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RESUMO 

 
Segundo dados do IBGE, o estado de São Paulo é o maior produtor mundial de laranjas doce, 

sendo a maior parte da produção destinada à fabricação de suco. O cancro cítrico é uma das 

doenças bacterianas mais preocupantes para a citricultura no Brasil. A forma de cancro mais 

disseminada e severa, o cancro cítrico tipo A, é causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. 

citri (X. citri). A caracterização de genes ainda desconhecidos, ou pouco estudados em X. citri, 

é importante para a identificação de alvos potenciais para compostos destinados ao controle do 

cancro cítrico. Neste trabalho caracterizamos o gene phoP deste fitopatógeno por meio da sua 

deleção em X. citri e mostramos como sua falta afeta a morfologia das células, incluindo a 

formação de filamentos e cadeias celulares. Avaliamos a formação do anel Z por meio do 

marcador fluorescente GFP-ZapA expresso no mutante X. citri ∆phoP. Observamos no mutante 

que GFP-ZapA encontra-se espalhado por toda a célula, indicando que a ausência do gene 

phoP está associado com a formação do septo divisional. A coloração do nucleóide com DAPI 

mostrou que o material genético não estava localizado entre os septos, ou seja, a morfologia 

anômala das células mutantes não está associada com erros de segregação. O ∆phoP também 

apresentou motilidade, formação de biofilme e produção de pectinase reduzidas, as quais 

podem estar relacionadas com a habilidade do patógeno de infectar seu hospedeiro. Os 

resultados obtidos com o ∆phoP demonstram que o gene phoP está relacionado com a divisão 

celular, a morfologia e a patogenicidade de X. citri. 

Palavras-chave: Anel Z; Cancro cítrico; Divisão celular; Gene phoP. 



ABSTRACT 

 

According to data from IBGE, the state of São Paulo is the world’s largest producer of sweet 

orange, with most of the production destined to the manufacture of juice. Citrus canker is one 

of the most threatening bacterial diseases for citrus in Brazil. The most widespread and severe 

form of canker, canker type A, is caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri). 

The characterization of genes still unknown, or with not enough studies in X. citri, is important 

for the identification of potential targets for compounds destined to control citrus canker. In this 

work, we characterized the phoP gene of this phytopathogen through its deletion in X. citri and 

showed how it’s absence affects cell morphology, including the formation of filaments and cell 

chains. We evaluated the formation of the Z ring using the fluorescent marker GFP-ZapA 

expressed in the mutant X. citri ∆phoP. We observed in the mutant that GFP-ZapA is spread 

throughout the cell, indicating that the absence of the phoP gene is associated with the 

formation of the divisional septum. The staining of the nucleoid with DAPI showed that the 

genetic material was not located between the septa, in other words, the anomalous morphology 

of the mutant cells is not associated with segregation errors. ∆phoP also showed reduced 

motility, biofilm formation and pectinase production, which may be related to the pathogen's 

ability to infect its host. The results obtained with ∆phoP demonstrate that the phoP gene is 

related to cell division, morphology and pathogenicity of X. citri. 

Keywords: Cell division; Citrus canker; PhoP gene; Z ring. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A citricultura brasileira figura entre as maiores e mais rentáveis do mundo, 

sendo o Brasil o maior produtor mundial de laranjas doce, com 90% da sua 

produção destinada para exportação (USDA; FOREIGN AGRICULTURAL 

SERVICE, 2019). Entretanto, as plantações de cítricos estão ameaçadas em larga 

escala por doenças como o greening (HLB) e o cancro cítrico, principalmente na 

região Sudeste, que é responsável por mais de 70% da produção de laranja do país 

(IBGE, 2016; Fundecitrus). 

Em regiões tropicais e subtropicais, o cancro cítrico é a uma das doenças 

bacterianas de citros mais preocupantes, pois causam sintomas nas folhas, caules 

e frutos, afetando diretamente a produção de cítricos (LANZA et al., 2019). Embora 

houve ocorrência de formas de cancro cítrico mais brandas causadas por bactérias 

filogeneticamente próximas de X. citri, o cancro cítrico tipo A ou Asiático causado 

por Xanthomonas citri subsp. citri é a forma mais disseminada e prevalente hoje 

(GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002). As Xanthomonas citri subsp. citri são 

Proteobacterias Gram-negativas, aeróbicas obrigatórias, que têm morfologia de 

bastonetes, e apresentam um flagelo polar (DAS, 2003). Essa bactéria infecta a 

planta através dos estomatos e também por meio de lesões nos tecidos vegetais. 

A produção de biofilme em bactérias do gênero Xanthomonas é essencial para a 

sua sobrevivência durante a fase epifítica da doença e para a colonização dos 

tecidos da planta (RIGANO et al., 2007). Além disto, fatores de virulência diversos 

como enzimas extracelulares e a produção de polissacarídeos contribuem para a 

infecção e proliferação em seus hospedeiros (WEI et al., 2019). 

X. citri teve seu genoma sequenciado em 2002 (DA SILVA et al., 2002; 

MOREIRA et al., 2010), e diversos grupos de pesquisa têm se valido das 

informações do genoma para estudar genes desse patógeno que possivelmente 

estejam relacionados aos mecanismos de patogenicidade e interação bactéria- 

planta (LAIA et al., 2009; DUNGER et al., 2012; YAN; WANG, 2011; LI; WANG, 

2014; WEI et al., 2019). Entretanto, o conhecimento do genoma de X. citri permite 

também a caracterização de genes envolvidos em outros aspectos essenciais e 

pouco explorados da biologia dessa bactéria, como a divisão celular (MARTINS et 

al., 2010; LORENZONI et al., 2017; SAVIETTO et al., 2018), e a segregação 

cromossômica (UCCI et al., 2014; LACERDA et al., 2017). 

A divisão celular bacteriana é um processo essencial à vida. Ter 
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conhecimento sobre este processo é útil para a criação de métodos de controle 

do crescimento microbiano utilizando a maquinaria de divisão celular como alvo 

(LOCK; HARRY, 2008). Uma série de proteínas são essenciais para o processo 

de divisão celular. Dentre elas citamos Filamentous temperature-sensitive Z (FtsZ), 

a qual é codificada por um gene altamente conservado e presente na maioria das 

bactérias e Archaea (ERICKSON; ANDERSON; OSAWA, 2010). FtsZ é uma 

GTPase que se polimeriza formando hélices que se condensam para constituir um 

aparato de divisão em forma de anel (anel Z) ao redor do centro da célula 

(ERICKSON; ANDERSON; OSAWA, 2010; LUTKENHAUS, 2007). Sua função 

primordial é definir o plano de divisão e servir como arcabouço para a formação do 

septo, estrutura que contém todas as proteínas requeridas para que ocorra a 

citocinese. A reunião e o posicionamento desse anel são coordenados com a 

segregação do DNA e o alongamento da célula, garantindo células de tamanhos 

iguais cada qual com uma cópia do material genético (LEONARD; MØLLER- 

JENSEN; LÖWE, 2005; LUTKENHAUS, 2007). 

Existem proteínas que estimulam e/ou modulam a formação e função do 

septo divisional como as Zaps (DURAND-HEREDIA et al., 2012; DURAND- 

HEREDIA et al., 2011; EBERSBACH et al., 2008; GUEIROS-FILHO; LOSICK, 

2002; MARTEYN et al., 2014). A primeira a ser descrita, a proteína ZapA, interage 

diretamente com FtsZ, se ligando a ela e estimulando o agrupamento e 

estabilização dos seus protofilamentos (GUEIROS-FILHO; LOSICK, 2002). 

O sistema de dois componentes (TCS) pertence à uma família de proteínas 

de transdução de sinal presentes principalmente em procariotos (STOCK; 

ROBINSON; GOUDREAU, 2000). Em bactérias, os TCS são uma forma dominante 

de controle genético que responde a mudanças em seu ambiente e têm sido 

implicados na adaptação a uma variedade de condições de estresse (FREEMAN; 

DORUS; WATERFIELD, 2013; RAIVIO, 2014). Um TCS importante nos 

procariontes é o PhoP-PhoQ (GOULIAN, 2010). O PhoQ é uma histidina quinase 

(HK) ligada a membrana interna e responsável por detectar sinais ambientais, como 

peptídeos antimicrobianos, Mg2+, Ca2+, pH baixo, e assim ativar o outro 

componente do sistema PhoP-PhoQ, o PhoP (um regulador de resposta citosólico), 

por fosforilação (KATO; GROISMAN, 2004; PROST; MILLER, 2008). 
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A inativação desse sistema geralmente leva a uma atenuação da virulência 

bacteriana (ZWIR et al., 2012; PEREZ et al. 2009; RAM; GOULIAN, 2013). Um 

estudo recente realizado por WEI et al. (2019), revelou que a deleção do gene phoP 

da estirpe chinesa (XH3) de Xanthomonas citri subsp. citri causou diminuição da 

mobilidade, formação de biofilme, bem como diminuição da produção de celulase, 

amilase e poligalacturonase. Além disso, a virulência em citros foi significativamente 

reduzida. Contudo, nada sobre a morfologia das células das estirpes mutantes foi 

citada neste estudo. 

A caracterização de genes ainda não ou pouco estudados em X. citri é 

importante para a avaliação do potencial de novos compostos para controle do 

cancro cítrico, como tem sido feito em nosso grupo de pesquisa (KRÓL et al., 2015; 

SAVIETTO et al., 2018). 
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2. OBJETIVO 

 
 

Caracterização do gene phoP de X. citri e sua influência na patogenicidade 

 
 

2.1. Objetivos específicos 

 
 

- Deletar o gene phoP do genoma de X. citri. 

- Realizar complementação da linhagem mutante ∆phoP. 

- Avaliar a morfologia das estirpes selvagem, mutante ∆phoP e linhagem 

complementada. 

- Observar a dinâmica do nucleóide em coloração com DAPI - permite estudar 

se a filamentação seria um erro de divisão, segregação ou ambos. 

- Efetuar testes de patogenicidade, de formação de biofilme, de motilidade, de 

produção de enzimas extracelulares e curvas de crescimento com as linhagens 

selvagem, mutante ∆phoP e linhagem complementada. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

3.1. Linhagens bacterianas e cultivo 

 
 

Nesse estudo foi utilizada a linhagem selvagem do isolado 306 de 

Xanthomonas citri subsp. citri (IBSBF1594) (SCHAAD et. al, 2006). A X. citri e seus 

mutantes foram cultivados em meio de cultura YEB (10 g/L triptona, 5 g/L extrato de 

levedura, 5g/L NaCl, 0.5 g/L MgSO4•7H2O, 5g/L sacarose, pH7.0) em temperatura 

de 29ºC a 200 rpm, entre 24 e 48 horas, com adição de ágar (15g/L) se necessário. 

Para o cultivo da Escherichia coli DH10B (Invitrogen) foi utilizado o meio LB (5 g•L- 1 

extrato de levedura, 10 g•L-1 triptona, 10 g•L-1 cloreto de sódio) a 37 ºC (SAMBROOK; 

FRITSCH; MANIATIS, 1989). Os antibióticos utilizados foram Kanamicina (20 μg•mL-

1) e Gentamicina (20 μg•mL-1), aplicados em meios sólidos. As linhagens e 

plasmídeos utilizados no projeto estão listados na tabela 1. 

 

Tabela 1 - Linhagens e Plasmídeos utilizados no projeto. 
 

Linhagens e 
Plasmídios 

Características relevantes Origem 

X. citri subsp. citri   

 
X. citri 306 

Xanthomonas citri subsp. citri 
linhagem 306 (linhagem 

selvagem), ApR 

 
(IBSBF1594) 

 
∆phoP 

Mutante X. citri com deleção do 
gene phoP (Localização no 

genoma: 4714904..4715587) 

 
Este estudo 

∆phop pLAC2- 
pphoP 

Mutante X. citri ∆phoP 
complementado com o vetor 

pLAC2-phoP; GenR; ApR 

 
Este estudo 

E. coli   

 
DH10B 

Linhagem bacteriana de 
clonagem 

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, EUA 

Plasmídeos 
  

 

pNPTS138 

Gene sacB de Bacillus subtilis, 
plasmídio suicida em 

Xanthomonas citri subsp. citri; 
kmR 

Bueno et al. (2021) e Prof. Lucy 
Shapiro (Universidade de Stanford, 

EUA) 
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pLAC2 

araC, vetor replicativo em 
Xanthomonas citri subsp. citri; 

GenR 

 

(Lacerda et al, 2017) 

 
pGCD21 zapA 

gfp-zapA, araC, ApR, KmR, 
vetor integrativo em 

Xanthomonas citri subsp. citri 

B. Santos-H. Ferreira, não 
publicado 

Linhagens de E. coli e X. citri utilizadas e plasmídeos, com 

características relevantes para o presente trabalho. ApR, resistência a 
Ampicilina; GenR, Resistência a Gentamicina; KmR, Resistência a 

Kanamicina; ∆ denota deleção gênica. 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 

 
3.2. Obtenção do mutante ∆phoP 

 
 

A deleção do gene phoP foi realizada por troca alélica seguindo protocolo de 

Lacerda et al. (2017). Para tal, fragmentos upstream e downstream ao gene de 

interesse foram construídos por PCR e reunidos de tal forma que o fragmento 

resultante não portasse a sequência do gene phoP (coordenada genômica em X. citri: 

4714904..4715587). A representação dos genes phoP/phoQ e seus contextos 

genômicos no genoma de X. citri 306 estão na figura 1 e na tabela 2. Os Primers 

utilizados na obtenção do fragmento para deleção do gene phoP estão listados na 

tabela 3 e a amplificação foi realizada com o Hi-Fidelity Pfu DNA Polymerase (Thermo 

Fisher Scientific) seguindo recomendações do fabricante. Após amplificação, os 

fragmentos upstream e downstream foram digeridos com as enzimas HindIII/PstI e 

PstI/BamHI, respectivamente, e ligados ao vetor suicida pNPTS138 previamente 

digerido com as enzimas HindIII e BamHI utilizando T4 DNA ligase (Thermo Fisher 

Scientific, código EL0011). O plasmídeo final foi transformado em E. coli DH10B para 

seleção. Posteriormente, plasmídeos de 3 transformantes selecionados foram 

extraídos para averiguação por perfil de restrição e sequenciamento. O plasmídeo 

para deleção escolhido foi eletroporado em X. citri para o procedimento de deleção do 

gene de interesse (FERREIRA et al., 1995). Em seguida, alíquotas de 100 µl foram 

espalhadas em placas com meio YEB com ágar, suplementado com kanamicina, para 

selecionar o primeiro evento de recombinação. As colônias resistentes ao antibiótico 

foram posicionadas em placas com meio YEB suplementado com sacarose (10%), 

para selecionar clones com o segundo evento recombinante. As deleções foram 

confirmadas por PCR Super Mix utilizando a reação da tabela 4. 
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Figura 1 - Contexto genético do sistema de dois componentes phoP-phoQ de 

Xanthomonas citri subsp. citri 306. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa. 

 
 

Tabela 2 - Contexto genético do sistema de dois componentes phoP-phoQ de 

Xanthomonas citri subsp. citri 306. 
 

CDS Gene/bp ID-Proteína 
Nº de 

aminoácidos 
Função prevista 

CDS1 1203 XAC4020 400 Proteína hipotética conservada 

CDS2 1566 XAC4021 521 Proteína hipotética conservada 

CDS3 1416 XAC4022 471 
Proteína sensora PhoQ do 

sistema de dois 
componentes 

CDS4 671 XAC4023 277 
Proteína regulatória PhoP do 
sistema de dois componentes 

CDS5 360 XAC4024 119 Proteína hipotética conservada 

CDS6 1005 XAC4025 334 Proteína hipotética conservada 

Fonte: Dados da Pesquisa. 

 

 
Tabela 3 - Oligonucleotídeos utilizados nesse estudo. 

 

Oligonucleotídeos Sequência 5´- 3´ 
Bp 

amplificados 

Deleção do phoP   

A_phoP_(4023)_HindIII_F 
CGAAGCTTGAAGGCTTG 

CAATACCAGCA 

 

B_phoP_(4023)_PstI_R 
CGCTGCAGGCCTGCGC 

AAGAAACTCGAT 
718 

 
678 C_phoP_(4023)_PstI_F 

CGCTGCAGGCGTCGAC 
CGCAAAGCCTTC 

D_phoP_(4023)_BamHI_R 
CGGGATCCGATCTGATC 

GGTATTCATTT 

 

Complementação do gene 

Comp_PhoP_XbaI_F 
CGTCTAGATCAGCCTTC 

GGTACGCGGAAT 

 

 

684  

CGGCGGCCGCATGCGT 
ATCCTTTTGGTCGAA 

Comp_PhoP_NotI_R  

Fonte: Dados da Pesquisa. 
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Tabela 4 - Concentração e volume utilizado para cada reação com a polimerase 

PCR Super Mix. 

Componente Quantidade por reação 

Água MiliQ autoclavada 
Para completar 20 µl finais da 
reação 

2X PCR SuperMix Diluído para 1X (10 µl) 

DNA molde ~20 ng 

Primer A_phoP_(4023)_HindIII_F 1,0 µM 

Primer D_phoP_(4023)_BamHI_R 1,0 µM 

DMSO 3% (v/v) 

Volume final 20 µl 

Fonte: Dados da Pesquisa. 

 

 
Para a amplificação dos fragmentos upstream e downstream (representados na 

Tabela 2), foi utilizado o termociclador Bio Rad modelo T100 e o ciclo de amplificação 

para cada uma das sequências esta na tabela 4. 

 
Tabela 5 - Ciclo de amplificação dos fragmentos upstream (U) e downstream (D) 

para deleção do gene phoP. 

Repetições Etapa Upstream 
Downstrea 

m 
U+D 

 

1 
Desnaturação 

inicial 

 

95º 2:30 
 

95º 2:30 
 

95º 2:30 

 Desnaturação 95º 0:30 95º 0:30 95º 0:30 

35 Hibridização 62º 0:30 62º 0:30 62º 0:30 

 Extensão 72º 1:00 72º 1:00 72º 2:00 

 Extensão final 72º 5:00 72º 5:00 72º 5:00 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 
Técnicas estabelecidas de biologia molecular seguiram (SAMBROOK; 

FRITSCH; MANIATIS, 1989). Extrações de DNA total de X. citri foram executadas com 

o kit Invisorb Spin Tissue Mini (Invitek, código 10321003). Extrações de DNA 

plasmidial foram realizadas com o kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 

Scientific, código K0502), e extrações de DNA do gel de agarose 0,7% foram 

realizadas com o kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, código 

K0691). 
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3.3. Complementação do gene phoP 

 
 

Para a complementação do mutante ∆phoP, a sequência ORF do gene phoP 

com a sequência promotora araC foram amplificadas por PCR utilizando a enzima Hi-

Fidelity Pfu DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific) e os primers 

Comp_PhoP_XbaI_F e Comp_PhoP_NotI_R designados na tabela 3. Após 

amplificação, o gene foi digerido com as enzimas XbaI e NotI, e ligado ao vetor 

replicativo pLAC2 previamente digerido com as mesmas enzimas. A construção foi 

transformada em E. coli DH10B para seleção e amplificação. Após seleção e 

sequenciamento, construção foi eletroporada em X. citri ∆phoP para complementação. 

 
3.4. Curvas de crescimento 

 
 

As curvas de crescimento foram feitas com base na metodologia descrita por 

Lacerda et al. (2017), onde três réplicas por mutante foram cultivadas em placas de 

24 poços em meio YEB com volume total de 1.5 mL por poço e D.O. 600nm ~0.1 

inicial. Cultivos foram realizados em leitor de placas Synergy H1N1 (BioTek), com 

medições de D.O. 600nm em intervalos de 30 min, por 48 horas. As etapas das curvas 

de crescimento foram elaboradas com o programa GraphPad Prism 6. 

 
3.5. Microscopia 

 
 

As linhagens de X. citri (selvagem, mutantes e complementadas) foram 

cultivadas em meio YEB a partir da D.O. 600nm ~0,1 a 30 ºC. Ao atingirem a D.O. 

600nm de ~0,4 as células foram imobilizadas em lâminas de agarose 0,9% como 

descrito por Martins et al. (2010) e visualizadas usando um microscópio Olympus BX-

61 equipado com uma câmera monocromática Orca-Flash 2.8 (Hamamatsu). Para 

documentação e análise de dados foi utilizado o programa CellSens v.11 (Olympus). 

A coloração com 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI) para observação do nucleoide 

bacteriano foi feita com base no protocolo de (TERASHIMA; KAMAGATA; KATO, 

2020). As células das amostras observadas no microscópio (5 μL) foram coradas com 

30 minutos de antecedência utilizando os corantes DAPI e IP em concentração final 

de 10 μg/mL. Para a observação do anel Z, foi utilizada a proteína 
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acessória de FtsZ GFP-ZapA, expressa pelo mutante ΔphoP a partir de plasmídeo 

integrativo pGCD21-zapA. A localização do septo divisional foi então observada por 

microscopia de fluorescência e de contraste de fase, anteriormente citadas. 

 
3.6. Teste de patogenicidade 

 
 

Os testes de patogenicidade foram realizados conforme Calvaca et al. (2020). 

A planta hospedeira utilizada nos testes foi a laranja doce cultivar Natal [Citrus sinensis 

(L.) Osbeck], mantidas em casa de vegetação a 25-35 °C. As linhagens de X. citri 

foram cultivadas em meio YEB até D.O.600 nm de ~ 0,4 (108 UFC / mL). As culturas 

de células foram diluídas 1000x em solução salina e inoculadas por infiltração na 

superfície abaxial das folhas usando seringas de 1 mL sem agulha. Os sintomas foram 

observados ao longo de 4 semanas. 

 
3.7. Formação de biofilme 

 
 

Os testes de formação de biofilme foram realizados conforme Yan e Wang 

(2011), com modificações. Um pré-inóculo de 10 μL de cultura de células bacterianas 

com D.O. 600 nm de ~0,3 foi inoculado em placas de 24 poços contendo meio YEB 

por 96 horas em temperatura controlada de 29°C. O meio foi então descartado e os 

poços foram lavados com água destilada três vezes, para coloração destes com 0.1% 

(w / v) cristal violeta por 30 minutos. O excesso do composto de coloração foi 

descartado e os poços foram lavados novamente, seguido da adição de sulfóxido de 

dimetilo (DMSO) para dissolver o biofilme/células coradas. Foi utilizado o leitor de 

placas Synergy H1 (BioTek) para verificação da D.O. 600 nm de cada linhagem. 

 
3.8. Teste de motilidade 

 
 

Os testes de motilidade foram realizados conforme descrito em Shen et al. 

(2001), com modificações. As linhagens foram cultivadas em meio YEB até atingirem 

D.O. 600nm de ~0.4 (108 UFC / mL). Foram inoculados 2 μL das culturas de células 

de cada linhagem em placas com meio YEB + 0,3% de ágar e incubadas por 72 
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horas em temperatura controlada de 30°C. A motilidade foi avaliada medindo o 

diâmetro do círculo de crescimento ao redor do local de cada inoculação. Os testes 

foram repetidos três vezes e as linhagens examinadas em triplicatas. 

 
3.9. Produção de enzimas extracelulares 

 
 

As atividades das enzimas amilase, celulase, pectinase e protease bacteriana 

foram analisadas em placas de teste de poligalacturonase (PG), celulase, ácido 

poligalacturonico e protease respectivamente, conforme descrito em Tang et al. (1991) 

com modificações. As placas foram inoculadas em meio YEB com 5 μL das culturas 

de células de cada linhagem e incubadas por 72 horas em temperatura controlada de 

30ºC. 
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4. RESULTADOS 

 
 

4.1. Obtenção do mutante ΔphoP e complementação 

 
 

A deleção do gene phoP de X. citri foi realizada por troca alélica e confirmada 

por eletroforese em gel de agarose (Figura 2). A reação de PCR para averiguação da 

deleção foi realizada com os primers A_phoP_(4023)_HindIII_F (718 pb) e 

D_phoP_(4023)_BamHI_R, que flanqueiam a região contendo o gene phoP a ser 

removido. O primeiro recombinante (R, integração do vetor para deleção por um 

único evento de crossing-over), apresentou duas bandas: uma de 1396 pb (referente 

a amplificação A-D da construção de deleção) e outra de 1908 pb (referente a 

amplificação A-D do cromossomo ainda contendo o gene phoP) (Figura 2). O mutante 

∆phoP (P) apresenta apenas a banda de 1396 pb. A ausência da banda de 1908pb 

neste mutante demonstra a ausência do gene phoP nesta linhagem. Enquanto que a 

linhagem selvagem (WT) apresentou apenas a banda de 1908 pb, mostrando a 

presença do gene phoP. 

 
Figura 2 - Gel de agarose mostrando os produtos de PCR do 1° recombinante (R); o 

mutante ∆phoP (P), a linhagem selvagem (WT), o controle negativo, sem suspensão 

celular (B). PCR com os primers A e D para deleção de phoP. Marcador de peso 

molecular 1kb. 

Fonte: Dados da Pesquisa. 
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Para a complementação de X. citri ΔphoP, introduziu-se o vetor pLAC2- phoP 

no mutante, seguindo-se a averiguação por PCR com os primers Comp_PhoP_XbaI_F 

e Comp_PhoP_NotI_R (Figura 3). Note a amplificação de fragmento de 684 pb, 

referente ao gene phoP, nas prováveis linhagens complementadas C1, C2, C3 e C4. 

Este fragmento de 684 pb também foi observado no controle positivo X. citri (WT). A 

efetividade biológica/fisiológica da complementação gênica de phoP foi comprovada 

nas sessões seguintes de microscopia e patogenicidade. 

 
Figura 3 - Gel de agarose dos produtos de PCR das linhagens complementadas 

(C1), (C2), (C3) e (C4); controle negativo (B) - sem suspensão celular; controle 

positivo X. citri (WT). Marcador de peso molecular de 1 kb. 

Fonte: Dados da Pesquisa. 

 
 

4.2. Mutante ∆phoP exibe crescimento normal 

 
 

A deleção do gene phoP não afetou o crescimento do mutante, que apresenta 

perfil de crescimento em cultivo controlado semelhante a X. citri e da linhagem 

complementada. Para coletar os dados necessários, as três linhagens foram 

cultivadas e analisadas nas mesmas condições de cultivo, no mesmo período, 

diminuindo possíveis variáveis relevantes entre elas. Na figura 4, as três curvas são 

representadas em um gráfico para melhor visualização da similaridade entre elas. 
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Figura 4 - Curvas de crescimento da linhagem selvagem de X. citri, mutantes 

∆phoP e linhagem complementada ∆phop-pphoP em meio de cultura YEB. Os 

testes foram feitos em triplicatas. Cada ponto corresponde à média de 4 

experimentos em dado tempo e a barra vertical representa o desvio padrão. 

 

 
Fonte: Dados da Pesquisa. 

 
 

4.3. O mutante ∆phoP mostra forma celular anomala 

 
 

Ao avaliarmos os mutantes ∆phoP em microscopia, observamos que as células 

apresentam tendência de filamentação e houve formação de cadeias celulares 

(células conectadas entre si) (Figura 5). As linhagens selvagem e complementada 

apresentam morfologia normal de bastonetes isolados, sem filamentação (Figura 5). 

As características observadas no ∆phoP podem indicar erros no processo de divisão 

celular ou segregação cromossômica no mutante. 

Mediante utilização do corante DAPI para visualização do nucleoide, não se 

observou evidências de erros no processo de segregação cromossômica. Aqui, o 

nucleoide bacteriano (artificialmente corado em azul) ocupa praticamente todo o 

espaço celular, mostrando morfologia bilobada, característica de células saudáveis 

(Figura 5-pranchas B-C). O mesmo perfil de distribuição foi observado nas cadeias 

de mutantes ΔphoP (morfologia bilobada), que indica competência em segregação 

cromossômica (Figura 5-prancha B-C). Entretanto, filamentos do mutante ∆phoP 

apresentaram nucleoíde contínuo, que sugere erros de divisão tardios (Figura 5 B- 

C). 
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Figura 5 - Fotos ilustrativas das linhagens selvagens (X. citri), mutante ∆phoP e 

complementada ∆phop pLAC2-pphoP. Em (A) Microscopia de contraste de fase 

PhC; em (B) coloração DAPI e em (C) sobreposição de fase e DAPI. Escala: 

10μm, no canto esquerdo inferior; Aumento 100x. 

 
 

Fonte: Dados da Pesquisa. 

 

 
4.4. O mutante ∆phoP mostra anomalias na formação do anel z 

 
 

Ao avaliar em microscopia as linhagens selvagem (X. citri), mutante ∆phoP e 

complementada ∆phoP pLAC2-phoP transformadas com vetor capaz de expressar o 

marcador de septo GFP-ZapA, observamos que a formação do septo divisional não 

estava ocorrendo no centro das células mutantes (Figura 6). A proteína ZapA participa 

na regulação da formação do anel Z, onde GFP-ZapA liga-se a FtsZ possibilitando a 

observação de uma barra fluorescente no centro divisional das células. Em testes com 

microscopia de fluorescência e contraste de fase do ∆phoP, GFP-ZapA encontra-se 

dispersa por toda a célula, ao invés de concentrados no septo divisional (Figura 6D). 

No entanto, as células das linhagens X. citri e X. citri ∆phoP amy::pGCD21 pLAC2-

phoP apresentam o anel Z marcado pelo GFP-ZapA de 
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forma centralizada e não espalhada na célula. A tendência do mutante ∆phoP em 

formar cadeias celulares e apresentar filamentação em suas células é provavelmente 

causada pela formação anômala do anel Z durante a separação das células filhas no 

processo de divisão celular. 

A proteína PhoP é um regulador transcripcional, e assim a ausência do gene 

phoP associada aos erros de formação do septo divisional indicam não somente que 

o sistema de dois componentes PhoP-PhoQ está relacionado com a divisão celular 

em X. citri, como indicam que os erros de formação do anel Z podem estar 

relacionados a interrupção ou estimulo da transcrição de alguma proteína importante 

à divisão celular. 

 
Figura 6 - Fotos ilustrativas das linhagens com construção GFP-ZapA selvagem (X. 

citri), mutante ∆phoP e complementada ∆phop pLAC2-pphoP. Em (A) Microscopia 

de contraste de fase PH100; (B) GFP e (C) sobreposição dos filtros PH100 e GFP. 

Escala: 10μm, no canto inferior direito; Aumento 100x. 

 

Fonte: Dados da Pesquisa. 
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4.5. PhoP é necessário para a patogenicidade da X. citri 

 
 

Como foi exposto acima, o gene phoP de X. citri parece estar relacionada com 

o processo de formação do anel Z na divisão celular. Sendo o processo de divisão 

vital, realizamos testes de patogenicidade com o mutante para verificar se há 

comprometimento da patogenicidade. Em teste de infiltração, X. citri (Figura 6, A) e 

linhagem complementada (6C) foram capazes de induzir sintomas de cancro cítrico. 

Entretanto, ΔphoP não foi competente em indução de sintomas (6B). Esses resultados 

indicam que a falta do gene phoP interfere no processo de patogenicidade de X. citri. 

 
Figura 7 - Imagens ilustrativas do teste de patogenicidade após 30 dias, com um 

controle negativo (D) e as linhagens X. citri (A), mutante ∆phoP (B) e 

complementada ∆phop pLAC2-pphoP (C) em folhas de laranja doce Natal [Citrus 

sinensis (L.) Osbeck]. As posições A e C apresentam lesões, em visível contraste 

com B (menos aparente) e D (sem lesões). 

 
 

Fonte: Dados da pesquisa. 



26  

4.6. O mutante ∆phoP reduz a produção de biofilme e a motilidade em 

X. citri 

Com os testes de biofilme foi possível observar que, em placas de 24 poços, a 

sua produção pela X. citri foi afetada pela deleção do gene phoP. O mutante ∆phoP 

apresentou uma redução na quantidade de biofilme produzido em comparação com 

a linhagem selvagem X. citri (Figuras 8, 9 e 10). O gráfico (Figura 8) mostra uma 

significativa diferença na D.O. 600 nm de cada amostra, e nas outras figuras (9 e 10) 

também é possível observar a diferença na coloração do crystal violeta entre as 

amostras. Esses resultados indicam que o gene phoP está relacionado com a 

regulação da formação de biofilme em X. citri. 

 
Figura 8 - Gráfico de barras representando a média das densidades óticas das 24 

réplicas de X. citri e 24 réplicas de ∆phoP dos testes de biofilme. 

 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 
 

Figura 9 - Imagens ilustrativas ampliadas dos testes de biofilme (coloração violeta) 

realizados com as linhagens selvagem (X. citri), mutante ∆phoP e o controle 

negativo (ctrl). Setas indicam a formação de biofilme em cada linhagem. 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 10 - Imagens ilustrativas de três placas de 24 poços para os testes de 

biofilme (coloração violeta) realizados com as linhagens selvagem (X. citri), mutante 

∆phoP e o controle negativo (ctrl). 
 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 
 

Como foi exposto nos testes de infiltração, o gene phoP de X. citri parece estar 

relacionado com a patogenicidade da bactéria, e sendo a motilidade um fator 

importante para a patogenicidade de X. citri subsp. citri (BOCK; PARKER; 

GOTTWALD, 2005; GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002), realizamos testes 

com as linhagens selvagem (X. citri), mutante ∆phoP e complementada ∆phoP pLAC2-

phoP. Ao avaliar o tamanho das côlonias obtidas nos testes de motilidade, 

observamos que o mutante ∆phoP apresentou côlonias com diâmetro menor que as 

linhagens selvagem e complementada (Figura 11), indicando que a motilidade foi 

afetada pela deleção do gene phoP. . A figura 12 mostra gráfico de barras com médias 

dos diâmetros dos halos de motilidade obtidos.Os valores são expressos como médias 

n + - DP, * p <0,05. 
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Figura 11 - Imagens ilustrativas dos testes de motilidade realizados com as 

linhagens selvagem (X. citri), mutante ∆phoP e complementada ∆phop pLAC2- 

pphoP. 

 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 

 
 

Figura 12 - Gráfico dos testes de motilidade realizados com as linhagens selvagem 

(X. citri), mutante ∆phoP e complementada ∆phoP pLAC2-pphoP, comparando a 

média dos diâmetros dos halos de motilidade das colônias de cada uma das 

amostras. 

 

 

Fonte: Dados do pesquisador. 

 
 

4.7. Produção de enzimas extracelulares 

 
 

A deleção do gene phoP não afetou a produção das enzimas da protease, 

amilase e celulase. A formação da zona de hidrólise das colônias das linhagens 
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selvagem de X. citri, mutante ∆phoP e complementada ∆phoP pLAC2-phoP ocorre 

pela degradação dos compostos presentes em cada meio e pode ser visualmente 

observada por uma descoloração do meio ao redor das colônias (Figura 13A). A 

comparação dos diâmetros dessa zona pode ser observada no gráfico da Figura 13B, 

apresentando valores muito próximos. 

 
Figura 13 - Imagens ilustrativas dos testes de protease, amilase e celulase 

realizados com as linhagens selvagem (X. citri), mutante ∆phoP e complementada 

∆phop pLAC2-pphoP. Em (A) imagens aumentadas da zona de hidrólise das 

colônias teste; Em (B) gráfico compara comparando as médias dos diâmetros da 

zona de hidrólise das colônias de cada uma das três enzimas. 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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Com o teste de produção da enzima da pectinase observamos que o mutante 

∆phoP não conseguiu degradar o ácido poligalacturonico, substrato da pectinase, 

presente no meio de cultura (Figura 14). As linhagens selvagem (X. citri), mutante 

∆phoP e complementada ∆phoP pLAC2-phoP não cresceram nos testes em pH 5 

(Figura 14A), entretanto, somente o mutante não cresceu nos testes com pH 7 e 8 

(Figuras 14B e 14C), indicando que o gene phoP pode estar relacionado com a 

produção de pectinases em X. citri subsp citri. 

 

Figura 14 - Imagens ilustrativas dos testes de pectinase realizados com as 

linhagens selvagem (X. citri), mutante ∆phoP e complementada ∆phoP pLAC2- 

pphoP. Em (A) o meio com pH 5; em (B) o meio com pH 7; em (C) o meio com pH 

8. 

Fonte: Dados da pesquisa. 



31  

5. DISCUSSÃO 

 
 

O sistema de dois componentes PhoP-PhoQ foi estudado em diversas 

bactérias, e tem sido associado a patogenicidade das mesmas (BIJLSMA; 

GROISMAN, 2005; VENKATESH et al., 2006; WEI et al., 2019; SAYED et al., 2021), 

além de pertencer à uma família de proteínas transdutoras de sinais que aumentam 

as chances de sobrevivência de bactérias sob condições extenuantes (GROISMAN, 

2016). No presente trabalho, caracterizamos parcialmente a função do gene phoP em 

X. citri, como a sua deleção prejudica a virulência, a motilidade, a formação de biofilme 

e causa erros de divisão celular e morfologia. Analisamos a sua influência em 

patogenicidade vislumbrando definir um potencial alvo para o desenvolvimento de 

antibacterianos para controle do cancro cítrico, uma doença de grande impacto no 

mercado mundial de produtos cítricos (MARTINS et al., 2020). 

As curvas de crescimento populacional das linhagens mutante ∆phoP, 

complementado ∆phoP pLAC2-phoP e selvagem de X. citri mostraram-se 

semelhantes em meio YEB, assim como os resultados encontrados por Wei et al. 

(2019) nas linhagens de X. citri XHG3. Tal resultado indica que a deleção do gene 

phoP não alterou o crescimento/fitness de X. citri. A deleção do gene phoP no 

fitopatógeno Erwinia chrysanthemi também não alterou o seu crescimento, e o sistema 

de dois componentes PhoP-PhoQ dessa bactéria mostrou-se como um fator 

importante na patogenicidade dela (PALACIOS; SOLANILLA; PALENZUELA, 2005). 

O TCS PhoP-PhoQ é um sistema conhecido por regular a virulência em 

bactérias, principalmente das Proteobactérias (OYSTON et al., 2000; MINAGAWA et 

al., 2003; GROISMAN et al., 2013). Segundo WEI et al., (2019), o sistema T3SS, 

importante para virulência da Xanthomonas citri subsp. citri XHG3, tem vários genes 

que são regulados pelo gene phoP, importantes para que ocorra a secreção de 

proteínas de virulência nas células vegetais. Testes de produção de enzimas 

extracelulares (protease, amilase, celulase e pectinase), foram realizados para 

comparar as diferenças entre a produção enzimática do mutante ∆phoP e a linhagem 

selvagem. Ao contrário de Wei e colaboradores (2019), a produção de protease, 

amilase e celulase não apresentaram diferenças significativas entre as linhagens e a 

pectinase foi a única enzima que apresentou divergências entre elas. Em contraste 

com a X.citri, o mutante não cresceu em nenhum dos meios com o ácido 

poligalacturonico, indicando que a deleção do gene phoP debilitou a produção 
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de pectinase. Entretanto, os nossos testes de infiltração observaram diminuição 

drástica da patogenicidade em nosso mutante ∆phoP, assim como o observado nas 

linhagens ∆phoP de X. citri XHG3 de Wei et al., (2019). 

O desenvolvimento do cancro cítrico por X. citri precisa da formação de biofilme 

e de mobilidade para ocorrer de forma eficaz (RIGANO et al., 2007; MALAMUD et al., 

2011). Em X. campestris subsp. campestris, o flagelo da bactéria é muito importante 

para a formação de biofilme (DOW et al., 2003), e o gene phoP está relacionado com 

a regulação de 25 outros genes envolvidos na construção do flagelo na linhagem X. 

citri XHG3, e que apresentaram baixos níveis de expressão em sua linhagem mutante 

(WEI et al., 2019). O mutante ∆phoP da X. citri 306, assim como o mutante da X. citri 

XHG3, tiveram o biofilme e a motilidade reduzidos em comparação com suas 

linhagens selvagens, mostrando que a ausência da regulação feita pelo gene phoP 

pode ser responsável por essa redução. 

Análises posteriores de microscopia mostraram que mutantes ∆phoP tem 

células mais alongadas e inchadas, e também possuem tendência a filamentação e 

formação de cadeias celulares. Uma investigação do padrão de distribuição da massa 

cromossômica (nucleoide) mostra padrão bilobado, o que sugere segregação 

adequada dos cromossomos, mesmo nas cadeias dos mutantes ∆phoP. Tal fato nos 

levou a sugerir que poderiam haver erros no processo de divisão tardia, que 

acumulados levariam à essa filamentação e desorganização tardia do nucleoide. 

Corroborando nossos resultados, um estudo em Xanthomonas campestris subsp. 

campestris detectou anormalidades na separação das células filhas de um mutante 

∆PhoPQ durante a divisão celular e foram relacionadas à uma formação irregular do 

anel Z. Tais resultados relacionaram o gene phoP com a regulação dos processos 

de distribuição de FtsZ durante a divisão celular (PENG et al., 2017). 

Para avaliar o efeito do gene phoP na formação do anel Z, expressamos o 

marcador de septo GFP-ZapA nas linhagens selvagem, mutante e complementada. 

Analisamos com microscopia fluorescente o septo divisional sendo formado no centro 

das células de X. citri e do complementado ∆phoP pLAC2-phoP, entretanto o mutante 

∆phoP apresentou os sinais do marcador espalhados por toda a extensão de suas 

células, não sendo possível localizar o seu anel Z. Dessa forma, o gene phoP pode 

estar envolvido na regulação dos processos de distribuição de FtsZ durante a divisão 

celular de X. citri subsp. citri, assim como em X.campestris subsp. campestris. 
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Salientamos ainda que não existe nenhum dado publicado na literatura 

científica relacionando o sistema de dois componentes PhoP-PhoQ a defeitos na 

morfologia e divisão celular, tornando este estudo pioneiro. 

 
6. CONCLUSÃO 

 
 

Nossos resultados associam o sistema PhoP-PhoQ com a regulação de 

processos de formação do anel Z, na formação de biofilme, na motilidade das células, 

na produção da enzima pectinase e na patogenicidade de X. citri. No entanto, o gene 

phoP não é necessário para o crescimento celular normal e nem para a produção de 

protease, amilase e celulase. 

Este estudo representa a primeira evidência da influência do gene pleiotrópico 

phoP na morfologia e divisão celular em Xanthomonas citri subsp. citri e abre novas 

perspectivas no combate ao cancro de cítrico já que está diretamente associado a 

virulência deste fitopatógeno. 
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