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RESUMO

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é o agente causador do cancro citrico, doenca
que leva a severas perdas econdmicas devido a contaminagdo e a erradicagcdo de plantas de citros.
Com o seqiienciamento completo do genoma de Xac, varios genes supostamente envolvidos com a
patogenicidade de Xac foram identificados. Os genes ligados a resposta de hipersensibilidade (hrp)
e aviruléncia (avr) em geral estdo relacionados a patogenicidade de Xanthomonas, entretanto,
poucos estudos funcionais destes genes de Xac foram feitos. Foram construidas linhagens mutantes
de Xac para a perda de fungdo dos genes hrpF e avrXacE?2 e, nas andlises in vivo, foi verificado
que hrpF esta envolvido na patogenicidade de Xac e € essencial para a manifestacdo dos sintomas
primdrios da doenca. A mutagdo de avrXacE2 ndo provocou alteracdes na capacidade de Xac em
provocar os sintomas do cancro, portanto, este gene ndo parece ser essencial para a patogenicidade
da bactéria, podendo ndo estar envolvido diretamente na patogenicidade de Xac. Os genes hrpF e
avrXacE2 foram clonados em vetores de expressdo e foram realizados testes de inducdo da
expressao destas proteinas em sistemas heter6logos. Somente a proteina AvrXacE2 foi expressa,
purificada e submetida a teste de interacdo com as proteinas citoplasmadticas da linhagem mutante
de Xac para o gene avrXacE2. Os testes de interacdes ndo confirmaram a identificacdo de
proteinas com afinidade especifica pela proteina recombinante AvrXacE2. A proteina HrpF nao foi
super-expressa em sistema heter6logo. Nas andlises de proteoma comparativo da linhagem de Xac
selvagem versus linhagem mutante para o gene hrpF, foram detectadas alteracdes na expressao de
proteinas citoplasmadticas e "pericelulares”. Com base nas observacdes pode-se supor que HrpF
possa influenciar processos celulares relacionados a respostas a situagdes de estresse € nao
somente atuar na translocacdo de moléculas efetoras via T3SS. A partir do que foi exposto neste
trabalho, sugere-se que as técnicas de estudos funcionais de genes e andlises protedmicas podem
conjuntamente permitir que novos mecanismos relacionados a patogenicidade de Xac sejam
interpretados. Com os mutantes produzidos neste estudo, espera-se criar condi¢des para novos
ensaios funcionais visando a melhor compreensao da patogenicidade de Xac e buscar novas formas

de combate ao cancro citrico.
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ABSTRACT

The bacterium Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) is the causative agent of the citrus canker
disease, which leads to economic losses due the contamination and erradication of citrus plants.
The complete sequencing of its genome identified a number of genes supposedly involved with
pathogenicity. Genes that code for hipersensitivity response (hrp) and avirulence (avr), in general,
are related to the pathogenicity of Xanthomonas, however, only a few functional studies of these
genes in Xac have been made. Here we report findings based on genomics and proteomics
methods for Xac. Mutant strains of Xac for genes hrpF and avrXacE2 and in vivo assays
demonstrated that hrpF is strongly involved in the pathogenicity of Xac and is essential for the
manifestation of the primary symptoms of the citrus canker. On the other hand, the lack of
avrXacE?2 expression did not result in modifications in the capacity of Xac to elicite the symptoms
of canker, therefore, this gene does not seem to be essential for the pathogenicity of the bacterium.
The genes hrpF and avrXacE2 were cloned in expression vectors and tests of induction of the
expression of these proteins in heterologous systems were carried out. The protein AvrXacE2 was
expressed, purified and tested on interaction assays with cytoplasmic proteins of the mutant of Xac
for the gene avrXacE2. The tests of interactions had not confirmed the identification of proteins
with specific affinity for the recombinant protein AvrXacE2. The protein HrpF was not over-
expressed in heterologous system. In the comparative proteome of the wild versus mutant strains
for hrpF, modifications in the cytoplasmic protein expression and "pericellular" expression levels
were detected. We postulate that, besides acting as a translocator of molecules through T3SS, HrpF
may influence stress-related cellular responses. Thus, it is an opportune time to highlight the new
and different ways in which HrpF serves Xac function. Moreover, we can assume that the
techniques of functional genomics and proteomics analyses will clarify the mechanisms of
pathogenicity used by Xac to cause citrus canker and, thus, enable the search for additional

information to control the disease.



1. INTRODUCAO

Com o completo seqiienciamento do genoma da bactéria causadora do cancro citrico,
Xanthomonas axonopodis pv citri (Xac), muitos genes tornaram-se alvo de estudos devido a
possivel participa¢do na patogenicidade deste fitopatégeno. O cancro citrico afeta a maioria das
variedades comerciais de citros e causa perdas econOmicas significativas em vdrias partes do
mundo, entretanto, atualmente seu controle se restringe as medidas preventivas e curativas que
envolvem a erradicacdo de plantas infectadas (STALL & CIVEROLO, 1993; DA SILVA et al.,,
2002).

A patogenicidade de Xac aparentemente ndo pode ser atribuida a atuacdo isolada de uma
proteina, e deve possivelmente decorrer por multiplos fatores. A selecdo de proteinas alvo e o
estudo funcional destas moléculas com abordagens de mutagénese e andlise de proteomas
mostram-se como formas interessantes de reconhecimento dos mecanismos moleculares
relacionados a patogenicidade, ampliando as possibilidades para tragarem-se possiveis redes de
organizacao funcional celular de Xac.

Dois dentre os diversos genes-alvo de Xac supostamente envolvidos com a
patogenicidade foram escolhidos para os estudos funcionais: hrpF (XAC0394) e avrXacE2
(XAC3224).

Os genes hrp estdo relacionados ao funcionamento do sistema de secrecdo tipo III (T3SS),
e estudos do gene hrpF verificaram que este gene € dispensdvel para a secrecdo in vitro de
proteinas efetoras em X. campetris pv. vesicatoria, mas mostrou-se essencial na plena
patogenicidade e habilidade de Xac em induzir a resposta de hipersensibilidade (HR) em plantas
nao hospedeiras, podendo atuar como translocador de proteinas efetoras para a o interior da célula
do hospedeiro (ROSSIER et al., 2000; BUTTNER et al., 2002; KIM et al., 2003; DUNGER et al.,
2005).

O gene avrXacE, constitui-se de uma seqiiéncia de DNA que apresenta similaridade com
o gene avrPphE de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, bactéria fitopatogénica para plantas
de feijoeiro, que codifica uma proteina efetora relacionada a patogenicidade. A mutacdo deste gene
em P. syringae pv. syringae demonstrou redu¢do da HR em plantas ndo-hospedeiras (tabaco) e

reducdo do crescimento bacteriano em plantas hospedeiras (feijao). O gene avrXacE2 foi



encontrado super-expresso em Xac cultivada no meio de cultura XVM,, o qual possui composi¢ao
que supostamente mimetiza o espaco intercelular de plantas (ASTUA-MONGE et al., 2005).

Através de mutag€nese, a importancia dos genes hrp na patogenicidade de Xac ficou
demonstrada com a andlise do cluster de genes hrp desta bactéria (DUNGER et al., 2005). A
mutacdo dos genes hrp provocou reducdes significativas na capacidade de Xac em induzir os
sintomas do cancro citrico em plantas hospedeiras.

Andlises do efeito da mutagénese de oito genes avr de X. campestris pv. campestris feitas
por Castafieda et al. (2005) revelaram que a mutagdo destes genes ndo promoveu alteracdes
significativas na patogenicidade da bactéria.

Ha, portanto, forte indicacdo de que os genes hrpF e avrXacE2 de Xac possam ser de
grande importancia na patogenicidade de Xac, o que demonstra a necessidade de mais informacdes
sobre estas proteinas para a compreensdo dos mecanismos bioquimicos envolvidos com suas
possiveis fungdes e, como conseqiiéncia, prevé-se a obtengdo de alternativas vidveis para uma acao
de interferéncia e reducio da patogenicidade de Xac.

Utilizando os recursos da mutagénese e da andlise protedmica, o objetivo deste trabalho
foi de investigar o possivel papel das proteinas-alvo HrpF e AvrXacE?2 e, assim, gerar informacdes
relevantes para elucidar o mecanismo de patogenicidade de Xac e contribuir para a busca por

novas estratégias de combate ao cancro citrico.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A citricultura, o cancro citrico e a bactéria Xanthomononas axonopodis pv citri

Hoje no Brasil, o Estado de Sdo Paulo apresenta o maior percentual de producio de citros
e derivados, com mais de 348 mil caixas de laranja (40,8 kg) de mesa e para a industria,
produzidas somente em 2006, correspondendo a um valor de produ¢do de aproximadamente R$
3,5 bilhdes, em aproximadamente 667 mil hectares plantados.

O Brasil € o pais que produz a maior quantidade de suco de laranja concentrado e
congelado (SLCC) no mundo e na safra de 2006 foram obtidos acima de 1,3 milhdo de toneladas
de SLCC, que foram exportados principalmente para Unido Européia, NAFTA (Canad4, Estados
Unidos e México), Asia e Mercosul (IEA, 2007).

Andlises estatisticas mostraram que em 2006 o Brasil foi o maior produto mundial de
laranjas com mais de 18 milhdes de toneladas de frutas. Atualmente 58 % da producdo de SLCC
do mundo ¢ brasileira e isto representa 45 % das exportacdes mundiais deste produto, fato que o
coloca na posi¢do de lider mundial na produgdo e exportagdo de suco de laranja concentrado e
congelado (FAO, 2006).

Apesar dos bons resultados na produgdo de laranja, a cultura de citros € alvo constante de
inimeras pragas e doencas que, encontrando condi¢des favordveis ao seu desenvolvimento, sdo
capazes de causar significativos danos a produgdo. A quantidade e a qualidade das frutas citricas
sdo freqiientemente ameagadas devido aos danos fitossanitarios, que, dependendo da intensidade
da ocorréncia, pode torné-la improdutiva ou levar 2 sua erradicacio (BELASQUE JUNIOR et al.,
2005).

Mesmo utilizando-se toda a tecnologia disponivel para alcangar as mais altas taxas de
produtividade e reduzir ao méximo as perdas significativas ao setor, o cultivo de citros poderia ser
beneficiado com a reduc¢do de perdas na produgdo decorrentes de ataques de patdgenos.

Dentre as muitas doengas e pragas que afetam as plantas de citros, podem ser destacadas o
cancro citrico, a clorose variegada do citros (CVC), o declinio, o huanglongbing (ex-greening), a
leprose, a tristeza, a gomose, acaros, cigarrinhas e outras (FUNDECITRUS, 2007).

A doenca conhecida como cancro citrico € causada pela bactéria X. axonopodis pv. citri

(Xac), que pertence a familia Xanthomonadaceae, e afeta todas as variedades de plantas de citros,



incluindo limdes, pomelos, limas e laranjas (STALL & CIVEROLO, 1993; DA SILVA et al.,
2002, SCHAAD et al., 2005; SCHAAD et al., 2000).

No Brasil, os primeiros relatos da doenca ocorreram na década de 50 e desde entdo passou
a ser uma doenca submetida a rigida supervisdo, com erradicag¢do obrigatéria (AMARAL, 2003).

O uso de quebra-ventos nos pomares, a utilizacdo de mudas certificadas ndo contaminadas
e o plantio de citros tolerantes, como as tangerinas Poncan e Satsuma, com reconhecido valor
comercial, podem ajudar na reducdo da ocorréncia do cancro citrico. Medidas de desinfestacdo de
veiculos, uniformes e objetos de manuseio no campo para evitar a disseminacao da bactéria pelas
culturas de citros também s3o extremamente importantes. As medidas curativas incluem
pulverizacdo de plantas infectadas com compostos a base de cobre e a erradicacdo parcial ou total
de talhdes ou pomares afetados e de outras plantas proximas a um raio minimo de trinta metros da
planta infectada.

O sintoma caracteristico da doenga, o cancro, se deve a manifestacio local de hiperplasia
do mesdfilo foliar, podendo ocorrer também em outras partes da planta como frutos e ramos. Toda
a parte aérea da planta pode ser afetada pela doenga, entretanto os maiores danos ocorrem nas
folhas e superficie dos frutos que sdao contaminados e passam a apresentar pustulas. A excessiva
proliferacdo de células leva a ruptura da epiderme vegetal favorecendo o extravasamento de
células de Xac, fato este que potencializa a dispersdo das bactérias e a disseminagcdo do cancro
citrico (PRUVOST et al., 2002).

As pustulas podem apresentar halos cloréticos ao seu redor e podem aparecer como lesdes
necréticas que podem levar ao rompimento da superficie dos frutos. Em decorréncia de condi¢des
de alta severidade do cancro, ocorre a queda prematura de folhas e frutos, o que pode representar
reducio na producdo de frutos comercializdveis com conseqiientes perdas econdmicas

significativas para os produtores (Figura 1).



Figura 1. Sintomas do cancro citrico. (A) Fruto contaminado apresentando lesdes pustulares;
(B) detalhe das duas faces de uma folha apresentando lesdes do estdgio avangado do cancro e (C)
corte histolégico do mesdfilo foliar infectado e em fase de ruptura da epiderme foliar devido a
hiperplasia. Fonte: A e C (http://edis.ifas.ufl.edu/PP136) e B (www.fundecitrus.com.br).

Somente entre janeiro do ano de 2006 e o primeiro trimestre de 2007, mais de dois
milhdes de plantas de citros foram erradicadas no Estado de Sao Paulo e Sul do Triangulo Mineiro,
por apresentarem contaminacdo por Xac ou estarem proximas a plantas contaminadas, o que
demonstra que o cancro citrico ainda ndo é uma doenga totalmente controlada e representa uma

preocupagdo constante para a citricultura brasileira (FUNDECITRUS, 2007) (Figura 2).

Figura 2. Erradicacido de plantas de citros. (A) Plantas infectadas sdo retiradas do local e
queimadas, (B) drea de eliminagdo de plantas sadias presentes ao redor de uma planta infectada
com Xac e (C) vista aérea de plantacdo contendo vdrias dreas de erradica¢do de plantas infectadas
por Xac e plantas ao redor. (Fonte: www.fundecitrus.com.br).



A bactéria pode sobreviver e multiplicar-se fora da planta, mas pode colonizar o
hospedeiro quando encontradas aberturas naturais, como os estdmatos e hidatédios, ou ferimentos
nos tecidos vegetais (ABRAMOVICTH et al., 2006; MOREIRA et al., 2006). A disseminacgdo e
transmissdao da doenga geralmente ocorrem por intermédio de exudados de lesdes, que podem ser
espalhados por ventos, pela dgua das irrigacdes ou chuvas. Animais, trabalhadores do campo,
utensilios de trabalho, veiculos e mudas contaminadas também podem agir como potenciais
agentes de dispersdo de Xac, sobretudo a longas distancias (GOTTWALD et al.,, 2002).
Adicionalmente, a infec¢ido € dramaticamente aumentada na presenga de lesdes da larva minadora
dos citros (Phyllocnistis citrella), que forma galerias para se alimentar no mesdfilo foliar. Este
agente, embora ndo seja um vetor da bactéria, media a expansdo do cancro em plantas de citros
consideradas tolerantes (JESUS JUNIOR et al., 2006).

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv citri € Gram-negativa, baciliforme, monotriquia e
aerébia. Suas colOnias apresentam coloracdo amarelada, devido a presenca de um pigmento
denominado xanthomonadina, sdo convexas, redondas e mucdéides, caracteristicas fenotipicas estas
classificatorias do género Xanthomonas. A temperatura 6tima de crescimento de Xac varia entre
28 a 30 °C e as colonias levam de 40 a 44 hrs para atingir 1 mm de didmetro (PRUVOST et al.,
2002).

Testes bioquimicos e microbioldgicos demonstraram que a bactéria € capaz de utilizar os
substratos maltose, manitol, arabinose, celobiose e lactose, sendo capaz também de hidrolizar
pectato, reduzir dcido aspartico e liquefazer gelatina (SCHAAD et al., 2005).

O seqiienciamento completo do genoma de Xac foi realizado por um consércio de
laboratérios do Estado de Sdao Paulo com o apoio da Fundagdao de Amparo a Pesquisa do Estado de
Sao Paulo (FAPESP). O material genético da bactéria é constituido por um cromossomo de ~5
Mpb e dois plasmideos de 33,7 Kpb (pXAC33) e 64,92 Kpb (pXAC64) (DA SILVA et al., 2002).

Do total de seqiiéncias obtidas, foi identificada a possivel fun¢do de 62,8 % dos genes
deste microrganismo e as outras seqiiéncias foram reconhecidas como genes hipotéticos. No total,
4427 regides codificadoras (RCs) foram identificadas e a possivel funcdo de 2770 proteinas esta
disponivel via web (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Estes dados abriram possibilidades para estudos nas mais diversas dreas, como nas
comparagdes entre o genoma de Xac e o genoma de outros fitopatdgenos (VAN SLUYS et al.,

2002; VAN SLUYS et al., 2003; MOREIRA et al., 2004; MOREIRA et al., 2005), o exame da



expressao de seus genes (ASTUA-MONGE et al., 2005; METHA & ROSATO, 2005), ensaios de
interagdo entre proteinas por sistema de duplo-hibrido (ALEGRIA et al., 2004; ALEGRIA et al.,
2005; KHATER et al., 2007) e andlise de proteomas (METHA & ROSATO, 2003).

Estas comparacdes se mostraram importantes, pois deram embasamento para novas
discussdes sobre as possiveis adaptacoes especificas de Xac para infectar seu hospedeiro e abriram
perspectivas para o estudo de genes que poderiam estar envolvidos com a patogenicidade,
propiciando o entendimento mais preciso dos processos moleculares envolvidos com a

manifestacdo do cancro citrico.

2.2. Interacao planta-patéogeno

As interagcOes entre microrganismo e plantas nem sempre resultam no desenvolvimento de
condicdes desvantajosas para a planta. Muitas vezes, as relagdes entre planta e microrganismo
podem culminar em uma relacdo simbidtica (LIPKA & PASTRUGA, 2005). Para as bactérias, a
infec¢do do hospedeiro permite o acesso a nutrientes e a local adequado para o seu crescimento e
reproducdo (LAM et al., 2001).

Em outras vezes, quando a relacdo apresenta desvantagens para a planta, esta pode
desenvolver sintomas que sdo respostas auto-limitantes e reduzem a sobrevivéncia do patégeno,
evitando assim sua disseminacdo de um hospedeiro para outro. Entretanto, em outros casos, uma
doenga fatal pode ocorrer quando o patdégeno encontra um hospedeiro que seja enfraquecido pelas
circunstincias que tenham alterado o delicado balanco da interacdo planta-patégeno (GALAN &
COLLMER, 1999; LIPKA & PASTRUGA, 2005).

Indmeras alteragdes celulares podem ocorrer nas células de plantas hospedeiras em
resposta a invasdo por um microrganismo, como sinalizacdes celulares especificas para formagao
de vesiculas e secrecdo de compostos antimicrobianos, altera¢des na organizagdo do citoesqueleto
e redirecionamento de organelas e proteinas (LIPKA & PANSTRUGA, 2005).

O reconhecimento entre planta e patdégeno é considerado o evento chave inicial no
processo de resposta das plantas aos patégenos e pode ocorrer através de interacdes fisicas de
adesinas, fimbrias, flagelos e sistemas de secre¢do do tipo III (T3SS) e IV (T4SS) ou através da
sinalizacdo por pequenas moléculas (LUGTENBERG et al., 2002). Algumas das interacdes

proteina-proteina descobertas recentemente foram reconhecidas como componentes-chave das



trocas entre plantas e patogenos, que, em ultima instancia, definem o sucesso tanto para as plantas
(resisténcia) como para os patogenos (doenca) (BOGDANOVE, 2002).

A resisténcia geralmente depende da combinacdo de um gene de resisténcia dominante
especifico da planta (R) e o correspondente gene de aviruléncia dominante do patdégeno (avr). A
expressdo do gene avr pode acionar as respostas de defesa da planta governadas pelo produto do
gene R. Se o produto deste gene R estiver ausente, a doenca ocorrerd (JEFFERY et al., 2001;
CHISHOLM et al., 2006).

Esta resisténcia denominada “gene-a-gene” foi proposta originalmente por Flor (1955) e
foi confirmada com a clonagem e anélises de genes R e avr em interagdes ditas incompativeis entre
planta e patégeno (BOGDANOVE, 2002).

Se a planta reconhece o patdgeno através de um estimulo inicial, virios mecanismos de
defesa sdo acionados como resposta de resisténcia a infeccdo. Muitas moléculas produzidas pelos
patégenos, mesmo sendo aplicadas isoladamente nas plantas, sdo capazes de induzir a transcri¢ao
dos genes relacionados aos mecanismos de resisténcia (GREENBERG et al.,1997).

Existem hipdteses de que os genes avr direta ou indiretamente geram sinais que Sao
“reconhecidos” pela planta. Acredita-se que os genes R codificam receptores de membrana que
percebem os sinais do patdgeno, acionando os primeiros passos de uma via de sinalizagdo para a
ativacdo de reacdes de defesa da planta (CHISHOLM et al., 2006).

As respostas de defesa da planta podem incluir a geracdo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, mudangas na expressdo e ativacdo de quinases, morte celular programada (PCD)
localizada ou resposta de hipersensibilidade (HR) (ABRAMOVICTH et al., 2006).

Um fator adicional que afeta a resisténcia mediada pelo reconhecimento dos produtos dos
genes avr e R € que os genes avr podem ser dependentes da funcionalidade dos produtos dos genes
hrp para exercer suas funcdes. Os produtos dos genes avr podem representar, portanto, uma classe
de proteinas de patogenicidade/viruléncia secretadas via T3SS (LINDGREM, 1997).

Atualmente, sdo conhecidos alguns mecanismos envolvendo receptores de membrana de
plantas capazes de reconhecer os padrdoes moleculares associados a patégenos (pathogen-
associated molecular patterns ou PAMPS). Se a planta reconhece os PAMPS, vias de sinaliza¢do
celular envolvidas com a ativag@o da resposta de defesa da planta podem ser acionadas, entretanto,
podem existir proteinas do patégeno, denominadas efetoras, capazes de inibir as vias de

sinaliza¢do ativadas na célula vegetal (CHISHOLM et al., 2006).



Este processo de inibi¢cdo pode favorecer o acimulo do patégeno no apoplasma. Caso a
planta possua proteinas capazes de inibir as moléculas efetoras do patégeno, é possivel ainda a
manutencao da resisténcia da planta ao patdgeno, que pode ser evidenciada pelo desenvolvimento
de uma resposta de hipersensibilidade (CHISHOLM et al., 2006; ABRAMOVICTH et al., 2006).

A denominacdo de HR foi um termo primeiramente usado por Stakman (1915) para
descrever a morte celular rdpida e localizada que ocorre em plantas e foi considerada como um
indicio da resisténcia das plantas as doencas que possibilitaria a restricdo da proliferacdo do
patogeno. A indugdo da morte celular programada parece ser uma resposta comum das plantas aos
diferentes tipos de estresse sofridos, sejam eles bidticos ou abidticos, e a HR parece ser uma das
respostas celulares ativadas por estes sinais de estresse (LAM et al., 2001; HEATH, 2000;
ABRAMOVICTH et al., 2006).

Ainda ndo existem maneiras totalmente confidveis de diferenciagdo de uma morte celular
programada (PCD), como a que ocorre durante a HR em plantas, de uma morte por
envelhecimento. Diversos genes envolvidos com o acionamento da PCD e da HR ji foram
descritos, entretanto hd casos onde os mesmos genes estavam sendo expressos nas duas condi¢des,
o que fortalece a idéia de que os mecanismos podem estar ligados. Portanto, a dificuldade em se
encontrar genes exclusivos das duas condigdes ainda permanece (HEATH, 2000;
ABRAMOVICTH et al., 2006).

A bactéria Xac induz a HR em diferentes plantas ndo-hospedeiras como o algodao, tabaco
e feijdo (SWARUP et al., 1992; DUAN et al., 1999; DUNGER et al., 2005). O gene pthA foi o
primeiro a ser descrito como um gene de patogenicidade da bactéria capaz de ativar os sintomas de
hiperplasia e necrose, tipicos do cancro citrico, e pode ser responsdvel pela inducdo da HR nas
plantas ndo-hospedeiras (SWARUP et al.,, 1991). Algumas plantas, entretanto, podem ser
efetivamente resistentes a patogenos sem utilizar do recurso de HR, o que pode ser um indicio de
que a HR seja um estdgio final na resposta de resisténcia da planta ao patégeno usada somente se
certos sinais de estresse sdo percebidos (LAM et al., 2001).

A HR € considerada importante componente da resisténcia da planta a doenca. Estudos
dos genes hrp (hypersensitive reaction and pathogenicity) e seus produtos reforcam a hipétese de
que estes atuem como determinantes da patogenicidade. Vdrios genes da familia hrp possuem
homologia com genes que codificam componentes do T3SS de bactérias patogénicas. Além de

componentes do T3SS, as proteinas expressas pelos genes hrp mostraram possuir fungdes



regulatorias, ativadoras da HR (“harpins”) e enzimdticas na sintese de glucanos periplasmaticos
(LINDGREN, 1997; HEATH, 2006).

O fendtipo caracteristico observado em linhagens de bactérias apresentando mutagdo dos
genes hrp € a incapacidade de causar doenca em plantas hospedeiras susceptiveis, assim como a
incapacidade de promover reacdes de hipersensibilidade em cultivares resistentes de plantas

susceptiveis e plantas nao-hospedeiras (GALAN & COLLMER, 1999; KOIDE et al., 2004).

2.3. Patogenicidade de Xanthomonas axonopodis pv citri

2.4.1. Sistema de secrecao tipo I1I e genes hrp

O termo “‘secrecao do tipo III"” foi primeiramente utilizado por Salmond e Reeves (1993)
para descrever um dos mecanismos pelos quais bactérias Gram-negativas exportam proteinas da
célula. Estas bactérias podem ser patogénicas para animais e plantas e compartilham um
mecanismo comum para atacar e explorar os hospedeiros eucariotos: O Sistema de secre¢do tipo
III (HE et al., 2004). Atualmente, é sugerido que este mecanismo receba a abreviagao “T3SS”
(DESVAUX et al., 2006).

O T3SS vem sendo muito estudado em diversos organismos, incluindo espécies de
patégenos de animais como Yersinia, Shigella e Salmonella e patégenos de plantas como Ralstonia
solanacearum, espécies de Erwinia, Xanthomonas e Pseudomonas (MARIE et al, 2001).
Acreditava-se que a existéncia do T3SS era restrita a bactérias patogénicas, entretanto
inesperadamente foram identificados genes do T3SS em rizébios simbiontes do género Rhizobium,
Bradyrhizobium japonicum e Mesorhizobium loti. Estes genes podem atuar como co-reguladores
dos genes responsdveis pela inducdo da formagdo dos nddulos, contribuindo para a simbiose
(VIPREY et al., 1998; BUTTNER & BONAS, 2006).

O T3SS € considerado necessdrio para a transic@o e secre¢do de proteinas efetoras para o
interior das células do hospedeiro. O T3SS € geralmente codificado por plasmideos méveis e ilhas
de patogenicidade, ambos podendo ser transferidos horizontalmente entre bactérias Gram-
negativas (SAIER, 2004).

Os T3SS compartilham quatro importantes caracteristicas: (I) sdo amplamente
distribuidos e encontrados em bactérias patogénicas a animais e plantas, € mutagdes afetando este

sistema de secrecdo geralmente eliminam a viruléncia bacteriana; (II) muitos dos genes

10



pertencentes ao T3SS apresentam similaridade com genes que codificam a maquinaria de
formacdo do flagelo ou estruturas similares; (III) o T3SS € ativado in vivo quando a bactéria esta
em contato com a célula do hospedeiro e (IV) o T3SS € Sec-independente, ou seja, as proteinas
secretadas via T3SS ndo apresentam peptideo-sinal passivel de clivagem, mas para a secrecdo de
muitas destas proteinas sio necessdrias proteinas acessérias especificas (chaperonas) (GALAN &
COLLMER, 1999; LUGTENDERSB et al, 2002; TAMPAKAKI et al., 2004).

Os genes que codificam o T3SS foram originalmente isolados de vdrias bactérias
fitopatogénicas e muitos destes genes foram nomeados como hrp, codificam componentes do
T3SS e estdo relacionados ao crescimento da bactéria em hospedeiros susceptiveis e a ocorréncia
da doenca (GALAN & COLLMER, 1999; Ml et al., 2007).

No cromossomo principal de Xac existe uma cépia do grupo de genes responsiveis pela
sintese e regulacdo do T3SS, composta de 24 genes (DA SILVA et al., 2002).

Identificada como uma proteina pertencente ao conjunto de proteinas Hrp e possivelmente
envolvida com patogenicidade, a proteina HrpF de X. campestris pv. vesicatoria foi analisada com
diversas abordagens para sua caracterizagdo funcional, com a clonagem de hrpF e expressdo da
protefna HrpF, que foi analisada em sistemas de bicamadas lipidicas (BUTTNER et al., 2002).

H4 evidéncias que mutantes para o gene hrpF de Xanthomonas campestris pv vesicatoria
apresentem atenuacdo da viruléncia e da capacidade de inducdo da HR quando submetidos a
crescimento em plantas hospedeiras e ndo hospedeiras, com excecdo para plantas de pimenta. Estes
estudos verificaram ainda que este gene ndo é crucial para a secrecdo de proteinas efetoras em
Xanthomonas campestris pv vesicatoria, mas acredita-se que possa ter outras funcdes na
patogenicidade e habilidade de induzir HR em plantas ndo hospedeiras (ROSSIER et al., 2000;
KIM, 2003).

Estudos do comportamento desta proteina em bicamada lipidica demonstraram uma
atividade de ligacdo desta proteina com a membrana e uma formacao de poro dependente de sua
presenca. HrpF, portanto, parece estar envolvida na interacdo entre o patdgeno e a interface da
planta, translocando proteinas efetoras para o interior da célula vegetal (BUTTNER et al., 2002a).

Andlises funcionais de hrpF de Pseudomonas syringae pv syringae descreveram que HrpF
pode atuar como proteina reguladora juntamente com as proteinas HrpG e HrpV. A mutacio de

hrpF de P. syringae pv syringae e sua influéncia sobre a expressao de outros genes hrp levanta
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novos questionamentos a respeito da real funcdo de HrpF e sua possivel atuacdo multifuncional na
regulacdo ou co-regulacdo de genes (RAMOS et al., 2007).

Outros estudos da mutac@o do cluster hrp, inclusive hrpF de Xac, demonstram que este
gene, assim como outros do cluster hrp, genes hrpB e hrpD , sdo relevantes para a patogenicidade
de Xac pois os respectivos mutantes ndo produziram a HR quando submetidos a testes in vivo de
inoculacdo em plantas ndo-hospedeiras (algodao, pimenta, feijao, tabaco e tomate) (DUNGER et
al., 2005).Atualmente, mais de 12 genes envolvidos com a regulacido da expressao dos genes hrp
foram analisados e seu possivel papel descrito (BUTTNER & BONAS, 2006).

Em X. campestris pv vesicatoria, a expressao dos genes hrp € induzida quando o patégeno
infecta folhas de plantas e pelo meio minimo XVM?2 e € controlada pelos genes regulatorios hrpG
e hrpX, ambos localizados fora do cluster de genes hrp (NOEL, et al., 2002). Em particular, o
produto do gene hrpG parece pertencer a familia de proteinas OmpR e regular a expressdo de
genes hpa (“hrp-associated”), que podem entdo regular os genes hrpB (ROSSIER et al., 2000;
BUTTNER et al., 2006) .

Nos estudos com X. campestris pv vesicatoria o produto do gene hrpX também parece
participar da regulacdo da expressio dos genes hrpB e hrpF, entretanto, outros estudos
demonstraram que o produto do gene ApaC atua ndo somente para a secre¢do de proteinas efetoras
mas também da proteina HrpF via T3SS. De maneira intrigante, a formagdo do pilus Hrp e a
secrecdo da proteina HrpE ndo foram afetadas pela mutacdo do gene hApaC. Estas observacdes
indicam que a secrecdo das subunidades do pilus Hrp e a translocac@o de proteinas sdo regulados
por mecanismos diferentes, o que sugere que HpaC seja um tipo de proteina que controla a
exportacdo de protefnas efetoras (BUTTNER & BONAS, 2006; KOEBNIK et al., 2007).

Mesmo existindo algumas informagdes sobre a possivel funcdo de HrpF demonstrando a
importancia deste gene na patogenicidade de Xac, ainda ndo se sabe quais seriam as moléculas
translocadas para o interior do hospedeiro através de HrpF e se realmente HrpF atue como
translocador de proteinas especificamente envolvidas com a patogenicidade ou pode possuir algum
outro papel funcional na regulacdo de genes hrp ou outros genes envolvidos com a patogenicidade

de Xac.

2.4.2. Genes de aviruléncia (avr)

As bactérias fitopatogénicas sdo capazes de se multiplicar em determinadas plantas

hospedeiras as quais estdo adaptadas. Andlises de bactérias patogé€nicas sugerem que a supressao
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dos sistemas de defesa € mediada por agdes sinérgicas de vdrias proteinas efetoras. Em alguns
casos, as proteinas efetoras que suprimem a resposta de defesa basal das plantas ativam uma
segunda resposta de defesa. Os genes que codificam as moléculas efetoras foram funcionalmente
definidos como de aviruléncia (avr) (SCHORNACK et al., 2006).

Do vasto ndmero de proteinas efetoras que foram identificadas até agora, somente um
pequeno nimero foi bioquimicamente caracterizada. Nos dltimos vinte anos, mais de 40 genes
foram identificados como sendo genes de aviruléncia de diferentes espécies e patovares de
Xanthomonas estao depositados no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) (Tabela 1).
Portanto, o desafio é elucidar as funcdes e alvos destas proteinas efetoras (SCHORNACK et al.,
2006; CHISHOLM et al., 2006).

A proteina AvrBs3 foi o primeiro membro descrito da familia avrBs3 de genes de
aviruléncia de X. campestris pv vesicatoria que teve sua fungdo da HR descrita em plantas de
pimenta, bem como sua translocacdo do citoplasma do patégeno diretamente para o interior da
célula hospedeira (VAN DER ACKERVENKEN et al., 1996). O gene avrBs3 de X. campestris pv.
vesicatoria apresenta alta similaridade com o gene pthA de Xac, que também foi descrito como um
gene de aviruléncia cuja mutacdo levou a perda de inducdo de HR em plantas ndo hospedeiras de
feijdo, mas permaneceu induzindo a HR em plantas ndo hospedeiras de algoddo, o que pode

demonstrar uma aviruléncia gratuita e nio especifica ao hospedeiro (SWARUP et al., 1992)

Tabela 1. Proteinas de aviruléncia membros da familia AvrBs3.

Proteina de aviruléncia Cédigo de acesso GenBank Gene R

Xanthomonas campestris pv vesicatoria
AvrBs3 X16130, CAA34257 Bs3
AvrBs4 X68781, CAA48680 Bs4

X. oryzae pv oryzae

AY129298,NC_006834, Xa3
AvrXa3
AANO01357, YP_199878.1
AvrXa5 AY377126, AAQ79773 Xa5
AF262933, AAF98332.
AvrXa7 Xa7
AAF98343
AvrXalO U50552, AAA92974 XalO
AvrXa27 AY986494, AAY54168 Xa27

X. oryzae pv oryzicola
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Avr/pth3 AY875712, AAW59492
Avr/pth13 AY875711, AAW59491
Avr/pth14 AY875713, AAW59493

X. campestris pv armoraciae

Hax2 AY993937

Hax3 AY993938 Bs4
Hax4 AY993939 Bs4
X. campestris pv malvacearum

Avrb6 L06634, AAB00675 Bl

PthN

AF016221, AAB69865

X. axonopodis pv citri

Apll AB021363, BAA37119
Apl2 AB021364, BAA37120
Apl3 AB021365, BAA37121
PthA U28802, AAC43587
PthAl a0022, AAM39226
PthA2 20039, AAM39243
PthA3 b0015, AAM39261
PthA4 b0065, AAM39311
PthB AY228335, AAO72098

(Adaptado de SCHORNAK et al., 2006).

Membros da familia de genes avrBs3/pthA (“avirulence/pathogenicity”) sdo amplamente
encontrados nas espécies de Xanthomonas, entretanto poucos genes desta familia demonstraram
possuir efeitos dramdticos na viruléncia de linhagens de Xanthomonas que os possuem
(SCHORNACK et al., 2006).

Dentre estes genes, um em especial, denominado pthA mostrou-se essencial para a
completa viruléncia de Xac em plantas hospedeiras do género Citrus. As linhagens de Xac também
contém no minimo trés genes homoélogos a avrBs3/pthA, e entre eles somente um homodlogo a
pthA, denominado apll, possui uma fun¢do de viruléncia importante na formagdo do cancro
citrico, enquanto outros genes homologos tiveram funcdes ndo significativas ou ndo mensurdveis

(SHIOTANI et al., 2007).
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Os produtos génicos de avr isoladamente pareciam ser suficientes para causar a HR e a
morte celular (HEATH, 2000), mas estudos recentes em X. campestris pv campestris
demonstraram que mutacdes de alguns genes avr, isoladamente ou em grupos, ndo afetam
diretamente a manifestacdo dos sintomas da doenca, mas podem, em alguns casos, alterar a
especificidade da induc¢do da HR pelos produtos de genes avr. Isto pode ser um indicio de que os
genes avr estejam relacionados ao reconhecimento planta-patégeno, mas ndo necessariamente sao
determinantes para a patogenicidade (CASTANEDA et al., 2005).

Algumas das proteinas de X. campestris pv. vesicatoria mostraram-se essenciais para a
patogenicidade, e dentre elas encontramos as proteinas externas de Xanthomonas (Xop) como as
XopB e proteinas de aviruléncia AvrBs3, AvrBs4, AvrRxv, AvrBsT e AvrBsl (NOEL et al.,
2002).

Os produtos de genes de aviruléncia compartilham caracteristicas tnicas: repeti¢des de 34
aminodcidos na por¢do central da molécula, um “ziper” de leucina, trés seqii€éncias-sinais de
localizag@o nuclear e um dominio de ativacdo de transcricdo na regido C-terminal. As diferencas
nas disposicdes e nimero de unidades repetidas da porcao central parecem contribuir para funcao e
especificidade durante o acionamento de resisténcia e viruléncia nos respectivos hospedeiros na
auséncia de genes de resisténcia (SHIOTANI et al., 2007). A existéncia de sinais de localiza¢io
nuclear sugere que o produto destes genes sejam translocados para o interior do nicleo das células
do hospedeiro e possam atuar como reguladores da expressdo de genes necessdrios para a HR ou
patogenicidade.

Estudos comparativos utilizando micro-arranjos de DNA, analisaram a expressdao génica
de Xac cultivada em dois meios de cultura diferentes, Nutrient Broth (NB) e XVM2, e
demonstraram que trés genes avr sdo super-expressos na condi¢do de cultivo XVM2: os genes
avrXACE; avrXacE2 e avrBs,-like, que supostamente podem participar da regulagdo da expressao
dos genes avr (ASTUA-MONGE et al., 2005), entretanto nenhum estudo funcional destes genes
foi realizado.

Os dois meios de cultura NB e XVM2 sdo distinguidos pela composicdo nutricional. O
meio XVM2 apresenta-se como um meio cuja composicdo supostamente mimetiza as condigdes
nutricionais do espaco intercelular de folhas de plantas e é capaz de induzir a expressao de alguns
genes hrp envolvidos com a patogenicidade de X. campestris pv. vesicatoria, sabidamente hrpA e

hrpF (SCHULTE & BONAS, 1992; WENGELNIK et al., 1996).
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2.5. Genoma funcional: mutagénese e analise protedmica

Na atual era de “omas” (colegdes), tecnologias inovadoras permitem a medi¢do de
mudancgas temporais e condicionais em vdrios niveis celulares. Nao ha dividas de que as andlises
individuais de cada um destes dados “Omicos” resultam em achados interessantes, entretanto €
somente pela integracdo destes dados que serd possivel uma visdao global sobre o comportamento
celular (DE KEERSMAECKER et al., 2006).

A caracterizacdo funcional de uma molécula de proteina é de fundamental importancia
para a andlise de seu papel em um determinado evento bioldgico, entretanto se considerarmos o
nimero de genes do genoma de Xac cuja anotacdo se refere a seqiiéncias homoélogas a genes

supostamente envolvidos com a adaptacdo e infec¢do bacteriana, percebe-se que hi pouca

informagdo a respeito da relevancia e funcionalidade de tais genes.

2.5.1. Mutagénese

Como uma das ferramentas tteis para andlises funcionais de genes potencialmente
envolvidos com a patogenicidade de Xac estd a mutagénese. A utilizacio de métodos de
mutagénese que permitam a descoberta de novos genes envolvidos com a patogenicidade € de
grande importancia no estudo de fitopatogenos (AMARAL et al., 2007).

Geralmente, a inativacdo de uma proteina através da produ¢do de um mutante contendo o
gene de interesse “desligado” € a principal maneira de iniciar os estudos sobre sua fun¢do. Enfim,
€ o estudo de um gene através da “perda de funcdo”.

Se ndo houver a expressdo integra deste gene, é possivel avaliar, pelo menos
parcialmente, as conseqiiéncias da auséncia da proteina correspondente para a sobrevivéncia do
patégeno ou possiveis alteracdes na sua capacidade de coloniza¢do do hospedeiro. Dentre os
métodos mais relevantes nesse tipo de estudo, hd a transformacio genética da bactéria, que permite
a modificacdo do organismo, seja pela introdu¢do de novas caracteristicas, seja pela interrupcdo
(nocaute) de genes presentes em seu genoma. Sem divida, uma das principais ferramentas uteis na
andlise bioldgica de dados gendmicos é a mutacdo através da transformacgdo genética (AMARAL
et al., 2005). Virios estudos t€m sido realizados recentemente com énfase na utiliza¢do da técnica
para a obtencdo de mutantes das mais variadas bactérias, incluindo fitopatégenos (MONTEIRO et
al., 2001; BRUMBLEY et al., 2002; DUNGER et al., 2005).

Diversos trabalhos puderam analisar a funcao de diferentes genes de Xanthomonas através

de técnicas que combinam mutagénese com andlises fenotipicas de mutantes e caracterizagdes
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bioquimicas de proteinas (DE FEYTER et al., 1993; ROSSIER et al., 2002; BUTTNER et al.,
2002a; DUNGER et al., 2005; BUTTNER et al., 2006; KOEBNIK et al., 2007).

Os plasmideos que s@o incapazes de replicar em uma célula hospedeira especifica, mas
que carregam seqiiéncias homoélogas ao cromossomo desta linhagem, podem integrar-se no
genoma do hospedeiro através de transformacdo com posterior recombinacdo homdloga. Este tipo
de evento foi observado inicialmente em E. coli, Bacillus subtilis, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus pneumoniae e Lactobacillus lactis subps. lactis e foi explorado para a geracdo de
mutantes, mapeamento de genes ndo seleciondveis e clonagem de genes especificos (CASEY et
al.,1991).

Este processo de mutagénese, também conhecido como “integracdo Campell” (Figura 3),
permite a integracdo de um plasmideo, cujo local da integracdo corresponde a localizagcdo
cromossomal do fragmento carregado pelo plasmideo (PAIDHUNGAT & SETLOW, 1991;
CAMPBELL, 1992; CAMPBELL, 1993; GUTTMAN & GREENBERG, 2001).

/ Km
=y
-
{ Plasmideo contendo

L
>
f fragmento do gene que
| Plasmideo | sera desligado
|
| oy L
mob X
lacZ
— 1234546 78 o
Integragio plasmidial por DNA genomico XAC-
¢ recombinacio homaloga loco do gene alvo
{Integrag@o"Campbell") .
i ER - 34 | ___ DNA gendmico XAC
— K L com plasmideo
mi gusa integrado

Figura 3. Mutagénese por integracao plasmidial. Desenho esquemadtico da integracdo
plasmidial no DNA cromossomal de Xac por recombinacdo homdloga e “interrupcao” da
seqiiéncia do gene alvo (Integracdo “Campbell”) (Modificado de Guttman & Greenberg (2001).
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A regido de homologia entre o plasmideo e 0 DNA cromossomal estimula a integracdo do
plasmideo, que ocorre com o auxilio de enzimas integrases (recombinases) (LEENHOUTS et al.,
1989; CASEY et al., 1991).

A criagdo de plasmideos especificos utilizados na mutagénese pela integracdo plasmidial
por recombinacdo homodloga simples no DNA cromossomal em linhagens de Xanthomonas,
permitiu o estudo funcional de vdrios genes. Esta estratégia mostrou-se eficiente para a
mutagénese de Xac e Pseudomonas syringae (KATZEN et al., 1999; GUTTMAN & GREENBER,
2001).

2.5.2. Andlise proteomica

Existem dois caminhos distintos para a andlise do conjunto de proteinas de um organismo
(ou seja, do proteoma): (I) andlise protedmica quantitativa e (II) andlise protedmica baseada no
genoma. Na andlise protedmica quantitativa ou “protedmica cldssica”, as mudangas na expressao
do proteoma entre duas ou mais amostras bioldgicas sido analisadas verificando-se as alteracdes
resultantes de perturbacdes externas e internas. Na protedmica baseada no genoma, a abordagem ¢é
baseada na anélise gene a gene e o objetivo é obter o maior nimero de caracteristicas relevantes de
cada proteina expressa pelo genoma (AGATON et al., 2004).

A “protedmica cldssica” geralmente envolve a eletroforese de duas dimensdes (2DE) ou
cromatografia liquida multidimensional, seguida da identificacdo das proteinas ou peptideos
utilizando espectrometria de massas (MS) (AGATON et al., 2004).

As plataformas tecnoldgicas geralmente utilizadas na protedmica baseada no genoma
incluem sistemas duplo-hibrido, tag-affinity fusion e tag-reporter fusion, onde um gene reporter é
fusionado ao gene de interesse e conseqiientemente expresso junto a proteina de interesse. Na
técnica de tag-reporter fusion, ha a possibilidade de reconhecimento da localizac@o celular da
proteina de interesse. No caso da técnica de tag-affinity fusion, é possivel a purificacio da proteina
de interesse fusionada ao produto do gene repdrter em seus niveis de expressdo naturais € em
condicdes nativas, juntamente com possiveis proteinas também participantes do complexo. Nestas
duas técnicas ndo hd a limitacdo da identificagdo de interacio entre somente duas proteinas, porque
os ligantes co-purificados podem também ser caracterizados (RIGAUT et al., 1999; AGATON et
al., 2004).
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Outras plataformas utilizadas para a andlise protedmica envolvem a protedmica de
afinidade, onde existe uma sistemdtica geracdo e uso de reagentes e anticorpos com afinidade
especifica para algumas proteinas permitindo a exploragdo funcional do proteoma e os arranjos de
proteinas, cujas proteinas de interesse podem ser analisadas visando a andlise de interacdes
proteina-proteina ou proteina-compostos ndo protéicos (AGATON et al., 2004; SMITH &
FIGEYS, 2006).

Combinados com os atuais métodos de espectrometria de massas, os métodos de
purificagdes seqiienciais por afinidade (fandem affinity purification —TAP) serdo uteis para
caracterizar complexos de proteinas e para confirmar e/ou testar a atividade de proteinas mono- ou
multiméricas que foram identificadas em larga escala nos projetos de seqiienciamento de acidos
nucléicos e constituem importantes ferramentas para a investigacdo de proteomas (RIGAUT et al.,
1999; PUIG et al., 2001).

As tecnologias protedmicas atualmente englobam técnicas visando o estudo em larga
escala de proteinas e complexos protéicos. Diversos estudos sobre proteoma baseiam-se em
métodos de separagdo e deteccdo simultinea de proteinas utilizando técnicas como a eletroforese
bidimensional ou cromatografias, acoplados a métodos cada vez mais eficientes e sensiveis de
identificacdo e quantificacdo dos niveis de expressdo das proteinas utilizando a espectrometria de
massas (AGATON et al, 2004; WITTMANN-LIEBOLD et al., 2006).

Entretanto, contrariamente ao que ocorre com o estudo de DNA e RNA, em que mesmo
quantidades minimas destas moléculas podem ser multiplicadas (PCR) e analisadas, até o presente
momento ndo existe nenhuma plataforma tecnoldgica aplicdavel para o estudo de proteomas que se
equipare as técnicas usadas nos estudos de dcidos nucléicos (HAMDAN & RIGHETTI, 2003).

A andlise de proteomas, em particular utilizando MS, requer métodos rdpidos e confidveis
de purificacdo de proteinas. Um dos métodos mais confidveis para a padronizacdo € a purificacio
por afinidade. Realizando-se a fusdo de uma cauda ou etiqueta, geralmente um peptideo ou uma
pequena proteina, a uma proteina de interesse através da tecnologia de DNA recombinante, é
possivel a purificacdo desta em condicdes nativas de forma confidvel e relativamente rapida (HO
et al., 2002).

Com a técnica de proteina de fusdo, é possivel a andlise particular de complexos protéicos

celulares (SHEVCHENKO et al., 1996; GOULD et al., 2004). Considerando os prévios dados
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sobre 0o genoma de Xac, a andlise de complexos protéicos pode representar um avango na
elucida¢do dos mecanismos moleculares envolvidos na sua patogenicidade.

Diversos trabalhos ja foram concluidos com o estudo de complexos protéicos, elucidando
novas redes de interacdes entre proteinas. Estudos em larga escala ja conseguiram processar mais
de 1739 genes, onde aproximadamente 78 % apresentaram-se com outras proteinas associadas.
Recente trabalho também demonstrou possibilidades de andlise de interacdes entre proteinas
recombinantes de Xanthomonas oryzae fusionadas a GST (Glutationa S-transferase) e proteinas
citoplasmaticas de Xac, revelando interagdes entre a proteina RecA (recombinase A) e as proteinas
HrpB1, HrpB2 e Hpa2, sugerindo que RecA possa ter uma fungdo central na rede de interacdes de
proteinas envolvidas com a patogenicidade de X. oryzae (PUIG et al., 2001; MI et al., 2007).

Diversas estratégias foram desenvolvidas para produzir proteinas recombinantes em larga
escala e uma delas utiliza um pequeno peptideo (poli-histidina) como “etiqueta” que niao deveria
influenciar funcionalmente a proteina fusionada (TERPE, 2003). Uma das etiquetas que permitem
a realizacdo da purificacdo por afinidade consiste de seis residuos de histidina e é chamada de
Hisg-tag (LITCHY et al., 2005). Esta técnica foi primeiramente descrita em 1987 e mostrou-se
eficiente mesmo para a purificacdo de compostos em condi¢des fisioldgicas e na separagdao de
complexos protéicos, devido as suaves condi¢gdes de elui¢do das proteinas (TERPE K., 2003).

De forma complementar as técnicas descritas para as anélises de interagdo entre proteinas,
a analise protedmica cldssica permite verificar as alteragdes dos niveis de expressdo das proteinas
envolvidas com um determinado fendmeno bioldgico. Estas informacdes adicionam uma visdo
ampla a respeito de mudancgas e conjuntos de proteinas que podem estar atuando em um mesmo
evento bioldgico.

Nas andlises protedmicas cldssicas, a técnica de 2DE ainda aparece como uma técnica
aplicavel, mesmo se considerando as andlises protedmicas em larga escala com uso de métodos
cromatograficos multidimensionais, ambos acoplados a espectrometria de massas (WITTMANN-
LIEBOLD et al., 2006).

A 2DE consiste de uma técnica que promove a separagdo, de acordo com o ponto
isoelétrico (pI) e massa molecular (mW), de centenas a milhares de proteinas simultaneamente em
um mesmo gel de poliacrilamida, gerando um perfil de pontos ou spots denominado de gel
bidimensional (2D), permitindo ainda uma quantificacdo relativa da expressdo das proteinas. Além

z

disto, ¢ ainda um dos métodos disponivel mais poderoso para separar misturas complexas de
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proteinas (O’ FARRELL, 1975; PUIG et al.,, 2001; SHEVCHENCKO et al.,, 2002). A alta
resolucdo da 2DE resulta do fato da primeira e segunda dimensdes serem baseadas em parametros
fisico-quimicos independentes (pl e peso molecular das proteinas). Apds a separagdo por 2DE e
determinacdo do pl e MW de todos os spots, é necessario obter dados adicionais sobre cada
proteina utilizando andlises poOs-separacdo. As metodologias de andlise pds-separagdo mais
utilizadas para a identificagdo de proteinas sdo: seqiienciamento N-terminal (Edman) e MS
(WITTMANN-LIEBOLD et al., 2006).

Para organismos com genoma inteiramente seqiienciado, a identificacdo de proteinas se
baseia em comparar os dados experimentalmente, obtidos pela andlise das proteinas provindas dos
mapas 2D, com as predicdes de ORFs (open reading frames ou “quadros de leitura aberta”),
geradas pela anélise das informacdes de seqiiéncia de nucleotideos do genoma. Como geralmente
um projeto genoma informa a seqii€ncia inteira da ORF, a identificacdo de uma proteina resulta no
conhecimento de sua seqiiéncia completa de amino-acidos (RAPPSILBER & MANN, 2002).

Com o advento das técnicas de espectrometria de massas ESI (electron spray ionization) e
MALDI (matrix assisted laser desorption ionization), a andlise de quantidades proximas a
fentomoles de proteinas com massa molecular de até 100 kDa, geralmente com precisdo melhor
que 0,01 %, tem se tornado acessivel para aqueles que se dedicam ao estudo da quimica de
proteinas (ASCHCROFT , 2003).

Concomitantemente ao avanco das novas tecnologias para o estudo de proteomas, outras
formas de quantificacdo relativa da expressdao de proteinas estdo sendo desenvolvidas e aplicadas,
acoplando-se métodos cromatograficos e marcagdes de peptideos, sem que haja a necessidade do
uso da eletroforese bidimensional. Dessa forma, realiza-se a quantificagdo relativa das proteinas de
acordo com a intensidade dos sinais gerados por cada peptideo analisado (HOOG & MANN,
2004).

Uma das mais severas limitacdes dos estudos de proteoma utilizando a eletroforese
bidimensional é a dificuldade de detecc@o de proteinas de baixa abundancia, o que pode reduzir a
chance da identificacdo de proteinas regulatérias, geralmente pouco expressas, que em muitos
casos sdo consideradas como a parte mais interessante do estudo de um proteoma (HAMDAN &
RIGHETTI, 2003).

Mesmo estas técnicas robustas mais recentes envolvendo técnicas cromatograficas e

espectrometria de massas possuem suas limitacdes, como as relacionadas a sensibilidade para a
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deteccdo de proteinas de baixa abundancia celular, a correta interpretacdo dos dados gerados e a
necessidade de programas computacionais capazes de processar o grande nimero de informagdes
geradas (BROTZ-OESTERHELT et al., 2004).

Existem, portanto, diversas técnicas complementares disponiveis para o estudo de
proteomas na investigacao e identificacdo das variacdes de expressdo protéica e a relacdo entre as
proteinas, na busca pela informacao integrada e dindmica de um determinado fendmeno biolégico.

O aumento da geracdo de informagdes provenientes de trabalhos desta natureza contribui
para a crescente necessidade do desenvolvimento de ferramentas ou plataformas computacionais
capazes de integrar as informacdes obtidas e extrair informacdes biologicamente relevantes
(SMITH E FIGEYS, 2006; DE KEERSMAECKER et al., 2006).

Baseado no exposto, pode-se considerar que a utilizagdo conjunta de técnicas aplicadas ao
estudo funcional de genomas, como a mutagénese, e de metodologias de estudo de proteomas e
interacdes entre proteinas, como a eletroforese bidimensional e proteinas de fusdo, permitirdo
auxiliar na elucida¢do dos mecanismos envolvidos com a patogenicidade de Xac e na formagdo do

cancro citrico.

3.0. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens bacterianas
As linhagens das bactérias Xac e E. coli produzidas e utilizadas durante este estudo estdo

descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados no trabalho.

Fonte ou
Linhagem ou plasmideo Genotipo
referéncia
E. coli
F 480dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 endAl deoR
DHS5a recAl hsdR17(rg” mg') phoA supE44 X thi-1 gyrA96  Gibco
relAl
BL21(DE3) F ompT hsdSg(rgmg’) gal dem (DE3) Invitrogen

22



BL21(DE3)pLysS
BL21 Star ™ (DE3)
BL21-CodonPlus-RIL

BL21-CodonPlus-RP

X. axonopodis pv. citri

306

306 AXAC3224
306 AXAC0394

306.4XAC0394C
Plasmideo

pk18mobGUSII

pk18mobGUSII3224

pk18mobGUSII0394

pET15b
pET15b AvrXacE2
pET15bHrpF

pET28a(+)

pET28a(+)HrpF
pCR2.1

pCR2.1HrpF

F- ompT hsdSg(rs mp") gal dcm (DE3) pLysS (CamR)
F- ompT hsdSg(rgmp’) gal dem rnel131 (DE3)

Novagen
Novagen
F- ompT hsdSg(rgmp’) dcm + Tetr gal endA Hte [argU Stratagene
ileY leuW Camr]

F- ompT hsdSg(rgmp’) dem + Tetr gal endA Hte Stratagene

[argU proL Camr]

) . da Silva et al.
Tipo Selvagem, Ap (2002)
Mutante de 306, XAC3224 (avrXacE,), Km'

Mutante de 306, XAC0394 (hrpF), Km'
Mutante de 306, XAC0394 (hrpF), Km', Gm', contendo

Este estudo
pUFR047_0394

Este estudo

Este estudo

Katzen et al.
derivado de PUCI18, lacZo., mob, gusA, Km"
(1999)

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 433 a

Este estudo
899 do gene avrXackE;
Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 751 a

1239 do gene hrpF

Este estudo

origem de replicacdo de pBR322, lacl, bla, promotor

) Novagen
T7, terminador T7 , N-terminal Hiss-tag, Ap"
Ap', pET15b expressando AvrXacE2, Hise tag Este estudo
Ap', pET15b expressando HrpF, Hisg tag Este estudo
origem de replicacdo de pBR322 , origem de replicagdo
de f1, lacl, bla, promotor T7 , terminador T7, N- Novagen
terminal e C-terminal Hiss-tag, Kan'
Kan', pET28a(+) expressando HrpF, N-terminal Hisg tag Este estudo
Kan', Ap', origem de replicacdo de PUC, origem de

Invitrogen

replicacao de f1, lacZo, promotor T7.

Kan', Ap', contendo HrpF Este estudo

23



pCR2.1 AvrXacE2 Kan', Ap', contendo AvrXacE2 Este estudo

As seqiiéncias completas dos genes-alvo avrXacE, e hrpF identificadas durante o
seqiienciamento completo da bactéria Xac (DA SILVA et al.,, 2002), respectivamente, como
XAC3224 (NP_643532) e XAC0394 (NP_640749), estdo depositadas no banco NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.2. Manipulacao de DNA

3.2.1 Extracdo do DNA genomico de Xac

Para a extragdo de DNA gendmico da linhagem 306 de Xac selvagem e linhagens
mutantes produzidas neste estudo foi utilizado o método CTAB modificado (DOYLE & DOYLE,
1987; GALAN & COLLMER, 1999).

A bactéria foi inoculada em 2 ml de meio de cultura Nutrient Broth (NB) (pH 7,0; 5 g/L
peptona; 2 g/LL KbHPOy; 3 g/L extrato de carne; 0,5 g/l KH,PO4 e 15 g/L dgar) e cultivada por 14
hrs a 37 °C sob agitacdo constante de 180 x g. Volume de 1,5 ml desta cultura foi centrifugado por
5 min a 7500 x g seguido da ressuspensdo do precipitado em 400 pl de tampao TE (1 mM EDTA e
10 mM Tris-HCI, pH 8,8). Nesta suspensao foram adicionados 30 ul de 10 % SDS (p/v) e 1 ul de
20 mg/ml de proteinase K, com incubacio por 1 h a 37 °C e posterior adi¢do de 100 ul de 5 M
NaCl. Os tubos foram agitados em vortex e tiveram adi¢do de 80 ul de solugdo CTAB [10 % (p/v)
CTAB e 0,7 M NaCl], entdo novamente agitados em vortex e incubados por 25 min a 65 °C.

Ao volume da solucdo aquecida, igual volume de solugdo 1:24 (v/v) de dlcool
1soamilico:cloroférmio foi adicionado e misturado. Esta solu¢do foi entdo centrifugada por 25 min
a 14000 x g a temperatura ambiente. Para a precipitacio do DNA contido no sobrenadante obtido,
dois volumes de solugdo de etanol a 95 % (v/v) foram adicionados e a solu¢do foi mantida a
temperatura de -20 °C por 30 min.

Ap6s este periodo, a amostra foi centrifugada por 10 min a 14000 x g a temperatura de 4
°C. O precipitado obtido foi lavado duas vezes com solu¢do de etanol 70 % (v/v), mantido a

temperatura de 37 °C por 1 h e misturado a 80 pl de d4gua deionizada estéril.
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3.2.2 Minipreparagao plasmidial

Para o cultivo das bactérias e selecdo de transformantes, os antibidticos foram
acrescentados aos meios de cultura, quando apropriado, nas seguintes concentracdes finais: 100
pg/ml ampicilina, 30 pg/ml canamicina. As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio LB
(Luria Bertani) e as linhagens de Xac foram cultivadas em meio NB ou NBY (pH 7,0, 5 g/L.
peptona, 2 g/L. K;HPO,, 3 g/l extrato de carne, 0,5 g/l KH,POy, 0,5 g/L extrato de levedura e 15
g/L 4gar).

Aproximadamente 3 ml de meio de cultura contendo o antibidtico apropriado foram
inoculados com o material das coldnias bacterianas de interesse e cultivados a noite a 37 °C (E.
coli) e 28 °C (Xac) com agitagdo constante de 140 x g. Volume de 1,5 ml desta suspensio foi
centrifugado a 6000 x g a temperatura ambiente e ao precipitado obtido foram adicionados 100 pl
de solucdo I (10 mM EDTA pH 8,0; 25 mM Tris-HCI, pH 8,0 e 0,01 mg/ml RNase) gelada,
seguido de incubacg@o por 15 min a 37 °C. Apds este periodo, a suspensao foi homogeneizada e
adicionados 200 ul de solugdo II [0,2 N NaOH e 1 % SDS (p/v)] fresca, seguida de mistura da
solu¢do por inversao suave do tubo.

Foram entdo adicionados a esta solu¢do 150 ul de solucao III [3 M acetato de potéssio e
11,5 % écido acético (v/v)] gelada. O conteudo foi misturado por inversdo e mantido em banho de
gelo por 30 min. A suspensdo foi centrifugada a 12000 x g por 15 min a temperatura de 4 °C e o
sobrenadante obtido foi transferido para novo tubo.

Ao sobrenadante foi adicionado 1 ml de etanol absoluto gelado seguido de
homogeneizacdo e centrifugacdo por 15 min a 15000 x g a temperatura de 4 °C. O precipitado
obtido foi lavado com solug@o de 70 % etanol (v/v), seco a temperatura ambiente e ressuspenso

com 30 pl 4gua deionizada estéril (LIOU et al., 1999).

3.2.3. Purificacdo e quantificacdo de DNA

Todos os produtos de amplificacdo, vetores digeridos e fragmentos utilizados nas
constru¢cdes de DNA recombinante foram purificados a partir de gel de agarose low melting 1%
utilizando o kit “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification” (GE Health Care-Life Sciences)
(STADLER et al., 2004). As amostras de DNA purificadas foram submetidas a quantificagdo
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indireta através da comparacdo de intensidade de banda das amostras de concentracdo

desconhecida com amostras de A DNA de concentracdes conhecidas (STELLWAGEN, 1983).

3.2.4. Desenho de oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados na amplificacdo de genes de interesse ou de fragmentos
destes genes foram desenhados com base nas informacdes do genoma da bactéria Xac 306
selvagem (http://genoma4.fcav.unesp.br/xanthomonas/) e nos préprios mapas dos vetores pET15b,
pET28a(+), pCR2.1 (http://www.invitrogen.com/) e pK18mobGII (KATZEN et al., 1999).

Para a andlise in silico dos sitios de restricdo contidos nas seqii€éncias dos vetores e dos
genes de interesse, foi utilizado 0 programa “Restriction mapper”’
(http://www.restrictionmapper.org/).

Ap6s o desenho dos oligonucleotideos, foi utilizado o software ‘“primer3”
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) para a determina¢@o da temperatura de
anelamento e da porcentagem de nucleotideos C e G (“% CG”) (ROZEN & SKALETSKY, 2000).
A seqiiéncia dos oligonucleotideos foi submetida a andlise de alinhamento bésico de nucleotideos
utilizando o programa BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para confirmacdo da
especificidade do oligonucleotideo pela seqiiéncia do gene ou regido de interesse (ALTSCHUL et

al., 1990). Os oligonucleotideos utilizados neste trabalho estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Oligonucleotideos utilizados para amplificacao das seqiiéncias de interesse.

Denominacao Seqiiéncia do nucleotideo (5'—3') Uso

Construc¢ido do mutante
GCTCTAGAGCGGTCGTATCTG
AvrXacE2XbalF 306AXAC3224
AATTCGT

(Recombinagido simples)
GCTCTAGAGTAGCCAGACTTT Construcao do mutante
AvrXacE2XbalR  GCCGAAC 306AXAC3224
(Recombinagdo simples)
GGGAATTCCATATGATGGGTT Expressao da proteina
GCACTATC AvrXacE2

avrXacE2 NdelF
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CCGCTCGAGTTACTGGCTCTG Expressao da proteina

avrXacE2 XholR
CTC AvrXacE2
Construc¢ido do mutante
GCTCTAGAGGGAAGAACGACC
HrpFXbalF 306AXAC0394
AGTTCAA
(Recombinacdo simples)
GCTCTAGACAGATCGTCCGGC Construgao do mutante
HrpFXbalR AGATAGT 306AXAC0394
(Recombinacdo simples)
CCTCGAGATGGGCGCACCCGT Expressao da proteina
HrpF16FXhol
GCG HrpF
CCGGGATCCTTATCTACGACG Expressao da proteina
HrpF26RBamHI
CACTCTGATATTCC HrpF
Seqiienciamento da
T7 promoter F TAATACGACTCACTAT construgdo usada para

expressdo de proteina
Seqiienciamento da

T7 terminator R GCTAGTTATTGCTCAGCGG constru¢do usada para
expressao de proteina
Producdo de sonda para

GAA GGG ACT GGC TGC TAT  Southern blot de mutantes.

aphF
TG Amplificacdo de fragmento
do gene Kan®
Producao de sonda para
IR AAT ATC ACG GGT AGC CAA  Southern blot de mutantes.
ap
CG Amplificacio de fragmento
do gene Kan®
XAC3224 Seqiienciamento do gene
ATGTCCAGCACAACCATCAG
INT 536-555 avrXacE?2
XAC0394 Seqiienciamento do gene
CCCAAGGACATCAAGGGTAA
INT 418-437 hrpF
XAC0394 GGGAAGAACGACCAGTTCAA Seqiienciamento do gene
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INT 751-770 hrpF

XAC0394 Seqiienciamento do gene
GATCTCGGCAAGTTCGTCTC

INT 1057-1076 hrpF

XAC0394 Seqiienciamento do gene
GACTCCATTTCCAAGGACGA

INT 1513-1532 hrpF

XAC0394 Seqiienciamento do gene
TTGCACGAGTTCCTCAAGTG

INT 1864-1883 hrpF

Em negrito, insercdo de sitio de restri¢ao.

3.2.5. Reagdo da polimerase em cadeia (PCR)

Para a amplificacdo dos genes e fragmentos de genes usados no trabalho, foi utilizada a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e todos os reagentes utilizados foram obtidos da
Invitrogen™, com exce¢do da enzima Pfu e seus tampdes especificos, que foram obtidos da
empresa Fermentas.

Como condi¢do inicial para as otimizacdes da PCR foi considerado o parametro de
desnaturacdo a 95 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de: desnaturacdo a 94 °C por 30 s,
anelamento a 56 °C por 1 min, extensdo a 72 °C por 1 min e 30 s. Todas as reagdes tiveram
extensdo final de 72 °C por 7 min. Apenas as amplificagdes do gene hrpF utilizando a enzima Pfu
tiveram tempos de anelamento e extensdo acrescidos de 2 min.

Na PCR, foi utilizado volume reacional de 50 ul contendo 10-100 ng de DNA, 1 x tampao
de reacdo, 0,4 mM MgCl, ou MgSO, (quando utilizada a enzima Pfu), 0,2 mM dNTPs, 2 uM de
cada oligonucleotideo e 1 U de polimerase de DNA (Tagq ou Pfu).

3.2.6  Digestoes e reacdes de ligacao

As reacOes de digestdo de vetores e insertos foram feitas em volume final de 50 pl,
contendo: 5 % de solu¢do de enzima de restricdo (v/v) (20 U/ul), 10 % tampao de reacdo (v/v) e
solucdo contendo aproximadamente 10 pg de DNA. As reagdes foram processadas a 37 °C, por

periodo de 12 h. Vetores submetidos a duas digestdes com enzimas de restri¢do diferentes foram
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digeridos seqiiencialmente e, entre as digestOes, foram defosforilados e purificados. A
defosforilacdo foi realizada adicionando-se 1 pl de fosfatase alcalina (1 U/ul) (Amersham
Biosciences) diretamente na solucdo de digestdao, que foi entdo incubada por 30 min a 37 °C. Apés
este periodo, foi adicionada mais uma unidade da enzima fosfatase alcalina e a amostra foi
incubada por mais 15 min a 37 °C. A inativacdo das enzimas foi realizada incubando-se a amostra
a 75 °C por 10 min.

Ap6s as digestdes os produtos obtidos foram purificados para a subseqiiente reacdo de
ligacdo, nas quais quantidades equimolares de inserto e vetor foram utilizadas. A ligacdo de
vetores e insertos foi realizada em volume final de 10 ul contendo 1 X tampdo T4 DNA ligase, 1 U
de T4 DNA ligase (InvitrogenTM, Life technologies) seguidas de incubagdo durante a noite a
temperatura de 14 °C . As reacgdes de ligacdo ficaram armazenadas a temperatura de -20 °C até o

momento da transformagdo das bactérias competentes.

3.3 Mutagénese de Xac para rompimento dos genes hrpF e avrXacE2

A influéncia dos genes hrpF e avrXacE2 na manifestacdo visual dos sintomas do cancro
citrico foi avaliada através da mutacdo para perda de funcdo destes genes na linhagem Xac 306
selvagem.

A constru¢do dos mutantes de Xac foi baseada na inser¢do do plasmideo pK18mobGII
contendo marca de selecdo (gene que confere resisténcia ao antibitico canamicina) em regido
especifica do genoma e, através de recombinacdo homdloga simples, na ruptura da seqiiéncia
original do gene a ser “desligado” (GALLI-TALLIADOROS et al., 1995 ; KATZEN et al., 1999).

Para a obten¢do dos mutantes funcionais de Xac para os genes avrXacE2 e hrpF,
fragmentos de 466 pares de bases (pb) e 488 pb, respectivamente, contendo nas suas extremidades
a seqiiéncia do sitio de restricdo da enzima Xbal, foram amplificados pela PCR. Estes fragmentos
amplificados foram entdo separados por eletroforese em gel de agarose, purificados e subclonados
em vetor pCR2.1 (TA system — Invitrogen™™). Células de E. coli DH5 a eletrocompetentes foram
transformadas com este vetor e selecionadas através da manifestacao da resisténcia ao antibidtico
ampicilina (100 pg/ml). Para a confirmacao da insercdo do DNA plasmidial nas células de E. coli
DHS a, foi feita a PCR do plasmideo extraido das colonias selecionadas utilizando-se os
oligonucleotideos especificos para o fragmento clonado, seguido de eletroforese em gel de agarose

1 % para confirmagdo, por tamanho de banda, do fragmento de DNA amplificado.
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O DNA plasmidial isolado dos transformantes contendo o inserto correto foi digerido
com a enzima Xbal. Estes fragmentos foram entdo separados por eletroforese em gel de agarose
low melting 1 % e purificados para posterior clonagem no vetor suicida pK18mobGUSII
previamente isolado, digerido com a enzima Xbal, defosforilado e purificado. Este plasmideo
apresenta 5349 pb de tamanho e € replicativo em E. coli, porém ndo se replica em Xac (Figura 4)

(KATZEN et al., 1999).

Pvudl

ez

Pvull
MCS Pvai
Pral / agm
lacZo
Km

Apall

oriV Neol

Sspl
pK*mobGH Ptac ,-"/
5.80 kb
mob EcoRV

gusA \/
- EcoRV
\" Apall
\"“‘“— BsBI
ApaLl EcoRl Smal Xbal Psil Hindlll
GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCC TCTAGAGTCGACC TGCABGCATGCARGCTT
Sspl RamHI San Sohl

Figura 4. Mapa do vetor pK18mobGUSII. Vetor utilizado para a mutagénese de Xac.
Plasmideo niao replicativo em Xac. O asterisco no centro do mapa indica que esta ilustracao
pode ser a representacao do plasmideo pK18 e pK19 (KATZEN et al., 1999).

O vetor suicida contendo os fragmentos dos genes alvo foi utilizado na transformagdo de
células de E. coli DH5 o eletrocompetentes que foram cultivadas em meio LB contendo
canamicina (30 pug/ml). O DNA plasmidial das coldnias resistentes ao antibidtico foi analisado por
PCR e digestdo com a enzima de restricao Xbal, seguido de gel de agarose 1 % para verificagcdo da
presenca do fragmento de DNA clonado.

Os plasmideos contendo a construgdo correta foram utilizados na transformacao de células
competentes de Xac selvagem. Os transformantes foram inoculados em meio NB e as células de
Xac que apresentaram resisténcia a canamicina foram selecionadas.

A insercdo do vetor suicida pK18mobGUSII no genoma de Xac selvagem foi verificada

através da PCR especifica para a detec¢io do gene de resisténcia a canamicina aph
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(aminoglicosideo-fosfotransferase) utilizando o DNA das linhagens mutantes obtidas. Nesta etapa,
o DNA gendmico de Xac selvagem foi utilizado como controle negativo da reagao.

Para confirmar a incorporagdo da marca de selecdo para canamicina (gene aph) e a
ocorréncia de um dnico evento de recombinagdo nas células transformadas de Xac, foi realizado o
ensaio de Southern blot dos clones resistentes a canamicina.

Aproximadamente 400 ng de DNA gendmico de cada linhagem mutante de Xac que
foram extraidos com o Kit “MasterPure’™ DNA purification” (Epicentre Technologies) foram
digeridos com a enzima EcoRI. O produto das digestdes foi separado por eletroforese em gel de
agarose 0,8 % e transferido para membrana de nylon Hybond"™-N (Amersham Biosciences) em
solucdo 5 M NaOH, com subseqiiente fixac@o por cross-linking com exposicao a irradiacdo UV.

As hibrida¢des foram realizadas a 65 °C, durante a noite, no equipamento “Hybridizer HB
- 1000” (UVP® Laboratory Products) (SAMBROOK et al., 1989). A sonda utilizada na hibridagdo,
que corresponde ao fragmento de 422 pb do gene para resisténcia a canamicina (aph), foi
produzida a partir de produtos de PCR marcados com digoxigenina (DIG) com o uso dos kits
“PCR DIG Probe Synthesis Kit” e “DIG DNA Labeling and Detection Kit” (Roche Diagnosis).

A presenca do fragmento do gene aph foi detectada através da exposicdo e subseqiiente
revelacdo de filme sensivel a quimioluminescéncia, mantido em contato com a membrana
hibridada. A ocorréncia de uma tnica banda no filme foi considerada como a existéncia de evento

tnico de recombinagdo simples no genoma de Xac.

3.4. Estudo in vivo da patogenicidade dos mutantes hrpF e avrXacE2

Folhas jovens, ou seja, em pleno crescimento, de laranjeira doce foram utilizadas nos
testes de verificacdo de sintomas de cancro citrico causados pelas linhagens mutantes
306 4XAC0394 e 306 AX AC3224 obtidas neste trabalho.

Cinco mililitros de meio NB contendo antibi6tico apropriado foram inoculados com 50 pl
de cultura permanente dos mutantes de Xac e cultivados a 28 °C com agitac@o constante de 130 x
g até atingirem O.D.go0 nm= 0,6. O mesmo procedimento foi realizado paralelamente para a
linhagem de Xac selvagem.

Nos testes in vivo, realizados em triplicata, o dorso (epiderme abaxial) das folhas jovens
de plantas de C. sinensis foi infiltrado com aproximadamente 500 ul de suspensdo de células de

Xac das linhagens mutantes ao lado da nervura central e a suspensdo de células de Xac selvagem
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foi infiltrada, paralelamente, no lado oposto da nervura, com o uso de seringas de 1 ml com agulha
(26-gauge needle). As plantas foram mantidas em casa-de-vegetagdo localizada no Instituto
Bioldgico (Campinas-S.P.) e, apds 7 dias, os sintomas foram registrados e analisados visualmente

(Figura 5).

Figura 5. Teste in vivo de patogencidade de Xac. (A) Infiltracdo de folhas jovens de laranjeira
com suspensdo bacteriana. (B) Aspecto visual da superficie abaxial das folhas instantes apds
infiltracdo da suspensdo bacteriana. (Fonte: BAPTISTA, 2006. Fotos gentilmente cedidas pela
autora).

3.5. Clonagem dos genes hrpF e avrXacE2 em vetores de expressao.

Os genes avrXacE2 e hrpF foram amplificados por PCR, utilizando a enzima DNA
polimerase de Pyrococcus furiosus (Pfu), a partir do DNA gen6mico da linhagem selvagem de
Xac. Os oligonucleotideos utilizados continham em suas extremidades sitios para as enzimas de
restricdo Ndel e Xhol, para o gene avrXacE, e Xhol e BamHI, para o gene hrpF, objetivando a
clonagem em vetor pET15b.

Os genes amplificados foram purificados e subclonados em vetor pCR2.1 e as coldnias de
E. coli DHS o transformadas foram selecionadas com antibiético ampicilina (100 pg/ml) e
confirmadas por PCR utilizando os mesmos oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo dos
genes clonados (TESTORI et al., 1994).

Os plasmideos contendo os genes clonados foram isolados por minipreparacio e digeridos
com as enzimas Ndel e Xhol, para o gene avrXacE2, e Xhol e BamHl, para o gene hrpF. Os
fragmentos de DNA correspondentes aos genes-alvo foram entdo purificados e ligados aos vetores

de expressdo também digeridos com as mesmas enzimas de restricdo mencionadas.

32



Estas constru¢des foram usadas na transformacdo de células de E. coli DHS a e as
coldnias transformadas resistentes a ampicilina (100 pg/ml) foram confirmadas por PCR e andlise
com enzimas de restricdio. O DNA plasmidial contendo o gene clonado foi isolado para o
seqiienciamento e para a posterior transformacao de linhagens de E. coli de expressao.

O vetor pET15b contendo o gene hrpF foi digerido com as enzimas Ncol e BamHI para a
remocdo do gene hrpF, que foi também clonado no vetor de expressdo pET28a(+), que havia sido
previamente digerido com as enzimas Ncol e BamHI e purificado. O produto desta liga¢do de hrpF
e pET28a(+) foi entdo usado na transformagdo de células de E. coli DHS a e as colOnias
transformantes resistentes a canamicina foram confirmadas por PCR e tiveram seu plasmideo
isolado para a transformacao de células de E. coli BL21(DE3) (SORENSEN et al., 2005).

Portanto, o gene hrpF foi clonado em dois vetores de expressdo diferentes, pET15b e

pET28a(+), enquanto o gene avrXacE2 foi clonado somente no vetor pET15b (Figura 6).

ANl | D{FI::EI‘D | pET}-Z&a:ﬂ
\ {53650p)

Figura 6. Mapas de vetores de expressao. Os vetores pET15b e pET28a(+) contém promotor T7
e foram utilizados nos testes de expressdo de proteinas.
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3.6. Preparacao de bactérias competentes e transformacao

3.6.1. Bactérias eletrocompetentes
3.6.1.1. E. coli e Xanthomonas axonopodis pv citri

Com base no trabalho de Amaral et al. (2005) foram preparadas células eletrocompetentes
de E. coli linhagens DHS o e linhagens BL21 e células de linhagem 306 de Xac selvagem.

Células provenientes da cultura permanente [suspensdo bacteriana em 15 % glicerol (v/v)
estéril preservada a —80 °C] das linhagens de E. coli e Xac 306 selvagem foram, respectivamente,
inoculadas (“estriadas”) em placas de Petri contendo meio de cultura LB e NB. O meio NB foi
acrescido de 100 pg/ml de ampicilina. Uma tnica colonia isolada obtida foi cultivada durante a
noite em 5 ml de meio liquido, contendo 100 pg/ml de ampicilina para Xac, sob agitacdo constante
de 300 x g e temperatura de 37 °C para as células de E. coli e agitacdo de 140 x g e temperatura de
28 °C para células de Xac. Este pré-inéculo foi diluido 100 vezes em volume de 500 ml de meio. A
cultura de Xac foi adicionado o antibidtico ampicilina na concentracdo final de 100 pg/ml. As
culturas de E. coli e Xac foram mantidas sob as mesmas condicdes de temperatura e agitacdao
mencionadas anteriormente, até atingir O.D.g00 nm €ntre 0,6 € 0,7.

Esta cultura foi entdo transferida para tubos de centrifuga de 250 ml estéreis e submetida a
resfriamento em banho de gelo por 30 min. Estas suspensdes de células foram centrifugadas a
4000 x g por 10 min a 4 °C e o precipitado ressuspenso em 125 ml de solucido estéril de glicerol 10
% (v/v) gelado, passando posteriormente a outro ciclo de centrifugacdo a 4000 x g por 10 min a 4
°C. O precipitado resultante foi ressuspenso em 50 ml de solugdo estéril de glicerol 10 % (v/v)
gelado e submetido a outro ciclo de centrifugacao igual ao descrito anteriormente.

Ao precipitado resultante de células de E. coli foi adicionado 1 ml de solucdo estéril de
glicerol 10 % gelado e a suspensdo foi fracionada em aliquotas de 50 ul em microtubos estéreis
que foram conservadas a -80 °C.

No precipitado resultante de células de Xac, foi realizada ainda a adicdo de 1 mL de
glicerol a 10 % (v/v) estéril e resfriado, seguida de centrifuga¢do a 13000 x g, durante 2 min a
temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi parcialmente removido para permitir apenas a suspensao
do sedimento a concentracdo final de aproximadamente 4 x 10" UFC/mL. Finalmente, as células
competentes foram aliquotadas em fracdes de 100 pl e mantidas no gelo até a transformacdo, ou

estocadas a -80 °C para uso posterior.
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3.6.2. Bactérias quimiocompetentes

7.6.2.1. E. coli BL21

A partir de uma cultura permanente de E. coli BL21(DE3), uma placa de meio LB sem
antibidtico foi estriada e incubada durante a noite a 37 °C. Uma tnica colonia obtida deste cultivo
foi inoculada em 5 ml de meio LB sem antibidtico durante a noite, a 37 °C, com agitacdo constante
de 300 x g. Uma fracdo desta cultura foi diluida 100 vezes em 10 ml de TYM (20 g/L triptona, 5
g/L. extrato de levedura, 5,8 g/L. NaCl, 2,5 g/LL. MgS0,4.7 H,0) e cultivada a 37 °C, com agitac¢do
constante de 300 x g até O.D.goonm= 0,3. Esta cultura foi entdo transferida para tubo Erlenmeyer
contendo 40 ml de TYM e mantida nas mesmas condi¢des de cultivo até atingir O.D.¢ponm= 0,6.

A cultura obtida foi novamente transferida para tubo Erlenmeyer contendo 200 ml de
TYM e mantida a 37 °C com agitacdo constante de 300 x g até atingir O.D.goonm= 0,6. Apds o
periodo de cultivo, a cultura foi resfriada em “banho de gelo” e dividida em fracdes de 25 ml em
tubos de centrifuga de 50 ml previamente resfriados em gelo.

Os tubos foram entdo centrifugados a 4000 x g por 15 min a temperatura de 4 °C e em
seguida as células foram ressuspensas em 25 ml de TBF 1 [0,03 M Acetato de potéssio, 0,05 M
M,Cl, 0,1 M KCl, 0,01 M CaCl, . 2 H,O, 15 % Glicerol (v/v)] estéril e resfriado. As células foram
centrifugadas a 4000 x g, por 8 min a 4 °C e ressuspensas em 10 ml de TBF 2 [0,01 M MOPS,
0,075 M CaCl,, 0,01 M KCl, 15 % Glicerol (v/v)] estéril e resfriado. A suspensdo resultante foi

fracionada em aliquotas de 100 pl e estocada a temperatura de -80 °C até o momento do uso.

3.6.3. Transformacdo de células competentes

Para as linhagens de expressdo de E. coli quimiocompetente, foi utilizada a transformacgao
por choque térmico: aproximadamente 5 ul da solu¢do contendo 50 ng do plasmideo de interesse
foram misturados a 20 pl de tampao de transformacao [0,1 M KCl, 0,03 M CaCl,, 0,05 M MgCl, e
1,5 % PEG (p/v)] estéril e mantidos no gelo por 1 min enquanto as células competentes estocadas a
-80 °C foram descongeladas.

Ap6s o descongelamento das células, as mesmas foram misturadas a solu¢do que continha
o plasmideo e novamente mantidas em gelo, por 15 min. Em seguida, os tubos foram deixados a

temperatura ambiente por 20 min e a eles foi adicionado 1 ml de meio LB. Esta cultura foi entio
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incubada por 1 hora a temperatura de 37 °C e sem agitacdo. Volume de 50 pl desta suspensao foi
inoculado em placa contendo meio LB com antibiético, permanecendo durante a noite a 37 °C.

Para a transformacdo de E. coli DH5a e Xac eletrocompetentes foi utilizado o método de
eletroporacdo, com uso do aparelho “Gene Pulser II Electroporator” (Bio-Rad), com os seguintes
parametros: 50 €, 50 uF e 2,5 kV para Xac (AMARAL et al., 2005) e 400-600 2, 25 uF e 2,5 kV,
para E. coli. Foram utilizadas cuvetas de 0,2 cm de “gap”.

Fracdes de 50 ul ou 100 pl da suspensdo de células competentes de E. coli DHS o e Xac
foram misturadas a 2 pl da solu¢do contendo o DNA de interesse e eletrotransformadas.
Imediatamente apds o pulso elétrico, as células foram ressuspensas em 1 mL de meio liquido SOC
[2 % triptona (p/v), 0,5 % extrato de levedura (p/v), 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO4, 20 mM glicose] e cultivadas por 1-2 h a 37 °C (E. coli) e 28 °C (Xac) sob agita¢do
constante de 180 x g. Logo em seguida, a suspensdo de células transformadas foi inoculada em
placa de Petri contendo meio de cultura apropriado e o antibidtico necessdrio para a sele¢do dos
transformantes. As placas foram mantidas durante a noite a temperatura de 37 °C (E. coli) e 28 °C

(Xac) para o cultivo das bactérias.

3.7. Seqiienciamento de DNA

A partir dos plasmideos isolados das culturas de interesse foi feita a PCR para o
seqiienciamento de DNA. A PCR foi realizada utilizando-se 2 ul de solu¢do contendo 100 ng de
DNA, 5,1 ul H,0, 2 ul de solugdo save money (2 M MgCl,, 1 M Tris-HCI e pH 9,0) 0,4 ul de
solucdo big dye (Applied Biosystems) e 0,5 ul de solucdo contendo o oligonucleotideo especifico
(5 pmoles/ul). As reagdes de seqiienciamento foram concentradas por precipitacdio com
isopropanol absoluto e lavadas com etanol a 70%. O DNA foi entdo submetido ao seqiienciamento

utilizando equipamento “ABI 3730 DNA analyser” (Applied Biosystems).

3.8. Expressao e purificacao de proteinas
Neste trabalho foi utilizada a técnica de fusdo de cauda de polihistidina a proteina alvo. A
técnica de proteina de fusdo envolve a clonagem de um gene-alvo em um vetor de expressdo que

em uma dada linhagem de células de expressdao, geralmente E.coli, possibilite a expressdo da
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proteina recombinante contendo uma etiqueta (fag) fusionada a por¢do terminal (N ou C-terminal)
(JANA & DEB, 2005). A proteina alvo com suas proteinas associadas pode ser purificada através
de cromatografia de afinidade a metais. Na purificacdo de afinidade a metal, os residuos de
histidina da proteina recombinante se ligam ao metal contido na resina usada e as proteinas que
ndo possuem a cauda de histidina sdo eluidas e descartadas (PORAH et al., 1975 e PUIG et al.,
2001).

Pela coluna de afinidade contendo a proteina alvo pode-se passar o extrato de proteinas
soluveis extraidas das linhagens mutantes de Xac. As proteinas deste extrato que tiverem afinidade
pela proteina alvo poderdo ficar ligadas a ela. Os produtos obtidos da purificagdo de afinidade
podem ser submetidos a caracterizacdo bioquimica, separagdo por eletroforese bidimensional e

identificacdo por espectrometria de massas (MS).

3.8.1. Testes de indugdo da expressdo de proteinas

Para os testes de expressdo de proteinas, foram utilizadas as seguintes linhagens de E. coli
de expressdo: BL21(DE3), BL21(DE3) pLys, BL21Star "(DE3), BL21Codon plus RIL e
BL21Codon plus RP. Estas linhagens foram escolhidas porque as linhagens de BL21(DE3) sdo
apropriadas a expressao de proteinas em sistemas de expressdo que utilizam o promotor T7 e sdo
linhagens deficientes na expressdo dos genes ompT e lon que codificam proteases. As derivagdes
das linhagens de BL21(DE3), denominadas “codon plus” foram utilizadas pois permitem a
expressdo de tRNAs para cédons raros, o que pode determinar maior eficiéncia na expressao de
proteinas “toxicas” a célula. A linhagem pLys confere maior estringéncia na expressdo de
proteinas apresentando capacidade de inibicdo da T7 RNA polimerase, o que auxilia na redugdo da
expressdo basal do gene alvo em condi¢des ndo induzidas. Na linhagem Star existe a mutacio do
gene que codifica uma enzima de degradacdo de RNA, o que favorece que as moléculas de RNA
fiquem intactas para o processo de sintese de proteinas.

Ap6s a transformagdo e selecdo dos clones, foi iniciada a etapa de expressao de proteinas.
Uma pequena por¢do da suspensdo dos clones de expressao foi transferida para 5 ml de meio LB
contendo antibidtico apropriado e cultivada durante a noite a 37° C, com agitacdo constante de 300
X g.

Parte da suspensdo bacteriana foi armazenada como cultura permanente e outros 3 ul

foram utilizados para iniciar pré-cultura de 3 ml de meio LB contendo antibidtico, a qual foi usada
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nos testes de indugdo da expressdo de AvrXacE2 e HrpF. A suspensdo foi cultivada durante a noite
a 37 °C com agitacdo constante de 300 x g. No dia seguinte, a pré-cultura foi inoculada em 500 ml
de meio LB contendo antibidtico e cultivada a 37 °C com agitacdo constante de 300 x g até atingir
O.D.goonm entre 0,7 € 0,8.

Apés este periodo, 1,5 ml do meio foi retirado e ao restante do meio de cultura foi
adicionado o agente indutor da expressdo de proteinas, lactose ou seu andlogo estrutural IPTG
(Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside).

As indugdes ocorreram sob agitagdo constante € em temperaturas que variaram de 28 a 37
°C e por periodos de duas a quatro horas. As condi¢des das diversas tentativas de expressao das

proteinas estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Condicdes utilizadas nos testes de inducao da expressao de proteinas.

Teste Indutor/ [mM] Tempo de inducio Agitacio (rpm) Temperatura (°C)
(hrs)
1 Lactose/5,6 3 300 37
2 Lactose/5,6 4 140 28
3 IPTG/2,0 2 150 30
4 IPTG/1,0 4 230 37

3.8.2. Extragado e purificacdo de proteinas com tampao fosfato

Ap6s o periodo de inducdo, as culturas foram centrifugadas por 15 min a 4000 x g a
temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi armazenado a temperatura de -20 °C, enquanto o
precipitado foi ressuspenso em 22 ml de tampao de extracdo (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 300 mM
NaCl; 1 mM PMSF e 1 mg/ml lisozima), incubado por 30 min em gelo e submetido a lise celular
em gelo utilizando desruptor de células ultra-sonico (Cole—Parmer Instrument). O material obtido
foi centrifugado a 15000 x g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi armazenado a -20 °C para

posterior andlise em gel tipo SDS-PAGE.
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O precipitado foi ressuspenso em 12 ml de solu¢do contendo 100 mM tampao fosfato pH
7,8; 2 M uréia; 5 mM EDTA e 2 % Triton X-100 (v/v) e homogeneizado utilizando o desruptor de
células ultra-sonico. Este material foi entdo centrifugado a 15000 x g por 20 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1 ml de solu¢cdo 100 mM tampio
fosfato pH 7,8 e transferido para Becker, com agita¢do constante. A esta solucdo foi adicionada,
gota-a-gota, solucdo de uréia (8 M) até a solucdo resultante se tornar translicida, indicando que
toda a proteina foi solubilizada.

Para a reestruturacdo da proteina (refolding), foram utilizados dois métodos: didlise e
dilui¢do (TSUMOTO et al., 2003).

No procedimento de didlise, 20 ml da soluc@o contendo a proteina solubilizada em § M
uréia foram dialisados durante a noite a temperatura de 10 °C em 5 L de tampao de didlise [100
mM tampao fosfato pH 7,8, 5 % glicerol (v/v) e 100 mM NaCl]. Apés a didlise, a amostra
contendo proteina foi concentrada utilizando tubos Amicon Ultra-15 (limite de retencdo para
moléculas maiores de 10 KDa) (Millipore), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Na realizag¢@o do procedimento de dilui¢do, 100 ml do tampao de didlise [100 mM tampao
fosfato pH 7,8; 5 % glicerol (v/v) e 100 mM NaCl] foram mantidos a temperatura ambiente com
suave agitacdo constante e a esta solucdo foi adicionada, gota-a-gota, a solucdo que continha a
proteina solubilizada em 8 M de uréia, até que a solucéo de dilui¢do se tornasse turva. Esta solugdo
foi entdo centrifugada a 15000 x g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante foi concentrado em tubos

Amicon Ultra-15 (Millipore).

3.8.3 Extragdo e purificagdo de proteinas com tampdo Tris-HCI

Ap06s o periodo de inducao da expressdo de proteinas, as culturas foram centrifugadas por
15 min a 4000 x g a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi armazenado a temperatura de -20 °C,
enquanto o precipitado foi ressuspenso em 22 ml de tampao (100 mM fosfato de sédio dibésico, 10
mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM PMSF, ImM lisozima) e incubado em banho de gelo por 30 min
seguido de lise celular utilizando desruptor de células ultra-sonico. O material obtido foi
centrifugado a 14000 x g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi armazenado a -20 °C para
posterior andlise em gel tipo SDS-PAGE. O precipitado foi entdo ressuspenso em 10 ml de
“tampdo A” (8 M uréia, 100 mM fosfato de sédio dibasico e 10 mM Tris-HCI pH 8,0). A amostra

foi submetida a homogeneizacdo utilizando o desruptor de células ultra-sonico, seguido de
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centrifugacdo a 14000 rpm, por 20 min a 4 °C. O sobrenadante produzido nesta etapa foi utilizado
no procedimento de purificacdo usando resina contendo niquel e nos testes de interagdo (PORAH
et al., 1975; LICHTY et al., 2005).

A coluna contendo 1 ml de resina Ni-NTA (“nickel-nitrilotriacetic acid”) (Qiagen) foi
lavada com 4gua deionizada estéril e equilibrada com 3 ml de “tampdo A”. O volume total da
fracdo contendo a proteina solubilizada foi adicionado a coluna cromatografica que foi
posteriormente lavada com 12 ml de “tampao B” (100 mM fosfato de sddio dibdsico e 10 mM
Tris-HCI pH 6,3), e teve a proteina eluida com “tampado C” (150 mM Imidazol, 100 mM fosfato de
s6dio dibédsico e 10 mM Tris-HCI, pH 6,3) (BUTTNER et al., 2002b). As fracdes obtidas da
purificacdo foram coletadas e armazenadas a -20 °C. Volume de 40 ul de cada uma das fracdes foi
misturado a 40 pl de 2x tampado de amostra “Laemlli” (6,6 % SDS; 30 % glicerol; 200 mM Tris-
HCI pH 6,8; 100 mM DTT e 0,02 % azul de bromo fenol) e foram analisadas em gel tipo SDS-

PAGE.

3.9 Teste de interacoes da proteina AvrXacE2

Com base nos trabalhos de Puig et al. (2001), foi idealizado um teste para identificar
interagdes entre as proteinas recombinantes de Xac expressas no sistema heter6logo e outras
proteinas citoplasmaticas de Xac que possivelmente interagissem com esta proteina-alvo.

Para permitir que as possiveis interagdes entre as proteinas citoplasmdticas de Xac
ocorressem apenas com a proteina-alvo fusionada a cauda de polihistidina e ndo com a proteina-
alvo enddégena de Xac selvagem, a linhagem mutante de Xac 306AXAC3224 foi utilizada nos
testes de interacdo de proteinas.

A proteina AvrXacE2 contendo cauda His6-tag, produzida durante este estudo, foi
submetida a trés testes de interacdo com as proteinas citoplasmdticas da linhagem mutante
306 4XAC3224. A op¢do em produzir e utilizar as proteinas do mutante 306 AXAC3224 para estes
testes de interacao foi reconhecida como importante a fim de evitar que fossem encontradas falsas
interacdes devido ao fato de as verdadeiras interagdes terem ocorrido entre a proteina-alvo

AvrXacE2 enddgena de Xac e as proprias proteinas citoplasmadticas de Xac (Figura 7).
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Figura 7. Teste de interacao de proteinas. Seqiiéncia esquematica da estratégia metodoldgica
para andlise de interacOes entre a proteina recombinante AvrXacE2 com as proteinas soldveis
extraidas da linhagem mutante 306 AXAC3224.

Para os testes de interacdo, foi realizada a expressao da proteina AvrXacE2 em 500 ml de
meio LB, seguido da extracdo com tampao Tris-HCI como descrito anteriormente. Esta proteina
extraida foi adicionada a coluna cromatogrifica contendo niquel “His-gravity column” (GE
Healthycare- Life sciences) previamente lavada e equilibrada com 20 ml do “tampdo A” (§ M
uréia, 100 mM fosfato de sddio dibasico, 10 mM Tris-HCI pH 8,0). A coluna foi lavada com 30 ml
de tampdo de lavagem contendo 100 mM fosfato de sédio dibdsico, 10 mM Tris-HCI, pH 6,3 para
eluicdo de proteinas contaminantes. Nesta mesma coluna foi adicionado o extrato de proteinas
soliveis da linhagem mutante de Xac 306 AXAC3224. O extrato de proteinas soliveis da linhagem
mutante foi obtido pelo seu cultivo em 500 ml de meio NB, a 28 °C, até atingir D.O. 600nm = 0,6.
Esta suspensao foi centrifugada a 5000 x g por 10 min e o precipitado foi ressuspenso em 22 ml de
tampao de extragdo (100 mM fosfato de sodio dibasico, 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM PMSF e
ImM lisozima), incubado por 30 min em gelo e submetido a lise celular mecanica utilizando
desruptor de células ultra-sdnico (Cole—Parmer Instrument).

O lisado celular foi entdo centrifugado a 15000 x g por 30 min, a 4 °C. O sobrenadante foi
adicionado a coluna cromatografica contendo a proteina recombinante AvrXacE2. A coluna foi
entdo lavada com 30 ml de solucio contendo 100 mM fosfato de sédio dibasico, 10 mM Tris-HCI,

pH 6,3, e a eluicdo das proteinas foi realizada com gradiente crescente da concentracdo de
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imidazol na solu¢do 100 mM fosfato de sodio dibdsico, 10 mM Tris-HCI, pH 6,3. As solucdes de
eluicdo continham as seguintes concentracdes de imidazol: 20 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM,
300 mM e 500 mM.

Paralelamente a este ensaio, foi realizada, como controle negativo, a purificagdo do
extrato de proteinas soliveis da linhagem mutante em outra coluna cromatogrifica que ndo
continha a proteina recombinante AvrXacE2, para reconhecimento de proteinas que supostamente
estariam interagindo inespecificamente com a resina cromatogrifica. As condigdes
cromatograficas usadas neste teste controle foram as mesmas utilizadas nas analises com a proteina

recombinante. Todas as fragdes obtidas nestes testes foram analisadas por SDS-PAGE.

3.10. Separacao de proteinas

Os sobrenadantes, fracdes cromatograficas e amostras dialisadas ou concentradas foram
analisados através de géis tipo SDS-PAGE para determinagdo da presencga da proteina de interesse
e sua massa molecular aparente (LAEMMLLI, 1970).

Foram confeccionados géis de poliacrilamida de concentragdo de 12,5 % [12,5 % solugao
acrilamida (30 % acrilamida: 0,8 % bis-acrilamida (p/p)], 0,04 % APS (p/v), 0,05 % TEMED
(v/v), 0,37 M Tris-HCI pH 8,8] para o gel de separagdo e 5 % para os géis de empacotamento {5 %
solug¢do acrilamida [30 % acrilamida: 0,8 % bis-acrilamida (p/p)], 0,04 % APS (p/v), 0,05 %
TEMED (v/v), 0,37 M Tris-HCI pH 6,8] de dimensdes 8,3 cm x 7,3 cm x 1 mm.

3.11. Anélise comparativa de proteinas de Xac selvagem versus Xac 306.4XAC0394

Para melhor compreensdo do papel do gene hrpF na manifestacdo do cancro citrico, foi
proposta também neste trabalho a andlise comparativa das possiveis proteinas diferencialmente
expressas nas linhagens de Xac selvagem e 306 AXAC0394 através da andlise comparativa de géis
de eletroforese bidimensional (2D).

Na eletroforese bidimensional (2DE) as proteinas podem ser separadas de acordo com
duas caracteristicas fisico-quimicas: ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular (mW). Desta
forma, um ndmero significativo de proteinas, oriundas de uma mesma amostra, pode ser

simultaneamente separado (O’FARRELL, 1975).
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A primeira dimensdo da 2DE € a focalizacdo isoelétrica (IEF), na qual as proteinas sio
separadas em um gradiente de pH até alcancarem a posicao estaciondria onde a carga total € zero
(ponto isoelétrico). Na segunda dimensdo, as proteinas separadas pela IEF sdo novamente
separadas por eletroforese do tipo SDS-PAGE (baseada no peso molecular -MW - das proteinas)
O resultado da separagdo € um perfil onde cada proteina representa um ponto, ou spot, € o tamanho
de cada spot é proporcional a quantidade. Segundo um sistema Cartesiano, da esquerda para a
direita hd um aumento do pl e de baixo para cima um aumento da massa molecular.

As células das linhagens de Xac selvagem e mutante 306AXAC0394 foram cultivadas
separadamente em 500 ml de meio NB por 20h, a 28 °C sob agitacdo constante de 180 x g até
atingir densidade 6ptica de 0.6 lida a 600 nm. Estas culturas foram centrifugadas por 10 min a
4000 x g a 4 °C e as células contidas no precipitado foram lavadas trés vezes em tampao de
lavagem (10mM Tris-HCI pHS,8, 3mM KCl, 50mM NaCl, SmM EDTA, 2mM PMSF e 1:50
coquetel inibidor de proteases) e posteriormente centrifugadas por 2 min a 5000 x g.

Volume de 400 pl do sobrenadante da terceira lavagem de células de cada cultura foi
armazenado e as proteinas, aqui denominadas de “pericelulares” contidas nesta solu¢do foram
precipitadas com 1200 ul de solu¢@o contendo 50% acetona, 49% etanol, 1% &cido acético (v/v/v)
por 30 minutos em banho de gelo.

A solucao foi centrifugada a 14 000 x g por 15 minutos, o precipitado lavado duas vezes
com solucdo contendo 80 % etanol e depois de seco a temperatura ambiente, o precipitado foi
ressuspenso em 50 pl tampao [1% SDS (p/v), 5 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8,8, 2 mM
PMSF, 100 mM DTT e 2 % (v/v) coquetel inibidor de proteases de bactérias (Sigma)]. As
amostras foram dosadas pelo método de Bradford e 400 ug de proteinas foram utilizados para a
isoeletrofocalizac@o de proteinas “pericelulares”.

Aproximadamente 100 mg de células presentes no precipitado proveniente da etapa de
lavagem, foram lisados com 100 pl de tampao [1% SDS (p/v), S mM EDTA, 20 mM Tris-HCl pH
8,8, 2 mM PMSF, 100 mM DTT e 2 % (v/v) coquetel inibidor de proteases de bactérias (Sigma)] e
homogeneizadas com auxilio de micro-seringas. Anteriormente a adicdo do DTT, parte da amostra
foi retirada para realizacdo da dosagem protéica utilizando-se Kit comercial (“BIO RAD — DC
protein assay kit”’) ou Bradford (BRADFORD, 1976). O extrato de proteinas citoplasmaticas foi
fracionado e estocado a —80 °C. Estas aliquotas foram posteriormente utilizadas para a realiza¢do

da isoeletrofocalizacdo (IEF).
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Na IEF, volume de amostra contendo 500 pug de proteinas foi solubilizado no tampao
SB1D [8 M uréia, 4 % CHAPS (p/v), 70 mM DTT, 2 % anfdlitos (v/v), 0,001% (p/v) azul de
bromo fenol] completando o volume final para 350 pl. As amostras foram homogeneizadas em
vortex por 1 minuto e incubadas por 15 min a temperatura ambiente sendo posteriormente
centrifugadas em temperatura ambiente a 10000 x g por 2 min e o sobrenadante foi utilizado na
IEF.

Foram feitas isoeletrofocalizacbes de amostras protéicas utilizando-se géis de
poliacrilamida desidratados pré-feitos ou strips (Amersham Biosciences) com faixas de gradiente
fixo de pH 3 a 10 ndo-linear (NL) utilizando-se o aparato IPGphor (Amershan Biosciences)
(GORG et al., 1980; TAYLOR & COORSSEN, 2006).

Os parametros elétricos usados para esta corrida foram: rehidratacdo por 12 hrs, 500 V
durante 1 h, 3500 V durante 1 h e 8000 V até acumularem-se 70 kVh totais de corrida, sob
refrigeracdo constante de 20 °C e amperagem méxima de 50 uA por gel.

Ap6s a IEF, as strips foram incubadas no tampao SDS-DTT [8 M uréia, 2 % SDS (p/v),
28 % glicerol (v/v), 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,5 % DTT (p/v)] por 8 min e no tampao SDS-IAA
[8 M uréia, 2 % SDS (p/v), 28 % glicerol (v/v), 1 % iodoacetamida (p/v), SO mM Tris-HCI pH 8,8]
por 12 min. Apds este periodo, foram adicionados 200 pl de tampdo 1 M Tris-HCl pH 6,8 em cada
strip, que permaneceram 2 min adicionais sob esta condicao.

Subseqiientemente a este passo, aproximadamente 2 ml de agarose 0,5 % (p/v) aquecidos
a 70 °C foram adicionados sobre o gel de poliacrilamida de concentragdo de 12,5 % [12,5 %
solu¢do acrilamida (30 % acrilamida: 0,8 % bis-acrilamida (p/p)), 0,04 % APS (p/v), 0,05 %
TEMED (v/v), 0,37 M Tris-HCI pH 8,8] de dimensdes 15cm x 16cm x 1,5mm, que recebeu em sua
superficie as strips da IEF.

As corridas da segunda dimensdo da 2DE foram realizadas no aparato para eletroforese
modelo SE-600 (Hoefer) sob refrigeracdo constante de 20 °C e com uso de tampdo de corrida

contendo 14,42 % glicina (p/v), 1 % SDS (p/v) e 3 % Tris (p/v).

3.12. Deteccao de proteinas e analise de imagem
Na etapa de coloragdo dos géis foram utilizados reagentes dos fabricantes Sigma e

solventes Merck de alto grau de pureza (p.a.). Os géis SDS-PAGE das fragdes cromatograficas
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foram lavados com dgua deionizada por 5 min apds o término da corrida eletroforética e colocados
diretamente em soluc@o corante contendo 40 % metanol (v/v), 10 % &cido acético (v/v), 0,2 %
Comassie B. Blue (p/v) onde permaneceram por 40 min e posteriormente foram descorados com
trocas sucessivas de solugdo descorante composta de 40 % metanol (v/v) e 10 % é&cido acético
(v/v).Ap6s a etapa de descoloragdo dos géis estes foram mantidos em solucdo descorante 10 %
(v/v) e as imagens digitalizadas em scanner HP Scanjet 2400 (Hewlett-Packard Development
Company).

Alternativamente, os géis bidimensionais que foram confeccionados para a identificagdo
de proteinas por MS foram corados por tempo minimo de 24 horas com solu¢@o contendo 0,12 %
Comassie Blue G-250 (p/v), 10 % sulfato de amonio (p/v), 10 % &cido fosférico (v/v) e 20 %
metanol (v/v), sob constante agitacdo e a temperatura ambiente (CANDIANO et al., 2004).

A descoloracdo dos géis foi realizada através de trocas sucessivas de dgua deionizada, sob
agitacdo constante, até que os spots se tornassem visivelmente nitidos.

Estes géis foram digitalizados em scanner Image Master Scanner (GE Healthcare Life
Sciences) ou Sharp Scanner JX-330 (Pharmacia Biotech) em 8 bits e resolucdo de 300 dpi. Os
spots diferencialmente expressos foram selecionados com o uso do programa PDQuest v.8.0 (Free
Trial version-BioRad). Neste programa, trés géis 2D de cada condi¢do foram agrupados e os spots
foram automaticamente detectados. Os valores obtidos da densidade ptica foram normalizados e
os spots comparados. Automaticamente, foi criado gel virtual que possibilitou as anélises
estatisticas comparativas entre os dois grupos de géis (teste-t) e as andlises quantitativas,

permitindo o reconhecimento dos spots diferencialmente expressos.

3.13. Identificacao de proteinas

Para a identificacdo de proteinas, os spots detectados nos géis bidimensionais podem ser
extraidos do gel 2D e digeridos para a obtencdo de seus peptideos. Esta mistura de peptideos é
passivel de ser analisada em um espectrdmetro de massas, onde cada spot resultard em um pool de
massas ou Peptide mass fingerprint (dados experimentais).

As proteinas detectadas nos géis foram removidas dos géis bidimensionais através de
“recorte” e processadas para a identificacdo por MS de acordo com o protocolo modificado de

Schevchenko (1996).
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Os fragmentos de gel foram lavados em dgua por 10 min, seguido de trés lavagens com
solucdo de 60 % acetonitrila (v/v) e 25 mM bicarbonato de amdnio (AMBIC). Cada spot foi
cortado em pequenos pedacos de aproximadamente 1 mm’ e desidratado com solucdo 100 %
acetonitrila por 20 min, seguido de concentracdo em equipamento speed vac (Savant) por 20 min a
temperatura ambiente.

Cada spot foi digerido em banho-maria a 37 °C, por 14 h, com aproximadamente 150 ng
de tripsina (modified porcin trypsin- Promega) em solu¢do 50 mM AMBIC.

A extracdo dos peptideos dos géis foi feita através de trés incubagdes de 15 min em
solucdo contendo 50 % acetonitrila (v/v), 1 % &4cido férmico (v/v), seguida de incubagdo por 15
min em 100 % acetonitrila. A solugc@o contendo os peptideos extraidos foi concentrada em speed
vac a 37 °C até a total secagem e os peptideos foram ressuspensos em 20 pl de solucdo 60 %
acetonitrila (v/v), 0,1 % dacido férmico (v/v) e purificados em microcoluna “zip-tip” C18
(Millipore) utilizando instru¢cdes do fabricante para eluicdo direta dos peptideos em placa de
amostra com solu¢do de matriz [60 % acetonitrila (v/v), 0,1 % 4cido férmico (v/v) e 2 % éacido
alfa-ciano hidroxicinaminico (p/v)] para andlise em equipamento Voyager DE-PRO MALDI-ToF
(Applied Biosystems).

Os programas MS-Fit (http://prospector.ucsf.edu/) e ALDENTE
(http://www.expasy.ch/tools/aldente/) foram utilizados para a identificacdo das proteinas. A andlise
dos espectros de massas em associacdo com os dados de pl e MW estimados pela andlise da
imagem dos géis bidimensionais, possibilita a identificagdo praticamente inequivoca da proteina

(AEBERSOLD & MANN, 2003; JOHNSON ET AL., 2005).

3.14. Analise in silico das proteinas

Métodos computacionais de predicdo de estrutura secunddria (PsiPred -
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/),  localizacio  subcelular e  peptideo-sinal (PSORT-
http://www.psort.org/psortb/index.html e NucPred- http://www.sbc.su.se/~maccallr/nuc pred/),
propriedades  fisico-quimicos e de composicdo de aminodcidos (ProtParam -
http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) foram aplicados as seqiiéncias de aminodcidos das
proteinas AvrXacE2 e HrpF depositadas nos bancos de dados do genoma de Xac
(http://genoma4.fcav.unesp.br/xanthomonas/) (JONES, 1999; GARDY et al., 2003; GASTEIGER
et al., 2005; BRAMEIER ET AL., 2007).
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4.0. RESULTADOS

4.1 Construcao de linhagens de Xac mutantes para os genes hrpF e avrXacE?2.

Para analisar o possivel papel funcional das proteinas AvrXacE2 e HrpF na
patogenicidade de Xac e na manifestacio de sintomas do cancro citrico, foram construidas
linhagens mutantes para estes dois genes através de inser¢ao plasmidial.

A mutacdo do gene de interesse ocorreu através da integracdo do plasmideo “suicida”
pK18mobGUSII, contendo fragmento de 488 pb do gene alvo hrpF no cromossomo de Xac. O
mesmo foi feito com fragmento de 466 pb do gene avrXacE2. As células competentes de Xac
selvagem foram transformadas por eletroporagao.

De acordo com a teoria de mutagénese de Campbell (“Integracio Campbell”)
(GUTTMAN & GREENBERG, 2001), com a recombinacdo homdloga simples, o plasmideo foi

integrado no genoma de Xac na posicao do gene alvo (Figura 8).
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Figura 8. Representacio da Mutagénese em Xac e Integracao plasmidial de
pK18mobGUSII contendo fragmentos dos genes alvo no genoma de Xac. (A) Interrup¢do do
gene hrpF; (B) Interrup¢do do gene avrXacE2.
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4.2 Confirmacao da insercao e integracao plasmidial nos mutantes de Xac

As células de Xac transformadas que sobreviveram a quatro subcultivos em meio NB
contendo canamicina foram selecionadas e submetidas aos testes de PCR e Southern blot, que
confirmaram a mutagénese de Xac.

O DNA gend6mico extraido dos mutantes foi submetido a andlises por PCR onde foi
verificada a presenga do fragmento de gene de resisténcia a canamicina (aph), cujo tamanho da
sonda utilizada é de 422 pb (Figura 9).

Aqueles mutantes cuja confirmacdo por PCR foi positiva tiveram seu DNA gendmico
analisado por Southern blot para a confirmacdo do evento unico de inser¢do plasmidial no genoma
de Xac (Figura 10). As amostras de DNA gendmico dos mutantes de Xac que foram digeridas com
a enzima Xhol ndo tiveram resultados positivos nos testes de Southern blot pois a digestdo foi
parcial e ndo permitiu a eficiente hibridacio da membrana com a sonda de aph. A melhor digestao
do DNA gendmico de Xac para a realizacdao do ensaio de Southern blot foi obtida com a enzima
EcoRlI.

As coldnias mutantes que apresentaram resisténcia a canamicina e resultados positivos
para as andlises por PCR para o gene aph e confirmacdo, através de Southern blot, da presenga de
apenas um Unico evento de recombinacdo, foram submetidas a testes de patogenicidade in vivo em

folhas de laranjeira.

1000 pb —» 1000 ph
—»

400 pl
—

A B

Figura 9. Eletroforese em géis de agarose (0,8 %). (A) Amplificacdo de fragmentos dos genes
alvos que foram clonados em plasmideo pK18mobGUSII. M:

marcador 1 Kb plus (Invitrogen ™); le 2 Fragmentos de 466 pb do gene avrXacE2 de colonias
isoladas; 3: Fragmento de 488 pb do gene hrpF. (B) Amplificacdo de fragmento do gene aph (422
pb) a partir de DNA gendmico de linhagens mutantes. M- marcador 1 Kb plus (Invitrogen "™); 1-
controle negativo da reacdo, utilizando DNA gendmico de Xac selvagem; 2 — controle positivo da
reacdo, utilizando DNA plasmidial pK18mobGUSII; 3- Mutante 306AXAC0394; 4 - Mutante
306AXAC3224. 48
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1000 pb
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Figura 10 — Confirmacio de evento tnico de recombinacao por Southern blot . M- marcador
1 Kb plus (Invitrogen "™); 1- controle positivo com sonda do gene aph (422 pb); 2- controle
negativo da reacdo utilizando DNA gendmico de Xac selvagem digerido com EcoRI; 3- controle
negativo da reacdo utilizando DNA genomico de Xac selvagem digerido com Xhol; 4- DNA
gendmico de Xac linhagem 306AXAC3224 digerido com EcoRI; 5- DNA gendmico de Xac
linhagem 306AXAC3224 parcialmente digerido com Xhol; 6- DNA gendmico de Xac linhagem
306AXAC0394 digerido com EcoRI; 7- DNA gendmico de Xac linhagem 306AXAC0394
parcialmente digerido com Xhol.
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4.4 Avaliacao in vivo do efeito da mutagénese dos genes hrpF e avrXacE2 na patogenicidade
de Xanthomonas axonopodis pv citri

Alteragdes na manifestacdo de sintomas caracteristicos do cancro citrico foram avaliadas
em folhas de laranjeira inoculadas com as suspensdes de células das linhagens mutantes
306XAC0394 e 306XAC3224 para verificagdo da contribuicdo dos genes hrpF e avrXacE2 na
patogenicidade de Xac.

Folhas jovens de laranjeira foram analisadas sete dias apds a infiltracdo da suspensdo de
células de Xac selvagem e das linhagens mutantes. Suspensodes de células de Xac selvagem quando
infiltradas em folhas, desencadeiam os sintomas iniciais caracteristicos de cancro citrico, que
constituem em actimulo de dgua (water soaking) e hiperplasia, e que evoluem para sintomas
tardios constituidos de manchas marrom-ferrugem e pustulas, com halos cloréticos ao redor das
lesdes.

A possibilidade de sintomas de hiperplasia foi monitorada e as imagens das folhas
registradas. Apenas a linhagem mutante para o gene hrpF  (306AXAC0394) apresentou
incapacidade em produzir sintomas iniciais do desenvolvimento do cancro citrico (hiperplasia do
mesofilo). As folhas infiltradas com suspensdo de células da linhagem mutante para o gene
avrXacE2 (306AXAC3224) nao manifestaram alteracdes visiveis dos sintomas do cancro citrico,

havendo, portanto, a visualizacdo tipica de hiperplasia foliar (Figura 11).

Figura 11. Teste in vivo da patogenicidade de Xac. (A) Regido abaxial da folha infiltrada com
suspensdo de células da linhagem de Xac selvagem (direita da nervura central), e suspensdo de
células da linhagem mutante de Xac 306AXAC0394 (esquerda da nervura central). A drea
destacada na figura mostra a regido de manifestacdo da hiperplasia. (B) Regidao abaxial da folha
infiltrada com suspensdo de células da linhagem de Xac selvagem (direita da nervura central), e
suspensao de células da linhagem mutante de Xac 306 AXAC3224 (esquerda da nervura central).
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4.5 Clonagem e expressao de proteinas AvrXacE2 e HrpF

Os genes avrXacE2 e hrpF de Xac foram clonados em vetores de expressdao e a
confirmacgdo da clonagem foi realizada através de PCR para o gene de interesse e seqiienciamento
de DNA (Figura 12). Os dados obtidos do seqiienciamento de DNA das constru¢des foram
analisados contra o banco de dados NCBI para verifica¢do de existéncia de alteracdes na seqiiéncia
e possiveis delecdoes. Os clones com resultados positivos para as andlises por PCR, cujas

seqiiéncias apresentaram identidade minima de 99 % aos genes-alvo, foram utilizados nos testes de

expressdo de proteinas.
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Figura 12. Clonagem e expressao de genes. (A) Esquematizacio gréifica da estratégia utilizada
na constru¢do de vetores para a expressdo de HrpF e AvrXacE2. (B) Amplificagdo de hrpF e
avrXacE2 utilizando enzima polimerase Pfu, M- marcador 1kb plus (Invitrogen™), 1
amplificacdo do gene hrpF (2475 pb) a partir do DNA gendmico de Xac, 2- amplificagdo do gene
avrXacE2 (1071 pb) a partir do DNA gendmico de Xac. (C) Confirma¢do da clonagem do gene
avrXacE2 no plasmideo pET15b, M- marcador 1kb plus (Invitrogen™), 1- amplificacdo do gene
avrXacE?2 clonado no vetor pET15b utilizando primers especificos do gene, 2- amplificacdo do
gene avrXacE2 clonado no vetor pET15b utilizando primers especificos do vetor de expressao.
(D) Confirmagdo da clonagem do gene hrpF no plasmideo pET15b, M- marcador 1kb plus
(Invitrogen™), 1- plasmideo pET15b néo digerido, 2- plasmideo pET15b contendo o gene hrpF
clonado, 3- plasmideo pET15bHrpF digerido com as enzimas BamHI e Xhol.
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Nenhuma das proteinas AvrXacE2 ou HrpF clonadas nos vetores pET15b foram super-

expressas nas fracoes soliveis ou no sobrenadante das culturas induzidas (Figura 13).
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Figura 13. Extracio de proteinas recombinantes. M'- marcador de alto peso molecular (GE Life
Sciences), M- marcador de peso molecular Broad range (BioRad), 1- sobrenadante de cultura
induzida de pET28a(+)HrpF, 2- proteinas soldveis de pET28a(+)HrpF induzido, 3- sobrenadante de
cultura induzida de pET15bHrpF, 4- proteinas soliveis de pET15bHrpF induzido, 5- sobrenadante
de cultura induzida de pET15bAvrXacE2, 6- proteinas soliveis de pET15bAvrXacE?2 induzido.

A expressdo da proteina AvrXacE2 (~39 kDa) foi realizada em diversas linhagens de E.
coli e a proteina super-expressa na linhagem BL21(DE3) foi extraida da fra¢do insolivel do
extrato protéico para ser purificada. Para o renovelamento da proteina purificada, foram usados os
métodos de didlise, dilui¢do e renovelamento em coluna. Estes trés métodos de renovelamento ndo
permitiram alta recuperacio da proteina, devido a precipitacdo da proteina durante os ensaios de
didlise resultando no baixo rendimento apds a concentracdo da proteina pos-didlise e dilui¢do
(Figura 14). Houve baixa capacidade de eluicdo cromatografica da proteina em tampdes de baixa

forca idnica (menor do que 100 mM fosfato), fatores estes que podem interferir em ensaios

funcionais.
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Figura 14. Géis de eletroforese das purificacoes de AvrXacE2. (A) M- Marcador de peso
molecular, 1- AvrXacE2 dialisada (7 pg), 2- AvrXacE2 solubilizada em solu¢do 8M uréia, 3-
AvrXacE?2 diluida (6 pg), 4- proteinas precipitadas durante didlise de AvrXacE2. (B) 1- extrato total
da fracdo de proteinas insoluveis do lisado celular pET15bAvrXacE2 usado na purificacdo de
afinidade, 2- flow throught da purificacio de afinidade, 3- eluato da lavagem, 4- eluato com solugdo
contendo 50 mM de imidazol, 5- eluato com solugdo contendo 100 mM imidazol e 6- eluato com
solucdo contendo 150 mM de imidazol. As setas vermelhas indicam a mobilidade eletroforética da
proteina AvrXacE2.

Na tentativa da expressdo da proteina HrpF foram usados dois vetores de expressdo
pET15b e pET28a (+) e foram testadas diversas linhagens de expressdo de E.coli , entretanto, em

nennhuma delas a proteina HrpF (~88 kDa) foi super-expressa (Figura 15).
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Figura 15. Teste de expressao da proteina HrpF. Géis de poliacrilamida 12 %, contendo as
fragdes de proteinas das culturas induzida (Al ou HI) e ndo induzida (NA ou HN) das diferentes
linhagens de E.coli de expressio BL21p-RIL, BL21 p-RP, BL21 Star (DE3), BL21-pLysS e
BL21 (DE3). (A, B, C e D) M- marcador de peso molecular Broad Range (Bio-Rad). AN-
suspensdo de E.coli contendo a constru¢do pET15bAvrXacE2 ndo induzido. Al- suspensio de
E.coli contendo a constru¢dao pET15bAvrXacE2 induzido. HN- suspensdo de E.coli contendo a
constru¢do pET15bHrpF ndo induzido. HI- suspensdo de E.coli contendo a construgdo
pET15bHrpF induzido. A suspensdo de E.coli contendo pET15bAvrXacE2 foi utilizada como
um controle positivo nos testes de inducao de HrpF. Os extratos de proteinas de trés colonias (1,
S e 6) de E.coli contendo pETI1S5bHrpF induzido e ndo induzidos foram utilizados
seqiiencialmente nos testes, para cada uma das diferentes linhagens de E.coli de expressdo. As

setas vermelhas indicam a possivel mobilidade eletroforética onde HrpF deveria ser visivel em
caso de super-expressao.
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Quatro testes foram realizados variando-se as condi¢des de inducao da expressao de hrpF
no vetor pET15b, os tempos de inducdo e a velocidade de agitagcdo, entretanto em nenhuma

condigdo a proteina foi encontrada super-expressa (Figura 16).
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Figura 16. Géis de eletroforese de proteinas dos testes de inducao da expressao e purificacio
de HrpF. (A) Inducdo da expressdo de HrpF a 37 °C. M- marcador de alto peso molecular
(Amersham), 1- extrato total de proteinas soliveis em solucdo 8M uréia, 2- flow through da
purificagcdo de afinidade, 3- eluato da lavagem da coluna, 4- eluato com solug¢do contendo 50 mM
de imidazol, 5- eluato com solucdo contendo 100 mM de imidazol, 6- eluato com solugdo
contendo 150 mM de imidazol. (B) Indugdo da expressdo de HrpF a 30 ° C. M- marcador de
peso molecular, 1- extrato total de proteinas soliveis em solucdo 8M uréia, 2- flow through da
purificacdo de afinidade, 3- eluato da lavagem da coluna, 4- eluato com solug¢do contendo 100
mM de imidazol, 5- eluato com solucdo contendo 150 mM de imidazol. As setas vermelhas
indicam a possivel mobilidade eletroforética que a proteina HrpF apresentaria .

Atualmente vdrios programas computacionais t€m auxiliado nas caracterizagdes
bioquimicas e estudos de predicdo estrutural in silico de proteinas. Isto vem ao encontro as novas
necessidades de informacdes a respeito do possivel comportamento das moléculas, conhecimento
este que podem beneficiar as otimizagcdes de métodos de caracterizacdo de proteinas.

Utilizando alguns destes programas foram realizadas predicdes de caracteristicas de
ambas as proteinas, AvrXacE2 e HrpF e que podem auxiliar nos estudos posteriores sobre estas

proteinas e nas otimizagdes ou adaptagdes de protocolos (Tabela 5).
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Tabela 5. Caracteristicas preditas para as proteinas AvrXacE2 e HrpF.

Programa utilizado

Caracteristica predita AvrXacE2 HrpF
para predicao
Localizacao celular citoplasma membrana interna bacteriana ~ PSORT
38635.5 88460.9
Massa molecular ProtParam
Numero de aminodcidos 359 824 ProtParam
Ponto isoelétrico 7.82 5.52 ProtParam
Regides transmembrana ausentes Presente (a.a.682 — 698) PSORT
Seqiiéncia para Presente
) ausente NucPred
localizacao nuclear (a.a 44 - 48)
Seqiiéncia sinal (N- PSORT
ausente ausente
terminal) SIGNAL P 3.0
11 sitios
30 sitios (treonina), 3 sitios com
] ) (treonina), 1 sitio .
Sitio de fosforilagao alta probabilidade (aa. 1069, NetPhos 2.0

com alta

probabilidade

1325 e 2422)
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Através de uma caracterizagdo parcial in silico, além das predi¢Oes de caracteristicas
fisico-quimicas das proteinas, foi possivel também predizer uma possivel regido sinalizadora de
localiza¢do nuclear na proteina AvrXacE2 e uma regido de dominio transmembrana na proteina

HrpF (Figura 17 e 18).
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Figura 17. Predicao de estrutura secundaria da proteina AvrXacE2. Material obtido pelo
processamento da seqiiéncia de aminodcidos da proteina pelo programa PsiPred (a regido
destacada em vermelho constitui a seqiiéncia sinalizadora de localiza¢do de nucleo celular predita
nos estudos in silico).
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da proteina HrpF. Material obtido pelo

processamento da seqiiéncia de aminodcidos da proteina pelo programa PsiPred (a regido
destacada em vermelho constitui a seqiiéncia de dominio transmembrana predita nas andlises, in

silico, entre os aminoacidos 682 a 698).
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4.6 Analise de interacoes da proteina AvrXacE2

Para analisar a possivel interacdo de AvrXacE2 com outras proteinas citoplasméticas de
Xac, foram realizados ensaios de interacdo entre a proteina recombinante AvrXacE2 com as
proteinas citoplasmdticas extraidas da linhagem 306AXAC3224. Como controle negativo, o
extrato total de proteinas da linhagem mutante 306AXAC3224 de Xac foi submetido as mesmas
condicdes de purificacdo realizadas nos ensaios de interagdo, permitindo a eliminacdo de
resultados falso-positivos. Foi visto que algumas proteinas de Xac se ligam inespecificamente a
coluna cromatogréifica de niquel, entretanto nenhuma proteina se ligou a proteina recombinante

AvrXacE2 de maneira especifica (Figura 19).
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Figura 19. Géis SDS-PAGE para a analise de interacoes entre proteinas citoplasmaticas de
Xac e AvrXacE2 recombinante. (A). M-marcador de peso molecular Broad Range (BioRad), 1-
extrato total de proteinas contendo AvrXacE2 dialisada e concentrada, 2- flow through, 3-
lavagem, 4 e 5- eluato da passagem de solu¢do 5 mM imidazol e 50 mM imidazol
respectivamente, 6- extrato total de proteinas da linhagem 306AXAC3224, 7- flow through do
extrato de proteinas totais de 306 AXAC3224, 8- lavagem, 9- eluato da passagem de solugdo 5
mM imidazol. (B) M-marcador de peso molecular Broad Range (BioRad), 1, 2, 3 e 4- eluato da
passagem de solucdo 50 mM, 100 mM, 200 mM e 500 mM de imidazol, respectivamente, 5, 6, 7
e 8- eluato da passagem de solucio 50 mM, 100 mM, 200 mM e 500 mM imidazol,
respectivamente (a drea destacada por um retdngulo azul corresponde ao controle negativo da
reacdo, feito através da purificagdo do extrato de proteinas totais de 306 AXAC3224). (C) Imagem
saturada da regido do gel contendo amostras do controle negativo da reacdo de interagdo (as
elipses em vermelho destacam as proteinas de 306AXAC3224 com afinidade inespecifica pela
resina cromatografica e que sdo encontradas também no ensaio de interacdo de AvrXacE2 e as
setas em vermelho indicam a mobilidade eletroforética de AvrXacE2 recombinante).
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4.7 Analise comparativa de proteinas expressas por Xac selvagem e Xac 306AXAC039%4.

Considerando a alteracdo da patogenicidade observada na linhagem 306AXAC0394,
mutante para o gene hrpF , foram analisados comparativamente os perfis de proteinas expressas
pelas linhagens de Xac selvagem e 306 AXAC0394 (Figura 20). Para isto, foram confeccionados
géis bidimensionais das duas amostras de células de Xac e de suas fragdes “pericelulares” (Figura
22).

Os ensaios foram realizados em triplicata e trés géis de cada condi¢do foram comparados
e os spots diferencialmente expressos foram detectados. Para a andlise de imagens, foram
realizadas andlises automadticas de detec¢do e comparagdo de spots, havendo pouca edi¢do manual
nas detecgdes.

Os géis das amostras de Xac selvagem apresentaram uma média de nimero de spots igual
a 402, com desvio padrao (DP) igual a 12. Os géis das amostras Xac 306AXAC0394 apresentaram
média de nimero de spots igual a 432 e DP igual a 9. Percebe-se que ocorreu apenas uma pequena
alteracdo do nimero de spots entre as duas condicdes analisadas, se considerarem-se os dados de
DP.

Com as andlises computacionais, apds a normalizacdo e comparacao dos géis, foi possivel
determinar as altera¢Ges na intensidade dos spots. Através da andlise estatistica pelo teste- t, foi
possivel detectar os spots com variacdo estatistica significativa (p<0,05). Pelas analises qualitativas
e quantitativas foi possivel detectar quais spots de uma condicdo estavam com seus niveis de
intensidade aumentados de duas vezes em relacdo ao mesmo spot de outra condi¢do. Isto permitiu

a avaliacdo da possibilidade de identificacdo de alguns destes spots diferencialmente expressos.
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Figura 20. Géis de eletroforese bidimensional de proteinas. (A) Perfil bidimensional de
proteinas extraidas da linhagem de Xac selvagem. (B) Perfil bidimensional de proteinas
citoplasmaticas extraidas da linhagem Xac 306AXAC0394 (as setas apontam para os spots
analisados e possuem a indicac¢do do correspondente nome do gene da proteina identificada).
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Do total de spots analisados e comparados, 69 foram considerados como estatisticamente
relevantes, apresentando alteracdes de intensidade. Dentre eles, 29 estavam duas vezes mais
abundantes no grupo de géis da linhagem 306AXAC0394 e 14 estavam duas vezes mais

abundantes no grupo de géis de Xac selvagem (Figura 21).
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Figura 21. Analise comparativa. (A) Gel bidimensional com os spots diferenciais indicados e
numerados (apenas estdo indicados os spots cuja alteragdo foi duas vezes maior). (B) Pagina do
programa para comparacdo simultdnea dos géis 2D e andlise dos histogramas mostrando as
intensidades relativas dos spots e grupos de géis.
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Figura 22. Proteinas ‘“pericelulares”. (A) Perfil bidimensional de proteinas “pericelulares” da
linhagem selvagem de Xac. (B) Perfil bidimensional de proteinas ‘“pericelulares” da linhagem
306AXAC0394 (as setas apontam os spots que foram analisados e identificados por
espectrometria de massas e possuem a indicagcdo do correspondente gene identificado).
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Dentre todas as proteinas diferencialmente expressas, apenas trés proteinas
citoplasmdticas e cinco proteinas “pericelulares” mais abundantes foram analisadas por
espectrometria de massas, identificadas por peptide-mass fingerprint e validadas com o uso do
software Aldent (Figura 23). Picos monoisotdpicos dos espectros de massas com intensidade entre
2 e 4 %, foram submetidos a busca no banco de dados SwissProt (http://www.expasy.ch) pelo
programa Aldent, considerando tolerancia em massa de 100 ppm para erros de calibracdo externa e
tolerancia mdxima de 50 ppm para erros de calibragdo interna. Para a calibracdo externa e interna
dos espectros de massas foi utilizado o kit Peptide Sequazyme (Applied Biosystems) que contém
peptideos com massas conhecidas. Nas buscas no programa Aldent foi mantida a faixa de maior
abrangéncia de pl (0 a 14) e mW (0 a 250 kDa) e foram consideradas varidveis as modifica¢des de

carbamidometilac@o e metilagdo. A lista das proteinas identificadas estd descrita na Tabela 6.
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Figura 23. Identificacdo de proteinas. (A) Imagem de um dos espectros de massas
utilizado para as identificacdes das proteinas. (B) Seqiiéncia da proteina identificada (as
regides em azul destacam os peptideos identificados da proteina e o conjunto destes
peptideos representa a cobertura da seqiiéncia).
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Tabela 6. Proteinas de Xac identificadas por peptide-mass fingerprint.

Cod. acesso
mW

(kDa)"

*

Gene / loci (UniProt/ pl Cobertura (% )* Proteina

Swiss Prot)

Proteinas citoplasmdticas super-expressas em Xac 3064XAC0394

dnaE2 Error prone DNA
Q8PN74 7.88 120 15

/XAC1199 polymerase

groEL 60kDa chaperonin
Q8PPZ1 5.06 57 19

/XAC0542 GroEL

atpD ATP synthase
Q8PGG7 5.17 50 13

/XAC3649 subunit beta

Proteinas “pericelulares” super-expressas em Xac 3064AXAC0394

estA /ND’ Q8PHF7 4.9 62 14 Lipase

Beta-lactamase

blaT / ND" P62593 5.7 31 56
TEM precursor
btuB / ND” Q8PH16 4.8 103 9 TonB
Proteinas “pericelulares” super-expressas em Xac selvagem

dnaK/

Q8PMBO 4.96 68 15 DnaK chaperone
XAC1522
tufA / Elongation factor

Q8PNL22 5.45 43 28
XAC0957 Tu

* pI: ponto isoelétrico tedrico, mW: peso molecular teérico, cobertura: porcentagem da seqiiéncia

da proteina que foi identificada, ND: loci nao determinado.
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5.0 DISCUSSAO

A disponibilidade das seqiiéncias de ORFs do genoma de Xac e as anotagdes disponiveis
destes genes permitiram que andlises de proteinas de Xac fossem feitas suscitando novos
questionamentos a respeito dos mecanismos envolvidos com a sua patogenicidade.

De fato, as informacdes geradas auxiliaram em estudos especificos de interacdes entre
proteinas e estudos de mutagénese de Xanthomonas (ALEGRIA et al., 2004; AMARAL et al.,
2005).

No presente estudo, o gene avrXacE2 ndo afetou a patogenicidade de Xac quando
inoculada em planta hospedeira (Citrus sinensis), entretanto podem existir alguns fatores que
podem ter influenciado neste fenotipo.

As pesquisas sobre algumas bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas incluem
estudos particularizados de alguns genes potencialmente envolvidos com a patogenicidade, seja
pelo envolvimento em sistemas de secre¢ao, seja pela atuagdo como proteinas efetoras (SCHULTE
& BONAS, 1992; DE FEYTER et al., 1993; VAN DEN ACKERVEKEN et al., 1996; ROSSIER
et al., 2000; BALVORA et al., 2001; BUTTNER et al., 2002b; DUNGER et al., 2005;
SCHORNACK et al., 2005; KHATER et al., 2007; KOEBNIK et al., 2007; MI et al., 2007).

Novas informagdes sobre a possivel funcdo de alguns genes e produtos de genes de
aviruléncia (avr) e de resposta de hipersensibilidade e patogenicidade (hrp) de Xanthomonas foram
obtidas através de ensaios de mutagénese e andlises de interacdo entre proteinas, demonstrando a
potencialidade dos recursos tecnoldgicos atualmente disponiveis para analisar a patogenicidade de
Xac (ALEGRIA et al., 2004; DUNGER et al., 2005; CASTANEDA et al., 2005).

Entretanto, embora sejam de fundamental importancia, as informacdes parciais sobre a
funcdo das proteinas ndo nos contextualizam em uma visdo fisiolégica dindmica dos processos
celulares (DE KEERSMAECKER et al., 2006).

Parece, portanto, que o desenvolvimento de trabalhos que envolvam andlises mais
abrangentes das alteracdes de expressdo de proteinas de Xac devam ser realizados. Mesmo com as
informagdes disponiveis atualmente nos bancos de dados, poucos trabalhos focados no estudo do
proteoma de Xac foram publicados (ROSATO & METHA 2001, ROSATO & METHA 2003;
AMARAL et al, 2007).
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Os efeitos pleitropicos dos produtos de genes avr na patogenicidade de Xanthomonas sao
comuns, mas ndo universais, e foram caracterizados em diversas espécies de patdgenos
(BOGDANOVE et al., 1998; ABRAMOVICTH et al, 2003; ALFANO & COLLMER, 2004;
WICHMANN & BERGELSON, 2004).

Embora o gene avrXacE?2 tenha sido identificado em estudos de micro-arranjos de DNA
como super-expresso nas condi¢des de cultivo que supostamente mimetizam o espaco intercelular
de folhas (ASTUA-MONGE et al., 2005), ndo existe evidéncia concreta em citros de que este
produto génico possua funcdo de aviruléncia.

A mutagdo de oito supostos loci de genes de aviruléncia de Xanthomonas campestris pv.
campestris ndo afetaram a sua patogenicidade, mesmo durante a colonizacdo de diferentes espécies
de plantas hospedeiras e nio hospedeiras (CASTANEDA et la., 2005).

O desenvolvimento de hiperplasia foliar apresentado pelas folhas de laranjeira inoculadas
com a linhagem de Xac mutante 306AXAC3224 indicam que avrXacE2 pode ndo estar
diretamente relacionado aos mecanismos de patogenicidade de Xac ou pode ter uma possivel
funcdo de viruléncia, entretanto, ndo hd informagdo de seu efeito no desenvolvimento da HR
quando da infec¢do de plantas ndo-hospedeiras.

Pode-se supor que existam diversas razdes para que o efeito de aviruléncia de avrXacE2
nao tenha sido determinado. H4 possiveis indicios de que o gene avrXacE2 € um pseudogene de
aviruléncia. Predicdes in silico utilizando a ferramenta NucPred indicam que este gene possui uma
Unica e pequena regido de sinalizacdo de localizacdo nuclear, em contraposicdo aos genes de
aviruléncia pertencentes a familia de genes avrBs3,e notoriamente atuantes no processo de
infec¢do, cujas seqiiéncias de aminodcidos possuem duas ou trés regides de sinalizacdo de
localizagdo nuclear preditas e cujos mutantes apresentaram alteragdes na patogenicidade
(LAHAYE & BONAS, 2001; SHIOTANI et al., 2007).

A comparacao entre as seqiiéncias tedricas de aminodcidos de AvrXacE2 com a seqiiéncia
de outras seis proteinas de aviruléncia pertencentes a familia AvrBs3/PthA, utilizando as
ferramentas ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/) e BioEdit v. 7.0.5.3, demonstraram que
AvrXacE2 apresenta apenas a conservagdo de 1 residuo de leucina, 1 residuo de triptofano e 2
residuos de alanina, enquanto que as seqiiéncias das outras seis proteinas de aviruléncia de
Xanthomonas analisadas (PthA, PthA2, AvrBs3, AvrBs4, AvrXa3 e AvrXa5) conservam,

identicamente entre si, 5 residuos de leucina, 4 residuos de triptofano, 11 residuos de alanina e 7
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residuos de prolina (dados ndo mostrados). Esta baixa correlacdo de conservacdo de residuos de
AvrXacE2 em relacdo aos residuos presentes em outras proteinas de aviruléncia reforca a
possibilidade de que avrXacE2 ndo atue como uma proteina de aviruléncia.

Outro fator que poderia estar associado a auséncia de alteracdo de patogenicidade do
mutante 306AXAC3224 seria a inexisténcia de chaperonas associadas a manutengdo da estrutura
de AvrXacE2, fato este que poderia impedir a plena fun¢do de aviruléncia da proteina AvrXacE2.
Durante os ensaios funcionais de interacio entre proteinas, nao houve determinacio de interagdes
especificas de AvrXacE2 com nenhuma proteina citoplasmatica de 306AXAC3224 e, portanto, ndo
foi reconhecida nenhuma proteina chaperona com afinidade por AvrXacE2.

Aparentemente, os niveis de expressdo do gene avrXacE2 ndo s3o determinantes para a
funcdo de aviruléncia, visto que este gene foi reconhecido como super-expresso nos estudos de
arranjos de DNA de Xac cultivada em meio XVM2 (ASTUA-MONGE et al., 2005).

Para complementar as informacdes sobre a fun¢do de AvrXacE2, ainda sd@o necessarios
estudos posteriores sobre a sua possivel secrecdo via T3SS, visto que ndo existem relatos sobre tal
evento. Para tanto, as perspectivas sdo de produzir antisoros anti-AvrXacE2 utilizando a proteina
recombinante AvrXacE2, capazes de detectar a presenga deste produto nas fracdes intra e
extracelular de Xac.

Nenhum estudo até o momento pdde comprovar a funcdo de aviruléncia de AvrXacE2,
mas com os dados do presente estudo sobre o efeito da mutagénese de avrXacE2 na
patogenicidade de Xac, associados as predicdes e possiveis ensaios de secre¢do, poder-se-d
reconhecer se AvrXacE2 € um substrato do T3SS e potencial gene de aviruléncia ou um
pseudogene de aviruléncia com fungdes ndo diretamente relacionadas a patogenicidade de Xac.

A participac¢do fundamental dos genes hrp na patogenicidade de Xac ja foi confirmada em
estudos da mutagénese dos genes pertencentes ao cluster hrp (DUNGER et al., 2005). O gene hrpF
foi considerado dispensdvel para a secrecdao de proteinas efetoras in vitro, mas essencial para a
patogenicidade de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria in vivo, atuando como possivel
molécula translocadora de proteinas efetoras, entretanto, ndo houve confirmagdo até o momento
sobre quais protefnas efetoras HrpF possivelmente transloca (BUTTNER et al, 2002b).

Para possibilitar futuras andlises funcionais de HrpF, o gene hrpF foi clonado em dois

sistemas de expressdao, pET15b e pET28a(+), entretanto, ndo houve sucesso na indu¢do da super-
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expressdo da proteina recombinante HrpF, mesmo utilizando-se vdrias linhagens de E. coli de
expressao.

Alguns diferentes fatores podem ter influenciado nestes resultados, se observarem-se as
propriedades bioquimicas da proteina preditas in silico. Com estas andlises computacionais
utilizando a seqiiéncia de aminodcidos de HrpF, foi possivel predizer a existéncia de uma regiao
transmembrana da proteina entre os residuos de aminoécidos de posi¢do 682 e 698.

A existéncia desta regido transmembrana pode ter alterado a eficiéncia da expressao desta
proteina nos sistemas heterdlogos utilizados, pET15b e pET28a(+). Os sistemas utilizados para a
expressdo desta proteina foram escolhidos por sua disponibilidade e também por permitirem a
clonagem do gene na orientacdo e frame corretos, entretanto, ndo existem relatos até o momento
sobre a expressdo de HrpF em sistemas que utilizem vetores de expressdao da familia pET, como
pET15b (5,7 kb) e pET28a(+) (5,3 kb). Em todos os trabalhos nos quais a expressdao de HrpF foi
bem sucedida, foram utilizados vetores de expressdo com tamanhos superiores a 10 kb, como
pDSK e pLAFR, contendo triplo-promotores lac (BUTTNER et al., 2002a; DUNGER et al., 2005).

Possivelmente a clonagem do gene hrpF (2475 pb) nos vetores da familia pET ndo tenha
sido apropriada para a expressdo desta proteina em larga escala. Sem obter-se a super-expressao da
proteina HrpF ndo foi possivel a realizacdo de ensaios funcionais de interagdo desta proteina com
outras proteinas citoplasmdticas da linhagem mutante 306AXACO0394, permanecendo ainda
incégnitas as possiveis proteinas efetoras translocadas por HrpF.

As avaliagdes sobre o fendtipo desenvolvido por folhas de citros inoculadas com a
suspensdo de células da linhagem 306AXAC0394, mutante para hrpF, indicaram a anulagdo da
manifestacdo de sintomas primdrios do cancro citrico. A fun¢@o de hrpF parece essencial para a
patogenicidade de Xac, como ja demonstrado em estudos anteriores de Dunger et al. (2005).

Com a inteng¢do de verificar algum tipo de interferéncia causada pela mutacio de hrpF em
outros mecanismos celulares de Xac, foram realizadas andlises de géis bidimensionais das
proteinas citoplasmadticas e “pericelulares” da linhagem selvagem de Xac versus linhagem
306AXAC0394. O presente estudo detectou 402 + 12 spots no perfil bidimensional de proteinas
citoplasmaticas extraidas da linhagem selvagem de Xac e 432 + 09 spots no perfil bidimensional
de proteinas extraidas da linhagem 306AXAC0394.

A mutacdo de hrpF alterou significativamente a expressdo de 69 proteinas

citoplasmaticas nas duas condi¢des avaliadas, sendo que 29 proteinas da linhagem 306AXAC0394
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estavam no minimo duas vezes mais expressas do que na condi¢@o selvagem e 14 proteinas de Xac
selvagem estavam no minimo duas vezes mais expressas do que na linhagem 306AXAC0394.

Além dos perfis de proteinas citoplasmaéticas obtidos, foram também analisadas as fracdes
de proteinas “pericelulares” das duas linhagens de Xac, selvagem e 306AXAC0394, e foram
observadas alteracdes nos perfis bidimensionais e detec¢do de algumas proteinas diferencialmente
expressas.

Do conjunto de proteinas citoplasmadticas e “pericelulares” diferencialmente expressas, 31
spots foram analisados por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF e 8 proteinas foram
identificadas.

A partir de nossas andlises, foram identificadas alteracdes na expressdo de proteinas
relacionadas ao metabolismo energético, chaperonas, enzimas, € um componente do sistema de
captacdo de ferro.

Através da mutacdo de hrpF e das andlises dos perfis bidimensionais de proteinas
podemos demonstrar que a mutagdo de hrpF, caso ndo seja polar e atinja somente o gene alvo, estd
relacionada direta ou indiretamente a alteragdes na expressao de outras proteinas de Xac, o que
pode ser um indicio de uma fun¢do multipla de HrpF.

A proteina HrpF de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria foi identificada inicialmente
como uma possivel proteina translocadora de proteinas efetoras, dependente do T3SS, formadora
de poro e que poderia ter uma fung¢do importante no reconhecimento entre planta e patégeno,
essencial para a patogenicidade de X. campestris pv vesicatoria, mas dispensdvel para o
funcionamento do T3SS (BUTTNER et al., 2002a; BUTTNER & BONAS, 2006).

Intrigantemente, a influéncia da mutacdo do gene hrpF de Pseudomonas syringae pv.
syringae na expressao dos genes que supostamente estdo envolvidos com a patogenicidade de P.
syringae foi analisada através de real time PCR (RT-PCR). Com a mutagdo de hrpF, houve
reducgdes significativas na expressdo dos genes hrpA2, hrpP e hrpL analisados (RAMOS et al.,
2007).

Nenhum estudo da influéncia da mutacdo de hrpF na expressdo de outros genes de Xac
foi realizado até o momento, entretanto a alteracao dos perfis bidimensionais de proteinas parecem
reforcar a idéia de que HrpF seja um componente multifuncional envolvido na patogenicidade de

Xac, podendo participar direta ou indiretamente da regulagcdo de expressio de outros genes.
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O produto do gene hrpF pode estar relacionado a alteracOes na expressdo de proteinas
envolvidas com respostas a situacOes de estresse, visto que nas comparagdes de perfis
bidimensionais foram identificadas duas chaperonas diferencialmente expressas. Uma delas,
GroEL, super-expressa na linhagem mutante 306AXAC0394 € reconhecida como uma proteina
pertencente a classe de chaperonas que sdo mais expressas nas situagdes de resposta a condi¢des de
estresse e possivelmente interage com aproximadamente 250 proteinas em E. coli (KERNER et
al., 2005).

De maneira interessante, foi identificado que a proteina chaperona DnaK foi super-
expressa no perfil de proteinas da linhagem selvagem de Xac, o que mostra que a mutacao de hrpF
pode ter influenciado na redugdo da expressao desta chaperona.

A necessidade celular por chaperonas parece estar relacionada a vérios fatores: 1-
prevencao a agregacdo e enovelamento errdneo de cadeias de proteinas recentemente sintetizadas,
2- prevengdo de interacdes ndo-produtivas com outras células ou componentes, 3- direcionamento
da organizagdo de proteinas grandes e complexos multiprotéicos e 4- renovelar proteinas
desenoveladas durante a exposi¢ado a situagdes de estresse (FINK et al., 1999).

Uma das explicagdes possiveis para a observagdo de aumento da expressao de GroEL na
linhagem 306AXAC0394 se baseia na possibilidade de que esta alteragdo ocorra como uma
medida compensatdria pelo retardamento funcional da célula causado pela mutacdo do gene hrpF,
ou mesmo uma maneira de auxiliar o funcionamento do produto do gene mutado.

Nao temos evidéncias sobre o papel de DnaK na patogenicidade de Xac, mas podemos
supor que esta proteina esteja relacionada a patogenicidade de Xac, atuando na manutengdo da
estrutura e funcdo de HrpF ou sendo direta ou indiretamente regulada por HrpF.

Estudos sobre a func¢do da chaperona DnaK em E.coli indicam que a proteina € essencial
para a manutencdo da estabilidade de substratos do sistema Tat (twin-arginine translocation) no
citoplasma antes de sua exportacdo. DnaK se associa in vivo com no minimo um substrato, e é
capaz de promover o eficiente transporte de substratos pela membrana citoplasmatica, mesmo sob
condicdes em que exista uma alta concentracdo de substratos a ser translocados (PEREZ-
RODIGUEZ et al., 2007).

A avaliacdo do efeito da supressdo da expressdo de dnaK de Streptococcus mutans

mostrou que linhagens produzindo baixos niveis de DnaK, também mostraram aumento da
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expressdo da proteina GroEL. Em B. subtilis, foi demonstrado que o complexo GroEL/GroES
interage diretamente com a proteina HrcA, que em S. mutans controla o operon groE.

Em contraste, existem evidéncias que suportam que a proteina DnaK de S. mutans possui
uma func¢do significativa na modulacédo da atividade de HrcA e é necessdria para a manutengao de
HrcA em seu estado ativo. Linhagens mutantes de S. mutans para hrcA apresentam altos niveis de
expressao de GroEL/GroES possivelmente em decorréncia da perda da fungdo repressora de HrcA
na expressdo de chaperonas. As linhagens de S. mutans com reducdo na regulagdo de DnaK e
GroEL apresentaram alteracdo na expressdo de vdrias proteinas, o que parece apontar que as
proteinas DnaK e GroEL possuem efeitos substancialmente diferentes, confirmando o papel
essencial das chaperonas em coordenar respostas fisiolégicas e atributos associados a viruléncia
(LEMOS et al., 2007).

A super-expressao das proteinas ATP sintase, TonB e lipase na linhagem 306AXAC0394,
pode estar indiretamente relacionada a mutacdo de hrpF. As células da linhagem 306AXAC0394
podem apresentar um aumento das necessidades energéticas e de importacdo de ferro, devido a
deficiéncia funcional de HrpF.

Em modelos recentes, a proteina TonB, participante do sistema de captacdo de ferro,
parece induzir a alteracdo de conformacio de proteinas receptoras, soltando os ligantes acoplados
no espago periplasmético. O sistema TonB de captacdo também parece mediar a transducdo de
sinais da superficie celular para o citoplasma, e mostrou —se essencial para a sobrevivéncia de
Xanthomonas campestris pv. campestris em plantas de pimenta (SALMOND & REEVES, 1993;
WIGGERICH & PUHLER, 2000).

Estudos sistemdticos da regulacdo da produgdo de lipase em P. aeruginosa revelaram que
a limitacao de fontes de carbono e/ou energia pode aumentar a producao de lipase que é fortemente
induzida por triglicerideos (JAGER et.al, 1994).

As evidéncias do conjunto de proteinas diferencialmente expressas na linhagem selvagem
de Xac e 306AXAC0394 parecem demonstrar que a mutacdo de hrpF pode alterar as necessidades
energéticas das células de Xac, ao mesmo tempo em que perturba a regulacdo fisioldgica mediada
por moléculas chaperonas.

Nenhum relato prévio sobre altera¢des da expressdo de proteinas chaperonas em resposta

a mutacdo de componentes do T3SS havia sido feito anteriormente.
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Pode-se considerar de maneira especulativa que a mutacdo do gene hrpF participante do
T3SS pode levar a alteracio de diversos outros mecanismos celulares, que podem estar envolvidos
com os mecanismos bdsicos da sobrevivéncia das células. Talvez o fendtipo apresentado pela
linhagem 306AXAC0394 seja resultante de uma série de alteragdes bioquimicas nas células de Xac
que ndo propiciam a sua sobrevivéncia no interior do hospedeiro e ndo sejam decorrentes
unicamente do fato de HrpF ndo estar integralmente funcional e ndo ocorrer a translocacdo de
proteinas efetoras.

Estes dados podem, em parte, ser reforcados pelos resultados de estudos de genes
envolvidos na patogenicidade de bactérias do género Xanthomonas. Vérios trabalhos de
mutagénese analisaram moléculas ditas essenciais para a plena patogenicidade de Xanthomonas,
como as proteinas PthA, AvrBs3 e HrpF, entretanto, pode-se questionar se a mutacdo dos
respectivos genes altera o conjunto das funcdes celulares importantes para a sobrevivéncia do
patégeno no interior do hospedeiro.

Nao existem relatos conclusivos sobre o papel funcional destes genes ditos essenciais no
metabolismo celular de bactérias do género Xanthomonas, e ainda existem questionamentos sobre
os processos metabolicos essenciais para a patogenicidade de Xac. Se compreendermos melhor as
questdes fisioldgicas e moleculares que fundamentam e suportam o funcionamento dos sistemas de
secrecdo de proteinas efetoras, talvez consigamos avancar nas andlises e interpretacdes sobre a
patogenicidade de Xac.

Talvez a ocorréncia de um desajuste metabdlico celular em resposta a auséncia de
expressdo dos genes alvo avrXacE2 e hrpF possa ter influenciado manifestacdo dos fendtipos
detectados nas linhagens mutantes306AXAC3224 e 306AXAC0394. Podemos supor que estes
fendtipos ndo somente sejam o resultado da auséncia de um produto de viruléncia ou aviruléncia
que supostamente atua como uma proteina efetora, mas da somatdria de perturbacdes de correntes

da mutacao dos genes-alvo..
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6.0 CONCLUSOES

o Pelas andlises realizadas, a mutagénese de hrpF e avrXacE2 ocorrida no genoma
de Xac é permanente e gerou as linhagens 306AXAC0394 e 306AXAC3224, respectivamente.

. A proteina AvrXacE2 ndo € essencial para a patogenicidade de Xac na interacao
com a planta hospedeira Citrus sinensis (laranja doce);

. A proteina HrpF € essencial para a patogenicidade de Xac na interacdo com a
planta hospedeira Citrus sinensis (laranja doce);

o A mutagdo de hrpF promove a alteracdo de expressdo de proteinas de Xac;

o Os niveis de expressao das proteinas chaperonas DnaK e GroEL de Xac sdo
alterados na auséncia de expressao do gene hrpF;

. A utilizacdo complementar de técnicas de mutagénese e andlise de proteomas

amplia as possibilidades de anélise funcional do genoma de Xac.
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