

atividade semelhante de ParB de Xac e C. crescentus. 

 Por fim, as mutações realizadas em ParB de Xac sugerem uma relação entre os 

resíduos de aminoácidos supracitados com as atividades de ligação ao DNA e 

spreading lateral da proteína. Provavelmente a expressão destas versões mutadas da 

proteína resultaram na redução de tais atividades, comprometendo a segregação 

cromossomica da bactéria. Futuras localizações subcelulares e ensaios de EMSA, 

utilizando as proteínas contendo as mutações, poderão corroborar com a possível 

relação entre essas regiões conservadas e as funções de ParB de Xac. 

 



! 74!

ParB
R102A_N134

 
ParB

R170A_S171 

Va
n 

Van 

WT 

Van 

ParB
R102A_N134A

 

Van 

ParB
R170A_S171A

 

Van 

ParB 
WT

Van 

 

 

 A

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Mutações sítio-dirigidas em ParB afetam morfologia de Xac. 
Linhagens de Xac WT e C. crescentus foram eletroporadas com diferentes versões da 
ParB de Xac. A) Morfologia das linhagens de Xac WT (ParB WT), Xac 
ParBR170A_S171A (ParBR170A_S171A) e Xac ParBR102A_N134A (ParBR102A_N134A), B) 
Morfologia da linhagem selvagem de C. crescentus (WT) e C. crescentus 
transformada com pMT335-parBR170A_S171A (ParBR170A_S171A) e pMT335-
parBR102A_N134A (ParBR102A_N134A). As linhagens foram cultivadas em meio LB ou PYI 
a 30ºC na ausência ou presença de vanilato (Van), imobilizadas em lâminas cobertas 
com agarose 1% e visualizadas utilizando microscopia de contraste de interferência 
diferencial (DIC). Barras de escala correspondem a 4 µm. 
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Propriedades de ligação ao DNA de ParB de Xac 

 

Em busca de regiões parS disponíveis em genomas bacterianos, Livny et al. 

(2007) reportaram, através de análises de bioinformática que Xac tem pelo menos um 

deste elemento cis (TGTTCCACGTGGAACG; coordenada genômica c2753...2768) 

que está localizado na região 3´ do gene dnaA do cromossomo. Dados de time-lapse 

previamente obtidos através de microscopia de fluorescência corroboram com a 

suposta localização da região parS no cromossomo de Xac (Livny et al.,2007). Assim, 

como membro da família ParB, a proteína ParB de Xac deve realizar algumas das 

características descritas no modelo cromossomal codificado pelo fator Spo0J de B. 

subtilis, por exemplo. Spo0J tem a habilidade de se ligar a parS e envolver o DNA 

através de spreading lateral iniciando em parS (Lin & Grossman, 1998, Murray et al., 

2006). A fim de avaliar tais características, ParB-His6 de Xac foi purificada em 

linhagem de E. coli BL21(DE3) pLysS portando vetor pAPU4 (pET28a-parB), a 

partir de 1 L de cultura em meio LB. A linhagem foi induzida por 3h a 30oC, 

momento em que alíquotas foram retiradas para averiguação em SDS-PAGE (Figura 

17A). Tendo obtido expressão considerável em 3h de indução, foi decidido continuar 

com este tempo de indução para os experimentos seguintes. Após a expressão 

proteica, a massa celular foi coletada por centrifugação, lisada com auxílio de um 

sonicador e aplicada em resina de Ni2+-chelating para uma primeira purificação. O 

padrão de purificação em resina de Ni2+ encontra-se na Figura 17B (canaletas 7-9), 

onde é possível notar que a proteína foi obtida quase homogênea. Porém, 

considerando que proteínas de ligação ao DNA sítio específica (como por exemplo 

XerC/D (Ferreira et al., 2001)) exibem uma afinidade natural por Heparina, ParB-

His6 foi submetida a uma cromatografia com essa resina. Como resultado, a proteína 

ligada à resina foi eluída a uma força iônica de aproximadamente 600 mM (Figura 

17C), um perfil equivalente ao observado para Spo0J-His6 (H. Ferreira & J. 

Errington, datos não publicados). O passo de Heparina usado para ParB-His6 foi 

realizado com o objetivo de eliminar algumas proteínas que supostamente estavam 

ligadas ao DNA e assim poderiam interferir nas análises de gel filtração. Deste modo, 

ParB-His6 foi então carregada em uma coluna Superdex200 e foi eluída em único 

pico com uma retenção de volume de aproximadamente 13,4 mL (Figura 18). Como o 

esperado, ParB-His6 foi eluída na mesma faixa de peso molecular (96-55 kDa)  
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Figura 17. Purificação de ParB-His6 A) Expressão de ParB-His6: E. coli 
BL21(DE3) pLysS transformada com o vetor pAPU4 (pET28a-parB) foi cultivada em 
meio LB a 37oC até que atingisse a D.O.600nm ~ 0,5 (canaletas 1 e 5 mostram extratos 
de dois transformantes, selecionados ao acaso, nestas condições de cultivo); IPTG foi 
adicionado para 1 mM final e células foram induzidas por um período de 3h a 30oC, 
onde alíquotas foram retiradas para averiguação nos tempos 1h e 3h, canaletas 2 ou 6 
e 3 ou 7, respectivamente. B) Uma das linhagens acima foi cultivada em 1 L de LB, 
induzida por período de 3h a 30oC e submetida à lise e purificação em coluna de Ni2+-
chelating; canaletas: 1, lisado, 2, flowthrough, 3, wash 20 mM imidazol, 4, 40 mM, 6, 
80 mM e 7-9, pool wash 200 mM imidazol. C) Frações da purificação usando-se 
Heparina; canaletas: 2, flowthrough, 3-6, eluato/pico em força inônica total de 
aproximadamente 600 mM. 
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Figura 18. Cromatografia de exclusão molecular de ParB-His6 purificada. A 
proteína foi carregada em coluna Superdex200 e a retenção do volume foi comparada 
com o modelo de eluição de padrões de peso molecular Tiroglobulina (670 kDa), g-
globulina (158 kDa), ovoalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa), e vitamina B12 
(1,35 kDa). Os volumes dos padrões estão indicados abaixo de cromatograma; VO, 
volume residual. O eixo vertical refere-se a unidades de absorbância dos padrões (à 
esquerda) e de ParB-His6 (à direita). 
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documentado para Spo0J-His6 (Murray et al., 2006), portanto, ParB-His6 

provavelmente existe em dímero em solução (massa molecular teórica para o 

monômeros de ParB-His6 é de aproximadamente 34 kDa). 

Em seguida, as propriedades de ligação ao DNA de ParB-His6 foram 

avaliadas através de ensaios de shift realizados em gel de agarose, como reportado 

previamente para Spo0J-His6 (Murray et al., 2006). Nestes estudos pode-se mostrar 

três características de proteína tipo ParB em um único experimento: 1) ligação 

preferencial a sequências de DNA contendo parS, 2) ligação inespecífica ao DNA 

(baseado no conhecimento que proteínas que ligam especificamente ao DNA mantém 

alguma habilidade de se ligar inespecificamente ao DNA) e 3) DNA-coating ou 

spreading lateral (Figura 19). Nesse experimento, diferentes concentrações da 

proteína purificada foram misturadas com o conjunto de dois fragmentos de DNA que 

foram produzidos por digestões enzimáticas de Spo0J-His6 clonada no vetor de 

expressão pSG4650. O conjunto de fragmento foi: 1) pSG4650/NdeI/XhoI/NcoI, 

gerando três fragmentos mostrados na canaleta 1 (pET21d é o vetor vazio enquanto 

que os outros dois fragmentos menores correspondem aos fragmentos do gene spo0J 

cortados com XhoI e NcoI (ver material e métodos). O gene spo0J possui um sítio 

parS (TGTTCCACGTGAAACA; posição 654-669) e após digestão foram produzidos 

os fragmentos NdeI-parS-XhoI, contendo 473 pb e um fragmento menor, NcoI-NdeI, 

sem a região parS. Após a mistura entre DNA e proteína foi observado que os 

fragmentos que possuem parS foram aqueles que retardaram primeiro em gel de 

agarose, apesar de ser o fragmento maior. Este resultado mostra a preferência de ParB 

pelo seu elemento cis e, apesar do fato dos fragmentos que não possuem nenhuma 

sequência relacionada a parS também terem sido retardados, estes resultados mostram 

que DNA contendo parS é ligado primeiramente. 

A preferência de ligação ao DNA que contém parS exibida por esta proteína se 

torna mais evidente quando foi quantificada a porcentagem de DNA livre (medido por 

fluorescência) nas canaletas 4-7 (Figuras 19B e 19C). Finalmente, o retardamento de 

fragmentos maiores de DNA em gel de agarose, como ilustrado na Figura 19, é 

consistente com o fato de que ParB pode realmente estar engajado na ordenação de 

complexos DNA-proteína/proteína-proteína, o que é condizente com a idéia de que 

assim como Spo0J, ParB realiza spreading lateral. 
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Figura 19. Shift de ParB em gel de agarose. Propriedades de ligação ao DNA de 
ParB-His6 foi verificada em ensaios de retardamento em gel seguidos de DNA-
coating utilizando DNA contendo ou não parS como substrato. A) Após a ligação, os 
complexos DNA-proteína foram separados em gel de agarose 1%-TBE 1X a 5V/cm. 
L, ladder 1 kb (NEB), Nc, sítio de restrição NcoI, X, XhoI, Nd, NdeI. Concentração 
inicial de ParB-His6 foi 6,4 mM. B) porcentagem de substrato livre de DNA (DNA 
não ligado) detectados nas canaletas 4-7 do gel. Barras pretas correspondem ao 
fragmento que contém parS e as barras cinzas ao fragmento sem parS. 
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ParB interage com a região de origem do cromossomo de Xac in vivo 

 

A sequência denominada parS é uma região conservada reportada na maioria 

das bactérias que utilizam o sistema de partição cromossômica tipo ParAB/parS 

(Gerdes et al., 2010; Mierzejewska & Jagura-Burdzy, 2012). Como Livny et al. 

(2007) identificaram pelo menos uma região parS em Xac e, em adição aos dados 

previamente demonstrados por ensaios de retardamento em gel (Figura 19), sabe-se 

que a proteína ParB de Xac possui a habilidade de se ligar a moléculas de DNA com 

preferência a regiões contendo parS (sendo capaz também de realizar spreading 

lateral) in vitro. A fim de confirmar a ligação ParB-DNA in vivo e obter uma maior 

resolução dos sítios parS que podem estar distribuídos no genoma de Xac, foi 

realizado o experimento de imunoprecipitação da cromatina (ChIP) seguido por 

sequenciamento em larga escala (ChIP-Seq). Para tal, o plasmídeo pCW512-parB 

(que expressa a versão ParB-TAP de Xac) foi eletroporado em Xac WT obtendo-se a 

linhagem Xac pCW512-parB, a qual foi utilizada neste experimento. Assim, ao 

atingirem D.O. desejada, a linhagem Xac pCW512-parB foi submetida à crosslink, 

lise celular e sonicação para a fragmentação das moléculas de DNA. Deste modo, 

após ligação dos complexos DNA-proteína (cromatina) in vivo, os complexos de 

interesse (ParB-TAP/DNA) foram imunoprecipitados utilizando anticorpo IgG. 

Seguidos de purificação, os fragmentos de DNA foram submetidos a sequenciamento 

para o mapeamento das regiões alvos de ligação in vivo de ParB-TAP no cromossomo 

de Xac. A Figura 20 mostra a região dos picos relevantes onde ParB-TAP pode ser 

ligado no cromossomo. Os valores plotados neste gráfico referem-se as maiores 

quantidades de fragmentos de DNA sequenciados (reads) com a respectiva posição 

genômica. Sequências parS altamente conservadas foram localizadas principalmente 

perto de regiões de origem do cromossomo (20% do cromossomo ao redor de oriC). 

Em acordo com Livny et al. (2007), nota-se claramente na Figura 20 que ParB-TAP é 

capaz de se ligar ao predito sítio parS (coordenada genômica c2753…2768). Os sítios 

de ligação de ParB foram significativamente enriquecidos na região de origem de 

replicação, próximo aos genes dnaA e dnaN (coordenada genômica aproximada c1600 

em Xac) e puderam ser identificados até aproximadamente a posição 15 kb (15%) do 

cromossomo. O maior pico foi encontrado ao redor do gene recF (coordenada 

genômica c3799…4905), o qual está envolvido na replicação e/ou reparo de DNA de 

algumas bactérias (Chow & Courcelle, 2006). O fato da região cromossomal que se  
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Figura 20. Sítios de ligação de ParB ao DNA de Xac in vivo. A linhagem Xac 
pCW512-parB foi cultivada em meio LB até alcançar a fase exponencial, proteínas e 
DNA foram submetidos a crosslink e imunoprecipitadas com anticorpo IgG. Os 
fragmentos de DNA separados através da imunoprecipitação (reads) está plotado 
versus a posição no cromossomo de Xac. Os dados estão representados em escala 
linear do genoma de Xac WT. A flecha indica a posição do locus parS predito 
detectado por Linvy et al. (2007). 
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localiza ao redor do sítio parS, encontrada no imunoprecipitado, ter sido extendida 

mais do que o esperado para uma sequência de reconhecimento de apenas 15 pb 

indica o efeito de spreading lateral ou multimerização de ParB ao longo do DNA. 

Spreading lateral foi descrito para membros da família ParB de plasmídeos (Lynch & 

Wang, 1995; Jagura-Burdzy et al., 1999, Rodionov et al., 1999) e também para Spo0J 

em três sítios de ligação em B. subtilis (Murray et al., 2006). Em B. subtilis, Spo0J é 

capaz de se ligar a um total de 10 sítios parS e se espalhar por uma região de vários 

kilobases (Breier & Grosman, 2007). O sítio de nucleação parS é requerido para que 

Spo0J realize o spreading, mecanismo requerido para a função apropriada de Spo0J, 

pois a alta concentração local da proteína permite uma conformação específica ao 

longo do DNA. Normalmente, a formação de um grande complexo nucleoproteico 

causado pela interação de ParB com sequências parS pode influenciar na topologia do 

DNA e interferir no controle da expressão gênica. Apesar do spreading lateral não 

alterar a expressão de genes que estão ao redor da região de origem de B. subtilis 

(Breier & Grosman, 2007), o mesmo não ocorre com P. aeruginosa. Neste organismo, 

o spreading lateral pode causar o silenciamento de genes como dnaA, por exemplo, 

como mecanismo de forte regulação de início de replicação, evitando deste modo, o 

início de um novo evento durante uma mesma replicação (Bartosick et al., 2009). 

 Por fim, não foi detectada nenhuma ligação de ParB-TAP nos DNAs 

plasmidiais de Xac, pXAC33 e pXAC64. Assim, os dados obtidos neste experimento 

suportam as informações adquiridas nos experimentos de time-lapse, em que ParB-

GFP é ligado nas regiões de origem do cromossomo e guiados até o polo oposto da 

célula para uma segregação cromossômica adequada (Figura 6) e, corrobora também 

com os dados dos ensaios de retardamento em gel, em que ParB-His6 provavelmente 

realizou spreading lateral (Figura 19) in vitro. 

 

Cópias extras de parS prejudicam a divisão celular em Xac 

 

 Por ser um mecanismo coordenado, a quantidade de regiões de ligação de 

ParB ao DNA possui um papel crítico durante a segregação cromossômica (Toro et 

al., 2008, Passot et al., 2012). Com o objetivo de continuar a caracterização do 

mecanismo de segregação em Xac, foi questionado se a presença de cópias extras de 

parS na bactéria poderia interferir neste processo. Para isso, duas sequências 
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sintéticas, baseadas nos picos da região de ligação de ParB ao DNA obtidos nos 

ensaios de ChIP-Seq (Figura 20) foram inseridas em Xac. A primeira delas, que foi 

denominada de parS1, encontra-se no primeiro pico detectado (coordenada genética 

c2669…2800) e contém a sequência parS predita por Livny et al. (2007). A segunda 

sequência, parS2, é referente ao segundo pico (o maior deles) detectado (coordenada 

genética c4770…4920). Ambas as sequências (sintetizadas pela empresa Fasteris) 

foram inseridas em vetor de alto número de cópias (pMT335) a fim de se obter várias 

regiões parS repetidas em Xac. Assim, após transformação dos plasmídeos pMT335-

parS1 e pMT335-parS2 na linhagem de Xac selvagem, duas novas linhagens foram 

geradas: Xac pMT335-parS1 e Xac pMT335-parS2. Através da análise morfológica 

destas duas linhagens por microscopia de contraste de interferência diferencial, foi 

possível observar uma grande semelhança com o fenótipo encontrado na linhagem 

Xac parB::pAPU2, a qual expressa somente formas truncadas de ParB. Ambas as 

linhagens Xac pMT335-parS1 e Xac pMT335-parS2 também possuem um 

retardamento no tempo de duplicação celular (dados não mostrados) e a tendência em 

formar células em cadeias (Figura 21A).  

Sabe-se que o sistema ParAB/parS ativo é essencial em células de C. 

crescentus (Mohl et al., 2001). A coordenação do movimento de parS em direção ao 

pólo oposto da célula garante uma fiel replicação e segregação do cromossomo 

durante o ciclo celular neste microrganismo; portanto, a quantidade de regiões parS 

possui papel vital durante o ciclo celular (Toro et al., 2008). Deste modo, lembrando 

que o mecanismo de segregação cromossômica de Xac assemelha-se ao de C. 

crescentus, principalmente pelo fato de ambos apresentarem assimetria nesse 

processo, foi utilizado como controle a região parS de C. crescentus (denominada de 

parSCc neste trabalho) em Xac e as duas regiões parS de Xac (parS1 e parS2) em C. 

crescentus. A adição de sequências parS extras em C. crescentus acarreta na 

inviabilidade celular (Toro et al., 2008), porém, interessantemente, não comprometem 

a viabilidade celular em Xac (Figura 21B). Quando inseridas em Xac, regiões parSCc 

são responsáveis pelo mesmo fenótipo detectado quando as sequencias parS1 e parS2 

estão presentes em cópias extras, sugerindo que parSCc também interfere nos 

processos de segregação cromossômica/divisão celular em Xac. No entanto, quando 

as sequências parS1 e parS2 são inseridas em C. crescentus, as células continuam 

viáveis, porém com graves problemas de segregação cromossômica, detectados pelo 

fenótipo das células elongadas (Figura 21A).  
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Figura 21. Morfologia das linhagens de Xac contendo cópias cromossomais 
extras de regiões de ligação de ParB. A análise foi feita em células de Xac e C. 
crescentus contendo os plasmídeos pMT335, pMT335-parS1, pMT335-parS2 e 
pMT335-parSCc. A) Linhagens de Xac e C. cerscentus eletroporadas com os 
plasmídeos pMT335, pMT335-parS1, pMT335-parS2, B) Xac eletroporada com o 
plasmídeo pMT335-parSCc. As células foram cultivadas em meio LB ou PYI a 30ºC 
até a D.O.600nm ~ 0,3, imobilizadas em lâminas de agarose 1% e visualizadas em 
contraste de interferência diferencial (DIC). Barras de escala correspondem a 4 µm. 
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A presença de regiões cromossomais extras contendo sítios de ligação a ParB 

não acarretam na morte celular de Xac, porém, o fenótipo de formação de células em 

cadeias sugere algum defeito na divisão celular. Por serem indistinguíveis das 

sequências cromossomais de Xac, a presença destas cópias que são diretamente 

ligadas por ParB in vivo (Figura 20), provavelmente geram uma competição 

intracelular com proteínas tipo ParB, o que pode atrapalhar o início da segregação 

cromossômica guiada por parS, e consequentemente, afetar a divisão celular. 

!

Interações genéticas de ParB 
 

 Experimentos denominados de Tn-Seq podem avaliar o fitness de um 

microrganismo através da mutagenese por saturação de inserções de transposon no 

genoma (Tn) seguido de sequenciamento em larga escala (Tn-Seq) (van Opijnen et 

al., 2009; Fels et al., 2013). Essa técnica, além de determinar o fitness conferido por 

um único gene, também pode mapear interações genéticas no microrganismo em 

estudo e fornecer o perfil de genes que são essenciais ou não em uma determinada 

situação. 

 Assim, a fim de avaliar quantitativamente as possíveis interações genéticas 

envolvendo parB de Xac, foi determinado a frequência relativa de inserção de 

transposon nas linhagens Xac parB::pAPU2 (a qual contém a disrupção gênica de 

parB) em comparação com a linhagem Xac parB::pAPU1 através de mutagênese 

utilizando o transposon Tn Mar2XT7. A linhagem Xac parB::pAPU1 foi escolhida 

como modelo para a comparação pois, além de não ter mostrado nenhuma alteração 

morfológica e/ou fisiológica (das quais foram avaliadas), apresenta resistência à 

canamicina (facilitando a seleção após conjugação com a linhagem de E. coli), e 

também contém a inserção de um plasmídeo em seu genoma de forma similar a 

linhagem Xac parB::pAPU2, tornando a comparação mais apropriada. Após o 

sequenciamento, pode-se notar que as inserções de transposon foram representadas 

cerca de 85 vezes mais ao longo da sequência codificadora parA nas células de Xac 

parB::pAPU2 (Gráfico 1). Outras inserções frequentes encontradas na mesma 

linhagem foram super representadas ao longo das sequências codificadoras minD e 

gumC (Gráfico 1). A provável desativação de parA por transposon na linhagem  
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Gráfico 1. Mapeamento de inserções de transposon no genoma de Xac (Tn-Seq). 
O transposon Tn Mar2XT7 foi inserido em Xac através de conjugação bacteriana. A 
figura mostra a frequência relativa da inserção de transposon nas linhagens 
mutagenizadas Xac parB::pAPU1 e Xac parB::pAPU2. 
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mutante contendo a disrupação de parB já era esperada, uma vez que a proteína ParB 

provavelmente está inativa ou possui atividade residual na linhagem mutante. 

A possível inativação de minD na linhagem Xac parB::pAPU2 corrobora com 

os dados encontrados por Silva et al. (2013) onde é descrito uma possível ligação 

entre os processos de segregação cromossômica e divisão celular em Xac. 

Normalmente o sistema Min atua na formação do divisomo em bactérias que possuem  

segregação cromossômica simétrica, como B. subtilis e E. coli, por exemplo (revisado 

por Lutkenhaus 2007). Quando o complexo MinCD mostra-se inativo, normalmente é 

observado o fenótipo de filamentação celular ou formação de mini células (Cha & 

Stewart, 1997). O fato do mutante Xac parB::pAPU2 filamentar sugere, portanto, a 

ausência de fatores de seleção para localização de septo, o que pode justificar o 

aumento do fitness na linhagem Xac parB::pAPU2 quando genes que compreendem 

esse sistema estão desativados. 

 Além dos defeitos na segregação cromossômica, a linhagem Xac 

parB::pAPU2 perdeu a habilidade de causar os sintomas do cancro cítrico (Figura 10). 

Sabe-se que gumC faz parte do cluster responsável pela síntese de exopolissacarídeo 

(EPS), um importante fator durante o processo de infecção por Xac, cujas alterações 

em genes pertencentes a este cluster podem ser associadas com a diminuição da 

virulência da bactéria (Guo et al., 2010). A biossíntese de goma xantana em X. 

vesicatoria também é regulada pelo cluster gum que é formado por 12 genes (gumB 

ao gumM), sendo que gumB e gumC são necessários para a sua produção (Katzen et 

al., 1998; Vojnov et al., 1998). Apesar de Dunger et al. terem relatado (2007) a 

contribuição do gene gumD de Xac, através de sua deleção parcial, apenas para a 

sobrevivência epífita (e não para a patogenicidade) da bactéria, Kemp et al. (2004) 

haviam mostrado anteriormente a essencialidade de gumD na produção de EPS em X. 

manihotis. A importância de genes pertencentes a este mesmo cluster no processo de 

infecção por Xac também vem vendo revelada. Mutações realizadas em gumB 

resultam na não formação de biofilmes estruturados, na diminuição ou perda da 

produção de goma e comprometem a patogenicidade de Xac em três diferentes 

métodos de inóculo testados (Rigano et al., 2007; Vojnov et al., 1998). 

 Para futuras investigações que possam, por mais uma vez, relacionar o 

processo de segregação cromossômica em Xac com divisão celular e/ou 

patogenicidade, os três mutantes citados no experimento de Tn-Seq serão recuperados 

do pool de bactérias mutagenizadas para a melhor caracterização de cada um deles. 
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Disrupção em parB altera motilidade em Xac 

 

 Com o objetivo de avaliar se ParB possui alguma interferência na motilidade 

de Xac foi decidido testar a capacidade de movimentação da linhagem Xac 

parB::pAPU2 em placas de Petri contendo baixa concentração de ágar. Para isso, 

foram analisados dois tipos de motilidade que são regulados pelo sistema de 

sinalização celular mediado pelo DSF (diffusible signal factor). 

 Após crescimento até atingirem a fase estacionária, as duas linhagens foram 

inoculadas nos meios NYGB (0,25% ágar) e PYM (0,5% ágar) para avaliação dos 

movimentos swimming e sliding, respectivamente. Como pode ser observado na 

Figura 22, a linhagem Xac parB::pAPU2 mostrou redução em ambas as motilidades 

testadas e nenhum possível mutante supressor foi detectado. 

 Swimming é um poderoso movimento que ocorre devido a rotação do flagelo 

e o sistema de transdução de sinal de quimiotaxia (Henrichen, 1974). Em P. 

aeruginosa, a ausência ou mutações em parB prejudicam a atividade de swimming da 

bactéria levando a interpretação de uma possível relação entre proteínas ParB sem 

atividade de spreading no DNA e a habilidade de movimentação (Bartosik et al., 

2009; Kusiak et al., 2011). Os genes requeridos para a biogênese flagelar em Xac 

estão distantes da região cromossômica onde pAPU2 foi integrado e onde os sítios 

parS estão localizados. Pela avaliação do contexto genômico da linhagem Xac 

parB::pAPU2, não há indícios do comprometimento da formação do flagelo e seu 

ativo movimento de rotação devido a possíveis mutações polares após integração do 

plasmídeo. Portanto, para o desvendamento da redução de swimming e provável 

relação com ParB, futuramente serão avaliados a presença do flagelo na linhagem 

mutante Xac parB::pAPU2, a integridade dos genes fliC e flgE que estão envolvidos 

em sua formação e são requeridos para swimming e os genes rpfC e rpfF do sistema 

quorun-sensing (Malamud et al., 2011). 

 De acordo com os dados obtido através de Tn-Seq, a linhagem Xac 

parB::pAPU2 tem a propensão de inativar o gene gumC a fim de melhorar seu fitness 

bacteriano. Sabe-se que gumC é parte do cluster gum composto por 12 genes 

responsáveis pela biossíntese de goma xantana. Recentemente foi demonstrado que os 

níveis da proteína GumC, junto com GumB, modulam o tamanho da cadeia do 

exopolissacarídeo formado de maneira que algumas alterações podem alterar a  
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Figura 22. Efeitos da mutação de parB na motilidade de Xac. A) Sliding B) 
Swimming. As linhagens Xac WT e Xac parB::pAPU2 foram crescidas até a fase 
estacionária, inoculadas em placas contendo baixa concentração de ágar e crescidas a 
30° durante 72h. 
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viscosidade do polímero (Galván et al., 2013) que, por sua vez, pode atuar como um 

agente surfactante facilitando o sliding. Por definição, sliding é uma forma passiva de 

movimento através do espalhamento em uma superfície sem requerer um motor ativo. 

Porém, tal movimentação é dependente de agentes surfactantes para reduzir a tensão 

da superfície e ajudar o movimento (Henrichen, 1972). 

Sabe-se que a síntese e percepção por DSF requer proteínas codificadas pelo 

cluster rpf (regulation of pathogenicity factors). RpfF direciona a síntese de DSF 

enquanto RpfC está envolvida com a percepção (Barber et al., 1997). Além disso, 

mutações em genes pertencentes a este cluster reduzem a virulência de X. campestris 

(Barber et al., 1997). Recentemente foi comprovado em Xac que EPS é requerido 

para sliding, e tanto sliding quando swimming são regulados por rpfl do sistema DSF 

(Malamud et al., 2011). Genes relacionados com a produção do EPS xantana ainda 

não foram averiguados na linhagem mutante Xac parB::pAPU2, porém, há uma 

grande chance de genes pertencentes ao cluster gum estarem desativados. 

Em suma, a disrupção de parB acarretou na inabilidade de Xac parB::pAPU2 

em desenvolver os sintomas do cancro cítrico, diminuição na taxa de crecimento, 

comprometimento da segregação cromossômica/divisão celular e redução na 

motilidade. 

 

Segregação cromossômica e divisão celular são mecanismos ligados em Xac 

 

 Segregação cromossômica e divisão celular são mecanismos relacionados em 

muitas bactérias (Lau et al., 2003; Lemon & Grossman, 2001). Tal interação vem 

sendo mostrada através do envolvimento entre proteínas pertencentes a cada um 

deles, como por exemplo FtsZ com ParB e MipZ com ParB (Thanbichler & Shapiro, 

2006; Donovan et al., 2010). Na busca de tratamentos contra o cancro cítrico foi 

detectado que além de interferirem na formação do septo, ésteres de galatos de alquila 

também podem causar a deslocalização de ParB-GFP em Xac, sugerindo a 

possibilidade de fatores ou sistemas comuns para ambos os processos (Silva et al, 

2013). Dados obtidos neste presente trabalho (experimentos de Tn-Seq) também 

sugeriram a interação entre esses dois processos em Xac (Gráfico 1). Assim, a fim de 

melhor avaliar da relação entre estes dois mecanismos essenciais, foi decido observar 

a localização de ZapA (Z associated protein) de Xac na linhagem Xac parB::pAPU3.  
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ZapA é uma proteína conservada que age como um regulador da proteína de 

divisão celular FtsZ e atua diretamente no sítio de formação do anel Z. Apesar de não 

ser essencial em B. subtilis, ZapA interage diretamente com FtsZ contribuindo para a 

estabilização dos polímeros formados através de ligações cruzadas (Gueiros-Filho & 

Losick, 2002). Deste modo, o posicionamento do centrômero mostrado pela 

localização de ParB juntamente com a marcação do septo através da proteína ZapA 

são considerados ótimos indicadores que podem clarear o envolvimento entre 

segregação cromossômica e divisão celular em Xac. Para isso, ZapA de Xac foi 

inserida no vetor pMT335-mCherry para a expressão da fusão ZapA-mCherry e 

eletroporada na linhagem de Xac que expressa ParB-GFP (Xac parB::pAPU3). Como 

visto na Figura 23, a formação do anel Z (representado por ZapA-mCherry) ocorre em 

células onde o foci de ParB-GFP encontra-se nos pólos celulares, ou seja, no final de 

um evento de replicação e segregação cromossômica; o que sugere a coordenação 

entre ambos os processos. Em C. crescentus foi demonstrado que ParB opera na 

divisão celular através do sequestro de MipZ (inibidor de FtsZ) para áreas longe do 

centro celular, local onde o divisomo é montado (Thanbichler & Shapiro, 2006). Em 

busca de possíveis interactantes de ParB foi realizado experimento de duplo-híbrido 

porém, tal experimento não foi bem sucedido e nenhuma interação confirmativa foi 

detectada, nem mesmo com a própria proteína ParB (dados não mostrados). 

Curiosamente, em ensaios de duplo-híbrido utilizando como isca a proteína ZapA 

também não foram detectadas nenhuma interação com FtsZ apesar de, desta vez, ter 

sido revelada a interação com seu parceiro ZapA (Martins, P. M. M., dados não 

publicados). Apesar de estar anotado no genoma de Xac fatores de inibição de 

formação do anel Z, como por exemplo minCDE e sulA, ainda não há estudos 

comprovando suas respectivas atividades/funções. No entanto, a presença de tais 

ORFs homólogas responsáveis pela prevenção da polimerização de FtsZ somados aos 

dados descritos por Silva et al. (2013) e, juntamente com os resultados de 

experimentos de Tn-Seq e localização de ParB-GFP/ZapA-mCherry relatados neste 

trabalho, resumem fortes indícios da relação entre segregação cromossômica e divisão 

celular em Xac. 

 

ParA e ParC são expressas em Xac 

 



! 92!

DIC ParB-GFP ZapA-mCherry MERGE 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Localização de ParB-GFP e ZapA-mCherry em Xac. O padrão de 
localização de ParB-GFP e ZapA-mCherry foi analisado na linhagem Xac 
parB::pAPU3 contendo o plasmídeo pMT335-mCherry-zapA. Células foram 
cultivadas em meio LB a 30ºC até a D.O.600nm ~ 0,3, imobilizadas em lâminas 
cobertas com agarose 1% e visualizadas utilizando microscopia de contraste de 
interferência diferencial (DIC) e de fluorescência (GFP e mCherry). Barra de escala 
correspondem a 4 µm. 
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Sabendo que ParB é expressa em Xac e possui um papel ativo no processo de 

segregação cromossômica, foi decidido avaliar a atividade de outras duas ORFs tipo 

parA em seu cromossomo: XAC1907 e XAC3906 (da Silva et al., 2002). Como a 

ORF XAC3906 faz parte do operon parAB (XAC3905 e XAC3906) cujo promotor 

pparAB mostrou ser funcional em Xac (Figura 4B), foi decidido utilizar um sistema 

de expressão plasmidial para verificar se parA (XAC3906) é expresso na bactéria 

através da cauda TAP (ParA-TAP). Para tal, parA foi inserido no plasmídeo pCW512 

gerando a construção pCW512-parA que expressa a fusão ParA-TAP. A ORF 

XAC1907, denominada de parC neste trabalho (partitioning chemotaxis), também foi 

inserida em pCW512 gerando pCW512-parC. Como controle do experimento foi 

utilizado o plasmídeo pCW512-parB. O vetor replicativo pCW512 é derivado do 

pMT335 e possui promotor indutível por vanilato (Thanbichler et al., 2007). Apesar 

de ter sido construído para ser utilizado em C. crescentus, este é um sistema que 

funciona em Xac, embora ocorra vazamento do promotor de vanilato nesta bactéria. 

Deste modo, células de Xac WT foram eletroporadas com pCW512-parA, pCW512-

parB e pCW512-parC gerando as linhagens Xac pCW512-parA, Xac pCW512-parB e 

Xac pCW512-parC, respectivamente. Após crescimento em meio LB a 30°C até 

atingirem a fase midi-log, as culturas foram crescidas por mais 3-4h na ausência ou 

presença de 5 mM do indutor, momento em que foram submetidas à detecção 

imunológica através de TAP em ensaios de Western blotting. Assim, como observado 

na figura 24, os sinais de 49 kDa, 54 kDa e 48 KDa são consistentes com os tamanhos 

esperados para ParA-TAP, ParB-TAP e ParC-TAP, respectivamente. Nota-se o 

vazamento do promotor em Xac nas amostras que não foram induzidas e a alta 

expressão nas amostras induzidas com vanilato, concluindo que tanto parA quanto 

parC podem ser expressos na bactéria. 

No contexto genômico de Xac, apesar de parC estar anotado como parA, o 

gene encontra-se no meio do cluster che que codifica para proteínas relacionadas a 

quimiotaxia (da Silva et al., 2002). Outras γ-proteobactérias como Pseudomonas, 

Shewanella e também membros da família Vibrio possuem homólogos a parC. 

Diferentemente de genes parA que estão adjacentes a parB e possuem envolvimento 

com a partição cromossômica, há um grande grupo de proteínas tipo ParA que são 

codificadas dentro de operon responsável pela quimiotaxia (Ringgaard et al., 2011). 

Em V. cholerae foi mostrado que ParC modula a distribuição subcelular de proteínas  
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Figura 24. Expressão de ParA, ParB e ParC em Xac. Western blotting foi 
realizado para detectar a expressão de ParA-TAP (49 kDa), ParB-TAP (54 kDa) e 
ParC-TAP (48 kDa) em extratos proteicos das linhagens Xac pCW512-parA, Xac 
pCW512-parB e Xac pCW512-parC, respectivamente. O indutor (vanilato) foi (+) ou 
não (-) adicionado  às culturas celulares, como descrito no texto. 
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de quimiotaxia e facilita a transmissão de CheY para o flagelo (Ringgaard et al., 

2011) para mudança de rotação do motor flagelar (Sourjik & Armitage, 2010). 

Células de V. cholerae que possuem parC nocauteado geralmente mostram a 

deslocalização de proteínas de quimiotaxia, reduzem em 10% a habilidade de 

“swarming” e durante o “swimming” invertem com menos frequência a direção do 

movimento (Ringgaard et al., 2011). Tentativas de localização celular de ParC-GFP, 

através da eletroporação do plasmídeo pCW510-parC que expressa tal fusão 

(linhagem Xac pCW510-parC) não foram conclusivas para a determinação do padrão 

de localização desta proteína em Xac. Como pode ser observado na Figura 25, ParC-

GFP mostrou localização difusa na linhagem Xac pCW510-parC juntamente com 

fenótipo de formação de cadeias. Assim, para clarear o papel de ParC em Xac, futuras 

tentativas de localização da proteína utilizando a fusão com diferentes proteínas 

fluorescentes juntamente com ensaios de swimming serão realizadas. 

 Em suma, o fato de parA ser expresso em Xac corrobora com os prévios 

resultados que sugerem o envolvimento de parB na segregação cromossomica e 

reforça, portanto, os indícios da utilização do sistema de particionamento 

cromossômico tipo ParAB/parS durante o ciclo celular de Xac. 

 

Localização de ParA em Xac 
 

 Vários estudos mostraram a segregação cromossômica bacteriana mediada por 

ParA utilizando o modelo descrito para B. subtilis e C. crescentus (Mierzejewska & 

Jagura-Burdzy, 2012). Recentemente também foi demonstrado em V. cholerae que o 

complexo ParB/parS segue a retração de ParA devido a sua despolimerização, 

lembrando os sistemas plasmidias previamente descritos (Ptacin et al., 2007; Shoefild 

et al., 2010). Foi visto que ParA purificada de C. crescentus, assim como em outros 

sistemas Par, é capaz de polimerizar in vitro na presença de ATP e se ligar facilmente 

ao DNA tanto in vitro quanto in vivo (Hui et al., 2010; Ptacin et al., 2010, Shoefild et 

al., 2010; Vecchiareli et al., 2010). Deste modo, com o propósito de caracterizar o 

papel de ParA de Xac foi construída uma linhagem capaz de expressar parA 

fusionado com gfp sob o controle do promotor de vanilato, pois a localização de 

proteínas in vivo é um metodo bastante eficaz para ajudar a desvendar funções  
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Figura 25. Microscopia de fluorescência utilizando a linhagem Xac pCW510-
parC. A linhagem Xac pCW510-parC foi visualizada utilizando microscopia por 
contraste de interferência diferencial (DIC) e fluorescência (GFP). As células foram 
cultivadas em meio LB a 30ºC até a D.O.600nm ~ 0,3 e imobilizadas em lâminas 
cobertas com agarose 1%. Barras de escala correspondem a 4 µm. 
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proteicas. Assim, o plasmídeo pCW510-parA, responsável pela expressão da fusão 

ParA-GFP, foi eletroporado em Xac dando origem a linhagem Xac pCW510-parA. 

 A localização subcelular de ParA-GFP na linhagem Xac pCW510-parA foi 

detectada ora como foci bipolar ora como uma união linear de ParA-GFP (Figura 26). 

Este padrão observado corrobora com os dados detalhados em outros microrganismos, 

sugerindo que ParA de Xac também pode ser polimerizada de um pólo celular ao 

outro durante a segregação cromossômica (Fogel & Waldor 2006; Ptacin et al., 2010). 

As células que possuem o foci linear de ParA provavelmente estão no momento do 

ciclo celular em que as proteínas estão ligadas ao DNA. Nesse período, proteínas 

ParA estão prontas para serem translocadas em direção ao novo pólo celular através 

de sua despolimerização, atividade esta que é mediada pela sequência parS e garante 

a migração de proteínas ParB que estão ligadas neste complexo.  

 Para a maior investigação do envolvimento de ParA de Xac durante a 

segregação cromossômica foi avaliado o efeito de versões mutagenizadas da proteína 

através de sua localização subcelular por microscopia de fluorescência com o objetivo 

de detectar possíveis alterações no seu padrão de localização. Assim, para anular 

interações bioquímicas específicas, três mutações sítio-dirigidas foram criadas em 

ParA de Xac: ParAK20Q, ParAG12V e ParAD40A. De acordo com estudos realizados com 

proteínas tipo ParA, as três mutações pontuais abrangeram resíduos de aminoácidos 

conservados que são requeridos na via bioquímica da proteína, como por exemplo 

ligação a moléculas de ATP, dimerização e hidrólise de ATP, respectivamente 

(Leonard et al., 2005; Toro et al., 2008; Ptacin et al., 2010). As três formas 

mutagenizadas de ParA foram inseridas em pCW510 para a expressão fusionada com 

GFP e deste modo, os plasmídeos pCW510-ParAK20Q, pCW510-ParAG12V e pCW510-

ParAD40A foram eletroporados em Xac criando as linhagens merodiploides Xac 

ParAK20Q, Xac ParAG12V e Xac ParAD40A.  

A linhagem Xac ParAK20Q provavelmente é deficiente na ligação com ATP. 

Em C. crescentus, a lisina 20 de ParA é um resíduo de aminoácido altamente 

conservado presente no motif de ligação a ATP, e mutações neste aminoácido 

impedem a completa segregação cromossômica, atrapalha a formação do anel Z e 

acarreta na formação de mini células (Toro et al., 2008). Mutação similar em B. 

subtilis (Soj K16Q) evita a oscilação de Soj e sua associação com o nucleoide, dados 

que são consistentes com o detalhado para T. thermophilus, em que Soj K20A 

também não é capaz de se ligar a nucleotídeos (Quisel et al., 1999; Leonard et al.,  
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Figura 26. Localização de ParA-GFP em Xac. A linhagem Xac pCW510-parA foi 
visualizada utilizando microscopia por contraste de interferência diferencial (DIC) e 
fluorescência (GFP). As células foram cultivadas em meio LB a 30ºC até a D.O.600nm 
~ 0,3 e imobilizadas em lâminas cobertas com agarose 1%. Barras de escala 
correspondem a 4 µm. 
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2005). Seguindo a hierarquia das funções de ParA, o fato de ParAK20Q não ser capaz 

de se ligar a ATP impede os processos subsequentes de dimerização da molécula e 

ligação a ParB e ao DNA, forçando ParAK20Q a permanecer como monômeros 

dispersos na célula, representado pela localização difusa (Figura 27A). Este padrão 

observado, portanto, sugere a possível função de ligação a ATP de ParA de Xac 

durante a segregação cromossômica. 

Na Figura 27B, a mutação ParAG12V na linhagem Xac ParAG12V também 

revelou um padrão de localização celular difuso. Através dessa observação acredita-se 

que esta linhagem, assim como proposto para C. crescentus, é bloqueada no processo 

de dimerização proteica (Ptacin et al., 2010). Também foi notificado em T. 

thermophilus que, mesmo na presença de ATP, a mutação equivalente (Soj G16V) é 

incapaz de se ligar ao DNA in vitro independentemente da concentração proteica, 

comprovando que a dimerização de proteínas tipo ParA possui um papel crítico na 

interação com moléculas de DNA (Leonard et al., 2005). Apesar de ParAG12V ser 

capaz de ligar ATP, a proteína não possui a habilidade de formar homodímeros, 

provavelmente permanecendo distribuída na célula como monômeros ligados a ATP. 

Na linhagem Xac ParAD40A, ParAD40A pode localizar como dois foci nas 

extremidades celulares (semelhante aos foci de ParB) ou vários foci distribuídos pela 

célula (Figura 27C), assim como mostrado para ParA D44A de C. crescentus (Ptacin 

et al., 2010). Foi relatado para T. thermophilus que Soj D44A é capaz de formar 

dímeros na presença de ATP e possui ligação eficiente ao DNA in vitro em diversas 

concentrações proteicas testadas (Leonard et al., 2005). A mutação equivalente em 

Xac provavelmente também evita a hidrólise de ATP ou troca de nucleotídeo, 

sugerindo, neste caso, que a proteína pode ser capaz de se ligar a ATP, formar 

homodímeros e se ligar ao DNA. Porém, por por não ser capaz de hidrolisar 

moléculas ATP mediada por ParB, ParAD40A talvez permaneçam dentro da célula em 

estado conformacional ligado a ATP. 

 Em suma, os padrões de ParA de Xac e suas versões mutagenizadas que foram 

visualizados até o momento são consistentes com as funções de proteínas tipo ParA, 

reforçando a idéia que Xac tem um sistema de particionamento tipo ParAB/parS 

ativo. 
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Figura 27. Localização subcelular de versões mutagenizadas de ParA-GFP em 
Xac. As linhagens de Xac foram visualizadas utilizando microscopia de contraste de 
interferência diferencial (DIC) e fluorescência (GFP). A) Localização de ParAK20Q na 
linhagem Xac ParAK20Q (ParAK20Q-GFP) B) Localização de ParAG12V na linhagem 
Xac ParAG12V (ParAG12V-GFP) C) Localização de ParAD40A na linhagem Xac 
ParAD40A (ParAD40A-GFP). As células foram cultivadas em meio LB a 30ºC até a 
D.O.600nm ~ 0,3 e imobilizadas em lâminas cobertas com agarose 1%. Barras de escala 
correspondem a 4 µm. 
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ParA interage com moléculas de DNA in vivo 

 

 Foi demonstrado em diversos sistemas cromossomais que ParA ligada a ATP 

pode interagir com ParB e também com DNA de maneira inespecífica. Estas 

interações estimulam a atividade ATPásica permitindo a liberação de ParA do 

nucleoide e fazendo com que a proteína retorne ao seu estado de monômero ou 

dímero se ligadas a ATP (Marston & Errington, 1999; Murray & Errington, 2008, 

Vecchiarelli et al., 2010). Assim, para a confirmação da ligação de ParA de Xac ao 

DNA foram realizados experimentos de ChIP-Seq utilizando as linhagens Xac 

pCW512-parA e Xac parB::pAPU2 pCW512-parA (Xac parB::pAPU2 

eletrotransformada com o plasmídeo pCW512-parA). 

Nesse experimento, após as células atingirem a fase midi-log, os complexos 

ParA-DNA das duas linhagens foram imunoprecipitados utilizando anticorpo IgG e 

submetidos a sequenciamento para o mapeamento das regiões de ligação in vivo de 

ParA-TAP no cromossomo de Xac. Os Gráficos 2A e 2B mostram as posições onde 

ParA pode ser ligado no cromossomo de Xac. Nota-se no Gráfico 2A vários picos por 

toda a extensão do genoma, comprovando que ParA pode ser ligar a diferentes regiões 

do DNA na linhagem Xac pCW512-parA. Diferentemente, no Gráfico 2B, referente a 

linhagem mutante contendo a disrupção em parB, mostrou alteração no perfil 

genômico de interação ParA-DNA. Em Xac parB::pAPU2 pCW512-parA, ParA-TAP 

não é capaz de se ligar exatamente nas mesmas regiões da linhagem selvagem. 

Provavelmente, devido a ausência de ParB na linhagem mutante, ParA é mais 

facilmente encontrada em seu estado dimérico ligada a ATP e interagindo 

aleatoreamente ao DNA. Na maioria dos cromossomos contendo genes que cofidicam 

para proteínas Par, como B. subtlis, C. crescentus, S. coelicolor, V. cholerae, P. 

aeruginosa e C. glutamicum, por exemplo, houve a confirmação da participação de 

proteínas Par durante o processo de segregação cromossômica (revisado em 

Mierzejewska & Jagura-Burdzy, 2012). Apesar das proteínas ParA e ParB revelarem 

similaridades entre os organismos, elas também possuem particularidades em cada 

espécie, como a participação no processo de esporulação, regulação no início da 

replicação, motilidade e comunicação celular (Bartosick et al., 2009; Lee & Grosman, 

2006; Malamud et al., 2011; Mohl et al., 2001). Linhagens de P. aeruginosa com 

mutação nula em parB, por exemplo, mostram mudanças na expressão gênica global, 

provavelmente devido a uma ação sem controle de ParA na ausência de ParB  
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Gráfico 2. Análise da interação de ParA de Xac ao DNA in vivo. As linhagens de 
Xac foram cultivadas em meio LB até alcançarem a fase exponencial, os complexos 
proteinas/DNA foram submetidos a crosslink e imunoprecipitados com anticorpo IgG. 
A) Linhagem Xac pCW510-parA B) Linhagem Xac parB::pAPU2 pCW510-parA. Os 
fragmentos de DNA separados através da imunoprecipitação e sequenciados (reads) 
está plotado versus a posição no cromossomo. Os dados estão representados em 
escala linear do genoma de Xac WT. 
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(Bartosik et al., 2014). Já em Xac foi detectado a alteração da virulência e motilidade 

em células contendo disrupção de parB. Portanto, para tentar desvendar a possível 

relação entre tais processos com proteínas Par de Xac, um maior detalhamento das 

regiões de interação de ParA ao DNA obtidos neste experimento de ChIP-Seq serão 

brevemente avaliadas e, posteriormente, futuras confirmações das ligações por 

ensaios de EMSA serão realizados. 

Para finalizar, foi decidido observar a localização subcelular de ParA-GFP na 

linhagem Xac parB::pAPU2. Para isso, o plasmídeo pCW510-parA foi 

eletrotransformado nesta linhagem (Xac parB::pAPU2 pCW510-parA), a qual foi 

submetida à avaliação por microscopia de fluorescência. É revelado na figura 28 

células com padrão de localização difuso de ParA-GFP nesta linhagem mutante. A 

localização difusa de ParA-GFP é mais um indício de atividade parcial ou não 

específica de ParA em Xac parB::pAPU2. A redução da atividade de ParA (em 

acordo também com os dados obtidos nos ensaios de Tn-Seq) deve estar relacionada, 

entre outros, com o desbalanço causado pela inativação de ParB que pode acarretar na 

menor propensão de ligação ao DNA. Por fim, o fato de ser sido encontrado células 

com ParA ausente na linhagem contendo disrupção de parB é mais um forte indício 

do envolvimento de proteínas tipo ParA no processo de segregação cromossômica em 

Xac e da necessidade de sua funcionalidade precisa para uma fiel transmissão do 

material genético para as células filhas. 
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Figura 28. Localização subcelular de de ParA-GFP no mutante Xac 
parB::pAPU2. As células foram cultivadas em meio LB a 30ºC até a D.O.600nm ~ 0,3, 
imobilizadas em lâminas cobertas com agarose 1% e visualizadas utilizando 
microscopia de contraste de interferência diferencial (DIC) e fluorescência (GFP). 
Barras de escala correspondem a 4 µm. 
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! Xac possui o promotor pparAB ativo e o produto do gene parB pode ser 

detectado na forma de ParB-TAP, 

! ParA e ParB são proteínas funcionais em Xac e atuam na segregação 

cromossômica, 

! Xac possui um modelo de segregação cromossômica assimétrico, 

! ParB é essencial em Xac, 

! A disrupção de parB em Xac provoca defeitos severos de partição 

cromossômica (filamentação celular) e divisão celular (formação de células 

em cadeias), desorganização da massa cromossomal, aumento do número de 

células sem nucleoide, aparecimento de mini células, redução de motilidade e 

ausência de virulência, 

! ParB possui a habilidade de se ligar inespecificamente à moléculas de DNA 

porém com preferência por regiões contendo parS e realizar spreading lateral 

in vitro, 

! ParB pode se ligar ao DNA in vivo, 

! Presença de cópias extras de sequências parS atrapalham a segregação 

cromossômica e divisão celular em Xac, 

! Mutações pontuais em ParA e ParB atrapalham as funções proteicas e 

prejudicam os mecanismos de segregação cromossômica e/ou divisão celular, 

! ParA pode se ligar ao DNA in vivo e mutações em parB alteram os sítios de 

ligação ParA/DNA 

! Segregação cromossômica e divisão celular são mecanismos relacionados em 

Xac 

! Xac possui o sistema de particionamento cromossomal tipo ParAB/parS ativo. 

!  
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Um preciso mecanismo de partição cromossômica é fundamental para 

assegurar a correta hereditariedade do material genético para as células filha. Durante 

o ciclo celular bacteriano, a segregação do cromossomo segue o início da replicação a 

partir da duplicação de oriC através de sua migração em direção ao pólo posto da 

célula. Proteínas ParA e ParB, juntamente com sequências específicas de DNA 

denominadas parS fazem parte da maquinaria de segregação. Apesar dos papéis das 

proteínas ParAB terem sido descritos em vários microrganismos, a influência destas 

no mecanismo de segregação do material genético de Xac ainda não havia sido 

estudada; de modo que esta é a primeira documentação sobre o processo de partição 

cromossômica nesta bactéria. Foi demonstrado neste trabalho, por Western blotting, 

que ParB é expressa de maneira estável e compõe a maquinaria de segregação 

cromossômica de Xac. ParB é localizada em cluster nas bordas do nucleoide e sua 

dinâmica subcelular evidencia um modelo de segregação cromossômica assimétrica 

em Xac. A disrupção de parB produz o clássico fenótipo de filamentação celular, 

formação de células em cadeias e aumenta a porcentagem de células sem material 

genético. Como uma das funções de proteínas tipo ParB, ParB de Xac pode se ligar ao 

DNA com preferência para sequência parS tanto in vitro quanto in vivo realizando 

spreading lateral, o que sugere a formação do complexo centromérico ParB/parS e 

implica seu envolvimento na segregação cromossômica e/ou divisão celular. 

Confirmando, sequências extras de parS em células de Xac causam um desbalanço 

dos fatores envolvidos na partição cromossômica, prejudicando a correta partição do 

material genético e consequentemente a divisão celular. Além disso, na ausência de 

ParB íntegra na célula, Xac possui taxa de crescimento reduzida, não é capaz de 

colonizar o hospedeiro citros e possui motilidade alterada. Interações genéticas 

envolvendo parB juntamente com a localização de ParB-GFP e ZapA-mCherry 

(marcador de formação do anel Z) reforçam a idéia da participação de ParB em 

processos essenciais da bactéria e sugerem a relação com o processo de divisão 

celular em Xac. A expressão da proteína ParA, parceira de ParB, também é expressa 

em Xac e se localiza como foci bipolar ou distribuída de maneira linear na célula. 

ParA também pode se ligar ao DNA de Xac in vivo e, na ausência de ParB WT, 

ocorre o comprometimento de determinadas regiões de ligação ParA/DNA, o que 

revela uma atividade alterada da proteína, provavelmente devido ao desbalanço dos 

níveis proteicos. Em suma, todos os dados apresentados propõem, pela primeira vez, 

um modelo funcional de partição cromossômica em Xac tipo ParAB/parS requerido 
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para a correta segregação cromossômica; sugerido através do modelo esquematizado 

na Figura 29. Finalizando, por não haver homólogos das proteínas tipo ParAB em 

células eucariotas, esse sistema pode ser considerado um potencial alvo para o 

desenvolvimento de agentes antimicrobianos para o controle do cancro círico, doença 

sem tratamento eficaz até o presente momento. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Modelo proposto para segregação cromossômica em Xac. Localização 
das proteínas ParA, ParB e ZapA durante o mecanismo de segregação cromossômica 
e divisão celular em Xac. A) O complexo nucleoproteico ParB/parS (círculos verdes), 
próximo de oriC, localiza-se inicialmente em um dos pólos celular. B) A região de 
origem é duplicada e o complexo ParB/parS interage com filamentos de proteínas 
ParA (traços azuis). C) e D) A retração de filamentos de ParA movimenta o complexo 
ParB/parS para o pólo celular oposto. E) Após segregação do material genético 
(elipse lilás), ocorre o início da formação do septo (representado pela proteína ZapA, 
retângulo vermelho) F) até a finalização do ciclo celular. 
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Abstract

This study was intended to characterize the chromosome segregation process of
Xanthomonas citri ssp. citri (Xac) by investigating the functionality of the ParB
factor encoded on its chromosome, and its requirement for cell viability and
virulence. Using TAP tagging we show that ParB is expressed in Xac. Disrup-
tion of parB increased the cell doubling time and precluded the ability of Xac
to colonize the host citrus. Moreover, Xac mutant cells expressing only trun-
cated forms of ParB exhibited the classical phenotype of aberrant chromosome
organization, and seemed affected in cell division judged by their reduced
growth rate and the propensity to form filaments. The ParB-GFP localization
pattern in Xac was suggestive of an asymmetric mode of replicon partitioning,
which together with the filamentation phenotype support the idea that Xac may
control septum placement using mechanisms probably analogous to Caulobacter
crescentus, and perhaps Vibrio cholerae, and Corynebacterium glutamicum. Xac
exhibits asymmetric chromosome segregation, and the perturbation of this pro-
cess leads to an inability to colonize the host plant.

Introduction

Citrus canker is a serious disease present in the major cit-
rus-producing areas around the world. Currently, there
are no effective curative measures to safeguard the orch-
ards, where the eradication of affected trees is the only
reliable method to prevent the spread of the causal agent
Xac to regions where it has not been detected (Gottwald
et al. 2002). The eradication of plants is a highly contro-
versial, costly, and difficult method to control citrus can-

ker. In addition, its effectiveness is only possible in areas
with very low incidence of the disease (Belasque et al.
2010). Other control measures have been adopted in areas
where citrus canker is endemic or the eradication of
affected trees is not mandatory. These methods, collec-
tively known as the disease management approach,
include distinct cultivation strategies, the use of chemical
formulations to contain the spread of Xac, and the plan-
tation of citrus genotypes displaying relative resistance to
citrus canker. The disease management approach is there-

ª 2013 The Authors. MicrobiologyOpen published by John Wiley & Sons Ltd. This is an open access article under the terms of
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fore intended to minimize and/or prevent damages and
losses promoted by citrus canker, such as blemish on
fruits, symptomatic fruit drop, defoliation, and stem die-
back (Behlau et al. 2010).
Citrus canker has an endemic status in some of the

main citrus-producing areas in the world, the state of
Florida, USA, and in the southern portion of South
America. In Florida, the eradication program was aban-
doned in January 2006, and as a consequence, citrus can-
ker is spreading throughout the region. In both areas,
growers adopt the disease management system. On the
other hand, the state of São Paulo, Brazil, still keeps an
eradication program with mandatory elimination of foci
of the disease; however, due to a diminished effort to
detect and eradicate infected trees, citrus canker is becom-
ing an epidemic (see references within Ferreira and Belas-
que [2011]). As a result, in some years growers may have
to manage citrus canker in the state of São Paulo as it is
already done in the southern states of Brazil. For these
reasons in depth knowledge of the biology of Xac may
help in the development of strategies to control and mini-
mize the losses caused by this plant pathogen.
Recently, we characterized some esters of gallic acid

that interfere with the subcellular localization of ParB-
green fluorescent protein (GFP) and also GFP-ZapA in
Xac (Silva et al. 2013). As ParB and ZapA are compo-
nents of the bacterial chromosome segregation (segro-
some) and cell division (divisome) machineries
(Gueiros-Filho and Losick 2002; Mierzejewska and Jagu-
ra-Burdzy 2012), respectively, alkyl gallates are believed
to target components of the segrosome and/or the divi-
some (Silva et al. 2013). ParB-like factors are DNA-
binding proteins encoded on plasmids or on the chro-
mosomes of many bacteria (Leonard et al. 2005b; Gerdes
et al. 2010; Mierzejewska and Jagura-Burdzy 2012). They
act together with cognate ATPases, ParA-like factors, to
operate efficient replicon segregation in prokaryotes. Seg-
regation of low copy number plasmids and chromo-
somes requires the specific interaction of ParB with
short cis-acting elements designated parS, which on bac-
terial chromosomes are normally located around the ori-
gins of replication (Livny et al. 2007). Homology
searches showed that Xac possesses at least one of these
cis elements (TGTTCCACGTGGAACG; genomic coordi-
nates c2753..2768), which is located right at the 3′-end
of the dnaN gene on the bacterial chromosome (Livny
et al. 2007). Active segregation of ParB–parS complexes
(also known as the bacterial centromeres), and conse-
quently the origins of replication, occurs with the help
of ParA filaments that help to orient newly replicated
chromosomes to opposite positions within the cells, a
mechanism elegantly demonstrated for the models
Vibrio cholerae (V. cholerae) and Caulobacter crescentus

(C. crescentus) (Fogel and Waldor 2006; Ptacin et al.
2010). In the case of ZapA, this protein is well con-
served among Bacteria, and shows septal localization
dependent on FtsZ (Gueiros-Filho and Losick 2002).
ZapA stimulates FtsZ polymer bundling, as well as the
cross-linking of FtsZ filaments, which is believed to sta-
bilize the Z-ring during cytokinesis (Gueiros-Filho and
Losick 2002; Low et al. 2004; Mohammadi et al. 2009;
Dajkovic et al. 2010).
The fact that alkyl gallates are able to target at once chro-

mosome segregation and cell division in Xac is supported
by demonstrations that these processes are interlinked in
other bacteria, for example, C. crescentus, Streptomyces
coelicolor (S. coelicolor), Mycobacterium smegmatis (M.
smegmatis), and Corynebacterium glutamicum (C. glutami-
cum) (Easter and Gober 2002; Thanbichler and Shapiro
2006a; Jakimowicz et al. 2007; Donovan et al. 2010; Ginda
et al. 2013). In S. coelicolor, for instance, ParAB is required
for proper distribution of chromosomal copies within the
aerial hyphae during sporulation (Jakimowicz et al. 2005,
2007). ParB bound to the oriC region organizes segregation
complexes, while ParA coordinates their spatial distribution
for a concomitant assembly of multiple septa. Therefore,
lack of ParA interferes not only with chromosome segrega-
tion but also with septum placement in S. coelicolor
(Jakimowicz et al. 2007). In C. crescentus, MipZ, an inhibi-
tor of FtsZ polymerization, follows ParB/parS precluding
the formation of the Z-ring at sites other than in the middle
of the cells (Thanbichler and Shapiro 2006a; Kiekebusch
et al. 2012). In a recent model, ParB/DNA was proposed to
catalyze the conversion of MipZ monomers into the active/
dimeric inhibitor of FtsZ, and given the polar localization
of ParB/DNA in C. crescentus, a cloud of active inhibitor
is formed and surrounds the polar regions of the cells (Kie-
kebusch et al. 2012). In the case of M. smegmatis, deletion
of parA produced aberrant septum placement (Ginda et al.
2013); this phenotype was attributed to overall chromo-
some disorganization, and it was suggested that another
factor, maybe analogous to MipZ, could link both
processes. Finally, C. glutamicum possesses an orphan
parA-like gene that codes for a protein designated PldP
(ParA-like division protein) (Donovan et al. 2010). Muta-
tion of pldP had just a mild effect on segregation producing
a slight increase in the number of anucleate cells, and over-
expression led to cell elongation; however, a fluorescent
form of PldP localized close to the septum, and protein
interaction analysis showed that PldP associated with both
ParB and ParA, making it a possible candidate for a septum
inhibitor.
Here, we report on the role of ParB in the chromo-

some segregation process of Xac. Using a tandem affinity
purification (TAP)-TAG version of ParB (ParB-TAP), we
demonstrate that this protein is stably expressed in Xac.

2 ª 2013 The Authors. MicrobiologyOpen published by John Wiley & Sons Ltd.
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Disruption of ParB from Xac severely compromised cell
division and the ability to induce disease symptoms in
planta. Subsequent analyses of the ParB-GFP subcellular
localization pattern coupled to the observation that chro-
mosome segregation and cell division may be interlinked
in this plant pathogen raised the hypothesis that the strat-
egies used by Xac to deal with these tasks resembles
those that have been described for the model organism
C. crescentus (Thanbichler and Shapiro 2006b).

Materials and Methods

Bacterial strains and plasmids

The strains and plasmids used are listed in Table 1; oligo-
nucleotides are listed in Table S1. E. coli was cultivated at
37°C in luria broth (Sambrook et al. 1989); Xac was
cultivated at 30°C in nutrient yeast glycerol (NYG) (Daniels
et al. 1984). The TAP-tag expression vector pHF5Ca
(FJ562210) is a variant of pPM2a (Martins et al. 2010). To
construct pHF5Ca, we substituted the gfpmut1 cassette of
pPM2a by the tap1479, which was extracted from pBS1479
(Puig et al. 2001) using PCR with primers PBS1479F/
PBS1479R; gfpmut1 was released from pPM2a by a BamHI/
XbaI digest, whereas tap1479 was treated with the same
enzymes prior to ligation. The ParB-TAP expression vector,
pAPU1, was constructed by the ligation of parB (PCR
amplified from the chromosome of Xac with primers Par-
BF20070822/ParBR20080530) into the BamHI site of
pHF5Ca. pAPU2 was generated by the ligation of parB124-
769 (PCR amplified using primers parBintF/parBintR), into
the cloning vector pCR-2.1-TOPO (Invitrogen, Grand
Island, NY). The ParB-GFP expression plasmid, pAPU3, is

a derivative of pPM7g, which carries the parB gene (PCR
amplified with primers ParBF20070822/ParB20100309)
ligated between BamHI/XhoI restriction sites.

General methods

Electrotransformation of Xac was followed (Ferreira et al.
1995). Southern and Western blot analyses were carried
out following the instructions contained into the DIG
(Roche, Indianapolis, IN) and the Amersham (GE, Fair-
field, CT) ECL Western blotting kits, respectively. To
detect ParB-TAP we used a horseradish peroxidase-
conjugated anti-horse (IgG) raised in rabbits as an unique
antibody (Sigma-A6917, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Pathogenicity tests

The host plant used was Rangpur lime (C. limonia
Osbeck). Citrus plants were cultivated under greenhouse
conditions at 25–35°C. For the infiltration tests, Xac cells
were cultivated in NYG medium until the OD600 nm of
~1. Cells were subsequently diluted to 105 colony forming
unit (CFU)/mL in PBS 1X, and infiltrated on the abaxial
surface of leaves using hypodermic syringes without nee-
dles. Symptoms were observed during the course of
60 days. All the tests were performed in triplicates.

Microscopy

Wild-type and mutant strains of Xac were immobilized
onto agarose-covered slides for microscope observations
as previously described (Martins et al. 2010). Cells were
visualized using an Olympus BX-61 microscope and doc-

Table 1. Strains and plasmids.

Relevant characteristics1 References

Strain

Xanthomonas citri ssp. citri IBSBF 1594; formerly known as Xanthomonas axonopodis

pv. citri strain 306 (Xac); ApR
da Silva et al. (2002),

Schaad et al. (2005, 2006)

E. coli DH10B Cloning strain Invitrogen

E. coli BL21(DE3) Protein expression strain (pET system) Novagen

Xac amy::pAPU1 pHF5Ca-parB integrated into the amy locus of Xac; ApR KmR This work

Xac parB::pAPU1 pHF5Ca-parB integrated in parB; ApR KmR

Xac parB::pAPU2 pCR-2.1-TOPO-parB124-769 integrated in parB; ApR KmR

Xac parB::pAPU3 pPM7g-parB integrated in parB; ApR KmR

Plasmids

pPM2a and pPM7g GFP expression vectors; xylR pxyl gfpmut1 bla neo Martins et al. (2010)

pHF5Ca TAP-tag expression vector; xylR pxyl tap1479 bla neo This work

pAPU1 pHF5Ca-parB: xylR pxyl parB-tap1479 bla neo

pAPU2 Derivative of pCR-2.1-TOPO (Invitrogen) carrying parB124-769; bla neo

pAPU3 pPM7g-parB: xylR pxyl parB-gfpmut1 bla neo

1ApR and KmR, ampicillin and kanamycin resistance, respectively; bla and neo, genes for b-lactamase and Neomycin phosphotransferase, respec-

tively.
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umented with a monochromatic XM-10 camera. Image
processing and analyses were conducted using the soft-
ware Cell^F (Olympus, Center Valley, PA).

Statistics

Statistical analysis was performed using one-way analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey posttest
(P < 0.05).

Results

ParB is expressed in Xac

The annotation of the genome sequence of Xac showed
the presence of at least five parA-like open reading frames
(ORFs) with the following designations: XAC0192,
XAC1907, XAC2205, XAC2433, and XAC3905. The last
one, XAC3905, was found in a small operon (parAB) with
XAC3906, which was identified as a chromosomal parB
homologue (da Silva et al. 2002). In order to verify if
parB was expressed in Xac, we monitored the activity of
the parAB promoter (pparAB) by the ability of a Xac
mutant strain to express a TAP-tagged version of ParB
(ParB-TAP). This mutant was prepared by the integration
of the suicide plasmid pAPU1 (carrying the fusion parB-
tap1479) by a single crossover event into the parB locus
of Xac (Xac parB::pPAU1) using an established protocol
(Martins et al. 2010). Following pAPU1 integration, parB
was duplicated, where the native copy of the gene was
adjacent to the xylose promoter (pxyl) carried by the plas-
mid, whereas the parB-tap1479 fusion had its expression
governed by the native promoter of the parAB operon
(Fig. 1B). The genomic structure of two selected Xac
parB::pPAU1 mutants was evaluated by Southern blot
using the parB gene as a probe (1C), and the detection of
the hybridization bands of 1.031 bp and 5.615 bp con-
firmed the integration of pAPU1 into the parB locus
(compare lanes 1–3 and 2–3). To detect the production
of ParB-TAP by Xac parB::pPAU1, cells were cultivated in
NYG medium until the mid-log phase, and subsequently
processed for the immune detection of the TAP-tagged
protein by Western blot (Fig. 1D). A signal of ~54 kDa
was observed for the two mutant strains analyzed, which
is consistent with the size expected for ParB-TAP (lanes
5–6). No bands could be detected for the wild-type strain
(lane 7), whereas Xac transformed with the empty vector
(Xac amy::pHF5Ca) produced a signal relative to the TAP
tag of ~21 kDa (lane 8). We also included in these analy-
ses two mutants in which pAPU1 had integrated into the
amy locus through recombination between the amy106-
912 fragment carried by pAPU1 and the a-amylase gene
of Xac (Xac amy::pPAU1), hence, they express ParB-TAP

(A)

(B)

(C) (D)

Figure 1. Activity of the Xac parAB operon. The activity of the parAB

operon was demonstrated by the ability of Xac parB::pPAU1 mutants

to express ParB-TAP under the control of the native parAB promoter.

The ParB-TAP expression vector was integrated into the parB locus of

Xac by a single crossover event (B) generating the genomic structure

depicted at the bottom of (B). (A) Genomic coordinates of the parAB

operon. (B) Schematics of the integration of pPAU1 (carrying the

parB-tap fusion) into the parB locus. Numbers above the map and

around the circle indicate the sizes in base-pairs of the DNA

fragments delimited; ERV, EcoRV restriction sites. (C) Southern blot

analysis of Xac parB::pPAU1 mutants: genomic DNA was digested

with EcoRV and subsequently probed with a DIG-labeled parB. The

sizes of the DNA fragments detected correspond to those illustrated

in (B). Lanes 1 and 2, Xac parB::pPAU1 mutants 1 and 2, respectively;

lane 3, wild-type Xac. (D) Western blot was used to detect ParB-TAP

(54 kDa) in the protein extracts of Xac parB::pPAU1 and Xac amy::

pPAU1 mutants. Lanes: 1–2, Xac amy::pPAU1 mutant 1; 3–4, Xac

amy::pPAU1 mutant 2; 5, Xac parB::pPAU1 mutant 1; 6, Xac parB::

pPAU1 mutant 2; 7, Xac wild type (negative control); 8, Xac amy::

pHF5Ca (expresses only the TAP tag of 21 kDa). The inductor xylose

was added as indicated.

4 ª 2013 The Authors. MicrobiologyOpen published by John Wiley & Sons Ltd.

Chromosome Segregation in Xanthomonas citri ssp. citri A. P. Ucci et al.



ectopically to serve as a control. Note that both Xac amy::
pPAU1 mutants also express ParB-TAP, but at higher lev-
els (compare lanes 1 and 3 with 2 and 4 for noninduced
and xylose-induced cultures, respectively, with lanes 5–6).
The lower expression of ParB-TAP by the Xac parB::
pPAU1 mutants is probably due to the fact that these
cells have parB-tap1479 under the control of pparAB, and
therefore, they express ParB-TAP at physiological/natural
levels. In summary, the stable production of ParB-TAP
from the native parAB promoter confirmed the activity of
the parAB operon in Xac.

Xac parB mutant is unable to induce citrus
canker symptoms

Several unsuccessful attempts were made to delete the
parB gene of Xac. To circumvent this problem and to be
able to extend our functional characterization of the

parAB operon of Xac, we decided to construct a mutant
strain that can only express truncated forms of ParB. This
was achieved by transforming Xac with the suicide vector
pAPU2 that carried a DNA fragment corresponding to
parB124-769. Upon integration into the parB locus
(Fig. 2B) two new forms of parB should arise: one under
the control of pparAB, which lacks the coding sequence
for the 52 C-terminal residues of ParB (codes for an
equivalent of ParB∆C52, and that has a DNA addition
from the vector coding for extra 18 residues not related
to LacZ [Fig. 2B]), and another that can only be
expressed by the activity of the plac promoter of pPAU2,
and that codes for a LacZa-ParB chimera (LacZa1-26-
ParB42-308, which corresponds to a ParB deleted for the
first 41 N-terminal aminoacids, ParB∆N41). Although
ParB∆C52 carries a predicted HTH motif (Fig. 2B; resi-
dues 158–179 identified using GYM2.0; Narasimhan et al.
2002), this protein is not expected to form dimers and

(A)

(B)

(C)

Figure 2. The strategy used to disrupt parB in Xac. The suicide vector pPAU2, which carries the parB124–769 fragment, was integrated into the

parB locus of Xac by a single crossover event; integration generated the genomic structure depicted underneath the vector in which ParB∆52 can

be expressed under the control of the native promoter of ParB (pparAB). (A) Genomic coordinates of parAB. (B) Schematics of integration: upon

plasmid insertion, two new forms of parB will be generated: one coding for ParB∆N41, a fusion between the first 26 amino acids of LacZa (coded

by the expression vector) plus residues 42–308 of ParB, and another that codes for ParB∆C52, which lacks the 52 C-terminal residues of ParB and

has an addition of the 18 new amino acids shown. Both truncated ParB proteins still carry the helix-turn-helix (HTH) motif shown. The numbers

above the map and around the circle indicate the sizes of the DNA fragments delimited; the predicted helix-turn-helix motif of ParB is depicted

below the drawings; ERV, EcoRV restriction sites. (C) Southern blot analysis: total DNA of the three Xac parB::pAPU2 mutants was digested with

EcoRV, and probed with parB. The sizes of the hybridization fragments detected correspond to those estimated based on the genomic

coordinates shown in B.
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should be impaired in DNA binding (by analogy to data
from the biochemical characterization of Spo0J∆20, and
also of a C-terminal deletion form of ParB from Thermus
thermophilus (Leonard et al. 2004; Murray et al. 2006);
and H. Ferreira and J. Errington, unpublished data). On
the other hand, ParB∆N41, if correctly expressed and
folded, would be compromised in its ability to interact
and/or stimulate the ParA partner as demonstrated for
the ParAB system of T. thermophilus (Leonard et al.
2005a).
Upon transformation of Xac with pAPU2, and the

expected integration of this plasmid into the bacterium
chromosome, the genomic context surrounding the parB
locus of three independently selected Xac parB::pAPU2
mutants, which were derived from the same disruption
event, was checked by Southern blot (Fig. 2C), where the
observation of the diagnostic hybridization band of
4.560 bp confirmed the alterations. The three mutant
strains exhibited a slower growth rate when compared
with the wild-type strain. Growth curves of these mutants
displayed a slower doubling time on the first 24 h,
being only able to reach the usual culture limit for Xac
(OD600 nm ~2) after 30 h of growth. This contrasts with
the 18 h normally taken by the wild-type strain to
approach the growth peak (Figure S1). Note that it took
twice as much for the mutant to get to the same culture
limit of OD600 nm ~2. Furthermore, the recovery of kana-
mycin-resistant mutants after transformation took almost
5 days (120 h), whereas wild-type colonies become visible
in up to 48 h.
As a plant pathogen, the ability to colonize its host is a

vital process for Xac. Since the disruption of parB altered
the growth pattern of the Xac parB::pAPU2 mutants on
rich medium, we tested whether these cells would still be
able to colonize citrus plants. The three Xac parB::pAPU2
mutants were infiltrated in leaves of Rangpur lime along-
side the wild-type strain. While the region inoculated
with the wild-type strain evolved erumpent–corky and
brownish lesions surrounding the infiltration point, none
of the mutant strains was capable of inducing the typical
symptoms of citrus canker (Fig. 3), even after the long
incubation periods of 60 days. We conclude that disrup-
tion of parB in Xac retarded the cell doubling time and
promoted a loss of the ability to colonize the host citrus.

Alteration of the normal ParB function
disrupts cell division in Xac

Disruption, deletion, and/or the overexpression of ParB-
like proteins in several microorganisms, including C. cres-
centus, C. glutamicum, and Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa), may lead to pleiotropic effects such as cell
filamentation, loss of motility, and perturbations in the

basic processes of chromosome segregation and cell divi-
sion (Mohl and Gober 1997; Bartosik et al. 2009; Dono-
van et al. 2010). In this work, the inability to colonize
citrus observed for Xac parB::pAPU2 could be a conse-
quence of at least two other deficiencies beyond the per-
turbation of the segrosome: (1) metabolic and/or
physiological alterations, and (2) the perturbation of
pathogenicity systems/factors indirectly triggered by the
disruption of parB. To eliminate such possibilities, we
began by examining the mutants under the microscope in
order to detect any morphological changes in the cells
that could support a segregation defect.
In general, cultures of the parB mutant Xac parB::

pAPU2 had a mix of filaments and rods (Figs. 4, 5). Per-
centages of the entire cell types documented are shown in
Table 2. Filaments and/or irregular chains were approxi-
mately 5% of the cell types in a culture (n = 400)
(Fig. 5). Close inspection of these filamented cells showed
the presence of septal constrictions (arrows in Fig. 5), in
which the division pattern displayed seems as if a particu-
lar rod started to grow and divide normally, losing the
ability to form septa in successive cellular cycles; thus, fil-
amentation seems to happen with elder rods attached to
their tips. Despite the propensity to grow in long fila-
ments, the division machinery seems operative in these
mutants.
Considering the nonfilamented cells of Xac parB::

pAPU2, they looked apparently longer than the wild-type
strain (compare Fig. 4A and B; Table 2). In order to
quantitatively evaluate this, we measured 200 individuals

Figure 3. Xac mutants disrupted for parB are unable to colonize the

host citrus. Three Xac parB::pPAU2 mutants were inoculated in leaves

of Rangpur lime alongside the wild-type Xac and the diluent PBS 1X.

Only Xac wild type was capable of inducing the typical symptoms of

citrus canker as eruptive lesions within chlorotic spaces. Infected

plants were kept in green house for a period of 60 days in order to

score for the appearance of citrus canker symptoms. Here, we show a

representative experiment; tests were performed in triplicates.
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of each culture (wild-type and Xac parB::pAPU2), and
calculated the average cell length. We observed significant
differences between them: the average wild-type cell

length was 1.44 ! 0.31 lm, whereas the Xac parB::
pAPU2 mutants measured 2.56 ! 0.42 lm.
To subsequently estimate the effects of parB disruption

on the chromosome organization of Xac parB::pAPU2,
cells were labeled with 40,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) and visualized by fluorescence microscopy
(Figs. 4, 5). Cultures of Xac parB::pAPU2 exhibited an
increase in the number of anucleate rods (~30% of the
cell types, Fig. 4B and C), which contrasts with an
absence of DNA-free cells in cultures of wild-type Xac
(Table 2). When we looked at filamented cells of the Xac
parB mutant, we observed a considerable accumulation of
chromosomal mass, sometimes adopting the form of a
continuum in which the nucleoid fills up the whole of a
cell compartment extending through and preventing the
closure of a septum (Fig. 5; arrow on the right). Minicells

Figure 4. Morphological analysis of Xac parB::

pPAU2 mutant cells. The Xac parB::pPAU2

mutant, which expresses only truncated forms

of ParB, was compared with Xac wild type

using various combinations of phase contrast

(PhC), differential interference contrast (DIC),

and fluorescence microscopy; the membrane

and nucleoid stains FM 4–64 and DAPI,

respectively, were used as indicated. Wild-type

and mutant cells were cultivated in NYG

medium at 30°C, and inspected around the

OD600 nm ~0.3; cells were immobilized onto

1% agarose-covered slides. (A) Xac wild type.

(B–C) Xac parB::pPAU2. Scale bar corresponds

to 4 lm.

Figure 5. The filamentation phenotype of Xac parB mutant. The Xac

parB mutant (Xac parB::pPAU2) was investigated under phase

contrast (PhC) and fluorescence microscopy of DAPI-stained cells

(DAPI) in order to evaluate their chromosome organization. Here, we

show the picture of a representative filament from cells cultivated in

NYG medium at 30°C, and visualized around the OD600 nm ~0.3;
arrows show the closure of septa; on the right (DAPI), septum is

closing without chromosome clearance. Scale bar corresponds to

4 lm.

Table 2. Morphological analysis of Xac parB::pAPU2.

Cell length

(n = 200), lm
Filaments

(n = 400) Anucleate Minicells

Xac wild type 1.44 ! 0.31 0 0 0

Xac parB::pAPU2 2.56 ! 0.42* 5% 30% 0

Data correspond to the average cell length ! standard deviation.

*P < 0.05; One-way ANOVA with Tukey posttest.
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were not detected neither in cultures of Xac wild-type nor
in the parB mutant (Table 2). Altogether, data show that
the disruption of parB in Xac leads to a severe impair-
ment of the chromosome segregation process, which also
culminated in an unexpected alteration of its ability to
stimulate citrus canker symptoms.

Subcellular localization of ParB-GFP

The localization patterns of several chromosomally
encoded ParB-like proteins have been documented in vivo
and it constitutes an excellent indicative of function in
chromosome segregation (Glaser et al. 1997; Mohl and
Gober 1997; Jakimowicz et al. 2005; Fogel and Waldor
2006; Bartosik et al. 2009; Maloney et al. 2009; Donovan
et al. 2010). To further extend our characterization of
Xac ParB, we prepared a mutant strain, Xac parB::pAPU3,
which expresses ParB-GFP under the control of pparAB at
physiological levels (Fig. 6) (Xac parB::pAPU3 was con-
structed using the same strategy depicted above for the
expression of ParB-TAP). In Figure 6A (I and II), we
show the localization of ParB-GFP in cells without a clear
sign of septal constriction. Note the presence of two foci
per compartment, each occupying one of the cellular
poles. This localization pattern was very similar to the
one documented for the ParB homologue of C. crescentus
(Mohl and Gober 1997). Inspection of several fields
revealed another localization pattern in which the ParB-
GFP focus is splitting in two in just one of the cellular
compartments (Fig. 6A-III, arrow), whereas in the other
it apparently remains as a single entity. The pattern seen
in Figure 6A-III is probably a resultant of either the initi-
ation of a new replication event in only one of the cell
compartments, at a late stage of septation (which implies

an asynchrony in the process of initiation of chromosome
replication), or the brighter individual focus would in fact
be two ParB-GFP foci superimposed. We favor the latter
possibility as we also observed localization patterns in
which the cells seemed to be in synchrony with regard to
the initiation of replication (Fig. 6B). In Figure 6B-I, we
see dividing cells and two closely positioned ParB-GFP
foci occupying in each compartment just one of the polar
regions. Here, new replication events that would separate
the origin regions of the chromosomes are taking place at
the poles; hence, the replisomes should be nearby. The
cellular type shown in Figure 6B-II (a nondividing rod)
seems to support the idea that the origins in Xac initiate
replication toward one of the cellular poles, which is simi-
lar to the replication patterns exhibited by C. crescentus,
V. cholerae, and C. glutamicum (Mohl and Gober 1997;
Fogel and Waldor 2006; Donovan et al. 2010). Finally, we
performed DAPI staining of cells and captured individuals
in late stages of septum closure judged by the placement
of the ParB-GFP foci within the cells (Fig. 6C). We
observed four ParB-GFP foci evenly distributed inside the
two linked cell compartments, where ParB-GFP colocaliz-
es with the edges of the nucleoids. If we consider that
these edges comprise the origins of replication, similar to
B. subtilis and many other systems (Leonard et al. 2005b;
Mierzejewska and Jagura-Burdzy 2012), parS in Xac is
located in this region (at ~3 kb from the origin in the
chromosome of Xac (Livny et al. 2007)) and ParB-GFP is
expected to be bound to it.
In Figure 6B-II, we showed evidence that Xac initiates

chromosome replication close to a cellular pole. This sug-
gests that chromosome segregation is asymmetric in this
plant pathogen as it was also proposed for C. crescentus,
V. cholerae, and C. glutamicum (Fogel and Waldor 2006;

(A) (B)

(C)

Figure 6. Localization of ParB-GFP. The

localization pattern of ParB-GFP was analyzed

in different cell types of a Xac parB::pAPU3

expressing ParB-GFP from the native pparAB

promoter. (A, B, C) represent cells

photographed during different moments of the

cell cycle; arrows mark recently divided origins

of replication (see text). Cells were cultivated

in NYG medium at 30°C until the OD600nm of

~0.3, immobilized onto 1% agarose-covered

slides, and visualized using fluorescence

microscopy. Scale bar corresponds to 4 lm.

PhC, phase contrast; DAPI, nucleoid stain.
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Donovan et al. 2010; Ptacin et al. 2010). In order to fur-
ther characterize the asymmetric pattern of chromosome
segregation in Xac, we performed time-lapse microscopy
using Xac parB::pAPU3 (Fig. 7). From t = 0 to
t = 20 min the leftmost dividing rods started new chro-
mosomal replication events that can be seen by the divi-
sion of the ParB-GFP foci (arrows in t = 20 min). Note
that at the beginning of the process (from t = 0 until
t = 20), the origins of replication, and consequently the
ParB-GFP foci associated with them, were situated near
the cellular poles and opposite to the septum. From
t = 20 to t = 40, we see the innermost origins/ParB-GFP
foci moving toward the septum until they reach the

region that will become the new pole after cytokinesis.
Therefore, we conclude that Xac exhibits asymmetric
chromosome segregation.

Discussion

We demonstrated recently that esters of gallic acid per-
turbed the cell division and/or the chromosome segrega-
tion apparatuses of Xac. Thus, these compounds
constitute promising antimicrobial agents against citrus
canker and probably other bacterial diseases (Silva et al.
2013). Here, we further characterized the Xac mutant
strain used by Silva et al. (2013) that is labeled for the
centromere (Xac parB::pAPU3), and extended the studies
with ParB encoded by this plant pathogen. First, we
showed that Xac ParB is stably expressed and operates on
chromosome segregation. Chromosomally encoded ParB-
like proteins have been characterized in several bacteria
(recently reviewed by (Mierzejewska and Jagura-Burdzy
2012)), where the perturbation of their normal function
and/or their cellular dosage with respect to their associ-
ated ParA partners often lead to an increase in the num-
ber of anucleate cells, cell filamentation, and nucleoid
disorganization. Disruption of parB in Xac produced
these classical phenotypes (Figs. 4, 5). In addition, in the
absence of full-length ParB, Xac was not able to colonize
the host citrus (Fig. 3). Second, the subcellular localiza-
tion of ParB-GFP suggests an asymmetric mode of repli-
con segregation in Xac, which resembles the chromosome
segregation patterns observed for C. crescentus, V. chole-
rae, and C. glutamicum (Fogel and Waldor 2006; Dono-
van et al. 2010; Ptacin et al. 2010). This, along with the
fact that lack of ParB produced a remarkable cell filamen-
tation phenotype suggests that ParB may be involved with
cell division in Xac.
The inability to produce disease symptoms in planta

documented for the Xac parB mutant is a novel effect,
which reinforced our previous observations that alkyl gal-
lates that were able to perturb the subcellular localization
of ParB-GFP also precluded the ability of Xac to colonize
citrus (Silva et al. 2013). In the past decade, several stud-
ies gradually unveiled the participation of ParAB proteins
with various cellular processes other than chromosome
segregation. In P. aeruginosa, for example, absence of
ParB altered bacterial growth and affected swarming and
swimming motilities (Lasocki et al. 2007; Bartosik et al.
2009). Slower growth rates were also detected in our
experiments for the parB mutant of Xac. In C. crescentus,
it was demonstrated that ParB operates on cell division
by sequestering the FtsZ inhibitor MipZ to areas away
from the cell center where the divisome should assemble
(Thanbichler and Shapiro 2006b; Kiekebusch et al. 2012).
In the Gram-positive bacterium B. subtilis the ParB-like

Figure 7. Time-lapse microscopy of Xac parB::pAPU3. The

localization of ParB-GFP in Xac parB::pAPU3 evidences an asymmetric

mode of chromosome partitioning. Cells were cultivated in NYG

medium at 30°C until the OD600nm of ~0.3, and photographed at 0,

10, 20, 30, and 40 min as indicated. Arrows mark cells in which the

replication origins have divided near the cellular poles (see text). DIC,

differential interference contrast microscopy. Scale bar corresponds to

4 lm.
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protein Spo0J recruits structural maintenance of chromo-
somes to the origin of replication where it was proposed
to assist in the organization of the region to enable more
efficient chromosome segregation (Sullivan et al. 2009).
Although Spo0J may help in replicon partition, it is
required for sporulation in B. subtilis, and recently it has
also been implicated with the control of initiation of
DNA replication by modulating the action of the ParA-
like factor Soj (Ireton et al. 1994; Scholefield et al. 2011).
The involvement of ParAB proteins with control of DNA
replication was also reported for V. cholerae (Kadoya
et al. 2011). We are not certain yet whether the pathoge-
nicity shutdown following parB disruption in Xac has any
association with pathogenicity systems/routes encoded by
the bacterium. We have employed yeast two-hybrid analy-
ses in an attempt to identify interactions of ParB with
factors belonging to known pathogenicity systems in Xac
(A. Ucci, S. C. Farah, and H. Ferreira, unpubl. results);
but so far, nothing was detected. Therefore, we believe
that the loss of virulence may well be simply a response
to the perturbation of the vital cellular processes of chro-
mosome segregation and/or cell division.
In this work, we showed evidence for asymmetric chro-

mosome segregation in Xac (Figs. 6, 7). First, we see
newly duplicated origins of replication labeled with ParB-
GFP occupying just one of the cellular poles (Figs. 6B-I,
7). Later, the two ParB-GFP foci are well separated from
each other within the same cellular compartment
(Figs. 6C, 7), which suggests that segregation occurs with
the internally located origins migrating from the point of
duplication toward the opposite pole (Fig. 7). Asymmet-
ric chromosome segregation was documented for C. cres-
centus, V. cholerae, and C. glutamicum as well (Fogel and
Waldor 2006; Donovan et al. 2010; Ptacin et al. 2010).
For the most extensively characterized system, C. crescen-
tus, the chromosome is oriented such that the origin of
replication (designated cori) is close to what is called the
old pole (C. crescentus is known for exhibiting a strict
polar asymmetry, in which diverse protein factors/systems
are arranged in one but not at both cellular poles at
once). Before DNA replication starts, ParB is bound to
parS located around cori; ParB/parS organizes a centro-
mere (Toro et al. 2008) that is kept anchored to the old
pole by PopZ (Bowman et al. 2008; Ebersbach et al.
2008). When replication fires, the centromere is dupli-
cated, and one copy of this region is captured by ParA fil-
aments that come from the opposite cell pole, where they
are anchored to TipN (a factor that marks the new pole)
(Ptacin et al. 2010; Schofield et al. 2010). ParB/parS then
interacts with ParA, ParB stimulates ParA depolymeriza-
tion that shortens the filament, which is followed by sub-
sequent recapture of ParB/parS; orientation of the
centromeric region to the new pole operates chromosome

partitioning. A related segregation mechanism was also
proposed for V. cholerae (Fogel and Waldor 2006), which
presents some differences with that of C. crescentus, one
of which is the use of a distinct polar anchor designated
HubP, which interacts with ParA (Yamaichi et al. 2012).
As for C. glutamicum, DivIVA was demonstrated to be
the factor that tethers the ParB/DNA complex at the cell
pole (Donovan et al. 2012). Considering the similarities
between systems, in particular the ParB-GFP subcellular
localization patterns documented for C. crescentus, V.
cholerae, C. glutamicum, and Xac, we expect to identify
protein factors of equivalent functions in Xac in the near
future.
The localization pattern of ParB-GFP in Xac as well as

the observation that chromosome segregation and cell
division may be interlinked raised the idea that Xac could
control septum placement in a manner similar to C. cres-
centus (Thanbichler and Shapiro 2006b). Curiously, simi-
lar findings and suggestions were recently reported for M.
smegmatis (Ginda et al. 2013), where deletion of parA
produced aberrant phenotypes of chromosome segrega-
tion and septum positioning leading to cell elongation.
The association of chromosome segregation and cell divi-
sion in Xac was first proposed by Silva et al. (2013), who
demonstrated that alkyl gallates able to perturb the locali-
zation of ParB-GFP in this bacterium apparently acted on
septum assembly as well. In C. crescentus, septum site
selection depends on the centromere migration dynamics
(Thanbichler and Shapiro 2006a), where MipZ, an inhibi-
tor of FtsZ polymerization, interacts and localizes with
ParB bound to parS (Thanbichler and Shapiro 2006a;
Kiekebusch et al. 2012). As the centromeric complexes
occupy the poles, the FtsZ inhibitor MipZ is kept away
from the cell center where the septum is assembled.
Therefore, disruption of ParB in C. crescentus perturbs
the control of septation and leads to cell filamentation.
Xac does not have an obvious mipZ homologue on its
genome. MipZ is conserved in a-proteobacteria, and
belongs to the Mrp/MinD family of P-loop ATPases,
being structurally related to the ParA superfamily mem-
bers Soj and MinD (Kiekebusch et al. 2012). However,
Xac carries at least four parA-like ORFs (XAC0192,
XAC1907, XAC2205, and XAC2433) that could have a
mipZ function, which we shall investigate experimentally
soon. Another possibility would be that Xac utilizes other
protein factors for septum site selection. Noteworthy, the
genome of this plant pathogen has MinCDE coding
regions. The MinCD system, which operates division site
selection, has been well studied in B. subtilis and E. coli,
both bacteria displaying symmetrical chromosome segre-
gation (reviewed by Lutkenhaus [2007]). We are in the
process of characterizing if and how Xac coordinates
chromosome segregation with cell division utilizing
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MinCD. Ultimately, the filamentation observed for the
Xac parB mutant strain could be caused by the action of
a nucleoid occlusion system, analogous to the Noc/SlmA
systems of B. subtilis and E. coli (Wu and Errington 2004;
Bernhardt and de Boer 2005). As illustrated in Fig. 5,
chromosome replication in the Xac parB mutant, followed
by inadequate segregation, apparently produces cells with
several chromosomal copies that if associated with factors
able to inhibit septum assembly/closure would lead to fil-
amentation. However, Xac does not seem to encode any
Noc/SlmA-like protein that could fulfill the function of a
nucleoid occlusion factor (Wu and Errington 2004; Bern-
hardt and de Boer 2005).
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Figure S1. Growth curve of the mutant Xac parB::pAPU2.
Bacteria were cultivated for 36 h in NYG medium at
30°C and 200 rpm. Each point in the graph corresponds
to an average of optical densities (OD600nm) calculated
from three independent experiments; vertical bars indicate
standard deviation values calculated for each average.
Here, we show the measurements done for mutant 3;
however, mutants 1 and 2 exhibited similar growth pat-
terns. Blue, wild-type Xac; red, Xac parB::pAPU2.
Table S1. Oligonucleotides.
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