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RESuMO

Xvllela fastidiosa é um fitopatégeno Gram-negativo limitado ao xilema, responsavel
por perdas econdmicas em diversas culturas em regides de clima tropical e subtropical,
principalmente nas Américas. No Brasil, X. fastidiosa tem representado um problema sério
para a cultura de citros, ji que é responsdvel pela clorose variegada dos citros (CVC). O
genoma desta bactéria foi completamente sequenciado em 2000 e revelou ORFs de grande
importancia para compreensao do mecanismo de interagdo deste patégeno com o ambiente.
No presente trabalho foram selecionadas cinco ORFs (open reading frames) relacionadas
com a interacdo da bactéria com o ambiente, de acordo com a anotagao do genoma. A
transcricdo destes genes foi analisada por meio de reacdes de RT-PCR, partindo de RNAs
extraidos da bactéria submetida a diferentes condi¢des de cultura. Além disso, foi utilizado
um sistema alternativo para estudo da transcricdo, Escherichia coli. As ORFs, com suas
respectivas regides regulatdrias 57, foram clonadas em E. coli DH5a e os recombinantes
foram submetidos a diferentes condi¢des de cultura. De forma geral, os genes foram
transcritos em meios mais ricos. A transcri¢do de phoR (XF 2592), proteina sensora de
niveis alterados de fosfato na célula, foi observada sob diferentes concentragdes deste
componente, tanto em X. fastidiosa como em E. coli, indicando que este gene, ao contrario
do previsto, pode ndo atuar diretamente na transducdo dos sinais de fosfato na célula.
Outros genes relacionados ao regulon pho também foram testados e ndo apresentaram
diferen¢as na transcricao sob diferentes niveis de fosfato. O gene hpX (XF 2625) foi
transcrito sob maior temperatura de incubagdo em meio XDM, confirmando sua
participacio na resposta de choque térmico em X. fastidiosa. Além disso, este gene foi
detectado de forma constitutiva em meios ricos, tanto em X. fastidiosa como em E. coli.

Embora os genes xpsL e xpsE pertencam ao mesmo operon, relacionado ao sistema de



secrecao do tipo II, foram observadas diferengas com relaga@o a transcrigdo. xpsL (XF 1524)
foi observado em meios mais ricos, tanto em X. fastidiosa como em E. coli. O transcrito
xpsE (XF 1517), por outro lado, ndo pode ser detectado em E. coli possivelmente por
necessitar de outros genes, nativos de X. fastidiosa, para sua ativagdo. O transcrito pilS (XF
2546), envolvido com a biossintese do pili, foi observado em meios mais ricos em ambas as
bactérias. Em uma segunda etapa do trabalho, as ORFs selecionadas foram clonadas no
vetor de expressdo pET 32 Xa/LIC, com o objetivo de expressar as respectivas proteinas
em E. coli. Os resultados de SDS-PAGE indicaram a expressdo das proteinas XpsL, PhoR e

HtpX, que foram confirmadas por Western blot utilizando anticorpo anti-His tag.



SUMMARY

Xvlella fastidiosa is a Gram-negative bacterium and was the first phytopathogen to
be completely sequenced. It is the causal agent of citrus variegated chlorosis (CVC), which
has led to several economic losses in Brazil. The genome annotation revealed some genes
that can give important insights about plant-bacteria interactions. In order to understand the
effect of different environmental conditions, five open reading frames (ORFs) were
selected in the present work. Transcription analysis of these genes was assessed by RT-
PCR using RNA extracted from X. fastidiosa grown in different culture conditions.
Additionally, these genes were cloned into Escherichia coli DHS5a and the transcription
profile of the five genes was analyzed in similar conditions. The phoR (XF 2592) transcript,
which encodes a phosphate sensor protein, was detected in all conditions, including
different phosphate concentrations. Unexpectedly, these results suggest that phoR is not
responsible for signal transduction of phosphate into the cell. The transcription analysis of
some other pho-related genes confirmed that this system is not under the regulation of
different levels of phosphate in X. fastidiosa. The gene htpX (XF 2625) was detected when
X. fastidiosa was submitted to higher temperatures, indicating a relationship of this gene
with the heat shock response. This transcript was also constitutively transcribed in rich
media, in X. fastidiosa and in E. coli. The xps genes (xpsL and xpsE), related with the type
II secretion system, showed differences in the transcription profile even though they belong
to the same operon. xpsL (XF 1524) transcript was detected in rich media in both X.
fastidiosa and E. coli. However, the xpsE (XF 1517) transcript was not observed in E. coli,
indicating that other genes, present in X. fastidiosa, may be necessary to activate its

transcription. pilS (XF 2546), a sensor protein involved in the fimbriae synthesis, was



transcribed in both hosts when rich media was used. In the second part of the project, the
ORFs were cloned into pET 32 Xa/LIC expression vector. The SDS-PAGE revealed that
three proteins, XpsL, PhoR and HtpX, were correctly expressed as evaluated by molecular

weight and Western blot assays using anti-His tag serum.



1. INTRODUCAO

Xylella fastidiosa € uma bactéria Gram-negativa, limitada ao xilema, e responsavel
por grandes perdas econdmicas em diversas culturas nas regides de clima tropical e
subtropical. O fitopatégeno foi associado ao mal de Pierce na videira em 1973 e
similaridades na morfologia celular o aproximou das Ricketsiaceae (Goheen et al., 1973).
No entanto, estudos posteriores revelaram que este patdgeno possuia caracteristicas bem
diferenciadas, como a composi¢cdo de GC do genoma, sorologia, composicdo de acidos
graxos e dados de hibridizagdo DNA:DNA (Hopkins, 1989). Analises do gene ribossomal
16S, por fim, confirmaram o agrupamento dos isolados em uma nova espécie, Xvlella
fastidiosa (Wells et al., 1987).

Entre os hospedeiros da bactéria estdao plantas de mais de 28 familias de mono- e
dicotiledéneas, sendo muitas destas de grande importdncia econdémica. Nos Estados
Unidos. a escaldadura da folha da videira (mal de Pierce), a doenga do pessegueiro (“phony
peach™) e a requeima de folhas de citros sdo observados desde o século 19 (Hopkins, 1988).
No Brasil, a Xvlella tem representado um grave problema principalmente na citricultura,
causando a CVC (clorose variegada dos citros), também conhecida como “amarelinho”
devido as pontuacdes amareladas que provoca nas folhas. Além disso, os frutos também se
apresentam endurecidos e com tamanho reduzido, o que prejudica sua comercializagéo e
processamento (Queiroz-Voltan & Paradela-Filho, 1999). O envolvimento da bactéria com
citros, no Brasil, foi constatado em 1987 (Rossetti er al, 1990), e atualmente cerca de 36%
dos laranjais no estado de S@o Paulo e Tridngulo Mineiro estdo infectados, de acordo com o

Fundecitrus (www.fundecitrus.com.br).




X. fastidiosa é transmitida por cigarrinhas (Homoptera: Cicadellideae) e atualmente
os métodos de controle concentram-se no controle quimico dos insetos-vetores, na poda de

plantas doentes e na utilizacdo de mudas sadias (www.fundecitrus.com.br). O mecanismo

de patogenicidade ainda ndo € esclarecido, mas a maior parte dos autores sugere que a
bactéria, uma vez no xilema, cause a oclusdo dos vasos impedindo a passagem de dgua e
nutrientes para as partes superiores e levando a planta a um estado de estresse hidrico
(Hopkins, 1989; Purcell & Hopkins, 1996). Outra hipdtese sugere que ocorre uma
competicdo por nutrientes entre a planta e a bactéria, levando ao surgimento dos sintomas
(Machado et al., 2001).

X. fastidiosa foi o primeiro fitopatdgeno a ter seu genoma seqiienciado, em 2000
(Simpson et al). A sequéncia do genoma, de cerca de 2,7 Mb, foi determinada assim como
a de dois plasmidios nativos, pXF51 e pXF1,3. Foram identificados 2.838 genes, dos quais
1.283 (46%) possuem funcdo bioldgica conhecida. Alguns autores sugerem que X.
fastidiosa seja um ‘“‘patégeno minimo”, devido ao tamanho do genoma (Dow & Daniels,
2000; Van Sluys et al., 2002). Por conseqiiéncia, X. fastidiosa ndo possui certas vias
metabdlicas, o que impede, de certa maneira, a sua rdpida adaptacao a ambientes diferentes
(Van Sluys et al., 2002). Entre os genes potencialmente envolvidos na interagdo com
hospedeiro e adaptagdo a diferentes condigées ambientais estdo as fimbrias e adesinas,
proteinas de choque térmico, proteinas relacionadas a sistemas de secre¢do e sistemas
sensor-efetor (Dow & Daniels, 2000).

Sistemas de transdugdo de sinal sdo bastante importantes na adaptagdo da bactéria a
diferentes condi¢des, como a presengca da planta hospedeira ou do inseto-vetor. O
metabolismo de fosfato e a biogénese do pili, em X. fastidiosa, s@o regulados por sistemas

de transducdo com dois componentes, sensor e efetor. A regulacdo da atividade das



proteinas celulares, por meio de modulacdo na transcrigdo, tradugdo ou pos-traducao,
também é essencial para que a célula responda adequadamente a estimulos externos. A
presenca de proteases, como as proteinas de choque térmico, € importante para degradagdo
de proteinas anormais, produzidas sob condi¢des de estresse para a célula. Além destes,
alguns outros genes também podem apresentar papel importante na interagdo com o
ambiente. Entre estes, estdo componentes do sistema de secrecdo tipo II, bastante difundido
entre bactérias Gram-negativas para secre¢do de enzimas extracelulares, responsaveis pela
degradacdo de tecidos vegetais (Salmond, 1994; Dow & Daniels, 2000).

O estudo funcional dos genes identificados em X. fastidiosa € de grande importancia
principalmente para uma melhor compreensdo de processos celulares, metabdlicos,
mecanismos de adaptacdo e interagdo em diferentes condi¢des. No presente trabalho foram
selecionadas 5 ORFs (open reading frames) da linhagem de X. fastidiosa isolada de citros.
Para a selecdo foram consideradas caracteristicas como a interagao com o ambiente € cOm 0
hospedeiro. As ORFs XF 1524 (xpsL), de 1,1 kb e XF 1517 (xpsE), de 1,7 kb, pertencem ao
mesmo cluster de genes (xps), relacionados ao sistema de secrecao do tipo II. XF 2592
(phoR), de 1,3 kb, e XF 2546 (pilS), de 1,8 kb, s@o proteinas sensoras, histidina-quinases,
componentes de sistemas de transdugdo de sinal. phoR esta relacionada & niveis alterados
de fosfato na célula e pilS esta envolvido com a biossintese do pili. XF 2625 (hzpX), de 870
pb, por sua vez, é uma proteina de choque térmico.

Em uma primeira etapa foi realizado estudo da transcri¢do destes genes, por meio de
RT-PCR. Uma outra etapa envolveu a clonagem destas ORFs em E. coli para realizar a

super-expressao das proteinas em sistema heter6logo.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos o estudo da transcricao e da expressio
heteréloga de alguns genes de X. fastidiosa. Foram selecionados genes relacionados a
interacdao com hospedeiro e com meio externo, de acordo com os dados de anotacdo do

genoma (Simpson et al., 2000 e http://aeg.1bi.ic.unicamp.br/xf).

O projeto foi dividido em duas partes. Na primeira, foi estudada a transcri¢do dos
genes selecionados em dois sistemas: X. fastidiosa e E. coli. Na segunda parte, foi
verificada a expressdo das proteinas correspondentes as ORFs selecionadas em sistema

heterélogo (E. coli).



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Xylella fastidiosa

Em 1880 a plantagdo de videira da California e sudoeste dos Estados Unidos sofreu
grandes perdas, devido a uma doenga desconhecida. Alguns anos mais tarde outras culturas,
como a de péssego, foram afetadas por uma doenga que diminuia a produg¢do de frutos e o
vigor das plantas. Embora o agente causal fosse desconhecido, acreditava-se que estas
doencas eram causadas por um virus restrito ao xilema, ja que os sintomas indicavam
oclusdo vascular na planta (Hopkins & Purcell, 2002). Mas foi somente em 1973 que uma
bactéria foi associada ao mal de Pierce na videira (Goheen et al., 1973; Hopkins &
Mollenhauer, 1973). O patoégeno foi inicialmente agrupado entre as Rickettsiaceae, devido
a similaridades na morfologia e ultraestrutura celular. Os estudos de composicdo do DNA,
entretanto, revelaram diferengas entre os microrganismos ja que as Rickettsia apresentavam
cerca de 38,5 mol%G+C e, o “novo patégeno” tinha entre 49,5 e 53,1 mol%G+C. Assim, a
bactéria responsavel pelo mal de Pierce na videira, pela doenga do pessegueiro e por outras
doencas em diversas plantas, passou a ser referida como Xylella fastidiosa (Hopkins, 1989).

Xylella fastidiosa é um patdgeno habitante de xilema e de crescimento fastidioso e
lento. E uma bactéria Gram-negativa, tem forma de bastonete e foi agrupada as eubactérias
do subgrupo y por Wells er al. (1987). Embora seja um patdgeno bastante similar as
bactérias do gé€nero Xanthomonas (também incluidas no subgrupo v), diferencas fenotipicas
e genotipicas justificaram a separacdo dos géneros. X. fastidiosa € aerdbica, ndo possui

flagelos e ndo € mével. As células apresentam fibrilas que podem funcionar como fimbrias



e eventualmente apresentar alguma fung@o na interagdo com o hospedeiro (Wells et al.,
1987).

Entre os hospedeiros deste fitopatégeno estio plantas de mais de 28 familias de
mono- e dicotileddneas, sendo muitas destas de grande importancia econdmica. Além da
videira e do pessegueiro, X. fastidiosa também causa doenga em alfafa, améndoa, ameixa,
elmo, carvalho, vinca, citros e café. Duas espécies de gramineas (Echninochloa cruz-galli e
Artemisia douglasiana) e o “blackberry” (Rubus procerus) também sao hospedeiros de X.
fastidiosa, entretanto, ndo apresentam sintomas e desta forma s3o plantas consideradas
“reservatorios” da bactéria (Hopkins & Purcell, 2002). As plantas ornamentais também
podem ser afetadas e um problema diagnosticado em 1994 no sudeste da Califérnia foi a
requeima de espirradeira (Purcell et al., 1999).

Os sintomas causados por X. fastidiosa nas plantas infectadas incluem um grande
nimero de alteracdes dependentes da planta hospedeira. Estes incluem a queima do bordo
de folhas, a queda das folhas, a morte dos ponteiros e um declinio no vigor da planta. Em
alguns casos a doenga causa diminui¢do na quantidade e no tamanho dos frutos e também a
diminuic¢do da distancia dos internds nos ramos. Estes sintomas sugerem que O mecanismo
envolvido na doenga esta relacionado com a disfuncdo do transporte de dgua na planta. De
fato, células bacterianas, tiloses e goma foram encontradas bloqueando os vasos do xilema
de plantas infectadas (Mircetich ef al., 1976; Mollenhauer & Hopkins, 1976). No entanto,
outras hipéteses tem sido consideradas, como a produgd@o de fitotoxinas pela bactéria
(Mircetich et al., 1976; Lee et al., 1982) e o desbalango hormonal, que levaria a niveis
alterados de reguladores de crescimento (French er al., 1978). Uma outra hipétese
considera que a competi¢io por nutrientes entre a bactéria e a planta pode levar a disturbios

nutricionais, acarretando no aparecimento dos sintomas (Machado er al., 2001). De acordo

10



com Hopkins (1989) o aparecimento da doenga estaria relacionado ao estado de estresse da
planta. A presenca de outras doengas, a super-producdo de frutos, a senescéncia e o
ambiente seco sdo condigdes capazes de provocar estresse na planta aumentando as chances
da doenca se manifestar (Hopkins, 1989).

A transmissdo de X. fastidiosa ocorre por cigarrinhas (Homéptera: Cicadellideae). A
bactéria coloniza o cibdrio do inseto e se propaga, mas ndo circula pelo vetor. Quando o
inseto se alimenta no xilema, a forca da suc¢do provavelmente desaloja algumas células
bacterianas, que sdo expelidas para o xilema da planta hospedeira. Uma vez no xilema, a
bactéria forma agregados conectados por fibras extracelulares (similar ao glicocdlix). A
perda da caracteristica de agregagdo resulta em atenuacdo da viruléncia, sugerindo que ha
uma correlacao entre as fibras extracelulares e a patogenicidade de X. fastidiosa (Hopkins,
1989). Estas fibras extracelulares seriam responsdveis pela aderéncia da bactéria aos vasos
da planta, além de participarem também na captura de fons e no armazenamento de enzimas
digestivas proprias para obter nutrientes da planta (Purcell & Hopkins, 1996; Hopkins,
1989). Embora o xilema seja um ambiente nutricionalme;nte pobre, contem uma grande
variedade de aminodcidos monoméricos, acidos organicos e ions, bastante utilizados por
bactérias limitadas ao xilema (Purcell & Hopkins, 1996).

X. fastidiosa ocorre principalmente em areas de clima tropical ou subtropical, sendo
raramente encontrada fora das Américas. A incidéncia da bactéria diminui gradualmente
conforme diminui a temperatura. Registros isolados foram observados apenas na pereira em
Taiwan (Leu & Su, 1993) e em ameixeira na India (Jindal & Sharma, 1987). A doenca mal
de Pierce, da videira, ja foi observada na Califérnia, Costa Rica, México, Venezuela,
América Central e na regido norte da América do Sul. A escaldadura da folha de ameixeira

é relatada no sudeste dos Estados Unidos, Argentina, Brasil e Paraguay (Hopkins, 1989).

11



No Brasil 0 maior impacto da X. fastidiosa certamente foi causado nas plantagdes de
citros, principalmente de laranja doce (Rossetti et al., 1990; Leite & Leite, 1991; Chang et
al., 1993). A bactéria é responsavel pela clorose variegada dos citros (CVC), também
conhecida como “amarelinho” devido as pontuacdes amareladas que provoca nas folhas.
Em 1996, cerca de 26% das plantas de citros de Sdo Paulo e parte do Tridngulo Mineiro
estavam infectadas com a doenca. A estatistica mais recente, de 2001, aponta cerca de 36%

de plantas infectadas, de acordo com o Fundecitrus (www.fundecitrus.com.br). Plantas

citricas com sintomas da doenca ja foram encontradas nos estados da Bahia, Goias, Minas
Gerais, Parand, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Sergipe e no Distrito
Federal (Tubelis et al., 1993). Além de folhas com pontuagdes amareladas, os frutos
também sdo atingidos, ficando endurecidos e com tamanho reduzido, o que prejudica sua
comercializacdo e processamento (Queiroz-Voltan & Paradela-Filho, 1999). A requeima
dos citros também é observada ha mais de 100 anos na Florida (Estados Unidos) onde leva
a perdas anuais de 10% a 20% da producao de citros (Hopkins, 1988). Na Argentina, ela é
identificada como “pecosita” e € provavelmente uma das origens da CVC brasileira
(Hopkins & Purcell, 2002).

Além da CVC, no Brasil X fastidiosa também estd associada com o
depauperamento de plantas de cafeeiro (Beretta et al., 1996; Paradela-Filho ef al., 1997). A
presenca da bactéria em cafeeiros foi reportada nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e
Parana (Beretta et al., 1996). Foram realizados, desde entdo, muitos estudos sobre a
diversidade genética das populacdes de X. fastidiosa existentes no pais bem como a
epidemiologia, métodos de detec¢do rdpida e as relagdes genéticas entre as bactérias de
diferentes hospedeiros. Os dados revelaram que as linhagens isoladas de citros e de café sao

bastante similares, indicando que a origem do patogeno afetando as duas culturas pode ser
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comum (Chang et al, 1993; Minsavage et al, 1994; Pooler & Hartung, 1995; Rosato et al.,
1998; Ferreira et al.,1999; Mehta et al., 2001).

A relacdo patégeno-hospedeiro é complexa em X. fastidiosa. Aparentemente ha
pouca especificidade de hospedeiro, de maneira que isolados do mal de Pierce da videira
podem colonizar uma série de outras plantas, induzindo ou ndo o aparecimento de
sintomas. Isolados de X. fastidiosa de videira com o mal de Pierce constituem um grupo
que possui uma ampla gama de plantas hospedeiras (Hopkins, 1989). No entanto, isolados
de espirradeira ou oleander ndo causaram doenca em videira, 0 que sugere algum grau de
especificidade neste caso. Os testes de patogenicidade em diversos hospedeiros tem
mostrado que as linhagens de videira, alfafa e améndoa sdo similares enquanto as do
pessegueiro e ameixeira sdo distintas. Apesar da similaridade entre as linhagens do
primeiro grupo, € interessante notar que os sintomas em videira sdao causados
exclusivamente por isolados do mesmo hospedeiro e ndo de outros. A indugdo de sintomas
em fumo (Nicotiana tabacum), utilizando-se X. fastidiosa de citros, apresenta-se como um
novo modelo experimental para testes de patogenicidade (Lopes et al., 2000). Do ponto de
vista nutricional, os isolados foram caracterizados também em dois grupos principais:
aqueles que crescem em meio PD3 e PW, que inclui os isolados de videira, e um segundo
grupo, que cresce somente em meio PW, e que compreende os isolados do pessegueiro
(Kamper et al., 1985). Esses agrupamentos foram concordantes também com a
caracterizagcdo genética. Os isolados de videira foram caracterizados como geneticamente
uniformes e distintos dos isolados do pessegueiro e ameixeira (Leite er al, 1993;
Minsavage et al., 1994) que por sua vez apresentaram maior variabilidade. Isolados de X.
fastidiosa associados a CVC e cafeeiro aparentemente estao mais proximos aos do mal de

Pierce da videira (Leite et al., 1993, Minsavage et al., 1994). Recentemente uma nova
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subspécie, proveniente de péra, foi caracterizada por diferentes marcadores moleculares e
descrita por Mehta et al. (2001). De acordo com Hendson er al. (2001) a espécie X.
fastidiosa pode ser subdividida de acordo com a patogenicidade e o hospedeiro, criando

assim “‘patovares” distintos na espécie.

3.2. Genoma de X. fastidiosa 9aSc

A linhagem 9a5c de X. fastidiosa, isolada de citros infectado no estado de Sao Paulo
por Chang et al. (1993), foi a primeira bactéria fitopatogénica a ter o genoma sequenciado
(Simpson et al., 2000). A sequéncia do genoma, de cerca de 2,7 Mb, foi determinada assim
como a de dois plasmidios nativos, pXF51 e pXF1,3. Foram identificados 2.838 genes, dos
quais 1.283 (46%) possuem funcdo bioldgica conhecida. Outros 310 apresentaram
similaridade com proteinas hipotéticas conservadas e 1.083 ndo apresentaram
correspondéncia no banco de dados (Simpson et al., 2000). De acordo com a anotagdo do
genoma, estes genes estdo divididos em 9 categorias funcionais. Entre estas estdo os
processos de metabolismo celular (DNA, RNA), transporte, biossintese de moléculas
pequenas, de aminoacidos, de nucleotideos e patogenicidade, viruléncia e adaptacgdo
(Simpson et al., 2000).

Os genes envolvidos com patogenicidade sdo o alvo no estudo de bactérias
patogénicas € especialmente no caso de X. fastidiosa essa caracteristica foi uma das mais
importantes para a selecdo da linhagem a ser sequenciada. Alguns grupos de genes comuns
entre fitopatdgenos Gram-negativos, entretanto, ndo foram encontrados no genoma de X.
fastidiosa, como os avr (avirulence) e hrp (hypersensitivity and pathogenicity response). Os

genes avr sao responsaveis pela especificidade raga-cultivar e os genes hrp controlam duas
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caracteristicas na planta: a resposta de hipersensibilidade, que provoca necrose rapida do
tecido de plantas resistentes ou incompativeis, e a reagdo de patogenicidade, com
desenvolvimento de sintomas em geral mais demorados (Bonas, 1994; Leach & White,
1996). Durante a interagdo planta-patégeno a resisténcia € controlada pelos genes “R” de
resisténcia no hospedeiro, que podem ser ativados pelos produtos de avr, liberados pelo
patdgeno. Estes produtos entram em contato com o gene de resisténcia através do sistema
hrp, que os “entrega” na célula da planta (Lindgren, 1997). A auséncia destes genes no
genoma de X. fastidiosa sugere que outros mecanismos de interacdo entre a planta e a
bactéria sejam utilizados.

Assim, entre os possiveis candidatos, estdo componentes do sistema rpf (regulation
of pathogenicity factors), de sintese de goma xantana (operon gum), biossintese de fimbrias
e adesinas, e sistemas sensor-regulador (Dow & Daniels, 2000). Os genes que controlam a
sintese de um exopolissacarideo (operon gum), bem como o cluster rpf (regulation of
pathogenicity factors), foram descritos em Xanthomonas campestris. A sintese de
exopolissacarideos (EPS) € comumente encontrada em bactérias que interagem com
plantas, como Rhizobium e fitopatdgenos e, em X. fastidiosa este EPS pode ser parte
constituinte da matriz extracelular, relacionado a adesdo entre células bacterianas. Os EPS
sdo polimeros de carboidratos que podem ficar associados com a parede celular formando
uma capsula ou podem ser liberados no meio extracelular. Em bactérias do género
Xanthomonas, o EPS € produzido comercialmente e designado goma xantana. O operon
gum, responsdvel pela sintese dessa goma, localiza-se em um cluster longo, de cerca de 16
kb (para uma revisao ver Leigh & Coplin, 1992), contendo vdrios genes, de gumB a gumM.
Mutantes defectivos na sintese da goma foram isolados, levando a identificacdo de genes

que funcionam em passos especificos da sintese, bem como na sua regulacdo. A regulacio
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desses genes tem se mostrado bastante complexa e pode ou ndo ser coordenadamente
controlada com outros fatores de patogenicidade. Esses genes apresentaram reguladores do
tipo sensor-efetor e controlam a sintese da goma bem como de enzimas extracelulares e
patogenicidade. O sistema parece também apresentar, em separado, funcdo regulatoria
negativa. Tang et al. (1990) clonaram um locus que, quando em multicOpia, apresentava
repressdo coordenada da goma e de enzimas extracelulares. Os dois sistemas apresentam
algumas diferencas com os correspondentes homélogos encontrados no genoma de X.
fastidiosa. Dentre os genes responsédveis pela producdo de goma xantana, X. fastidiosa
apresenta auséncia de alguns, dentre os quais estdo os responsaveis pela adicao da manose
terminal, acetilagdo e piruvatacdo (Simpson et al, 2000; da Silva er al., 2001). Dessa
forma, a goma ““fastidiana”, produzida por X. fastidiosa, € menos ramificada e ndo possui as
decoragdes de radicais acetato e piruvato, de forma que as propriedades de adesdo e
capacidade viscosificante ficam prejudicadas (da Silva et al., 2001). Também o sistema rpf
nao estad representado integralmente no genoma, e a auséncia dos correspondentes rpfD e
rpfE foi observada (Simpson et al., 2000; Machado et al., 2001).

Desta forma, a interacao de X. fastidiosa com seus hospedeiros pode estar associada
a processos alternativos de patogenicidade. Da mesma maneira, é importante o estudo das
reacdes de X. fastidiosa a diferentes condi¢cdes ambientais, podendo fornecer bons indicios
sobre a sua interacdo com o ambiente e com as plantas colonizadas. Considerando que esta
¢ uma bactéria limitada ao xilema, e que, para sua sobrevivéncia, deve permanecer nestes
vasos, a aderéncia é uma caracteristica importante, ja que a bactéria nao pode ser arrastada
pelo fluxo do xilema. As fimbrias e adesinas atuariam exatamente neste ponto, promovendo
aderéncia das células bacterianas ao tecido vascular da planta e também ao trato digestivo

do inseto-vetor. Além disso, as fimbrias podem atuar na interag¢do entre células bacterianas,
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levando a agregacdo e a oclusdo de vasos, e também na motilidade das células pelos vasos
(Lambais et al., 2000; Machado et al., 2001), fator determinante na coloniza¢do (Hopkins,
1989). A ligacdo de adesinas pode desencadear uma cascata de sinais, tanto do patdgeno
como da planta, levando ao sucesso ou insucesso da invasdo. As adesinas sdao em geral
organizadas em apéndices denominados de fimbria ou pili que se estendem da parede
bacteriana ou podem permanecer associadas com a superficie celular. Tanto as adesinas
como as estruturas relacionadas (fimbrias) estdo envolvidas com um grande numero de
doengas, principalmente com bactérias que infectam células animais (Soto & Hultgren,
1999). No genoma de X. fastidiosa foram encontrados 26 genes codificando proteinas
responsdveis pela biogénese e funcdo de fimbrias, além de um sistema isolado, sensor-
efetor (pilS/pilR) que pode atuar na formacdo das fimbrias. Além das possiveis fimbrias
foram também encontradas trés adesinas putativas (Simpson et al., 2000; Machado er al.,
2001).

Em patdgenos como Pseudomonas aeruginosa, o pili é fator determinante para o
sucesso da infec¢ao, ja que estd envolvido na adesdo ao epitélio celular, primeiro passo na
interacdo com hospedeiro animal (Hobbs ef al., 1993; Ethier & Boyd, 2000). Além disso,
estes apéndices celulares também sdo importantes na motilidade celular, na captagdo de
DNA (competéncia natural) e na agregacio celular. A formacao de pili ou fimbria depende
de estimulo, reconhecido pelo sistema sensor-efetor (pilS/pilR), que, uma vez ativado, €
capaz de induzir a producao de pilina (PilA) (Wall & Kaiser, 1999; Ethier & Boyd, 2000;
Koebnik, 2001; Mattick, 2002).

A regulacdo da transcricdo por meio de sistemas sensor-efetor € um mecanismo
bastante utilizado por bactérias para detectar estimulos ambientais. Alteragdes de meio,

nutrientes, temperatura sdo capazes de regular determinadas proteinas transmembranares,
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geralmente por fosforilagdo, a qual em seguida pode ativar outra(s) proteina(s) no
citoplasma. Esta segunda proteina pode entdo funcionar como reguladora da expressdo de
determinados genes, possivelmente envolvidos com a adaptagdo a condigdo em que a
bactéria se encontra. A boa adaptacao de Pseudomonas aeruginosa a diferentes ambientes
pode ser devido a grande quantidade de sistemas de transduc@o de sinal que esta bactéria
apresenta (Rodrigue er al., 2000). Sistemas de dois componentes, dessa maneira, Sdo
importantes no estudo da patogenicidade. E provével que o ambiente dentro da planta
possua estimulos caracteristicos, detectados pela bactéria através destas proteinas sensoras,
desencadeando uma série de processos de interag@o com a planta.

Em X. fastidiosa sdo encontrados diferentes sistemas sensor-efetor. Um deles € o
responsavel pela formacdo de pili ou fimbrias do tipo IV (pilS/pilR), conforme ja foi
relatado. Outro sistema bastante interessante € o relacionado a auséncia de fosfato
inorganico (P;) no ambiente extracelular. Certamente, durante a interagdo com a planta
hospedeira, a bactéria deve se adaptar as condi¢des do xilema, que € nutricionalmente
pobre, induzindo ou reprimindo alguns genes especificos. Os genes phoR/phoB compde um
sistema sensor-efetor ativado durante auséncia de fosfato inorganico em microrganismos
como Bacillus subtilis e Escherichia coli (Scholten & Tommassen, 1993; Shi & Hulett,
1999). phoR € um dos responsaveis pela ativac@o do regulon Pho, composto por cerca de 30
genes, todos relacionados ao suprimento de P; na célula. Em X. fastidiosa, além de phoR,
também sao encontrados outros genes homodlogos ao regulon Pho, phoA, phoB. phoP e
também phoQ e phoU. Isto sugere que este mecanismo sensor-efetor seja ativo, embora o
mecanismo de ativagdo ainda seja pouco esclarecido. Aparentemente existem dois sistemas
sensores de niveis de fosfato em X. fastidiosa, ja que, além de phoR/phoB também existem

phoQlphoP. Assim como em E. coli e B. subtilis, em X. fastidiosa 0s genes sensores-
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efetores dos niveis de fosfato sdo adjacentes. Em E. coli, PhoR € uma histidina-quinase
responsavel pela fosforilagdo de PhoB. Esta proteina, uma vez fosforilada, pode regular a
transcri¢do dos outros genes do regulon pho, reconhecendo seqiiéncias especificas dos seus
promotores (“pho box”). Entre os genes ativados estd phoA, um gene que codifica a
fosfatase alcalina, e € de extrema importancia na auséncia de fosfato. Além da fosfatase
alcalina, também sao ativados genes para diminuir a utilizagdo de fosfato, como o operon
tua, para sintese de polimero da parede, além de sistema de transporte de fosfato inorgénico
(Shi & Hullet, 1999).

A regulagdo da atividade das proteinas celulares, por meio de modulagdo na
transcri¢ao, traducdo ou pods-tradugdo, € essencial para que a célula responda
adequadamente a estimulos externos. A protedlise, dessa maneira, € um evento importante
na medida em que inativa determinadas proteinas e interrompe sua atividade na célula,
podendo funcionar como um “marcador” do estado de estresse na célula. A degradagio
ocorre quando a proteina deveria ter sido exportada e ndo foi, ou se nao apresentar sua
conformacao nativa, alterando sua superficie externa, por exemplo, devido a aumento na
temperatura (Gottesman & Maurizi, 1992). De forma geral, estresses como pH elevado,
etanol, auséncia de nutrientes e temperaturas elevadas, provocam ativa¢io de determinadas
vias de resposta, como Cpx ou o5, responsaveis pela transcri¢do de proteinas que degradem
ou corrijam a conformagdo de proteinas que se acumulam no periplasma com conformacéo
anormal (Raivio & Silhavy, 2001). Algumas das proteinas envolvidas com a resposta de
choque térmico (heat shock proteins, hsp) sdo proteases responsdveis pela eliminagdo de
proteinas anormais, produzidas sob diferentes condi¢des de estresse. Entre estes genes estd
htpX, que fo1 inicialmente descrito em E. coli como parte da resposta a altas temperaturas.

De acordo com Komitzer et al (1991), os genes hsp, entre eles ArpX, sdo induzidos por
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aumento de temperatura e sdo responsédveis pela degradagdo de proteinas com conformagdo
estranha ao organismo. A sintese de RNA mensageiro destes genes € maxima apds apenas 5
minutos de aumento de temperatura, decrescendo gradualmente em seguida (Neidhardt er
al., 1983). Em Streptococcus gordonii, a transcricdo aumentada de hzpX sob aumento de
temperatura foi responsavel por maior adesao celular (Vickerman et al., 2002). Shimohata
et al. (2002) relatam ainda que a regulagdo de ArpX em E. coli, além de estar associada com
o aumento de temperatura, também tem relacdo com a presenca de proteinas de
conformacdo anormal no periplasma, o que ativa o mecanismo de resposta Cpx. Embora o
papel das proteinas de choque térmico seja pouco esclarecido na patogenicidade, resultados
obtidos em nosso laboratério com Xanthomonas indicaram que estas proteinas podem ser
induzidas na presenca de extratos de plantas. Além disso, alguns autores sugerem que estas
proteinas de resposta teriam importancia na viruléncia de organismos como E. coli e
Pseudomonas aeruginosa, por auxiliarem na manutencao de proteinas com conformagdo
correta (Raivio et al., 1999).

Além destes genes, outros foram catalogados como relacionados a viruléncia e
adaptacdo (Simpson et al., 2000). Sdo genes que codificam para diferentes categorias
funcionais, entre elas a producao de enzimas extracelulares, sistemas de secrecdo e fatores
de regulagdo, os quais podem estar envolvidos com patogenicidade de forma indireta. O
sistema de secre¢ao do tipo II € bastante difundido entre bactérias Gram-negativas para
secrecao de fatores extracelulares que eventualmente podem contribuir para viruléncia
(Salmond, 1994; Dow & Daniels, 2000; Lee er al., 2001). As proteinas que compde o
sistema s3o encontradas em diversas bactérias, entre as quais destacam-se os géneros
Xanthomonas (xps); Erwinia (out) e Klebsiella (pul). Mutantes para algumas proteinas da

via de secrec@o apresentam viruléncia atenuada, o que sugere que a maior parte das
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proteinas secretadas € fator de viruléncia. No caso de fitopatégenos, a secre¢do de enzimas
extracelulares como pectato liase, poligalacturonases e celulases, € importante na
degradacdo da parede celular vegetal e no estabelecimento da infec¢do (Salmond, 1994;
Dow & Daniels, 2000). As proteinas secretadas pelo sistema tipo II s@o sintetizadas com
uma seqliéncia N-terminal tipica, processada somente apds serem exportadas, no
periplasma. O segundo passo € a secrecao extracelular propriamente dita, da qual
participam cerca de 14 proteinas (Salmond, 1994; Russel, 1998). Em X. fastidiosa sao
encontradas 10 proteinas relacionadas a secrecdo do tipo II, organizadas em um operon
denominado xps (XF 1517 - XF 1527) de cerca de 11 kb, além de uma 11?, distante das
demais (XF 2537). Além destas proteinas também estdo presentes as proteinas Sec,
responsaveis pela primeira etapa de secrec@o. Os dados do genoma também revelam que
existe uma categoria de ORFs relacionada a degradacdo de parede celular, o que sugere um
mecanismo de secre¢do do tipo II ativo, responsdvel pela secrecdo de enzimas
extracelulares ao hospedeiro. A poligalacturonase encontrada na linhagem de X. fastidiosa
isolada de citros. entretanto, possui uma mutacao “frameshift”, o que pode indicar que ¢
uma enzima nado funcional. Isto explicaria, de acordo com Van Sluys et al. (2002), o longo
periodo de incubacido desta linhagem. Na linhagem isolada de videira, entretanto, esta
enzima ndo possui tal mutacio, e, de fato, o periodo de incubagdo € menor e a linhagem
parece ser mais ‘“‘agressiva”’. Estas analises, no entanto, sdo puramente baseadas nas
seqliéncias e ainda requerem comprovacao por experimentos (Van Sluys et al., 2002,

2003).
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3.3. Estudo comparativo de genomas de X. fastidiosa de diferentes hospedeiros

Depois da publicacdo do genoma da linhagem 9a5c, em 2000 (Simpson et al.), uma
outra linhagem, isolada de videira, foi sequienciada e também outras duas linhagens,
isoladas de améndoa e espirradeira tiveram seus genomas parcialmente seqiienciados (de
Oliveira et al., 2002; Bhattacharyya et al., 2002a, 2002b). A comparacdo entre as
seqiiéncias disponiveis forneceu boas indica¢des sobre as diferengas entre os isolados bem
como as especificidades com relagido aos respectivos hospedeiros. O uso de microarrays
permitiu observar que aproximadamente 90% das ORFs encontradas em X. fastidiosa
1solada de citros (9a5c: patovar citros) sdo também encontradas no isolado de videira
(linhagem Temecula 1). Além disso, cerca de 65% das ORFs exclusivas de citros sdo
proteinas hipotéticas ou hipotéticas conservadas. Também foram observadas diferencas
com relacdo ao metabolismo intermedidrio, inclusive de reguladores transcricionais,
indicando que existe diferenca no controle da expressao génica entre as duas linhagens. Isto
pode estar relacionado a diferenca de hospedeiro entre as duas linhagens e ao mecanismo
de desenvolvimento da doenga. Transportadores membranares, fatores considerados
importantes na patogenicidade do isolado de citros, ndo foram encontrados no isolado de
videira, assim como duas desidrogenases e duas redutases (de Oliveira et al., 2002).

Com relagdo aos isolados de améndoa e espirradeira, aproximadamente 82% das
proteinas sdo conservadas (cerca de 7.002 ORFs no total), e destas, cerca de 2% sdo
caracteristicas do género Xylella. Algumas diferencas entre as seqiiéncias dos genes
putativos para adesinas sugerem que ha uma especificidade da adesina com o hospedeiro,
uma vez que os 3 genomas diferem neste aspecto (Bhattacharyya et al., 2002a). Cerca de

133 ORFs presentes no genoma do isolado de améndoa (5%) ndo foram encontrados nos
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outros dois genomas analisados. Estas ORFs estdo relacionadas ao sistema de conjugagdo
Tra e a duas endonucleases de restricdo, similares a Sphl e NgoM1. No genoma de
espirradeira, aproximadamente 7% das ORFs sdo exclusivas, ndo tendo sido encontradas
nos outros dois genomas. Sao ORFs relacionadas a fagos, e podem ser resultado de
transferéncia horizontal. Este genoma, inclusive, revelou um epissomo de 30 kb, que
contem proteinas relacionadas ao sistema de secrecdo do tipo IV (Vir), similar aquele
encontrado em Agrobacterium tumefasciens (Bhattacharyya et al., 2002a; 2002b).

O isolado de citros, 9a5c, foi a linhagem que apresentou as maiores diferengas com
relacdo as demais. 13% das ORFs (389) ndo sdo encontradas nos outros genomas. Estas
ORFs codificam diferentes moléculas, entre elas proteinas ribossomais, tirosil tRNA
sintetase, fatores de transcricdo e transportadores. Estas diferencas funcionais podem
sugerir mecanismos de controle bioldgico especificos (Bhattacharyya er al, 2002a). Ao
contrario da anotacdo do genoma (Simpson et al., 2000), uma nova anélise mostrou que o
sistema respiratorio de X. fastidiosa (citros) é incomum e pouco eficiente. Embora a
bactéria seja aerébia, nao € capaz de respirar em ambiente com baixa concentracao de O,
jé que ndo possui carreadores de alta afinidade. Os autores sugerem, ainda, que este € um
ponto importante para o desenvolvimento de drogas contra este fitopatdgeno
(Bhattacharyya et al, 2002b).

Uma comparacdo entre genomas de bactérias associadas a plantas revelou que X.
fastidiosa possui o menor genoma (de 2,7 Mb em comparagdo com cerca de 5 Mb de outros
fitopatégenos), a menor quantidade de G+C e a menor proporgdo de regides codificadoras.
X. fastidiosa nao possui certas vias metabolicas, o que impede sua rapida adaptagdo a
diferentes ambientes. De fato, quando cultivada em meios mais ricos, X. fastidiosa €

incapaz de crescer mais rapidamente, justamente devido a auséncia destas vias alternativas.
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Estes fatores levaram alguns autores a afirmar que X. fastidiosa seria um patdgeno
“minimo” (Dow & Daniels, 2000; Van Sluys et al., 2002). Isto pode ser resultado da forte
pressdo seletiva para a manutengdo do genoma com o menor tamanho possivel, acoplado a
uma necessidade de adaptacdo a diferentes ambientes. Sob este ponto de vista, o genoma de
X. fastidiosa é pequeno porque esta bactéria vive em um ambiente restrito (Van Sluys et al.,

2002).

3.4. Clonagem e Expressiao Heterdloga em Escherichia coli

O estudo funcional dos genes identificados em X. fastidiosa é de grande importancia
principalmente para uma melhor compreensdo de processos celulares, metabélicos,
mecanismos de adaptacdo e interacdo em diferentes condi¢des. Uma das abordagens
utilizadas € a do estudo estrutural de proteinas cujas fungdes sdo pouco esclarecidas. Para
isto, a proteina € produzida em sistema heterdlogo, e, apds sua purifica¢do, utilizada para
estudos estruturais. A estrutura tridimensional pode ser importante na determinac@o da(s)
fung@o(des) bioldgica(s) da proteina, seja por meio de ensaios biolégicos ou comparacio
com estruturas ja resolvidas, depositadas no PDB - Protein Data Bank.

A primeira etapa para o estudo de proteinas € a sua expressdo em sistemas que
produzam altas quantidades sob baixo custo. Sdo conhecidos exemplos de super-expressio
em c€lulas de bactérias, leveduras, plantas e mamiferos. O sistema mais utilizado,
certamente, € aquele baseado na expressido em células de bactéria, mais especificamente E.
coli. Isto se deve ao extenso conhecimento sobre a fisiologia e genética desta bactéria, de
forma que este € um dos melhores sistemas para estudos de expressdo génica. Embora os

processos de secre¢do e modificagdes pds-traducionais ndo sejam eficientes, levando a
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conformacdes diferentes daquelas da proteina nativa, as vantagens deste sistema sdo ainda
bastante relevantes. A alta taxa de crescimento da bactéria aliada a grande massa produzida
e ao baixo custo do seu cultivo incentivam sua utilizagdo como sistema de expressdo génica
heter6loga (Goeddel, 1990; Makrides, 1996).

A expressdo de um gene em um sistema heterdlogo, entretanto, depende de uma
série de caracteristicas, como a composi¢ado de bases do gene a ser expresso ou a
estabilidade e tradu¢do do RNA mensageiro (mRNA) no sistema. A expressdo de produtos
toxicos para o microrganismo também € um fator relevante, uma vez que pode ser limitante
para sua propria producdo. Além disso, a produc@o elevada de proteinas heterélogas leva a
bactéria a um estado de estresse, podendo até desencadear a transcricdo de genes proprios
relacionados a resposta de choque térmico, aumentando a atividade proteolitica da bactéria
(Schweder ez al., 2002). Isto pode ser problematico uma vez que um alvo potencial para as
proteases € a proteina de interesse. E também bastante comum ocorrer agregacao da
proteina expressa em corpos de inclusdo no citoplasma. Isto se deve a dois fatores
principais, s@o eles (1) a alta taxa de expressdo e (2) a produgdo de proteinas insoldveis,
provavelmente devido a falta de modificagdes ou conformagdo incorreta da proteina
(Sachdev & Chirgwin, 1998). A solubilidade também € um fator critico na expressao
heter6loga e fatores como temperatura de crescimento da bactéria, concentragdo de indutor
e tempo de indugdo tem sido importantes para melhorar a solubilidade da proteina de
interesse. A tiorredoxina € utilizada como proteina de fusao para aumentar a solubilidade da
proteina expressa. Também podem ser utilizadas proteinas chaperoninas, como as GroS e
GroEL, que melhoram a expressao de proteinas insoluveis (Yasukawa et al., 1995; Sachdev

& Chirgwin, 1998).
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Os estudos dos processos de transcricdo e tradugdo em £E. coli revelaram
caracteristicas importantes que podem influenciar na expressd@o génica. Na traducgdo é
preciso considerar o “codon usage” da bactéria, o que é entendido como uma preferéncia
por determinados codons, possivelmente relacionada a abundéancia de tRNAs cognatos. Em
91% dos casos analisados o codon de iniciagdo é AUG e, na terminagdo a preferéncia é por
UAA. Além disso, a localizacao da sequéncia Shine-Dalgarno, a cerca de 9 pb do codon de
inicio, é importante na eficiéncia da traducdo. A formacio de estruturas secundérias no
mRNA também pode impedir a correta iniciacdo da traducido (Goeddel, 1990; Makrides,
1996).

O uso de sistemnas heterélogos envolve a utilizagdo de plasmidios especificos para
expressdo, designados com promotores fortes e reguldveis, para garantir a alta taxa de
sintese protéica. Eventualmente, sdo adicionadas pequenas sequéncias sinalizadoras na
reglao amino- e/ou carboxi- terminal que funcionam como estabilizadores e direcionam a
proteina para determinado local, além de poder facilitar sua purificagdo em etapas
posteriores (Goeddel, 1990; Makrides, 1996). O vetor selecionado no presente trabalho € da
séric pET (Novagen). pET-32 Xa/LIC tem origem de replicacdo derivada do pBR322,
possui promotor T7/ac e terminador T7, além do gene lacl (para o repressor) e do gene
bla (resisténcia a ampicilina). Este vetor também codifica residuos de 6 histidinas na regido
carboxi- € amino-terminal, que poderdo ser tteis na deteccdo e purificacdo da proteina
recombinante. O vetor ainda possui um gene que codifica tiorredoxina (frxA), uma proteina
de fusdo que aumenta a solubilidade das proteinas expressas. O sitio para clivagem pelo
fator Xa se encontra na extremidade 5° da regido de clonagem, sendo importante para
retirada das proteinas de fusdo. O promotor T7lac é dependente da RNA polimerase do

fago T7, que € produzida pela célula hospedeira (liségeno ADE3) sob controle do promotor

26



lacUVS5, induzido por IPTG (isopropyl B-D-thiogalactopiranosideo). Da mesma maneira, o
IPTG induz o gene clonado sob controle do promotor T7lac, expressando, assim, a proteina

de interesse.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Linhagens de bactérias utilizadas e meios de cultura

X. fastidiosa 9a5c (Chang et al., 1993) foi cultivada a 28°C sob agitacdo de 250 rpm
em meio rico PW (Davis er al., 1981) que contém, por litro, 4,0 g de phytona peptona, 1,0 g
de trypticase peptona, 1,2 g KoHPO,, 1,0 g de KH,POy; 0,4 g MgSOy; 10 mL cloreto de
hemin 0,1%; 10 mL de Phenol Red 0,2% e 10% de glutamina. Como meio minimo foi
utilizado o XDM com algumas modifica¢cdes (Xylella Defined Medium, Lemos et al.,
2003), que contém, por litro, 0,23 g de KH>POy4; 0,10 g de MgSO4. 7 H,0; 1.1 g de acido
glutdmico; 4 mL de glicerol e 0,5 g de pirofosfato férrico. As clonagens foram realizadas
com as linhagens de E. coli DH5a, BL 21(ADE3) e BL 21 (ADE3) pLysS. E. coli foi
cultivada em meio LB ou em M9 + tiamina (5 mg/mL) (Sambrook et al., 1989) sob

agitacao de 250 rpm a 37°C.

4.2. Preparacao do extrato de plantas

Foram preparados extratos de nervuras das plantas hospedeiras laranja doce (Citrus
sinensis), café (Coffea arabica) e tangerina “Ponkan” (Citrus reticulata), uma planta
resistente (Laranjeira er al., 1998). As folhas foram descontaminadas em solucdo de
hipoclorito 5% por 10 min. e em seguida lavadas em 4gua destilada esterilizada. Cerca de 1
g de nervura destas folhas foi triturado em 10 mL de meio de cultura e centrifugado a 3000

rpm por 15 min. O sobrenadante foi recuperado e centrifugado a 11000 rpm por 10 min.
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Novamente foi recuperado o sobrenadante e este foi filtrado em membranas Millipore de
0,22 um. O extrato foi mantido em gelo durante sua preparacdo e conservado a —=70°C até
sua utilizagdo. Foi utilizada a concentragdo final de 1% (peso/volume) no meio minimo de
cultura (M9 ou XDM). Como controle, foi empregado o meio de cultura sem adigdo do

extrato de planta.

4.3. Desenho de primers

Para cada ORF selecionada, foram desenhados e construidos dois tipos de primers.
Um deles incluindo a possivel regido promotora do gene, aproximadamente a -100 pb do
inicio da regido codificadora (série de primers TR, de transcricdo), € outro iniciando
exatamente no cdédon de inicio da ORF, o ATG (primers da série PR, de proteina). As
seqiiéncias destes primers estdo listadas na Tabela I, Anexo I. Os primers da série TR
permitiram a anélise dos transcritos em E. coli, nas diferentes condi¢bes experimentais
utilizadas. A série de primers PR foi utilizada em reagdes de RT-PCR e para a clonagem
dos genes correspondentes no vetor de expressao de E. coli.

Foram também desenhados outros S pares de primers para ORFs relacionadas com
o regulon pho (Tab I, Anexo I), com o objetivo de verificar a regulagdo destes genes. Estes

primers foram utilizados nas reagdes de RT-PCR.
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4.4. PCR (Polymerase Chain Reaction) e clonagem

As reacdes de PCR foram padronizadas separadamente para cada par de primers e a
extragdo de DNA total foi realizada de acordo com Rosato et al. (1998). A excecdo das
temperaturas de anelamento, os ciclos foram similares para os diferentes primers. Na
reagao foram utilizados 50 ng de DNA; 0,5 U de Tag DNA polymerase (Pharmacia, EUA);
tampao 1X; 100 uM dNTPs; 10 pmoles de cada primer em volume final de 25 uL. Foi
utilizada a ciclagem de 3 minutos a 94°C, seguindo-se 30-40 ciclos de | min a 94°C, 30 seg
na temperatura de anelamento, 1 min e 30 seg a 72°C e 5 min a 72°C para extensdo. O
produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificado com kit
Concert® para extracao de gel (Gibco BRL, EUA). Os produtos de amplificacdo com os
primers da série TR foram utilizados para clonagem em vetor pGEM T-easy (Promega,
EUA) e aqueles com primers PR foram clonados em vetor pET 32 Xa/LIC, de acordo com
as instru¢des do fabricante (Novagen, EUA). Como hospedeira foi utilizada a linhagem E.
coli DHS5a. A clonagem do fragmento correto foi confirmada por reagdo de
sequenciamento com kit Big Dye terminator (Applied Biosystems, EUA) em seqiienciador
ABI 377 (Applied Biosystems, EUA) e posterior consulta das seqiiéncias resultantes no

Gene Bank (www.nebi.nlm.nih.gov).
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4.5. Cultivo de X. fastidiosa e E. coli em diferentes condicoes

4.5.1. X. fastidiosa

X. fastidiosa foir submetida a diferentes condi¢des de cultivo para o estudo da
transcrigdo das ORFs selecionadas. Inicialmente, a bactéria foi cultivada durante 12 dias em
meio PW, sendo que a cada 4 dias o meio era trocado. Em seguida, foi transferida para
meio minimo XDM, de onde se iniciaram os experimentos. Nos tratamentos com extrato de
plantas, X. fastidiosa foi cultivada por 4 dias em XDM, sendo em seguida transferida para 4
tratamentos: XDM (controle); XDM acrescido de extratos de laranja doce (Ci), “Ponkan”
(Po) e café (Ca), separadamente. As células foram coletadas apés 4 dias de cultivo e
submetidas a extracdo de RNA.

Para o experimento de transcri¢do sob diferentes concentragdes de fosfato, o meio
minimo XDM foi modificado de forma que as fontes de POy deste meio (pirofosfato férrico
e KH,PO,) fossem controladas nos experimentos. Assim, este meio serd referido como
XDM*. X. fastidiosa foi cultivada em meio XDM por 4 dias e, em seguida, transferida para
o meio XDM* com cloreto de hemin (0,1%) com concentragdes de KH,PO, que variavam
entre 0 e 0,2 g/L. Em um segundo experimento, X. fastidiosa foi transferida para o meio
XDM* contendo pirofosfato férrico (0,5 g/L) e concentragdes de KH,PO, variando entre 0
e 0,4 g/L. Em ambos os casos, as culturas foram mantidas por 4 dias a 28°C sob agitagdo
de 250 rpm. As células entdo foram coletadas e submetidas a extracdo de RNA.

Para o teste de choque térmico, a cultura de 12 dias em PW foi dividida entre os
meios PW e XDM. Apoés 24 horas de incubagdo a 28°C, uma amostra de cada meio foi

transferida para incubacao a 37°C. Aliquotas foram retiradas apdés 8 e 24 horas de
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incubagdo a 37°C e a 28°C (controle) de ambos os meios. Estas amostras também foram

submetidas e extracdo de RNA.

4.5.2. E. coli recombinantes

O procedimento para indu¢do com extrato utilizando E. coli contendo os plasmidios
pGEM T-easy recombinantes foi realizado em meio minimo M9, como descrito a seguir. A
cultura inicial foi efetuada em 10 mL de meio M9 por 16 horas. As células foram entdo
transferidas para 2 tratamentos: meio M9 (controle) e meio M9 com extrato de laranja doce
(MC1i). Durante 12 horas foram coletadas amostras destas culturas em intervalos de 3 horas.
Estas amostras foram submetidas a extragdo de RNA. Além disso, estas células
recombinantes também foram cultivadas por 6 horas a 37°C em meio M9 e em M9
acrescido de extratos de laranja doce (M9+Ci), “Ponkan” (M9+Po) e café (M9+Ca).
separadamente, além do meio LB. Todas estas amostras foram em seguida submetidas a
extracao de RNA.

Os recombinantes referentes a ORF XF 2625, htpX, foram submetidos a teste de
choque térmico para verificar se havia alteracdo na sua transcri¢do. A cultura inicial foi
efetuada em 20 mL de meio LB por 16 horas a 37°C sob agitacdo de 250 rpm. Estas células
foram entao inoculadas em meio LB e, quando a Aggo atingiu 0,6 foi realizado o choque
térmico, transferindo a cultura para 45°C. Amostras de células foram retiradas apés 5, 10,
20 e 40 minutos de choque térmico e foram submetidas a extracdo de RNA. Como controle,

parte da cultura foi mantida a 37°C.
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4.6. Extracao de RNA

O RNA total foi extraido de forma semelhante para todos os tratamentos
envolvendo X. fastidiosa e E. coli. Foi empregado o protocolo que utiliza fenol 4cido (pH

~4.3), descrito em www.microarrays.org/pdfs/Total RNA_from E.coli.pdf. A qualidade e

quantificagdo da preparacdo foi verificada em gel de agarose 1% desnaturante contendo
formamida deionizada. O RNA extraido foi tratado com DNAse para eliminar residuos de
DNA que pudessem comprometer as reagdes seguintes. Como controle negativo, foram
realizadas reagdes de PCR com primers randomicos utilizando estes RNAs tratados como

molde para verificar se ainda restava DNA nas amostras.

4.7. RT-PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction)

Para sintese da fita complementar, 2 cada 100 ng de RNA foram adicionados
primers especificos (série PR) na concentracdo final de 1 pM e a reagdo foi incubada por
15 min. 4 68°C. A seguir, foram acrescentados o tampéao da enzima; 0,1 M DTT; 10 mM
dNTPs e 5 U de transcriptase reversa (Invitrogen, EUA). A mistura foi incubada por 1 hora
a 37°C e estocada a —20°C. Para as amostras de tratamentos em X. fastidiosa, o cDNA foi
sintetizado com o kit cDNA Cycle Kit (Invitrogen, EUA), que utiliza primers randdmicos,
de acordo com protocolo do fabricante.

Os primers da série PR foram utilizados para amplificagcdo de cDNAs sintetizados
de acordo com protocolo acima descrito. A reagdo de RT-PCR foi montada utilizando-se

~50 ng do cDNA sintetizado, tampao da enzima 1X, 120 uM de dNTPs, 10 pmoles de cada
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primer especifico em volume final de 25 pL. Inicialmente a reacdo ficou por 5 min. a
95°C, seguindo-se 25 ciclos de 30 seg. a 95°C, 30 seg. na temperatura de anelamento e 2
min. a 72°C. Um outro ciclo, mais longo, foi empregado para amplificacdo dos cDNAs
sintetizados com o kit (Invitrogen, EUA). Apés a desnaturagao inicial, de 3 min. a 94°C,
seguiram-se 30 ciclos de 1 min. a 94°C, 2 min. na temperatura de anelamento e 3 min. a
72°C. Os produtos de RT-PCR foram separados em gel de agarose 0,8%. Para
padronizacdo das concentracdes, os cDNAs eram inicialmente amplificados com primers
universais para bactérias do subgrupo y para o gene ribossomal 16S, que funcionou como

um controle positivo para as reagdes.

4.8. Clonagem em vetor de expressao

Os primers PR foram utilizados para amplificar os fragmentos correspondentes as
ORFs selecionadas utilizando-se DNA total de X. fastidiosa. Estes fragmentos foram
separados em gel de agarose 0,8% e purificados com kit Concert® para extracdo de gel
(Gibco BRL, EUA). Em seguida foi realizado um tratamento com T4 DNA polimerase para
que os fragmentos pudessem se ligar ao vetor pET 32 Xa/LIC. A clonagem foi realizada em
E. coli DH5a e foi confirmada por reacdo de sequenciamento com kit Big Dye terminator
(Applied Biosystems, EUA) em sequenciador ABI 377 (Applied Biosystems, EUA)
utilizando os plasmidios recombinantes. O DNA destes plasmidios, obtido a partir de mini
preparagdo de plasmidio com kit Concert® (Gibco-BRL, EUA), foi utilizado para

transformacdo em diferentes células hospedeiras de E. coli ADE3 para expressio.
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4.8.1. Expressao heterologa

Nos experimentos de expressdo heteréloga foram utilizadas as linhagens de E. coli
BL21 (ADE3) e BL21 (ADE3) pLysS cultivadas em meio LB com ampicilina (40 mg/mL).
A partir de uma coldnia isolada foi realizado cultivo a 37°C por 16 horas. Este material foi
em seguida inoculado em meio LB com Aggp inicial de 0,1. A cultura foi mantida a 37°C até
que a Agoo atingiu 0,6. Neste ponto, foi adicionado o indutor IPTG (em concentragdo
varidvel, de acordo com a padronizacdo) e aliquotas de células foram retiradas no tempo O e

ap6s 2,4, 6 e 8 horas de indugdo. O perfil de proteinas foi examinado por SDS-PAGE.

4.9. SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate - Polyacrilamide Gel

Electrophoresis)

As células foram submetidas a extracdo de proteinas totais para SDS-PAGE de
acordo com Jackman (1985). Além disso, também foram utilizadas para separacdo das
fracdes soltvel e insoluvel de acordo com protocolo descrito a seguir. A massa celular foi
inicialmente ressuspendida em 200 pL. de tampao L (Tris HCI [pH 8,0] 50 mM, EDTA 10
mM, sacarose 25%), a seguir foram adicionados 400 pL do tampdo 2 (Tris HCI [pH 8.,0]
0,25 M e EDTA 0,25 M) e 1 mg/mL de lisozima. A mistura foi incubada por, no minimo,
30 min. no gelo. Em seguida foram adicionados 600 puL de tampao L com 2% de Triton X-
100. A mistura foi entao submetida a trés ciclos de 15 seg. de sonicacdo com poténcia 14
(70%) em sonicador microson ultrasonic cell disruptor XL (Misonix, EUA), com 1 min. de

intervalo entre os ciclos. Em seguida, a amostra foi centrifugada por 10 min. a 12000 rpm,
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4°C e o sobrenadante, recuperado como “fragdo soluvel”, foi armazenado a -20°C. Ao
pellet foram adicionados 1 mlL de tampao L com 2% de Triton X-100 e, novamente, esta
mistura foi submetida a dois ciclos de 15 seg. de sonicagdo, com intervalo de 1 min. entre
os ciclos. A amostra foi novamente centrifugada por 10 min., 12000 rpm, 4°C e o
sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 100 pL de tampdo L e armazenado
a —20°C como “fracdo insolivel”. As amostras das fragdes solivel e insolivel foram
desnaturadas com tampao de amostra e 3-mercaptoetanol por 5 min. a 95°C e submetidas a
SDS-PAGE. A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida, 4% e 10% de acrilamida
para os géis de empacotamento e resolugdo, respectivamente. Apds a eletroforese, as

proteinas foram coradas com coomassie blue.

4.10. Western blot

Os experimentos de Western blot foram realizados para verificar a expressao correta
das proteinas de fusdo. Foram preparados géis de poliacrilamida conforme descrito na
secdo anterior contendo as proteinas totais de cada um dos clones induzidos com 1 mM
IPTG por 4 horas a 37°C. A excecdo foi apenas o clone da ORF XF 2625 (hpX) que
necessita de 2 mM IPTG para indugdo. A transferéncia para membrana de nitrocelulose
(5,5 cm por 8,5 cm) (Hybond N — Amersham Pharmacia®, EUA) foi realizada por 1 hora a
40 mAMP (por gel) em aparelho MultiphoR Novablot. Em seguida esta membrana foi
transferida para solug@o de bloqueio (Tris 2,5 mM contendo NaCl 137 mM, KCI 0,7 mM,
Tween 20 0,05% e leite em pd 5%), na qual foi incubada a 4°C durante a noite. A

membrana entdo foi incubada por duas horas com anticorpo primdrio anti-His tag (Santa
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Cruz Biotechnology, EUA) diluido na propor¢do 1: 2.000 em solu¢do Tris 2,5 mM
contendo NaCl 137 mM, KCI 0,7 mM, Tween 20 0,05% e leite em p6 5%. Em seguida
foram realizadas duas lavagens de 10 min. com tampdo contendo Tris 2,5 mM, NaCl 137
mM, KCI 0,7 mM, Tween 20 0,05%. A membrana foi novamente incubada por duas horas,
agora com anticorpo secunddrio, anti-IgG (1:5.000) conjugado com fosfatase alcalina. Apos
a incubac¢do esta membrana foi lavada com o tamp@o de lavagem (Tris 2,5 mM, NaCl 137
mM, KCI 0,7 mM, Tween 20 0,05%) por 2 vezes de 10 min. Em seguida foi transferida
para tamp3ao de equilibrio por 5 min. (Tris 100 mM pH 9,5 e NaCl 100 mM). Por fim, a
membrana foi incubada em tampao de equilibrio com substrato quimioluminescente CSPD

(1:2.000). A autoradiografia fo1 realizada por 5 e 20 min.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise da transcricao em X. fastidiosa

X. fastidiosa foi cultivada em diferentes condi¢des com o objetivo de estudar a
transcricdo dos genes selecionados utilizando-se reagbes de RT-PCR. Trés genes
selecionados (xpsL, xpsE e pilS) foram descritos como possivelmente envolvidos na
patogenicidade e, dessa forma, um dos experimentos consistiu em verificar o efeito da
adicdo de extratos de laranja doce (Ci), “Ponkan”(Po) e café (Ca), a0 meio minimo de
cultura XDM. Os genes htpX, envolvido com choque térmico, e phoR, que participa da
resposta a niveis alterados de fosfato (POs), também foram incluidos na analise desde que
alteracdes ambientais (estresse e niveis de PO4 nos diferentes tratamentos) poderiam
também influenciar na resposta destes genes.

O RNA total das células submetidas aos diferentes tratamentos foi extraido e a
sintese de cDNA fo1 efetuada com primers randémicos. A concentragdo de RNA utilizada
foi estimada visualmente em gel de agarose 1% contendo formamida deionizada através das
bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 16S e 23S. A concentracdo de cDNA a ser
utilizada em cada reacao de RT-PCR foi determinada por uma reacio controle utilizando-se
os primers para o gene ribossomal 16S. A partir destes resultados foi determinada a
concentracdo de cDNA a ser empregada em cada reagcdo de RT-PCR com os primers
especificos PR (Tab I, Anexo I). Foram realizadas repeti¢Oes, utilizando diferentes

preparacdes de RNA e cDNA. Como controle negativo foram realizadas rea¢des de PCR
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utilizando primers randéomicos e o RNA como molde. Nenhuma das amostras apresentou
contamina¢do com DNA.

Os resultados do experimento com extrato de plantas (Fig.1 e Tab. 1) mostraram
que nenhum dos genes, a exce¢@o de phoR, foi detectado no meio XDM. Em meio com
extrato de laranja doce, XDM+Ci, apenas xpsL nao foi observado. Os demais transcritos
foram detectados em todas as outras condig¢des, indicando que meios de cultura ricos (PW)
ou acrescidos de extratos de plantas s@o capazes de regular a transcrigdo destes genes.
Algumas diferencas quantitativas podem ser observadas principalmente com relagdo aos
genes phoR, htpX e pilS. Embora as concentragdes de cDNA tenham sido padronizadas
com o primer do gene 16S, as reacdes revelaram algumas diferengas quantitativas, que nao
foram reprodutiveis, assim, neste trabalho, a andlise das reagbes de RT-PCR serd

qualitativa.

Tabela 1. Expressdo dos transcritos de X. fastidiosa em diferentes condigoes.

Tratamentos’
ORF gene XDM XDM+CiXDM+PoXDM+Ca PW Funcao hipotética
XF 1524  xpsL - - + + + Secrecao tipo II
XF 2592 phoR + + + + + Sensor efetor de fosfato
XF 2625 hipX - + + + + Proteina de choque térmico
XF 1517 xpsE - + + + + Secrecio tipo II
XF 2546  pilS - + + + + Biossintese de pili

" XDM+Ci: meio minimo XDM com extrato de laranja doce; XDM+Po: meio minimo XDM com
extrato de tangerina ‘“Ponkan”; XDM+Ca: meio minimo XDM com extrato de café.

Dois outros experimentos foram efetuados com a finalidade de testar condigdes de

crescimento especificas de X. fastidiosa utilizando-se os genes phoR e hipX.
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16S xpsL phoR

Figura 1. RT-PCR de X fastidiosa cultivada em diferentes meios, utilizando primers para os genes
indicados na figura. M, marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen, EUA); 1, meio minimo XDM; 2,
XDM-+laranja doce; 3, XDM+Ponkan; 4, XDM+Café; 5, meio rico PW. O primer 16S foi utilizado

como controle positivo.
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5.1.1. Transcricao de phoR sob diferentes niveis de PO,.

Foram testadas diferentes concentra¢des de fosfato no meio minimo com o objetivo
de verificar o efeito deste componente no metabolismo de PO, em X. fastidiosa. Em E. coli,
PhoR € uma proteina sensora (histidina-quinase) de niveis alterados de fosfato no meio.
Uma vez ativada, esta proteina fosforila PhoB, que, por sua vez, funciona como ativador
transcricional de uma série de outros genes, entre eles o responsavel pela produgio de
fosfatase alcalina (phoA) (Yamada et al., 1989).

O meio minimo XDM foi modificado de forma que todas as fontes de PO, fossem
controladas nos experimentos. Neste meio sdo utilizadas duas fontes de PO4: KH,PO, ¢
pirofosfato férrico. Como o ferro € um componente indispensavel (Lemos et al., 2003), o
pirofosfato férrico foi substituido por cloreto de hemin numa primeira avaliagdo para
verificar tanto o crescimento da bactéria como a transcri¢do do gene phoR. Foi observado
que a utilizagdo de cloreto de hemin (0,1%) com concentracdes varidveis de KH,PO, (0;
0,05; 0,1 € 0,2 g/L) ndo resultou em altera¢des significativas na transcri¢do de phoR (Fig. 2
e 3). Considerando que phoR seria totalmente reprimido em altas concentragdes de POy, de
acordo com dados da literatura para outras espécies (Yamada et al., 1989), um outro
experimento foi introduzido, mantendo-se a concentragdo de pirofosfato férrico a 0,5 g/ e
variando-se a concentracdo de KH,PO, (0; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4 g/L), ou seja, com uma alta
concentragdo de POy. Os resultados de RT-PCR obtidos (Fig. 2 e 3) indicam que mesmo
nestas condi¢Ges ndo ocorreu repressdo de phoR. Neste caso, phoR parece responder de

maneira constitutiva aos diferentes niveis de PO, utilizados.
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Figura 2. RT-PCR de X. fastidiosa submetida a tratamento em XDM* com diferentes concentragdes de
KH,POy utilizando primer para gene ribossomal 16S (controle positivo). Os numeros indicam os diferentes
tratamentos. 1, XDM* sem KH,POy4; 2, XDM*+ 0,05 g/ KH,POy4; 3, XDM*+ 0,1 g/l KH,POq; 4,
XDM*+ 0,2 g/L KH,;POy4; 5, XDM* sem KH;POy4; 6, XDM*+ 0,05 g/ KH;PO4; 7, XDM*+ 0,1 g/L
KH2POy4; 8, XDM*+ 0,2 g/l KH2POy; 9, XDM* + 0,4 g/I. KH;PO4. Em (A) XDM* com cloreto de hemin
(0,1%) e em (B) XDM* com pirofosfato férrico (0,5 g/L). M, marcador de peso molecular 1 kb
(Invitrogen, EUA).

kb kb

Figura 3. RT-PCR de X. fastidiosa submetida a tratamento em XDM™* com diferentes concentragdes de
KH,POy, utilizando primer PR para ORF phoR. Os numeros indicam os diferentes tratamentos. 1, XDM*
sem KHPOy; 2, XDM*+ 0,05 g/ KH>POq; 3, XDM*+ 0,1 g/L. KH2POy; 4, XDM*+ 0,2 g/L. KH,POy; 5,
XDM* sem KH,POy4; 6, XDM*+ 0,05 g/ KHPOy; 7, XDM*+ 0,1 g/ KH,POy; 8, XDM*+ 0,2 g/L
KH,POq; 9, XDM* + 0,4 g/LL KH,PO4. Em (A) XDM* com cloreto de hemin (0,1%) e em (B) XDM* com

pirofosfato férrico (0,5 g/L.). M, marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen, EUA).
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5.1.2. Transcricio de outros genes do regulon pho sob diferentes niveis de PO,.

Para compreender melhor o metabolismo de fosfato nas células de X. fastidiosa.
foram selecionados outros genes do regulon pho, phoB, phoA e phoU (Tab. 2). A
transcricdo destes genes também foi testada, por meio de RT-PCR, nas amostras obtidas
conforme descrito anteriormente (item 5.1.1). De acordo com as Figuras 4 e 5, todos os
genes sdo transcritos nas diferentes concentragdes de KH,PO4 bem como na presenca de
cloreto de hemin e pirofosfato férrico. Este padrdo é coerente com aquele relatado para
phoR, o que era esperado, ja que PhoR ¢ a proteina sensora responsével pela ativagdo de
phoB, phoA e phoU. Além destes genes, também foi analisada a transcrigdo de outro
sistema de transducdo de sinal relacionado a fosfato, também presente no genoma de X.
fastidiosa, representado pelos genes phoQ (proteina sensora) e phoP (proteina efetora),
responsavel pela regulacdo da fosfatase acida. Estes genes também foram transcritos em

todas as condigdes testadas (Figuras 4 € 5).

Tabela 2. Genes relacionados ao regulon pho

Tamanho
ORF Gene (kb) Funcio hipotética
XF 2145 pholU 0,71 Regulador transcricional
XF 0657 phoA 1,7 Fosfatase alcalina A
XF 0390 phoQ 1,4 Proteina sensora
XF 0389 phoP 0,68 Proteina efetora
XF 2593 phoB 0,8 Proteina efetora
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Figura 4. RT-PCR de X fastidiosa submetida a tratamento em XDM* com cloreto de hemin (0,1%) e
diferentes concentragdes de KH,PO,, utilizando primers para genes do regulon pho. Em (A) primer phoU;
(B) primer phoA; (C) primer phoQ; (D) primer phoP; (E) primer phoB. Os nimeros indicam os diferentes
tratamentos. 1, XDM* sem KH,PO,; 2, XDM*+ 0,05 g/I. KH;PO4; 3, XDM*+ 0,1 g/ KH,POq; 4,
XDM*+ 0,2 g/L. KH,PO4. M, marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen, EUA).



M 12 3 435

Figura 5. RT-PCR de X. fastidiosa submetida a tratamento em XDM?* com pirofosfato férrico (0,5 g/L) e
diferentes concentragdes de KH,PO,, utilizando primers para genes do regulon pho. Em (A) primer phoU; (B)
primer phoA; (C) primer phoQ; (D) primer phoP; (E) primer phoB. Os numeros indicam os diferentes
tratamentos. 1, XDM* sem KH,POyq; 2, XDM*+ 0,05 g/ KH,POy; 3, XDM*+ 0,1 g/L. KH,POy; 4, XDM*+
0,2 g/L KH,POy; 5, XDM*+ 0,4 g/L. KH,PO4. M, marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen, EUA).
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5.1.3. Transcricao de hfpX sob diferentes condi¢des de meio e temperatura.

Com relacdo ao gene hrpX, foi verificada a transcricdo nos meios de cultura PW e
XDM as temperaturas de 28°C e 37°C com amostras coletadas apds & e 24 horas de
crescimento. Conforme os resultados obtidos (Fig. 6), o transcrito ndo mostrou alteracio
em meio PW, onde foi detectado a 28°C e a 37°C. Entretanto, em meio XDM, ocorreu
ativacdo da transcricao a 37°C, indicando uma regulacdo da sua transcrigao por temperatura

em meio minimo, conforme ja foi relatado na literatura em E. coli (Komnitzer et al., 1991).

5.2. Amplificacdo das ORFs de X. fastidiosa com primers da série TR e

clonagem em E. coli

Para cada ORF selecionada foi desenhado um par de primers designado “TR”. Esta
série de primers inclui, além das ORFs correspondentes, as possiveis regides regulatorias
localizadas “upstream” ao inicio do genes. A inclusdo destas regides regulatdrias permitiu
estudar a transcri¢do dos genes em um sistema alternativo, E. coli, que é uma bactéria mais
facilmente cultivada. Para o desenho dos primers TR (Tab. I, Anexo I) foram consideradas
as composi¢oes de bases das regides -10 e —35 de cada gene, procurando seqiiéncias ricas
em TA e GC, respectivamente (Fig. 7). Os produtos de amplificacdo obtidos apresentaram
tamanhos de acordo com o esperado, com cerca de 200 pb em adicdo as regides
codificadoras (Fig. 8A). Os fragmentos foram purificados, ligados ao vetor de clonagem
pGEM T-easy (Promega, EUA) e utilizados para transformar E. coli DH5a. A obtencdo de

plasmidios recombinantes foi confirmada por reacdo de PCR, utilizando os primers TR.
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8 horas 24 horas

168 28°C 37°C 28°C 37°C
M 1 2 | 2 | 2 ()
i -
1,6 - e ¢ 1%
I~ W S e -
htpX 8 horas 24 horas
28°C 37°C 28°C 37°C
kb 1 2.1 2 I 2 1 2 m

Figura 6. RT-PCR de X fastidiosa submetida a choque térmico (37°C), utilizando-se o primer PR
para ORF hfpX, em meio rico PW (1) e minimo XDM (2) por diferentes periodos de tempo. M,
marcador molecular 1 kb (Invitrogen, EUA); m, marcador molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA).

As setas indicam ativagdo da transcri¢do sob maior temperatura em meio XDM.
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XF 1524 - xpsL
AG CAA ACA GAT GGG CAG TGG CAC TTA CAG TAT TGA GAG CAA GGT ACG GCT
GGC TCA GGG GCG CGA AGC CGT GTT GCG CGC GGT CGT CCG CAT GGG AGG
GGG GCG TAT GCC AGG AGC AC , CAC CAT TTT GAA TTG

XF 2592- phoR
TT GCG TAG AAC GTT GGA GCC ATA CGG CCT TGA CGA TAT GGT GCA GAC GGT
ACG TAG TGC CGG TTA TCG CTT CTC CGG GGC GAT CCA GAT CTG =2AT AT

AT GCC GTG

XF 2625 — htpX
TT TAT CGC TTG ATA TTC ACT GAG ACT GGC CAC ACA TTC TGA TGT

" TCC GTA TTT TGG AAT ATT CGT TAT ATGC
XF 1517 — xpsE
AT CTG TTT TCT ACC TTC AGG TGC GAT TCG GTT GGT GAT GAA AGT GTG TGG
CTT AAT AAG GGG AAT TTA TI AAG AGA TGA GCG GTC GTT AT!I 17~ TGG
TGT CCG AAT GTG
XF 2546 — pilS
CCA AGG ATT TGG CGG CTG TGA CCG CTT CAT CAG CTG AAG ACG CGA TGC
GTC CGG CCG GRA CAG GGA TGC CGT ATT CGG ] T GIT GTT TTG

Figura 7. Seqiiéncias possivelmente envolvidas com a regulagdo dos promotores dos genes
selecionados, analisadas para o desenho dos primers TR. Em azul, o c6don de iniciagdo, em

laranja, as provaveis seqiiéncias —10 e, em verde, provaveis seqiiéncias —35.
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Figura 8. Produtos de amplificagdo do DNA cromossomico de X fastidiosa utilizando os primers
TR (A) e PR (B) para as ORFs selecionadas. 1, xpsL; 2, phoR; 3, htpX; 4, xpsE; 5, pilS. M,
marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen, EUA); m, marcador de peso molecular 100 pb

(Invitrogen, EUA).
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5.3. Transcriciao em E. coli

Os plasmidios recombinantes obtidos foram utilizados para realizar a cinética de
inducdo em meio minimo M9 com adicdo de extrato de laranja doce (Ci). As células de E.
coli recombinantes foram cultivadas em meio M9 e em M9 com extrato de laranja doce
(MC1) e os RNAs totais de cada tratamento, nos tempos 3, 6, 9 e 12 horas, foram isolados
para as reacbes de RT-PCR (Fig. 9). Como controle foi empregada E. coli DH5a nos
tempos correspondentes. Este experimento preliminar foi necessério, primeiramente, para
verificar o tempo da transcricdo dos genes selecionados. Além disso, também foi
importante para padronizagdo das técnicas empregadas, desde a extracio de RNA até as
proprias reagdes de RT-PCR, utilizadas nos experimentos seguintes.

Os resultados de cinética temporal dos transcritos (Fig. 9; Tab. 3), analisados nos
dois meios de cultura com diferentes tempos de incubacio, mostraram que os genes phoR,
htpX e pilS sdo induzidos no meio M9 e no meio MCi, continuamente. Os genes
relacionados ao operon xps, por outro lado, ndo foram induzidos no meio minimo e no meio
MCi. xpsL apresentou transcrig@o a partir de 9 horas enquanto xpsE nao foi detectado em
nenhum momento.

Tabela 3. Inicio da transcri¢do dos genes (em horas) em diferentes meios de cultura.

Tratamentos’
ORF gene M9 MCi Funcao hipotética
XF 1524  xpsL 9 9 Secrecgdo tipo II
XF 2592  phoR 3 3 Sensor efetor de fosfato
XF 2625 htppX 3 3 Proteina de choque térmico
XF 1517 xpsE - - Secrecdo tipo II
XF 2546  pilS 3 3 Biossintese de pili

' MCi: meio minimo M9 com extrato de laranja doce.
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phoR

M 1 2 1 2 1 2 1 2 M 1 2 I 2 1 2 1 2
kb
1,6

pilS 3 6 9 12

1,6

Figura 9. RT-PCR de E. coli recombinantes com os genes indicados, cultivadas com extrato de
laranja doce em diferentes tempos (3, 6, 9 e 12 horas). 1, meio minimo M9; 2, MCi. M, marcador

de peso molecular 1 kb (Invitrogen, EUA).



As bactérias recombinantes foram entdo cultivadas em meio rico LB, em meio

minimo M9 e em M9 com adicdo de extratos de laranja doce (Ci), “Ponkan” (Po) e café

(Ca), por 6 horas a 37° C. Os resultados estdo apresentados na Tab. 4 e Fig. 10 e 11. Um

dos genes, xpsE, ndo apresentou transcricio em nenhuma das condi¢des, revelando

diferengas em relagao a sua transcri¢dao em X. fastidiosa, onde foi detectado nos tratamentos

com extrato de plantas, mas ndo em meio minimo. Os demais genes (xpsL, phoR, htpX e

pilS) foram transcritos em todos os tratamentos, de forma similar ao observado em X.

fastidiosa.

Tabela 4. Transcri¢do dos genes em E. coli submetida a diferentes tratamentos.

Tratamentos'
Funcao hipotética
ORF gene M9  MI+Ci M9+Po M9+Ca LB
XF 1524  xpsL + + + + + Secrecdo tipo II
XF 2592  phoR + + + + + Sensor efetor de fosfato
XF 2625  htpX + + + + + Proteina de choque térmico
XF 1517  xpsE - - - - - Secregdo tipo II
XF 2546  pilS + + + + + Biossintese de pili

' M9+Ci: meio minimo M9 com extrato de laranja doce; M9+Po: meio minimo M9 com extrato de

tangerina “Ponkan”; M9+Ca: meio minimo M9 com extrato de café.
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Figura 10. RT-PCR de E. coli submetidas a diferentes tratamentos utilizando primer para o gene
ribossomal 168, para verificar as concentragdes dos cDNAs sintetizados. 1, meio minimo M9; 2,
MOY+laranja doce; 3, M9+Ponkan; 4, M9+Café; 5, meio rico LB; M. marcador molecular 1 kb.
(Invitrogen, EUA).

53



Figura 11. RT-PCR de E. coli submetidas a diferentes tratamentos utilizando primers especificos para
cada gene. 1, meio minimo M9; 2, M9+laranja doce; 3, M9+Ponkan; 4, M9+Caf¢; 5, meio rico LB; M.

marcador molecular | kb (Invitrogen, EUA).
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5.3.1. Transcri¢do de hfpX em E. coli sob diferentes temperaturas

As células recombinantes referentes a ORF XF 2625, AfpX, foram testadas em
experimento de choque térmico. A cultura com Agg de 0,6 foi transferida de 37°C para
45°C por diferentes periodos, 5, 10, 20 e 40 minutos e amostras de células foram coletadas
para extragdo de RNA e reagdo de RT-PCR. Diferentemente do que foi observado em X.
fastidiosa, em E. coli ndo houve aumento da transcricdo deste gene sob maiores

temperaturas (Fig. 12).

Smin 10min 20 min 40 min

kb

Figura 12. RT-PCR de E. coli com o clone referente a ORF XF 2625 (htpX) submetido a tratamento de
choque térmico (45°C). 0, amostra retirada antes do tratamento, a 37°C; 1, cultura a 37°C; 2, cultura a
45°C; M, marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen, EUA); m, marcador de peso molecular 100 pb

(Invitrogen, EUA).
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5.4. Clonagem em vetor pET 32 Xa/LIC

Os primers PR, desenhados para amplificar as ORFs selecionadas e utilizados nos
experimentos de RT-PCR, foram utilizados também para amplificar o DNA total de X.
fastidiosa e os produtos de amplificag@o estdo apresentados na Fig. 8B. Estes fragmentos
foram purificados e tratados com T4 DNA polimerase para ligacdo com o vetor pET 32
Xa/LIC (Novagen, EUA). Este vetor dispensa a utilizagdo de ligase porque os fragmentos,
uma vez tratados com T4 DNA polimerase, tornam-se coesivos as extremidades do vetor
linearizado, de forma que a ligagdo € realizada em poucos minutos. Estes plasmidios foram
utilizados para transformar E. coli DH5a e a insercdo correta dos genes foi confirmada por
sequenciamento com primer especifico para o vetor pET 32 Xa/LIC, TRX32D (Tab. I,
Anexo I). O DNA dos plasmidios recombinantes foi utilizado para transformar duas
diferentes c€lulas hospedeiras de expresséo, E. coli BL21(ADE3) e BL21 (ADE3) pLysS. Os
liségenos DE3 sao utilizados para expressao porque possuem o gene para RNA polimerase
do fago T7, sem a qual ndo € possivel expressar o gene de interesse. A producdo desta
polimerase € controlada pela presenga de IPTG, que, além disso, também regula a

expressdo do gene de interesse no plasmidio de expressao.

5.4.1. Expressao e SDS-PAGE

Os experimentos de expressdo foram inicialmente padronizados com relacdo a
célula hospedeira adequada; tempo de indugdo; temperatura de indugdo e concentracio do
indutor IPTG. Foram realizados experimentos com duas células de E. coli \ADE3, BL21 e

BL21 pLysS. Apds a adigdo de IPTG, as culturas permaneceram por 2, 4, 6 € 8 horas em

56



indugdo, visando avaliar o melhor nivel de expressdo das diferentes proteinas em diferentes
tempos. Em alguns casos, como de HtpX, em que grande parte das proteinas sdo
encontradas na fracdo insolivel, foram também testadas temperaturas de indugdo mais
baixas, como 20°C (Fig. 13). Entretanto, mesmo sob estas temperaturas, ndo ocorreu
solubilizagdo da proteina, de forma que foi mantida a indugio a 37°C. A concentra¢do do
indutor IPTG também foi testada como forma de aumentar a expressdo de algumas
proteinas. Apenas no caso de HtpX isto resultou em aumento da expressdo. Os maiores
niveis de expressdo foram atingidos nas condi¢des apresentadas na Tab. 5. Duas das cinco
proteinas testadas apresentaram super-expressio em SDS-PAGE (Fig. 14) e XpsL foi

detectada nos experimentos de Western blot (Fig. 15).

Tabela 5. Condigdes de expressao padronizadas.

Célula T°C de Tempo de Fracao

ORF Gene  Hospedeira [IPTG] inducio inducao predominante
XF 1524  xpsL BL2IpLysS 1 mM 37°C 4 horas insoldvel
XF 2592 phoR  BL21pLysS 1mM 37°C 2-4 horas insolivel
XF 2625 hipX BL21pLysS 2mM 37°C 3 horas insolivel
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PhoR Soluvel Insoluavel Htpx
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Figura 13. Expressdo das proteinas PhoR e HtpX a 20°C por 16 horas com | mM e 2 mM de IPTG,

respectivamente. SDS-PAGE de proteinas das fragdes solavel e insolavel de E. coli. CO. controle antes da

indugdo; C. cultura ndo induzida ap6s 16 horas; L. cultura induzida por 16 horas. M, marcador de peso

molecular Benchmark (Invitrogen, EUA). As setas indicam as proteinas expressas.
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Figura 14. SDS-PAGE de proteinas totais de E. coli BL21(ADE3)pLysS com o gene phoR. C, controle; I,

cultura induzida com | mM [PTG. Os numeros indicam o tempo de indugdo (em horas); M, marcador

molecular Benchmark (Invitrogen, EUA).
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5.4.2. Western blot

Para confirmar a fusdo das proteinas expressas com os residuos de histidina
presentes no vetor de expressao, foi realizado Western blot utilizando anticorpo anti-His
tag. O anticorpo utilizado (Santa Cruz Biotechnology, EUA) reconhece caudas de poli-
histidinas presente nos vetores pET. As células recombinantes foram cultivadas e induzidas
por 4 horas conforme mencionado anteriormente (item 5.4.1), seguindo-se a extracio de
proteinas totais de acordo com Jackman (1985). As proteinas totais foram separadas por
eletroforese em SDS-PAGE seguindo-se a transferéncia para membranas de nitrocelulose.
Os resultados revelaram que trés das cinco proteinas estudadas (XpsL, PhoR e HtpX)
foram corretamente inseridas e expressas no vetor pET 32 Xa/LIC (Fig. 15), Ja que as
bandas correspondentes possuiam o tamanho da proteina de interesse somada 2 fusdo (de
aproximadamente 13 kDa). Com relagdo a PhoR foram observadas outras bandas, que
podem ser resultado de degradagdo. Desta maneira, estudos posteriores poderdo utilizar
estas construgdes para purificagdo destas proteinas a partir de colunas de afinidade a cauda

de histidina.
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Figura 15. Western blot de proteinas totais de E. coli com os clones XpsL, PhoR e HtpX utilizando

anticorpo anti-His tag. C, cultura ndo induzida; I, cultura induzida por 4 horas; M, marcador de peso
molecular Benchmark (Invitrogen, EUA).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve por objetivo analisar a expressdo, ao nivel transcricional,
de diferentes genes de X. fastidiosa. Os genes estudados foram selecionados com base na
suposta capacidade de sofrer alteracGes de acordo com o meio de crescimento, seja da
planta hospedeira ou das condi¢des de cultivo. Os resultados obtidos para cada gene serdo

discutidos a seguir, separadamente.

xpsL e xpsE

Em X. fastidiosa, os genes xpsL e xpsE estdo situados em uma regido do
cromossomo que inclui um complexo de genes relacionados ao sistema de secrec¢do do tipo
IT e potencialmente envolvidos com patogenicidade. A similaridade desses genes com o
cluster xps de Xanthomonas campestris ja foi observada quando da anotagdo do genoma
(Simpson er al. 2000). O cluster de genes xps (Xanthomonas protein secretion) é
relativamente bem caracterizado em Xanthomonas (Dums et al., 1991, Salmond, 1994,
Russel, 1998) e sua funcao estd ligada a secre¢do de uma série de enzimas extracelulares,
que degradam o tecido vegetal. Estes genes possuem homodlogos em uma série de outras
bactérias como os gsp em Pseudomonas aeruginosa, os out em Erwinia sp. e os pul em
Klebsiella oxytoca (Lee et al., 2001). O mecanismo de secregdo tipo II, comum em muitas
bactérias Gram-negativas, consiste em 2 etapas: na primeira as enzimas extracelulares sdo
transportadas através da membrana citoplasmatica para o periplasma via sistema Sec, e, na

segunda etapa, estas enzimas sdo exportadas para fora das células com o auxilio das
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proteinas codificadas pelo cluster xps. Em todos os casos, as proteinas secretadas possuem
uma seqiiéncia N-terminal tipica processada no periplasma.

Alguns estudos revelaram que a maior parte das proteinas que compde o sistema de
secrecdo tipo I sdo integrais de membrana, de forma que criam um canal por onde podem
passar as proteinas secretadas (Russel, 1998). Entre estas estd a proteina L (XpsL), que
forma um complexo com outras proteinas na membrana, mas ndo a E (XpsE), que ¢
citoplasmatica (Russel, 1998). Em Xanthomonas campestris, XpsL e XpsM formam um
complexo na membrana e sd@o dependentes entre si, ou seja, a auséncia de uma delas
impede a produgio da outra (Lee et al., 2001).

Em X. fastidiosa, os dois genes, xpsL e xpsE, sdo transcritos em meio rico, PW, e na
presenca dos extratos de “Ponkan” e café, mas ndo em meio minimo. No meio com extrato
de laranja doce nao foi detectada a presenca de xpsL, mas xpsE estd presente. Estes
resultados indicam que componentes comuns, capazes de induzir a transcri¢io destes genes,
estdao presentes nos extratos de plantas e no meio PW, mas ndo em extrato de laranja doce.
A composic¢ao do extrato das plantas nao € bem conhecida, entretanto sabe-se que contém
niveis varidveis de aminoécidos, aglicares e compostos fendlicos (Kishore & Chand, 1973,
1976). Testes posteriores com alguns destes componentes isolados poderiam fornecer
indicacdes dos reguladores especificos para os genes xps.

Em E. coli, a regulacao destes genes apresentou-se distinta de X. fastidiosa. xpsL foi
transcrito em todas as condi¢des estudadas, nos meios M9 e LB e também nos meios com
adicao de extratos. xpsE, por outro lado, ndo foi transcrito em nenhuma destas condicdes,
nem mesmo nos experimentos de cinética, realizados por 12 horas em meio M9. Os dois
genes pertencem a um unico operon e, portanto, devem ser transcritos de forma

coordenada, obedecendo a uma regulagdo comum. Desde que xpsL € transcrito em todas as
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condigdes testadas, os sinais necessarios para sua indugdo (ou “desrepressiao”) devem estar
presentes nos meios de cultura, possivelmente nos mais ricos. Entretanto, como xpsE nio
apresenta nenhum transcrito, € razodvel a suposicdo de que esse gene necessite de fatores
adicionais, ou, ainda, que ele seja dependente da expressao de outras proteinas do complexo
membranar, desde que a interagdo entre XpsL e XpsE foi comprovada por estudos de
duplo-hibrido (Lee et al., 2001).

Estes resultados indicam que xpsL e xpsE sdo capazes de responder a estimulos
nutricionais, ja que s@o detectados em meios ricos com maior freqiiéncia. Isto sugere um
vinculo entre o estado nutricional da bactéria e a expressdo dos genes xps, que, ao
propiciarem a secre¢do de enzimas estdo, na verdade, iniciando o processo de degradacio
de tecidos da planta. Além destes estimulos “comuns” aos xps, alguns fatores especificos
$30 necessarios, uma vez que, isoladamente, xpsE ndo foi transcrito em nenhuma condigdo
de meio de cultura em E. coli. Estudos futuros com outros componentes do operon xps
utilizando fracdes dos extratos de planta poderdo elucidar o mecanismo de ativagdo destes

genes.

Regulon pho

A transducdo de sinal € um mecanismo bastante utilizado por bactérias para detectar
estimulos ambientais. Alteracoes de meio, nutrientes e temperatura s3o capazes de regular
determinadas proteinas transmembranares, as quais, uma vez ativadas, podem atuar sobre
outra(s) proteina(s) no citoplasma. Esta segunda proteina pode entdo funcionar como
reguladora da expressdo de outros genes, possivelmente envolvidos com a adaptagdo a
condi¢do em que a bactéria se encontra. Proteinas sensoras de estimulos ambientais sdo,

desta maneira, importantes no estudo da interagdo da bactéria com o meio em que se
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encontra. E provdvel que o ambiente dentro da planta possua estimulos caracteristicos,
detectados pela bactéria através destas proteinas sensoras, desencadeando uma série de
processos relacionados a interagdo com o hospedeiro.

O gene phoR faz parte de um sistema sensor-efetor ativado durante auséncia de
fosfato inorganico em microrganismos como Bacillus subtilis e E. coli (Scholten &
Tommassen, 1993; Shi & Hulett, 1999). phoR codifica uma histidina-quinase e é um dos
responsaveis pela ativagdo do regulon pho, composto por cerca de 30 genes, todos
relacionados ao suprimento de fosfato na célula. Em X. fastidiosa, além de phoR, também
sdo encontrados genes homoélogos ao regulon pho, phoA, phoB, phoU, além de outro
sistema sensor-efetor composto por phoQ/phoP. Os resultados apresentados indicam que
phoR ¢ continuamente transcrito em E. coli e em X. fastidiosa, em todas as condicdes
testadas.

Com o objetivo de estudar melhor a regulagdo do metabolismo de fosfato em X.
fastidiosa, foram testadas concentragdes varidveis deste componente no meio de cultura.
Estudos anteriores utilizando E. coli como modelo indicaram que 0,1 mM €é uma
concentragdo suficientemente baixa para induzir uma resposta por auséncia de fosfato e
que, a partir de 1 mM, a concentragdo deixa de ser critica para a célula (Willsky et al.,
1973; Willsky & Malamy, 1976). Assim, foram testadas concentracdes entre 0 (XDM*0) e
2,9 mM (XDM*0,4) de fosfato. Ndo foi possivel observar, com os resultados obtidos pelo
RT-PCR, nenhuma alteracdo na transcri¢do de phoR e de outros genes supostamente sob
seu controle: phoU, phoA e phoB. Ao contrério do esperado, o transcrito phoR pode ser
detectado mesmo sob concentracdes mais altas de KH,PO,. O mesmo foi observado com
relagdo a phoQ e phoP, de forma que este sistema também ndo respondeu aos niveis

alterados de PO4. O meio minimo XDM possui concentragdo de fosfato equivalente a 1,69
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mM, o que, de acordo com Willsky er al. (1973) deixa de ser nivel critico de auséncia de P;,
assim, esses genes deveriam ser reprimidos. Mesmo na presenca de altas concentracoes de
P;, como no meio de cultura PW (14,1 mM de fosfato) e M9 (cerca de 340 mM de fosfato),
este gene € transcrito continuamente. Além disso, a substitui¢do de pirofosfato férrico por
cloreto de hemin n&o apresentou nenhum efeito na transcri¢do desses genes, o que também
reforca a idéia de que outro efeito ambiental possa estar regulando este gene em X.
fastidiosa.

A partir dos resultados obtidos, € possivel verificar que phoR de X. fastidiosa nio
deve estar envolvido com o sistema sensor de fosfato, conforme anotacdo do genoma,
diferindo consideravelmente do sistema de transducdo descrito em B. subtilis e E. coli
(Scholten & Tommassen, 1993; Shi & Hulett, 1999). O sistema de deteccio de niveis de
fosfato pode, ainda, estar sob controle de outros genes ainda ndo anotados no genoma,
desde que transcritos de um segundo sistema testado, phoQ e phoP, mostraram-se também
insensiveis as diferentes concentracdes de fosfato. E preciso considerar, ainda, o fato de que
X. fastidiosa € uma bactéria restrita ao xilema, e que talvez neste ambiente a adaptacio a
niveis de fosfato ndo seja critica, de forma que estes genes nio estariam diretamente

envolvidos com sistemas sensores.

pilS

O gene pilS também faz parte de um sistema sensor-efetor em X. fastidiosa,
envolvido com a regulac@o da expressdo da fimbria tipo IV. O papel das fimbrias e adesinas
tem sido considerado importante na interagdo de X. fastidiosa com a planta hospedeira

(Dow & Daniels, 2000; Machado et al., 2001). Isto porque estes elementos podem ser
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necessarios para adesdo da bactéria no tecido vascular da planta, causando a oclusdo do
sistema de transporte do xilema, e também para adesio no cibario do inseto-vetor.

Em patégenos como Pseudomonas aeruginosa, PilS é uma proteina interna de
membrana e ainda ndo € conhecido o sinal capaz de ativd-la. Talvez uma condicdo
ambiental especifica, podendo até estar relacionada ao estado nutricional, que requeira
atividade de adesdo, seja capaz de induzir sua expressio (Wu & Kaiser, 1997; O Toole &
Kolter, 1998; Boyd, 2000). De acordo com Boyd & Lory (1996), PilS possui dois dominios
sensores, um deles compreende as hélices transmembranares e € responsével pelos sinais na
membrana, o outro, localizado entre as hélices e o dominio quinase, é sensivel aos sinais
provenientes do citoplasma. Uma vez ativada, PilS fosforila PilR, de forma similar ao que
ocorre no regulon pho, descrito anteriormente. PilR fosforilado, por sua vez, € capaz de
atuar na transcri¢@o de PilA, uma das subunidades da pilina, responsével pela formacdo dos
ap€ndices de superficie (Boyd et al., 1994; Boyd & Lory, 1996; Ethier & Boyd, 2000;
Winther-Larsen & Koomey, 2002).

O estudo da transcri¢do de pilS revelou perfis similares em X. fastidiosa e E. coli.
Em X. fastidiosa, este transcrito foi observado em todas as condi¢des com excecio do meio
minimo XDM. Estes resultados confirmam a proposig¢do de que o estado nutricional seja
capaz de regular a transcrigdo deste gene (O Toole & Kolter, 1998), j4 que foi detectado em
presenca de meios mais ricos. Em E. coli uma situacdo similar foi observada, com a
diferenga de que pilS foi observado também em meio minimo, M9, conforme j4 havia sido
observado nos experimentos preliminares de cinética. A transcricdo de pilS parece, desta
maneira, estar sendo regulada por fatores presentes em meios mais ricos, como PW e LB e
pela presenga de extratos de plantas. O maior crescimento da bactéria nestes meios pode

levar a formagdo de agregados celulares e de biofilmes (Marques er al., 2002). A presenca
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de pili neste caso seria bastante importante para ligacdo entre as c€lulas, o que pode

explicar a transcri¢do de pilS nestes meios.

hipX

O gene htpX faz parte do regulon htp, que controla diversos operons relacionados a
resposta heat-shock de E. coli (Neidhardt et al., 1983). Kornitzer et al. (1991) relatam que
os genes da resposta de heat-shock (hsp), entre eles o htpX, sdo induzidos por aumento de
temperatura e, aparentemente, estariam relacionados a degradacdo de proteinas com
conformacdo anormal. O experimento de choque térmico em X. fastidiosa foi capaz de
ativar a transcricdo deste gene na condigdo de maior temperatura em meio XDM apés 8
horas. Entretanto, no meio PW, o gene foi transcrito de forma constitutiva nas duas
temperaturas utilizadas. Com a maior multiplicag@o celular de X. fastidiosa em meio rico,
um maior numero de proteinas s3o sintetizadas, aumentando a fregiiéncia de eventos de
protedlise, para os quais estes genes seriam requisitados. Os resultados indicam que AzpX de
X. fastidiosa esta sob controle da temperatura em meio minimo mas em meios complexos
outros fatores, nutricionais ou relacionados a densidade celular, podem estar envolvidos.

A regulacdo de proteinas do tipo “heat-shock” em E. coli é mais conhecida e sabe-
se que outras condi¢des ambientais, como pH elevado, auséncia de nutrientes e etanol
podem estimular a transcricdo destes genes (Weiner & Model, 1994; Raivio & Silhavy,
2001; Shimohata er al., 2002). Em E. coli, foi possivel observar a transcricao de AtpX em
todos os tratamentos realizados, inclusive no experimento de cinética, onde ocorreu
transcri¢cdo continua deste gene. Até mesmo quando foi alterada a temperatura de incubagdo
para 45°C este gene foi transcrito continuamente. E possivel que a regido regulatéria deste

gene em X. fastidiosa, clonada junto com a ORF em E. coli, seja sensivel a maior
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temperatura de incubagdo, 37°C, fazendo com que esta ORF seja transcrita continuamente
em E. coli.

Finalmente, poucos estudos com expressio de genes de X. fastidiosa foram
realizados. Apenas recentemente foi publicado um estudo de expressdo global de genes de
X. fastidiosa utilizando microarray, em que foram identificados genes super-expressos
(Nunes et al, 2003). Os resultados do presente trabalho, no entanto, apresentam a expressao

de outros genes sujeitos a regulagdo por diferentes condigdes de cultura.

Expressao de proteinas heter6logas em E. coli

Em uma segunda etapa do trabalho, as ORFs selecionadas foram clonadas em
vetores de expressdo em E. coli. A expressdo das proteinas heterélogas correspondentes
sera discutida a seguir.

Trés proteinas de X. fastidiosa foram corretamente expressas em E. coli, XpsL,
PhoR e HtpX. A expressao de outras duas proteinas também foi testada, entretanto, ndo foi
possivel detectar sua presenga em géis SDS-PAGE ou através de experimentos de Western
blot utilizando anticorpo anti-His tag. Isto sugere que as proteinas XpsE e PilS apresentam
expressdo reprimida em E. coli, o que pode ser devido a toxicidade de seus produtos. De
fato, em alguns casos a proteina pode ter sua expressio reduzida ou mesmo reprimida se os
produtos forem toxicos para a bactéria hospedeira (Makrides, 1996).

XpsL, PhoR e HtpX foram detectadas na fragdo insoldvel do extrato celular e sua
presenca foi confirmada pela massa molecular e pelos experimentos de Western blot. A
producéo de proteinas insoluveis em E. coli pode ser devida a alta taxa de expressdo, o que

levaria a sua “compartimentaliza¢do” em corpusculos no citoplasma (Sachdev & Chirgwin,
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1998). A presenca da tiorredoxina (Trx) fusionada a proteina alvo € a diminuigdo da
temperatura de inducio ndo foram suficientes para induzir uma melhor solubilizacdo destas
proteinas. De acordo com algumas previsdes, realizadas a partir da estrutura primadria e
utilizando o modelo de Kyte & Doolittle (1982), as trés proteinas possuem residuos
hidrofobicos que podem interferir na sua solubilidade.

Os resultados de Western blot confirmaram, através da massa molecular estimada
das proteinas somadas a fusdo de 13 kDa, a presenca dos residuos de histidina, que sdo
importantes nas etapas futuras de purificagdo. No caso de XpsL, € provavel que outros
fatores estejam interferindo na sua expressio, jd que esta proteina nio apresentou super-
expressao em géis de SDS-PAGE, tendo sido detectada somente nos ensaios de Western
blot. Talvez o nivel de expressdo ndo seja suficientemente alto para ser detectado por SDS-
PAGE. E interessante notar que a super-expressao foi observada para PhoR e HtpX, duas
proteinas que possuem homoélogos em E. coli.

Com relagdao a PhoR, bandas de menor tamanho também foram observadas nos
resultados de Western blot, indicando uma possivel degradagdo da proteina devido 2 sua
instabilidade ou a presenca de proteases da prépria E. coli, que podem ser induzidas na
presenca de proteinas heter6logas (Schweder et al., 2002). Algumas tentativas preliminares
de purificacdo de PhoR foram realizadas utilizando cromatografia de afinidade. Foram
utilizadas as colunas de niquel e de cobalto, que possuem afinidade aos residuos de His
fusionados a proteina, e as purificagdes foram realizadas a temperatura ambiente e a 4°C.
Também foram testados diferentes protocolos de solubilizacdo da proteina, utilizando
agentes desnaturantes como uréia e guanidina. Nenhuma das tentativas, entretanto, foi
bem-sucedida para purificagdo desta proteina. Em etapas futuras, novas abordagens para

purificacao desta e das demais proteinas deverdo ser efetuadas.
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7. CONSIDERA COES FINAIS

O estudo da transcricdo de genes de X. fastidiosa em dois sistemas diferentes
revelou importantes caracteristicas a respeito de sua regulagdo. De maneira geral, os genes
foram transcritos em meios com mais nutrientes, mais ricos. Estes resultados sugerem que o
estado nutricional de X. fastidiosa interfere na transcricio de seus genes.

Os genes do cluster xps, xpsL e xpsE, foram transcritos em meios mais ricos. xpsE
nao foi detectado em E. coli, sugerindo que a sua transcricdo possa estar vinculada a
presenca de outros fatores, além dos nutricionais. Testes posteriores com componentes dos
extratos de planta ou mesmo do xilema poderdo elucidar o0 mecanismo de regulacdo de
xpsE. A transcrigdo de pilS também foi observada em meios mais ricos. Nestes meios ha
maior proliferagdo celular e, com isso, ocorre a formagdo de agregados celulares permitindo
a formacdo de biofilmes, observados na bactéria.

O gene phoR, por sua vez, nao apresentou diferencas na sua transcricdo com relagcdo
aos diferentes meios. Este gene, ao contrario do que foi previsto pela anotacdo do genoma,
ndo respondeu a niveis alterados de fosfato no meio, de forma que, possivelmente, este
componente ndo € diretamente responsavel por sua regulacdo. Isto é coerente com os
resultados obtidos para os outros genes do regulon pho, também testados neste trabalho. E
possivel que este sistema em X. fastidiosa seja capaz de responder a outros estimulos, ainda
ndo detectados e que outros genes, ainda desconhecidos, atuem no metabolismo de fosfato
nesta bactéria.

A resposta de choque térmico em X. fastidiosa parece estar relacionada ao transcrito

htpX, uma vez que foi possivel notar a ativagdo de sua transcricio sob maiores

70



temperaturas. E possivel que, assim como em E. coli, este gene também responda a outros
estresses, como auséncia de nutrientes.

Em etapas futuras, serdo necessdrios experimentos in vivo para verificar a
transcricao destes genes. Além disso, a purificacdo das proteinas XpsL, PhoR e HtpX,
expressas em E. coli neste trabalho, poderd auxiliar no estudo de suas fungdes. O
mecanismo de ativagdo/repressdo destes genes poderd ser melhor compreendido através de

estudos de interacdo entre proteinas de X. fastidiosa.
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ANEXO I

Tabela 1. Seqiiéncias dos primers utilizados.

Primer Seqiiéncia Temp.
anelamento

Primers série TR

1524F 5" GAGCAAACAGATGGGCAGTG 3~ 58°C
1524R 5" GTGCCAACCAACGATCAGAG 37 58°C
2592F 5" CTTGGAACAGTGAGGCCACAG 3”7 58°C
2592R 5"GCGTAGAACGTTGGAGCCATAC 3° 58°C
2625F S'CGCTAAACATGGCTAATAAC 37 52°C
2625R S'TTATCGCTTGATATTCACTG 37 52°C
1517F S TTTCTACCTTCAGGTGCGATTC 3° 57°C
1517R 5"TATCCCTCAACGTCCATTGG 3° 57°C
2546F 5'CCATAGGGTTGCAATCTGC 3° 56°C
2546R 5’AAGGATTTGGCGGCTGTG 3° 56°C
Primers série PR

1524petD  5"GGTATTGAGGGTCGCTTGGGAAGAGGG 37 60°C
1524petR  5’AGAGGAGAGTTAGAGCCTTAACGTTGTGCC 37 60°C
2592petD  S'GGTATTGAGGGTCGCGTGAGTATTGTC 37 60°C
2592petR  5S"AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAAGGCGGTATC 37 60°C
2625petD  5S'GGTATTGAGGGTCGCATGTTGACTCGTATTG 37 60°C
2625petR  5"AGAGGAGAGTTAGAGCCTTATTGTCTAGCC 37 60°C
1517petD S5'GGTATTGAGGGTCGCGTGGAAAATAGG 3’ 60°C
1517petR  S"’AGAGGAGAGTTAGAGCCTCAGCCTTCCTCCGTC3” 60°C
2546petD 5'GGTATTGAGGGTCGCTTGCCTGGTATTCG 37 60°C
2546petR  5"AGAGGAGAGTTAGAGCCTCACTTCGGAAT 37 60°C
Primers regulon pho

2145D 5" ATGAACACCTCGTACAACTACCA 3° 63°C
2145R 5" TCAATCTAGGTTTACGTTGCTG 3° 62°C
0657D 5" ATGCGTTTCTCAATTTATCG 3° 60°C
0657R 5" TCACTCCCTCCTCTGGCC 37 63°C
0390D 5" ATGCTAATGGGGAAACGG 37 62°C
0390R 5" TTATAACCCTGGAGGCAATAC 37 61°C
0389D S’ATGCGTATCCTTTTGGTCG 3~ 62°C
0389R 5S"TTAATTTTCGTTGCGGGC 3° 63°C
2593D 5'GTGATCCGGATTTGG 37 50°C
2593R S'TCAGATCTGGATCGCC 3° 53°C
TRX32D 5°'GTGCACTGTCTAAAGGTCAG 3° 55°C
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