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RESUMO

Xylella fastidiosa (Xf) é uma bactéria Gram-negativa, limitada ao xilefitapatogénica,

causadora de vérias doengas de grande importararidmica, entre elas a Clorose Variegada
de Citrus (CVC). A interagdo planta-patdégeno atigaplanta mecanismos de defesa, entre
eles a explosao oxidativa, na qual sdo produzisiaéoges reativas de oxigénio (ERO) como o

O, (radical anion superéxido),.B. (peréxido de hidrogénio) e H@radical hidroxil). Por
sua vez, a bactéria, ao sofrer esse estresseivgjd#tsencadeia uma rede de sinalizagdo que
leva a producdo de um conjunto de enzimas parxifleaw essas espécies, para que o
processo de infeccdo e colonizagédo obtenha sudeaspanalise global de expresséo génica,
a ferramenta mais utilizada é hibridagdo competigvn microarranjos de DNA, e nosso
laboratério desenvolveu um chip com 2200 ORF'Xylella fastidiosa, que foi utilizado para
avaliar a modulagéo da expressao génicxfd®mb condigbes de estresse oxidativo induzido
por Paraquat®. Um resultado interessante foi adivade genes caracterizados como fatores
de viruléncia, o que poderia estabelecer uma @urelacdo entre o mecanismo de defesa das
plantas e o desencadeamento da ativacdo dos nmacande patogenicidade por parte da
bactéria, principalmente genes que codificam adssiQutro resultado interessante foi o fato
dos genessf, ahpC, ahpF (que apresentaram-se superexpressos) e o prégutador OxyR
localizarem-se colinearmente no genomaxtieUma melhor avaliacdo da regido promotora
destes genes podera nos auxiliar a encontrar elemeontroladores da transcricao ¥mo

gue serd muito util para futuros estudos funcionais

Palavras-chave:interac@o planta-patdgeno, espécies reativasigérog, microarranjo.



ABSTRACT

Xylella fastidiosa (Xf) is a Gram-negative bacterium, xylem-limited, thrdiécts a broad range
of plants and causes economically important diseaseluding Citrus Variegated Chlorosis
(CVC). The interaction plant-pathogen actives ttenpdefense mechanisms, between them
there is the “oxidative burst”, in which reactiveygen species (ROS), as the @superoxide
radical), HO, (hydrogen peroxide) and HGhydroxyl radical) are produced. In response to
this oxidative stress, the bacterium triggers aaigg network that induces the production of
a set of enzymes to detoxific these species, ieraal the process of settling and infection
gets success. For global analysis of genic exmmessine most used tool is the competitive
hybridization in DNA microarray. In our laboratoiywas developed a chip with 2200 ORF's
of the Xf, which was used to evaluate the modulation ofgleic expression oXf under
conditions of oxidative stress induced for Paragudtn interesting result was the activation
of virulence factors characterized genes, whicHdestablish a curious relation between the
plant defense mechanisms and the activation of pdwhogenicity mechanisms by the
bacterium, mainly genes that codify adhesins. Amoihteresting result was the fact that
genes thénsf, ahpC, ahpF (that had been presented up-regulated) and th&® @egulator are
situated side by side on the genom&bfA better evaluation of the promoter region ofséhe
genes could be interesting to find controlling edes of the transcription Xf, what will be
very useful for future functional studies.

Keywords: interaction plant-pathogen, reactive oxygen sggecrgcroarray.
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1 Introducéao

1.1 Xylella fastidiosa e a Clorose Variegada de Citrus

Xylella fastidiosa (Xf) € uma bactéria Gram-negativa, limitada ao xileaflagelada,
possui forma de bastonete, ndo forma esporos,ginaptada, ndo fermentativa, ndo movel,

aerbbica estrita, ndo halofitica, mede 0,1 ajvbx 1 a 5um, tem habito nutricional

fastidioso e o pH e temperatura 6timos de cresdimngariam entre 6,5-6,9 e 26-28°C
respectivamente (WELL& al., 1987) (Figura 1).

Figura 1: Microscopia eletrbnica deXylella fastidiosa nos vasos do xilema de laranjeira
(FUNDECITRUS, 2007).

Xf é considerada espécie Unica do géneytella, grupo Xanthomonas, familia
Lysobacteriaceae, ordemLysobacteriales, subdivisdo gamma das eubactérias. Anteriormente,
Xf era associada com a familRickettsiaceae, devido a semelhanca morfolégica e
requerimentos nutricionais. Os resultados dos esta@ hibridacdes de DNA e andlise de
sequéncias de 16S rRNA, determinaram similaridadesubgrupo gamma das eubactérias,
qgue inclui os fitopatégenos do géneXanthomonas excluindo, deste modo, qualquer
relacionamento conRickettsiaceae. Entretanto, diferencas genotipicas e fenotipieas
relacdo as espécies do génelanthomonas, permitiram sua classificacdo em um género
separado. Foi proposto entdo o noyiella fastidiosa para estabelecer um novo género, com

uma unica espécie incluindo todos as cepas derlzec@ram-negativas fastidiosas limitadas
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ao xilema (XLB ou FXLB) (WELLSet al., 1987; HOPKINS, 1989; PURCELL & HOPKINS,
1996).

Xf foi o primeiro microrganismo fitopatogénico a teeu genoma totalmente
sequenciado devido a sua importancia, pois eleacdoengcas em uma grande variedade de
plantas como videira, pessegueiro, cafeeiro, armaixranjeira, plantas ornamentais entre
outras. E transmitida por enxertos contaminadospou insetos vetores, da subfamilia
Cicadellinae e Cercopidae, conhecidos popularmzmte cigarrinhas, que se alimentam da
seiva do xilema. (HOPKINS, 1989; SIMPS@Nal., 2000; COLETTA-FILHOet al., 2001,
BUZKAN et al., 2005).

No Brasil, axf foi identificada em 1987 em pomares do Trianguioé¥fo e do Norte
e Noroeste de S&o Paulo, sendo responsavel pordama@oencas economicamente mais
importante, a Clorose Variegada de Citrus (CVQOpké@m conhecida popularmente como
amarelinho (Llet al., 2003). O Brasil € o maior produtor de laranja dmdo atendendo a
maioria do mercado internacional de sucos concdosraViais de 80% da producdo vem do
Estado de Sao Paulo, onde essa atividade gerailB@emde empregos e mais de 1,5 bilhdo
de délares por ano, sendo que cerca de 90% dosrg®mi@ Sdo Paulo estdo afetados pela
CVC (ARAUJOet al., 2002).

Os sintomas da doenca sdo causados pela ocluséaaradevido a formacédo de
biofilme, goma, tilose e matriz exopolimérica, Irta ao estresse hidrico (MARQUESA .,
2002; de SOUZAet al., 2005a). Os primeiros sintomas aparecem nas falhasopa como
pequenas manchas amareladas na parte ventralhdaefdésdes de cor palha na parte dorsal
das folhas, com consequente desfolha dos ramosattassda planta, locais mais atacados
pelas cigarrinhas. Os frutos se tornam duros, pexgjequeimados de sol, amadurecem
precocemente e perdem seu valor comercial (wwwefcitrdis.com.br) (Figura 2).

Figura 2: Folhas e frutos apresentando sintomas de CVC (FE@IDRUS, 2007).
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As estratégias de manejo utilizadas para contral€€dC sdo: selecdo das mudas,
controle do vetor, poda de ramos com sintomasaisi@m plantas com mais de dois anos e
erradicacao de plantas abaixo dessa idade. Dedife @9%undo de Defesa da Citricultura
(FUNDECITRUS) realiza anualmente um levantamenta petratar a incidéncia de CVC nas
guatro principais variedades de laranja (Péra Yat&ncia, Natal e Hamlin) dentro do estado
de S&o Paulo. O levantamento é realizado nos nmpsesntecedem a colheita (Junho a
Agosto) e séo consideradas as zonas Norte, Nord@sste, Centro e Sul do estado, sendo

gue a CVC permanece estavel nos ultimos trés &gsra 3).

45 - 43.56 4384 43.28

29 +

INTENSIDADE (%)

1096 1997 1908 19990 2000 2001 2002 2003 Z004 2005
ANOS

Figura 3: Incidéncia de CVC nas principais variedades danjar dentro do estado de S&o Paulo
(FUNDECITRUS, 2007).
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1.2 Interacao planta - patégeno

As plantas sdo exploradas como fonte de alimeratorigo por varios parasitas, tais
como virus, bactérias, fungos, nematoides, insetosutras plantas (MCDOWELL &
DANGL, 2000). Existe uma grande diversidade de onganismos, que habitam nas plantas
interna e externamente, podendo interagir enteeceim o hospedeiro. Esses microrganismos
sdo chamados endofiticos quando habitam o intedsr plantas sem causar-lhes nenhum
dano e epifiticos quando habitam o seu extericdepotambém se originar e multiplicar-se
em locais externos da planta e depois se moverenra partes internas e vice-versa
(SABARATNAM & BEATTIE, 2003).

Microrganismos epifiticos enfrentam variacfes amtais, enquanto os endofiticos
enfrentam as respostas de defesa da planta, quedsé@alas pela invasdo microbiana, sendo
gue 0s microrganismos que causam doencas sao cbsuaegbatogénicos. A interacdo entre
esses microrganismos favorece o uso dos ndo patogéoomo agentes de biocontrole.
Diversos estudos tém mostrado que esses microngasigodem ter a capacidade de
controlar patdégenos, insetos e nematoides, podeadelerar o crescimento e o
desenvolvimento da planta (ARAUJ@ al., 2002; SABARATNAM & BEATTIE, 2003;
LACAVA et al., 2004).

Por ndo possuirem um sistema imune adaptado citeulpara protegé-las de
patdgenos e/ou, para sobreviver a agressdes Bi@iebidticas, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa que sé@o constitutivos ou idwhizA adaptacdo e resisténcia séo
ocasionadas por alteracdes no metabolismo da ofdgktal, através da sintese de proteinas
de defesa expressas por genes especificos, atipadavecanismos complexos, de forma
direta (combatendo o agente agressor) ou indirgtsérvando a estrutura e as fungdes
celulares) (MCDOWELL & DANGL, 2000).

A interacdo planta-patogeno é chamada compativahdp ocorre a doenca e
incompativel se a planta resiste a agressédo. Omseva de defesa s6 é acionado se a planta
reconhecer a presencga do agressor. Isso acontegésatle interagdes receptor-indutor nas
guais os genes de Avirulénciav() do patdgeno interagem com genes de resistéREido(
hospedeiro e acionam sinais que ativam, no nucéecétllla, os genes responsaveis pela
defesa. Os indutores incluem proteinas, glicopmateiglicanos lipidios e moléculas sintéticas
(ODJAKOVA & HADJIIVANOVA, 2001; BRUGGEREet al., 2006; DODDSt al., 2006).
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Esse sistema de interacdo receptor-indutor foiqetmppor Harold H. Flor em 1942,
gue o identificou como sistema de reconhecimentee-gegene, com interacdo especifica.
Uma planta com o geriereconhece um patégeno com o gAmecorrespondente, a presenca
do geneAvr torna o patégeno ndo virulento se a planta tivgemeR correspondente. Se o
gene correspondente ndo existe na planta ou ndeapatogénico, ndo ha reconhecimento

nem resisténcia e assim doenca se manifesta (Fgura

£ - {:I +H o @' —* Defanses are
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TRENDS in Hintechnalogy

Figura 4: Interagéo entre a proteina Avr do patégeno e &im@ R da planta. O patdgeno (cinza) liga-
se a uma célula da planta e expressa um conjuntootisinas (vermelhas). Estas proteinas sao teautEs para
dentro das células da planta e seus alvos sdootanas do hospedeiro que controlam a respostefdsa]
metabolismo ou outros processos da planta quenafatairuléncia do patdégeno (verdes). (a) As céldas
planta ndo expressam proteinas R que sdo capazesadecer a proteina do patdgeno e a planta ed@®c
Interacéo receptor-indutor, onde a proteina Rdga proteina Avr do patégeno ativando uma redelesa de
transducédo de sinal que desencadeia a resposefetad(c) A proteina R detecta uma proteina noediéi do
proprio hospedeiro (estrela vermelha) talvez como aomplexo que se liga a proteina Avr do patdégeno
(MCDOWELL & WOFFENDEM, 2003, adaptado).

O sistema de reconhecimento envolvendo produtosgdnesR e Avr desencadeia
respostas de defesa do hospedeiro, sendo que ussasdeespostas € a Resposta
Hipersensitiva (RH) que é ativada no ponto ondereca agresséo e resulta na morte celular
programada das células situadas no local do coetdie planta e o agressor, o patdgeno fica
confinado na lesdo necrética impedindo assim que ievada as células vizinhas
(ODJAKOVA & HADJIIVANOVA, 2001; DODDSet al., 2006).
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Entre as caracteristicas da RH estdo o aumenidorap transitério de agentes
oxidantes, o fluxo de ions através das membrarakess, a destruicdo de compartimentos,
refor¢co das paredes celulares por deposicao éibigaqgizada de polissacarideos, proteinas,
glicoproteinas e fendlicos insolaveis, sintese dealkxinas, peptideos e proteinas
relacionadas a patogénese, conhecidas como PR ((IDJA & HADJIIVANOVA, 2001;
DODDSet al., 2006).

Outra resposta de defesa é a Resisténcia Sisté&dmairida (RSA), desencadeada
pela RH como um segundo sistema de defesa, quévern&lulas vizinhas ndo infectadas e
mantém a planta protegida contra ataques subsegiEDJAKOVA & HADJIIVANOVA,
2001; DODDet al., 20086).

Os produtos dos gendsr sao inseridos nas células do hospedeiro atravéstona
de secrecdo tipo Ill. Enxf ndo foram encontrados genes que codificam proteinas
similaridades significativas as varias sequénciasgenesAvr, embora haja uma grande
variabilidade desses genes. Isto sugere Xfuedo necessita desses genes, talvez porque o
inseto vetor inocule a bactéria diretamente noes/de xilema (SIMPSONst al., 2000).

Sistema de secrecdo tipo Il funciona injetandotoeés de patogenicidade e/ou
viruléncia diretamente no citoplasma das célulapédeiras, os quais podem agir suprimindo
respostas de defesa da planta, favorecendo o d#gemnto das doencas ou promovendo a
liberacdo de nutrientes da célula vegetal. Em algasos, esses efetores secretados podem
ser reconhecidos pela planta e dispararem o sistenalefesa vegetal, sendo entdo
considerados efetores de aviruléncia (DOW & DANIERSOO).

Entretanto algumas das proteinas Reacao HipersensitPatogenicidade (Hrp) que
estdo envolvidas no sistema de secrecao tiporitlpmtraram alto nivel de similaridade no
genoma deXf. Um exemplo é o genapsk, responsével pela secrecdo de enzimas de
degradacéo e toxinas (de SOU#&#al., 2005b).

Um dos primeiros eventos observados no mecanisniefdsa das plantas é o fluxo
de ions através da membrana plasmatica e o estrads¢ivo. A mudanca na permeabilidade
da membrana plasmatica leva ao influxo de fondacéR") e hidrogénio (F) e ao efluxo
de fons cloro (C) e potassio (K. O C&", através de interacdo com a NADPH oxidase e
proteinas como a calmodulina (CaM) e Proteina Q@eifaependente de Calcio (CDPK),
desempenha um importante papel na defesa. Os geeewndificam proteinas CDPK e CaM
S80 superexpressos no estresse oxidativo. Qua@dd/lae uma cascata de Proteina Quinase
Ativada por Mitégeno (MAPK) sdo ativadas, elas imelm ou suprimem varios fatores de
transcricdo (MCDOWELL & DANGL, 2000; WANt al., 2002).
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Uma complexa rede de sinalizacdo € ativada durmamésposta de defesa da planta,
por sinalizadores como ions, canais i6nicos, espéativas de oxigénio (ERO), &cido
salicilico (SA), 6xido nitrico (NQ, horménio gasoso etileno (ETH), acido jasmonieA)(
MAPK, fatores de transcrigéo, lipases, proteasesiamca no pH exocelular, entre outros, os
quais resultam numa reprogramagdo do metabolisminlace (ODJAKOVA &
HADJIIVANOVA, 2001; WAN et al., 2002).

Estudos com diferentes sistemas planta-patogenant@sirado que as plantas ativam
diferentes vias de defesa dependendo do tipo @ssagr sugerindo possiveis interacdes entre
essas vias de sinalizacdo. A via dependente deJATélAtivada por patdgenos necrotréficos
que se alimentam de células de plantas mortasop&aseus nutrientes. A via dependente de
SA é ativada por patdgenos biotroficos que obtéms getrientes de tecidos de plantas vivas.
Alguns estudos indicam que essas vias sdo mutuamaiititorias (MCDOWELL &
DANGL, 2000; BRUGGERet al., 2006).

Entre os mecanismos de defesa mais importantekdia pesta a explosédo oxidativa,
produzida através da geracao de altos niveis de @R@nte a interacdo planta-patégeno,
ocasionando um estresse oxidativo no patdbgenomAssisucesso no estabelecimento de
patdgenos na planta esta diretamente relacionad@a @apacidade de resistir aos diferentes

tipos de estresse, notadamente o oxidativo.

1.3 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

1.3.1 Origem

As EROs sao formas parcialmente reduzidas do oxigémwlecular (Q). O O é
essencial para a sobrevivéncia de organismos @es)bé atdéxico e ndo € muito reativo,
devido a estrutura estavel dos elétrons na suadaamderna, mas alteracdes na distribuicao
dos elétrons podem ativa-lo, como uma fotoexcita¢gdeando a formacgédo de oxigénio

singlete t0,) ou através de sucessivas adicbes de 1, 2 ou tBoreé produzindo

respectivamente radical anion superéxide-(Q peréxido de hidrogénio ¢@,) e radical

hidroxil (HO-) (Figura 5) (MITTLER, 2002; RESEND& al., 2003).
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e e” + 2H* e” + H” e~ + 2H*
{}2 (}2 B Hzﬂg HO- .H.:D
oxigénio imion perixide de radical igua
molecular superixido hidrogénio hidroxdl
10,
oxigé nio
singlete

Figura 5: Formas parcialmente reduzidas do oxigénio mole¢BIAECHTER, 1988).

As principais rea¢des que originam ERO sao:

Reac&o de Fenton: ,O0+Fe" - 0, + F&¢*
FE* + H,0, — FE" + OH + HO:

Reacdo de Haber-Weiss: ,® + 0> — O, + OH + HO:

A geracdo de ERO esta envolvida na resposta dealdfe planta ao estresse bidtico
(virus, bactérias, fungos, entre outros) e abid(i@mliacdo ultravioleta, estresse salino,
estresse hidrico, estresse mecéanico, estresset¢ipoiuentes de ar, entre outros) e também
pode se originar em processos oxidativos normaisetlda, como respiracdo e fotossintese
(MITTLER, 2002; MAHALINGAM & FEDOROFF, 2003; RESENPet al., 2003).

Estas espécies podem ter funcdes benéficas otérledenas células. Por exemplo,
H20, beneficia a planta por polimerizar um precursorigaina durante a lignificacdo da
parede celular, promove a ligacdo cruzada entripas da parede celular, formando uma
barreira fisica contra a invasdo do patdégeno e pmmdribuir para a senescéncia. A
lipoperoxidagé@o desencadeada por ERO resulta da parsemipermeabilidade da membrana
celular, um dos primeiros danos causados por estregidativo (MAHALINGAM &
FEDOROFF, 2003; ANDERSON & PADHYE, 2004).

Outras fungdes incluem agente antimicrobiano, numiga secundario na via de
transducéo de sinais e envolvimento na apoptog€ldés, indicando uma fungdo na morte
celular durante a RH em plantas. A morte celulapéntas induzida por ERO, pode resultar
de processos oxidativos como peroxidagdo de lipid® membrana, oxidacdo de proteinas,
inibicdo de enzimas e lesbes no DNA e RNA (MITTLE2R02).
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O anion Q- pode ser gerado pela NADPH oxidase da membrarsmptica, por

peroxidases (POX) da parede celular e lipoxigenédseX), como resultado da transferéncia

de elétrons da mitocéndria ou do cloroplasto. Nawoplastos, € gerado através da
transferéncia de energia de uma clorofila fototexke para o © O, oxida varias moléculas

organicas como o ascorbato, tidis, tocoferol ectddeninas e reduz metais como 0 'Feas

reacdes de Fenton ou oxida grupos [4Fe-4S] de @ehiks atraves da reacdo de Haber-
Weiss liberando Pé e quando protonado produz o radical hidroperdiD4), que pode

converter acidos graxos a peroxidos lipideos t&xiatestruindo membranas biologicas
(FARR & KOGOMA, 1991; FRIDOVICH, 1997; GRANT & LOAE, 2000; RESENDEt
al., 2003).

H.0; é relativamente estavel e eletricamente neutrojgsoré capaz de atravessar as

membranas celulares e alcancar locais distantesdie foi produzido. O ¥, é produzido
através da reducdo de @ O+ seguida pela dismutacéo espontanea ou cataliga@s da
H,0,, também pode ser gerado por uma peroxidase demende pH no apoplast® H,O,
oxida glutationa, grupos ti6is e reage com ionsofer cobre reduzidos para gerar H@
reacdo de Fenton, participa do cruzamento oxidateo proteinas da parede celular

reforcando-a, além de atuar como substrato dasxideses e disparar a quimica de
lignificacdo (WOJTASZEK, 1997; RESENDéE al., 2003).

O radical HO é extremamente reativo, pode reagir com protefedsizindo a

atividade de enzimas, reagir com lipidios causatigoperoxidagdo e aumentar a
permeabilidade de membranas e ainda reagir com A €isando mutagbes (GRANT &
LOAKE, 2000; RESENDEet al., 2003).

O 'O, gerado nos cloroplastos, através da transferémciendrgia de uma clorofila
fotoexcitada para o Dreage facilmente com ligacdes duplas e tem &himlade com dienos
da cadeia aciclica dos fosfolipidios da membraaamoacidos especificos como histidina,
metionina, triptofano e cisteina (RESENBEaI., 2003).
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1.3.2 Detoxificagcéo e Reparo

Para que um microrganismo tenha condi¢bes de @alori se multiplicar no interior
de uma planta, ele deve possuir um mecanismo éspephra se proteger da explosao
oxidativa. Este mecanismo é caracterizado pela é@aon grupo de genes, conhecidos como
genes de resposta ao estresse oxidativo (OSR} &stes codificam enzimas antioxidantes
como a superoxido dismutase (SOD) e a catalase \€Ahzimas de reparo (FRIDOVICH,
1998; MITTLER et al., 1999; STORZ & IMLAY, 1999; POMPOSIELLO & DEMPLE,
2002; BROWNEet al., 2003; ANDERSON & PADHYE, 2004; ZEIE& al., 2004).

As SODs s&o enzimas que catalisam a dismutacdo,dea @O, e podem estar

ligadas a um metal (cobre (Cu), zinco (Zn), manggivn) e ferro (Fe)) (RESENDE al.,
2003; RICet al., 2002).

20, +2H* O - O, +H,0,

As CATs sao enzimas que convertegOkHlem HO e Q. Podem ser localizadas nos
peroxissomos de muitos organismos, incluindo fungoando aplicadas nas células vegetais,
impedem a acéo positiva do gene da glicose oxidagesisténcia do hospedeiro e inibem a
explosdo oxidativa, a producao de fitoalexinasag@o de KO, na RH (MITTLER, 2002;
RESENDEet al., 2003).

2H,0, 0% - 2H,0+0,

Além da CAT e da SOD, outra enzima que atua contmadante é a glutationa
peroxidase (GPX) que utiliza a glutationa (GSH) oamgente redutor do-B,. A glutationa
oxidada (GSSG) é reduzida depois pela glutatiodatase (GRD) dependente de NADPH.

2GH +H,0, O fff - GSSG +2H,0
GSG + NADPH + H* 0 #? -, 2GSH + NADP*

As enzimas endonuclease IV, Dps e exonucleasedabl exemplos de enzimas
responsaveis por proteger e/ou reparar danos no &Mgados por estresse oxidativo (FARR
& KOGOMA, 1991; FRIDOVICH, 1997; CABISCOEt al., 2000).
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1.4 Paraquat®: um agente gerador de superdxidos

Paraquat® (1,1'-dimetil-4,4'-dicloreto de bipiriiy) também conhecido como metil
viologeno, & um herbicida bipiridil aménio quatetodle contato. Esse composto é reduzido

com o auxilio de NADPH como doadora de elétrons @nesenca de & oxidado gerando
O, , podendo ser reduzido novamente por NADPH criaas®im, um ciclo redox, o qual é

catalisado pela enzima NADPH citocromo-P450 redu(agyura 6) (KITZLERet al., 1990).

0,
+/57 / .
H-C—N . N—CH
NADE 3 N - 3
WADPH _
CITOCROMO-P450 Paracuat Eeduzido
FEDITASE
NADPH H-C ;q o - ﬁ CH /
’ v AN ?
Paraquat Cmdado Y

SUPEROEIDO 02_—
CATALASE M3 DISMUTASE

I

Figura 6: Ciclo redox do Paraguat®. O Paraquat® € reduzitavés da NADPH como doadora de
elétrons. Na presenca de,@& oxidado formando radical superdxido, podendonswamente reduzido por
NADPH, formado assim, um ciclo redox. Fonte: hitjologi.uio.no/plfys/haa/okologi/ugras.htm (mod#do).

H,0+0,

O radical Q- é detoxificado por SOD gerande®} que é detoxificado por CAT. Por

este motivo ele é um eficiente indutor de respogéaeralizadas em condigfes de estresse
oxidativo, sendo muito utilizado para analisesdmalas dos seus efeitos.

O ciclo redox do Paraquat® oferece duas ameacedlalas: primeiro a producéo de
ERO e segundo o consumo de agentes redutores (NAGS8H) do meio, limitando assim as
capacidades biossintéticas das células. Paraqueh® ia expressdo da enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH), a primeira enzimaidadas pentoses - fosfato, via que

fornece NADPH, e também induz a expresséo de duasias do Ciclo de Krebs, a fumarase
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C e a aconitase, enzimas que reduzem o NADRADPH, garantindo assim o fornecimento
de NADPH ao meio (BUS & GIBSON, 1984; POMPOSIELLODEMPLE, 2002).

O radical @', gerado por Paraquat®, causa lesdes nas membrdnEsesatravés

da lipoperoxidacao, o radical oxida o lipidio formda um radical lipidio que na presenca de
O, forma um lipidio hidroperoxido. O radical peroxidpidio retira o hidrogénio de outra
molécula de lipidio que pode reagir com outeo fum processo que pode ser repetido vérias
vezes originando uma reacdo em cadeia. A lipopgaggio causa perda da fungédo da
membrana levando a morte celular e os radicaididipiformados podem reagir com outras
moléculas como proteinas e acidos nucléicos. Ax#agdo causada por Paraquat® pode ser
prevenida por vitamina E, vitamina C, GSH, SOD eflGBUECHTER, 1988).

1.5 Reguladores de transcricao

Escherichia coli (E.coli) tem sido um excelente modelo para estudos ddagiu

génica em resposta ao estresse oxidativo. Doida@gyes transcricionais tém sido bem
definidos enE.coli, 0 OxyR, induzido por kD, e 0 SoxRS induzido por.©.

Os genessoxR e soxS codificam dois diferentes ativadores transcricisngue
participam de uma cascata de ativacdo que modufaimsvoutros genes que constituem o
regulon SoxRS, tais comapdA (codifica a proteina superdxido dismutase-mangamés
(glicose-6-fosfato desidrogenasadnA (aconitase A)fumC (fumarase C)acrAB ( bomba de
efluxo de drogas)nicF (acido ribonucléico (RNA) que regula a repressa@arina OmpF),
nfo (endonuclease IV) entre outros (POMPOSIELLO & DHMAP 2001; ZHENGet al.,
2001).

O SoxR é um homodimero contendo dois centros [Bfep2e sdo oxidados porO,

age como sensor do regulon SoxRS e aumentam arig@tsdo gensoxS, cuja proteina se
liga na regido promotora dos genes regulados (FRIBE, 1998)

O H,O; ativa 0 gen@xyR que regula a expressado de varios genes que feareendo
regulon OxyR, tais como os genkeatG ( catalase ou hidroperoxidase gprA (glutationa
redutase)ahpCF (alquil hidroperéxido redutasea)txA (glutarredoxina 1)trxC (tiorredoxina
), fur ( repressor da entrada de fermps (proteina de ligagdo ao DNAJxyS (codifica um

pequeno RNA regulatério) entre outros. Entre osegaeprimidos estdo fbu (proteina de
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membrana externa antigeno 43) éhoF (redutase ion férrico) (PRIETO-ALAME@t al.,
2000; ZHENGet al., 2001).

A transcricdo do regulon OxyR ocorre pela protedhgR oxidada. O kD, oxida
duas cisteinas formando pontes dissulfeto intracntde, podendo a proteina OxyR ser
reduzida novamente pela GrxA dependente de GShtaindo assim uma autoregulagéo do
OxyR (STORZ & IMLAY, 1999; PRIETO-ALAMOQet al., 2000) .

H,0O, oxida um residuo especifico de cisteina da prat€ixyR, causando mudanca
conformacional na estrutura terciaria do tetram@xyR, alterando sua especificidade de
ligagdo ao acido desoxirribonucléico (DNA) e resndtto num aumento da transcricdo de
katG e de vérios outros genes dependentes de OxyR (BIGHHERN, 1994).

Andlises realizadas com os dados obtidos a padirseqienciamento df,
demonstraram que esta bactéria é convenientementielgp de genes capazes de detoxificar
ERO, incluindo genes que codificam CAT, SOD, GRIQuih hidroperéxido redutase (AHP)

e glutationa-S-transferase (GST), assim como geapazes de reparar danos causados por
ERO, principalmente no DNATULT, fpg, xth, etc.), além de genes reguladores de transcri¢céo
como ooxyR e a proteina de Resisténcia a Hidroperoxidos @rgarOhr) (SIMPSONEet al .,
2000).

No entanto, ndo foram encontradas sequéncias hgagkmo regulador transcricional
SoxRS. Estes dados demonstram uma discrepanciautarnente notavel, uma vez que
genes que sdo normalmente ativados por este fatwaniscricdo estdo presentes no genoma
de Xf (fumC, sod, zwf, etc.) (SIMPSONt al., 2000).

Para avaliar o perfil transcricional de microrgams em diferentes condigoes,
incluindo estresse oxidativo, a ferramenta muitiizatia atualmente € a técnica de hibridagéo
em microarranjos, que fornece uma andlise globahaidulacdo da expressdo de milhares de

genes num Unico experimento.
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1.6 Microarranjos de DNA

Microarranjo € uma poderosa ferramenta usada paihisa global de padrdes de
expressdo génica. Vérias plataformas de microasamgm sido fabricadas incluindo
plataformas de DNA, de peptideos, de pequenas mlamroteinas e células. Dezenas de
milhares de fragmentos de DNA podem ser amplifisael@spotados num Unico arranjo de
alta densidade. A técnica parte de um principiacbas habilidade de uma sequiéncia de
nucleotideos de fita simples hibridar com sua secjgécomplementar e formar uma dupla
fita de DNA (FADIEL & NAFTOLIN, 2003; HUet al., 2006).

Os microarranjos de DNA também tém sido usados gadééise comparativa e perfil
transcricional de varias bactérias patogénicasiimdb Mycobacterium tuberculosis (BEHR
et al., 1999), Helicobacter pylori (SALAMA et al., 2000), Pseudomonas aeruginosa
(WOLFGANG et al., 2003; SALUNKHE et al., 2005), Bacillus anthracis (READ et al.,
2003), Yersinia pestis e pseudotuberculosis (HINCHLIFFE et al., 2003); Escherichia coli
(ZHENG et al., 2001), entre outras.

O sequienciamento completo do genom&idESIMPSONEet al., 2000), possibilitou a
constru¢cdo, em nosso laboratério, do microarrango NA que contém sequliéncias
representativas de aproximadamente 2.200 Faseda8bde Leitura (ORF) do isoladkf
9a5c. Este chip tem sido utilizado para anélisé®géra comparativa de diferentes isolados
de Xf (de OLIVEIRA et al., 2002; NUNESet al., 2003) e analise do perfil transcricional de
isolados dexf em diferentes condigdes (de SOU&#4al., 2003, 2004 e 2005a; PASHALIDIS
et al., 2005).

Para andlise do perfil transcricional, o RNA é a&ixto de uma amostra de células de
interesse e de uma amostra controle apropriadaxgonplo, uma amostra de células doentes
e uma de células normais. Cada amostra deve seertioda em &cido desoxirribonucléico
complementar (cDNA) através da Transcriptase RaveReacédo de Polimerase em Cadeia
(RT - PCR) e marcada com moléculas fluorescentgajrgente usa-se molécula fluorescente
verde cyanina 3 (Cy3 - para a amostra controlepicnla fluorescente vermelha cyanina 5
(Cy5 - para a amostra experimental), uma quantidgdal de volume das amostras sao
unidas, desnaturadas e hibridadas num Unico chipjoschamadas de alvos (FADIEL &
NAFTOLIN, 2003; GOLDSMITH & DHANASEKARAN, 2004).

Ambas amostras alvo vdo competir pelos sitiosgieio correspondentes na sonda,

esta técnica é conhecida como hibridagdo competéiamostra que conter maior quantidade
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de um determinado gene ira inibir a hibridagéo wlaag entdo para cada coordenada no chip,
a intensidade fluorescente vermelha ou verde éadiente proporcional a quantidade de alvo

presente em cada amostra comparada com a outtaig Hig

Preparagio das amostras Anilise ——
Construgdio de Amostra Amostra dos dados
Microarranjos Controle Tratada I —
Clones de DNA ,:_i ' A ' Imagem Composta
: . _'. '\ @ # Superexpresso
; % e T ' ' f Igualmente
-:_:""- i it I_. T '. l Expresso
P o Sub-regulado
- A - o
~S7.7% RNA Total ~27.2: Oy
A Bt
Amplificagao-PCR Transcrigéo
e Purificagio Reversa
Cy3-dCTP Cys-dCTP
I. oDNA 5 Imagens TIFF
] ' / " Laser1 ] Laser 2
\ (532nm) (635nm)
v e el il el
Impressfo Rohética Hibridagéo Varredura da Imagem

Figura 7: Técnica de hibridacdo em microarranjos de DNA.sAsdas sdo amplificadas por PCR e
impressas no chip usando um rob6. As amostras di§ Biperimental e controle, sdo extraidas, cormlestem
cDNA e marcadas com Cy3 (verde) e Cy5 (vermelhg)amostras sdo unidas e hibridadas no microarramo,
seguida séo lavadas para remover sondas ndo kigsida chip é submetido ao laser do “scanner” ina de
fluorescéncia é medido no canal de cada cor. Rragale computador séo utilizados para avaliareasidade
de fluorescéncia e a razéo de intensidade de eade, ps quais séo analisados estatisticamentxprassao de
cada gene € identificada (WHITE & SALAMONSEN, 20@mdificado).

Microarranjos geram uma lista de genes candidatespqdem ser verificados apds a
aquisicdo de dados, esses devem ser normalizalliegjds e validados. A validagdo dos
resultados € muito importante, devido ao grandeemdrde genes analisados que resultam na
geracdo de falso-positivo. Essa validagdo podefestr usando “Northern” ou “Western
blotting”, PCR em Tempo Real ou hibridacessitu (FADIEL & NAFTOLIN, 2003;
GOLDSMITH & DHANASEKARAN, 2004).
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2 Objetivo

Sendo a planta capaz de ativar uma resposta deadefediada pela geracao de ERO,
contraXylella fastidiosa, o objetivo do presente trabalho é analisar oilgeshscricional de
Xylella fastidiosa sob condi¢cdes de estresse oxidativo induzido poadat®, utilizando a

técnica de microarranjos.

3 Métodos

3.1 Cultivo de Xylella fastidiosa

Xf (isolado 9a5c) foi cultivada em 15 mL de meio idguCCON (CIRAULO, 2006), a
28°C em agitagdo constante de 150 rpm, em um agitatital (Orbit Environ Shaker Lab-
Line). Foram feitos repiqgues semanais (1:10 mL) erascimento celular foi monitorado
diariamente através de leituras de densidade OfiX@s00), com o auxilio de um
espectrofotdometro UV-Visivel Pharmacia Biotech modditrospec 2000.

O meio de cultura CCOIdossui em sua composicagHP O, (8,6 mM), KHPO, (7,3
mM), MgSQ..7H,0O (1,2 mM), peptona de soja (2,0 g/L) , triptoné (@/L), hemina clorada
(0,008 mM), vermelho de fenol (0,029 mM), D-biotifiax 10* g/L) , H,O deionizada (q.s.p.
1L), L-glutamina (27,4 mM), pirofosfato férrico mM), glutationa reduzida (0,010 mM) e
glicose (5,5 mM). Os componentesHPQ,, KH,POQy, MgSQ,.7H,0, D-biotina, vermelho de
fenol, peptona de soja, triptona, hemina cloradanfopesados e dissolvidos em 779 mL de
H,O deionizada, o pH da solugéo foi ajustado entbee66,7 utilizando HCl ou KOH , em
seguida a solucéo foi autoclavada por 20 minut@2G2C e 1 atm. Pirofosfato férrico, L-
glutamina e glicose foram dissolvidos separadamemes0 mL, 100 mL e 50 mL de.@&
deionizada respectivamente, uma solugédo de gloeaBOmM foi preparada separadamente,
0,5 mL dessa solugéo foi adicionado a solugdo deamina e essas solucdes foram em
seguida filtradas em filtro de polifluoreto de V@n{PVF) com poro de 0,22m (Millipore).

As solucdes, autoclavada e a filtrada, foram mastiein estufa a 28° C por 24 horas para

teste de esterilidade, sendo depois unidas e homaagelas para uso.
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Periodicamente, as células Heforam semeadas em placas de Petri contendo meio
CCON solido para a obtencdo de coldnias, com otigbjele avaliar a morfologia das
colénias e confirmar a identidade bacteriana atraePCR de colénia. Além disso, foram
feitas observacbes das células bacterianas deradiyuida através de microscopio e
coloragéao de Gram.

Para os experimentos de PCR foram utilizados iticigs especificos pakd (CVC-1
5’AGATGAAAACAATCATGCAAAZ e 272-2-int 55GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT3).
Uma colbnia deXf foi ressuspendida em 10 de 4gua ultrapura autoclavada, em seguida foi
aquecida a 95°C por 5 minutos e centrifugada 2@8p6r 3 minutos. A PCR foi realizada
com uma solucao contend@l2da amostra de bactérias lisadagl. He mistura de dNTP
(10mM), L de iniciador CVC-1, AL de iniciador 272-2-int, o de tamp&o cloreto de
magneésio (MgG) GeneAMp Buffer 10X (Applied Biosystems)ull de enzima AmpliTaq
2U (Applied Biosystems) e agua ultrapura autoclavad.p 50L.

A amplificagéo por PCR foi realizada a 94°C por ih,rseguida de 30 ciclos de 94°C
por 1 min, 62°C por 1 min, 72°C por 1 min e umaeagéo final de 10 min a 72°C, apds os 30
ciclos a solugdo era mantida a 4°C por tempo inikefi Também foi preparada uma solucao
com DNA deXf para controle positivo (ARAUJ& al., 2002).

Apo6s a amplificacdo por PCR, foi realizada umareletese em gel de agarose (1.2%)
com tampéo Tris-Borato-EDTA (TBE), utilizando-se yb dos produtos da PCR para
verificagéo do resultado e o marcad®NA/Hind Il Fragments O0m/uL (Invitrogen) para
comparacao do peso molecular. A visualizagdo ddajekalizada com tampao TBE mais
brometo de etidio, com o auxilio de um translumimade luz UV (TFX-20M Life
Technologies™ Gibco BRL UV Transilluminator) (Figus).

M: Marcador
C: Controle Positivo
1 e 2: Amostras em Duplicata

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose das amostras ula<éeXylella fastidiosa amplificadas por

PCR.
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3.2 Determinagé&o da curva de crescimento o

Para a construcdo da curva de cresciment¥fdéoi repicada uma cultura em fase
exponencial para um volume de 120mL com inéculdld® em meio liquido CCON. A
cultura foi mantida a 28°C sob agitagdo constaetd3D rpm em um agitador orbital. As
leituras de D@y foram feitas diariamente no espectrofotometro Ushxl Pharmacia
Biotech modelo Ultrospec 2000 a partir do primelia de inoculagdo. Quando a B@da
cultura alcancgou o valor de 0,3, o volume de 12Q@anilfracionado em 6 volumes e a cada
frasco foram adicionadas diferentes concentra¢céeBaglaquat® pM; 15 uM, 25 uM, 50
UM e 75 puM, além do controle ndo tratado) e aséast voltaram a ser incubadas nas
condicdes descritas acima. A B@continuou sendo lida diariamente até se atindasa

estacionaria de crescimento.

3.3 Estresse oxidativon planta

A verificagdo da producdo de,QOin planta foi realizada usando uma solugéo de

Tampéo Fosfato de Sddio (PBS - pH 7,5) 0,05M calueéh05% de Nitro Blue Tetrazolium
(NBT) (VENISSEet al., 2001).

Folhas jovens de mudas de laranja doce foram desra mergulhadas em recipientes
contendo 15 mL da solugdo de PBS/NBT, uma con{samente solucdo PBS/NBT) e outra
com bactériasxf, um volume de 15mL de cultura de bactérias em &g®nencial, foi
centrifugado e o “pellet” ressuspenso em 15 mLalliacio PBS/NBT.

Esses recipientes foram colocados dentro de unecksdsr e submetidos a vacuo, por
um intervalo de 6 horas. Varios experimentos cofareltes intervalos de tempo foram
realizados e esse foi o intervalo que apresentdiampigmentacao.

Apés este intervalo, as folhas foram retiradas reesadhistoldgicos foram feitos no

peciolo de cada folha e essas sec¢Bes foram obasreddtografadas em microscépio optico.
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3.4 Estresse oxidativan vitro com diferentes concentracdes de

Paraquat®

Para os experimentos de andlise transcricionaXfdesob condicbes de estresse
oxidativo, células foram cultivadas em 250 mL daar@CON, inoculadas 1:10 a partir de
uma cultura em fase exponencial. Estas culturaanfomantidas a 28°C sob agitacao
constante de 150 rpm, num agitador orbital. Quasdas culturas atingiram o valor da g®
igual a 0,3, cada frasco foi tratado com diferenteecentragdes de Paraquat® (2 frascos para
controle, 5uM, 15 uM, 25 uM, 50 uM e 75 uM) e ag8shoras, a cultura desses frascos
foram transferidas para tubo plastico Nalgene rifagadas a 16.900 g por 10 minutos a 4°C,

0 sobrenadante foi descartado e os “pellets” masitieb gelo para a extragdo de RNA.

3.5 Extracao de RNA

RNA de Xf foi extraido a partir dos “pellets” das culturascritas anteriormente. O
RNA total deXf foi obtido através da metodologia descrita por Bawk et al. (1989), que
consiste, brevemente, de uma reacgédo de lise atlizlisozima (0,5mg/mL) e dodecil sulfato
de sédio (SDS) (10%), seguido de extracdes corisasutom fenol (pH = 5) aquecido a
65°C e cloroférmio. O sobrenadante resultante gaages foi acrescido de etanol 100% e
acetato de sédio 3 M e incubado a —70°C por 20tw8n® RNA precipitado, foi tratado com
DNasel Free RQ1 (10ulL) a 37°C por 1 hora, sendo entdo novamente tratado fenol,
precipitado e ressuspenso em agua. Antes de seltmmesdos as reacdes de marcacao, 0s
RNAs foram quantificados através de absorbanci@0an2n e 280 nm, com o auxilio de um
NanoDrop Spectrophotometer ND-1000, e visualizasagel de agarose desnaturante (1%)
a fim de verificar sua integridade e entdo subrostid purificagdo com o auxilio do Kit
RNeasy (Qiagen), permitindo a obtencdo de mateoial grau de pureza satisfatorio para as
marcacdes. SO foram utilizadas as amostras de Rjl&sndo apresentavam degradacgéo

visivel no gel e cuja DO mostrasse uma razgg/Aqgo entre 1,9 e 2,0.
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3.6 Marcacao e hibridacado das amostras de RNA

Foram utilizados 3Qg de RNA total purificado de cada amostraXidratada com
Paraquat® e da amostra controle para a sintes®MA.cA sintese de 12 fita foi realizada
com cada amostra independente, utilizangdb de mistura de iniciadores (L0d) de Xf,
1uL de RNA derQ 20ng{L (controle positivo), 0,pbL de iniciadorAQ Plus AS 10mM
GTTTTTTTTTTTTTTTTTGGGTTGGGTAAG3S'), 1QL de RNA alvo (3Qg), 4uL de HO

ultrapura autoclavada (RNAse “free”) totalizandg5L@ de solucéo final.

A solucéo foi aquecida a 70°C por 10 minutos pasmndturar o RNA e incubada por
10 minutos em temperatura ambiente para o anelandestiniciadores. Apds esse periodo,
foram adicionados |&. de 5X “First Strand Buffer” (Invitrogen), & Ditiotreitol (DTT)
0,1M, 0,qiL de mistura de dNTPs (25mM de cada dNTHR), dle “Superscript” Il RT (200
U/uL-Invitrogen) e a solugcdo foi incubada por 2 hoea12°C. Depois de 2 horas, foi
acrescentadopl de RNAse (10mg/mL) para degradar o RNA moldeselagéo permaneceu
por mais 30 minutos a 37°C. A purificagéo foi readia em Microcon YM-30 (Millipore) e o
volume final ajustado para glil.

Para marcar o cDNA sintetizado, a solugéo foi aigiaea 95°C por 5 minutos para
desnaturar o cDNA e em seguida foram adicionadpk 86 2,5X de iniciadores randdémicos,
5uL de mistura de dNTPs (dATP 24mM, dTTP 24mM, dGT4#m® e dCTP 12mM -
Amersham Bioscience)ull de Klenow 40UdL (Invitrogen) e 2L de Fluorolink dCTP-Cy3
25nmol (Amersham Bioscience) para a amostra canteol2ill de dCTP-Cy5 25nmol
(Amersham Bioscience) para a amostra tratada coagfa®.

Essa reagdo foi incubada a 37°C por 2 horas, @adidi em Microcon YM-30
(Millipore) em 3 lavagens consecutivas utilizan@o4)QL de HO ultrapura autoclavada
para remogao de nucleotideos nado incorporadogjasamostras (controle e tratada) foram
unidas num unico tubo e o volume final foi compte¢ate seco em “speed vac”.

Amostras de cDNA marcadas independentemente comoiss fluoréforos foram
ressuspendidas em 100de solugédo de hibridagéo (6X Citrato SalinoS#elio (SSC), 5X
Denhart’s, 0,25 mg/ml de DNA de esperma de salfi&% SDS, 50% Formamida) e
desnaturadas a 95°C por 5 minutos. A solugéo téioelmbridada contra um chip && 9a5c
por um periodo de 14 horas a 42°C, em uma estagdubdidacdo GeneTac (Genomic
Solutions). Apés a hibridagéo, os chips foram lagaduas vezes a 42°C em solugdo 0,5X
SSC, 0,01% SDS, seguida por duas lavagens em sofdX SSC, 0,01% SDS e duas
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lavagens finais em 0,06X SSC. Cada lavagem cordggsieminuto de fluxo, seguida de 5 min
de incubacao sem agitacéo a 25°C.

ApOs o periodo de lavagem, o chip foi centrifugad®0°C, 1500 g por 2 min para
secar, em seguida foi realizada a varredura daemata intensidade de fluorescéncia de cada
fluoréforo, utilizando-se um “scanner” Optico Affytrix 418, nos comprimentos de onda 532
nm (Cy3) e 635 nm (Cy5).

3.7 Analise estatistica dos resultados

Para cada condigdo experimental testada (hibridegdocDNAs obtidos de células
tratadas com diferentes concentracbes de Paraguat@n realizados dois pares de
experimentos independentes, com troca de fluoréf@iidye Swap”). Em cada par, ha uma
hibridacdo em que a amostra referéncia (controle)aécada com Cy3 e a amostra teste
(tratada) € marcada com Cy5 e uma hibridacdo ortie @dem de marcacdo € invertida
(referéncia-Cy5 e teste-Cy3). No total, cada cdmigxperimental testada é analisada a partir
de 8 leituras de intensidade para cada ponto, @na@uwe cada biochip carrega duplicatas do
arranjo. Nas hibridagcbes com amostras de cDNA éoitapte ressaltar que cada par de
“DyeSwap” é feito com uma preparacgdo diferente 88ARde maneira a contemplar tanto
réplicas técnicas como réplicas biolégicas do mesxperimento.

Os chips submetidos ao “scanner” geraram imagenshiliglacdo para cada um dos
fluoréforos (Cy3 e Cy5) independentemente. Para aada dessas leituras, a poténcia do
laser e o ganho do fotomultiplicador foram ajustade forma a minimizar o “background” e
evitar a saturagdo de sinal nos pontos do micnoarra

A andlise preliminar das imagens foi realizada jpetmrama TIGR Spotfinder v.2.2.4
gue delimita as areas dos pontos a partir da imagena. Através de um algoritmo de
segmentacdo de histograma, os “pixels” pertenceatemda ponto sdo identificados e
guantificados, gerando para cada ponto um valegiatdo de intensidade, j& descontado o
“background” local. Foram excluidos das analisesosoos pontos que tinham valores
inferiores ao “background” local mais 2 desvios#dad Os dados referentes as intensidades
de fluorescéncia dos dois canais foram salvos erargoivo contendo a extensao .mev.

Para a analise dos experimentos de hibridagdo soamastras de cDNA obtido de
células tratadas com Paraquat®, os valores desidi@te contidos nos arquivos .mev foram

submetidos a uma série de transforma¢fes matematiza o auxilio do programa TIGR
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Midas. Assim, cada arquivo .mev foi filtrado, de me@ma a retirar ponto cujos valores
integrados fossem inferiores a 10.000 unidadesogodligitais (a/d). Depois disso, as
intensidades dos dois canais (Cy3 e Cyb) foram alizadas pelo algoritmo matematico
conhecido como “Lowess” de regressdo ndo-lineag atiliza fatores de normalizacéo
intensidade-dependentes para diferentes pontosacdedo com a intensidade de seus
respectivos sinais. As variagdes nos valores deesg@io em cada setor do chip foram entéo
equalizadas, utilizando-se a opcao de regularizadgiodesvio-padrao (“Block Mode”)
(DUDOIT, 2002).

Os dados foram entdo submetidos a uma checagemndesténcia a fim de reduzir
erros sistematicos entre os experimentos, sendiidas 0s pontos que apresentavam
inconsisténcia com seu par.

As planilhas contendo os dados finais das anafs@sn carregadas em um outro
programa do pacote TIGR denominado “MultiExperim&m@wer” (MEV) v3.03 onde foi
feita a normalizacdo entre os experimentos e asandé variancia (ANOVA) entre 0s grupos,
utilizando-se valor de p=0,01 como limite de copifidade para identificar genes com
variacdo de expressao estatisticamente signifecaiyn seguida, os genes foram agrupados
por um algoritmo de clusterizagdo hierarquica,na die permitir a visualizacdo dos genes
super regulados durante a resposta a estressetioxidéodos os softwares empregados
nestes estudos, bem como detalhes referentes aitdiwacdo podem ser obtidos em

http://www.tigr.org/software.

3.8 Quantificacéo relativa da expressdo génica atvas de PCR em

Tempo Real

Para validar os resultados obtidos com as hibregdn microarranjos, foram
realizados experimentos utilizando a técnica de RGRTempo Real com o auxilio do
aparelho Applied Biosystems 7300 Real-Time PCRe®ygApplied Biosystems).

O experimento foi realizado utilizando-se 50 udRiéA total extraido das culturas de
Xf, tratada e ndo tratada com Paraquat®. Primeir@anéuit sintetizada a 12 fita de cDNA
utilizando 4iL de mistura de iniciadores d&f, 1yl de RNA deiQ 20ngiL (controle
positivo), 0,%L de iniciador 2Q Plus AS 10mM
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GTTTTTTTTTTTTTTTTTGGGTTGGGTAAG3S'), 1QL de RNA alvo (3Qg), 4uL de HO
ultrapura autoclavada (RNAse “free”) totalizandg5L@ de solucéo final.

Para cada reacdo de amplificagdo no aparelho Rea-FCR, foram utilizados 300
ng de cDNA, as amplificagBes foram realizadas serepn triplicata e um controle negativo
era feito sem amostra de cDNA. Em cada reacgéo fadicionados 1QuL da TagMan®
Universal Master Mix (Applied Biosystems), (L de sonda TagMan® contendo o0s
iniciadores “forward” e “reverse” (Applied Biosysts) e 9uL da amostra de cDNA,
totalizando 2QuL de reagdo em cada poco da placa.

O controle endogeno utilizado nas reagfes foi a GRE468, que corresponde ao
gene mrsA, escolhida devido a sua expressao géricsido similar nos experimentos de
microarranjo deXf nas amostras tratada e ndo tratada. As ORFs RFX5D263 e XF1531,
gue correspondem aos geimsk cvaC e ahpF respectivamente, foram utilizadas como alvos.
Os iniciadores e o controle endégeno foram deseshatilizando o Primer Express software
(Applied Biosystems). O controle enddgeno foi méitio para normalizar as amostras, para
diferencas na quantidade de cDNA adicionado em ezaizio.

A amplificacao foi realizada em 50°C por 2 minu@BC por 10 minutos seguidos de
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1tminu

Como calibrador foi utilizada a amostra controlecdiura deXf ndo tratada.

4 Resultados

4.1 Curva de crescimento dXylella fastidiosa na presenca de

Paraquat®

Para sabermos qual o melhor momento para se ertrRINA das células d&f,
submetidas ao estresse oxidativo induzido por Bat@y foi plotada uma curva de
crescimento da bactéria em diferentes concentralfagente oxidante e seu crescimento foi
acompanhado diariamente através de leituras dgoDDe acordo com o grafico, apos 48
horas da adicdo do Paraquat®, as curvas de cregoingdéminuiram de acordo com a
concentragdo crescente das doses de Paraquat®.di®sseguintes, as curvas com

concentragdes iguais a 5, 15uRbndo apresentaram significativas diferencas esitee as
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curvas com concentracdes iguais a 50 gM/Snostraram uma queda bem acentuada em
comparacao com a curva controle. A extracdo de RilAeita apds 48 horas da adicao de

Paraquat®, tempo correspondente a uma geracaogRyu

Curva de Sobrevivéncia deXf ao Estress:
Oxidativo induzido por Paraquat®

1,2+
1,04
0,8 1

0,6

DO 600nm

0,4 -

0,2

0,0 T T T T T T T T T 1

—— Controle —=—5uM 15uM 250M —=50uM —e—75uM

Figura 9: Curva de crescimento d&f quando exposta a diferentes concentracdes de LR&RaqO
crescimento bacteriano foi monitorado diariamenteavés da leitura da Qg de cada cultura submetida ao
estresse oxidativo induzido com as concentragGeRadaquat® descritas no grafico. Cada ponto expeitah
representa a média de trés leituras. A seta veanietfica o dia no qual foi adicionado o Paraquat®seta azul
indica o dia no qual as culturas foram centrifuggutara extracdo de RNA.

Estes experimentos mostraram que a taxa de crescinua Xf é afetada numa
correlagcdo direta com o aumento de concentracadratza, refletindo a sensibilidade da
bactéria a presenca de ERO produzidas pelo Pa@gHata inibicdo de crescimento ocorre
em concentragbes extremamente reduzidas, uma vez eyperimentos idénticos
demonstraram que diversas outras bactérias sdaasapa sustentar taxas de crescimento
inalteradas, mesmo em concentracfes de até 100nRamdeuat® (TURNER al., 1999;
MERKMAMM et al., 2001; POYARTet al., 2001; POMPOSIELL@t al., 2003).
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4.2 Estresse oxidativon planta

Com a finalidade de comprovar a ativacao da explogéativa na planta, através da
presenca do patdgeno em seu interior, foram remlizgestes de infiltracdo a vacuo usando
solugédo PBS/NBT. De acordo com a figura 10, podemoter que a amostra que foi infiltrada

com solucdo PBS/NBT mais bactéxi(Figura 10B), apresentou formagéo de um precipitad
escuro no xilema, devido a reacéo entre o0 NBT &-0férmado pela planta como defesa

contra o patdégeno, essa reacdo produz esse compsatdvel de cor azul escuro conhecido

como formazan, que é um indicador da formacéo de EFOKE, 1983).

Ak T " i .._ =
e * F - “‘.-ﬁ‘

-':..:J_ J ' &'ﬁ.‘t!' =

Figura 10: Folhas de laranjeira infiltradas a vacuo com s@uBPBS/NBT. A) Folha controle infiltrada
somente com solucdo PBS/NBT. B) Folha infiltradand®@BS/NBT mais bactérias, apresentando precipitado

escuro nos vasos do xilema, devido a reagédo queeoentre 0dO>* e o corante NBT formando um complexo
insolGvel de cor azul escura, chamado formazan.

4.3 Genes significativamente expressos na presemg@Paraquat®

Para a verificagdo da variacdo no padrdo de exdwegénica, células de culturas
tratadas com diferentes concentracdes de Paragfat®n centrifugadas apds 48 horas do
inicio do tratamento e seus RNAs foram extraidomecados com Cy3- ou Cy5-dCTP para a
realizacdo de experimentos de hibridacdo competitiontra os biochips d¥f 9a5c. Os
RNAs extraidos de células submetidas aos tratamemi@is intensos (P e 75uM),
apresentaram uma baixa eficiéncia de incorporagéidflubréforo e um alto grau de

degradacdo pos-extracao, provavelmente devidoxa balerancia dxf a presenca de ERO.
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JA& em condicbes mais moderadas de estresse oajdass hibridagbes realizadas
demonstraram que as células Mé apresentaram uma significativa variagdo em seu
transcriptoma, com consistente modulacdo de 66®sgéRigura 11). Uma andlise mais
detalhada dos genes modulados durante o tratamsentoParaquat® revela uma série de
aspectos interessantes acerca da resposth aleondicdes de estresse oxidativo, sobretudo

entre 0s genes superexpressos pela bactéria (Rigura

s F

665 Genes

ull

15 il
25 all

Figura 11: Padrbes de variacdo de expressdo de 665 gendsidddns como modulados durante a
resposta d&f as condi¢des de estresse oxidativo. A figura mastrvariagcdes nos valores de log (Cy5/Cy3) em
resposta as diferentes concentracdes de Paragestélds. A intensidade de coloragéo é proporcamalivel
da inducéo (para as linhas vermelhas) ou de réfwébahas verdes) de cada gene, tomando-se cdar@meia
seus respectivos niveis de expressao em uma cotiotile crescida sem Paraguat®.
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DR1792 - conserved hypothetical protein 24.2 kDa@b&7)

GPU - Phage-related tail protein 18.1 kDa (orf 0731); Gphége-related tail protein-.8.0 kDa (orf 0732)
ENO - enolase 49.4 kDa (orf 1291)

GCVP - glycine decarboxylase 107.7 kDa (orf 1385)

TRPB - tryptophan synthase beta chain 48.0 kDa (G513

HOLA - DNA polymerase IIl delta subunit 38.3 kDa (off7B)

ROCF - Arginine deaminase 33.6 kDa (orf 1250)

RLPA - rare lipoprotein A 44.5 kDa (orf 2185)

Polyvinylalcohol dehydrogenase 55.3 kDa (orf 2259)

L1063.09 - NADP- alcohol dehydrogenase 38.0 kDai&6)

NRTD or SLL1082 - Nitrate ABC transporter ATP-bindingtein 47.4 kDa (orf 0412)

INFA or HI0548 - initiation factor IF-1 8.4 kDa (orf 18%

RPLF - 50S ribosomal protein L6 18.8 kDa (orf 1167)

MUTT or THIE1 - Bifunctional DGTP-pyrophosphohydrolas&mine phosphate synthase 35.4 kDa (orf 1120)
GALE - UDP-glucose 4-epimerase 32.7 kDa (orf 0610)

ARGM or ASTC or CSTC - succinylornithine aminotransfe484’ kDa (orf 1427)

MURG - UDP-N-acetylglucosamine-N-acetylmuramyi-(pentajieptpyrophosphoryl-undecaprenol 38.6 kDa (orf 0797)
PURN - 5-phosphoribosylglycinamide transformylase 2R forf 0585)

PILJ - pilus biogenesis protein 74.2 kDa (orf 1953)

RPOB or GRON or NITB or RIF or RON or ST - RNA polgrase beta subunit 154.8 kDa (orf 2633)
CYSW or SLR1454 - ABC transporter sulfate permease i@&(orf 1346)

RPSE or SPC - 30S ribosomal protein S5 19.2 kDa (G911

YRDA - conserved hypothetical protein 20.0 kDa (orf 1984)

RPSJ or RPS10 or HI0776 - 30S ribosomal protein SI®KMa (orf 1151)

HEMY- porphyrin biosynthesis protein 44.4 kDa (orf Ty9

MVIN - virulence factor 58.7 kDa (orf 2420); RPST -Sfibosomal protein S20 12.2 kDa (orf 2421)
RPLI - 50S ribosomal protein L9 15.7 kDa (orf 2559)

EXBD1- biopolymer transport ExbD1 protein 15.5 kDaf (f11); EXBD2- biopolymer transport ExbD2 protein 160 (orf 0012)
XPSG or PEFG - general secretory pathway protein Gumec17.5 kDa (orf 1519)

HOLA - DNA polymerase IIl; delta subunit 38.3 kDa (orf7&)

AF2071- N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductasekBa0(orf 1002)

PCP or LPP - Peptidoglycan-associated outer membramediem precursor 15.7 kDa (orf 1547)
FUSA - elongation factor G 78.1 kDa (orf 2629)

RIBE - riboflavin synthase alpha chain 21.3 kDa (orf 0952

AHPF - subunit F of alkyl hydroperoxide reductase &D& (orf 1531)

BIOC - biotin synthesis protein 32.9 kDa (orf 2099)

HI0561 560 - oligopeptide transporter 68.0 kDa (orf 2261)

TMO0492 - tryptophanyl-tRNA synthetase 47.9 kDa (o284

RECD - exodeoxyribonuclease V alpha chain 66.7 kDaD@2b)

GRXC - glutaredoxin 13.2 kDa (orf 2595)

RPSM - 30S ribosomal protein S13 13.6 kDa (orf 117®)SR - 30S ribosomal protein S11 14.1 kDa (orf 1174)
GP2 - Phage-related terminase large subunit 77.3 kDAK0#)

YCBY - conserved hypothetical protein 81.5 kDa (orf 2651)

GMD - GDP-mannose 4,6 dehydratase 39.0 kDa (orf D609

BFR - bacterioferritin 17.9 kDa (orf 0395)

PRSA or PRS - phosphoribosyl pyrophosphate synthega8ekBa (orf 2644)

METG or HI1276 - methionyl-tRNA synthetase 77.5 kDe (549)

RPCI - Phage-related repressor protein 24.2 kDa (@8)éypothetical protein 8.0 kDa
Transposase OrfB 43.6 kDa (orf 0536)

Alanyl dipeptidyl peptidase 78.7 kDa (orf 2260)

RP772 - 3-oxoacyl-(ACP) synthase Il 36.5 kDa (&7Q)

Phage-related protein 20.6 kDa (orf 1570)

RPLS - 50S ribosomal protein L19 15.0 kDa (orf 0110)

Y4WF- luciferase 35.6 kDa (orf 1379)

ARAL - Transcriptional regulator (AraC family) 30.5 kDaf(&€254)

CLS or NOV - Cardiolipin synthase 52.7 kDa (orf 90

ASL - argininosuccinate lyase 48.9 kDa (orf 1003)

TM1181 - conserved hypothetical protein 23.9 kDa (orf@200

HRCA - heat-inducible transcriptional repressor 40.a k&xf 2342)

ARGB - Acetylglutamate kinase 48.9 kDa (orf 1001)

HIMA- integration host factor alpha subunit 11.4 kDa (@##3); conserved hypothetical protein 14.2 kDa (orf 0744)
FRPC - hemolysin-type calcium binding protein 173.0 kDaX0if1)

DDLB or DDL - D-alanine-D-alanine ligase B 34.6 kDa (0799)

NUSG - transcription antitermination factor 21.2 kDa (03@6

TUFA - Elongation factor Tu 42.9 kDa (orf 2628)

MIAA or TRPX - tRNA delta (2)-isopentenylpyrophosphatengferase 35.5 kDa (orf 0090)
CYSU or CYST - ABC transporter sulfate permease 3D (orf 1345)

YNHC - ABC transporter membrane protein 46.6 kD& 1di74)

MTH1640 - chorismate mutase 41.2 kDa (orf 2338)

HECB - Outer membrane hemolysin activator protein 68# forf 2550)

GP4 - Phage-related portal protein 60.5 kDa (orf 9713

ASPC or RV0337C or MTCY279.04C - aminotransferasd 4®a (orf 2396)

YRAN - conserved hypothetical protein 14.0 kDa (orf 0554)

RPLU - 50S ribosomal protein L21 11.8 kDa (orf 242)pothetical protein 9.4 kDa (orf 2425)
USPAL - Surface-exposed outer membrane protein 983 &b 1516)

ERA or HI0013 - GTP binding protein 33.7 kDa (c2#42)

BTUE - ABC transporter vitamin B12 uptake permeasd RDa (orf 1604)

INFC - initiation factor IF-3 18.4 kDa (orf 0737)

PGL - 6-phosphogluconolactonase 26.3 kDa (orf 1063)

HI0019 - conserved hypothetical protein 55.3 kDa {866)

CVAC - Colicin V precursor 10.3 kDa (orf 0263)

PSPA - Hemagglutinin-like secreted protein 361.0 kDa (6763

RPLK or RELC - 50S ribosomal protein L11 17.1 kD @837)

AHPC - subunit C of alkyl hydroperoxide reductase 228 forf 1530)

FUMC - fumarate hydratase 50.5 kDa (orf 1554)

DR1793 - conserved hypothetical protein 19.5 kDa6€6)

HI1655 - conserved hypothetical protein 60.5 kDa (663)

HSPA - low molecular weight heat shock protein 17.9 kD&2@34)

RPMA - 50S ribosomal protein L27 9.0 kDa (orf 2423)

HSF - Surface protein 204.0 kDa (orf 1529)

TAPB - temperature acclimation protein B 9.4 kDa (orf262

RPMB or RPL28 or HI0951 - 50S ribosomal protein L28 D@ (orf 1206); RPMG or RPL33 or HI0950 - 50S ribwsl protein L33 6.4 kDa (orf 1207);
hypothetical protein 5.7 kDa (orf 1208)

CVAC - Colicin V precursor 10.3 kDa (orf 0263)

Figura 12: Diagrama de clusterizacdo hierarquica mostrand®3sgjenes com maior padrdo de
superexpressdo emdf submetida ao estresse oxidativo. De maneira auadeg tamanho do “dataset”, o
diagrama mostra apenas os genes com funcdo putksignada durante a anotagdo do genomxf dabc,
tendo sido retiradas da andlise a maioria das @pBgticas e hipotéticas conservadas.
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Em primeiro lugar, destaque deve ser dado paraéstéagia de pontos comuns entre a
resposta df e de outras bactérias estudadas anteriorment®, Boroaso da superexpressao

dos geneshpCF (que codificam a enzima alquil hidroperéxido rediaf), responsével pela
detoxificacdo direta de 4@, (funcdo semelhante a do geka&G) e defesa contra ONO

(MASTER et al., 2002; SEAVER & IMLAY, 2001) €umC, uma isoenzima da fumarato
hidratase, expressa preferencialmente em condigestresse oxidativo (GOdtal., 2005).

Além disso, proteinas diretamente envolvidas comaautencdo do potencial redox
intracelular, como a Glutarredoxina (HOLMGREEN, 99BRIETO-ALAMOet al., 2000) e
com a homeostase de ions ferro, como a Bacteitofarf CARRONDO, 2003) também
apresentam significativa e consistente superexjoes® resposta a Paraquat®.

A expressdo constitutiva de outros genes associadessposta contra agentes
oxidantes fodA, kat, z2nvf e outros) (POMPOSIELL@t al., 2001; ZHENGet al., 2001) foi
detectada em todas as condi¢fes testadas, aprekeisiaais medianos significativamente
superiores ao “background” local (valor médio d@éxéls” do “background” mais dois
desvios-padrao), possibilitando a detoxificacdo mleta dos radicais oxidantes formados e
viabilizando a sobrevivéncia da célula diante daglz;6es experimentais testadas.

Estudos realizados coRseudomonas aeruginosa sugerem que os geniesnC e sodA
residem no mesmo operon e que sao regulados-peliASSETet al., 1997).

Um outro aspecto a destacar da analise dos gempesegpressos em resposta a
Paraquat® é a ativacdo de expressdo da ORF XF1@5d, codifica um ativador
transcripcional (genaral) pertencente a familia AraC — a qual também peetenregulador
SoxS, ainda néo identificado eKi e responsavel pela ativacdo de genes em resposta a
presenca de radicais superéxido (POMPOSIElet@I., 2003; CHANDLER & DEMPLE,
2004). Experimentos mais aprofundados, envolvendsaies de complementagdo em
linhagens deE.coli mutantes para SoxS estdo sendo conduzidos naapgpete verificar a
identidade funcional desta ORF como o equivaleat8akS enxf.

Estes resultados sugerem duas possibilidades satares acerca do mecanismo de
regulacdo génica erXf, em resposta a condicbes de estresse oxidativos Denes que
codificam estes fatores de transcricdo apresentaranpadrdo de evolucdo diferenciado,
desenvolvendo uma estrutura significativamenterdemte do observado em outras bactérias,
ou 2) o mecanismo de ativagdo génica em respastaesse oxidativo, desenvolvido pifa
é diferenciado, podendo depender de outros atieadmn de outros processos bioquimicos,

até entdo desconhecidos.
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Seja qual for a resposta, é possivel que as dfaseexistentes estejam relacionadas a
adaptacdo da bactéria aos sistemas vegetais, ppdemecer interessantes informacgdes a
respeito da evolucao dos sistemas fitopatogéniiésn disso, os mecanismos de ativacéo
dos genes OSR podem representar um sistema Unim@xcti&ia que pode servir como alvo de
eficientes abordagens quimioterapicas para o derdeoCVC.

Além disso, foi detectada superexpresséo de unmesumdente quantidade de genes
potencialmente associados a viruléncia Xfae & composi¢cdo de sua superficie celular
(SIMPSONEet al., 2000; de SOUZAt al., 2003).

Dentre estes, destaque deve ser dado ao significatimento de expressdo de
proteinas de adesdo, como pild, pspA, uspAl €RZINS, 1994; ST GEMEt al., 1996;
LAFONTAINE et al., 2000; GREEN & DARWIN, 2004). Os resultados obsiccomuspAl
e hsf sdo interessantes, uma vez que a superexpresstae denes ja foi detectada em células
de Xf recém extraidas de plantas, que apresentam majmacicdade infectiva quando
comparadas a culturas mantidas em laboratério poogos prolongados de tempo (de
SOUZAget al., 2003).

Além das adesinas, outros fatores diretamente iask®c a composicdo do
revestimento celular parecem ser ativados na pgasgs Paraquat®, como a proteina MTLB,
uma mureina transglicosilase de membrana, recatdraeinte atuante em processos de
reestruturacéo de parede durante a elongacaorcelmarfogénese eideiseria meningitidis
(ORF XF2184), ou a lipoproteina associada a pepgiitana (Lpp - ORF XF1547). Ambas
proteinas ja foram caracterizadas como fatoresrdi&rcia emN. meningitidis e Salmonella
enterica, embora ainda ndo haja evidéncia sobre seus ewenpapéis no processo de
patogenicidade edf (ADU-BOBIE et al., 2004; SHAet al., 2004).

A proteina HecB (ORF XF2550) é outro fator assaziadnembrana bacteriana que
apresenta superativacdo em condi¢cfes de estragseivax sendo responsavel pela ativagédo
de moléculas de hemolisina, uma toxina secretadadipersos tipos de bactérias e com
reconhecida capacidade citotoxica (ROBASl., 2002). Curiosamente, o gefinpC, também
aqui superexpresso, codifica uma hemolisina (THOB®IR®t al., 1993), sugerindo queXi
estaria respondendo a presenca de radicais oxidait@vés da ativagdo de suas proprias
toxinas, talvez na tentativa de eliminar outrosgipe células presentes ao seu redor.

Esta possibilidade é reforgada pela verificagdguie outro genecyaC) responsavel
pela producdo de colicinas (toxinas com acdo haiterde amplo espectro) também é

superexpresso em resposta ao estresse oxidativdARBTEIN et al., 1994).
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4.4 Quantificacdo relativa da expressdo génica atvas de PCR em

Tempo Real

Os resultados obtidos com a amplificagdo em PCR T@mpo Real estdo

representados na figura 13:

Expressdo Génica A Expressdo Génica B

Quantificacéo Relativa
N
o
L
Quantificagdo Relativa
o)
L

Amostras Amostras

Express&o Geénica C

120
100

Quantificacéo Relativa
(2]
o

Amostras

Figura 13: Quantificacdo relativa da expressdo génica dossym@C (A), ahpF (B) e hsf (C) em
culturas deXf tratadas com diferentes concentracdes de Paraquai®tura controle ndo tratada. Os valores
representam o nimero de vezes da expressao dasrgenaltura tratada comparados com a culturaaentds
experimentos foram realizados em triplicata e asabaepresentam o desvio padréo entre elas.

Os resultados eram normalizados utilizando os Cislds Iniciais) obtidos para o
controle endégeno. O Ct é definido como o ciclo gme cada curva atravessa o limiar
(“Threshold”), servindo como base para comparacéie emostras. Para a normalizagéo, foi
utilizada a equagadaCt = Ct (gene alvo) - Ct (controle enddgeno), o eforde vezes ou
guantidade de cada gene em relagéo ao calibraaldetzrminado pela equacaaCt = ACt

(amostra) ACt (calibrador) e a quantificacéo relativa eraadoor 2*“".
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Os trés genes escolhidos como alvos para os ex@@anside PCR em Tempo Real
foram o genecvaC por codificar uma bacteriocina, apF por ser um gene tipicamente
expresso sob condigbes de estresse oxidativiasepmr codificar uma adesina.

A técnica PCR em Tempo Real foi utilizada paradaalios experimentos realizados
com hibridacbes em microarranjos de DNA e o grafios mostra que estes genes foram
superexpressos nas condi¢cdes de estresse oxidatifiomando os resultados observados nas
hibridacbes de microarranjos. Segue abaixo, umalaalbomparativa dos valores de
intensidade de fluorescéncia desses genes emmiogiexperimentos em microarranjos e PCR
em Tempo Real (Tabela 1):

Tabela 1: Comparacéo da expressao génica entre os expessnggtmicroarranjos e PCR em Tempo
Real. Os valores dos resultados de microarranpslsiidos através do tratamento das imagens caanientas
de bioinformatica, e os valores dos experimento®@& em Tempo Real sdo obtidos através do softd@re
fabricante e correspondem as quantificacdes rakatntre as amostras tratadas e a amostra canmndtey.

Amostras PCR em Tempo Real Microarranjos

15mM cvaC 3,457 7,906
25mM cvaC 3,329 8,178
15mM AhpF 1,235 0,998
25mM AhpF 1,354 1,995

15mM hsf 4,306 2,994

25mM hsf 5,522 5,318
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5 Discussao

Estudos relacionados a resposta&Xflao estresse oxidativo foram realizados, uma vez
que a resisténcia a explosdo oxidativa da plantke er determinante para o sucesso do
processo de infeccdo e colonizagdo (BRIAT & LEBRUMNI99; MORRISSEY &
OSBOURN, 1999; PEDRA#& al., 2000).

Surpreendentemente X revelou uma reduzida capacidade de resisténciaszmca
de Paraquat® quando comparada a outras bact&jzexes de sustentar ritmos inalterados de
crescimento mesmo quando submetidas a concentragbeszes maiores (TURNER al.,
1999; POYARTet al., 2001; MERKMAMM et al., 2001; POMPOSIELLC al., 2003). O
confinamento daXf no interior dos vasos xilematicos pode estar @doca esta baixa
capacidade de resisténcia a EROXH&ZEIER et al., 2004).

A andlise do perfil de expressdo génica da bacemaresposta a concentracdes
crescentes de Paraquat®, mostrou alguns resultatazentes com aqueles observados em
outros sistemas, além de algumas surpresas (PONEBROSIet al., 2001; ZHENGet al.,
2001).

Alguns genes pertencentes aos regulons Sox e Qagok a resposta contra radicais
superoxido e perdxido foram superexpressos da mésma como ja observado em outros
sistemas, como é o caso depC, ahpF e fumC. Além disso, a superexpressao de um
regulador transcricional pertencente a familia App@era finalmente levar & caracterizacao
do fator equivalente ao ativador SoxSxde

No entanto, os resultados aqui obtidos parecentandjue, apesar de algumas
semelhancgas, o mecanismo de resisténcia ao estradaivo daxf apresenta significativas
diferencas quando comparado ao observado Eecoli, onde estes processos foram
caracterizados de maneira mais detalhada (POMPQ8IEt al., 2001; ZHENGet al.,
2001).

Em primeiro lugar, verifica-se que muitos genescdis como indutiveis eri.coli
apresentam-se constitutivamente expressoXfersendo que a incapacidade da bactéria em
aumentar a expressao de alguns destes genes paddaaa explicar sua reduzida tolerancia
ao Paraquat®. Além disso, células Heoli possuem um mecanismo capaz de regular a
entrada de ions ferro em resposta a presenca deaER@s da superexpressdo do dene
gue codifica um inibidor do processo de importagéste elemento pelos seus receptores de
membrana (MUKHOPADYAYet al., 2004).
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Em Xf verifica-se que o gerfer ndo apresenta modulacdo de expressédo, mas o nivel
de ions ferro em solugéo no interior da célula psefereduzido devido a superexpressao de
bacterioferritina, uma proteina capaz de ligar idesro, retirando-os de solugéo
(CARRONDO, 2003).

Outro aspecto interessante relacionado a respesthab Paraquat® é o aumento da
expressdo de glutarredoxina, uma proteina envoléeanutencédo do potencial redox das
células (PRIETO-ALAMCet al., 2000). O aumento desta proteina pode estar\édwatom
a necessidade de reduzir pontes dissulfeto criada® grupamentos SH oxidados por
diversos tipos de ERO (FRATELIEt al., 2002; SONGat al., 2002).

Finalmente, o comportamento dd em resposta ao crescimento na presenca de
Paraquat® é surpreendente no que se refere a &ivde diversos genes anotados como
fatores de viruléncia, o que poderia estabelecer cumosa correlagdo entre 0 mecanismo de
defesa das plantas (explosédo oxidativa) e o dedeao@ento da ativagdo dos mecanismos de
patogenicidade por parte da bactéria.

Entre os genes de viruléncia acionados péladestaque deve ser dado para o
significativo nimero de proteinas de revestimento célula, notadamente as adesinas.
Alteracdes nesse sentido sdo conhecidas tambéespasta ao estresse oxidativo Ensali,
onde se verifica que o ativador transcricional O¥y&apaz de regular a taxa de expressao da
proteina de aglutinagdo Ag43, contribuindo paraornécdo de agregados celulares que
Qapresentam maior capacidade de resistir a presene®O (SCHEMBREét al., 2003).

Nesse sentido, a ativagdo de uma grande quanta@delesinas, como hsf, uspAl,
pspA e pilJ poderia desempenhar um papel semelbanté.

Curiosamente, verifica-se que o gdmstlocaliza-se colinearmente no genomaxfle
aos geneshpC, ahpF e ao préprio regulador OxyR, reforcando a idéiagde a ativagcéo
desta adesina estaria diretamente associada angaede ERO geradas pela presenca do
Paraquat®. A avaliacdo da regido promotora desteggge posterior comparacdo com as
regides promotoras putativas de outros genes aqérexpressos, podera nos auxiliar a
encontrar elementos controladores da transcricdoXgntontribuindo para um melhor
entendimento dos mecanismos de controle de exprgéséca nesta bactéria, 0 que sera uma

ferramenta muito Util a futuros estudos funcionais.
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