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Lista de abreviaturas

2D-PAGE: eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida

BCYE: meio de cultura paras crescimento bacteriano {“buffered charcoal yeast extract
agar’)

BSA: soro albumina bovina

C: Xylella fastidiosa com crescimento em meio de cuitura PW

CHAPS: “3-{(3-Cholamidopropy!)-dimethyl-ammonio]-1-propane suifonate”

CTAB: brometo de cetiltrimetilamonio (“cetyltrimethylammonium bromide™)

CVC: clorose variegada dos cifos

Da: daltons

DDT: dithiotheitol

DEPC: dietil-pirocarbonato

DNA: acido desoxirmibonuciéico

EDTA: acido etilenodiametiltetracético

EPS: exopolissacarideo

HCI: acido cloridrico

Kb: kilo bases

L: Xylella fastidiosa com crescimento aderido a laminas de lenho de iaranjeira in vitro,
propiciando a formac&o de biofilme

MALDI-TOF: espectometria de massa por matriz-assistente de ionizacéo a laser (*"Matrix
Assisted Laser Desorption/ionization-Time of Flight Mass Spectrometry”)

mM: mili molar

ORF: fase aberta de leitura (“open read frame”)

Pb: pares de bases

PBS: tampéo fosfato salino (“phosphate buffer saline”)

PCR: reacac de polimerase em cadeia (“polimerase chain reaction”)
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pi: ponto de focalizaco isoelétrica

PMSF: fenil metil sulfonil floridro (“phenil methy! sutphoni fluoride™)

PW: meio de cultura para crescimento bacteriano (“periwinkle wilt”)

RAPD: polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (‘randon amplified polymorphic DNA)
RNA: acido ribonucléico

RPM: rotacbes por minuto

RTX: toxinas codificadas por regies com nucleotideos repetidos

S: Xylella fastidiosa com crescimento planctdnico em meio com acréscimo de [aminas de
lenho de iaranjeira in vitro

§DS: dodecil sulfaio de sédio (“sodium dodecyl sulfate”™)

TE: tris-EDTA

UFC: unidades formadoras de coldnias

XDM: meio de cultura para crescimento
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RESUMO

Xylella fastidiosa & uma bactéria Gram-negativa, limitada ac xilema, responsavel
por doencas em cuituras de grande importancia econdmica, como a clorose variegada
dos citros no Brasil e a doenga de Pierce em videira. Devido & colonizagso de micro-
ambientes especificos sujeitos a uma forte pressdo, supSe-se que a bactéria possua
mecanismos de agregacao entre células e entre essas e a parede dos vasos colonizados.
Tal interacdo pode estar associada com sua patogenicidade. Assim, este trabalho teve
por objetivo a avaliagdo dos genes diferenciaimente expressos de X fastidiosa em
resposta a uma condicdo de simulagio de adessc in vitro, através da andlise de
“microarrays” e do padro 2D-PAGE de proteinas. A estipe 9a 5c¢ foi cultivada nas
seguintes condicOes: bactérias plancténicas (C) x bactérias crescidas em suspens&o em
meio com laminas de lenho (S) e C x bactérias aderidas as laminas de lenho {L). Foram
realizadas curvas de crescimento para padronizagdo da fase exponencial, determinada de
4a6diasparaCe S e de 6 a8 dias para L. Para a anélises de microarranjos, os
experimentos C x S, ndo foram encontradas diferengas significativa na de expressao no
conjunto de genes avaliados. Enquanto em C x L , foram encontrados genes do
metabolismo intermediarios e componentes estruturais, como os que codificam proteinas
de membrana e de fransporte. No padrdo 2D-PAGE, néo foi possivel a extracio de
proteinas das células bacterianas aderidas as laminas de lenho pela presenga de
contaminante. Na analise C x S, nos identificamos algumas proteinas diferencialmente
expressas, duas proteinas de membrana e uma cisteina-protease, esta Gitima em sua
forma funcional, ou seja, sem a porgdo N-terminal, que parecem estar envolvidas na
adesao em outros organismos. Os resultados indicaram novos genes e proteinas que

podem estar envolvidas no processo inicial de adesdo de X fastidiosa.



ABSTRACT

Xylella fastidiosa is a gram-negative and xylem-limited bacterium, which is the causal
agent of diseases of several important crops, such as the Citrus Variegated Chiorosis in
Brazil and the Pierce’s disease in grapevine. Due the colonization in environment under
high pressure, it is believed that the bacterium presents mechanisms of aggregation
among the cells and between the celis and the wall of the colonized vessels. This
interaction appears to be associated with its pathogenicity. This work aimed the
evaluation of differentially expressed genes of Xylelia fastidiosa in response to an in vitro
adhesion condition through microarrays and pattern of proteins in 2D-PAGE. The strain
9abc was grown as a plankionic popuiation (C), planktonic population in medium
containing pieces of wood (8), and bacteria adhered to the wood (L). Growth curves were
done in order {o standardize the exponential growth phase, which was determined to be
between 4 and 6 days for C and S and between 6 and 8 days for L. In the microarray
analysis, S did not show any significant difference from C in the expression pattern of the
pool of genes evaluated. On the other hand, in the experiment L versus C, we identified
genes belonging to the intermediary metabolism and structural components iike
membrane and transport proteins. For 2D-PAGE, the extraction of proteins from cells
adhered to the wood was not possible because of a contaminant present in the
preparation. In the analysis of C versus S, we identified some proteins differentially
expressed, two membrane proteins and a cysteine protease without the N-terminal portion
(functional form), which seem to be involved in adhesion in other organisms. The results
uncovered new genes and proteins that could be involved in the initial process of adhesion

of X fastidiosa.



introdugéo

A baciéria Xylella fastidiosa, reconhecida como fitopatdégenc desde 1973, é
responsavel por doengas em culturas de grande importancia econbmica como a doenga
de “Pierce” em videira e a clorose variegada dos citros (CVC). As perdas econdmicas
decorrentes da doenca provocadas por esta bactéria, no sistema produtivo fem sido
significativas, chegando a inviabilizar o cultivo em determinadas areas, como € o caso da
viticuitura na Fldérida, e o cultivo de laranja no norte do Estado de Sao Paulo (Coletta Filho
et al., 2001).

Os hospedeiros infectados por esta bactéria apreseniam sintomas de estresse
hidrico, sugerindo gue um dos principais mecanismos de patogenicidade de X fastidiosa
& a oclusdc dos vasos do xilema causado, provaveimente, pela formagéo de biofilme
(Marques et al., 2002). Devido & colonizagio de micro-ambientes especificos, sujeitos a
forte turbuléncia e pressdo, como o xlema da planta e o canal alimentar do vetor,
acredita-se que a bactéria deva possuir um eficiente mecanismo de adesdo entre as
células e com as paredes dos vasos colonizados (Hopkins, 1989).

A bactéria X fastidiosa foi o primeiro fitopatégeno a ter seu genoma
completamente sequenciado (Simpson ef al., 2000). Em seu genoma foram encontrados
varios genes gue podem estar envolvidos na producdo de proteinas relacionadas a
adesdo bacteriana tanto no hospedeiro como no vetor. O grande volume de informagbes
geradas pelo Projeto Genoma tem aberto perspectivas para inumeros trabalhos na érea
funcional. Experimentos de expressdo diferencial de mRNA ou proteinas podem ser

meios para identificacdio de fatores envolvidos com a patogenicidade de um organismo.



Revisdo de literatura

A Cloross Variegada dos Citros (CVC)

O Estado de Sfo Paulc € um dos maiores produtores de citros do mundo,
respondendo por cerca de 30% da produgio mundial. Juntamente com a Flérida, participa
ainda, com 90% da produgdo mundial de suco concentrado. Embora as condigGes
climéticas e de cultivo sejam apropriadas, a produtividade brasileira ainda é muito baixa
quando comparada com outros paises (2 caixas/drvore/ano no Brasil, contra 6
caixas/arvore/ano na Fidrida), 0 que pode ser atribuido a fatores come pragas e doencas
(Amaro ef al., 2001).

Levantamento realizado pela FUNDECITRUS em 2001 indicou que 36% dos
pomares paulistas apresentavam sintomas da clorose variegada dos citros (CVC)
(http://iwww.fundecitrus.com.br/escvcbr.htmi). Esta doenga foi observada pela primeira
vez, no Brasil, em 1987, em variedades comerciais de laranja doce (Citrus sinensis L.)
(Rossetti of al., 1980). Também tem sido relatadas em plantas citricas da Fidrida (Hopkins
& Adierz, 1988), assim como na Argentina apresentam sintomas menos severa,
denominados “pecocita” (Chang ef al., 1993).

Os sintomas tipicos da CVC incluem manchas cloréticas amareiadas na face
superior das folhas com deposigéic de goma na parte inferior, muitas vezes acompanhado
de redugdo do tamanho foliar. Os frutos s8o pequenos com amarelecimento precoce,
albedo duro e, portanto, sem valor comercial. Apesar de todas as variedades de laranja
doce serem consideradas suscetiveis, outras variedades de citros como tangerinas,
limdes e alguns hibridos comerciais sdo considerados tolerantes. Embora a CVC seja
mais problematica nos Estados de S3oc Paulo e Minas Gerais, na regido Sudeste do
Brasii, representa uma ameaca para todas as regides que culfivam citros no mundo.

Estudos epidemioidgicos estimaram que uma planta infectada pode disseminar a doenga
2



para cerca de 90% das arvores em uma érea de 20 hectares em 12 anos (Pooler &
Hartung, 1995). Tal fato pode ser atribuido & transmiss&c por insetos vetores que se
alimentam no xilema das piantas. Uma vez contaminados na fase adulta, estes insetos
podem transmitir o patégenc indefinidamente, j& que a bactéria se multiplica em seu tubo
digestivo (Hiil & Purcell, 1995). Até o momento, cerca de 11 espécies de cigarrinhas do
grupe Cicadelidae j& foram identificadas como vetores da bactéria {Lopes ef al., 1998).

Em plantas propagadas vegetativamente, a bactéria pode se disseminar atraves
de material contaminado, utilizado na produgao clonal de novas arvores, podendo assim
atingir longas distancias. Deste modo, a utilizagdic de mudas sadias e certificadas na
formagéo de novos pomares € uma importante medida de prevencio da doenga. Da
mesma forma, a aplicagio de inseticidas para o controle dos insetos vetores e a poda das
partes infectadas tornam-se as Unicas formas eficientes de prevencao & CVC (Coletta
Filho et al., 2001).

A identificacfo da bactéria para diagnéstico tem sido feita através de microscopia
eletrénica, contraste de fase e filuorescéncia (Hopkins, 1988; Chagas et al., 1992; Lima et
al., 1995), testes seroldgicos como DIBA (“dot immunig assay”), ELISA (*enzyme linked
immunosorbent assay”) e “Western blot” (Beretta ef a/., 1993; Misanvage eof al., 1994), e
PCR (reagdo de polimerase em cadeia) (Misavage ef al, 1994) com iniciadores

especificos.

A Bactéria Xylella fastidiosa

X. fastidiosa é uma bactéria Gram-negativa, de crescimento muito lento, limitada
ao xilema das plantas, e tem em cigarrinhas, do grupo Cicadelideae, um vetor eficiente
para sua transmisséo entre plantas (Hopkins, 1986). Este fitopatdgeno apresenta formato
de bastonete, com parede celular caracteristicamente ondulada, sem flageios, medindo

aproximadamente 0,3-0,5 um de diametro e 1-5 um de comprimento, estritamente
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aerbbica (Chagas ef al, 1882). As células s&o embebidas em uma densa matriz composta
provavelmente de polissacarideos, constituindo coldnias discretas e circulares (Colleta
Filtho, 2001). Em microscopia eletrbnica, esta bactéria é observada em aglomerados na
parede do vaso xilema (Martung ef a/., 1994).

Xylelia fastidiosa foi, inicialmente, classificada como préxima a Rochalemea
guintana, ou do tipo “ricketisiae’, devido ao crescimento iento e necessidade de um vetor
para sua disseminag@o. Contudo, estudos comparativos de composicioc de DNA néo
comprovaram esta proximidade, uma vez que a proporgéo C+G de X, fasfidiosa variou
entre 49,5-53,1 mol %, enquanto que em R. quintana esta porcentagem de bases C+G foi
de 38,5 mol %, © que indica que esta bactéria nfo seria préxima a R, quintana (Hopkins,
1973). Posteriormente, analises da regific 16S RNA indicaram similaridades com o
subgrupo gamma das eubactérias, que incluem o género Xanthomonas, porém diferencas
fenotipicas e genotipicas permitiram sua classificagfio em um novo género que apresenta
uma Unica espécie, Xylella fastidiosa (Wells ot al., 1987).

Esta bactéria possui uma ampia gama de hospedeiros, incluindo pelo menos 28
familias de monocotiledoneas e dicotiledéneas, sem no entanto expressar sintomas
(Hopkins & Adlerz, 1988). A doenga de “Pierce”, ém videira , foi a primeira associada a X.
fastidiosa (Hopkins & Mollenhauer, 1973), posteriormente a “phony disease” no
pessegueiro, a escaldadura das folhas da amexeira, € em outros hospedeiros como
cafeeiro, améndoa, cerejeira, pereira, olmo, carvalho, alfafa e citros.

Apesar de todas estas estirpes pertencerem a um sb grupo, diferencas de
hospedeiros, patogenicidade, necessidades nutricionais e seqléncia de DNA (Purcell &
Hopkins, 1896) poderiam justificar a separag3o taxondmica em espécie, sub-espécies ou
patovares (Hopkins, 1889). InoculagBes mecanicas com estirpes presentes em arvores

ornamentais nos Estados Unidos infectaram ameixeiras sem produzir sintomas e ndo se



multiplicaram em videira, pessegueiro e citros (Wells of a/, 1987), indicando uma
diversidade patolbgica existente em X, fastidiosa.

Estudos de polimorfismo de DNA amplificado ac acasc {RAPD) entre as diferentes
estirpes sugeritam a separacfo em cinco subgrupos distintos: citros, ameixeira/olmo,
videira/ambroésio, cerejeira @ amendoeira (Pooler & Hartung, 1995). Analises da regifo
168 rDNA e da regido intergénica 168-238 indicaram uma homologia que variava enire
79.8 a 100% deniro de X fastidiosa, sendo gque as estirpes provenientes de citros,
cafeeiro, pessegueiroc e ameixeira s8o mais similares e estdo separadas de videira (Metha
& Rosato, 2001).

A X fastidiosa causadora do CVC foi identificada em 1093 & parece diferir
biclogica e geneticamente das demais estirpes desta espécie (Chang, 1893). Pooler &
Hartung (1995), utilizando a técnica de RAPD, identificaram uma regido especifica do
genoma, que contém uma insercdio de 28 nucleotideos da estirpe causadora do CVC e
apenas uma base alterada que a distingue da causadora da doenga de “Pierce’. Essa
regiic tem sido utilizada para construg@o de iniciadores (“primers”) que s&o utilizados

como ferramenta para elaboracio de diagnésticos da doenca.

O Genoma de Xylella fastidiosa

X. fastidiosa foi o primeiro fitopatdbgeno a ter seu genoma completamente
sequenciado (Simpson ef al., 2000). A estirpe sequenciada foi o isolado 9a5c, originado
de iaranja Valéncia, com a qual foi fechado o postuiado de Koch (Bové ef al., 1992; Chang
et al, 1993). Seu genoma & composto por um cromossomo com 2.679.305 pares de
bases e dois plasmideos, um de 51.158 pares de bases ¢ outro menor de 1.285 pares de
bases, correspondendo a 2.448 fases de leitura aberta (ORF-"open reading frame®),

sendo 43% delas semelhantes a proteinas ja descritas em outros organismos. Nestes



plasmideos parecem estar localizados genes importantes para funcdes metabdlicas e de
viruléncia.

Cerca de 7% do genoma apresenta homologia a seqiéncias de DNA de fagos, o
que poderia justificar a origem da variabiiidade entre as estirpes, uma vez que,
bacteridfagos item sido considerados mediadores da evolugdo, da transferéncia de
fatores de viruiéncia e surgimento de novas estirpes (Simpson st al., 2000).

A estrutura basica de transcricdio e traducdio é semeihante a de Escherichia cofi,
apenas as ORFs que correspondem as trés polimerases induzidas pelo sistema de reparo
S80S de E. coli nao foram encontradas em X fasfidiosa (Simpson et al., 2000).

Seu metabolismo energético tem o aglicar como principal fonte de energia, e foram
encontrados genes da via giicolitica, do ciclo do 4cido tricarboxilico e da cadeia
transportadora de eiétrons. Existe ainda uma via complementar da hidrolise de celulose
em glicose, atraveés das enzimas 1,4-B-cellobiosidase, endo-1,4- B-glucanase e p-
glicosidase, sugerindo a possibilidade da quebra de celulose para suplementagdo da
baixa concentragdo de monossacarideos no xilema. As vias de B-oxidacdic e o ciclo do
glioxalato estdo ausentes, enquanto que as vias de neoglicogénese e pentose fosfato
estdo incompletas (Simpson ef al., 2000).

O sistema de transporte parece ser o componente central das interagdes
patégeno/hospedeiro ¢ em Xylella foram identificados cerca de 140 genes codificando
proteinas relacionadas com transporte, dos quais 67 genes parecem estar associados
com o metabolismo de ferro. Estes genes parecem estar associados a absorgdo de
micronutrientes do Xilema, im;&licando na redugdo de ferro e outros ions de transicdo, o
que poderia contribuir para os sintomas tipicos da doenga nas folhas (Simpson et al,,
2000).

A resisténcia em plantas a bactérias patogénicas é determinado pela presenca do

gene de resisténcia (R) & um gene de aviruléncia (avr) na bactéria que apresenta
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diversidade enire as espécies. Existern evidéncias que os genes avr produzem proteinas
efetoras do tipo 1l que sic percebidas pelos produtos dos genes R quande da invaso.
Desta reagdo resuita a incompatibilidade levando uma reagdc de hipersensibilidade que
consiste em uma rapida morte celular localizada e restrita ac local da infecgdo.
Associadas ainda ao mecanismo de patogenicidade encontram-se proteinas do sistema
secretor do tipo i, codificados pelos genes hrp de hipersensibilidade e patogenicidads.
Estes mecanismos de interagdo planta/patégenc sdo relativamente conservados nas
hactérias patogénicas (Kiemptrup, 2000).

Pesquisas nos bancos de sequéncias, Blast, (www.ncbi.nim.nih.gov/) com todos os
genes avr @ oS do sistema secretor do tipo lll ndo identificaram similaridades com o
genoma da X fastidiosa. Simpson ef al. (2000) supSem que estes genes ndo sejam

necessarios, devido a transmissio da bactéria ser por um inseto vetor.

Adesédo de Xylella fastidiosa como Mecanismo de Patogenicidade

Embora os mecanismos de patogenicidade de X fastidiosa ainda nédo sejam
conhecidos, os hospedeiros infectados por esta bactéria apresentam sintomas tipicos de
estresse hidrico, © que corrobora a hipétese de que a principal causa da doenga seja a
oclusdo dos vasos do Xxilema por agregados bacterianos, produgdo de polissacarideos
extracelulares {(EPS) e tiloses. A bactéria, ao colonizar micro-ambientes especificos, como
o xilema da planta e o canal alimentar do vetor, sujeitos a uma forte turbuléncia e presséo,
deve possuir um importante mecanismo de agregagio entre céluias e a parede dos vasos
colonizados (Hopkins, 1989).

Qs agregados da bactéria fixam-se as paredes do elemento de vaso do xilema por
fimbrias. A carga negativa resultante pode também ter a fungdo de troca idnica, ligando e
concentrando nutrientes e enzimas digestivas no agregado bacteriano (Hopkins, 1989).

Foi observado que a presenga do EPS pode proteger a célula de surfactantes e outros
7



fatores de defesa do hospedeiro como toxinas e antibidticos (O'Toole ef ai., 2000). Da
mesma forma, estes EPS parecem atuar como potencializadores na comunicagéo entre
as células bacterianas constituintes destes agregados, de maneira semelhante a um
organismo muiticelular (Wolfaardt ef a/., 1894, Van Loosdrecht ef al., 1990 ).

Esta comunidade de células microbianas, de uma ou mais espécies, aderidas a
uma superficie também tem sido denominada de biofilme. A variedade de superficies de
adesfio, bioticas ou abidticas, contribui com 2 habilidade da bactéria em sobreviver em
diferentes ambientes, onde os nutrientes s&0 escassos (O'Toole et al., 2000). Da mesma
forma que as bactérias podem formar um biofilme para utilizagio de novos recursos
alimentares, também podern desagregar e voltar ac modo plancténico (vida livre) guando
estes tornam-se escassos. Oulros fatores como temperatura, pH, osmolaridade, oxigénio
podem estar associados a este processo (O'Toole et al., 2000). Aigumas vezes, pode
existir uma interac@o entre as células para formaren massa celular propiciando vantagens
na sobrevivéncia (Watnick & Kolter, 2000).

As etapas da formagdo do biofilme ja foram estudadas em varias espécies
bacterianas como E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Vibrio choloreae, e foi observado
que o processo inicial de interacio com a superficie pode ser acelerado por forgas
geradas por certas estruturas, como pili e flagelos. Apés a associagiio com a superficie,
ocorre a formacdo de microcoldnias. Finalmente, a produgéic de EPS & necesséria para
organizagéo da estrutura tridimensional do biofilme (Watnick & Kolter, 2000).

Estudos genéticos da formagio de biofilme de uma Gnica espécie bacteriana
indicaram multiplas etapas, que necessitam de sinalizagéio intercelular e regulacéo génica
distintas da fase planctdnica (Watnick & Kolter, 2000). Contudo, algumas etapas séo
béasicas em qualquer formagfio, enquanto outras sio especificas para determinadas

condigdes ambientais (O'Toole ef a/.,2000).



Na area clinica, estima-se que cerca de 5% das doencas infecclosas sfo
causadas por bacterias formadoras de biofilme, indicande ser este um importante fator de
patogenicidade (Costerton, 2001). A formagao de biofilme também j& foi verificada em
fitobactérias. Em Ralsionia sofanaceaum, o EPS é um importante componente para
colonizac8o sistémica de tomate e o subseqliente desenvolvimento de sintomas (Denny,
1005). Em Xarnthomonas campsstris, o EPS também parece ser necessaric para
viruléncia (Katzen ef a/,, 1998).

Marques ef al. (2002} observaram a formagéo de biofilme em diferentes estirpes
de X fastidiosa com adesdo em vidro e madeira. Em estipes de citros e café, a
organizacédo de biofilme em madeira € um pouco diferente das demais estirpes, as células
sdo mais dispersas com a mairiz de EPS secretada por células individuais ou por um
pequenc grupo de células, nos primeiros estagios de desenvolvimento. N&o sé&o
observadas células alongadas ou longos filamentos de células. Também foram
observados diferentes estagios de desenvolvimento de biofilme na mesma amostra. Os
autores nioc encontraram formag@o de biofilme no vidro em estirpes de citros, embora
esta j& tenha sido relatada por Souza et al. (2001).

No genoma da Xylella fastidiosa, varios genes envolvidos na produgdo de
proteinas relacionadas a adeséio bacteriana tanto no hospedeiro como no vetor foram
encontrados {Simpson ef al., 2000). O polissacarideo extracelular (EPS) de X fastidiosa
parece ser sintetizado por enzimas codificadas por genes agrupados de maneira similar
ao de Xanthomonas campestris que produz a goma xantana comerciai. Contudo, alguns
genes que codificam a goma em X campestris (guml, guml, gumG) n&o foram
encontrados em X fastidiosa, sugerindo que a goma produzida pela X fastidiosa seja
menos viscosa que a encontrada em X. campesins.

Estruturas do tipo fimbrias s80 observadas em microscopia eletronica em X

fastidiosa tanto na planta como no inseto vetor. Essas estruturas estdo envolvidas na
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adeséo da bactéria a planta, e nas interagbes entre bactérias durante a colonizagéc do
xilema. No genoma de X. fastidiosa foram identificados 26 genes que codificam proteinas
responséaveis pela formagdo e fungdo de filamentos de fimbrias do tipo IV. Os genes
inciuem homologos dos pilS ¢ piR que codificam dois componentes do sistemz que
controlam a transcricio das subunidades da fimbria, e pilG, H, 1, J e chpA que codificam ¢
sistema quirmiostatico de transducdo de sinal do ambiente para os pili {(Simpson st al,
2000).

Outros genes possivelmente relacionados a4 adesdo e formacgdo de biofilme
codificam trés possiveis adesinas, que normalmente estdo associados a patdégenos de
animais e humanos; duas hsf de Haemophilus influenzae, reiacionadas a adesfic em
células epiteliais do trato respiratério (Geme of al, 1996); uspA de Moraxeila catarrhalis e
trés proteinas com alta similaridade com as hemaglutininas (pspA) de Neisseria

meningitidis (Simpson et al., 2000).

Qutras Hipdteses de Mecanismos de Patogenicidade de X. fastidiosa

Apesar das evidéncias de que o mecanismo de patogenicidade ocorra através da
oclus@o dos vasos do xilema por agregados bacterianos, existemn outros mecanismos que
podem estar envolvidos com esta doenca, entre eles:

Capacidade de migragdo sistémica. Existem indicios que ha um movimento
lateral de X. fastidiosa entre os elementos de vasos do xilema, e este poderia estar
associado a sua viruléncia {Hopkins, 1989). No genoma desta bactéria, foram
encontrados genes relacionados com a produ¢io de exo-enzimas de degradacdo da
parede celular vegetal, sendo trés endo-1,4 B-giucanases e uma celobiohidrolase
(Simpson ef al., 2000). Esta degradagéo, além da fungdo de suprimento nutricional da
bactéria também poderia desempenhar papel na degradac@c da parede celular vegetal,

importantes no movimento da bactéria, ampliando sua colonizagdo (Hopkins, 1985).
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Contudo, este nimero de enzimas de degradacsc & relativamente baixo quando
comparado com outros organismos como Ralstonia e Xanthomonas, provaveimente
porque X. fastidiosa n&o necessite penetrar nos vasos do xilema, pois sdo introduzidas
diretamente peio vetor (Colieta Filho, 2001).

Produg&o de toxinas. Alguns trabalhos sugerem que os sintomas foliares sejam
decorrentes de toxinas (Hopkins, 1985). No genoma da bactéria foram detectados genes
gue codificam algumas toxinas como as hemolisinas, e quairo outras periencentes a
familia das toxinas com nuclectideos repetidos (RTX), que sdo importantes fatores de
viruléncia em diversas estirpes de bactérias patogénicas Gram-negativas. Também foram
encontrados precursores dos receplores de colicinas V, que s&o polipeptideos
antimicrobianos encontrados também em E. coli. Além destas toxinas, quatro genes com
possivel fung@o na biossintese de policetidec também foram identificados (Simpson ef al.,
2000).

Competigéo por nutrientes da planta. Uma vez que a bactéria vive em ambiente
com baixa concentragao de nutrientes, ela deve possuir um sistema eficiente de absorgdo
de compostos produzidos pela planta e que fazem parte da composicfio normal da seiva
do xilema. No genoma de X. fastidiosa foram identificadosgenes relacionados a absorgéo
de micronutrientes, competindo com o hospedeiro também evidencia os sintomas e

clorose.

Anélise da Expressido Génica

O sequenciamento do genoma de diversos microrganismos, enfre eles, X
fastidiosa, tem gerado um grande volume de informacio depositadas em bancos de
dados. A identificagdo e anotagdo das ORFs, com auxilio de ferramentas de
bioinformatica, possibilitam a visualizagdo do organismo como um todo, apesar dos erros

serem inerentes ac processo. Recentes estudos em Mycoplasma genitalium, bactéria
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responsavel por doengas no frato urogenital, indicaram um erro de cerca de 8% de
anotacio de seus 340 genes (Pandiey & Mann, 2000).

Além disso, o fluxo de informacgiio do DNA até proteina & intermediado pelo
conjunto das moléculas de RNA (franscriptoma). Assim, a morfologia ¢ as caracteristicas
funcionais gque um conjunio de células exibe em uma determinada condicdo ambiental,
sdo resuliado de uma agho combinada das proteinas presentes naguele momento, cuja
regulaciio pode estar diretamente ligado aos niveis de mRNA daquelas determinadas

proteinas.

Transcriptoma

Embora a expressio de RNA mensageiro ndo seja o produto final de um gene, a
franscricio € © primeiro passc em sua regulagdo (Brazma &Vilo, 2000). Assim a
concentragdo de determinado franscrito presente em uma célula pode ser um bom
indicativo de sua necessidade naquela determinada condigio. Em vista disto, foram
desenvolvidas varias metodologias que permitem o monitoramento da expressao génica.

A hibridizacdc subtrativa de uma populagdo de cDNA foi desenvolvida com o
objetivo de identificar e isolar os genes diferencialmente expressos através da
amplificaggo por PCR (Diatchenko ef al, 1996). Esta técnica foi, inicialmente,
desenvolvida para o estudo de expressdo de genes em eucariotos, onde
oligonucleotideos compostos de politimina (oligo d-T) sdio ancoradores para transcrigdo
reversa. Em procariotos, além de cerca de 96% do RNA total ser constituido por RNA
ribossémico € tranportador, o mRNA n&o possui cauda de poli A, implicando em
alteracdes da técnica. Su & Sordilio (1998) utilizaram sonda das regides 16S e 238 para
hibridizar com os clones e subtrair o RNA ribossémico do RNA total como forma de
enriquecimentc do mRNA em Staphylococcus aureus. Outros protocolos para

enriquecimentc como poliadenilagdo in vitro foram desenvolvidos para caracterizacdo ,
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por hibridizagéo subtrativa, de mudancas fenotipicas durante o processo inicial de
formacéo de biofilme em Pseudomonas putida (Sauer & Camper, 2001).

Entretanto, na hibridizagéo subtrativa, moléculas de mRNA pouco abundantes,
mesmo que esitejam expressas diferenciaimente, raramente amplificam, limitando a2
aplicagdo desta metodologia para identificag8o da expressdo génica global. Devido ao
grande nimerc de genes identificados nos projetos Genomas, técnicas como os
microarranjos de DNA tém se tornado mais poderosas para analise global da express&o
de véarios genes simuitaneamente em condicdes distintas (Celis ef al., 2000).

Normaimente, estes arranjos s&o feitos em laminas de vidro por deposicio de
segmentos especificos de DNA, correspondendo a genes ou ORFs amplificados e
distribuidos roboticamente na lamina, denominadas “biochips”. Populagbes de DNA
complementar (CDNA), provenientes de condigdes diferentes siio marcadas com
diferentes corantes fluorescentes e hibridizados nesta [Amina. Ap6s hibridizagao,
detectores de flucrescéncia identificam a intensidade de cada gene ou ORF na lamina,
indicando os diferentes niveis de expressao em cada condigio.

Esta metodologia parece bastante eficiente principaimente para procariotos que
possuem genomas pequenos, permitindo a identificagdo dos processos globais. Em
Pseudomonas aeruginosa, os microarranjos de DNA foram utilizados para estudo da
expressdo génica durante a formacéic de biofilme. Foram comparadas as expressbes
génicas das bactérias planctdonicas com aquelas formadoras de biofilme, onde foram
encontrados cerca de 34 genes ativados conira 39 reprimidos em populagdes de biofiime
{(Whiteley et al.,2001).

Em X. fastidiosa, devido ao projeto Genoma Funcional, financiado pela Fapesp,
vérios trabalhos tem sido desenvolvidos utilizando a tecnologia de microarranjos.

Trabathos comparande padrées de crescimento rapido e lento in vitro, crescimento em
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meios de cuitura com diferentes extratos vegetais e condicSes de estresse oxidativo tem
sido realizados em Xylella com esta metodologia (.www.fcav.unesp.br/funcicnal)

Souza et al. (2001) identificaram as diferengas de expressdo entre bactérias com
capacidade de ades&o em superficie abibtica (vidro), e as que perdem esta capacidade.
Foram encontrados 8 genes envolvidos na ades@o responsaveis pela biossintese de
polissacarideos e lipopolissacaridecs, além de 3 genes relacionados com a produgéo de
EPS. Também foram identificados genes envolvidos com producdo e transporte de

toxinas, absorgdo de ferro e fungdes regulatérias.

Proteinas em Géis Bidimensionais (2D)

Apesar de muitos estudos funcionais permitirem uma abordagem global da
expressgo geénica, através da analise dos niveis de mRNA, torna-se importante a
identificacdo das proteinas codificadas por estes genes. Em uma céluia, podemos
detectar a presenga de uma proteina sem a existéncia de mRNA devido a instabilidade
desta molécula. Da mesma forma, podemos encontrar niveis de mRNA sem a presenca
da proteina traduzida.

A partir das seqiiéncias de DNA fornecidas pelo sequenciamento do genoma dos
diversos organismos, pode-se deduzir a seqiiéncia de aminoacidos das proteinas por elas
codificadas, porém pouce se revela sobre sua fungao biolégica. Além disso, mecanismos
de modificagdes pds-traducionais, como glicosilagdes e fosforilagbes, indicam que o
estudo da expressdo das proteinas € essencial para a analise dos processos e sistemas
biolégicos. Esta andlise global dos niveis de proteinas também é chamada de proteoma
(Gygi et. al., 2000).

Proteoma € o estudo em larga escala de proteinas expressas em um organismo

envolvido em um processo particular, através de métodos bioguimicos, que incluem nao
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sé a identificacdo e guantificacdo, mas também a determinaciio de sua localizagso,
modificagdes, interagdes, atividades e funcdes (Field, 2001).

Os primeiros estudos, nesta &rea, foram realizados no final da década de 70,
guando alguns pesquisadores construiram um banco de dados utilizando a técnica de
elefroforese 2D-PAGE descrita por O’Farrel (1975), com pouca repercussio pela baixa
sensibilidade da técnica e pela explosic de métodos mais diretos como PCR e
sequenciamento. Apenas na década de 90, a maioria das limitagdes da analise de
proteinas foram removidas com o surgimento e associa¢io de técnicas analiticas mais
poderosas, como a espectometria de massa {Pandley & Mann, 2000).

O principio da eletroforese 2D € a combinacio da separagdo das proteinas com
base na carga eletrica, utilizando o ponto de focalizagdo isoelétrica (IEF), seguida por
uma separagao de peso molecular, através do SDS-PAGE, permitindo a visualizacgo
global das protelnas expressas em um determinada condigio. Apesar disto, é uma
técnica trabalhosa e com aigumas limitagdes como a rara deteccioc de algumas classes
de proteinas como as hidrofobicas ou as de aito peso molecuiar, ou em baixa abundancia
(Yates & Wasburn, 2000) e a falta de reproducibilidade inerente da variagdo biologica das
proprias amostiras (Pandley & Mann, 2000).

Apesar das limitagdes, ainda assim & considerada uma metodologia eficaz,
principaimente, em microrganismos, onde permite uma visio geral do proteoma simples,
no caso de identificacdo de modificagdes péds-transcricionais ou ainda quando utilizada
em conjunto com outras técnica que permitam a caracterizagéio das proteinas separadas
nos géis 2D. A espectometria de massa permite a identificacfio destas proteinas através
da massa de seus peptideos, provenientes de digest#o parcial com uma protease
sequéncia-especifica, como a tripsina. A razo da andlise dos peptideos, ao invés das
proteinas, é que estas separadas em gel séo dificilmente eluidas, portanto a massa néo

seria suficiente para identificagdo em bancos de dados (Pandley & Mann, 2000).
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A anaiise de proteinas diferenciaimente expressas tem sido utilizada no estudo de
vérios microrganismos. Em Pseudomonas putida foram estudadas as primeiras etapas
durante ao processc de adesio, e foram identificadas cerca de 15 proteinas induzidas e
30 reprimidas (Sauer & Camper, 2001).

Em X fastidiosa, dentro do Projeto Genoma Funcional (FAPESP)
{hitp://proteome.ibi.uincamp.br/), ¢ mapa 2 D referéncia foi elaborade e cerca de 110
proteinas j& foram identificadas por espectometria de massa, incluindo proteinas
secretadas que iambém parecem ter papel fundamental na ades@o (Smolka sf al., 2001).
Apesar do mapa 2D e do banco de dados ja estar estabelecido, existe a caréncia da
utilizacdo de modelos biologicos para © entendentimento do mecanismo de
patogenicidade.

Considerando que grande parte da patogenicidade da bactéria esteja associada a
capacidade de colonizacéo e bioqueio dos vasos do xilema da planta hospedeira e, em
funcio deste habito, a bactéria possui grande capacidade de interacfo com superficies,
seria possivel simular condigbes de crescimento in vifro que se assemelham ao
crescimento da bactéria dentro da planta hospedeira. Assim, procurando se apoiar em
hipéteses de patogenicidade e na existéncia de genes homdlogos em X. fastidiosa, a
estratégia normalmente utilizada para avaliagéo da express&o génica tem sido a analise e
caracterizacdo de mRNA e proteinas diferenciaimente expressos em condi¢bes que se
assemelhem aquelas in vivo. Desta forma, a simulagdo de condigSes que favoregam a

adesdo pode auxiliar na avaliagdo de genes expressos nesta condigéo.
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Hipdteses do Trabalho

. Grande parte da patogenicidade da bactéria Xylella fastidiosa estd associada a sua
capacidade de colonizar e bloguear os vasos do xilema da planta hospedeira.
. Em funcéo deste habito, X fastidiosa é uma bactéria que pode apresentar
capacidade de interagiic com superficies dos vasos xilema e por ela mesma no
processo de formagio de colbnias,

E possivel simular as condices de crescimento in witro que se assemeiham as
condigdes de crescimento da bactéria dentro do hospedeiro.
. O crescimento em meios que favoregam as condicdes de adesfio poderia ser uma

estratégia de avaliagfo de genes expressos nestas condictes,

Objetivos

Estabelecer condicbGes de cultivo que promovam a adeséo da bactéria Xylella
fastidiosa.

Avaliar genes diferencialmente expressos nas condigdes de crescimento em que
favoregam a ades&@o e nas condigdes de crescimento plancténico.

Comparar, atraves de eletroforese bidimensional, o padrio de proteinas expressas

nas condi¢bes de crescimento de ades#o e plancténico.
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Material e Métodos

4. Curvas de crescimento de Xylelia fastidiosa

1.1, Condigcdes de cultivo

A estirpe 9a3c de Xylella fastidiosa foi cultivada nos meios PW {*periwinkie wilt")
{Davis ef al., 1981); XDM, (“Xylella defined medium”) {(Lemos, comunicagiio pessoal) e
BCYE modificado ("buffered charcoal yeast extract”) (Wells ef al., 1981). Para avaliar a
influéncia de laminas do lenho na faxa de crescimenic da bactéria, 0 meioc PW foi
modificado acrescentando-se: 1) com eluide xilemético (PW+eluido); 2) com I&minas
longitudinais de lenho (PW+lenho), e 3) com eluido xilemético e com laminas
longitudinais (PW-+eiuido+ienho).

Os cortes para obtengdo das laminas iongitudinais de lenho foram obtidos de
ramos de laranjeira “Péra” (Citrus sinensis cv Osbeck), autoclavados trés vezes em 4gua
bidestilada, sendo a agua substituida a cada esterilizagio. Em seguida, as laminas foram
inseridas em meio de cultura, na guantia de 2,5 g/50 mL de meio PW. Para obtencéo do
eluido xilematico, pedagos de 10cm do caule de laranjeira “Péra” foram colocados em
sistema de filtragem a vacuo, por onde foram passados 10mL de agua destilada
autoclavada. Apds coleta, este eluido foi filtrado em filtro Milipore 0,22um e acrescido em

meio de cultura (10 % viv ).

1.2. Estimativas da multiplicaciio bacteriana
1.2.1. Avaliagoes de diferentes meios de cultura para X, fastidiosa
Para avaliag@o da multiplicagio bacteriana nos seis diferentes meios de cultura

foram preparados quatro repeticbes constituidas de Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL
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dos meios liquide PW (controle), PW+eluido xilematico, PW+ienho, PW+eluido
xilematico+lenho, XDM e BCYE modificado. Para cada meio de cultura foi reservado um
controle sem inécuio. Foram retiradas duas aliquotas de 1mL de cada parcela e destas
foram medidas a absorvancia a 630nm em intervalos de 12 horas. A eficiéncia de Tween
80 nestas leituras foi avaliada nas concentragbes de 0,1 a 10%. A contagem das celulas

bacterianas foi feita em Camara de Neubauer a cada 24 horas.

4.2.2. Avaliagdo do crescimento em rmodelo de adeséo

para meilhor caracterizacéo do efeito do xilema no crescimente de X. fastidiosa in
vitro e para monitoramento de sua adesfio a este tecido, em um segundo experimento,
joram avaliados métodos de determinacio da multipiicagdc bacteriana nos meios PW e
PW-+lenho. As leituras foram feitas a cada 24 horas, utilizando como parametros niamero
de células avaliadas em Camara de Neubauer, teor de DNA total € nimero de unidades
formadoras de coldnias (UFC), através da contagem do nimero de células viaveis em
meioc BCYE sélido com as diluigbes feitas em tampéao salino (PBS) (20mM de NaHPO,;
NaCl 0,8%).

A extragdo de DNA foi realizada pelo protocolo de Dunigan (1989), com lise pela
adigso de TE pH 8.0, proteinase K 100ug/mL e SDS 0,5 %, a 37° C por 1 h. Em seguida,
foram adicionados 100ul de NaCl 5M e 80ul de CTAB 10% e as amostras foram
incubadas a 65°C. Duas extragGes com cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1) foram feitas
antes da precipitagdo com etanol. O DNA resultante foi ressuspendido em 50 ul. /10 TE
com RNAse (20ug/mL). A concentragdio de DNA tofal foi determinada em absorvancia
de260nm e monitorada por gel de agarose 1%.

Para o experimento de adesé&o, foram preparados 15 Erlenmeyers de 250mL com
50mL de meic PW e 20 de PW + ienho. Cada frasco foi utilizado para apenas uma leitura.

Nos tratamentos com lenho, o meio de cultura foi decantado e as laminas de xilema
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javadas com igual voiume de PBS e mantida sob agitac&o por 30 min, a 120rpm. Uma
aliquota desta solugéio foi plaqueada em meio BCYE sélido e as unidades formadoras de
coibnias contadas apds 21 dias de cultivo. O crescimento e agregagiio das bactérias nas
iaminas de lenho foram também monitorados por microscopia éptica. Todas as condicdes

foram mantidas sob temperatura controlada a 28° C.

1.3, Andlise Estatistica das Curvas

Cada parcela experimental consistiu de 50mL de meio de cultura por
Erlenmeyer/iratamento. Os dados coletados foram transformados pela Vx para ajuste &
distribuico normal, segundo ¢ teste W de Shapiro-Wilkk com auxilic do Programa
Statistica.6.0 (StatSoft, 1995). O delineamento experimental foi reaiizado em subparceias
divididas no tempo, sendo que a disposicao das parcelas experimentais fol inteiramente
casualizadas. As medias foram comparadas pelo teste de Tukey 5%. Os dados foram
avaliados pelo programa Estat 5.0.

Para as estimativas do tempo de geragdo foram utilizados os pontos
correspondentes a fase exponencial da curva de crescimento de células vidveis, enquanto

que para morte celular, os pontos de queda de crescimento. A férmula utilizada para o

calcuio foi:

o= =29

onde,

N.= nimero de células estimadas
Ng= in6oulo inicial
t= tempo

G = tempo de geragio
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2. Enriquecimento de mRNA de Xylella fastidiosa para estudo de expressio génica

2.1. Extracio de RNA totai

O isolamento do RNA total foi realizado segundo protocolo descrito por Rhodius

(www.microarray.org/protocols html). Através da andlise das curvas de crescimento foi foi
padronizado que as bactérias seriam cultivadas até sua fase exponencial, ou seja, para
Controle (C): bactérias livres (fase planctdnica), 96 horas e para as bactérias aderidas as
iaminas de lenho (L), 156 horas. As células foram lisadas com 0,5 mg/mi de lisozima em
TE pH 8,0 e 0,1 volume de 10 % SDS. Para L, as laminas foram maceradas em nitrogénio
liquido, adicionando-se esta solugdo no mesmo volume do macerado. As amostras foram
incubadas a 64°C seguida da adicio de 0,1 volume de 1M acetato de sédio e igual
volume de fenol saturado com agua. Apés a extragdo, a fase aquosa foi transferida para
um novo tubo e foi adicionado mesmo volume de cloroférmio/alcool isoamflico (24:1). Em
L, esta primeira etapa foi repetida por mais uma vez. Ap6s centrifugacdo, o RNA foi
precipitado na fase aquosa com 0,1 volume de 3 M acetato de sédio, 1mM EDTA e 2,5
volumes de etanol 100%. O RNA resultante foi ressuspendido em 200 pl de agua tratada
com dietil pirocarbonato (DEPC) e submetido a tratamento com 10 unidades de RNase-
free DNase (Boehringer Mannheim) e 36.3 unidades de “RNAguard” inibidor de RNAse
(porcine) (Armeshan Pharmacia) por 30 min. Uma extragdo adicional com
fenol:cloroférmio e duas com cloroférmio foram realizadas antes da precipitacdo com
etanol. O produto foi ressuspendido em 40pl de agua tratada com DEPC A concentraciio
de RNA foi estimada a 260nm admitindo 1 absorvancia = 40ug/mi. de RNA (Sambrook ef

al., 1989) e a integridade do RNA foi analisada em gel denaturante de agarose 1%. As

amostras foram amazenadas a -80° C.
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2.2. Enriquecimento do RNA mensageiro

Para eliminar o RNA ribossomico foi utilizado o clone 00J11 do projeto genoma de
X fastidiosa, contendo as regides 168 e 238. Para confirmagic da inserg8o foram
desenhados iniciadores gue flangueiam esta regido. Posteriormente, foi realizade PCR
com 100 ng de DNA; 1 ul do dNTP (10mM); 5 ul do Pfu buffer 10x; 50 ng da cada
“primer” (direto @ reverso ) e 0,5 ul da enzima Pfu (2,5ug/ul). A reacio foi feita utilizando
o seguinte programa: 3min a 94° C, 35 ciclos de 1min a 94° C; 1min a 60°C e 10min a
72°C seguido de um periodo de extens&io de 10 min a 72°C. O padrao de amplificagéo foi
avaliado em gel de agarose 1%.

Confirmada a inser¢do do fragmento desejadoe, foi feita digestio do clone com as
enzimas Saft/Bgfit {(Gibco) e do vetor p-GEM3Z(+) (Promega) com as enzimas Sall/BamH!
(Gibco). Apds digestdio, os fragmentos foram visualizados em gel de agarose 1% com
baixo ponto de fus@io ("low-melting”) e os fragmentos desejados foram purificados com Kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification {Armeshan Pharmacia Biotech). Em seguida, o
vetor e o fragmento 165/238S foram ligados pela enzima T, DNA ligase (Gibco) a 16° C por
toda noite. Para confirmagéo de que os fransformantes continham o inserto desejado,
seus plasmideos foram purificados e seqlienciados.

Os clones positivos foram linearizados por digestdo com a enzima Sall {(Gibco) a
37° C, a noite toda, e purificados por kit GFX. Apos linearizagdo, o clone, contendo a
regido165/23S foi utilizado para a transcrigéio in vitro, através do kit “RiboMax Large Scale
Production System” (Promega) para gerar a fita antisense marcada com biotina utilizando
a enzima T; RNA polimerase. O RNA ribossémico marcado foi hibridizado com ¢ RNA
total por 30 min a 37° C e os componentes foram misturados a streptavidina e incubados

por 20 min em temperatura ambiente, seguido de extragéo por fenol:cloroférmio. O RNA
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mensageiro enriquecido foi dissolvido em 30 ul de agua DEPC e visualizado em gel
denaturante de agarose 1%.
2.3. RT-PCR (Transcrigcdo reversa-PCR) com iniciadores dos genes rpfs.

Como forma de comprovar a integridade do RNA mensageiro enriquecido, foi
realizada a sintese da 1° fita de cDNA, utilizando “Random primers*(Gibco) e M-MVL
“Reverse Transcriptase® (Gibco), tanto das amosiras enriquecidas como das ndo
enriquecidas {proveniente de RNA total).

Com o cDNA sintetizado foi feita uma amplificac@io com 1 ul do dNTP (10mM);
tampéo 10X de PCR; 2,5 unidades da enzima Tag polimerase; 1mM de MgCl; 50 ng da
cada iniciador (direto e reverso). Foram utilizados os iniciadores especificos para os
genes /pf (fatores reguiadores de patogenicidade) B, F e G. A reacéo foi feita utilizando o
programa: 3min a 84° C, 35 ciclos de 1min a 94° C; 1min a 55°C e 3min a 72°C seguido

por extens&o de 1 min 72°C. As amplificagdes foram visualizadas em gel de agarose 1%.

2.4, Hibidizagédo Subtrativa

Apbs confirmagéio do enriquecimento do RNA mensageiro, foi feita a sintese da 1®
fita de cDNA utilizando “Random primers’ (Gibco) e M-MLV “Reverse Transcriptase”
(Gibco), tanto das amostras C quanto de L. A sintese da 2° fita de ¢DNA, foi feita com a
DNA polimerase | e RNase H. O ¢cDNA da condigdc L foi dividido em duas aliquotas &
cada uma foi ligada com um tipo especifico de adaptador {1 e 2) conforme instrugdes do
Kit da Clontech (PCR-Select™ Bacterial Genome Subtraction Kit). Apés ligacdo fez-se a
primeira hibridizacdo subtrativa, onde as fitas de cDNA em excesso previamente
desnaturadas de C foram misturadas com as fitas de cDNA do L contendo os adaptadores
1 e 2. As amostras foram incubadas a 63°C por 1:30h, em seguida, foi procedida uma
segunda subtracdo misturando as reagdes contendo L ligado ac adaptador 1 + C e L

ligado ao adaptador 2 + C. A segunda hibridizag&o foi realizada a 63°C durante a noite.
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Terminado o processo de subiragao, foi feita PCR para amplificar as moléculas de
c¢DNA diferencialmente expressas que, conseqiientemente, contém os adaptadores 1 e 2.
Nesta reacdo, foi utilizado um iniciador que se anela a uma regido comum nos
adaptadores 1 e 2. Posteriormente, para maior amplificagdo foi realizado uma
amplificacso da regido interna (“nested-PCR") utilizandc um par de iniciadores
especificos para cada adaptador que anelam mais internamente na fita molde.

O resultado da amplificagéio foi visualizadc em gel de agarose 1,5% com baixo
ponto de fuséo (“low meiting”) e as bandas diferenciaimente expressas foram purificadas .
Os fragmentos foram clonados no plasmideo pGEM'—T {Promega) e ufilizados na
transformacéo de células competentes de E. coli da linhagem DH5a. As coldnias
transformadas foram selecionadas em meio LB contendo ampicilina e IPTG + X-gal. Os

clones foram seqienciados e as seqiéncias identificadas em bancos de dados

(www.ncbi.nim.nih.gov/blast: www.aeq. Ibi.ic.unicamp.brixf).

2.5. Sequenciamento de DNA

A reacdo de segilienciamento de DNA foi feita com o kit “Big Dye” {(Applied
Biosystems) utilizando o iniciador T, direto do vetor pGEM-T. O programa utilizado para a
reacdo foi: 1min e 30 seg a 86°C; 25 ciclos de 10 seg a 96° C; 5 seg a 50° C e 4 seg a 60°
C. A reagdo foi purificada por precipitagéo de isopropanol 75%, seguida de lavagens com
etanol 70%. As amostras secas e ressuspendidas em seqlienciador automatico ABI

Prism™-3700 (Applied Biosystems).

3. Expressdo génica de X fastidiosa em condi¢bes de adesdo através de
microarranjos
3.1. Amplificacdo das ORFs e Preparo do * Biochip”

(Realizado pelo Nicleo Integrado de Biotecnologia/UMC)
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O DNA gendmico de X fastidiosa fol amplificado por PCR , com a utilizagéo de
iniciadores que amplificam fragmentos da regifio interna das ORFs descritas no
sequenciamento do genoma desia bactéria (http:/aeg.ibi.ic.unicamp.br/xf). Os produtos
de PCR foram purificados e avaliados em gel de agarose. Esies produtos foram enido
fixados em laminas de vidro conforme descrito "manual Affymetrix 417 Array Application v.
1.5". Um total de 2200 ORFs foram fixadas em quatro quadrantes com trés replicatas na

mesma lamina.

3.2. Marcagdo com fluorescéncia de ¢cDNA a partir de RNA total

Para os microarranjos, foram exiraldos RNA de trés condigdes de cultivo: (1)
Controle, s6 meio PW (C}. populag@o de bactéria livres (fase planctdnica) apenas em
meic PW; (2) S: populagdo de bactéria crescida em suspens&o em meio com laminas de
lenho; e (3) L: populagéo de bactéria aderida as [aminas de lenho.

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 20ug de RNA total, em reagdo
contendo “first strand buffer”, 0,1 M dithiothreitol (DTT), ANTP 2,5mM, mix de iniciadores
(“primers”) de ORFs de Xylella, inibidor de Rnase e Superscript Il transcriptase reversa
realizada a 42°C por 2 h. O RNA proveniente desta reagdo foi entdo removido por
tratamento com NaOH, seguido da adigsio de HCI para restabelecimento do pH. A sintese
da segunda fita de cDNA foi sintetizada com dNTP (15mM dCTP, 25mM dGTP, 25mM
dATP, 25mM dTTP), “random primer solution”, enzima Klenow e marcagdo com os
fluoréforos “Cy3-dCTP” ou “Cy5-dCTP” (Amersham Pharmacia Biotech). A reagdo foi
incubadaa 37°Cpor2h.

3.3. Hibridizagdo e Andlise

As duas populacdes de ¢cDNA marcadas, provenientes dos tratamentos C e L ou

de C e S, foram misturadas e lavadas com agua em filtro Microcon 30. Em seguida foi
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acrescentado solucdo de hibridizagio (6x SSC, 0,5% SDS, 5x Denhardt's (Sigma),
0,25mg/mL de DNA de esperma de saimio (Sigma) e as amostras foram desnaturadas 2
95° C por 5 min. As amostras foram entio colocadas em estagido de hibridizacio
GeneTac (Affymetrix). Apbs a hibridizacdo, as idminas foram lavadas, secadas e
escaneadas por GMS 418 scanner (Affymetrix) sensive! a fluorescéncia.

Cada lamina foi analisada pelo software Jaguar I (Affymetrix). A partir da analise
dos experimentos isolados, foi criado um banco de dados pele programa Micro Data Base
com diferentes experimentos provenientes das mesmas condigdes. Os dados gerados
foram submetidos ac teste estatistico de andlise de variancia, SAM, desenvolvido

especificamente para analises de microarranjos (Tusher ef af, 2001).

4. Elefroforese bidimensional de proteinas totais de X, fastidiosa sob condigdes de
adeséao
4.1.Extragcé@o de Proteinas

Da mesma forma que nos microamanjos, as bactérias foram cultivadas em trés
condigbes, em meio PW com auséncia de soro albumina bovina (BSA): (1) Controle, s6
meio PW (C): populac&o de bactéria livres (fase plancténica); (2) S: populacio de bactéria
crescida em suspensac em meio com laminas de lenho; e (3) L populacdo de bactéria
aderida as laminas de lenho. As células provenientes de C e S foram centrifugadas a
8000 rpm por 10 minutos, e o sedimento obtido foi utilizado para extragéo de proteinas.
Em L, as laminas foram maceradas em nitrogénic liquido. A mesma quantidade de
laminas acrescidas em meio decultira, porém sem bactérias, também foimaceradas ¢ foi
acrescidosolugdo de extracBo. Este procedimento foi realizado para controlar
contaminagio de proteinas do tecido vegetal.

As células foram lisadas em tamp&o ( SDS 2%, PMSF 2mM, EDTA 5 mM, Tris

20mM pH8.8, solucdo de inibidores de proteases 1:100, DTT100mM) mantido em gelo por
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cerca de 30 min, com agitacdo constante. As amostras foram aquecidas 2 85° C por &
min, seguida por centrifugacdo e precipitagio com acetona:etanol (50:50).

Apés precipitagiio, as amostras foram suspensas em tampéo (8DS 0,5%, PMSF
2mM, EDTA 5 mM, Tris 20mM pHB.8, DTT100mM), centrifugadas e o sobrenadante

aliquotado em fragdes com cerca de100pg, armazenados a~80°C.

4.2. SDS-PAGE

Como forma de certificagéo de que o padrdo de proteinas era caracteristico de X.
fastidiosa, e que na condicdo L nadc houve contaminagdo de proteinas das iaminas de
ienho, foi realizado primeiramente um 38DS-PAGE para as trés condigbes de cuitivo.
Cerca de 20 ug de proteinas de cada amostra foram preparadas com tampéo de amostra
3x concentrado (SDS 6%, Glicerol 30%, Tris-HC! pH 6.8 0.15M, azul de bromofenol) e
0,1M de DDT. Antes de serem aplicadas, as amostras foram desnaturadas a 95° C por 3
min, centrifugadas por 2 min a 14000 rpm, e cerca de 10 e 15 pg foram aplicadas em gel
de acrilamida 12,5%. Amostras de C e L também foram aplicadas em gel de acrilamida

9% para identificacio de proteinas de alto peso molecular.

4.3. 2D-PAGE
4.3.1. Focalizagdo Isoelétrica {1° Dimenséo)

Cerca de 75 ug de proteina foram adicionadas em 340 ul de tampéo de amostra
da 1D (uréia 8M, CHAPS 4%, anfdlitos 2% carregado com pH 3-10, DDT 70mM, e azui de
bromofenol), centrifugada e o sobrenadante aplicado na 1D. Foi utilizado gel de
poliacrilamida desidratado como imobilizador de pH, tiras de IPG (Armeshan Pharmacia
Biotech) com alcance de pH entre 3-10 NL. As tiras foram reidratadas no proprio tampéo

de amostra por 16 horas a 20° C.
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A focalizacao isocelétrica foi efetuada a 300V por 10 minutos; 3000V por 3 horas;

4000V por 16 horas; 6000V por 20 horas; até atingir 8000V pelo sistema IPGphor

(Armesham Pharmacia Biotech).

4.3.2. SDS-PAGE { 2° Dimensao)

Apos 1D, as tiras foram equilibradas por 8 min em solugéo de Tris-HCI 50mM pH
6,8, uréia 8M, glicerol 30%, SDS 2% e DTT 2%, seguida de solugdo de Tris-HC! 50mM pH
8,8, uréia 6M, glicerol 30%, SDS 2%, iodocetamida 2,5% e azul de bromofenol por 12 min.
Posteriormente, as faixas foram colocadas em gel de poliacrilamida 12.5% e cobertas
com agarose 0,1%. A corrida foi realizada no SE-800 (Armesham Pharmacia Biotech) 10°
C, com voltagem fixada a 90V por 30 min e entdo a voltagem passou a ser livie e &
amperagem constante a 30mA/gel por, aproximadamente, de 3 a 4 horas. Depois de
corados os geéis foram escaneados no Laser Personal Densitometer SI (Amersham

Biosciences).

4.4. Coloragao das proteinas por impregnacio com prata

A coloragao das proteinas com nitrato de prata foi efetuada segundo protocolo de
Blum et al. (1987) modificado. As solugdes foram utilizadas seqlencialmente: fixador
(metanol 50%, acido acético 12%, 0,3 mL formaideido 37%) por 2 horas; etanol 50% trés
vezes de 20 min; solucdo de pré-tratamento (tiossulfato de sodio 0,2%) por 1 min; trés
lavagens comﬁ‘égua destilada de 20 seg; solugio de impregnacdo (nitrato de prata 0,2%,
0,225 mi. formaldeido 37%), trés lavagens com agua destilada de 1 min; solucao
reveladora (carbonato de sédio 6%, tiossulfato de sodic 0,4%, 0,2 mbL de formaldeido

37%) até o surgimento de bandas ou spots; solugéo bloqueadora (acido acético 5%).
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Para proteinas utilizadas em espectometria de massa, o protocolo de coloracdo foi

semelhante, exceto pelas lavagens com etanol 50%, e pela auséncia de formaldeido nas

solucdes.

4.5. Colorag@o de proteinas com Comassie Blue

Os géis foram submersos em solugdo contendo 54% de metanol, 13,5% de acido
acético e 0,27% de Comassie brilhant blue por 1 hora com agitagéio lenta. Esta solucao foi
substituida pelo descorante com 30% de metanoil @ 10% de &acido acético, trocados a

cada 15 min até a visualizagio das bandas ou “spots”.

4.8. Analise das Imagens
O software Image Master, versdo 3.01, (Amersham Pharmacia Biotech) foi
utilizado para detecgdo dos “spots” e calibragio pi/peso molecular. Os “spots” diferenciais

foram classificados por auséncia ou presen¢ga nas duas condigbes. As proteinas

diferenciais foram identificadas por espectometria de massa.

4.7. Espectometria de Massa

As proteinas diferencialmente expressas foram selecionadas e os “spots” cortados,
colocados em solucdo de acetonitrila 50% e bicarbonato de aménia 25 mM para retirar
qualquer contaminagdo e excesso de corante, e lavados em &gua bidestilada. Em
seguida, o gel fol picotado e lavado por 2 vezes em solucio de acetonitrila 100%, para
desidratagéo. Foi acrescida a amostra soiugédo de tripsina 1ug/pl diluida em bicarbonato
de ambnia 50mM e foi mantida por 40 min em gelo, seguida de incubagio a 37° C
durante toda a noite.

Apés digestdo, a amostra foi centrifugada e lavada com acetonitrila 50% e acido

férmico 5% por 3 vezes. A amostra foi pipetada por cerca de 5 vezes em coluna de C18
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{(ZipTip) ajustada a uma micropipeta, seguida de matriz e fixada em placa de MALDI-TOF.
Os peptideos foram identificados em MALDI-TOF Voyager-DEpro e analisados pelo
programa Voyager Instrument (Applied Biosystems. As massas destes peptideos foram

comparadas no banco de dados do Genoma de X fastidiosa, através do programa MS-Fit

(UCSF, http://prospector.ucts. edu/).
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Resultados e Discussio

1, Curvas de crescimento de X fasiidiosa
1.4. Curvas de Crescimento de X. fastidioss em diferentes meios de cultura

As curvas de crescimento da estirpe 9a5c de Xyfella fasfidiosa, nos diferentes
meios de cultura, foram realizadas através da contagem do nimero de células ¢ de
jeituras de absorvancia. Como avaliagdo preliminar para a determinacao do intervalo de
tempo adequado para coleta das amostras, foram efetuadas medigdes a cada 12 horas
(dados n&o apresentados). A andlise estatistica deteciou diferengas significativas
somente guando as médias eram no minimo entre duas avaliagdes subseqlientes. Assim,
foi estabelecido que, para determinacéc da curva de crescimento nos diferentes meios
para X. fastidiosa, o melhor intervalo de tempo entre as avaliagbes foi de 24 horas.

Na determinac¢io da densidade Optica e, principaimente, da contagem de células
na Camara de Neubauer podem ter ocorrido sub-estimativas, uma vez que X fastidiosa
tem como caracteristica formacdo de agregados (Hopkins, 1988), ¢ que dificulta a
contagem real de células. Em bactérias com esta caracteristica, como as do género
Xanthomonas, © detergente Tween 80 tem sido utilizado para minimizar a agdo de EPS,
reduzindo os agregados celulares e facilitando assim a contagem para o estabelecimento
das curvas de crescimento. Entretanto, a adigsio de Tween 80 nas concentracdes de 0,1 a
10%, antes das leituras ndo promoveu modificagdes nos agregados celulares.

As leituras de absorvancia a 630nm dos diferentes meios sdo apresentados na
Tabela 1. Observou-se que © crescimento nos meios PW, incluindo lenho, eluido
xilematico, lenho + eluido xilematico foram semelhantes entre si e superiores ao
crescimento determinado nos meios BCYE modificado e XDM (Figura 1). Nas

suplementagbes com lenho, notou-se uma maior ieitura da absorvancia a 630nm, que
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poderia ser associada a uma maior taxa de crescimento ou a uma liberagio de
substancias extracelulares, que absorveriam na mesma freqiiéncia.

As bactérias cultivadas no meio XDM apresentaram fase inicial ou “lag” de
crescimento bem pronunciada, gue pode ser explicada pelo pré-inéculo ser em PW, que é
de composicao nutricional mais rico. Assim esta fase “lag” poderia estar correspondendo
a uma adaptagéo da baciéria a condigdes nutricionais inferiores a que se encontrava no
pré-indeulo. A cuiva de crescimento obtida a partir do meic BCYE modificado apresentou
padréo sigmoide muito parecido com as do meio PW, contudo com menores taxas de
crescimento. Do mesmo modo gue na determinagdo da densidade Optica, nas contagens
de células em Camara de Neubauer (Tabela 1), houve maior taxa de crescimento nos
meios PW do que nos meios BCYE & XDM. Contudo, no meic XDM a taxa de crescimento
apresentou fase “lag” menos acentuada que na curva obtida através da absorvancia
{Figura 2).

Amostras em PW suplementadas com lenho + eluido também apresentaram
crescimento superior as demais, embora entre 0os meios PW néo foram observadas
diferencas significativas (Figura 02). Desse modo, o acréscimo de material vegetal, lenho
ou eluido, ndo promoveu diferencas na taxa de crescimento da bactéria. Portanto, as
diferengas detectadas em absorvancia, quando comparadas com nimero de céluias, ndo
seriam devido, exclusivamente, & multiplicac8io celular, mas a uma maior liberacdo de
substancias no meio, como por exemplo EPS. Por este motive, houve uma menor
diferenga estatistica entre os meios na contagem do numero de células do que para a
densidade éptica.

Embora a taxa de crescimento bacteriano entre 0s meios suplementados com
eluido xilemético e iAminas de lenho tenha sido semelhante, este tltimo modelo foi,

recentemente, utilizado para estudo do processo de adesidio por microscopia em
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diferentes estirpes de X fastidiosa (Marques ef al., 2002), reforgcando um estudo mais

detalhado desta simulagéo.

Tabela 1 — Taxa de crescimento média de Xylella fastidiosa em diferentes meios de

cultura, avaliada por absorvancia a 830nm e nimero de células .

Meioc de cuitura Absorvancia (630nm) Nuamero de céiulas
{(x10°/mL)

PW Lenho + Eluido 0.3139 A 1.2 A

PW Lenho 0.3107 AB 111 A

PW 0.2758 BC 1.0 A

PW Eluido 0.2602 cD 10.8 A
BCYE modificado 0.2383 DE 95 B
XDM 0.2082 E 82 B

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (5%).
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Figura 2- Curva de crescimento da bactéria Xylella fastidiosa nos diferentes meios de

cultura através de contagem de células em Camara de Neubauer .

34



1.2. Curvas e Crescimento de X. fastidiosa sm condigdes de adesio

Com a finalidade de monitorar ¢ crescimento das bactérias aderidas as laminas de
lenho foi realizada uma segunda curva de crescimente, comparando separadamente as
bactérias que crescem em suspenso no meio (S) com as que crescem nas laminas do
meio PW + lenho (L). Para isfo fol extraido DNA das bactérias nas trés condicfes (L, S e
C) nos diferentes intervalos de tempo. N&o foram encontradas diferengas estatisticas
entre as concentragdes deDNA -extraidos nos diferentes tempos de crescimentc da
bactéria (dados n&o mostrados). Assim, a extragéio.de DNA nao foi uma técnica adequadia
para estimar a multiplicag@o das bactérias nas condicdes estudadas. Provavelmente,
estes resultados podem ser atribuidos 2 falta de uniformidade na extragfio.

As estimativas do nlimero de células em Camara de Neubauer foram repetidas
para os cultivos C e 8 (Fig.3). Contudo, houve modificaces nos tempos avaliados, urna
vez que, na primeira curva foram avaliadas até 180 horas de crescimento, enquanic na
segunda, 360 horas. O padrdo da curva foi semelhante, nos dois casos, excecdo a fase
“lag” que na segunda curva se apresentou menos pronhunciada.

As unidades formadoras de colénias (UFC) também foram utilizadas como
estimativa da muitiplicag@o bacteriana para as trés condigdes. Ndo foram detectadas
diferengas significativas enfre os cultivos S e C (Fig. 4), sendo que seus padrBes
apresentaram-se semelhantes. Para as bactérias aderidas as /aminas de lenho (L), o
crescimento foi diferente dos demais, com tempos de crescimento diferenciados (Figura
8). O crescimento em L foi também monitorado em microscépio 6ptico (Fig. 8). Além
disso, os cultivos foram monitorados sob condigbes de agitacdo a 120 rpm e estéticas. Foi
observado, em microscopio dptico, que sob agitagio as células t&m menor taxa de

aderéncia do que qguando crescidas de forma estatica.
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Figura 4- Curva de crescimento da bactéria Xyfella fastidiosa nos cultivos C e S através
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Figura 5- Curva de crescimento da bactéria Xylella fastidiosa aderida as laminas de

lenho (L) através da estimativa das unidades formadoras de colonia .

Tabela 2- Tempos de geracdo e morte de celular de Xylella fastidiosa nas condigbes
controle(C), bactérias em suspenséo em PW suplementado com laminas de lenho (S) e

hactérias aderidas as [dminas de lenho (L).

Condigdes Tempo de geragio {h) Tempo de morte (h)
c 13,5 25,4
S » 114 23,0
L 8627 2173

Led
~}



Figura 6- Aspecto das celulas bacterianas de Xylelfa fastidiosa aderida as iaminas de

lenho, observadas em microscépio optico.
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Através da avaliagdio de UFC foram caiculadas os tempos de geragio & morte
celular para as condigbes de cultivo C, S e L (Tabela 2). Os tempos de geraciic e morte
celular de C e S foram similares, correspondendo ao padrio encontrado pelas curvas, de
aproximadamente 12 h e 24h, respeciivamente. Em L, tanto a taxa de multiplicacdo como
a de morte celular foram muito baixas. Possivelmente, no hospedeiro, esta taxa de
multiplicag8o também deve ser baixa, uma vez que os sintoras demoram varios meses
para se expressarem.

Atraves da anadlise das curvas de crescimento de X fastidiosa, foi possivel
identificas suas fases exponencial e de morte celular. A taxa de crescimento de
populagbes bacterianas € um componente essencial da fungBo microbiana (Brock ef al.,
1970). Este crescimenio ¢ dependente de fatores ambientais, como nuiricdio e
temperatura, e de fatores genéticos. Em estudos funcionais, especialmente em trabalhos
de expressfio génica, a padronizagio do crescimento de popuiagdes bacterianas é
fundamental, uma vez que variagcdes de fatores ambientais podem alterar o crescimento
desta populagéo. Para este tipo de abordagem, € necessario a estimativa do maior
nimero de células metabolicamente ativas, ou seja, em fase exponencial.

O isolamento de X. fastidiosa & trabalhoso e ha necessidade de meios ricos em
nutrientes e crescimento lento, dai a denominag@o de organismo fastidioso (Chagas et
al., 1992). As células apresentam parede celular ondulada e encontram-se embebidas
em uma matriz densa composta por EPS (Chagas et al., 1992), o que implica na formagso
de agregados, dificultando a mensuragio da muitiplicagdo celular, tornande menos
precisas as de curvas de crescimento estabelecidas por métodos usuais de medida de
crescimento de bactéria. Apesar disso, o efeito da temperatura sobre o crescimento ja foi
estabelecido para diferentes patovares de X. fastidiosa. ( Feil & Purceli, 2001). Contudo,
sdo poucos os trabalhos que efetivamente apresentam curvas de crescimento

reprodutiveis, em funcéo dos padrbes de crescimento in vitro e do seu tempo de geragéo.
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Neste trabalho, foram determinadas as diferentes fases de crescimento de X
fastidosa. Em todos os meios de cultura utilizados nestes trabalho, a fase exponencial
correspondeu ao intervaic de 72 a 120 horas, exceto para lenho, que fol de 120 a 210
horas. A caracterizac@o e padronizacdo do crescimento da bactéria in vifro, nos diferentes
meios de cultura, incluindo z utilizagio de iaminas de lenho de laranjeira como modelo
para superficie de adesfo, podem auxiliar em estudos de expressdo génica de X
fastidiosa, permitindoc uma melhor compreensfo dos seus mecanismos de

patogenicidade.

2. Enriquecimento de mRNA de Xyielia fastidiosa para estudo de expresséo génica

2.4. isolamento do RNA total e Enriquecimento do mRNA

O método de extragdo descrito por Rhodius apresentou RNA total com rendimento
de cerca 100ug a partir de 250 mL de meio.

O RNA total foi hibridizado com a fita antisense de 165/23S marcada com biotina,
seguida de extracdo com streptavidina. Através da eletroforese em gel denaturante de
agarose foi possivel verificar que as bandas de rRNA presentes no RNA total foram
eliminadas na preparagéo do RNA mensageiro (Fig. 7).

Apesar disto, a auséncia das bandas de rRNA no gel denaturante também
poderiam indicar a degradagao da amostra. Assim, para verificar a integridade deste RNA
mensageiro foram realizados amplificagbes dos genes mpf B, F ¢ G. Como controle
positivo foram utilizados dois cosmideos, um com os genes rpf A e B inseridos, e outro
com os pf C, D, E, F e G. A amplificagiio ocorreu com sucesso entre as preparacoes de
mRNA e do controle positivo. O rpf B tem ¢ tamanho de 1,709 pb, nof F 872 pb, nof G
1,158 pb (Fig. 8). Foi observada amplificagdo apenas no RNA enriquecido e nenhuma no

cDNA proveniente de RNA total. Tal fato pode ser explicado pela redugo na quantidade
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de transcritos de cDNA obtidos através da transcrigéo reversa de RNA mensageiro como
conseqliéncia da grande quantidade de cDNA proveniente de rRNA, que poderiam

influenciar nas etapas subseqlentes da amplificagso.

2.2. Hibidizagdo Subtrativa

Apbs a subirag&o foram identificadas bandas em gel de agarose 1,5% (Fig. 9) que
foram purificadas ¢ clonadas em pGEM-T. Foram escolhidos 288 clones das bibliotecas
para sequenciamento. Destes clones, cerca de 90%, ainda apresentaram similaridade
com rRNA e os que apresentaram homologia com ORFs do genoma da X fastidiosa
estdo representados na tabela 3. Embora tenha side comprovado o enriquecimento do
mRNA, as porcentagens de moléculas de rRNA, presentes nesta amosira, ainda foram
similares as encontradas em preparagdes de RNA tfotal, sem purificacdio do mRNA.

Apesar disto, foram identificados quatro clones. Um deles apresentou similaridade
com a ORF XFb0001 de X. fastidiosa que foi anotada como proteina de replicagéio na
categoria VI.B (fungbes relacionadas a plasmideo) e possui similaridade com uma
proteina desconhecida do bacteriéfago Pf3, que infecta Pseudomonas aeruginosa. Um
outro clone, com similaridade com a ORF XF 2551, pertence a categoria VIIi.B (proteinas
hipotéticas) que se refere a ORFs que n3o apresentam similaridade com nenhum gene
depositade no GenBank database. Esta ORF codifica uma proteina que parece estar
jocalizada na membrana interna, de acordo com PSORT (“Prediction protein localization
sites”). Uma das ORFs adjacentes (XF2550) tem similaridade ao gene hecB de Erwinia
chrysanthemi, cujo produto estd anotado na categoria de produgdo de toxinas e
detoxificagéo (ViI.C) e tem como funcéo a ativagéio e secreciio extracelular da hemolisina.
A proteina HecB tem na porgdo N-terminal um peptideo de sinalizacdo e seqiiéncia tipica
de proteina de membrana externa, formada por estruturas p-pregueadas e uma sequéncia

final de fenilalanina, com homologia tipica a adesinas (Kim et. al., 1998).
41



Figura 7- Enriquecimento de RNA mensageiro. 1a e 2a . RNA fotal, 1b e 2br RNA

mensageiro enriquecido.

Figura 8- Ampiificago dos genes pf. L. ladder 1000bp, 1a: controle positivo do gene /pf
B, 1b: cDNA proveniente de RNA total @ amplificado com “primers” para pfB, 1c: cDNA
proveniente de mRNA enriquecido e ampiificadc com “primers” para rpf B. 2a: controle
positivo do gene rpf F, 2b: ¢cDNA proveniente de RNA total e amplificado com “primers”
para /pf F, 2c: cDNA proveniente de mRNA enriquecido e amplificado com “primers” para
rof F. 3a: controle positivo do gene mpf G, 3b: cDNA proveniente de RNA total e
amplificado com “primers” para rof G, 3c: cDNA proveniente de mRNA enriquecido e

amplificado com “primers” para /pf G



Figura 9- Hibridizagao subtrativa de bacterias crescidas em meio PW com lenho contra controle. L.
tadder 1 kb; 1: n&o sublralde; 2: L-C.

Tabela 3- Sequéncias da biblioteca de cDNA gue apresentam homologia com ORFs do
genoma de Xylella fastidiosa.

Clone Categoria Funcional Gene ORF Descrigéo
1 Elementos genéticos mbveis - AF b0001 Proteina de replicacao
2 Proteinas hipotéticas - XF 2551 Proteina hipotética
3ed Estrutura celular pilY1 XF (0478  Proteina similar a fimbria
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Outros dois clones apresentaram homologia com a ORF XF 0478 com similaridade
com o gene pilY1 de Pseudomonas aeruginosa, que codifica uma proteina de alto peso
molecular, com C-terminal homélogo ao PilC2 de Neisseria gonorrhoeae 'que € um tipc de
adesina envolvida na formacdo fimbrial, e localizada tanto nas membranas como nas
fracbes externas da fimbria. Esta proteina parece envolvida na biogénese da fimbria tipo
IV e a proteina PilY1 € composta por filamentos envolvidos na adesé&o para a colonizacéo
de superficies no hospedeiro (Alm ef af., 1996).

O método descrito por Su & Sordillo (1998) para o enriquecimento de populactes
de mRNA foi empregado para a bactéria X fastidiosa, com obtengdo de sonda da fita
antisense da regido 168/238, com aproximadamente 5 kb € marcada com biotina. Como
confirmagéo da integridade destes mRNA foi realizada ampilificacdo dos genes mpfs, fo
verificada a amplifica¢do diferencial entre as moléculas de cDNA provenientes de mRNA
enriquecido. Para estas amostras houve maior especificidade e maior concentragéio de
fragmento amplificado, o que pode sugerir uma otimizacdo pela menor competicdo de
moléculas dada pela retirada do rRNA. Contudo, o0 sequenciamento de biblioteca de
hibridizag&io subtrativa mostrou cerca de 80% dos ciones ainda corresponderam a rRNA.
Embora tenham sido identificados trés genes relacionados a condicdo em que a bactéria
esta aderida as laminas de lenho.

Su & Sordillo (1998) verificaram a eficiéncia de marcagic apenas por gel
denaturante e a auséncia das bandas ribossomais indicando a redugio da quantidade de
rRNA apés o enriquecimento, porém outras técnicas de biologia molecular aplicada nao
foram testadas para a comprovac¢do do enriquecimento. A purificagdo de populagdes de
mRNA através de poliadenilagdo in vifro ja foi realizada em E. coli (Amaro & Viajaya,
1897). A eficiéncia deste enriquecimenio foi verificada em microarranjos, onde a
expressdo génica global foi comparada entre hibridizagbes feitas com cDNA provenientes

de RNA total e mRNA, tendo sido verificada uma intensidade de sinal apenas 1% maior
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em armostras de mRNA do gue RNA total (Wendisch ef af., 2001). Os autores conciuiram
que, embora o enriquecimento de mRNA ndo otimize a analise da expressio génica
global, o enriguecimento pode ter aplicagbes particulares em andlises de associagbes
simbidticas ou parasifarias de procariotos com eucariotos.

Em Pseudomonas putida, a poliadenilagdo do mRNA foi realizada para a utilizagao
da técnica de hibridizag&o subtrativa com sucesso, permitindo a identificagéo de cerca de
40 genes diferenciaimente expressos na formagéo de bicfilme (Sauer & Camper, 2001).

Da mesma forma, que existem resultados contraditérios para a purificagéio de
mRNA por poliadenilagio, estudos mais aprofundados deverdo ser feitos para identificar
guais as metodologias mais eficazes no emprege da sonda de 1685/23S5 para
enriquecimentc de mRNA de X fastidiosa no estudos de expressdo génica. Contudo,
como o objetivo deste trabalho foi a avaliagdo dos genes diferencialmente expressos em
X. fastidiosa em condicdes de adesfo (formacdio de biofiime) € planctdnica, a utilizagéo
de outra metodologia, como os microarranjos, se faz necesséria para a caracterizagdo

global deste processo.

3. Expressdo génica de X. fastidiosa em condigbes de adesdc através de
microarranjos

Apbs a hibridizac8o, foram observadas diferencas qualitativas e guantitativas na
avaliagdo dos genes expressos. Em cada lémina, foram fixadas cerca de 2700 "spots”
distribuidos em quatro quadrantes com {rés repetigbes, correspondendo a 2200 ORFs
amplificadas a partir do Genoma de X. fastidiosa. Algumas ORFs maiores que 1Kb foram
amplificadas por mais de um par de “primers” e distribuidas em pontos diferentes da
lamina. ORFs menores que 400 pares de bases nfo foram utilizadas para a 1amina. A
decisdo de nac utilizar ORFs menores foi relacionada principalmente as dificuidades de

amplificacdo e purificagdo de fragmentos pequenos e da localizagdo destes no
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cromossomo (proximas a regides que flanqueiam ORFs maiores), associado ao fato de
muitas dessas ORFs nao apresentarem nenhuma fungéo conhecida.

O nivel de expressdo génica, indugdo ou repressado, foi representado pela razido
da intensidade de fluorescéncia dos dois corantes na expressfo diferencial dos genes
para cada experimento. A partir das medidas de intensidade, foram calculadas as médias
de todos os experimentos pelo teste SAM, e afravés destes valores foi determinada a
intensidade dos dois corantes para cada ORF fixada na lamina (Fig. 10 A e B). Apenas os
valores das razdes acima de 1.8 foram consideradas significativas para express&o génica
diferencial. Este teste evita a ocorréncia de erros no valor da razdo da expresséo
diferencial de algumas ORFs devido a eventos estocasticos.

O nivel de expressdo da maioria dos genes nao foi alterada entre as condigdes de
crescimento. No experimento C x 8, a andlise estatistica considerou apenas um gene
reprimido em S, que codifica uma proteina hipotética. Para as demais ORFs fixadas na
{amina n3o houveram diferencas significativas nos niveis de expressédo génica (Fig. 10 A).
A auséncia de genes diferencialmente expressos nestas condigbes pode ser atribuida a
semelhanca nesta etapa do crescimento, uma vez que em ambas X, fastidiosa encontra-
se em fase planctonica. Desta forma, a presenca das laminas de ienho, em S, parece néo
alterar a expresséo génica. Apesar disto, considerando apenas os valores da razio da
intensidade de marcacdo, sem analise estatistica, foi encontrado um gene induzido em S,
fonB (XF 2287). cujo produto estid associado a uma proteina de membrana externa P6
(XF1896), que foi encontrada mais expressa por 2D-PAGE nesta mesma condigio {ver
adiante item 4.2.).

No experimento de C x L, conforme observado na Figura 10 B, aproximadamente
90% dos genes estao distribuidos entre 2 e -2 indicando que a maioria foiexpressos na
duas condicdes. Aproximadamente, 216 genes foram reprimidos em L (8% das ORFs

encontradas na lamina), enquanio cerca de 70 genes foram induzidos (2,6%). A
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distribuicBio dos genes diferenciaimente expressos em C  x L entre as categorias
funcionais do genoma (www.aeg.lbi.ic.unicamp/xf) estlio representados na tabela 4 na

figura 11.
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Figura 10- identificacac dos genes com alteracdes significativas nos niveis de expresséo.
Grafico de dispers&o das diferencas relativas observadas versus as diferencas relativas
esperadas calculadas pelo SAM. As linhas nontithadas indicam o nivel considerado de 1.8
para indugdo ou repress@o. Os genes de expresséo diferencial significativa estao
representado por pontos vermelhos, quando induzidos, e verdes quando reprimidos. A. C
xS A= 0.74: B.Cx L A= 0.53.
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Figura 11- Distribuicio dos genes diferencialmente expressos em X fastidiosa nas

condigdes C e L de acordo com a categoria funcional
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Tabela 4- Genes diferencialmente expressos em X fastidiosa nas condigbes C e L de

acordo com a categona funcional

Categoria Funcional C L
|- Metabolismo intermediario 25 8
iI- Biossintese de pequenas moléculas 9 6
1ii- Metabolismo de macromoiécuias 22 21
V- Estrutura ceiular 8 3
V- Processos celulares 8 8
VI- Elementos genéticos moveis 3 3
VII- Patogenicidade, viruléncia e adaptacdo 12 7
Vlii- Proteinas hipotéticas 126 13
iX- Outras 3 0
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Tabela 5 — Raz&0 da expressio génica das categorias funcionais na condicao de adeséc de
Xylella fastidiosa nas laminas de lenho

Categoria Funcionali Gene ORF Descrigido Razéo da
Expressao
Génica
Metaboiismo algH  XF2228 Regulador transcricional -1.86
intermediario
proftsp  XF1823  Protease terminal-especifica 1.80
Estrutura Celular PIfE XFO4729 pili ipo 1V -4.49
Dt XF2538 Proteina constitutiva da -417
fimbria
OPRO  XF0321 Precursor O porina -27
mbB  XF0611 dTDP-glicose 4-6 desidratase -8.67
pilY1  XF0478 Proteina constitutiva da 283
fimbria
XFE1791 Fimbrilinag 1.84
Processos Celuiares yoilF  XF1891 Proteina di-tripeptidec do 1.87
(transporte) transporte de membrana ABC
pstA KAF2143 Permease fosfato do 2.27
transporte ABC
mbh  KF2887 Protelna permease do 2.10
transporte ABC
MbE  XF2568  Protelna ligada ao ATP do 2.04
transporte ABC
DRAD3 XF2582  Proteina ligada aoc ATP do 1.85
49 transporte ABC
secD  XF0225 Proteina de membrana de 243
exportacéo de proteina
Patogenicidade, cvcA  XF0263 Precursor colicina V -5.83
Viruléncia e Adaptacio
xrvA XF0748 Regulador de viruléncia -14.0
vapE  XF2121 Proteina associada a -5.94
viruiéncia E
uspAl XF1518 Proteina de superficie de -3.28
membrana externa
hsf  XF1529 Proteina de superficie -4.27
gumM  XF2360 Proteina GumM ~2.45
itg2C  XF0419 Proteina de tolerancia ao 2.05
folueno
S13F7.1 XF1038 Peptideo sintetase 1.81
1
tolC/  XF2586 Fator de exportacao da 226
mukA membrana externa
tonB  XF2287 Proteina TonB 1.81
acrA.  XF2093 Protelna precursora de 2.01
resisténcia a drogas
acrt  XF2084 Efluxc de miitidrogas 1.89

*- Determinado pela andlise estatistica SAM
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Apesar do maior nmero de genes expressos em C, cerca de 60% correspondem
a proteinas hipotéticas, enquanto os demais genes estdo distribuidos nas outras
categorias de maneira mais uniforme. Em L, o maior ndmerc de ORFs esta concentrado
na categoria de metabolismo de macromoléculas e de proteinas hipotéticas, contudo ha
uma disposicio mais uniforme entre as categorias. Os genes diferencialmente expressos
relacionados com adesdo estéo representados na tabela 5, onde o valor da razdo das
intensidades esta representado por sinal positivo, para os genes com expresséo induzida

em L, e pelo sinal negativo, para os genes com expressio reprimida. As funces destes

genes estdo descritas abaixo:

Metabolismo Intermediario: Apenas um gene desta categoria, relacionado ao processo de

adesao, foi reprimido em L. Este gene, algH (XF2228), ¢ um regulador transcricional na
sintese de alginato, que & um tipo de EPS. AlgH parece ter fungéic na regulagdo do
sideroforo, sendo que o papel deste € o de ligago e transporie de ferro para dentro da
célula em condicOes de limitagbes ambientais. Também parecem regular negativamente
proteases exiracelulares que séo importantes fatores de viruiéncia (Schlictman et al.,
1995).

Em relac&o aos genes de expresséo induzida em L, nesta categoria, apenas uma
protease terminal-especifica, pre, foi mais expressa (XF1823). Esta proteina parece estar
envolvida na clivagem de extremidade C-terminal ndo polar, importantes na protecio
bacteriana conira agentes externos, como certos tipos de drogas e alguns tipos de

estresse como témico ou osmdtico.

Estrutura Celular: Foram encontradas dois genes reprimidos que codificam pili, pilE e
pilC. O gene pilE (XF0479) possui similaridade com o mesmo gene de Pseudomonas

aeruginosa, onde esta relacionado com a biogénese da pili através de uma sequéncia
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lider de pré-pilina. £ esle mesmo gene, parece ser responsave! pela hemaglutinacio
celular em duas espécies do género Neissenia (Scheuerpflug et al., 1999). O gene pilC
(XF2538) também possui alta similaridade com o de P. aeruginosa, e esta envolvido na
translocacéo da pili tipo IV (PilA), também importante para adesfo célula a céiula
(Scheuerpfiug et al., 1989). Ainda com expresso reprimida foram identificados os genes
oprQ, gue € um precursor O-porina, constituinte da membrana externa (XF0321) e BB,
gue codifica dTDP-giicose 4-6-desidratase (XF0611), necessaria para sintese de
lipopolissacarideos de cadeias O (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf).

Apenas duas fimbrias foram encontradas induzidas. O gene pifY1 (XF0478) com
similaridade com o gene pilY1 de Pseudomonas aeoruginosa, que codifica uma proteina
de alto peso molecular, com C-terminal homdlogo ao PilC2 de Neisseria gonorhoeae que
é um tipo de adesina envolvida na formagdo fimbrial, e estd localizada tanto nas
membranas como nas fragdes externas da fimbria. Esta proteina parece estar envolvida
na biogénese da fimbria tipo IV e a proteina PiY1 que é composta por filamentos
envolvidos na adesao para a colonizacao de superficies no hospedeiro (Alm et. al., 1996).
Além desta fimbria, também foi identificado o gene que codifica fimbrilina (XF1791) com
similaridade apenas na porcdo N-terminal com a proteina de Xanthomonas campestris.
Nesta bactéria, esta mesma extremidade possui homologia com outras fimbrilinas do tipo
IV, que, além das fungbes na estrutura da fimbria e agregacdo celular, possuem

identidade com proteinas extracelulares secretadas (Ojanem-Reuhs ef al., 1997).

Processos Celulares (Transporte): Foram encontrados cinco genes do sistema ABC de

transporte induzidos em L (XF1891, XF2143, XF2567, XF2568, XF2582). Em
Agrobacterium tumefaciens, através da clonagem de uma regifio do cromossomo que
contém genes necessarios para viruléncia e adesdo, foram identificados quatro genes

que codificam o sistema ABC de transporte, com habilidade de exportar alguma
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substéncia em meio com céluias hospedeiras necessaria para a adeso (Matthysse ef al.,
1997). Em Pseudomonas putida, estes genes também foram encontrados mais expressos
na adesdo bacteriana a superficie abidtica quando comparadas com bactérias em fase
plancténica (Sauer & Camper, 2001).

O gene secD (XF0225), também induzido em L, que codifica uma proteina integral
de membrana, envolvida na exportagfio de oufras proteinas, periencente a um

agrupamento de sete proteinas secretoras (SecA-F e SecY) do aparato de transiocago.

Patogenicidade. Virulencia e Adaptacdo: Foi encontrado um gene reprimido em L

relacionado com ioxicidade, cveA (XF0263). Esta codifica um precursor da colicina V com
funcdo antimicrobiana, que age em E. colf como fator de competicdo contra outras
estirpes. Também foram encontrados dois fatores de viruléncia, xvrA (XF0749) e vapE
(XF2121) similares aos encontrados em Xanthomonas oryzae pv oyzae na regulagio de
viruléncia e em Dichelobacter nodosus, respectivamente. Dois genes que codificam
proteinas de superficie de membrana foram encontrados com niveis de expressao
reprimidos, uspA1 (XF1516) e hsf (XF1529), ambas relacionadas com adesio celular.
Ainda com expressao reprimida, o gene gumM (XF2360), que faz parte do agrupamento
de sintese de EPS, tem atividade glicose transferase na formacdo de um intermediario da
goma fastidiana (Silva ef al,, 2001).

Com relag@o aos genes induzidos, nesta categoria, foi identificado um gene que
codifica uma peptideo sintetase (XF1038), St3F7.11, responsavel pela biossintese de
peptideos com acéo antibidtica e dois genes acrA (XF2094) e acr (XF2093) envolvidos
na resisténcia e efluxo de drogas. Estes genes estio relacionados com protecéo contra
substancias téxicas produzidas pela planta e j& foram identificados também com
expressao diferencial em Pseudomonas putida em estudos de adesdo em sementes de

mitho (Espinosa-Urgel et al, 2000). Também houve maior expressio do gene #Hg2C
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(XF0419) que codifica uma proteina de tolerancia ac toluenc e faz parte do operon do
sistema de transporte ABC.

Ainda com niveis de expressdo induzidos em L, foi encontrade um fator de
exporiagdo na membrana externa, codificado pelo gene tofC. A proteina codificada por
folC tem sequéncia sinal independente durante secreclo extraceluiar, permitindo ©
transporte de varios solutos como drogas, metais pesados e proteinas. TolC também &
importante para a expresséo de outras proteinas de membrana, atuando com outros
sistemas de transporte, incluindo ¢ sistema ABC (www.aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf).

Finalizando, ainda com expressdo induzida em L, foi encontrado o gene fonB
(XF2287), que codifica um receptor de membrana que interage com proteinas de
membrana extemna (OMPs) através de diferentes sitios, auxiliando principaimente na
transdugéoe de energia para receptores de membrana externa ( Higgs ef al., 2002).

Apesar do mecanismo de ades&o bacteriana e o processo de formagéo de biofilme
estar sendo bem caracterizado ultimamente em diversas espécies (van Loosdrecht et al.,
1990; Denny, 1995; Davey & O'Toole, 2000; O'Toole et al., 2000; Watnick & Kolter, 2000
;) pouco se sabe sobre a cascata de eventos que ocorre na adeso e o desenvolvimento
do biofilme. Neste trabaiho puderam ser identificados alguns genes que n&o tinham ainda
sido relatados como envolvidos na ades&o de X fastidiosa.

A grande quantidade de genes com expressdo induzida em L, envolvidos com o
metabolismo intermediario e de macromoléculas, bem como a distribuicio mais uniforme
do genes entre as diferentes categorias funcionais, poderiam estar indicando uma
adaptagéo ao crescimento em uma nova superficie, que parece ser regulada por multipias
vias que controlam a formacgdo de biofilme num estagio inicial de estabelecimento da
populacio bacteriana nesta superficie.

Além disso, durante o processo de formagao de biofilme, parecem existir grupos

heterogéneos de células exibindo diferentes atividades, onde certas subpopulagbes
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destas células podem ter um padrio de expressdo génica que nio & tao homogéneo
quanto o das populagbes de vida livre (Whiteley et ai., 2001). Esta mesma caracteristica
jé foi observada em estudos de express3o génica em Pseudomonas putida na formagéo
de biofilme (Whiteley ef al., 2001).

Apesar das bactérias cultivadas na condicho C n3o estarem expostas 3
superficies, como as laminas de lenho de laranjeira, foram encontrados aiguns genes
envolvidos com ades@o celular, como uspA 1 e hsf, fato que pode ser atribuido a
capacidade de X fastidiosa formar agregados mesmo in vitro. As bactérias utilizadas,
neste trabalho, estavam na 10° repicagem ap6s isolamenic de plantas citricas com
sintomas. Monterio ef al. 2001 verificaram que X. fastidiosa expressaram sintomas mais
rapidos quando inoculadas em plantas de vinca apés a &° repicagem do gue em 51°
repicagens. Assim, considerando diferengas nos niveis de expressfio, em L, estes genes
podem ainda naoc estarem sendo expressos, uma vez que, o processo de adeso para
formacéo de biofilme estdo envolvidos nas etapas iniciais.

A ades@o das células a uma superficie, possivelmente, bidtica, em L, promoveu
modificacdes fenotipicas, com alteragdes tanto de proteinas de metabolismo
intermediarios @ componentes estruturais como proteinas de membrana e transporte.
Grande parte destes genes ja haviam sido descritos como necessarios para as etapas
iniciais de adesao tanto em superficies bidticas como em abiéticas (Espinosa-Urgel ef al.,
2000; Matthysse ef ai., 1997; Sauer & Camper, 2001; DeFlau ef af., 1999; Otto et al.,
2001: Whiteley ef al., 2001).

Além da fungéo nos processos iniciais de adesao, alguns genes induzidos em L
também ja foram identificados com papel direto na patogenicidade, indicando que o
processo de adesdo possiveimente estd relacionado a patogenicidade. Os genes
encontrados relacionados ao efluxo de droga (acrA e acrF) e tfol C foram identificados

como fazendo parie do mesmo operon em E. cofi, importante na regulacio do

56



crescimento em guimiostato (Rand et al.,, 2002). Este operon também atua em conjunto
ao sistema de transporte ABC, ambos importantes no transporte de antibidticos, fatores
de viruléncia e protecdo contra algumas toxinas produzidas pelo hospedeiro (Sharff ef al.,
2001). O gene de resisiéncia a tolueno também induzido em L, também faz parte do
operon do sistema ABC de transporte. O gene fonB esta envolvidos com sideréforo na
absorgdo de ferro, considerado um importante mecanismo de patogenicidade {Franza ef
al., 1999).

As avaliagbes dos niveis de expressdo génica deste trabatho foram feitas por
microarranjos e hibridizagao subtrativa. Na biblioteca de hibridizagio subtrativa, apesar do
enriguecimento do mRNA, 90% dos clones foram correspondentes a genes ribossomais.
Os demais genes identificades por esta metodologia, XF0478, XFb0001 e XF2550,
também foram encontrados nas andlises de microarranjos. A utilizacéo das laminas de
lenho de laranjeira pode ser considerada um modelo eficiente na simulagdc de adesio
bacteriana in vitro. Este material j4 havia sido utilizado para X. fastidiosa, onde o processo
de ades&o foi monitorado por microscopia em diferentes estirpes com laminas de caule de
diferentes hospedeiros compativeis (Marques et al., 2002).

Neste trabalho, pudemos identificar a expressao de alguns genes envolvidos com
os mecanismos iniciais de adeso, contudo este mesmo modelo pode ser utilizado para
caracterizacdo de outras fases deste processo. A avaliagio das diferengas de expressio
génica, através da metodologia de microarranjos, permitiu uma visdo global dos
mecanismos iniciais de adesdo, indicando que alguns destes genes também estio
associados com patogenicidade. Desta forma, em estudos posteriores, a produgdo de

mutantes e ensaios biolégicos serdo essenciais para caracterizagdo destes mecanismos.
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4. Eietroforese bidimensional de proteinas totais de X. fastidiosa em adesao
4.1. SDS-PAGE

Com a finalidade de quantificar e identificar o padrao de proteinas de X fastidiosa
nos diferentes meios de cultura foi efetuade um estude do perfil de proteinas totais por
eletroforese em SDS-PAGE (dados n3o mostrados). Os resultados obtidos
demonstraram, nas diferentes condigdes de cultivo, um padrio idéntico de bandas, com
peso molecular variando de 20 a 110 kDa.

Em amostras provenientes da condigdo em que a bactéria se adere ao lenho (L),
foi verificada a presenca de um contaminante na porgdo superior do gel de
empacotamento. Na amostra apenas com as laminas de caule, sem bactéria, n3o foram
identificadas proteinas provenientes do tecido vegetal, no entantc ¢ mesmo contaminante
foi visualizado. Este contaminante, provaveimente, é aigum componente da planta que
acompanha o processo de purificacdo parcial das proteinas, mas que interfere com a
eletroforese. Possivelmente, esse contaminante seja polissacarideos de alto peso
molecular, como amidc efou fragmentos de parede com alto teor de celulose,
hemicelulose e lignina.

Na tentativa de minimizar o efeito da contaminagio na corrida eletroforética, a
amostra C foi preparada da mesma forma que L, com acréscimo de laminas de lenho de
laranjeira, porem estas semX. fastidiosa aderida. Estas amostras foram quantificadas e
um gel de SDS-PAGE com concentragio de 9% foi realizado para detecg@o de proteinas
de alto peso molecular para as amostras C e L (dados ndo mostrados). Contudo, o padrio
de bandas também foi idéntico em ambas. E ainda foi verificada a presenga do
contaminante no gel de empacotamento nas duas amostras.

Como o principio de separacéo de proteinas por SDS-PAGE é baseado em peso
molecular, proteinas com massa proximas poderio ocupar a mesma posicdo no gel,

sendo mais dificil identificar diferengas entre amostras que sejam bastante semelhantes.
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Possiveimente, por este motivo, n@o foram detectadas proteinas diferenciais por este

meétodo.

4.2. Mapas Padrodes de Proteinas da Eletroforese Bidimensional de X, fastidiosa

Com © objetivo de identificar as proteinas diferenciaimente expressas quando a
bactéria cresce em condigbes favoréveis a adesac , como laminas de lenho de laranjeira
“Péra”, foi realizado um mapa 2D. Nessa etapa, mais uma vez o contaminante da planta
interferiu na focalizac&o isoelétrica, impedindo assim a construgio de mapas 2D para
essas condicbes. Desse modo, foram comparadas apenas bactérias planctdnicas
crescidas em meio PW (C) e em meio PW com 1aminas de lenho. Nesta Gitima condicéo
foram avaliadas somente bactérias em suspenséo (S), ou seja, aquelas que ndo estavam
aderidas ao lenho. Provaveimente nessa condicdo pode estar ocorrendo o inicio da
atragdo a superficie, embora as céiulas estejam ainda em fase planctdnica. O tempo
empregado para o cultivo foi escolhido segundo padronizacéo por curva de crescimento.
As bactérias foram cultivadas por voita de 96 horas, correspondendo 4 fase exponencial
de crescimento.

A analise geral dos perfis obtidos mostra que o peso molecular das proteinas
variou de 10 a 100 kDa, apresentando a maior parte delas pH entre 4.5 e 7.0 (Fig. 12 e
13). Alguns “spots” foram considerados, através de comparagic com o mapa referéncia
de Xylefla em meio BCYE, como indicadores de protedlise (Smolka, comunicagio
pessoal). Desta forma, as amostras que apresentaram estes fragmentos de proteinas
foram consideradas lisadas.

Os mapas padries obtidos das amostras C e S foram comparadoes e os “spots”
diferenciais selecionados. Apenas as proteinas presentes em uma condicdo e ausentes
na outra foram identificadas. Tanto em C quanto em S, cinco “spots® foram considerados

diferenciais, além dissc nas duas condigfes uma proteina comum foi identificada.
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4.3. identificacéo das Proteinas Diferencialmente Expressas por Espectometria de
Massa

As proteinas, diferenciais foram cortadas do gel de 2D-PAGE e digeridas com
tripsina. Os peptideos gerados foram analisados por espectometria de massa MALDI-TOF
e identificados por comparacio ao banco de dados de seqiéncias (Tab. 6). Todas as
proteinas com allas porcentagens de identidade com a massa molecular foram
encontradas no MS-Fit. Através desta andlise, puderam ser estimados os p! (ponto
isoelétrico), massa molecular e a porcentagem de peptideos digeridos que & semelhante

ao encontrado pela digestao virtual (cobertura do padrio de digestao).

Tabela 6 - ldentificac@o de proteinas por espectometria de massa MALDI-TOF nas

condigbes Controle e Lenho em Suspenséo.

Namero do  Condicdo de Categoria ORF pl Massa Cobertura
proteina cultivo Moiecular (%)
(Da)
ie2 C VILF XF1516 7.17 98284.1 34
3 C .C.1 XF2579 5.78 32057 25
4 C VIi.C. XF1530 6.08 22891.3 17
5 C VIL.C XF2614 560 2264386 21
6 C Vill.B XF0284 6.09 125562 44
7e8 CeS H.C.3 XF0156 6.60 30767 31
9 S Hn.c.3 XF0156* 6.60 30767 33
10 S VIILA XF1840 6.37 25104 .4 40
11 S V.B XF1886 8.60 20431.1 24

* “gpot” identificado sem porgcéo N-terminal.
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Figura 12- Mapa 2D-PAGE de proteinas totais de Xylella fastidiosa na condigdo controle. As

setas indicam as proteinas com expressao diferencial
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Figura 13- Mapa 2D-PAGE de proteinas totais de Xylelfa fastidiosa quando cultivadas em

suspensdo em meio contendo laminas de lenho. As setas indicam as proteinas com

expressio diferencial
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Figura 14- Mapa 2D-PAGE de Xylelia fastidiosa. A: condigc@o controie; B: condico de
cultivo de bacterias em suspensfio em meic com acréscimo de laminas de lenho. A seta
1 indica cisteina protease (XF 0158); seta 2, presente apenas em B, indica cisteina
protease (XF0156) com auséncia de porgdo N-terminal.



As proteinas 1 e 2 em C foram detectadas como similares a ORF XF1518
anotada como uma proteina de superficie de membrana externa, produtc do gene uspA1,
de Moraxella catarrhalis, responsave! pela aderéncia as células epiteliais humanas in viiro
(Lanfontaine ef al, 2001). Contudo, buscas mais recentes no banco de dados
(www.ncbinlm.nih.gov), mostraram alta similaridade com proteinas de membrana de
Xanthomonas, XadA e uma adesina de £. coli. Apesar da alta homologia com adesinas,
esta proteina encontra-se mais expressa em C, condi¢cdo onde as bactérias estio sendo
cultivadas apenas em meio de cultura. Contudo, nesta condicdo, as células bacterianas
aparecem mais agregadas, em microscopia optica, que em S (dados ndoc mostrados).

Alem disso, proteinas envolvidas na sintese protéica, como o fator de elongagéc
Ts (XF2579), na detoxificaglio celular, como a hidroperdxido redutase (XF1530) e
superdxido dismutase (XF2614), e uma hipotética (XF0284) também foram encontradas
na condigdo C.

Em S, dois dos “spots™ selecionados ndo puderam ser identificados por
espectometria de massa. A proteina 10 foi correspondente a ORF XF1840, uma proteina
hipotética, com alta probabilidade de ser uma lipoproteina localizada na membrana
externa, atraves da analise de pSort. O “spot” 11 apresentou similaridade a ORF XF1896,
anotada como uma proteina de membrana externa precursora da proteina P86 de
Haemophillus. Novas pesquisas utilizando software blastp identificaram maiores
similaridades com proteinas de membrana externa de Xanthomonas, além de
lipoproteinas associadas a peptideoglicanas relacionadas com a integridade da
membrana extemna quando em interagdo com a proteina TonB em Erwinia chrysantemii.
As proteinas de membrana externa (OMP) tem sido sugeridas como envolvidas no
principio da ades&o bacteriana associadas a diferentes superficies (Otto ef al., 2001).

Uma cisteina protease (XF0156) foi encontradas tanto em C como em S (proteinas

7 e 8). Entretanto, um outro “spot” diferencial em S foi detectado como a mesma proteina,
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porem sem a extremidade N-terminal (Figura 14). No genoma de X fastidiosa esta
proteina foi anotada como similar a uma protease de Giardia intestinalis (Protozoario).
Contudo, novas pesquisas em bancos de dados, indicaram maiores similaridades com
cis-protease de Fusobacterium nucleatum, causadora de doencas periodontais (Kapatral
et ai., 2002).

Esta proteina pertence a familia das papainas que possui dominio conservado
em uma regido peptidase_C1. Apesar disto, pouco se sabe de sua fungéo, ao contrario de
cisteinas proteases pertencentes a outras familias, como as encontradas nas bactérias
patogénicas Sireptococcus virulence e Porphyromonas gengivalis (Kagawava et af., 2000
e Tokuda et al,, 1996). Nestes organismos, as proteinas do tipo cisteina protease sao
importantes fatores de viruléncia, especiaimente na colonizagéo do tecide hospedeirc. Em
P. gengivalis ela também parece estar associada, de maneira indireta, na biogenénse
das fimbrias no inicio da ades&o bacteriana ao tecido colonizado (Tokuda et al., 1996).
Em X fastidiosa, ainda ndo existem relatos de que esta proteina tenha atuagdo na
colonizagao de hospedeiro. Porém pode representar um alvo potencial para o estudo de
patogenicidade nesta bactéria.

Os resultados obtidos com o mapa de eietroforese 2D indicaram que a detecgao
de proteinas diferenciais pode ser observada com relativa facilidade, principalmente,
quando comparados com o perfil SDS-PAGE, onde nio foram encontradas diferencas.
Apenas cinco proteinas foram mais expressas quando expostas a superficies de adesao,
sendo que duas delas n&o puderam ser identificadas por espectometria de massa. Esta
metodologia, portanto, permite a deteccdo de proteinas reprimidas ou que apresentem
alteragbes no nivel de expressdo, uma vez que no controle também puderam ser
identificadas cinco proteinas, reprimidas nas bactérias em suspensio no meio

suplementado com as laminas de caule.
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O nGmero reduzido de proteinas diferenciais em ambas as condigdes de cultivo
pode ser atribuido a semelhanga entre as amostras, uma vez que em ambas bactérias
estdo em vida livre (plancténica). Nas bactérias em suspenséoc no meio suplementado
com as laminas de caule, a presenga da superficie de adeséo pode levar a indugdo da
expressdo de algumas proteinas, uma vez que no inicic da ades3o a atragio pela
superficie a ser colonizada parece ser um processo reversivel tanto para as células !
aderidas, quanto para as planctonicas. Além disso, outros fatores inerentes & prépria
metodologia, como limitagio para identificagio de proteinas de alto peso molecuiar, ou
proteinas muito basicas ou acidas também podem ser atribuidos para o reduzido nimero
de proteinas identificadas.

Atraves da express@c génica, por analises de microarranjos e hibridizacdo
subtrativa, puderam ser identificados genes envoividos com as primeiras etapas do
processo de adesdo. Conforme discutido anteriormente, foi encontrado um gene induzido
em S, fonB (XF 2287), cujo produto esta associado a uma proteina de membrana extena
P86 (XF1896), que foi encontrada mais expressa por 2D-PAGE em S, considerando
apenas os valores da razdo da intensidade de marcacdo, sem andlise estatistica.

| A cisteina protease, possivel fator de. viruléncia é régulador na biogénese da
fimbria, foi encontrada nas condigdes C e S por 2D-PAGE. Porém uma forma desta
proteina foi sem a porc@o N-terminal (considerada forma ativa) foi identificada por 2D-
PAGE com expressé&o diferenciai em S. O gene que codifica esta proteina no mostrou
expressdo diferencial nos experimentos de microarranjos, uma vez que este gene nao
estava presente na lamina.

Embora os experimentos C x S de microarranjos s6 tenham identificado uma
proteina hipotetica, através de 2D-PAGE outras proteinas diferenciaimente expressas
nestas condicées puderam ter sido encontradas. Da mesma forma, nao foi possivel a

realizacdo dos mapas 2D da amostra de bactérias aderidas &s laminas de lenho (L),
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impedindo a identificagéo das proteinas diferenciaimente expressas, porém, através dos
microarranjos, este genes diferenciaimente expressos puderam ser encontrados. Apesar
disto, nas amostras controle, tanto por 2D-PAGE como por microarranjos, foi identificado
a proteina UspA1l.

Com relagdo as bactérias aderidas nas laminas de lenho (L), teste com
precipitagfes diferenciais poderio ser realizadas para eliminar a contaminacdc do
material vegetal, uma vez que este parece ser uma superficie adequada para ades3o de
X. fastidiosa in vitro (Marques ef. al., 2002) em estudos de expressio. Apesar das
limitagbes, os resultados de proteoma indicaram que esta metodologia pode revelar genes
gue de outra forma n@o poderiam ser analisados, auxiliando inclusive em trabathos de

anotacio.
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Conciusdes Gerais

O processo de formagdo de biofilme bacteriano inicia-se com a interagio de
células planctonicas em uma superficie de ades80. Para caracterizagio das alteracdes
fenotipicas destas células tem sido utilizadas técnicas de microcospia e avaliagao da
expressdo génica diferencial através da utilizacio de diversas superficies, tanto bidticas
como abibticas. Neste trabalho, l&minas de lenho de laranjeira foram utilizadas como
modelo para o estudo de expressic génica durante as etapas inicias de adesdoc em
Xylella fastidiosa.

Nessa abordagem de estudo funcional, a padronizagio do crescimento de
populagbes bacterianas foi fundamental, pois variacdes de fatores ambientais podem
alterar tanto a expressdo de genes como a taxa de crescimento destas populagdes.
Assim, para este trabatho, foram estabelecidas curvas de crescimento, sendo estimadas
as fases exponencias, ou seja, o maior nimero de células metabolicamente ativas, para
cada condigao.

A identificacio de genes diferencialmente expressos tem sido realizada por
métodos utilizando RNA fotal ou mMRNA, sendo que essa dltima aumenta
consideravelmente a especificidade da detecgiio. Assim, neste trabalho foi desenvolvido
um protocolo de enriquecimento de populagbes de mRNA através da exclusdo do rRNA
por meic de uma sonda da fita antisense de rRNA. Apesar do enriquecimento ter sido
visualizado em gel denaturante, a obtencdo de mRNA purificado ndo foi eficiente na
aplicagdo de tecnicas de express&o génica diferencial de hibridizagdo subtrativa, pois
ainda cerca de 90% dos genes identificados foram comespondentes a rRNA Contudo,
através da hibridizac&o subtrativa foram encontrados trés genes mais expressos na
condigdo em que as bactérias estavam aderidas ao lenho, sendo estes posteriormente

identificados nos microarranjos. Apesar das limitagfes da técnica, onde apenas o0s
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franscrites mais abundantes foram identificados, esta metodologia pode ser uma
alternativa para estudo de expresséo diferencial.

Também para a identificagfio de genes diferencialmente expressos foi utilizada a
técnica de microarranjos, que permite uma abordagem mais global da expressdc pels
grande quantidade de genes fixados nas laminas, além de maior sensibilidade da
detecca@o dos niveis de express&o. Na condigdo em que as bactérias estavam suspensas
em meio contendo laminas de lenhe, n&o foram encontrados diferencas significativas na
expressao quando comparadas com controle

Em contrapartida, na populacdo de bactérias aderidas as laminas de lenho, foram
identificados genes envolvidos com a estrutura celular {(como fimbria e pili), sistema de
transporte ABC, relacionados com secregfio, resisténcia e fitotoxinas entre outros j&
identificados em outras espécies bacterianas em estagios iniciais de adesao, mas ainda
néo encontrados em X fastidiosa. No controle, também foram identificadas algumas
adesinas, pili e proteinas de membrana, indicando que embora, nesta condi¢do ndo haja
acréscimo de superficies de ades@o, estes genes podem estar envolvidos com a
agregacédo entre as células de X fastidiosa.

A detecco de proteinas diferenciaimente expressas foi realizada pelas
metodologias de 2D-PAGE e de espectometria de massa. Ao contrario do encontrado na
andlise de microarranjos, ndo foi possive! a identificacio das proteinas mais expressas
nas bactérias aderidas a&s laminas de lenho pela presenga de um contaminante
proveniente das laminas de lenho que impediram a focalizacdo isoelétrica da amostra.
Qutras metodologias de exiragdo diferencial de proteinas poderdo ser realizadas para
obtengdo do mapa 2D desta condi¢cdo. Contudo, puderam ser detectadas proteinas
diferencialmente expressas na condigdo em que as bactérias foram cultivadas em
suspensdc no meio suplementado com lenho. Estes resultados podem indicar que as

técnicas de proteoma podem revelar genes que de outra forma ndo poderiam ser
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avaliados. Para as bactérias em suspensio no meic com laminas de lenhe, foram
encontradas, além de uma proteina de membrana, uma cisteina protease com
modificacdo na porgho N-terminal, que em outros organismos estd relacionada no
processo de ades@o e gue até entdo ndo havia sido relatada como envolvida neste
processo para X. fastidiosa. Como nos experimentos de microarranjos, em 2D-PAGE,
também foi identificada uma adesina, possivelmente, associada a agregacéo celular.

Os resuitados indicaram novos genes e proteinas, possivelmente, snvolvidas no
processo inicial de adesdo de X fastidiosa. Apesar disto, o processo global da ades&o e
formacéio de biofilme ainda & pouco conhecido. Assim, o estabelecimento do modelo para
o estudo de ades&o e as metodologias para avaliagdo da expressdo génica podem
auxiliar na analise das demais etapas deste processo, permitindo um melhor

entendimenio dos mecanismos de adesdo, formacio de biofilme e, consequentemente,

patogenicidade desta bactéria.
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