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RESUMO

A citricultura € uma das atividades mais importantes do setor agricolabrasileiro. A
incidéncia de doencas como o cancro citrico afetasobremaneira a produtividade dos
pomares. Seu agente etioldgico, a bactériaXanthomonas citri subsp. citri (Xac) € capaz
de infectar todas as espéciescultivadas, ndo havendo cura para plantas afetadas. O
controle eficaz para o cancro citrico constitui a eliminacdo de plantas infectadas em
programas rigorosos para conter a propagacdo da bactéria. No entanto, o relaxamento
recente nas politicas de combate ao cancro citrico em areas como o estado de Sdo Paulo
— Brasil estd contribuindo para uma maior incidéncia da doenga. Neste aspecto, o
conhecimento da biologia deste patégeno de plantas ¢ de grande importancia para o
desenvolvimento de novas estratégias de controle da doenca. No presente
trabalho,estudamosa fun¢dao da ORF XAC1226, que apresenta homologia com o gene
minCde E. coli. Nesta ultima, minCcodifica para uma proteina inibidora da
polimerizacdo de FtsZ e com funcdo de selecdo de sitio de montagem do anel de divisao
celular. MinC™® demonstrou ter uma fung¢do semelhanteque seus homdlogos em
Escherichia coli e Bacillus subtilis.Para fazer a caracterizacdo funcional de minC de
Xac fizemos sua delecdo, que resultou nos fendtipos de filamentacdo e minicélula, que
sdo encontrados em E. colie B. subtilise notamos que o mutante XacAminC apresenta
ramificagdes que podem estar relacionadas a um posicionamento errdbneo do septo.
Posteriormente investigamos o padrdo de localizagdo sub-celular de GFP-MinC em Xac
e percebemos um padrdo de acimulo da proteina num dos polos e um tempo depois esse
actimulo oscilava para o polo oposto demonstrado o mesmo padrdo de oscilagdo como é
observado em E. coli. Em seguida verificamos se XacAminC perdia a capacidade de
infectar os hospedeiros e inoculamos em folhas de laranja pera. Constatamos que

XacAminC era capaz de induzir o cancro nas folhas. Concluimos que Xac utiliza o



sistema minCDE como controlador de posicionamento de septo, que a delecdo ndo
altera a viruléncia e que MinC apresenta o mesmo padrao de oscilagdo como em E.coli.

Palavras chave: GFP-MinC, divisao celular, septo, FtsZ, minC.



ABSTRACT

Citriculture is one of the most important activities of Brazilian agriculturalsector. The
incidence of diseases such as citrus canker affectsdrastically the orchards productivity.
Its etiologic agent, the bacteriumXanthomonas citri subsp. citri (Xac) is able to infect all
citric cultivars, withoutany treatment to the diseased plants.Effective control for citrus
canker is the elimination of infected plants in rigorous programs to contain the spread of
the bacteria. However, the recent relaxation in the policies against the fight of citrus
canker in areas such as the state of Sdo Paulo - Brazil is contributing to the further
spread of the disease. The knowledge of the biology of this pathogen and also the
mechanisms involved in plant-pathogen interactions are great worth in supporting the
development of new strategies to deal with this disease.In this aspect, the knowledge of
the biology of the plant pathogen is of great importance for the development of new
strategies of control of the disease. In this paper, we study the function of ORF
XAC1226, which has homology to the minC gene of E. coli. minC encodes an inhibitor
protein of FtsZ polymerization and the cell division ring mounting site selection
function. MinC™ shown to have a similar function as their counterparts in Escherichia
coli and Bacillus subtilis. To make the functional characterization of Xac’s MinC we
made a deletion which resulted in phenotypes of minicell and filamentation, which are
found in E. coli and B. subtilis and we noticed that the mutant XacAminC has branches
that may be related to a wrong position of the septum. Subsequently we investigated the
pattern of sub-cellular GFP-MinC in Xac and noticed a protein accumulation pattern in
one of the poles and a while after this protein oscillated to the opposite pole showing the
same pattern of oscillation as observed in E. coli. Then we check if XacAminC lost the
ability to infect the host and we inoculated it in sweet orange leaves. We found that

XacAminC was able to induce cancer in leaves. We conclude that Xac uses minCDE



system as septum positioning controller, which deletion does not alter virulence and
MinC has the same oscillation pattern as E. coli.

Keywords: GFP-MinC, cell division, FtsZ, septum, minC.



CAPITULO 1



1.INTRODUCAO

1.1 A citricultura e o cancro citrico

O Brasil € atualmente um dos maiores produtores mundiais de citricos detendo
alideranca mundial na producdo e exportacdo de suco de laranja (Neves, 2011).
Aatividade citricola brasileira gera mais de 230 mil postos de trabalho, correspondendo
auma massa salarial de R$ 676 milhdes anuais. Pragas e doengas foram responsaveis
pelaerradicacdo de 40 milhdes de plantas na udltima década, sendo a sanidade um
dosmaiores desafios desse setor econdmico. Dentre as principais doengas da cultura esta
ocancro citrico, para a qual ndo hd métodos de controle curativo ou que resultem
emcontrole efetivo com baixo custo financeiro.

Vale ressaltar que, o processamento da laranja gera outros subprodutos de valor
agregado como Oleos, pectina, farelo e &4lcool. A pectina, por exemplo, é um
polissacarideo de mondmeros de dcido galacturbnico que possui propriedades
geleificante e espessante muito apreciadas nas industrias alimenticia e farmacéutica
(Sriamornsak, 2003). Da casca da laranja também se extrai um 6leo essencial, do qual €
separado o D-Limoneno, um monoterpeno monociclico (hidrocarboneto) com
propriedades aromatizante e flavorizante de uma ampla gama de aplicacdes, como
formulacdes  cosméticas, alimenticias, farmacéuticas, solventes organicos
biodegraddveis e sintese quimica do mentol e carvona (Demyttenaere &Kimpe , 2001).

O cancro citrico é uma doenga causada pelas bactérias Xanthomonas citri subsp.
citri (Xac) (Schaad et al., 2005; Schaad et al., 2006).Dentre estas, Xac é responsavel
pelo cancro citrico asidtico ou cancrose do tipo A, queconstitui a forma mais severa da
doenca e que acomete todas as variedades e espécies decitros, representando um dos

mais graves problemas para esta cultura ao redor domundo. Introduzida no Brasil em
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1957 na regido de Presidente Prudente (Bitancourt,1957), esta bactéria € altamente
contagiosa, podendo resistir no ambiente como epifita,sendo dispersa naturalmente pelo
vento ou chuva e podendo penetrar na planta porqualquer tipo de abertura natural
(estdmatos) ou ferimentos (Gottwald et al., 2002).

Os sintomas do cancro citrico constituem-se por lesdes circulares, corticosas
esalientes, de coloracdo marrom e aspecto eruptivo, ocorrendo em folhas, ramos e
frutos.Nas folhas e frutos € comum o aparecimento de um halo amarelo circundando a
areanecrosada. Em estdgios mais avancados, pode ocorrer perda de folhas, queda de
frutos e
ressecamento dos ramos (Stall & Seymour, 1983; Das, 2003).0s sintomas do cancro sao
lesdes nas folhas, frutos e ramos (Figura 1). Nas folhas e frutos ocorrem pequenas
manchas amarelas e circulares que, com o passar do tempo, aumentam de tamanho
adquirindo uma coloracdo parda circundada por um halo amarelado (Gottwald et al.,
2002). Esses sintomas sdo possivelmente decorrentes da degradacdo da clorofila e
pectina (Gottwald et al., 2002). Nos ramos as lesdes sdo em forma de grandes crostas de
cor parda (Figura 1c). Com o progresso da doenca, as lesdes podem acelerar a queda de
folhas e frutos por conta do aumento da producdo de etileno em resposta ao estresse

bidtico (Gottwald et al., 2002).

Figura 1. Lesoes de cancro citrico causadas por Xanthomonas citri subsp. citri.

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



A propagacdo da bactéria se dd através do filme de dgua que serve como
caminho entre uma planta e outra. Chuva, em conjunto com ventos, também ajuda na
penetracdo da bactéria através dos estoOmatos de tecidos jovens, sendo considerado o
principal agente de dispersdo a média distancia (Galli, 1980; Gottwald et al., 2002).
Goticulas de dgua sdo transportadas pelo vento por uma distancia de aproximadamente
6 metros, carregando a bactéria aderida através de uma mucilagem (goma xantana)
produzida por ela, motivo pelo qual a doenca é mais comum em regides tropicais do que
em regides de clima seco (Milind, 2003).

Um dos fatores que pode favorecer a disseminacdo do cancro citrico a partir de
plantasdoentes € a larva minadora dos citros Phyllocnistis citrella Stainton
(Lepidoptera:Gracillariida), cuja constatacdo se deu em marco de 1996 na regido de
Limeira (SP) eque rapidamente se espalhou pelo pais (Chagas et al., 2001).

A erradicacdo de plantas sintomadticas e das suspeitas de infeccdo ainda é
aprincipal forma de controle no estado de Sao Paulo (Belasque Jr. et al., 2009). Em
junho de 2009, houve alteracdo da legislagao para controle da doenga neste estado,tendo
sido revogada a obrigatoriedade de se erradicar a totalidade de plantas de umtalhdao
apresentando indice de contaminacdo por Xac superior a 0,5%. Comoconseqiiéncia
disto, ja foi verificada um aumento na incidéncia de cancro citrico em2010, resultante
dos menores esforcos empregados na supressao da doenca (Belasquelr., et al., 2010).
Mais recentemente (Resolu¢do SAA - 147, de 31-10-2013), houve nova alteragdo de
legislagdo na qual ndo é mais obrigatorio fazer a erradicacdo das plantas que estiverem
em um raio de 30 metros de uma planta contaminada com cancro citrico. Passa a adotar-
sea eliminacdo da planta contaminada e pulverizacdo com cobre das plantas no raio de
30 metros.Assim, estratégias de controle mais eficazes e menos custosastornaram-se

ainda mais necessdrias para a manutengdo da competitividade dacitricultura brasileira.



No estado do Parand, uma alternativa as medidas de erradicagdo tem sido o
manejo integrado para previnir ou diminuir o cancro citrico (Behlau et al., 2007, 2008,
2010). O Manejo Integrado envolve trés aspectos: 1) determinarcomo o ciclo vital de
um patdgeno precisa ser modificado, de modo amanté-lo em niveis baixos;2) combinar
o conhecimento biolégico com a tecnologia disponivel para alcangara modificacdao
necessdria; 3) desenvolver métodos de controle adaptados as tecnologias disponiveis

ecompativeis com aspectos econdmicos e ecoldgico-ambientais (Geier, 1966).

1.2 Xanthomonas citri subsp. citri

Anteriormente classificada como Xanthomonas axonopodis pv. citri (Vauterin et
al., 1995) e reclassificada como Xanthomonas citri subsp. citri (Schaad et al., 2006),
este patégeno de citros € uma Proteobactéria Gram-negativa, bacildide, aerébia e possui
flagelo unipolar (Gali, 1980). A classificacio atual estd baseada em andlises do espago
intergénico 16S-23S, AFLP e re-associagdo DNA-DNA (Schaad et al., 2005).

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

O sequenciamento completo do genoma de Xanthomonas citri subsp. citri
desvendou a sequéncia nucleotidica de um cromossomo de 5.17 Mb, com um contetido
de 64.7% de G+C e de dois plasmideos: pXAC33 (33.699 pb) e pXAC64 (64.920 pb)
(da Silva et al., 2002). De 4.313 ORFs anotadas, 2.710 apresentaram homologia com
genes codificando para fatores conhecidos. As 1.603 ORFs restantes foram classificadas

como hipotéticas, sendo que destas, 1.272 foram consideradas conservadas por



apresentarem homologia com ORFs de mesma categoria em outros organismos (da
Silva et al., 2002).

A disponibilidade do genoma de Xac tem contribuido para estudos funcionais
diversos nesta bactéria (Li e Wang, 2012; Guzzo et al., 2013; Huang et al., 2013). Além
das homologias encontradas entre ORFs anotadas no genoma de Xac e fatores em vias
metabdlicas determinadas, grupos tém se valido das informacdes do genoma para
estudar candidatos associados a patogenicidade e interacdo com o hospedeiro citros. O
conhecimento do genoma também apoia estudos de mutagénese em larga escala
utilizando-se transposons e viabiliza a identificacio de ORFs/genes envolvidos em

processos diversos em caracterizagdo (Yan e Wang, 2012).

1.3 Divisao celular bacteriana

A divisdo celular é um processo vital que leva a formagao de duas células filhasa
partir de uma célula progenitora, cada uma contendo uma cOpia do material
genéticoinerente ao organismo em questdo. Este processo em qualquer ser vivo €
altamentecontrolado (genética, bioquimica e fisiologicamente) e faz parte de um
continuo dereagdes que constituem o ciclo celular. Numa visdo geral, células, em seu
tempocaracteristico, duplicam seu material genético, segregam cdpias deste material
paracompartimentos definidos (separacdo espacial) e finalizam o processo com a
separacao
fisica da célula mae (organismos como bactérias, as células filhas sdo umaparcela da
célula progenitora).

Em procariotos, os modelos Escherichia coli e Bacillus subtilis tém
sidoexplorados com grande sucesso no estudo dos diversos passos, bem como

dosconstituintes que compdem a divisdo bacteriana (Adams & Errington, 2009, de



Boer, 2010). Neste processo, uma estrutura, semelhante aos microtibuloseucariéticos,
organiza uma maquinaria chamada de divisomo (Goehring & Beckwith,2005), que ird
coordenar a septacdo com invaginacdo da membrana citoplasmaticainterna da bactéria
(constri¢ao da parede septal), e nova sintese de peptidoglicano nosepto com subsequente
hidrdlise deste, permitindo, assim, a separa¢do definitiva dasduas células novas. Em
Gram-negativos, ocorre ainda a re-estruturacdo de umamembrana externa (Gerding et
al., 2007, Yeh, et al., 2010).

A formacdo do divisomo tem inicio com a polimerizacdo da proteina FtsZ,
umandlogo funcional distante das tubulinas eucaridticas, que ocorre no citoplasma
dascélulas em divisdo na organizacdo de uma estrutura em forma de anel (anel Z), que
ficarda situada na regido mediana das células, préximo e internamente a
membranaplasmatica (Lutkenhaus, 2007). A polimeriza¢cdo de FtsZ dependente deGTP
ocorre através de sua auto-associacdo em protofilamentos (Mukherjee &Lutkenhaus,
1994, Lowe & Amos, 1999), que serdo posteriormente ancorados amembrana mediante
acdo de dois outros fatores, FtsA ou ZipA (Hale & de Boer, 1997.Pichoff &
Lutkenhaus, 2002). O anel Z ancorado a membrana servird como arcabougopara o
recrutamento de uma dezena de outras proteinas (essenciais) durante a progressioe
término da divisdo bacteriana (Goehring & Beckwith, 2005, Adams & Errington,2009).
Tais protefnas, constituintes do divisomo, sdo responsdveis, entre outras fungdes,pela
invaginacdo de membranas, sintese de peptidoglicano e muito provavelmente
pelaafericao do status de processos associados como a segregacdo cromossomica (Barre
etal., 2001, Thanbichler & Shapiro, 2006, Lutkenhaus, 2007).

Estudos de microscopia utilizando marcacdo com moléculas fluorescentes,
bemcomo imuno-marcagdo, mostraram que em E. coli parece existir uma seqiiéncia

linearde recrutamento dos constituintes da maquinaria de formacdo do septo, na



seguinteordem: FtsZ > [FtsA, ZapA, ZipA] > (FtsE, FtsX)> FtsK > FtsQ > (FtsB, FtsL)
> FtsW> Ftsl > FtsN >AmiC > EnvC (Vicenteet al., 2006; de Boer, 2010). Proteinas
entre colchetes sdo independentes uma dasoutras, mas dependentes de FtsZ para sua
localizagdo na regidio mediana da célula;proteinas entre parénteses apresentam
associacdo simultdnea ao complexo. No entanto,esta linearidade de recrutamento nao €
observada em B. subtilis(revisto por Errington et al., 2003), onde as associacdes
proteicas parecem ocorrer em dois passos: FtsA,ZapA, SepF (e provavelmente EzrA) se
localizam com o anel Z e sdo dependentes deFtsZ para o recrutamento ao sitio de
divisdo; na sequéncia, as proteinas que se ligam amembrana DivIB (seu homodlogo em
E. coli é FtsQ ou FtsQEc), DivIC (FtsBEc), FtsL,PBP2B (FtsIEc), e provavelmente
FtsW, parecem ser recrutadas de forma conjunta oucooperativa, mas nao linear, sendo
todas estas interdependentes para a localizacdo nosepto. Mutagdes ou deplecdes de
qualquer uma dessas proteinas promovem umimpedimento na associacdo das demais
(Errington, et al., 2003). Além das 10 proteinasessenciais citadas acima e que operam na
montagem do anel Z, existem ainda inimerasoutras que associadas ao divisomo operam
funcdes das mais variadas (de Boer, 2010).Como exemplos, proteinas acessorias como
ZapA (Gueiros-Filho & Losick, 2002), ZapB, ZapC e ZapD (Ebersbach et al., 2008;
Durand-Heredia et al., 2011; Hale et al., 2011; Durand-Heredia et al., 2012), atuam
estimulando eestabilizando a formagdo do anel Z, e EzrA (Levin et al., 1999) em B.
subtilis tem afuncdo de inibir a polimerizacio de FtsZ. Estas e outras proteinas
acessorias serviriampara modular a formacgdo do anel Z.

Toda a maquinaria de divisdo celular do anel Z émontada na regido mediana da
célula em divisdo. Entretanto, como o divisomo éorientado para esta regido e nunca €
formado nos polos? Dizemos isto porque embactérias, de forma simplificada, as células

filhas sdo constituidas por metade da célulamde da geracdo anterior e que aumentou de



volume e sofreu um evento de separacdo aomeio. Nesta visdo, sempre uma das
extremidades de uma célula filha foi septo nageracdo anterior. Para controlar a
montagem correta deste anel na regido mediana dascélulas, evitando a formacdo de anel
Z nos polos, existem sistemas de organizacdotemporal/espacial e que garantem uma
perfeita constricdo sem fragmentacdo doscromossomos em processo de separacdo. Um
destes é conhecido por sistema Noc/SImA (Wu & Errington, 2004; Bernhardt & de
Boer, 2005) que sdo proteinas que se ligam eprotegem diversos sitios nos cromossomos
e evitam o guilhotinamento de materialgenético atuando como inibidores da formagao
de anel Z onde haja cromossomo. Outrosistema denominado MinCD opera no
posicionamento do anel Z exatamente no meiodas células, evitando a formacgado de septo
em outras regides que nao no meio (Hu et al.,1999; Raskin & de Boer, 1999a; Hu &
Lutkenhaus, 2001). Neste ultimo, MinC € uminibidor da polimeriza¢do de FtsZ e sua
localizag¢do sub-celular depende de MinD.MinD possui localiza¢do polar dependente de
MinE em E. coli e DivIVA em B. subtilis(Marston et al., 1998; Raskin & de Boer,
1999b), que, de forma resumida, recruta MinCpara a regido polar onde deve haver
inibicdo da formacdo de anel Z.

Caloubacter crescentus, que nao possue o sistema minCDE e DivIVA, possui
um fatorconhecido como MipZ e que apresenta homologia a proteinas do tipo ParA que
tem porfuncdo impedir a formagdo do anel em regides diferentes do meio (Thanbichler
&Shapiro, 2006). MipZ € um inibidor de FtsZ que possui localizacdo sub-
celulardependente de ParB. Por seguir ParB e consequentemente as origens de
replicacdo ondeParB se liga durante a progressdo do ciclo celular, MipZ gera uma zona
quecompreende as origens localizadas nos polos celulares e a montagem do anel Z

ocorre nocentro das células em divisao.Recente estudo de nosso grupo foi observadoa



existéncia de semelhancgas entre ossistemas de segregacdo cromossdmica e divisdo
celular de Xac eC. crescentus (Ucci, et al., 2014).

Xac possui em seu genoma ORFs anotadas como minCDEe pelomenos 5 ORFs
semelhantes a parA (XAC0192, XAC1907, XAC2205, XAC2433 e XAC3905) (da
Silva, et al., 2002). Proteinas do tipo ParA estdo envolvida comsegregacdo
cromossOmica em bactérias e operam em conjunto com seus pares ParB(Leonard et al.,
2005). Assim, uma das 5 ORFs anotadas como parApoderia ser o parfuncional de parB
e realmente, XAC3905 esta em formacdo de operon com parB deXac (XAC3906).
Dentre as que restam, poderiamos ter o homélogo de MipZ de C. crescentus, que foi
identificado em processo que demonstrou homologia a proteinas dotipo parA nesta
bactéria (Thanbichler & Shapiro, 2006). Dada a semelhanga observadaem segregacdo
cromossomica e divisao celular entre Xac e C. crescentus (Ucci, et al., 2014), Xac
poderia ter um homoélogo de mipZ? Xac utiliza osprodutos das ORFs anotadas como

minCDE?

1.4 Sistema MinCDE

O sistema Min € o responsdvel pelo posicionamento central do anel Z em E.
coli(Hu et al.,1999; Raskin & de Boer, 1999a; Hu & Lutkenhaus, 2001) e em B.
subtilis(Edwards e Errington, 1997; Marston et al., 1998).Em E. coli, este sistema
codifica trés proteinas MinC, MinD e MinE (Lutkenhaus, 2007),as quais ja estdo bem
estabelecidas (Figura 2A). MinC € o inibidor de FtsZ; MinD € o ativador de MinC
recrutando-o para a membrana e MinE € um regulador do complexo MinCD separando-
os através de sua interacdo com MinD (Hu et al., 1999; Hu & Lutkenhaus, 2003).

Foi visto que mutacdes nos lociminCe minDde E. coli levam a célula a

apresentar alteragdes morfologicas como filamentacdo e minicélula, pois sabe-se que



MinC tem atividade inibidora de FtsZ e MinD recruta MinC para membrana, desta
forma a célula perde o controle de septacdo (de Boer et al., 1989; Raskin & de Boer,
1999a; Raskin & de Boer, 1999b).Enquanto que auséncia em MinE leva a célula a
formacdo de filamento, devida a presenca do complexo MinCD por toda a membrana
plasmdtica. Assim a perda do locus por inteiro apenas causaria formagdo de minicélulas
e ndo seria letal.Contudo apenas a perda de MinE seria letal pois ele removeria o
controle das restricdes espaciais do complexo MinCD (Maroto & Monk, 2008).

O sistema minCD aparenta ser bem conservado em grande parte das bactérias,
um exemplo disso sdo os homdlogos de minC e minD encontrados em B. subtilis que ja
foram bem caracterizados (Levin et al., 1992; Varley e Stewart, 1992; Lee e Price,
1993). Um fato interessante € que B. subtilisndao apresenta MinE como regulador
espacial de MinCD mas sim a proteina DivIVA que desempenha esse papelneste
organismo (Figura 2B) (Cha e Stewart 1997; Edwards e Errington1997; Marston et al.,
1998). Assim como em E. coli, mutacoes em MinC e MinD podem levar a célula a
expressar fendtipos tipicos como minicélulas e filamentagdo (Marston et al., 1998;
Marston e Errington, 1999). E foi visto também que alteragdes em DivIVA leva ao
mesmo fenétipo que visto em MinE (Marston e Errington, 1999), mesmo essas
proteinas sendo completamente diferentes tanto em fun¢do quanto em localiza¢do

(Marston et al., 1998).



Figura 2. Sistema minCDE em E. colie minCD DivIVA em B. subtilis.
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(A) Em E. coli, MinE move-se em direcio ao complexo MinC-MinDem um polo e
estimula a atividade ATPase de MinD, causando que MinC e MinD movam-se para o polo
oposto. (B) Em B. subtilis, DivIVA localiza-se nos polos celularese liga-se a MinJ, o qual

recruta o complexo MinC-MinD.Fonte Rowlett e Margolin, 2013.

1.5 Oscilacao do sistema Min

Uma das caracteristicas mais marcante do sistema Min em E. colié o seu alt
mecanismo dinamico de acdo, que foi primeiramente descoberto por Raskin e de Boer
(1999a e1999b). Em células normais de E. coli, as proteinas Min esstdo em constante
movimento no citoplasma bacteriano, oscilando de polo a polocom um gradiente de
MinC concentrado nos polos e uma baixa concentra¢do no meio da célula.Como MinC
¢ inibidor da polimerizacao deFtsZ, a divisdo celular fica restrita na regido da célula
pois onde se encontra a menor concentracdo de MinC (Varma et al., 2008). MinC
associa-se com os filamentos helicoidais de MinD que enrolam-se na superficie interna
da membrana citoplasmética,comecando em um polo e extendendo para o centro da

célula.MinE liga-se ao complexo helicoidal,aciona a hidrélise de MinD-ATP



paraMinD-ADP e liberando MinC e MinD da membrana, que depois se difunfem e
acumulam no polo oposto, onde este processo € repetido (Rothfieldet al., 2005;Shih e
Rothfield, 2006).

Este comportamento de oscilacio do sistema Min foi visto gracas a fusdes
funcionais das proteinas com GFP (Hu e Lutkenhaus, 1999; Raskin e de Boer, 1999a;
1999b) (como podem ser vistos na Figura 2A).As marcacdes feitas em MinD e MinE
mostram que essas duas proteinas sdo os componentes osciladores enquanto que MinC é
apenas um passageiro. MinD é uma ATPase que dimeriza-se e liga-se 2 membrana na
presenca de ATP e MinE € um indutor da atividade ATP4asica de MinD e regulador do
complexo MinCD (Lutkenhaus et al., 2012). O mecanismo oscilatério tem sido
elaborado e foram feitos varios modelos (Howard and Kruse, 2005;Lutkenhaus,
2007).Em B. subtilis o regulador do complexo MinCD ¢€ a proteina DivIVA (Marston et
al., 1998). DivIVA ¢€ localizada no polo da célula pois ela apresenta afinidade por
curvatura(Lenarcic R et al., 2009). O recrutamento de MinC e MinD dar através da
proteina MinJ que se liga a MinD e DivIVA (Bramkamp, et al., 2008, Patrick & Kearns,
2008; Rowlett e Margolin, 2013). Devido a sua afinidade por curvatura, DivIVA
ancora-se nas duas extremidades da célula e mantém um gradiente bipolar de MinC sem
gasto de ATP e evitando a formagdo de anel Z nos polos (Rowlett e Margolin, 2013)

(Figura 2B).



7. CONCLUSAO

e Vimos que Xanthomonas citri subsp. citri utiliza o sistema minCDE como
sistema de divisao celular;

® A auséncia de MinC em Xac também apresenta os mesmo fenétipos como em E.
coli e em B. subitilis com um fendtipo extra de ramificagao;

¢ A complementacdo do var71 € possivel quando se expressa apenas uma cépia de
minC pois tem um melhor controle na sua dosagem do que em um sistema que

expressa mais de uma copia.

e Xac ainda continua virulenta mesmo com a falta de MinC ou com excesso dele.
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