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Analise funcional de genes de degradacao de celulose de Xanthomonas axonopodis

pv. citri

Resumo

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), €
responsavel por consideraveis prejuizos para a producdo de laranja, no Brasil € no
mundo. A doenca ¢ altamente agressiva para a planta de citros, provocando, entre
outros, lesdes em folhas e frutos, com redugdo tanto na qualidade de frutos quanto na
produtividade. Devido a sua importancia, recentemente a bactéria teve seu genoma
completamente seqilienciado, onde foram identificados, por homologia de seqiiéncia de
proteinas, varias ORFs ("open reading frames") associadas ao processo de infecgdo.
Dentre elas, varias seqiiéncias que teoricamente codificam para proteinas envolvidas na
degradacdo da parede celular vegetal, o que pode ser um indicativo de que a bactéria
utiliza mecanismos relacionados a este evento durante o seu processo infeccioso e de
adaptacao. Entretanto, ndo ha até o momento informacdo experimental a respeito da
funcionalidade de seqiiéncias em Xac que permitam a degradacdo da parede celular. O
objetivo principal deste trabalho foi identificar funcionalmente, em Xac, através de
ensaios in vitro € in vivo, genes envolvidos na producdao ou transporte de proteinas
relacionadas a degradacdo de celulose € com isso analisar a sua relevancia na
capacidade infectiva ou adaptativa da bactéria. Para tal, foram produzidos mutantes a
partir de insercdes aleatdrias de tramsposon e sitio-dirigidas, estabelecendo-se uma
colecao de linhagens, cujo fenotipo e gendtipo foram avaliados por ensaios bioldgicos e
seqlienciamento. Verificou-se que o operon xps do sistema de secre¢dao do tipo II ¢
funcional em Xac e que os genes XAC0028, XAC0029, XAC2374, XAC3516 ¢
XAC4231 participam da degradacao de celulose.
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Functional analysis of genes for degradation of cellulose in Xanthomonas

axonopodis pv. citri

Abstract

The citrus canker, caused by the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), is
responsible for considerable losses for the orange production, in Brazil and abroad. The
disease is highly aggressive for citrus plants, resulting, among others, in injuries on
leaves and fruits, with a reduction in the quality of fruits as much as in the productivity.
Due to its importance, recently the bacterium had its genome completely sequenced and
a number of open reading frames (ORFs) where identified by homology with protein
sequences and annotated as associated to the infection process. Amongst them, some
sequences that theoretically code for proteins involved in the degradation of the plant
cell wall, which may indicate that the bacterium uses mechanisms related to this event
during the process of adaptation and infection. However, there is no experimental data
regarding such sequences to prove their real function during the pathogenesis of Xac.
The main objective of this work was to identify functionally, in Xac, through in vitro
and in vivo assays, genes involved in the production or transport of proteins related to
the degradation of cellulose and, therefore, to analyze its relevance in the capacity of
adaptation and infection of the bacterium. During the investigation, a collection of
mutant strains of Xac was produced by random and site-directed mutagenesis, which
were analyzed through the identification of leaf lesions and their action on degradation
of artificial cellulose in plate as well as the growth in leaves. Through tests of
mutagenesis and in vitro assays, this study shows that the xps operon that is present in
Xac and encodes a type II secretion system machinery is functional and the genes
XAC0028, XAC0029, XAC2374, XAC3516 and XAC4231 participate in cellulose
degradation. In summary, for the first time it was experimentally demonstrated that Xac

is capable in hydrolizing cellulose.
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1. INTRODUCAO

A produgdo de citros esta entre as principais atividades do agronegocio brasileiro,
com um volume anual de cerca de 1,5 bilhdo de dolares em exportagdes de suco de
laranja concentrado e congelado (SLCC) e movimenta, por ano, 5 bilhdes de reais,
representando a segunda atividade rural em importancia no Estado de Sao Paulo, menor
apenas que a cana-de-acucar (SAA, 2006). Como conseqiiéncia, tem permitido a geragao
de milhares de empregos diretos e indiretos no Brasil.

Por outro lado, o cultivo de citros apresenta uma série de problemas relacionados
a questdo fitossanitaria o que em alguns casos, inclusive, pode servir como argumento
na imposicdo de barreiras nao-tarifarias por paises importadores. Essa imposicdo
tornou-se ainda mais rigorosa apds o Fundecitrus e a Secretaria de Agricultura Paulista
detectarem, depois de dez anos de inspe¢do, o primeiro caso de cancro citrico em
viveiros telados no Estado de Sao Paulo, no final de 2005. A hipotese mais provavel ¢
que houve descuido ou introducdo de material ndo autorizado no viveiro, contrariando
as normas vigentes de produ¢do de mudas citricas. O Fundo de Defesa da Citricultura
(Fundecitrus) rastreou, identificou e inspecionou 32 viveiros € 56 pomares em 23
municipios paulistas que receberam material do viveiro contaminado, com o objetivo de
identificar qualquer possibilidade de disseminacdo de mudas contaminadas. Até entdo, a
doenga s6 havia sido verificada em pomares abertos. Como se trata de um caso inédito,
os pesquisadores estdo identificando aos poucos como a bactéria se comporta nesses
ambientes. Foram encontradas poucas plantas e sempre com sintomas iniciais, devido a
reducdo de respingos em funcdo da irrigacdo localizada, mas uma vez no campo, em
condi¢des favordveis, a doenga se manifesta e contamina as plantas a sua volta
(Fundecitrus, 20006).

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac),
tem recebido particular atencdo da cadeia produtiva por ser responsavel por drasticos
prejuizos para a producdo de citros, no Brasil e no mundo (Leite Jr., 2000; Schubert et
al., 2001; Brunings e Gabriel, 2003). Recentemente, o Estado da Florida, principal
produtor de laranja dos EUA, apresentou novas ocorréncias da doenga em seus pomares,
devido aos efeitos da disseminagdo da bactéria por furacdes (Irey et al., 2005). A
bactéria ¢ altamente agressiva para a planta de citros, provocando lesdes principalmente

em folhas, frutos e ramos. O sintoma tipico, observado principalmente nas folhas e



frutos, ¢ a formacdo de lesdes em forma de cratera com as margens apresentando
coloracdo amarelada e centro escuro. Notoriamente, a doenga apresenta controle dificil
e de alto custo, sobretudo por ser a erradicacdo de plantas seguida de queima a principal
pratica em areas com infeccdo, o que, além disso, nao representa necessariamente pleno
controle da doenga (Graham et al., 2004).

Devido a sua importancia econdmica, recentemente a bactéria teve seu genoma
completamente seqiienciado (da Silva et al., 2002), onde foram identificados, por
homologia de seqiiéncia de proteinas, varias ORFs ("open reading frames") associadas
ao processo de infeccdo, sobrevivéncia e favorecimento da sua capacidade de causar a
doenca na planta de citros, inclusive seqiiéncias altamente relacionadas com a
degradagdo de parede celular de plantas hospedeiras.

Em fungdo do tipo de lesdo causada pela bactéria, pode-se supor que Xac
apresente capacidade de degradar compostos da parede celular do hospedeiro e que esta
propriedade pode atuar na adaptagdo do fitopatdogeno a planta de citros (Figura 1). Com
isso, ha a possibilidade de uso da informacdo gerada a partir deste estudo na formulagao
de alternativas no manejo da doenga como, por exemplo, a identificacdo futura de
condigdes em que tais fatores de viruléncia, comprovadamente funcionais, sejam
expressos durante a interagdo com a planta.

O objetivo do presente trabalho foi identificar funcionalmente, em Xac, genes
envolvidos na producdo ou transporte de proteinas relacionadas a degradacdo de
celulose de folhas de plantas de citros e investigar sua relevancia na capacidade

infectiva ou adaptativa da bactéria.
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Figura 1. Esquematizacdo dos sistemas de secregdo tipos I (SSTI), II (SSTII), III
(SSTII) e IV (SSTIV) e representagdo da passagem de produtos do citoplasma

bacteriano para o meio externo e para células da planta hospedeira.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A cultura dos citros

As plantas de citros (familia Rutaceae) sdo origindrias das regides Umidas
tropicais e subtropicais do continente asiatico e ilhas adjacentes, tendo sido levadas para
os paises europeus ha séculos (Mattos Junior et al., 2005). A laranja espalhou-se pelo
mundo, sofrendo mutagdes e dando origem a novas variedades. O cultivo de sementes
modificou aleatoriamente o sabor, o aroma, a cor € o tamanho dos frutos (Hasse, 1987).
Atualmente, os pomares mais produtivos, resultantes de uma citricultura estruturada,
estdo nas regides de clima tropical e sub-tropical, destacando-se o Brasil, Estados
Unidos, Espanha, México, China e Africa do Sul, sendo que o Estado de Sao Paulo e a
Florida sdo as principais regides produtoras do mundo (Hasse, 1987).

Com mais de 800 mil hectares de plantas de citros em seu territorio, o Brasil
tornou-se, a partir da década de 80, o maior produtor mundial (o que corresponde a
cerca de 29% da produc@o mundial de laranja) seguido pelos Estados Unidos, além de
maior exportador de suco de laranja concentrado e congelado (SLCC), com cerca de
57,6% do volume de suco produzido no mundo (FAO, 2006). Dessa forma, ¢ hoje o
maior produtor mundial de laranja, sendo o Estado de Sao Paulo responsével pela maior
parte da produgdo nacional, com um volume que supera 327 milhdes de caixas de 40,8
Kg (IEA, 2005).

A analise do desempenho exportador da cadeia citricola brasileira revela sua
importancia na economia do Pais. Tomando-se todos os produtos exportiveis da
citricultura nacional, em que predomina o suco concentrado de laranja com mais de
80% das divisas geradas, verifica-se, ainda, a importancia do farelo de polpa citrica e do
6leo essencial e, em menor escala, da laranja fresca, produto que sofre intimeras
restri¢des, quer através das variedades cultivadas como também através das diversas
barreiras tarifarias, principalmente as técnicas e as fitossanitarias, que impedem o
acesso das frutas brasileiras a estes mercados (Neves et al., 2001).

Face a importancia do suco concentrado na pauta das exportagdes, a coordenagao
da cadeia citricola repousa na industria de processamento, que administra o fluxo
exportador de forma organizada e monitorada por uma exportagdo concentrada em
poucas empresas, caracterizando um oligopdlio (em 2000, apenas duas empresas

citricolas responderam por mais de 55 % do valor total das exportagdes do Pais). Estas



informacdes evidenciam, ainda, a valorizagdao da fruticultura nacional, elevada pelo
excelente desempenho exportador da citricultura, que vem superando USS$ 1 bilhdo por
ano, agregando valor a economia do Pais e servindo de exemplo para as demais frutas
(Neves et al., 2001).

Apesar dessa grande producdo obtida, da alta tecnologia empregada, do montante
expressivo de divisas gerado e da enorme quantidade de empregos diretos e indiretos, a
lucratividade do setor seria ainda maior caso as perdas devido ao ataque de patdogenos
ndo apresentassem tamanha magnitude. O historico de doengas da cultura ¢ bastante
variado e apresenta-se em constante crescimento. Somente nas ultimas trés décadas
foram adicionadas a estas, doencas como a pinta preta, a clorose variegada dos citros, a
morte subita dos citros e o huanglongbing (ex-greening), unindo-se as mais antigas, mas
ndo menos preocupantes, como cancro citrico, leprose, tristeza, declinio, gomose,
sorose, exocorte e xiloporose.

Em 2005, das 170.165 plantas encontradas com cancro citrico, 82,5% estavam em
areas ndo comerciais. Nos pomares comerciais, foram encontrados menos talhdes
contaminados do que em 2004. O balango do Fundecitrus aponta também baixo indice
da doenca nesses talhdes: 64% tinham menos de 0,5% de contaminacao, indicando que
a deteccdo foi agil e evitando a eliminagdo total do talhdo. Em pomares comerciais,
foram encontradas 12.394 arvores doentes, 7,5% do total. Os quintais foram os
responsaveis pelo maior numero de plantas contaminadas em 2005. No Estado de Sao
Paulo, a regido mais afetada continua sendo a Noroeste, com cerca de metade das
arvores erradicadas. Em segundo lugar, o Centro, seguido do Norte. A regido Sul
também apresentou contaminag@o de cancro citrico, mas com incidéncia baixa. Em vista
disso, uma agao importante no combate ao cancro citrico em 2005 foi a intensificagao
das inspecdes em quintais e residéncias urbanas (Fundecitrus, 2006).

O aparecimento de doengas, embora represente obstaculo a ser superado, tem
motivado o desenvolvimento de pesquisas de grande impacto, capazes de gerarem
potenciais medidas para o controle destas doengas e de outras que venham a surgir,

propiciando um manejo cada vez mais racional e lucrativo da cultura.

2.2. O cancro citrico

r

O cancro citrico ¢ considerado como uma das mais importantes doengas que

ameacam a producdo da citricultura, causado pela bactéria X. axonopodis pv. citri, cujas



acoes de sanidade vegetal vém merecendo continua atencdo dos governos estaduais,
municipais e federal, bem como das entidades privadas do setor (Rodrigues Neto e
Ribeiro, 2002).

O cancro ocorre nos citros e em seus aparentados, afetando diversas variedades de
importancia comercial, tais como laranjas, limdes, limas e pomelos, entre outros
(Amaral et al., 2003). Na década de 50, o agente do cancro citrico foi detectado no
Brasil, provavelmente introduzido por meio de mudas trazidas clandestinamente do
Japao (Hasse, 1987). Na tentativa de erradicar o patdégeno, o Ministério da Agricultura
criou a Campanha Nacional de Erradicagao do Cancro Citrico (CANECC). Até os dias
de hoje, milhares de plantas sdo destruidas anualmente, imediatamente a identificagdo
de um foco da doenca. Em fevereiro de 2006, ja se sabe que pelo menos 44.000 mudas
oriundas de viveiro foram erradicadas pela Secretaria de Agricultura Paulista (Abracen,
2006).

Causado por uma bactéria bastante agressiva e de rapida disseminagdo, o cancro
estd presente em pomares de citros de vdarias partes do mundo, o que inclui paises
lideres na producao de laranja para a industria de suco, como o Brasil e os Estados
Unidos. Embora no Estado de Sao Paulo os primeiros relatos da doenca no territorio
brasileiro tenham ocorrido na década de 50 (Bitancourt, 1957), até os tempos atuais, a
doenca tem ressurgido nos pomares e provocado a implementacdo de medidas legais
rigidas para o seu controle. Além da producdo de frutos para suco, as exportacdes de
frutos frescos também ficam comprometidas, fazendo com que as importagdes sejam
realizadas mediante uma série de exigéncias.

O Brasil, desde a 11a. reunido do Grupo de Trabalho Permanente em Quarentena
Vegetal (Montevidéu, Uruguai, junho de 1995), classifica o cancro citrico como “Praga
Quarentenaria A2” (Rodrigues Neto e Ribeiro, 2002), ou seja, a “praga” esta presente
no pais ou regido, sendo limitada a uma determinada area (oficialmente controlada).
Além disso, os governos municipais, estaduais e federal tém promovido a¢des conjuntas
de defesa e inspecao vegetal com a finalidade de prevenir a entrada da doenga e
controlar a sua disseminacgdo, pela interdicdo de propriedades com contaminacdo e
eliminagao de plantas doentes.

Embora os principais sintomas da doenga nos citros sejam observados nas folhas e
nos frutos, todos os orgdos aéreos da planta sdo afetados (Figura 2), principalmente
quando ha ocorréncia de quaisquer aberturas ou ferimentos no tecido vegetal,

provenientes de orificios naturais como os estdmatos, ou causadas por danos fisicos



como o rasgamento das folhas ou perfuragdes provocadas por espinhos da propria
planta. Nas folhas, os sinais iniciais ocorrem com a formagdo de pequenas pustulas
circulares e oleosas, com at¢é 1 mm de didmetro, na superficie abaxial. Esta regido ¢é
particularmente importante no processo de infecg¢do, pois contém a maior concentracao
de estomatos, constituindo a principal via de acesso da bactéria. Com o tempo, a lesdao
aumenta de tamanho e forma pustulas na forma de erup¢des com relevo aspero e de
coloragdo marrom no seu interior € um halo circundante de cor amarela que, no entanto,
pode desaparecer (Amaral, 2003).

O cancro em si, que ¢ a principal manifestagdo da doenca, ¢ causado pela
excessiva divisdo celular (hiperplasia) no mesofilo foliar onde houve a infecgdo,
provocando o rompimento da epiderme e seu surgimento em forma de erupcdo, no
centro da les@o. Durante todo o processo, a regido correspondente a lesdo no lado oposto
da folha (superficie abaxial) também apresenta as mesmas alteragdes de textura e de
coloracdo descritas. Curiosamente, enquanto nos frutos as lesdes se assemelham
bastante aquelas que ocorrem nas folhas, nos ramos elas tendem a apresentar
coalescéncia, ou seja, agrupam-se formando lesdes de formato irregular € com maior

extensdo, além de ndo apresentarem nitida formacao do halo amarelo (Amaral, 2003).



Figura 2. Danos causados em plantas de citros pela incidéncia de cancro citrico. A.

Fruto e folhas maduros; B. Frutos jovens; C e D. Ramo de folhas de laranja doce; E.
Folha isolada; E; superficie foliar abaxial; E, superficie adaxial; F. Caule; G e H.
Erradicagdo dos focos da doenca em pomares (Fonte: A, B, E; E; F e H - Schubert et
al., 2001; C, D, E - A. M. do Amaral; G - Fundecitrus).

2.3. A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri

A bactéria Xanthomonas axonopodis Starr & Garces emend. Vauterin, et al. pv.
citri (Hasse) Dye [syn. Xanthomonas campestris pv. citri (Hasse) Dye] pertence a classe
gamma de Proteobactérias. E uma bactéria Gram negativa, baciliforme, monotriquia e
aerdbia, possui dois plasmideos e um cromossomo e nao forma esporos (Figura 3a). O

isolamento em placa de Petri com o meio de cultivo Agar Nutriente (5,0g de Peptona;



3,0g de Extrato de carne; 1,0g de Cloreto de sodio; 18,0g de Agar) permite observar
claramente a coloracdo amarelo-alaranjada das colodnias, tipicas do género (Figura 3b).

A bactéria desenvolve-se adequadamente em temperaturas em torno de 28 °C e
nao ¢ capaz de sobreviver por longos periodos em solo, em ervas invasoras ou em restos
de cultura. Em auséncia de plantas de citros, ha um répido declinio na populagdo da
bactéria em solos. Entretanto, a bactéria pode sobreviver por longo tempo em tecidos
desidratados. Exsudatos bacterianos sdo produzidos sem presenga de um filme d’agua
sobre as lesoes. A disseminacao a curtas distancias da-se, principalmente, por chuvas e
ventos. A bactéria penetra em tecidos novos por estdmatos e aberturas naturais ou por
ferimentos produzidos por espinhos, insetos, etc. (Kimati et al., 1997).

Provavelmente oriundo dos mesmos centros de origem dos citros, ou seja, sul da
China, Indonésia e India, o cancro citrico ocorre em quase todo o mundo, o que inclui a
América do Sul, Estados Unidos, Japao, Nova Zelandia, Africa, entre outros (Goto,
1992). Embora ndo haja ainda consenso mundial quanto a sua taxonomia, a
classificag¢@o corrente tem considerado trés “tipos” ou patovares diferentes de cancro: A,
B e C. O cancro tipo A, ou cancro citrico asidtico, ¢ o principal ¢ mais severo tipo
presente nos pomares e € causado pela Xac. O tipo B, cancrose B ou “falso cancro”, tem
como principal hospedeiro o limdo Galego, podendo ocorrer em laranja Azeda, entre
outros, e ¢ restrito a Argentina, ao Paraguai e ao Uruguai. O tipo C, cancrose C ou
“cancro do limao Galego”, infecta somente o limoeiro Galego e esta restrito ao Brasil.
Atualmente, as patovares que causam os tipos B e C sdo denominadas X. axonopodis
pv. aurantifolii (Rodrigues Neto e Ribeiro, 2002).

Hé também uma reclassificacdo feita sobre as cinco formas da doenca descrita
como cancro, classificada de acordo com os patovares: patovar citri (“A”), aurantifolii
(“B/C/D”) e citrumelo (“E”) de uma simples espécie de Xanthomonas campestris pv.
citri (ou X. axonopodis pv. citri). Com a finalidade de determinar o nivel de parentesco
taxondmico entre as espécies de Xanthomonas campestris pv. citri, usando-se 44
espécies representativas das cinco formas reconhecidas como causadoras do cancro
citrico mostrou-se que cada taxon pode ser diferenciado pela severidade e
patogenicidade. Dessa forma as taxa I, II e III das espécies de citrus foram nomeadas,
respectivamente, Xanthomonas smithii subsp. citri (ex Hasse, 1915) sp. nov. nom. rev.
comb. nov., Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (ex Gabriel et al., 1989) sp. nov.
nom. rev. comb. nov., e Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelo (ex Riker and Jones)

Gabriel et al., 1989 nov. rev. comb. nov.. Adicionalmente, novas andlises propuseram a



reclassificacdo de X. campestris pv. malvacearum (ex Smith, 1901) Dye 1978 como X.
smithii subsp. smithii sp. nov. comb. nov. nom. nov.; X. campestris pv. alfalfae (ex
Riker and Jones) Dye 1978 como X. alfalfae subsp. alfalfae (ex Riker et al., 1935) sp.
nov. nov. rev.; ¢ "var. fuscans" (ex Burkholder 1930) de X. campestris pv. phaseoli (ex

Smith, 1897) como X. fuscans subsp. fuscans sp. nov. (Schaad et al., 2005).
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Figura 3. Aspecto visual de células e colonias de Xac. (a) Microscopia eletronica e (b)
colonias em placa de Petri com meio de cultivo Agar Nutriente (Fonte: E. Kitajima e A.

M. do Amaral).

2.4. Disseminacao e sobrevivéncia de Xanthomonas axonopodis pv. citri

A bactéria Xac apresenta uma série de peculiaridades quanto a sua capacidade de
disseminagdo, sobrevivéncia e viruléncia. Ela sobrevive na margem das lesdes que
provoca, mas, no entanto, morre rapidamente quando exposta diretamente a luz do sol
e/ou ao dessecamento na superficie do 6rgao vegetal. A sua sobrevivéncia ¢ de apenas
alguns dias quando presente no solo e de alguns meses quando incorporada juntamente
com o tecido vegetal no solo, possivelmente devido a competicdo com organismos
saprofiticos. A bactéria pode sobreviver por varios anos em tecidos vegetais que se
apresentam dessecados e livres de solo (Goto, 1992). Entretanto, a principal fonte de
in6culo €, sem davida, a resultante da erupgdo das pustulas foliares (Davies e Albrigo,
1994). Ja em condi¢des abaixo das ideais os primeiros sintomas podem ocorrer até mais
de 60 dias apos a inoculagdo (Goto, 1992).

A bactéria Xac afeta particularmente 6rgdos em estagios de pleno crescimento,

sobretudo durante periodo com alta umidade e temperatura em torno de 28 °C, o que
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torna os climas tropicais e sub-tropicais, ou seja, os ambientes predominantes da
citricultura mundial, inclusive do Brasil, altamente favoraveis a sobrevivéncia da
bactéria (Timmer et al., 2000; Pruvost et al., 2002; Verniére et al., 2003). Basicamente,
folhas e ramos sdo mais suscetiveis a doenga nas seis primeiras semanas apos o inicio
do crescimento, enquanto os frutos, 90 dias apos a queda das pétalas (Timmer et al.,
2000). Apos esta fase, a planta apresenta maior facilidade em resistir a infeccao.

Com a introducdo no territério brasileiro da larva minadora dos citros
(Phyllocnistis citrella Stainton) os danos causados pela doenga sao ainda maiores, pois
o inseto, que durante a fase larval forma galerias no mesofilo foliar, facilita a penetragao
da bactéria. Até o momento, ndo hé descricao de vetor capaz de transportar a bactéria do
cancro citrico e provocar a doenca em plantas (Belasque Junior, 2005).

As variedades que apresentam prolongado crescimento vegetativo, com a
formacao continua de tecidos jovens, sao particularmente mais suscetiveis. A bactéria ¢
capaz de causar a doenca em uma vasta diversidade de espécies de citros e,
principalmente, nas variedades de laranjas doces, Baianinha e Hamlin, limao Galego e
pomelos (Amaral, 2003).

A infeccdo primaria pela bactéria ocorre nas brotagdes novas, sendo provida por
células bacterianas presentes em lesdes velhas nas folhas e nos ramos de plantas
doentes. Por ocasido de periodos chuvosos, a bactéria exsuda de lesdes velhas, atingindo
os tecidos imaturos, altamente suscetiveis, induzindo a formacao das lesdes de cancro.
Além da diminui¢do da superficie foliar, o ataque do cancro citrico na planta leva a
queda de frutos, mesmo quando pequenos, ou entdo a presenca de rachaduras nas
cascas, por onde penetram agentes secundarios causadores de podriddes, resultando na
sua queda e prejudicando a sua aceitagdo para o consumo. Localmente, o cancro citrico
¢ disseminado por meio de chuva e ventos, agua de irriga¢do, equipamentos
contaminados e insetos e, a longa distancia, pelo transporte de mudas, ferramentas,
roupas, veiculos contaminados. Assim como a maioria das doengas bacterianas de
plantas, o cancro ¢ altamente influenciado pelas condi¢des ambientais de umidade e
temperatura, além da idade e variedade citrica. Ainda, o desenvolvimento da doenca ¢
favorecido por temperaturas ao redor de 28 °C e chuvas pesadas, onde a infec¢do pode
se tornar extremamente severa (Rodrigues Neto e Ribeiro, 2002).

A principal medida de controle do cancro citrico ¢ a prevencao, que considera os
aspectos ligados a maneira ou circunstancia na qual o patégeno pode ser introduzido em

uma area e se disseminar. Casos extremos, como a presenca de furacdes, também sao
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particularmente importantes em regioes da Florida (Schubert e Sun, 2003). Para que a
entrada do patdgeno no local de cultivo seja evitada, sobretudo pela contaminagdo
originada de longas distancias, vérias atividades sdo realizadas, tais como a
desinfestacdo de material de colheita (sacolas, escadas, caixas, etc...), veiculos,
ferramentas e vestuario, entre outros, com a instalacdo de pedilavios e rodolavios, além
do controle da procedéncia dos veiculos que entram no pomar (Amaral, 2003).

A utiliza¢do de quebra-ventos ao redor de area com cultivo de citros ¢ também
uma medida bastante incentivada, o que contribui para evitar a dispersdo da bactéria
através do vento e evita o ferimento das folhas de plantas expostas a corrente de ar
predominante. Outra medida interessante ¢ a produgdo, selecdo e plantio de citros
tolerantes ao cancro e que tenham reconhecido valor comercial, como as tangerinas
Ponkan e Satsuma e algumas variedades de laranja doce, como a ‘Folha Murcha’, entre
outras (Amaral, 2003).

Por outro lado, como medida de carater curativo, ou seja, o controle apos a
constatacdo de que a bactéria ja se instalou na planta de citros, duas a¢des sdo adotadas
atualmente: a erradicacao de plantas seguida de queima, como ¢ feito no Estado de Sao
Paulo e na Florida-EUA (Namekata et al., 1996), ou entdo o tratamento quimico com
pulverizacdo de plantas infectadas, com produtos a base de cobre, principalmente na
época do surto de crescimento primaveril, como ocorre na Argentina ¢ no Brasil,
sobretudo no Estado do Parana (Stall et al., 1981; Leite Jr., 2000), porém essas medidas,

nao representam necessariamente pleno controle da doenca (Graham et al., 2004).

2.5. Mecanismos de alteracio genética induzida em bactérias

O seqiienciamento completo de varias bactérias fitopatogénicas, incluindo Xac (da
Silva et al., 2002) tem ampliado as possibilidades de estudos sobre genoma funcional.
Por outro lado, a utilizacdo de métodos de mutagénese que permitam a descoberta de
novos genes envolvidos no processo de degradacao de celulose ¢ de grande importancia
no estudo de fitopatogenos. Com o uso de inser¢dao aleatoria de transposons ha a
possibilidade de identificacdo de seqiiéncias que podem regular a expressao de genes,
além de genes que codificam para transportadores e proteinas que compdem a rota
metabolica do processo de degradacdo da parede. A geragdo de mutantes através de
recombinacdo homoéloga (Monteiro et al., 2001; Gaurivaud et al., 2002; Castafieda et al.,

2005) e mutagénese aleatoria empregando transposon (Guilhabert et al., 2001a e b),
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permitindo a geracao de grande nimero de mutantes, fornece informagdes valiosas a
respeito da patogenicidade de Xac.

O processo de “desligamento” de um gene, ou seja, a formagdo de um mutante € a
principal forma de se iniciar o estudo de sua fun¢do. Considerando-se que ndo havera a
sua expressao no organismo, € possivel avaliar-se, ao menos parcialmente, o fendtipo do
mutante e o efeito na sobrevivéncia da bactéria e/ou sua capacidade de infec¢do da
planta.

Dentre os métodos mais relevantes nesse tipo de estudo, hd a transformacao
genética da bactéria, que permite a modificagdo do organismo, seja pela introducdo de
novas caracteristicas, seja pela interrupcdo (nocaute) de genes presentes em seu
genoma.

Nas bactérias, a maneira mais eficiente para a mutagao de genes especificos ¢ feita
por meio da troca, por recombinagdao homodloga, da copia selvagem do gene alvo por
uma cdpia truncada ou contendo alguma mutacdo. Os dois principais métodos usados
para a disrupgdo génica por recombinagdo homoéloga sdo a mutagénese por insercao-
delecao (“IDM” do inglés Insertion-Duplication Mutagenesis) e a troca alélica (“AE”
do inglés Alelic Exchange). A IDM tem sido usada com sucesso em varios organismos
como Mpycobacterium smegmatis (Bauklard et al., 1996), Neisseria gonorrhoeae
(Hamilton et al., 2001), Streptococcus pneumoniae (Lee et al., 1989) e X. fastidiosa
(Neto et al., 2001; Gaurivaud et al., 2002). A IDM envolve a recombina¢ao homoéloga
com uma permuta entre o gene selvagem no cromossomo bacteriano € uma cépia
truncada desse gene, clonada em um plasmideo replicativo ou suicida. Apds o evento de
permuta, todo o plasmideo fica inserido no cromossomo bacteriano e o gene alvo sofre
uma duplicagao.

Estudos tém sido realizados recentemente com énfase na utilizagdo da técnica para
a obten¢do de mutantes das mais variadas bactérias, incluindo fitopatogenos (Guilhabert
et al., 2001a e b; Monteiro et al., 2001; Brumbley et al., 2002). Entretanto, mesmo
naqueles trabalhos que abordam especificamente o género Xanthomonas (Shaw e Khan,
1993; White e Gonzalez, 1995), a bactéria causadora do cancro citrico nao tem sido
empregada na realizacdo dos testes, o que pode indicar uma maior dificuldade de
sucesso no uso da técnica para essa espécie.

Tal aspecto mostrou que, embora a bactéria Xac apresente consideravel
importancia econdmica na agricultura e laboratorios utilizem a técnica, ndo havia

descricdo acessivel de metodologia que orientasse a obtengdo de mutantes desta
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bactéria, especificamente a partir de eletroporacdo. Baseando-se no fato de que varios
outros patovares de Xanthomonas sdo eletro-competentes, pode-se comprovar que a
bactéria Xac € passivel de transformacao através do choque elétrico, e definir protocolo
e parametros adequados para a transformacao desse organismo (Amaral et al., 2003).

Dessa forma a transfomagao passou a ser também, um dos tipos mais simples de
transferéncia de genes, onde a célula receptora adquire genes de moléculas de DNA
soliveis no meio. Na natureza, 0 DNA pode ser proveniente de células mortas que
sofreram lise e liberaram seu DNA. No laboratorio, entretanto, o DNA ¢ extraido de
uma suspensao de bactérias doadoras por métodos quimicos e entdo ¢ adicionado a uma
cultura de células receptoras. Somente certas espécies de bactérias podem sofrer
transformagdo, e mesmo estas devem estar em estado de crescimento receptivo para
incorporar o DNA doador, isto ¢, devem ser competentes. Esta condi¢gdo usualmente
ocorre somente quando as bactérias receptoras estdo na fase logaritmica tardia do seu
crescimento. As células bacterianas competentes produzem uma proteina especial que
liga os fragmentos de DNA doador em sitios especificos na superficie celular (Pelczar et
al., 1996).

Embora o DNA cromossdmico possa ser facilmente transferido para a bactéria
receptora competente, 0 DNA plasmidial ndo ¢ facilmente transferido por processos de
transformag¢do comum, que simplesmente adicionam DNA as células receptoras.
Entretanto, procedimentos especiais largamente utilizados na engenharia genética
podem ser utilizados para realizar a transformacao com DNA plasmidial (Pelczar et al.,
1996). Os dois principais procedimentos utilizados para a realiza¢do da transformagao
sdo: a eletroporac¢do e o choque térmico.

A eletroporagdo ¢ uma técnica na qual se misturam bactérias e o vetor em um
unico tubo e aplica-se um choque elétrico na mistura, com o objetivo de desestabilizar a
membrana e permitir a entrada do vetor na bactéria. Ela ¢ entdo rapidamente transferida
para meio de cultura e incubada a temperatura ideal para a bactéria em questdo para que
possa se recuperar ap6os o choque (Brasileiro et al., 1998).

A transformagao com choque térmico associada ao cloreto de célcio tem o mesmo
objetivo. As bactérias e o vetor sao misturados com uma solugdo de cloreto de célcio e
sofrem um choque térmico. Os ions calcio tém a fun¢do de neutralizar as cargas
negativas do DNA e da membrana bacteriana, facilitando a passagem do vetor pela

membrana no momento do choque térmico (Brasileiro et al., 1998).
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ApoOs a transformacao, as bactérias sao incubadas em condigdes adequadas para
que possam se multiplicar e, a seguir, plaqueadas em meio sé6lido, para que colonias
possam ser isoladas. A identificacdo das col6nias recombinantes ¢ feita utilizando as
caracteristicas conferidas pelos plasmideos. Uma vez identificada a bactéria que contém
a constru¢do de interesse dentre as varias plaqueadas, basta transferir a coldnia para
meio liquido para que se obtenha milhdes de copias da bactéria e, conseqiientemente, da

construcdo (Brasileiro et al., 1998).

2.6. A genomica e a biologia de fitopatogenos

A grande diversidade de bactérias que causam doengas em plantas, incluindo
espécies Gram-positivas e negativas, o elevado numero de patovares e ragas, tornam
ardua a tarefa de descrever os mecanismos de patogenicidade e viruléncia nas bactérias
fitopatogénicas. Estas bactérias pertencem majoritariamente aos  géneros
Agrobacterium,  Clavibacter, Erwinia, Leifsonia, Pseudomonas, Ralstonia,
Xanthomonas e Xylella. A sintomatologia observada, como murcha, podridao,
amarelecimento, cancro, necrose, manchas foliares e tumores é caracteristica do
patossistema em questdo e representa o resultado da interacdo dos mecanismos de
patogenicidade da bactéria e as defesas da planta.

A identificacdo de proteinas direta ou indiretamente relacionadas com o processo
de patogénese ¢ de suma importancia para o entendimento de uma doenca. Com o uso
de recursos da gendmica, tais proteinas tém sido caracterizadas e auxiliado no estudo da
colonizacdo do hospedeiro (Brumbley et al., 2004; Cho et al., 2006). No caso de
bactérias fitopatogénicas, proteinas que de alguma forma auxiliam na interacdo da
bactéria com a planta, ou seja, “proteinas efetoras”, estdo fortemente relacionadas com o
sucesso da infeccdo (DebRoy et al., 2004; Minsavage et al., 2004). Também a
degradacdo da parede celular de plantas hospedeiras parece, em muitos casos, ser um
dos principais mecanismos de interagdo com a planta e, conseqiientemente, com a
colonizagao do tecido (Toth et al., 2003).

A analise gendmica associada a analise bioldgica de potenciais genes envolvidos
com a infeccdo bacteriana, como aqueles que provocam a adaptacdo da bactéria na
superficie foliar e a secre¢do de proteinas que causam diretamente a lesdo, tem auxiliado
o entendimento da viruléncia de varios fitopatogenos (Okinaka et al., 2002; Gaurivaud

et al., 2002). Além disso, héd o incentivo da exploracao dos dados disponiveis com o uso
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de ferramentas Uteis na analise biologica como a mutacdo genética (Thanassi et al.,
2002; Young e Dong, 2003) para identificagdo de genes que codificam, por exemplo,
para enzimas que degradam componentes da parede celular (Matsumoto et al., 2003).

No caso do cancro citrico, embora durante a anotagdo do genoma da bactéria
tenham sido encontradas varias seqiiéncias homologas a genes envolvidos no processo,
0 que sugere alguma funcdo na bactéria, ndo ha ainda informagdo da relevancia ou
funcionalidade de tais proteinas no processo de coloniza¢do, embora cada vez mais seja
indicada a possibilidade destas enzimas funcionarem no processo de viruléncia (Jha et
al., 2005; Liu et al., 2005).

Dentre as seqiiéncias identificadas no genoma da bactéria causadora do cancro
citrico, algumas apresentaram homologia com genes associados a degradacdo da parede
celular de outras plantas hospedeiras. Adicionalmente, cerca de 1/3 de todas as
seqiliéncias identificadas na bactéria ndo apresentam funcdo determinada, o que pode
também significar novas perspectivas de maior numero de genes relacionados a fungdo
em questdo.

Adicionalmente, foram localizadas seqiiéncias que codificariam para proteinas
envolvidas no transporte de macromoléculas em varias bactérias Gram-negativas e que
sdo classificadas com base em sua fun¢do e homologia, o que inclui os sistemas de
secrecdo do tipo I, I, T e IV.

O sistema de secrecao do tipo III é responsavel, dentre outros mecanismos, pela
“injecdo” no hospedeiro de grande parte das proteinas associadas ao processo de
infeccdo, o que inclui proteinas de aviruléncia e, por isso, estd intimamente ligado a
doenca em plantas suscetiveis ou ao “disparo” do mecanismo de resisténcia em plantas
resistentes, normalmente denominado de “hipersensibilidade” (Lim e Kunkel, 2004;
Minsavage et al., 2004). Em recente estudo em X. oryzae pv. oryzae sobre o papel de
um regulador génico (HrpXo) no sistema de secrecao do tipo III, foi detectada também
a regulacdo, por este mesmo fator, da secre¢do da enzima protease de cisteina, que €
secretada pelo sistema de secrecao do tipo II, o que indica uma interagdo entre estes dois
sistemas (Furutani et al., 2004).

O sistema de secrecdo tipo Il ¢ usado por varias bactérias patogénicas Gram-
negativas, para a secre¢do de proteinas extracelular (Pugsley, 1993; Russel, 1998;
Salmond et al., 1993). Ele ¢ um mecanismo sec-dependente, ou seja, permite a secrecao
de proteinas do citosol para o exterior da célula, em duas fases. Na primeira fase, as

proteinas sdo transportadas do interior da célula bacteriana (citoplasma) para o
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periplasma (espaco entre as membranas interna e externa) por enzimas codificadas pelos
genes sec. Em seguida, na segunda fase, as proteinas sdo secretadas do periplasma para
o meio extracelular, atravessando a membrana externa através de uma abertura formada
pelo sistema tipo II (Ball et al., 1999; Hu et al., 2002). Trabalhos recentes mostram o
papel fundamental do sistema de secregao tipo II durante a patogénese (Jha et al., 2005),
pois na segunda fase desse sistema sdo necessarios pelo menos 14 genes para que o
processo se complete (Lee et al., 2001).

Proteinas associadas com degradacao de parede celular, viruléncia e adaptacao,
tais como celulases, pectato liases, toxinas, proteases e fosfatases alcalinas estdo entre
os principais compostos liberados para o meio externo através do sistema de secregdo
do tipo II de bactérias fitopatogénicas (Russell, 1998). Normalmente, este sistema ¢é
composto de 12 membros, denominados XcpA e XcpP a —Z, e desempenha fungdes
importantes na adaptacdo do patdégeno ao hospedeiro € ao ambiente, tanto em
mamiferos quanto em plantas (Sandkvist, 2001). Em Vibrio cholerae o mecanismo de
secregdo de fatores de viruléncia tais como a toxina do colera e
hemaglutininas/proteases ¢ mediado pelo sistema de secrec¢ao tipo II (Scott et al., 2001).

Embora toxinas também possam ser secretadas, o sistema tipo II € basicamente
envolvido com a secrecdo de enzimas de degradacdo. Proteinas secretadas por este
sistema incluem também as enzimas celulase de Erwinia, elastase e fosfolipase C de P.
aeruginosa, enzimas amilase e protease de Aeromonas hydrophila e quitinase e protease
de V. cholerae, além da toxina do colera (Hacker e Kaper, 2000).

Durante ensaio com o desligamento do sistema de secrecao tipo Il em X. oryzae
pv. oryzae, foi demonstrado que linhagens com auséncia de funcionalidade deste
mecanismo apresentam deficiéncia em causar doenga em arroz, além de nao secretar
xilanase, uma enzima que em alguns fitopatdégenos exerce fung¢do na viruléncia
(Suvendra et al., 2000).

A hidrdlise da pectina da parede celular de plantas ¢ um mecanismo notorio de
viruléncia de varios fitopatdgenos, especialmente para as espécies de Erwinia.
Caracteristicamente, tais espécies causam a destruicao drastica do tecido vegetal devido
a uma massiva degradagao da parede celular (Shevchik e Hugouvieux-Cotte-Pattat,
2003). Na espécie E. chrysanthemi, o sistema de secrecdo do tipo II € responsavel pela
liberacdo de varias enzimas degradadoras da parede celular (Herron et al., 2000). Em E.
carotovora subsp. carotovora, uma celulase secretada (CelV) ¢ um dos principais

fatores de viruléncia da doenga durante o processo infeccioso e sofre controle pos-
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transcricdo através do gene rsmA, que codifica para proteina que se liga ao RNA,
modulando a sua expressao (Cui et al., 2001).

Embora a patogenicidade e viruléncia de Xac estejam altamente associadas com a
atividade de um simples gene de aviruléncia (pthA) (Swarup et al., 1991; Swarup et al.,
1992; De Feyter et al., 1993; Kanamori et al., 1998), pouco se sabe a respeito dos
demais produtos génicos envolvidos nesse processo. O estudo da transcrigdo desses
genes sob condigdes naturais seria uma boa alternativa para identificar todos os
elementos envolvidos na patogenicidade e viruléncia deste patdgeno.

O estudo de atividade de degradagdo de celulose por bactérias tem sido
consideravelmente facilitado pelo uso de ensaios que auxiliam na manipula¢do da
bactéria e identificacdo rapida de proteinas relacionadas. Dentre estes recursos esta a
carboximetil celulose (CMC), um composto celuldsico que, ao contrario da celulose, ¢
soluvel em agua, o que permite seu uso como substrato nos testes de degradagdo
(Zorreguieta et al., 2000; Zhou e Ingram, 2000; Zhou et al., 2001; Lynd et al., 2003). O
cultivo de bactérias em placa de Petri e teste de atividade enzimatica através da
degradacao de CMC, com medi¢ao de zona de celulose degradada em gel com corante
(Chatterjee et al., 1995; Spiridonov e Wilson, 2000), ¢ amplamente utilizado para
identificacdo e comparagdo de atividade enzimatica de proteinas envolvidas neste
processo (Chatterjee et al., 2002; Murashima et al., 2003). Este ensaio tem sido
utilizado para a avaliacdo de microrganismos celuloliticos e suas enzimas (Teather &
Wood, 1982).

Dessa forma, esse sistema alternativo foi adotado para identificar a capacidade de
degradagcdo do composto carboximetil celulose (CMC) usando meios seletivos de
cultura, entre eles, 0 XVM2, que induz a expressao de genes Arp essenciais na interagao
com a planta, seja na patogenicidade em plantas suscetiveis ou na inducao da reacao de
hipersensibilidade (HR), em plantas resistentes (Astua-Monge et al., 2000; Schulte et
al., 1992; Tung et al., 1999; Wengelnik et al., 1996).

A clivagem do substrato polimérico origina novas cadeias de sacarideos com
extremidades redutoras. Desta maneira, um maior nimero de extremidades redutoras
denota maior atividade hidrolitica da enzima. A atividade enzimatica ¢ determinada
como a quantidade de proteina em miligramas necessaria para liberar 1 pmol de
acucares redutores (igual a 0,18 png de glicose pelo “método de Lever”) do substrato por

minuto (min), nas condi¢des empregadas (Nankai et al., 1992; Fong & Doi, 1992).
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Em P. carotovorum subsp. carotovorum, a acdo de enzimas extracelulares como
pectato liase (Pel), poligalacturonase (Peh), celulase (Cel) e protease (Prt) sdo
fundamentais para a ocorréncia da doenga. O nivel de tais enzimas ¢ baixo quando o
crescimento da bactéria ocorre em meio de cultura SYG (salts-yeast extract-glycerol),
porém quando esse meio ¢ suplementado com extrato de planta de salsa, atividades
enzimaticas sdo altamente induzidas. A clonagem do alelo rsmAl que superexpressa
tais proteinas nas espécies RsmAl e RsmA2, mostrou que o mutante RsmA2 produziu
N-(3-oxohexanoil)-L-homoserina lactona (HSL), um sinal da necessidade para a
producdo de enzimas extracelulares. Para examinar o papel HSL, foram obtidos
mutantes deficientes, através da recombinacao dirigida, possibilitando demostrar que a
superproducdo de enzimas extracelulares ocorre de maneira independente devido a
inativacao de um repressor global, o locus rsmA (Chaterjee, 1995).

Além da possibilidade de destruicao da parede celular da planta, ¢ interessante
observar que a interacdo do fitopatdgeno com o hospedeiro se dd justamente através
desta estrutura, ou seja, o processo de contato com a parte externa da célula. Cabe
salientar que dentre os varios fatores de viruléncia de fitopatégenos tém-se destacado
aqueles injetados no interior da célula vegetal, o que demonstra a adaptacao do
microrganismo a estrutura da parede celular da planta (Yang et al., 2000; Brown et al.,
2001). Dentre estes fatores, estd a proteina AvrBs3 que, produzida pela bactéria X.
campestris pv. vesicatoria, ¢ indicada como fator de transcri¢ado no nucleo da célula
hospedeira e, como resultado, em plantas suscetiveis causa a hipertrofia das células do
mesofilo foliar (Biittner & Bonas, 2002; Marois et al., 2002; Szurek et al., 2002). Além
disto, varios fatores relacionados ao reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro e
formas de resisténcia estdo envolvidos direta ou indiretamente com a sua localizagdo na
parede celular vegetal, o que, por si sé, ja indica a importancia da identificacdo de
agentes capazes de afetar a sua estrutura (Hauck et al., 2003).

No caso da Xac sabe-se que a bactéria também injeta fatores de viruléncia
diretamente na célula vegetal, com a intermediag¢ao de sistemas de secre¢do, como no
caso da proteina pthA, que € inserida no interior da célula da planta de citros através do
sistema de secre¢dao do tipo III, e ¢ considerada como fator essencial para o cancro
citrico ocorrer e se manifestar na forma de indugdo de hipertrofia, hiperplasia e necrose
(Yang & Gabriel, 1995a, 1995b; Duan et al., 1999).

H4 uma notdvel homologia entre os sistemas enzimaticos e secretorio de

Xanthomonas campestris € X. fastidiosa. Provavelmente esta similaridade ¢ devido a
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proximidade evolutiva entre ambas. A mesma organizacdo genética do sistema de
secrecao de tipo II que ¢ encontrada em X. campetris pv. campestris ¢ observada em X.
fastidiosa (Dow & Daniels, 2000). Maior suporte a este compartilhamento advém da
alta similaridade entre proteinas que sao secretadas via sistema de secregao do tipo II.

Os genes rpf (“regulation of pathogenicity factors”) que controlam, entre outras
fungdes, a expressdo de exoenzimas em Xanthomonas também foram identificados, por
homologia de seqiiéncia em X. fastidiosa, nos genes Xf—1108 a Xf-1115, X{-287 (rpfB)
e Xt=290 (rpf4). Em X. campestris pv. campestris, os genes rfp sdo encontrados em
cluster, enquanto em X. fastidiosa estao localizados parcialmente em cluster (Moreira et
al., 2004).

Em muitos casos, a producdo de fatores de patogenicidade ou viruléncia ¢
controlada de maneira dependente da densidade celular. Esta regulagdo por um “quorum
sense” foi descrita inicialmente em Vibrio fisheri, um organismo em dque a
bioluminescéncia ¢ controlada pelo par LuxI/LuxR (Pierson et al., 1998), e sua
regulagdo através da sintese de homoserina lactona acilada foi demonstrada em A4.
tumefaciens, Erwinia carotovora, P. aeruginosa, P. aureofasciens, E. coli e Ralstonia
leguminosarum, onde estad presente o sistema génico /uxR/luxl. Em X. fastidiosa ha
somente um componente do sistema regulado por “quorum sense” e em X. campestris
pv. campestris, € possivelmente nas Xanthomonas spp., o sistema andlogo ao “quorum
sense” deve ser um sistema de regulacdo através de fatores sinais difusiveis (DSF),
derivados de acidos graxos, uma vez que a producao e/ou percepgao € controlada pelos
genes rpf, funcionando como um sistema de sinalizacao célula a célula (Dow & Daniels,
2000).

Entretanto, ndo ha at¢ o momento informagao experimental conhecida a respeito
da funcionalidade de seqiiéncias de Xac potencialmente indicadas como degradadoras
de parede celular, sobretudo em condigdes reais durante a interagdo entre o patdgeno e

plantas de citros.

2.7. Parede celular vegetal e celulases
Em todas as paredes celulares vegetais existem duas camadas: a lamela média

(substancia intercelular) e a parede primaria. Inumeras células depositam uma camada

parietal adicional, a parede secundaria. A lamela média situa-se entre as paredes
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primarias de células adjacentes e a parede secundaria, se presente, sendo depositada
pelo protoplasto sobre a superficie interna na parede primaria. A lamela média compde-
se principalmente de substancia pécticas e freqiientemente ¢ dificil distingui-la da
parede primaria, principalmente nas células que formam paredes secundarias grossas
(Raven et al., 1976).

A camada parietal depositada antes e durante o crescimento da célula é chamada
de parede primaria. Muitas células sdo formadas unica e exclusivamente pela parede
primaria. Esta camada, além da celulose, contém hemicelulose, pectina e proteinas ricas
em hidroxiprolina. Cé¢lulas em divisdao ativa comumente contém apenas paredes
primarias, assim como a maioria das células maduras que realizam processos como
fotossintese, respiracdo e secre¢do. As paredes primarias, de um modo geral, ndo sdo
uniformes na espessura em toda a sua extensio. Areas mais finas, ditas campos
primarios de pontuagdo estao presentes. Nestes campos pontuados € comum a presenca
de filamentos citoplasmaticos, ou plasmodesmatas, intercomunicando os protoplastos
vivos de células adjacentes (Raven et al., 1976).

O mais caracteristico dos componentes da parede celular vegetal ¢ a celulose, que
constitui grande parte de sua estrutura. As moléculas de celulose estdo unidas em
microfibrilas. Estas microfibrilas por sua vez, formam delgados filamentos ou fibrilas
que podem enrolar-se em torno umas das outras, formando uma macrofibrila com até
500 mil moléculas de celulose. As fibras celuldsicas da parede encontram-se em uma
matriz reticulada de moléculas nao-celuldsicas, as hemiceluloses e substancias pécticas.
A lignina ¢ um dos constituintes mais importantes da parede secundaria, conferindo-lhe
rigidez. Caracteristicamente, a lignificacdo comeca na lamela média, depois espalha-se
pela parede primaria e finalmente atinge a parede secundaria (Raven et al., 1976).

As bactérias fitopatogé€nicas podem viver nos espagos intercelulares ou no interior
das células (como nos elementos de vaso) e dependendo do modo de colonizagdo,
podem utilizar enzimas para degradar a parede celular vegetal. Estas enzimas,
coletivamente denominadas de enzimas degradadoras da parede celular vegetal,
compreendem pectinases, celulases, xilanases e proteases, podendo apresentar agao
tanto sinérgica como seqliencial na degradacdo dos substratos. A parede celular das
plantas superiores ¢ constituida de até 90 % de carboidratos e 10 % de proteinas. Como
descrito, as paredes celulares apresentam celulose, hemiceluloses, substancias pécticas,

proteinas e lignina. Entretanto, a proporcao e a distribuicdo destes componentes sao
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variaveis de acordo com cé¢lulas de diferentes tecidos, idades, condi¢des fenoldgico-
ambientais e mecanismos de defesa da planta hospedeira (Raven et al., 1976).

As celulases CelVl e CelS de E. carotovora subsp. carotovora sao
coordenadamente induzidas de uma maneira dependente da fase de crescimento e sdao
reprimidas por catabdlitos, ou seja, a atividade celulolitica em E. carotovora subsp.
carotovora ¢ necessaria para o progresso normal dos sintomas da doenga em fumo,
sendo assim um determinante de viruléncia (Mie et al., 1995). Da mesma forma que a
endoglucanase ¢ importante na viruléncia em E. carotovora subsp. carotovora (Mée et
al., 1995), sua importancia ja foi considerada em Ralstonia solanacearum (Roberts et
al., 1988). Entretanto, a endoglucanase engXCA de X. campestris pv. campestris exerce
uma pequena fun¢do nos primeiros estagios da patogenicidade em nabo e rabanete
(Gough et al., 1988; Gough et al., 1990). A parede celular ¢ altamente degradada em
cultivares de mandioca suscetiveis a infec¢ao por X. campestris pv. manihotis (Boher et
al., 1997).

Por outro lado, em bactérias fitopatogénicas Gram-positivas como C.
michiganensis ssp. michiganensis (Jahr et al., 1999; Meletzus et al., 1993) e C.
michiganensis ssp. sepedonicus (Laine et al., 2000), as endoglucanases apresentam uma
funcdo marcante no desenvolvimento dos sintomas, como evidenciado na murcha do
tomateiro. Especula-se que as celulases podem ser responséaveis pela degradacdo da
parede dos vasos do xilema, interferindo no transporte de seiva e permitindo que ocorra
a colonizagao lateral no hospedeiro pela bactéria.

As celulases hidrolisam a ligagdo glicosidica entre dois ou mais carboidratos ou
entre um carboidrato e uma porcdo nao carboidrato. Apresenta como nomes
alternativos:  avicelase, beta-1,4-endoglucano  hidrolase,  beta-1,4-glucanase,
carboximetil celulase, celudextrinase, endo-1,4-beta-D-glucanase, endo-1,4-beta-
glucanase, endoglucanase. A classificagdo das hidrolases O-glicosidicas (EC 3.2.1.-)
conforme a nomenclatura enzimatica [UB — MB ¢ feita com base na sua especificidade
ao substrato e ocasionalmente no seu mecanismo molecular. De acordo com esta
nomenclatura, o 3 refere-se a hidrolases; 3.2 glicosilases e 3.2.1. glicosidase, isto €,
enzimas que hidrolisam compostos o-glicosil ou s-glicosil. Uma classificagdo com base
nas similaridades da seqiiéncia de aminoédcidos do dominio catalitico foi proposta
(Henrissat, 1991; Henrissat e Bairoch, 1993) e atualmente as hidrolases glicosidicas sdo

agrupadas em 87 familias.
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A hidrélise enzimatica das pontes glicosidicas ocorre através de catalise acida
geral, onde sdo necessarios dois aminodcidos criticos: um doador de proton e um
nucleofilo/base. A catélise acida ¢ usualmente promovida pelos residuos aspartato ou
glutamato, ou ambos. Residuos encontrados em sitios ativos sdao usualmente
conservados durante a evolugado (Gilkes et al., 1991). Nesta catélise, ocorre uma reagao
de remocao simples ou dupla, resultando em inversdao ou retencgdo, respectivamente, da
configuracdo anomérica do dtomo de carbono do glicosidio hidrolisado (Davies et al.,
1997).

Embora quimicamente similares, a celulose e a xilana adotam conformagdes
diferentes. A xilana ¢ mais flexivel e apresenta substituicdes de arabinose, acido
glicoronico ou acido metilglicordnico. As celulases sdo algumas vezes descritas como
um grupo complexo de enzimas com agdo sinérgica. Este grupo retne endoglucanases,
celulose beta-1,4-celobiosidase, beta-glucosidase, beta-1,3(4)-endo-glucanase.

Outra enzima que age sobre a celulose ¢ a polisulfatase de celulose, que hidrolisa
os grupos sulfatos —2 e —3 dos polissulfatos da celulose, ndo tendo sido encontrada em
microrganismos. Bactérias como Termothoga neapolitanae e Cellulomonas uda
possuem a enzima fosforilase da celobiose, a qual catalisa a formagao de D-glicose e D-
glicose-a-1-fosfato a partir de celobiose e fosfato (ortofosfato), e ¢ entdo absorvida e
metabolisada. As endoglucanases e as celobiohidrolases degradam celodextrinas
soluveis e celulose amorfa, enquanto somente as celobiohidrolases, com notaveis
excecoes, degradam a celulose cristalina eficientemente (Schiilein, 2000).

Algumas hidrolases glicosidicas sdo enzimas multifuncionais que contém
dominios cataliticos que pertencem a diferentes familias. As celulases e xilanases
apresentam multiplos dominios, podendo possuir dominios cataliticos, dominio ligador
de celulose e seqiiéncias ligadoras (Gilkes et al., 1991). Enzimas com seqiiéncias
similares (dominios cataliticos) apresentam diferentes especificidades (exo ou
endohidrdlise), o que sugere que esta atividade seja conseqiiéncia de detalhes na
estrutura tridimensional da proteina. A endoglucanase CelB de Caldocellum
saccharolyticum tem um dominio exoglucanase N-terminal e outro dominio
endoglucanase, este C-terminal, os quais pertencem a diferentes familias, sendo uma
enzima bifuncional (Gilkes et al., 1991).

As exoenzimas produzidas pelas bactérias usualmente contém um peptidio sinal,
para transporte através da membrana. A endoglucanase engXCA de X. campestri pv.

campestris possui um peptidio sinal de 25 aminoacidos na extremidade N-terminal
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(Gough et al., 1990), ao passo que a endoglucanase S (CelS) de E. carotovora subsp.
carotovora apresenta um peptidio sinal de 32 aminoacido, o qual ¢ clivado da pré-CelS
(Saarilhati et al., 1990). Todos os organismos que degradam a celulose cristalina
secretam sistemas mais ou menos complexos de celulases. Tais sistemas sdo compostos
de uma variedade de enzimas com especificidade e modo de agdo distintos, as quais
agem em sinergia hidrolisando a celulose (Béguin, 1990). Diversos genes que codificam
celulases (endoglucanases) foram clonados e as enzimas caracterizadas a partir de
bactérias fitopatogénicas, como em E. chrysanthemi, E. carotovora, X. campestris e C.
michiganensis.

Dois tipos de mecanismos controlam a sintese e secrecdo de celulases. Na maioria
dos organismos, a produ¢do de celulase ¢ reprimida na presenca de altas concentragdes
de fonte de carbono prontamente metabolisaveis. Adicionalmente, em diversos
sistemas, a sintese de celulase ¢ regulada por celobiose ou soforose, que sdo geradas a
partir da degradacdo da celulose por pequenas quantidades de celulases constitutivas
(Béguin, 1990).

A sintese de celulases parece ser regulada em nivel transcricional e os transcritos
sao monocistronicos. Os genes das celulases, CelA e CelB, de Thermotoga neopolitana
sdo induziveis por celobiose e reprimidos por glicose. Os principais produtos finais da
hidrélise da celulose, glicose e celobiose, competitivamente inibem estas enzimas (Bok
et al., 1998). A despeito da capacidade hidrolitica das celulases, algumas sao capazes de
efetuar transglicosilacdo, ou seja, a formagdo de trimeros e tetrameros a partir de
celobiose. Kono et al. (1999) relatam a capacidade transglicosidica de uma celulase de
Trichoderma viride, enquanto Bok et al. (1998) descrevem uma celulase (CelB) de T.

neopolitana com alta capacidade para efetuar transglicosilagao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens bacterianas, plasmideos e condicoes de crescimento.

As linhagens bacterianas e plasmideos utilizados neste estudo estdo listados na
Tabela 1. A linhagem Xac 306 descrita e utilizada durante o seu seqiienciamento
completo (da Silva et al., 2002), foi rotineiramente cultivada em meio AN (Agar
Nutriente) a 28 °C, enquanto cultivos de E. coli foram realizados em meio Luria-Bertani
(LB) a 37 °C. O antibiotico kanamicina (50 pg/mL) foi utlizado para selecdo de Xac,
enquanto que para a selecao de E. coli utilizou-se o antibiotico ampicilina (100mg/mL).
Os plasmideos foram extraidos e preparados a partir de linhagens de E. coli através do

método de lise alcalina.

Tabela 1. Linhagens bacterianas e plasmideos.

Linhagem ou Caracteristicas Fonte ou
plasmideo referéncia
E. coli DH5«

F ¢80dlacZAMI5 A(lacZYA-argF)U169 endAl Gibco
deoR recAl hsdR17(rg mK+) phoA supE44 X thi-1

gyrA96 relAl
Xac
306 Tipo Selvagem, Ap" R. P. Leite
306AXAC0028 Mutante de 306, mutante XAC0028, Km" Este estudo
306AXAC0029 Mutante de 306, mutante XAC0029, Km" Este estudo
3064 XAC0030 Mutante de 306, mutante XAC0030, Km" Este estudo
306A4XAC0143 Mutante de 306, mutante XAC0143, Km" Este estudo
306AXAC0168 Mutante de 306, mutante XAC0168, Km" Este estudo
306AXAC0346 Mutante de 306, mutante XAC0346, Km" Este estudo
306AXAC0612 Mutante de 306, mutante XAC0612, Km" Este estudo
306AXAC0661 Mutante de 306, mutante XAC0661, Km" Este estudo
306AXAC1770 Mutante de 306, mutante XAC1770, Km" Este estudo
306AXAC1793 Mutante de 306, mutante XAC1793, Km" Este estudo
3064 XAC2373 Mutante de 306, mutante XAC2374, Km" Este estudo
306A4XAC2374 Mutante de 306, mutante XAC2374, Km" Este estudo
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306AXAC2522
306AXAC2986
306AXAC3076
306AXAC3516
306AXAC3562
306AXAC4231
306AXACxpsD

Plasmideo

Pk18mobGUSII

Pk18mobGUSII0028

Pk18mobGUSII0029

Pk18mobGUSII0030

Pk18mobGUSII0143

Pk18mobGUSII0168

Pk18mobGUSII0346

Pk18mobGUSII0612

Pk18mobGUSII0661

Pk18mobGUSII1770

Pk18mobGUSII1793

Pk18mobGUSII2373

Mutante de 306, mutante XAC2522, Km"
Mutante de 306, mutante XAC2986, Km'
Mutante de 306, mutante XAC3076, Km"
Mutante de 306, mutante XAC3516, Km"
Mutante de 306, mutante XAC3562, Km"
Mutante de 306, mutante XAC4231, Km'
Mutante de 306 por insercao de transposon, mutante

XACxpsD, Km'

PUCI18 derivative, lacZo, mob, gusA, Km'

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 424
a 970

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 348
a9l7

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 322
a 936

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 260
a751

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 81 a
728

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 374
a 983

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 7 a
1379

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 118
a 1032

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 311
a 758

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 254
a 876

Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 314
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Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo

Este estudo

Katzen et al.

(1998)

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo



a 1266
Pk18mobGUSII2374 Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 7 a  Este estudo

1656

Pk18mobGUSII2522 Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 4 a  Este estudo
1736

Pk18mobGUSII2986 Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 256 Este estudo
a 872

Pk18mobGUSII3076 Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 696 Este estudo
a 1237

Pk18mobGUSII3516 Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 115  Este estudo
all39

Pk18mobGUSII3562 Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 255  Este estudo
a 869

Pk18mobGUSII4231 Km', pk18mobGUSII contendo os nucleotideos 409  Este estudo
all81

3.2. Manutencao e crescimento da bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri

Todo o estudo foi conduzido com o isolado Xac 306, cujo genoma foi
seqiienciado (da Silva et al., 2002). Para a prepara¢do de células competentes, suspensiao
foi coletada com alga de platina a partir de cultura permanente (inoculada em glicerol e
preservada a —70 °C) e plaqueada em meio AN, sem adi¢do de antibioticos. As placas
foram incubadas durante 48 horas a 28 °C. Colonias foram raspadas das placas e
transferidas para frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio AN para
crescimento sob agitacao (140 rpm) a 28 °C durante cerca de 4 horas. Apos crescimento
no meio liquido até O.D.gp0 = 0,6 [~ 10® unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL],
que corresponde a fase midlog de crescimento, as células foram mantidas em gelo por
cerca de 1 h, para posteriormente serem coletadas e lavadas por centrifuga¢ao (4000
xg), por 10 min, a 4 °C com suspensdes em 1 e 0,5 volumes de glicerol a 10 % estéril e
resfriado. A ultima lavagem foi realizada pela adi¢do de 1 mL de glicerol a 10 % estéril
e resfriado e centrifugacdo a 13000 xg, durante 2 min e a 4 °C. O sobrenadante foi

parcialmente removido para permitir apenas a suspensdao do sedimento e uma
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concentracdo final de cerca de 4 x 10'° UFC/mL. Finalmente, as células competentes

foram mantidas no gelo até a transformacao (1-2 horas).

3.3. Mutagénese por insercao aleatéria

Uma cole¢do de mutantes foi obtida através do complexo “EZ::TN <KAN-2>
transposome” (Figura 1A, Anexo), que ¢ uma mistura do transposon EZ::TN <KAN-2>
e da enzima “EZ:: TN transposase” (Epicentre Technologies, Madison, Wis.),
introduzido por eletroporagdo diretamente em células competentes de Xac. Estas células
foram preparadas como descrito por Amaral et al. (2005) e eletrotransformadas em
volume de 50 puL de células competentes, com o uso do aparelho “Gene Pulser II
Electroporator” (Bio-Rad, Hercules, Calif.), com os seguintes parametros: 50 £, 50 uF e
2,5 kV em uma cuveta de “gap” de 0,2 cm. Imediatamente apds o pulso elétrico, as
células foram ressuspensas em 1 mL de meio liquido SOC (Apéndice) e submetidas a
crescimento por 2-3 h a 28 °C em agitacdo constante de 180 rpm.

Placas de cultura permanente contendo a colecio de mutantes foram
acondicionadas em ultra-freezer de ultra-resfriamento e utilizadas para o plaqueamento
em escala (conjuntos de 500 clones por teste) para os ensaios de selecdo de
transformantes com alteracdo na capacidade de degradacdo de do reagente

carboximetilcelulose em placa de Petri.

3.4. Mutagénese dirigida

Para a construcao dos mutantes sitio-dirigidos foram desenvolvidos primers que
amplificam segmentos de ORFs (Tabela 2) que apresentaram homologia com genes que
codificam para proteinas associadas a degradagdo de parede celular. Cabe salientar que
mesmo aquelas ORFs anotadas como indiretamente ligadas a degradacdo, como
isomerases, foram incluidas pois, como ndo apresentavam resultado experimental,
poderiam ter sido parcialmente caracterizadas. Os primers desenvolvidos estao descritos

na Tabela 3.
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Tabela 2. ORFs identificadas no genoma de Xac 306, anotadas como diretamente

envolvidas na degradacdo de parede celular e homologia com organismos
representativos.
ORF Nome da proteina Organismo E-value
XAC0028 Endo-1,4-beta-glucanase Xylella fastidiosa 9a5c e-106
XAC0029 Endo-1,4-beta-glucanase X fastidiosa 9a5c e-102
XAC0030 Endo-1,4-beta-glucanase X. fastidiosa 9a5c e-112
XAC0143 2-queto-3-deoxigluconate quinase  Thermotoga maritima 2e-52
XACO0168  4-deoxi-L-threo-5-hexosulose- Caulobacter crescentus e-116
uronato quetol-isomerase
XAC0346 Celulase (degenerada) FII-CMCase Aspergillus aculeatus 2e-10
XAC0612 Endo-1,4-beta-glucanase X. campestris pv. 0,0
(endoglucanase extracelular) Campestris
XACO0661 Precursor de poligalacturonase Pectobacterium 3e-53
carotovorum
XACI1770 Proteina hipotética Mesorhizobium loti 3e-24
XAC1793 1,4-beta-D-glucano glucohidrolase C. crescentus 0,0
XAC2373 Pectato liase (degenerada) Bacillus halodurans 2e-13
XAC2374 Poligalacturonase Ralstonia solanacearum e-163
XAC2522 Precursor endo-1,4-beta-D- X. campestris pv. 0,0
glucanase campestris
XAC2986 Pectato liase P. carotovorum 3e-66
XAC3076 Glucano 1,4-beta-glucosidase X fastidiosa 9a5c 0,0
XAC3516 Celulase P. carotovorum subsp. 3e-81
carotovorum
XAC3562 Pectato liase X. campestris pv. 0,0
malvacearum
XAC4231 Glucano 1,4-beta-glucosidase X. fastidiosa 9a5c 0,0
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Inicialmente, os parametros de amplificacao de cada ORF foram (em cada reacao
de 50 puL): 10-100 ng de DNA gendmico, 10 X tampao de amplificagdo, 2uM de cada
primer, 5,0 uL. de 50mM MgCl,, 0,2 mM de mix de dANTP e 1 unidade de Taq DNA
polimerase (Invitrogen™). As amplificacdes foram realizadas em 29 ciclos de 94 °C por
2 min, 94 °C por 30 seg, 62 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min 30 seg, com extensao final
de 56 °C por 40 seg e 72 °C por 5 min.

Ap0s avaliagdo em gel de agarose para confirmagdo de tamanho de produto da
amplificacdo (fragmento “truncado”, ou seja, com seqiiéncia incompleta da ORF)
(Figura 2A e 3A, Anexo), 14 dos fragmentos gerados a partir de regido interna dos
genes de interesse foram sub-clonados no sitio EcoRI do plasmideo pCR*2.1-TOPO
(Figura 4A, Anexo), com comprimento de 3,9 kb, genes para resisténcia a kanamicina e

ampicilina e gene reporter (LacZ).

Tabela 3. Primers desenvolvidos para ORFs identificadas no genoma de Xac 306,

anotadas como diretamente envolvidas na degradacao de celulose.

Primer Seqiiéncia do nucleotideo (5'= 3')* Uso

0028F GCTCTAGATTACCGATCTATGGCGTCGTT Construgdo do mutante
306AXAC0028

0028R  GCTCTAGAAAGCGTAGCTGAGGTTCCA  Construgdo do mutante
306AXAC0028

0029F GCTCTAGAGTACGTGATCGTGGATGTGC Construcdo do mutante
306AXAC0029

0029R  GCTCTAGACACACATCGCTGTTGGATTC Construcdo do mutante
306AXAC0029

0030F GCTCTAGATTGGGGCTGATCAAGAAGTC Construgdo do mutante
306AXAC0030

0030R GCTCTAGAACGTCGCTGTTCTTTTCCAT  Construgdo do mutante
306AXAC0030

0143F GCTCTAGACATGGGCCTGTATTTCCTGA  Construcdo do mutante
306AXAC0143

0143R GCTCTAGACTGTGGTGGTCCACGTGAT Construgdo do mutante
306AXAC0143

0168F GCTCTAGAGTATCTGCTCGATGGGCTG T Construgdo do mutante
306AXAC0168

0168R  GCTCTAGAACCGCTTCGTTGTTCTGAAT  Construgdo do mutante
306AXAC0168

0346F GCTCTAGAAGGACGCGTTGGACAATATC Construcdo do mutante
306AXAC0346

0346R  GCTCTAGATAGTTGTGCGCCTCGTACAC Construcdo do mutante
306AXAC0346

0612F ATTTTCAGGGCTGCAAGTACG Construcao do mutante
306AXAC0612
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0612R

0661F

0661R

1770F

1770R

1793F

1793R

2373F

2373R

2374F

2374R

2522F

2522R

2986F

2986R

3076F

3076R

3516F

3516R

3562F

3562R

4231F

4231R

KAN

RP-1

KAN2
FP-1

AGCGTGCGGTTGTAGTCC
GCICTAGAACTTGTCAGCCGTCCTTGAA
GCTCTAGAAATCAGACTGACCGGACCAC
GCTICTAGAGGAATCTGATGGGAATCGAC
GCTCTAGAGTCGAAACGCCACATAGAT
GCTCTAGAGAGCGTGGAAGAGAAGGTTG
GCTICTAGACATGGTAGCTTCGGACACCT
GCTICTAGAGCACTCAATGCCAAAAGTCA
GCICTAGAACTCTTGCCGAATCATCAGG
TACCATCGCCTTGTTCCC
CGGCAGTACCGAGTGATAGG
ACTATCTTCAAGACTCTGCTCACC
GCGCTCACATACACCAGC
GCICTAGAGCCAAGACAGTGCAGATCAA
GCICTAGATTGATCAGGTCCCAGTAGCC
GCTICTAGAGGTGATGTGTGCCTACAACG
GCTICTAGAACGAAGTGCCCTGGTAATTG
TTCGTCGACAAGCACATCC
ATGCAGGGGTTCTCCAGG
GCICTAGACGATATCAGCGAAGGAAAGC
GCTCTAGAGAGAACGGATACACCGCATT
GCICTAGATATCAGGGGCTGACCTTCTG
GCICTAGATCGTTCTTCAACAGCACCAG
GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG

ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC
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Construcao do mutante
306AXAC0612
Construcao do mutante
306AXAC0661
Construcao do mutante
306AXAC0661
Construcao do mutante
306AXAC1770
Construcao do mutante
306AXAC1770
Construcao do mutante
306AXAC1793
Construcao do mutante
306AXAC1793
Construcao do mutante
306AXAC2373
Construcao do mutante
306AXAC2373
Construcao do mutante
306AXAC2374
Construcao do mutante
306AXAC2374
Construcao do mutante
306AXAC2522
Construcao do mutante
306AXAC2522
Construcao do mutante
306AXAC2986
Construcao do mutante
306AXAC2986
Construcao do mutante
306AXAC3076
Construcao do mutante
306AXAC3076
Construcao do mutante
306AXAC3516
Construcao do mutante
306AXAC3516
Construcao do mutante
306AXAC3562
Construcao do mutante
306AXAC3562
Construcao do mutante
306AXAC4231
Construcao do mutante
306AXAC4231
Seqiienciamento

Seqiienciamento



KanA CATGCAAGCTTCAGGGTTGA Seqiienciamento

ADI1 NTCGA(G/C)T(A/T)T(G/C)G(A/T)GTT Seqiienciamento
AD2  NGTCGA(G/C)(A/T)GANA(A/T)GAA Seqiienciamento
AD3 (A/T)GTGNAG(A/T)ANCANAGA Seqiienciamento
AD4  AG(A/T)GNAG(A/T)ANCA(A/T)AGG Seqiienciamento
AphF  GAAGGGACTGGCTGCTATTG Amplificagdo de Kan®
AphR  AATATCACGGGTAGCCAACG Amplificagdo de Kan®
NptllF GCCCGATGCGCCAGAGTTG Amplificagdo de Kan®
NptlIR CAGACTTGTTCAACAGGCCAG Amplificagdo de Kan®

a- Sitio de restricao Xbal esta sublinhado

Para a reagdo de ligagdo, cerca de 1 a 3 pL da solucdo com o fragmento
amplificado e purificado foram adicionados a solu¢do contendo 1 pL. de 10X tampao de
ligagdo, 1 pL da enzima T4 DNA (4 U/uL) ligase, 2 pL do vetor pCR*2.1-TOPO
(25ng/puL) completados para 10 pL. O volume final foi submetido a temperatura de 14
°C, por 24 h. Em seguida, a reacdo foi colocada em gelo e uma aliquota de 1 pL foi
misturada a cerca de 50 puL da solugdo de células competentes de E. coli DH5a para
transformagdo por choque térmico, plaqueamento e selecio (TA Cloning® Kit,
Invitrogen™).

As coldnias selecionadas ap6s a sub-clonagem foram coletadas e transferidas para
tubos contendo 5 mL de meio LB para crescimento sob agitacao (225 rpm) a 37 °C, por
16 horas. Apds o crescimento, 1,5 mL das culturas foram centrifugados (12000 xg), por
10 seg a temperatura ambiente; o sobrenadante foi parcialmente removido. Em seguida,
adicionaram-se 300 pL de TE contendo 0,1 N de NaOH e 0,5% SDS e 150 pL de 3,0 M
NaOAc (pH = 5,2) centrifugando (12000 xg), por 2 min a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo para a precipitagdo do DNA plasmidial,
com etanol 100% seguido de lavagens com etanol 70%, liofilizagdo para remover o
etanol remanescente e ressuspensdo do sedimento em agua pura Milli-Q para, em
seguida, verificar a presenca da construgdo nas células transformadas e quantifica-la.

A minipreparagdo de DNA dos plasmideos contendo as ORFs sub-clonadas

(Figura 5A, Anexo) foi utilizada para confirmacdo da transformagao através de PCR e

32



pela clivagem com a endonuclease de restrigdo EcoRI (Figura 6A, Anexo). Apds
confirmagdo por tamanho de banda, o fragmento da ORF em questdo (seqiiéncia
interrompida) foi purificado com “GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit” —
(Amersham Biosciences) e quantificado em gel de agarose a 1%.

Em seguida, foi realizada a clonagem no “sitio de multipla clonagem* do vetor
suicida pK18mobGUSII (Figura 7A, Anexo) que apresenta comprimento de 5,9 kb e o
gene reporter gus, que permite a degradagdo do composto X-Gluc em placa,
representado mais um gene reporter util e ja testado em X. campestris pv. campestris
(Katzen et al., 1998). Este plasmideo ndo apresenta replicagdo em Xac, ou seja, pode ser
utilizado satisfatoriamente como “vetor suicida”.

Células de E. coli portando o plasmideo pk18mobGUSII foram coletadas a partir
de cultura permanente (inoculada em glicerol e preservada a —70 °C) e plaqueada em
meio LB, com adi¢do de antibidtico ampicilina (100 mg/mL). A placa foi incubada
durante a noite a 37 °C. Coldnias foram transferidas para frasco Erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de meio LB para crescimento sob agitacao (140 rpm) a 37 °C durante
cerca de 4 h. Apos crescimento no meio liquido até ODgyy = 0,6, foi realizada a extragao
do DNA plasmidial, seguida de purificacdo com “GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit” — (Amersham Biosciences).

Os segmentos amplificados das ORFs, a minipreparagdo de DNA dos plasmideos
contendo as ORFs sub-clonadas e o plasmideo pkl8mobGUSII purificados e
quantificados foram clivados por endonucleases de restrigdo comum a ambos (Figura
8A, Anexo), (EcoRIl, Pstl, Sall, Smal ou Xbal). Apdés a reagdo, o plasmideo
pk18mobGUSII foi defosforilado usando (para cada 25 pL de reagdo) 1,5 ug do vetor
linearizado com as diferentes enzimas de restrigdo, 10X tampao da enzima fostatase
alcalina, 1 unidade de fosfatase alcalina, durante 30 min a 37 °C, adicionando-se, apos
esse tempo, mais uma unidade da fosfatase alcalina, durante 15 min a 37 °C, para entdo
inativa-la a 75 °C por 10 min e purificar o fragmento defosforilado em gel low melting
(0,8%) (Sambrook et al., 1989). A reag¢do de defosforilacdo foi realizada a fim de
aumentar a eficiéncia da ligacdo dos fragmentos de DNA, previamente clivados,
purificados e quantificados, no plasmideo pkl8mobGUSII (também clivado,
quantificado e defosforilado). Em seguida, uma nova reacdo de ligagdo foi feita com
cerca de 3 puL da solucdo de cada um dos 4 fragmentos apenas amplificados (digeridos
com EcoRl, Pstl, Sall ou Smal) e 3 pL da solugcdo de cada um dos 14 fragmentos

amplificados sub-clonados (digerido com a enzima EcoRI), adicionados a solugdo

33



contendo 1 uL de 10X tampao de ligagao, 1 uL da enzima T4 DNA ligase (4 U/uL), 1
uL da solugdo do plasmideo pkl18mobGUSII (clivado, quantificado, defosforilado e
purificado), completados para 10 pL. O volume final foi submetido a temperatura de 16
°C, por 24 horas. A reacao foi colocada no gelo e uma aliquota de 1 pL foi misturada a
cerca de 50 puL de solu¢do com células competentes de E. coli, para transformacao por
eletroporacdo, plaqueamento e selegao.

As colonias selecionadas ap6s a transformacao foram coletadas e transferidas para
tubos contendo 5 mL de meio LB para crescimento sob agitacao (225 rpm) a 37 °C,
overnight. Apds o crescimento, 1,5 mL das culturas foram centrifugados (12000 xg),
por 10 seg a temperatura ambiente; o sobrenadante foi parcialmente removido para
permitir apenas a ressuspensao do sedimento. Em seguida, adicionaram-se 300uL. de TE
contendo 0,1 N de NaOH e 0,5% SDS e 150uL de 3,0 M NaOAc (pH = 5,2)
centrifugando (12000 xg), por 2 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para novo tubo para a precipitacdo do DNA plasmidial, com etanol 100%
seguido de lavagens com etanol 70%, liofilizacdo para remover o etanol remanescente e
suspensao do sedimento em agua pura Milli-Q para em seguida verificar a presenca do
inserto nas células transformadas e quantifica-lo (Figura 9A, Anexo).

Apoés confirmagdo por tamanho de banda, através de PCR com primers que
amplificam fragmento da ORF em questdo (seqliéncia interrompida), o clone
recombinante foi purificado e utilizado na mutagénese de Xac.

O plasmideo pK18mobGUSII foi transferido por eletroporagao para Xac, com os
mesmos procedimentos utilizados para a realizacdo da mutagénese aleatoria. As
linhagens de Xac com integragdo do plasmideo hibrido no genoma por evento de
recombinacdo homologa simples foram selecionadas pela resisténcia a antibidtico
kanamicina (50pug/mL), e a confirmacao de inser¢ao de plasmideo inteiro (causando a
ruptura do gene por mutag¢do com inserc¢do e duplicacdo) foi realizada com uso de PCR,
Southern blot e expressdo do gene gus, que codifica a enzima B-glucuronidase, cuja
atividade leva a formagao de um precipitado azul na presenca do substrato X-gluc. Este
gene ndo ocorre em eucariotes e, por isso, € utilizado como repodrter para revelar eventos
de transformagdo. De acordo com testes realizados em X. campestris pv. campestris,
coldnias cultivadas em meio de cultura com ou sem antibidtico contendo 50ug de X-
gluc/mL foram suficientes para a expressdo do gene gus (Katzen et al., 1998). Para a
expressao desse gene nos mutantes sitio-dirigidos obtidos, as colonias foram cultivadas

em placas de Petri com meio de cultura NBY (5,0g de Peptona; 3,0g de Extrato de
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carne; 2,0g de Extrato de levedura; 2,0g de K;HPOy; 0,5g de KH,POy; 15,0g de Agar;
pH = 7,2) contendo o antibidtico kanamicina (50ug/) a 28 °C por 48 horas, para entdo

serem mantidas a 4 °C por uma semana.

3.5. Isolamento do DNA genomico, Southern blot e seqiienciamento

Todos os procedimentos para manipulagio do DNA recombinante seguiram os
protocolos ja estabelecidos (Sambrook et al., 1989). Os transformantes para resisténcia a
kanamicina que expressaram resposta modificada para degradacdo de
carboximetilcelulose (CMC) foram selecionados e tiveram o DNA gendmico total
purificado através do kit “MasterPure’ " DNA purification” (Epicentre Technologies).

Para o método de Southern blot e hibridagdo, 2 pg de DNA genomico de cada
linhagem de Xac foram digeridos com EcoRI (mutantes obtidos por recombinagdo
homoéloga) e com EcoRI, EcoRV e Ncol (mutante obtido por insercdo aleatoria),
separados por eletroforese em gel de agarose a 0,8 % e transferidos para membrana de
nylon Hybond"™-N (Amersham Biosciences) em 5M de NaOH, com subseqiiente
“cross-linking” por exposi¢ao a irradiacdo de UV. As hibridacdes foram realizadas a 65
°C, durante a noite no equipamento “Hybridizer HB — 1000~ (UVP® Laboratory
Products) (Sambrook et al., 1989). A analise de Southern blot foi realizada com sonda
produzida a partir de produtos de PCR marcados com digoxigenina (DIG) e
correspondendo a fragmento de 422 pares de bases do gene para resisténcia a
kanamicina aph (amino-fosfotransferase), presente no plasmideo pK18mobGUSII e 399
pares de base do gene para resisténcia a kanamicina npfIl (neomicina fosfotransferase
IT), presente no “complexo transposoma”, com o uso do kits “PCR DIG Probe Synthesis
Kit” e “DIG DNA Labeling and Detection Kit” (Roche Diagnosis, Indianapolis, Ind.). A
analise foi utilizada para confirmar a inser¢ao unica do transposon EZ::TN <KAN-2> e
a recombina¢ao homdloga.

Para a identificagdo dos pontos de inser¢do de transposon nos mutantes aleatdrios
foi utilizada a técnica denominada “TAIL-PCR” (Thermo Assimetric Interlaced-PCR),
que permite seqiienciar as regides que flanqueiam o sitio de inser¢ao através de trés
reagdes sucessivas de amplificagdo, combinando primers que complementam uma
seqiiéncia conhecida do inserto (T-DNA, transposon, entre outros) e primers arbitrarios
degenerados que se ligam as seqiiéncias adjacentes (Liu e Whittier, 1995; Liu et al.,

1995). As reagdes de seqiienciamento foram concentradas por precipitacdo com
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isopropanol e lavadas com etanol a 70%. Em seguida, 10uL do reagente formamida
foram adicionados as amostras e denaturados a 95 °C por 5 min, para serem injetadas no
seqienciador “ABI Prism 3700 DNA” (PE Biosystems). Os sitios de transposi¢do
genomica foram localizados com procura por homologia através do programa BLAST

(Altschul et al., 1997) do “National Center for Biotechnology Information”.

3.6. Ensaio em placa para atividade enzimatica

Para a selecdo e avaliagdo de mutantes com alteracdo da capacidade de
degradacgdo de celulose, foi utilizado o composto carboximetilcelulose (CMC), que foi
incorporado a 0,5 % (peso/volume) em placas contendo NaNO;s (0,1%), K,HPO4
(0,1%), KCI (0,1%), MgS0O4 (0,05%), Extrato de levedura (0,05%), Glicose (0,1%),
Agar (1,7%). Cada clone foi inoculado no meio de cultura solido com suspensio (7 pL,
0.D.go0 = 0,6) para formacdo de coldnia individualizada. Adicionalmente, orificios
produzidos com o auxilio de vazador foram formados em placas com o mesmo meio
anteriormente descrito, para verificagdo “em profundidade” de possivel secrecao de
enzimas degradadoras de celulose. As placas foram incubadas por 24 horas a 28 °C. Em
seguida, as colOnias foram removidas com agua e a superficie da placa coberta por
solugdo com corante Vermelho do Congo, a 0,1% (peso/volume) em 4gua, por 15 min e
neutralizado com lavagens por 15 min com 1M NacCl.

Os fenotipos para atividade de CMCase foram registrados a partir de
modificacdes identificadas na extensdo do halo de degradacgdo, seguidas de medi¢ao de
regides sem coloragcdo vermelha corresponderam a areas em que o CMC foi degradado
(Chatterjee et al., 1995; Spiridonov e Wilson, 2000), o que ¢ amplamente utilizado para
identificacdo e comparagdo de atividade enzimatica de proteinas envolvidas neste
processo (Chatterjee et al., 2002; Murashima et al., 2003). Todos os clones de mutantes
aleatorios e sitio-dirigidos foram submetidos ao teste de degradagdo de CMC em placa.
Os clones que apresentaram alteracao foram submetidos ao teste de patogenicidade em
planta.

Além disso, suspensoes bacterianas do mutante aleatorio que manifestou alteragao
pronunciada de perfil de degradacdo de CMC e da linhagem selvagem foram cultivadas
em 10 mL de meio liquido XVM2, o qual induz a expressio de genes hrp
(“hypersensitive reaction and pathogenicity”) (Bonas et al., 2000; Astua-Monge et al.,

2005) por 48 horas a 28 °C. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas por 7 min a
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12000 rpm, filtradas em membrana Millipore”® de 0,22 pm e colocadas em contato com
o substrato CMC em placas de Petri (7uL de cada suspensdo filtrada). Para a

comparag¢do experimental da atividade enzimatica do mutante e da linhagem selvagem.

3.7. Testes de patogenicidade

Ensaios de patogenicidade foram realizados com o uso de mudas de laranjeira
Baia (Citrus sinensis L. Osb.), que ¢ altamente suscetivel ao cancro citrico. Todas as
plantas foram mantidas em casa-de-vegetacao, em ambiente de contencao localizado no
Laboratorio de Bacteriologia Vegetal do Instituto Biologico, em Campinas-SP, sob
controle diurno de temperatura com limite maximo de 28 °C. Para os ensaios in vitro as
inoculagoes foram realizadas em folhas destacadas mantidas em tubos Falcon de 50 mL,
contendo SmL de dgua, em BOD a 28 °C (Belasque Junior et al., 2003; Francischini et
al., 2003). A concentragdo do inoculo de bactéria utilizada para infiltragdo foi realizada
através de ajuste da suspensdao com 0,5% NaCl para alcangar a O.D.gp0 = 0,6. Para os
testes de patogenicidade, folhas com tamanho que corresponde a cerca de 50-80% do
tamanho final foram infiltradas com seringa de 1mL de volume total, com agulha, na
superficie abaxial do limbo, até atingir o encharcamento do tecido (Figura 4). No outro
lado da mesma folha foi realizada a inoculagdo da Xac 306 (controle). Os sintomas

foram registrados através de avaliacao visual da lesao.

Figura 4. Teste de inoculacdo por infiltragdo em tecido foliar. A. Infiltracdo em folhas
da laranjeira Baia. B. Detalhe do “encharcamento” do tecido foliar provocado

imediatamente apds a inoculagao.

Os ensaios efetuados para a determinacdo da curva de crescimento da bactéria

dentro da planta foram obtidos através de amostras de folhas de plantas inoculadas por
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intervalos de 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas. Para cada clone, trés amostras de
discos de 1 cm” de tecido infiltrado foram coletados, transferidos para cadinho
juntamente com 1 mL de tampao fosfato (PB) 0,01 M pH 7,2 (7,1 mL de KH,PO,4 +
2,83 mL de KHPO, de solugdes 1 M) e triturados. Apos 10 min de repouso, 10uL da
suspensao bacteriana resultante foram transferidos para microtubo contendo 990uL de
agua destilada e esterilizada, para diluigdes das amostras homogeneizadas, com
plaqueamento em meio com agar nutriente e kanamicina (50pg/mL). As coldnias
selvagens foram cultivadas em meio sem o antibidtico. As placas foram incubadas por
2-3 dias a 28 °C para acompanhamento do crescimento bacteriano. As contagens de

nA . . 2 . ,
coldnias foram consideradas para 1 cm” de tecido e os resultados colocados em grafico.
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4. RESULTADOS

4.1. Construgio da cole¢do de linhagens obtidas por mutagio

Para verificar a funcionalidade de genes de Xac para degradacao de celulose,
foram realizadas mutacdes sitio-dirigidas (nocaute génico) das seqiiéncias (ORFs) que
apresentaram, durante o processo de anotacdo do genoma completo da bactéria,
homologia com genes que codificam para proteinas associadas a degradagdo de parede
celular. Linhagens de Xac para todas as ORFs submetidas a mutagénese direcional
foram obtidas, totalizando 18 mutantes (Tabela 4). O nocaute destas seqiiéncias foi
realizado através de recombinacdo homodloga simples, como esquematicamente
representada na Figura 5, com o uso do plasmideo “suicida” pK18mobGUSII com o
gene de interesse amplificado e com “truncamento”. A obtencao de transformantes neste
estudo demonstrou a capacidade deste plasmideo ser utilizado para tal evento em Xac.

Em adicdo, para a selegdo de outros genes previamente ndo identificados com a
mesma fun¢do durante o processo de anotagdo, ou seja, degradacio de parede celular,
uma colecdo de mutantes foi produzida através da inser¢ao aleatéria de transposon e
posteriormente selecionada quanto a capacidade de cada linhagem em degradar CMC.
De acordo com as condi¢cdes do experimento, foram produzidas inicialmente 3000
linhagens de mutantes gerados por inser¢do aleatoria e, em seguida, a mesma colegao
foi aumentada para 9423 clones. Depois de dez sucessivas subculturas em meio AN
contendo ou ndo o antibidtico kanamicina (50ug/mL), todos os transformantes
mantiveram a resisténcia a kanamicina, sugerindo que a inser¢do aleatoria do

transposon foi estavel, assim como a inser¢ao do plasmideo pK18mobGUSII.

Tabela 4. Seqiiéncias de leitura aberta (ORFs) identificadas no genoma de Xac e
anotadas como diretamente envolvidas na degradacdo de parede celular, tamanho

original e tamanho obtido apods a amplificagao.

ORF LBI* Tamanho da ORF Tamanho do produto de
completa (pb) amplificacio (pb)
XAC0028 5383.1 1134 546
XAC0029 5379.1 1053 570
XAC0030 5376.1 1074 614
XAC0143 3670.1 1023 491
XACO0168 7685.1 855 647
XAC0346 25612.1 1362 609
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XAC0612 7781.1 1425 1372 (540)**

XAC0661 5028.1 1392 914
XACI1770 3445.1 2256 447
XAC1793 117.1 2613 622
XAC2373 25654.1 1305 952
XAC2374 6377.1 1671 1649 (594)
XAC2522 98.1 1761 1732 (953)
XAC2986 6191.1 1062 616
XAC3076 4626.1 2661 541
XAC3516 25218.1 1155 1024 (417)
XAC3562 3080.1 1134 614
XAC4231 1398.1 2706 772

(*) Denominacdo de ORFs de acordo com a pagina de acesso do Laboratério de
Bioinformatica (LBI) da Universidade de Campinas (Unicamp)

(www.lbi.ic.unicamp.br).

(**) Entre paréntesis o tamanho final do produto de PCR submetido a digestdo com

endonucleases.

Figura 5. Representacdo geral do nocaute génico por recombinacdo homdloga simples
com uso de plasmideo “suicida” (setas negras indicam o local de pareamento dos

primers para amplificacdo da ORF “truncada”).
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4.2. PCR, expressio do gene gus e Southern Blot para confirma¢ido da

transformacao

Todos os transformantes obtidos através de inser¢do de transposon e que
apresentaram alteracdo na capacidade de degradar celulose assim como todos
produzidos por mutagénese dirigida apresentaram a inser¢do de cassete com marca de
selecdo (genes aph ou nptll), como verificado através de PCR e Southern blot.

Para os mutantes dirigidos, a inser¢ao do plasmideo pkl18mobGUSII no genoma
de todas as linhagens foi comprovada através de PCR e teste com gene reporter.

Foram utilizados os primers que amplificam fragmento do gene aph (422 pb)
presente no plasmideo (Figura 6) e os primers utilizados para a mutagénese. Com estes
ultimos, o objetivo foi comprovar que houve inser¢dao no sitio correto para a ORF
desejada, como ilustrado pelo local de pareamento dos primers no esquema da Figura 5.
Adicionalmente, foi verificada a atividade do gene repdrter gus em placa de Petri
(Figura 7).

Para o mutante aleatorio, a presenca do transposon EZ::TN<Kan-2> foi

comprovada com o uso de primers que amplificaram fragmento do gene nptIl (399 pb).

M 123 45678 91011121314 1516171819 20 M 123

850 pb»
400 pb >

Figura 6. Eletroforose em agarose (0,8%) com os produtos de amplificagdo (PCR) para
confirmacao de insercao de cassete com gene para resisténcia a kanamicina. A. Produtos
de amplificacdo do gene aph (presente no cassete do plasmideo pk18mobGUSII). M:
Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1: PCR com auséncia de DNA; 2: Controle negativo
(linhagem selvagem de Xac 306); 3: Controle positivo (pk18mobGUSII); 4: XAC0028;
5: XAC0029; 6: XAC0030; 7: XACO0143; 8: XACO0168; 9: XAC0346; 10: XAC0612;
11: XAC0661; 12: XAC1770; 13: XAC1793; 14: XAC2373; 15: XAC2374; 16:
XAC2522; 17: XAC2986; 18: XAC3076; 19: XAC3516; 20: XAC3562; 21: XAC4231.
B. Produtos de amplificacdo do gene npfIl. M: Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1: PCR

com auséncia de DNA; 2: Controle negativo (linhagem selvagem de Xac 306); 3 ¢ 4:
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Amplificagdo de DNA diretamente de coldnia (dilui¢cdes 1:10 e 1:100, respectivamente)

do mutante aleatério 30E9.

Figura 7. Expressdao do gene gus em colonias cultivadas em meio de cultura contendo
X-gluc. A. Colonias de E. coli com o plasmideo pK18mobGUSII em meio LB, apds 24
horas de crescimento a 37 °C; B. Colonias de alguns mutantes dirigidos de Xac apos
crescimento por 48 h a 28 °C, em meio NBY com kanamicina (50pg/mL), evidenciando

a atividade do gene gus.

Com a auséncia de “controle positivo” do mutante aleatério 30E9, devido a
inviabilidade do uso do “complexo transposoma’ para tal finalidade, a confirmacao de
insercdo genomica da seqiiéncia do gene nptll foi realizada com a identificacao do gene
através de seqiienciamento.

Além de demonstrarem a presenca da marca de selecdo nas linhagens produzidas
no estudo, as andlises de Southern blot também confirmaram a inser¢ao Unica do gene
nptll presente no transposon EZ::TN<Kan-2> e do gene aph presente no plasmideo
suicida para a recombinag¢ao homodloga (dados ndo mostrados), como ilustrado para um
dos mutantes aleatorios (30E9) (Figura 8).

A inserc¢do Unica evidencia que houve o “rompimento” de apenas um gene e que,
por isso, as conseqiiéncias do evento podem ser relacionadas indiretamente, a esta

seqiiéncia.
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399 pb

Figura 8. Southern blot empregando o gene npfll (399 pb) como sonda para
confirmagdo de inser¢do unica. (1) Controle positivo da sonda; DNA gendmico total do
mutante 30E9 (gene xpsD) de Xac 306 digerido com enzimas de restri¢cao (2: EcoRI, 3:
EcoRV, e 4: Ncol) e linhagem selvagem (5).

4.3. Identificacio da atividade de degradacdo do composto carboximetilcelulose
(CMC) dos mutantes

Ap0s pré-selecao das 9423 colonias de mutantes obtidas por insercao aleatoria do
transposon (Figura 9), cerca de 672 linhagens que apresentaram alguma alteragdo na
capacidade de degradagcdo do composto CMC foram inoculadas no meio de cultura

solido com suspensao para formacao de coldnia individualizada.

Linhagem Linhagem
selvagem selvagem

Figura 9. Selecdo inicial de colonias mutantes de Xac para clone defectivo em
degradacao de celulose, em placa de CMC. A. Placa de Petri com colonias em meio

CMC, apos 48 horas da inoculagao; B. Halo de degradacao de CMC em placas de Petri
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apos coloracao com corante Vermelho do Congo (o halo amarelo indica a hidrdlise da

celulose).

Durante a fase pos-selegdo, quando algumas colonias que inicialmente
apresentaram alteracdo ndo mantiveram o mesmo comportamento, foi identificada uma
colonia que manifestou alteracdo pronunciada de perfil de degradacio de CMC,
denominada linhagem 30E9, e que foi conduzida para analise mais detalhada, através de
novos testes (Figura 10). As placas foram incubadas e, em seguida, coradas para uma
terceira avaliacdo, a qual confirmou um mutante com fendtipo defectivo para atividade
de CMCase ¢ bastante significativo quanto a extensao do halo de degradacao.

A linhagem ndo foi capaz de degradar o composto além do local do meio de
cultivo onde a coldnia foi depositada, ao contrario da linhagem selvagem, assim como
também demonstrou menor capacidade de degradagdo de celulose, evidenciado pela
menor intensidade de coloracdo induzida por corante especifico para a presenga de

CMC.

Figura 10. Mutante randomico selecionado apos os testes de degradacao do composto
CMC em placas de Petri. A. Deposicdo de suspensdo da linhagem selvagem e do
mutante (apos 48 horas inoculagdo), a esquerda, e halo de degradacdo de CMC, apos
coloragdao com corante Vermelho do Congo, a direita; B. Placa de Petri com suspensao
bacteriana depositada em orificios produzidos no meio CMC (48 horas apds a

inoculagdo), a esquerda, e coloragdo resultante de corante Vermelho do Congo, a direita.

Dentre os mutantes obtidos por recombinagdo homoéloga simples, cinco linhagens
apresentaram reducao na zona de clareamento em placas de Petri com CMC, quando

comparados a espécie selvagem, indicando que apresentaram alteracao funcional para
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degradacao de celulose (linhagens 306AXAC0028, 306AXAC0029, 306 AXAC2374,
306AXAC3516 e 306 AXAC4231) (Figura 11).

Sehragem 0028 Q20

Selragem, 0022

s

1770

Figura 11. Mutantes sitio-dirigidos e aleatério (30E9) de Xac em placa de CMC. A;.
Placa de Petri com coldnias crescidas em meio com CMC (48 horas apos a inoculacio);
A,. Halo de degradacao de CMC em placas de Petri apds coloragdo com corante
Vermelho do Congo; B, Placa de Petri com colonias crescidas em orificios produzidos
no meio CMC (48 horas ap6s a inoculagdo); B,. Halo de degradagdo de CMC em placas
de Petri ap6s coloracdo com corante Vermelho do Congo. Setas indicam degradagdo

diferenciada de CMC.

Uma vez que o didmetro da zona de difusdo ¢ proporcional ao logaritmo da
concentragdo da enzima (Wood et al., 1988), comparou-se o didmetro do halo de
degradagdo do composto CMC da linhagem selvagem com o dos mutantes adquiridos
(Figura 12) e foi possivel verificar que apds 48 horas de inoculagdo todas as colonias

apresentavam halo de 0,7 cm de didmetro. Apds a remogao das coldnias e posterior
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coloragao com corante Vermelho do Congo a linhagem selvagem e alguns mutantes
apresentaram em média halo de 1,lcm, enquanto que os mutantes 306AXAC0028,
306 AXAC0029, 306AXAC2374, 306 AXAC3516, 306AXAC4231 e 30E9 apresentaram
em média didmetro menor: 0,8 cm, 0,83 c¢cm, 0,9 cm, 0,87 cm, 0,87 cm ¢ 0,7 cm,

respectivamente.

Al A2

Figura 12. Placas de CMC evidenciando o diametro do halo de degradacdo da
linhagem selvagem e dos mutantes produzidos. A;. Placa de Petri com colonias em
meio com CMC (48 horas ap6s a inoculagdo); A,. Halo de degradacao de CMC em

placas de Petri apds coloracdo com corante Vermelho do Congo.

4.4. Identificacio de mutantes aleatorios de Xac deficientes na degradaciao de

celulose

Apos a selecdo e avaliagdo de mutantes de Xac com alteragdo da capacidade de
degradacao de celulose, foi possivel observar que os mutantes obtidos por inser¢ao
aleatoria de transposon apresentaram notavel habilidade na degradacdo do composto
CMC, com exce¢ao da linhagem 30E9.

Para identificar o sitio de integragdo do transposon, foi determinada a seqiiéncia
de DNA adjacente ao cassete do gene de resisténcia a kanamicina nptll para a linhagem
30E9, através da técnica “TAIL-PCR” (Thermo Assimetric Interlaced-PCR). Os sitios
de inser¢ao do cassete no genoma foram entdo localizados com procura por homologia
de seqiiéncias através do programa BLAST (Altschul et al., 1997). Essa andlise

identificou o gene xpsD, pertencente ao operon xps, como responsavel pela alteraciao de

46



fenotipo de degradagao de CMC em placa. O operon codifica para proteinas integrantes

do sistema de secrecdo do tipo II (Figuras 13 e 14).

l

Xp!N xpsM xpsK xps!! xps(! xpsF xpsE

xpsD _ xpsl
xpsL xpsH

Figura 13. Operon xps presente em Xac. A seta indica o gene que foi mutado na

extremidade dowstream.

\ T / Meio externo

Periplasma

Citoplasma

Meio externo
B

— Periplasma

Citoplasma

Figura 14. Esquema hipotético da montagem do sistema de secrecdo do tipo II na

membrana plasmatica de célula de Xac, com setas indicando a direcdo de compostos
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secretados. A. Presenca de todas as proteinas do operon xps; B. Auséncia da proteina

XpsD.

Para a confirmacgao experimental de que o mutante 30E9 se refere a linhagem
que apresenta o sistema de secre¢do incompleto, ou seja, sem a proteina responsavel
pela passagem de compostos secretados para além do periplasma, suspensdes
bacterianas cultivadas em meio liquido XVM2, foram centrifugadas, filtradas em
membrana de 0,22um, e colocadas em contato com o substrato CMC em placas de
Petri (Figura 15). Em comparagdo a linhagem selvagem, a suspensdo filtrada do
mutante provocou apenas ténue degradacdo de celulose. Além disto, tal degradagdo

ocorreu somente na superficie do meio onde a colonia apresentou crescimento, ou

seja, no contato direto com o substrato.

Figura 15. Placa de Petri com CMC e 7 pL dos sobrenadantes filtrados a partir do meio
liquido XVM2 cultivado com as linhagens 30E9 e selvagem de Xac. A. Placa de Petri
com a suspensao filtrada imediatamente apos a deposi¢ao; B. Halo de degradagdo de
CMC ap6s coloragdo com corante Vermelho do Congo; C. Halo de degradagdo de CMC
em placas de Petri 24h, 48h, 72h e 96h apds a deposicao da suspensao.

4.5. Patogenicidade dos mutantes em ensaio biolégico

A resposta de Xac ao hospedeiro foi avaliada através da curva de crescimento dos

mutantes comparados a linhagem selvagem. Nesta avaliacdo, a taxa de crescimento foi

similar para todos os mutantes, na comparacao a linhagem selvagem de Xac (Figura 16).
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Figura 16. Curvas de crescimento em tecido foliar para as linhagens mutantes obtidas

no estudo e linhagem selvagem de Xac.

Com os sintomas visuais sendo avaliados aos 7 (Figura 17) e 14 dias (Figura 18)
apos as inoculagdes, ou mesmo apds 1 més (Figura 19), as lesdes em folhas da laranjeira
Baia, inoculadas com clones sitio-dirigidos e conduzidas sob condigdes de casa-de-
vegetacdo e em BOD (in vitro), ndo apresentaram altera¢do de patogenicidade (sintoma
visual) significativa quando comparadas as lesdes produzidas pela linhagem selvagem.
Ja as inoculagdes do mutante aleatério 30E9 provocaram alteracao de patogenicidade

(sintoma visual) significativa, quando comparadas a linhagem selvagem. Percebeu-se
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que, para o mutante 30E9, o surgimento da hipertrofia, que ¢ um dos principais
indicativos da lesdo de cancro citrico, ocorreu em momento posterior aquele observado
para a linhagem selvagem. Entretanto, os sintomas tornaram-se semelhantes ao longo do

desenvolvimento da leso.

Figura 17. Teste de patogenicidade em folhas da laranjeira Baia, realizado in vivo,

mostrando o resultado das infiltragdes com suspensdes dos mutantes a esquerda da
nervura central, e a direita a infiltracdo da linhagem selvagem, crescidos em meio de

cultura XVM2. 7 dias apos infiltracio.
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Figura 18. Teste de patogenicidade em folhas da laranjeira Baia, realizado in vitro,

mostrando o resultado das infiltragdes com suspensdes dos mutantes a esquerda da
nervura central, e a direita a infiltragdo da linhagem selvagem, crescidos em meio de

cultura XVM2, 14 dias ap6s infiltracdo.
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Figura 19. Teste de patogenicidade em folhas da laranjeira Baia, realizado in vitro,

observado em lupa com sistema de video acoplado, mostrando o resultado das
infiltragdes com suspensdes da linhagem selvagem, crescidos em meio de cultura

XVM2, em diferentes dias ap0s infiltragdo.
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5. DISCUSSAO

A metodologia de formagdo de colegdao de linhagens a partir do uso de
mutagénese por fransposons, ou seja, pela insercdo aleatéria de marca de selegdo no
genoma, como realizado neste estudo, mostrou-se capaz de produzir linhagens estaveis
de Xac, ou seja, com alteragdo genética permanente. Tal metodologia foi utilizada
satisfatoriamente para outros organismos também como parte de programa de genomica
funcional, a exemplo de estudos com as bactérias X. campestris pv. campestris (Qian et
al., 2005), X. campestris pv. campestris € X. oryzae pv. oryzae (Sun et al., 2003), X
fastidiosa (Guilhabert et al., 2001), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Kirchner et al., 2001) Leifsonia xyli subsp. xyli (Brumbley et al., 2004), Acinetobacter
baumannii (Dorsey et al., 2002), entre outros, que demonstraram a rapida identificagao
do gene afetado através do screening dos mutantes aleatérios como uma ferramenta
bastante promissora nesse tipo de abordagem (Coelho et al., 2000).

ApoOs insucesso de varias tentativas de mutagénese através da conjugagdo, a
analise molecular da viruléncia de duas importantes bactérias fitopatogénicas, X.
campestris pv. campestris € X. oryzae pv. oryzae, s6 foi possivel a partir da producdo de
mutantes aleatorios via transposon, o que permitiu a geragao de bibliotecas com 17000
e 18000 mutantes, respectivamente, por ser um sistema extremamente simples e
altamente eficiente (com mais de 10° transformantes/ pg de transposon utilizado) (Sun
et al., 2003).

Uma alta eficiéncia do sistema de mutagénese aleatoria de transposon também foi
obtida para C. michiganensis subsp. michiganensis com a inser¢ao do elemento 1S1409,
obtendo-se uma taxa de transformac¢ao de aproximadamente 5x10° transformantes/ ug de
DNA, o que gerou um banco de 8000 mutantes analisados e identificados com genes de
importancia relevante na interagao patégeno-hospedeiro (Kirchner et al., 2001).

O isolado X. campestris pv. campestris 8004, resistente a rifampicina e derivado
da linhagem X. campestris pv. campestris NCPPB 1145, teve seu genoma completo
seqiienciado, anotado e comparado com o isolado ATCC 33913 da mesma espécie (da
Silva et al., 2002). Tal estudo revelou a conservacdo dos genes que compde esses
genomas, através de uma biblioteca de mutantes obtidos por inser¢do aleatoria de
transposon em larga escala como previamente ja descrito, composta por 16512 clones,
com saturagdo de 97% do genoma (ou 4 vezes de cobertura do genoma) (Sun et al.,

2003).
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Estes dados reforcam a qualidade da biblioteca de mutantes obtidos nesse estudo e
a eficiéncia da metodologia usada para facilitar a identificacdo de genes relacionados a
patogenicidade, bem como para permitir a analise funcional do genoma de Xac.

Embora a busca de mutantes por interesse especifico dentro de uma populacao
possa ser extremamente trabalhosa se o fendtipo afetado pelo gene de interesse nao ¢
facilmente identificado (Alberts et al., 2002), a ferramenta utilizada no presente estudo
com Xac (mutagénese aleatoria) permitiu produzir, com consideravel velocidade,
linhagens que possibilitaram a investigagdo de caracteristica de dificil obtengdo por
outra forma, como a mutagénese direcional. Dentre os fatores que podem ter impedido
que esta selegdo identificasse maior numero de linhagens, com alteragdo significativa na
capacidade de degradar compostos celuldsicos, estd o nimero de colonias analisadas
(9423 linhagens).

Para selecionar uma linhagem com propriedade tdo especifica, uma biblioteca
ainda maior de mutantes deveria ser analisada. Existem métodos que podem auxiliar no
calculo do niimero de mutantes que devem ser produzidos para a cobertura do genoma
de determinada espécie, através do célculo da relacdo entre o numero de colonias
analisadas e a expectativa do sucesso para obtengdo de mutantes de interesse (Reetz,
2002). Considerando-se que o transposon fosse distribuido aleatoriamente no genoma
de um organismo qualquer, € com uma inser¢ao unica, sua probabilidade de ocorréncia
pode ser calculada pela formula: P = 1-(1-X/G)", onde “P” é a probabilidade de
identificar-se um transposon inserido no gene de interesse, “X” ¢ o comprimento do
gene, “G” ¢ o comprimento do genoma e “n” € o numero de transposons inseridos na
populacdo presente (Sun et al., 2003). Para se encontrar o gene de interesse, com 95%
de probabilidade, seria necessario uma biblioteca com 13254 clones. Como a proposta
inicial previa a sele¢do de mutantes a partir de biblioteca de 3000 mutantes aleatdrios (e
depois acrescida com 6423 mutantes), isso mostra que as chances de terem sido
encontrados todos os genes de interesse ndo foram totalmente exploradas neste estudo, o
que pressupde que novos genes ainda possam ser associados ao processo em questao.

Apesar de apenas um mutante com atividade diferenciada (30E9) ter sido
selecionado dentre aqueles gerados a partir de inser¢ao aleatéria de tramsposon,
acredita-se que com o refinamento do método de screening desenvolvido, para aumento
da precisdo na identificacdo visual de altera¢do em placa, serd possivel selecionar maior

numero de mutantes estaveis para a caracteristica estudada.
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Na mutagénese aleatoria de Xac o mutante selecionado (30E9) também foi
submetido a analise de Southern blot, confirmando a presenca do fransposon no genoma
da bactéria. Além disto, tal dado identifica também que houve inser¢do de apenas um
transposon no mutante, o que ja se verificou em outros organismos submetidos a
mesma técnica. Em X. fastidiosa, para confirmar o efeito da técnica, foram isolados dez
mutantes obtidos por insercdo de transposon e submetidos a anélise de Southern blot
usando o proprio cassete “<KAN-2>" como sonda. Os resultados indicaram que as
inser¢cdes ocorreram como eventos simples e independentes (Guilhabert et al., 2001). No
estudo da eficiéncia do sistema de mutagénese por framsposon realizado em X
campestris pv. campestris e X. oryzae pv. oryzae, o evento de mutagénese também foi
analisado por Southern blot mostrando que a quase totalidade dos clones testados
apresentaram a inser¢ado aleatoria unica do transposon (Sun et al. , 2003).

A técnica “TAIL-PCR” (Thermo Assimetric Interlaced-PCR) (Liu e Whittier,
1995; Liu et al., 1995) foi utilizada para identificar o sitio de integragdo do transposon e
foi comprovada a coeréncia entre o gene identificado e o evento bioldgico estudado. O
mutante obtido por inser¢ao aleatéria do transposon (30E9) representa a linhagem que
ndo ¢ capaz de produzir a proteina XpsD, codificada no operon xps. A proteina
estrutural estd localizada na “abertura” da maquinaria do sistema de secregdo do tipo II
e promove a interligagdo entre o citoplasma e o meio externo. Com o “desligamento”
deste gene, sugere-se que o sistema nao foi totalmente afetado, mas permitiu que
compostos ficassem restritos ao espaco periplasmatico.

Como o gene xpsD encontra-se no final do agrupamento génico, o seu nocaute
parece ndo ter promovido o desligamento de todo o sistema de secregao tipo Il de Xac.
Cabe lembrar que neste operon, e de forma geral em operons presentes em procariotos,
a transcrigdo de todos os seus genes ocorre no mRNA policistronico; por sua vez, estes
genes utilizam os mesmos elementos regulatérios, como promotores e terminadores
para todo o grupo. Enfim, supde-se que a mutagénese ocorrida no sistema foi apolar,
ndo modificando, assim, a transcricdo dos demais componentes do agrupamento.
Estudos indicaram que quando o gene xpsD presente no sistema de secrecao tipo Il foi
interrompido, enzimas extracelulares como poligalacturonato liase, alfa-amilase e
endoglucanase foram acumuladas no periplasma de X. campestris pv. campestris (Hu et
al., 1995). Nesse estudo, porém, buscou-se apenas a identificacdo do actimulo de
endoglucanase, mais especificamente de celulase, ndo sendo realizados testes para as

demais enzimas.
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A filtragem das suspensdes bacterianas cultivadas em meio liquido XVM2, o qual
induz a expressdo de genes hrp (“hypersensitive reaction and pathogenicity”)
comprovou que a (baixa) atividade CMCase do mutante 30E9 foi devida
exclusivamente ao contato da superficie da célula bacteriana com o substrato pois na
presenca de produtos secretados pela bactéria mutante e na auséncia de suas células ndo
houve degradacao do composto CMC.

O efeito incomum do desligamento do gene xpsD no atraso do surgimento de
hipertrofia do tecido infectado ndo tem registro na literatura, sobretudo porque este
sintoma tem sido altamente relacionado ao sistema de secrecdo do tipo III e suas
proteinas efetoras (Duan et al., 1999). Por outro lado, novas evidéncias indicam que
pode haver uma consideravel intera¢do entre os dois sistemas (II e III), a exemplo de X.
oryzae pv. oryzae, em que um regulador génico (HrpXo) do sistema de secre¢ao do tipo
III foi identificado também como regulador da secrecdo da enzima protease de cisteina,
que ¢ secretada pelo sistema de secrec¢ao do tipo II (Furutani et al., 2004).

O polimero carboximetilcelulose (CMC) ndo € transportado para o interior das
células devido ao seu alto peso molecular. Assim, células que produzem CMCase
(carboximetilcelulase) hidrolizam o CMC em placas de Petri e suas colonias podem ser
facilmente reconhecidas pelo halo de degradagdo que as cercam apds coloracdo com
corante Vermelho do Congo, pois o halo amarelo indica a hidrolise da celulose, uma
caracteristica das endoglucanases (Kim et al., 2000). Nesse estudo com Xac a
degradacao do composto em regides além do local da deposi¢cdo da coldnia evidenciou
que a bactéria ¢ realmente capaz de produzir endoglucanases e que estas sdo secretadas.

O fato da degradagdo de CMC em placas com agar, para o mutante 30E9, ter sido
muito “ténue” (isto €, com baixa intensidade de coloragdo) e ter ocorrido somente
abaixo da coldnia (auséncia de halo de degradacao além da coldnia), ao contrario do que
ocorreu para a linhagem selvagem e para os demais mutantes estudados, mostra que o
mecanismo ¢ limitado pela célula (Zorreguieta et al., 2000). Tal efeito também pode ser
indicado pela filtragem da suspensao bacteriana, isto ¢, a auséncia de células no meio de
cultivo com CMC e somente os compostos secretados: foi verificada a total auséncia de
halos formados a partir de areas com a presenca de enzimas degradadoras de celulose,
porém o mesmo nao ocorreu com as coldnias selvagens.

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que células de Xac sdo capazes de
hidrolisar compostos celuldsicos, ou seja, apresentam a capacidade de degradar celulose

do hospedeiro e esta propriedade pode atuar, de alguma forma, na adaptacdo do
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fitopatdégeno a planta de citros. Embora, estudos tenham sido realizados com outros
microrganismos (Chatterjee et al., 1995; Zorreguieta et al., 2000; Zhou e Ingram, 2000;
Spiridonov e Wilson, 2000; Chatterjee et al., 2002; Murashima et al., 2003), esta
descoberta ¢ inédita para Xac e compativel com a funcao que o sistema de secrecao tipo
IT exerce em outras bactérias, ou seja, a secrecdo extracelular de enzimas hidroliticas
(Ball et al., 1999; Hu et al., 2002). O alto grau de homologia verificado entre os genes
estudados neste ensaio e presentes em outras espécies de Xanthomonas demonstra a
relevancia de tal afirmacao (Tabela 5).

Percebe-se a alta homologia com a maioria das ORFs anotadas como diretamente
envolvidas na degradacdo de parede celular, o que indica que vérios dos genes
estudados sdo conservados no género e, assim, podem auxiliar na elucida¢do de
mecanismos moleculares relacionados a patogenicidade e ampliar as possibilidades para

possiveis redes de funcionamento celular de Xac.

Tabela 5. ORFs identificadas no genoma de Xac 306, anotadas como diretamente

envolvidas na degradagcdao de parede celular ¢ homologia com outras espécies de

Xanthomonas.
Xac X. campestris pv. X. oryzae pv. oryzae X. campestris pv.
vesicatoria campestris
XAC0028 78034015* 58579906 21110966
precursor de celulase celulase celulase
(5e-164)** (le-154) (2e-140)
XAC0029 78034017 58424499 21110968
precursor de celulase celulase celulase
(6e-175) (2e-162) (3e-139)
XAC0030 78034019 58424498 21110969
precursor de celulase celulase celulase
(0,0) (4e-179) (5e-148)
XAC0143 78034108 58579651 21111069
2-queto-3- 2-queto-3- 2-queto-3-
deoxigluconate quinase  deoxigluconato quinase  deoxigluconato quinase
(1e-140) (2e-139) (7e-137)
XAC0346 78034344 58424499 21110968
celulase celulase celulase
(0,0) (5e-07) (5e-07)
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XACO0612

XAC0661

XAC1770

XAC1793

XAC2373

XAC2374

XAC2522

XAC2986

XAC3076

XAC3516

XAC3562

XAC4231

78034656
precursor de
endoglucanase
extracelular
(0,0)
78034708
precursor de
poligalacturonase
(0,0)
78035788
celulase

(0,0)

78035809

precursor de glucano 1,4-
beta-glucosidase (0,0)

78036555
pectato liase
(0,0)

78036557
precursor de
poligalacturonase
(0,0)

78036690

precursor de celulase

(0,0)

78037118

precursor de pectato liase

(4e-161)

78037197
precursor de beta-

glucosidase
(0,0)

78037627

precursor de celulase

(2e-104)

78037673

precursor de pectato liase

(2e-179)

78038323
precursor de beta-
glucosidase

58428236
celulase
(0,0)

58582322
poligalacturonase
(7e-51)

84623895
glucano 1,4-beta-
glucosidase

(0,0)

58582322
poligalacturonase
(0,0)

84623339
glucano 1,4-beta-

glucosidase
(0,0)

58580444
pectato liase
(2e-149)

58584046

glucano 1,4-beta-
glucosidase
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21114805
celulase
(2e-22)

21114720

endopoligalacturonase

(0,0)

21112845
celulase
(0,0)

77747847
glucano 1,4-beta-
glucosidase

(0,0)

21111648
pectato liase
(2e-09)

21113405
poligalacturonase
(0,0)

6572464
endo-1,4-beta-D-
glucanase

(0,0)

21114006
pectato liase II
(3e-180)

21114093
glucano 1,4-beta-

glucosidase
(0,0)

21111648
pectato liase
(8e-170)

21115383
glucano 1,4-beta-
glucosidase



(0,0) (0,0) (0,0)

XAC3534 365389 6176558 636062
XpsD XpsD XpsD
(0,0) (0,0) (0,0)

(*) Codigo de identificagdo no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)

(**) E-value

Seqiiéncias génicas identificadas no genoma de X. fastidiosa e possivelmente
envolvidas na hidrolise da celulose e relacionadas a patogenicidade, viruléncia e
adaptacdo apresentam homologia com seqiiéncias de Xac (XAC0030, XAC0612,
XAC2374 e XAC3076): Xf — 2708 (endo-1,4-beta-glucanase); Xf — 1267 (1,4-beta-
cellobiosidase); Xf — 0818 (endo-1,4-beta-glucanase); Xf — 0810 (precursor de
endoglucanase extracellular); Xt — 2466 (precursor de poligalacturonase); Xt — 0845
(hidrolase da familia 3-glicoside). Essa similaridade poderia ser associada a
proximidade evolutiva de ambas (Weels et al., 1987), sobretudo por serem bactérias
fitopatogénicas que atuam sobre o mesmo hospedeiro.

Estudos sobre a fun¢do das seqiiéncias génicas Xf — 0810, Xf— 0818 e Xf — 2708
de X. fastidiosa através da expressao heterdloga em E. coli e, através de ensaios
enzimaticos, demonstraram experimentalmente que as proteinas codificadas por estes
genes apresentam atividade celulasica (endoglucanase) (Wulff, 2002). Dentre as trés, a
seqliéncia Xt — 0810 foi a que demonstrou atividade sobre maior gama de substratos,
favorecendo seu posterior estudo na busca de seu possivel envolvimento na degradagao
de fibras de celulose presentes nas membranas dos vasos pontuados do xilema de
plantas de citros, comprovando que a degradacdo desta membrana permitiria a
movimentagdo de células bacterianas entre os vasos do xilema, o que ¢ determinante
para o desenvolvimento dos sintomas da CVC (Cavalcanti, 2005).

As celulases Xf— 0818 (3e-147) e Xf — 0810 (8e-50) sdo similares a engXCA de
X. campestris pv. campestris (P19487), uma endoglucanase que exerce pequena fun¢ao
nos primeiros estagios da patogenicidade em nabo e rabanete (Gough et al., 1988;
Gough et al., 1990) e corresponde a linhagem 306 AXAC0612. Enquanto que a celulase
Xf — 2708 (3e-104) ¢ similar ao gene egl (celulase), correspondendo a linhagem
306AXAC0030. Por outro lado, a linhagem 306AXAC2374, similar a linhagem Xf —

2466 (2e-141), e que representa o gene pgl/A, uma poligalacturonase, apresentou
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alteracdo no halo de degrada¢ao do composto CMC em placa. Esta tltima, porém, nao
foi abordada por Wulff (2002) no estudo com X. fastidiosa.

A linhagem 306AXAC2374, além de apresentar homologia com Xf — 2466,
apresenta também homologia com outras poligalacturonases do género Xanthomonas:
XCV2571 (precursora de poligalacturonase de X. campestris pv. vesicatoria), XCC2266
(poligalacturonase de X. campestris pv. campestris) e X002699 (poligalacturonase de
X. oryzae pv. oryzae). Entretanto, ndo ha relatos da participacdo direta de
poligalacturonases no processo de danos ao tecido vegetal durante o processo de
infeccdo baceriana. A poligalacturonase catalisa a hidrolise das ligagdes 3 1-4 entre os
residuos de acido galacturonico da cadeia de pectina (Fischer e Bennett, 1991). Sua
atividade tem sido identificada em varios frutos durante o amadurecimento, € se
correlaciona com aumento de pectinas soliveis e amaciamento durante o
amadurecimento (Ahrens e Huber, 1990). Dessa forma, assim como a celulase ¢ a
hemicelulase (xilanase), a poligalacturonase pertence ao grupo de enzimas hidroliticas
de “maceracao” de tecido vegetal, ou seja, a destrui¢ao massiva do conjunto de células
(Resende et al., 2004).

O outro mutante que apresentou alteragdo na degradacdo do composto CMC em
placa corresponde a linhagem 306AXAC4231, a qual apresenta homologia com
XCV4337 beta-glucosidase de X. campestris pv. vesicatoria str. 85-10, X0O04423
glucano 1,4-beta-glucosidase de X. oryzae pv. oryzae KACC10331 e XCC4106 glucano
1,4-beta-glucosidase de X. campestris pv. campestris str. ATCC 33913. A enzima beta-
glucosidase catalisa a hidrolise de residuos terminais ndo redutores nos beta-D-
glucosideos com liberacdo de beta-glucose, enquanto a glucano 1,4-beta-glucosidase ¢
uma exoenzima com especificidade para hidrolizar ligagcdes 1,4-beta-glucosidicas de
1,4-beta-D-glucanos resultando na remog¢do sucessiva de unidades de glucose. Ambas
pertencem a familia de glicosidases, que hidrolizam celulose cristalina em moléculas de
acucar soluvel. Nesta familia, hd uma variedade de subtipos de enzimas com diferentes
especificidades de substratos, que devem trabalhar juntas para efetuar a hidrolise
completa de celulose e se encontram em estruturas chamadas celulossomas (Park et al.,
2001).

Este estudo considerou indiscriminadamente todas as ORFs que apresentaram
homologia com genes que codificam para proteinas associadas, de alguma forma, a
degradagcdo de parede celular em outros organismos, tais como endoglucanases,

celulases, poligalacturonases, glicohidrolases, pectato liases, precursores de glicanases e
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glicosidases. Além disso, ORFs que apresentaram baixa homologia com tais enzimas e
mesmo ORFs com indicacao de “erro de leitura”, como delecdes.

Como a selecao inicial de ORFs do estudo para mutagénese direcional foi baseada
em processo de anotacdo automatica e manual, esta investigacdo pode ter envolvido
ORFs que foram eventualmente resultantes de interpretacdo equivocada durante o
processo de anotacdo, e incluidas na categoria em questdo, ou seja, seqiiéncias
falsamente relacionadas a degradacdo ou excluidos genes que, verdadeiramente,
desempenham tal funcdo. Por outro lado, como ndo apresentam resultado experimental,
podem atuar de forma critica no processo, o que ¢ de suma importancia para o
entendimento de uma doenga, auxiliando no estudo da colonizacdo do hospedeiro
(Brumbley et al., 2004; Cho et al., 2006).

Em Erwinia, as enzimas que degradam a parede celular de plantas correspondem a
uma producao de altos niveis de diversas exoenzimas, incluindo pectinases, celulases e
proteases, que além de degradar a parede celular liberam nutrientes para possibilitar o
crescimento da bactéria, a qual apresenta necessidades varidveis de exoenzimas
dependendo da espécie e subespécie (Barras et al., 1994; Pérombelon, 2002; Py et al.,
1998; Thomson et al., 1999).

Dentre os genes com acdo comprovada no presente estudo em Xac para a
degradacdo de CMC, o gene egl (XAC0028) apresenta homologia com a endoglucanase
CelZ presente em E. chrysanthemi, maior responsavel pela hidrélise da
carboximetilcelulase (Zhou e Ingram, 2000), enquanto que o outro homodlogo, eg/
(XAC0029), apresenta semelhanga com X. campestris pv. vesicatoria, X. oryzae pv.
oryzae ¢ X. campestris pv. campestris. Em E. chrysanthemi as duas endoglucanases
(CelZ e CelY) sao produzidas e afetam sinergicamente a hidrolise de CMC e de amoérfos
de celulose (Zhou e Ingram, 2000).

De forma geral, as linhagens de Xac originadas da mutagénese direcionada ndo
produziram alteragdes visualmente drasticas na degradacdo de CMC, ou seja, auséncia
total do halo, em oposi¢ao a o que ocorre com E. chrysanthemi (Zhou et al., 2001), que
tem nas enzimas CelZ e CelY a totalidade da degradacdo de celulose, com 95% e 5%,
respectivamente, da atividade de CMCase. Esse estudo sugere que em Xac o evento nao
¢ resultante de apenas um, mas de pelo menos cinco genes.

Curiosamente, embora em E. chrysanthemi a enzima CelZ seja o principal
componente da degradagdo de celulose, a maior semelhanca com Xac, dentre aqueles

genes mutados direcionalmente e que evidenciaram alteragdo na caracteristica estudada,

61



foi verificada entre a seqiliéncia da enzima CelY, de menor atividade naquele organismo
(Zhou & Ingram, 2001), e o gene bcsZ ou a linhagem 306.AXAC3516.

Estudo realizado com Xac e uso do meio XVM2 (Astua-Monge et al., 2005)
demonstrou, dentre varios genes de patogenicidade expressos, a expressao destes dois
genes (XAC0028 e XAC0029) e do gene XAC2373, que estao fortemente relacionados
a enzimas degradadoras de parede celular. O mesmo estudo sugere que um sistema
sinalizador alternativo possa existir regulando tais enzimas em Xac. Por outro lado,
sabe-se que a biossintese de polimeros extracelulares em R. solanacearum e em X.
campestris pv. campestris ¢ ativada em estadios tardios da infecgdo, o que poderia
relacionar-se com a aderéncia da bactéria na superficie da célula vegetal, liberando
enzimas que degradam polissacarideos da parede, promovendo o estabelecimento de
agregados, aumentando a habilidade da bactéria em utilizar nutrientes da planta como
fonte de energia e ativando o proprio funcionamento do sistema de secrecao tipo III.

O aumento da atividade de CelZ no substrato modificado por CelY ¢
provavelmente o resultado do incremento na taxa de producdo de substratos menores e
rapidamente difusiveis. Funcionalmente, CelZ (E. chrysanthemi) e Xf — 0818
apresentam similaridades, embora nao tenha sido observado sinergia entre as celulases
de X. fastidiosa (Wulff, 2002).

Tais fatos sugerem que também em Xac a acdo de degradagdo pode,
eventualmente, estar associada a poucas enzimas. Além disso, a sintomatologia
associada a formagdo das doencas causadas por estes dois patogenos (Erwinia spp. €
Xac) ¢ extremamente diferenciada. Enquanto plantas afetadas por Erwinia promovem a
“maceracdo” drastica do tecido, o que caracteriza o principal mecanismo utilizado por
este género de fitopatogenos (Toth et al., 2003), o cancro citrico se apresenta com a
ocorréncia de lesdes pontuais.

Por outro lado, mesmo essas celulases de Erwinia (CelZ e CelY), ao contrario de
suas pectinases, parecem desempenhar papel menor na patogenicidade. Foi
demonstrado que em E. chrysanthemi diferentes pectinases foram requeridas para
viruléncia em diferentes hospedeiros: uma mutacao no gene pelD (uma das pectinases
envolvidas com patogenicidade) reduziu a viruléncia em folhas de chicoria, mas ndo em
tubérculos de batata, enquanto que uma muta¢do no gene pel/E aumentou a viruléncia
em ambos os hospedeiros (Beaulieu et al., 1993; Toth et al., 2003).

Dessa forma, embora o genoma completo de Xac tenha permitido a identificacao

de informagdes genéticas para a exploracao de suas caracteristicas biologicas, fungdes
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de seqliéncias importantes que codificam para proteinas precisam ser designadas, assim
como grande nimero de genes, incluindo determinantes de viruléncia, até entdo ndo
definidos experimentalmente. Em suma, este estudo demonstra experimentalmente que
a bactéria Xac ¢ capaz de degradar composto celuldsico. Além disso, pelo menos cinco
de seus genes, ou seja, as linhagens 306 AXAC0028, 306:AXAC0029, 306 AXAC2374,
306AXAC3516 e 306AXAC4231, sdo diretamente ligados a esta degradagdo e que o
operon xps, do sistema de secrecao do tipo II, participa deste processo, embora ndo haja
efeito drastico destes genes na capacidade do patdégeno em causar a doenga na planta

hospedeira.
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6. CONCLUSOES

&, As metodologias de formagdo de mutantes através da mutagénese dirigida e
mutagénese por transposons mostraram-se capazes de produzir linhagens
estaveis de Xac, ou seja, com alteragdo genética permanente.

%. A proteina XpsD, codificada no operon xps e presente no genoma da bactéria, ¢
funcional.

&, Células de Xac sdo capazes de hidrolisar compostos celulosicos, ou seja,
apresentam a atividade de celulases, capazes de degradar celulose do hospedeiro.

%. Pelo menos cinco genes de Xac estdo diretamente ligados a degradacdao de
composto  celulosico: as linhagens 306AXAC0028, 306AXAC0029,
306AXAC2374, 306AXAC3516 e 306 AXAC4231.
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APENDICE

Meio Agar Nutriente — (s6lido)
5,0g de Peptona

3,0g de Extrato de carne

1,0g de NaCl

18,0g de Agar

1 L de H,O Milli-Q gsp

Autoclavar

Meio “CMC” — (sélido)
5,0g de CMC

1,0g deNaNO;

1,0g de K;HPO4

1,0g de KC1

0,5g de MgSO;4

0,5g de Extrato de levedura
1,0g de Glicose

17,0g de Agar

1 L de H,O Milli-Q gsp

Autoclavar

Meio NB — (liquido)
5,0g de Peptona

3,0g de Extrato de carne
2,0g de K,HPO4

0,5g de KH,PO4

1 L de H,O Milli-Q gsp

Ajustar o pH para 7,2 e autoclavar.
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Meio NBY — (solido)

5,0g de Peptona

3,0g de Extrato de carne
2,0g de Extrato de levedura
2,0g de K,HPO4

0,5g de KH,PO4

15,0g de Agar

1 L de H,O Milli-Q gsp

Ajustar o pH para 7,2 e autoclavar.

Meio LB — (liquido)

10,0g deTriptona

5,0g de Extrato de levedura

10,0g de NaCl

1 L de H,O Milli-Q gsp

Ajustar o pH para 7,0 e autoclavar (estoque 4 °C)

Meio XVM2 - (liquido)
1,16g de NaCl

1,32g de (NH4)2SO4

1,23g de Mg SO4

0,147g de CaCl,

0,028g de KH,PO4

0,043g de K,HPO4

0,0027g de FeSO4

1,8g de Frutose

3,42g de Sacarose

0,03% de Acido de Casamino
1 L de H,O Milli-Q gsp
Ajustar o pH para 6,7 e autoclavar (estoque 4 °C)
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Meio SOC — (liquido)
Meio SOB

20,0g de Triptona

5,0g de Extrato de levedura
0,5g de NaCl

950mL H,0O Milli-Q

Adicionar a essa solucao 10mL de KCl 250mM (1,86g de KCl em 100mL de H,O),
ajustar o pH para 7,0; completar para 1L e autoclavar. Pouco antes de usar, adicionar 5
mL de MgCl, 2M (19g de MgCl, em 90mL de H,O; ajustar para 100mL e autoclavar).
Deixar o SOB esfriar e adicionar 20 mL de solugdao 1M de glicose estéril (18g em 90mL

de H,O destilada, ajustar para 100mL, esterilizacgdo por filtracdo).
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EZ::TN™ <KAN-2> Transposon

{1221 bp.)
Ava ll 1122
BamH | 1158
Xbha | 1165
Neil 442 SE,IAL.HTwz
Ssp | 494 Hinc Il 1173
EspH 1 87 Fiu | 569 Psil 1184
Xho | 167 Hae | B56 S,tlﬁflﬂa?
l |
ME R
— ATG A TAA _..#ME
KAN-2 RE.1 138 853 KANG2 FPui
$ar 11271151
} 100 £00 300 400 500 |00 TO0 BOO
L L 1 " L 4 1 . 1

: ; 00 1000 1100
L A I

1221
PR N

Note: Mot all restriction enzymes that cut only once are indicated above.

See the following pages for further inforrmation.
Primers are not drawn b scale,

Figura 1A. Representagdao esquematica do cassete de marca de selecdo do transposon

EZ::TN <KAN-2> presente no complexo que compreende também associagdo com a

enzima “EZ::TN transposase” (Epicentre Technologies, Madison, Wis.).
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Figura 2A. Gel de agarose a 0,8% com os fragmentos amplificados de ORFs anotadas
como para ‘“degradacdo de parede celular”. A. M: Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1:
XAC0028; 2: XAC0029; 3: XAC0030; 4: XACO0168; 5: XAC2986; 6: XAC3076; 7:
XAC3516; 8: XAC3562; B. M: Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1: XAC0612; 2 e 3:
XAC0661; 4: XAC2522; C. M: Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1: XAC4231; D. M:
Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1: DNA de lambda (10 ng); 2: XAC0143; 3: XAC0346;
4: XAC1770; 5: XAC1793; 6: XAC2373; 7: XAC3076.

M12345 6 M

Figura 3A. Gel de agarose (0,8%) com os fragmentos (amplificados/digeridos) de
ORFs anotadas como para “degradagao de parede celular”. A. M: Marcador 1 Kb Plus
DNA; 1: amplicon de XAC0612; 2: amplicon de XAC0612 digerido com EcoRI; 3:
amplicon de XAC2522; 4: amplicon de XAC2522 digerido com Pstl; 5: amplicon de
XAC3516; 6: amplicon de XAC3516 digerido com Sall; M: Marcador 1 Kb Plus DNA;
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B. M: Marcador 1 Kb Plus DNA; 1: DNA de lambda (10ng); 2: DNA de lambda (50ng);
3: amplicon de XAC2374; 4: amplicon de XAC2374 digerido com Smal.

Figura 4A. Mapa do plasmideo pCR*2.1-TOPO.
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Figura 5A. Gel de agarose (0,8%) da minipreparacdo de DNA dos fragmentos sub-
clonados no plasmideo pCR*2.1-TOPO de ORFs anotadas como para “degradacio de
parede celular”. M: Marcador 1 Kb Plus DNA; 1: DNA de lambda (10ng); 2:
XAC0028; 3: XAC0029; 4: XAC0030; 5: XACO0143; 6: XACO0168; 7: XAC0346; 8:
XAC0661; 9: XAC1770; 10: XAC1793; 11: XAC2373; 12: XAC2986; 13: XAC3076;
14: XAC3562; 15: XAC4231.
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Figura 6A. Gel de agarose (0,8%) com amostras de minipreparacdo de alguns dos
fragmentos sub-clonados no plasmideo pCR®2.1-TOPO clivados com a endonuclease
de restricdo EcoRI. A. M: Marcador 1 Kb Plus DNA; 1, 2 e 3: 10uL 0030; B. M:
Marcador 1 Kb Plus DNA; 1 e 2: 10uL XAC1770; C. M: Marcador 1 Kb Plus DNA; 1
e 2: 10pL XAC4231.

Apall

Figura 7A. Mapa fisico dos vetores pK*mobGIl. O asterisco simboliza que tal

construgao representa tanto o plasmideo 18 quanto o 19.
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Figura 8A. Gel de agarose (0,8%) com DNA do plasmideo pkl18mobGUSII. A. M:
Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1: DNA de lambda (10ng); 2 e 3: DNA plasmidial. B. M:
Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1: DNA de lambda (5ng); 2: DNA de lambda (10ng); 3:
DNA plasmidial purificado, quantificado e clivado pela enzima de restricdo EcoRI; C.
M: Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1: DNA plasmidial purificado, quantificado e clivado
pela enzima de restrigdo PstI; 2: DNA plasmidial purificado, quantificado e clivado pela
enzima de restricdo Sa/l; D. M: Marcador de DNA 1 Kb Plus; 1 e 2: DNA plasmidial

purificado, quantificado e clivado pela enzima de restricdo Smal.
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Figura 9A. Gel de agarose (0,8%) do miniprepara¢do de DNA dos fragmentos clonados
no plasmideo pkl18mobGUSII. A. M: Marcador 1 Kb Plus DNA; 1: XAC0030, 2:
XACO0143, 3: XAC2373, 4: XAC2522, 5: XAC1770, 6: XAC3076; B. M: Marcador 1
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Kb Plus DNA, 1: DNA de lambda (10ng); 2: DNA de lambda (50ng); 3: XAC0028, 4:
XAC0029, 5: XACO0168, 6: XAC0661, 7: XAC1793, 8: XAC2374; C. M: Marcador 1
Kb Plus DNA; 1: DNA de lambda (50ng), 2: XAC3516, 3: XAC3562, 4: XAC4231; D.
M: Marcador 1 Kb Plus DNA; 1: XAC0346; 2: XAC0612; 3: XAC2986.
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