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RESUMO

O cancro citrico doenca causada pela bactéria gram negativa Xanthomonas axonopodis
pv. citri (Xac), representa muitos prejuizos para citricultura brasileira e mundial. Com
objetivo de conhecer os mecanismos de ataque da doenca, em 2002, a Xac teve todo seu
genoma sequenciado. Posteriormente foram iniciados estudos de gendmica funciona da
Xac. Uma biblioteca de mutantes foi constituida e os mutantes foram analisados por

inoculacéo in planta, deste modo trés mutantes foram selecionados por apresentarem

diferencas nos sintomas, quando comparados com a estirpe selvagem Xac. Os genes
nocauteados nos mutantes codificam trés proteinas diferentes. DGTP pirofosfato tiamina
sintase, envolvida na biossintese de vitamina B1, a subunidade E da enzima PHA sintase,
gue atua na sintese de polihidroxialcanoatos, que acumulados na forma de grénulos
intracelulares constituem substancias de reserva da célula, e podem formar biopolimeros
e, ainda o terceiro gene nocauteado, que codifica uma proteina hipotética. O perfil de
crescimento da Xac selvagem e dos mutantes foi avaliado a fim de se comparar o perfil

de crescimento das bactérias selvagem e mutantes ao longo de infecgdo em hospedeiro
citrico. As curvas de crescimento revelaram que o mutante da DGTP pirofosfohidrolase
tiamina sintase ndo se desenvolve na planta hospedeira. O mutante da PHA sintase cresce
menos gque a Xac selvagem nos dois primeiros dias de avaliagéo, ja 0 mutante da proteina
hipotética sofre uma fase de declinio a partir do oitavo dia de avaliagdo experimental.

Como um primeiro passo para estudos estruturais da subunidade E da PHA sintase da
Xac, o gene codificador desta proteina foi clonado em vetor de expressdo e a proteina
recombinante foi produzida em E.coli naforma sollvel.

Palavras chaves. Cancro citrico, mutante, polihidroxialcanoatos, Tiamina sintase e
hipotético.
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ABSTRACT

The citric canker disease caused for the bacterium gram negative Xanthomonas
axonopodis pv. citri (Xac), presents many damages for Brazilian and world-wide
citriculture. In 2002, aiming to know the mechanisms of attack of the disease, the Xac
had all its sequenced genome. After this period, it started the studies of structura
genomic of the Xac. A library of mutants was constituted and the mutants had been
analyzed by inoculation in plant, three mutants had been isolated for not to show
differences in the symptoms when compared with the wild lineage Xac. The mutants
codify three different proteins:. DGTP pyrophosphate tiamine synthase involved in
biosynthesis B1 vitamin; enzyme PHA synthase subunit E that is involved in the
synthesis of polyhydroxyalkanoate, in the intracellular granule form, they constitute
substances of reserve of the cell, and can still to form biopolymer; and hypothetical
proteins. The profile of growth of the wild Xac and the mutated Xacs in the three cases of
the mutants had been evaluated in order to compare the profile of growth of the bacterial
wild and mutant during the infection in citric host. The growth curves showed that the
mutant of the DGTP pyrophosphate tiamine synthase does not develop the disease in the
host plant. The PHA synthase grows less than the wild Xac in the first days of
evaluaction, however the mutant of the hypotetical, shown a decline period for eighth
day of the experimental evaluaction. Aiming the structural studies of the subunit E the
PHA synthase of the Xac, the code gene of this protein was cloned in expression vector

and the recombinant protein was produced in E.coli in the soluble form.

Keywords: Citric canker, mutant, polyhydroxyakanoate, tiamine synthase and
hypothetical



1 —Introducéo.

A cultura de citros em larga escala apresenta alta produtividade e o Brasil
produziu, 20.526.500 toneladas de frutas em 2005 (Koller et al., 2006), sendo o maior
produtor mundial de citros desde a década de 80. Por outro lado, a cultura de citros é
suscetivel aum elevado nimero de doengas com grande potencial de destruicéo, dentre as
guais destacam se a tristeza dos citros (que devastou pomares nas décadas de 30 e 40), a
clorose variegada dos citros (CVC - amarelinho) causada pela Xyllela fastidiosa
(Laranjeira & Palazzo, 1999), e o cancro citrico, uma das mais destrutivas, causado pela
bactéria fitopatogénica gram-negativa Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac)
(Namekata et al., 1996).

O cancro citrico encontra-se em pelo menos 30 paises, sendo endémica em todos
agueles produtores da Asia e em vérios outros da América do Sul (Feichtenberger et al.,
1997). Introduzido, no Brasil, na década de 50, trazido do Japdo em mudas de citros
infectadas, que entraram ilegalmente no pais (Hasse, 1987). No intuito de conhecer o
mecanismo utilizado pela Xac no processo de infeccdo, em 2002, o agente do cancro
citrico teve seu genoma completamente seqlenciado, revelando um total de 4.428
proteinas codificadas (da Silva et al., 2002). A partir deste momento, a gendmica

funcional tornouse uma poderosa ferramenta para o estudo e entendimento do



patossistema citros::Xac, possibilitando a identificacéo de genes bacterianos responsaveis
pelainducdo de sintomas do cancro em hospedeiros citricos.

A mutagénese a0 acaso por insercdo aleatdria de transposon congtitui-se numa
metodologia eficiente para o estudo de variagdes fenotipicas da patogenicidade em
plantas hospedeiras inoculadas com mutantes do patégeno em questdo, através da
observacdo de ateracBes dos sintomas tipicos do desenvolvimento da doenca, as quais
podem ir desde alteracbes discretas na patogenicidade, até a auséncia completa dos
sintomas. A existéncia de uma biblioteca de mutantes de Xac por insercéo aeatéria de
transposon (Levano-Garcia et al., 2005) possibilitou a identificagdo de trés mutantes que
apresentaram sintomas interessantes para 0 estudo da interacdo planta patégeno, nos
guais, se encontram mutadas as seguintes ORFs. ORF (XAC2047) que codifica a
subunidade E da PHA sintase (PhaE), cuja inoculacéo revelou alteracdes discretas nos
sintomas tipicos de cancro induzidos em plantas citricas hospedeiras (Laia et al.,
resultados ndo publicados). A ORF (XACO0789) que codifica uma tiamina sintase
pirofosfato, precursora da vitamina B1, onde as inoculagBes do mutante desta proteina
apresentaram evidentes discrepancias de desenvolvimento entre a estirpe selvagem e o

mutante. E ORF (XAC1201) que codifica uma proteina hipotética conservada em citros.



2 Revisdo deliteratura

2.1 - Citricultura e Cancro Citrico.

O Brasil, desde a década de 80, tornou-se 0 maior produtor mundial de laranjas,
tendo no estado de S8 Paulo sua maior producdo, com cerca de 70% das caixas de
laranjas produzidas e 98% da producdo de suco (Hasse, 1987). E a segunda atividade em
termos de importancia agro-econdmica do estado de S&o Paulo, movimentando 5 bilhGes
de Reais por ano, segundo dados do FUNDECITRUS. Além de gerar 400 mil empregos
diretos, movimenta a economia de 316 municipios paulistas e cerca de 15 municipios
mineiros, sendo para estes municipios a base da economialocal.

Muitas doencas tém feito com gue os produtores de laranja desistam de continuar
com a cultura de citros, recentemente, surgiram duas novas doencas tdo destrutivas
guanto o cancro citrico. A “morte stbita do citros’ (MSC), que ndo possui ainda um
agente causal confirmado (suspeita-se de um agente viral) e é uma doenga de combinagdo
copa/porta enxerto, que manifesta os sintomas na regido da enxertia em plantas sobre
porta-enxerto intolerantes ao seu agente patogénico. Pesguisas mostram que 0s vasos do
floema, que levam os produtos gerados na fotossintese para toda a planta, inclusive araiz,
ficam bloqueados. Sem alimento, a arvore definha e pode morrer. A morte subita dos

citros provoca diminuicio no tamanho, peso e quantidade de frutos



(http://www.fundecitrus.com.br/doencas/morte subita.html), o “greening”’, também

chamada de “huanglongbing” (HBL), que é uma doenca de dificil controle,
provavelmente originaria da China e que atuamente afeta seriamente a producéo de
citros na Asia e na Africa. O agente causal € uma bactéria com crescimento limitado ao
floema, chamada provisoriamente Candidatus liberibacter spp. Antes da constatacdo no
Brasil, exisiam duas formas de bactérias causadoras do greening: Candidatus
liberibacter africanus, associado a forma africana da doenca, e Candidatus liberibacter
asiaticus associada a forma asiatica. Nao é conhecida até o presente nenhuma variedade
de copa ou porta-enxerto resistente a doenca
(http://www.fundecitrus.com.br/doencas/greening.html).

O cancro citrico, causado pela bactéria fitopatogénica gram:negativa
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) (Namekata et al., 1996), foi introduzido, no
Brasil, na década de 50, trazido do Japdo infectando mudas de citros, que entraram
ilegalmente no pais (Hasse, 1987). Esta doenca é considerada, para a citricultura, uma das
causadoras de maior prejuizo econémico, pois causa danos na qualidade dos frutos e, por
consequéncia, na producdo de laranjas para processamento em suco, bem como a
destruicdo de milhares de érvores em pomares constituidos e, até entdo, produtivos, ja
gue como ha maioria das bacterioses de vegetais, o cancro citrico ndo possui controle
curativo eficiente, sendo que a Unica forma de eliminar o cancro citrico é erradicar todo
material contaminado em um raio de, no minimo, 30 metros do foco de contaminacéo, se
ocorrer de 0,5% das plantas do talh&o. Se a contaminacdo for maior do que 0,5% do total
de laranjeiras, erradica-se todo 0 pomar e, nesta &rea, ndo se pode plantar citros por dois
anos, 0 que acarreta sérias perdas ao produtor. Nos Estados Unidos, o cancro citrico vem
se dlastrando de maneira preocupante e progressiva desde 1995, apds anos de esforgos em
programas de erradicacdo da doenca, os quais ja consumiram mais de U$200 milhdes
(Brown, 2001).

O cancro citrico infecta plantas através de aberturas naturais, como estdmatos e
hidatédios, nos tecidos jovens ou por meio de ferimentos em tecidos maduros (folhas,
frutos e ramos). Esta doenca pode provocar lesdes nas folhas, frutos e ramos e,
consequentemente, a queda prematura de folhas e frutos. As galerias produzidas pela

larva minadora sdo uma excelente porta de entrada para a bactéria. Para se desenvolver



no espaco apoplastico da planta (parénquima aerado), a Xanthomonas axonopodis pv.
citri (Xac) tem que coordenar seu programa de multiplicacdo celular a percepcdo do
ambiente representado pelo interior da planta citrica hospedeira, promovendo a inducéo
de genes requeridos para que o processo infeccioso se estabeleca com sucesso. Altamente
contagiosa, a bactéria é resistente e consegue viver em varios ambientes por mais de nove
meses. Além disso, trata-se de um patdgeno de féacil dispersdo, sendo o homem e as

intempéries os principais agentes disseminadores.

2.2 - Aspectos molecular es de inter agdes planta-patégeno

As interagBes entre plantas e bactérias fitopatogénicas podem ser caracterizadas
como compativeis ou incompativeis. Na "interacdo compativel”, o patégeno invade o
tecido vegetal, sendo capaz de inibir os mecanismos de defesa da planta hospedeira e
sarvir-se de um arsenal de patogenicidade, que envolve a producdo de toxinas, secrecéo
de enzimas liticas extracelulares e liberacgo de fatores de viruléncia nos meios extra e
intracelular da planta atacada (White et al., 2000). Na "interacdo incompativel”, o
patogeno € restringido e eliminado no sitio de infeccdo, apos o disparo dos mecanismos
de defesa da planta. Este tipo de interacdo prediz que o gene de aviruléncia (Avr) do
patégeno codifica uma proteina elicitora (Avr) capaz de interagir especificamente com
um receptor da planta (proteina R) codificada por um gene de resisténciaR (Keen, 1990).
O disparo das defesas da planta implica na acelerada e intensa ativagéo das vias de
transducdo de sinais que resultam na resposta de resisténcia, muitas vezes caracterizada
por uma necrose localizada também denominada reacdo de hipersensibilidade (HR,
“Hipersensitivity Response”) (Staskawicz et al., 1995).

2.3 - Genbmica funcional do cancro citrico.

O seguenciamento em larga escala de diversos genomas bacterianos e a
implantagdo de andlises p6s-gendmicas de carater funcional tém levado ao acimulo de

uma grande quantidade de dados relativos aos processos infecciosos envolvidos nas



interacbes entre bactérias patogénicas e hospedeiros animais (Domenech et al., 2001,
Graham et al. 2001, Bjokholm et al., 2001). Seguindo esta tendéncia, tal avango deve se
estender, também, ao dominio das interacOes entre bactérias fitopatogénicas e
hospedeiros vegetais. Andlises gendmicas de carater funcional visam, no caso de
microrganismos patogénicos, a identificacdo de fatores de viruléncia, moléculas avo de
substéncias anti- microbianas e o incremento nos métodos de diagnose de doencas.

O seqlenciamento completo do genoma da bactéria Xylella fastidiosa/CVC
constitui-se num marco para a ciéncia brasileira, um feito de ampla repercusséo
internacional, que colocou o Brasil no seleto rol de paises que dominam a tecnologia
gendmica (Simpson et al., 2000). Os genomas de outras bactérias fitopatogénicas de
interesse agro-industrial também foram sequienciadas em nosso estado: Xanthomonas
axonopodis pv. citri (cancrose de citros), Xanthomonas campestris pv. campestris
(podridéo negra das cruciferas), Xylella fastidiosa/PD (doenca de Pierce em videiras),
Leifsonia xyli subsp. xyli (raquitismo da soqueira em cana-de-agucar).

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), que teve seu genoma
completamente sequienciado, revelou um total de 4.428 proteinas codificadas, das quais
62,6% tem suas fungbes associadas a proteinas com fungdes conhecidas descritas na
literatura e 37,4% correspondem a proteinas sem funcdo descrita até o momento de
conclusdo do genoma (da Silva et al.,, 2002). Além disso, genes envolvidos em
patogenicidade e viruléncia foram identificados neste genoma, codificando para sistemas
de secrecéo de toxinas e proteinas de viruléncia aviruléncia, enzimas de degradacéo da
parede celular vegetal, estrutura de adesdo bacteriana e enzimas com capacidade de
neutralizar espécies ativas de oxigénio gerado pela planta hospedeira. Considerando-se
que 37,4% dos genes da Xac correspondem a proteinas sem fungdo conhecida, e que
muitos destes genes podem codificar proteinas com funcbes importantes para o
entendimento da colonizagdo do patdgeno e seu mecanismo de ataque na planta
hospedeira, muito resta a saber sobre o arsenal e estratégias utilizadas pelo patdgeno na
inducdo do cancro no hospedeiro citrico.

Métodos de gendmica funcional podem constituir-se numa poderosa ferramenta
para 0 estudo do patossistema citros::Xac, possibilitando a identificacdo de genes

bacterianos responsaveis pela inducdo de sintomas do cancro em hospedeiros citricos.



Dentre estes, podemos identificar tanto genes com funcéo pressuposta pela comparacéo
com sequéncias de genes ortdlogos depositados em bancos de dados, como genes com
funcéo hipotética e, portanto, representando novidades em termos de funcéo e sua relacéo
com o processo de patogenicidade e viruléncia.

A mutagénese a0 acaso por inser¢do de transposon € uma metodologia capaz de
levar a interrupgdo génica em larga escala. O fendtipo de patogenicidade resultante pode
ser verificado por inoculacdo dos mutantes no organismo hospedeiro e pela observacéo
de ateracbes dos sintomas tipicos do desenvolvimento da doenca, as quais podem ir
desde ateracBes na patogenicidade, até a auséncia completa de sintomas. O estudo
integrado, associando os genes mutados e respectivos fendtipos apresentados, e as vias de
expressdo génicas e metabdlicas em que tais genes se situam, deve levar a uma maior
compreensdo do processo infeccioso em seus diferentes estagios, aém de identificar

possiveis avos para o controle da doenga.

2.4 — Mutantes de Xac com patogenicidade alter ada.

Para a redlizacéo de estudos de genémica funcional nas interactes Xac::citros, foi
construida em nosso laboratério (LBM do Departamento de Tecnologia), uma biblioteca
de mutantes de Xac por insercdo aeatéria de transposon, utilizando o kit EZ:TN
(Epicentre). Os mutantes foram analisados por inoculacdo individual em mudas de
limoeiro cravo, e agueles apresentando patogenicidade alterada, quando comparados ao
fendtipo padrdo do cancro gerado pela Xac selvagem (controle positivo), foram
selecionados para serem investigados em maior detalhe. Dentre cerca de 2.000 mutantes
analisados individualmente por inoculacdo em citros hospedeiro, foram selecionados 96
mutantes de interesse, e apds duas repeticdes independentes de inoculagdes em plantas
citricas hospedeiras foram retidos aproximadamente 50 mutantes com patogenicidade
aterada. Dentre os 50 mutantes, 44 foram identificados por sequienciamento como tendo
sido nocauteados pela insercdo do transposon nos mutantes respectivos. Os genes
nocauteados correspondem as diversas categorias de genes anotados no genoma Xac,

indicando que a estratégia tem alcancado seu objetivo de identificar ndo somente genes



sabidamente implicados na patogenicidade da Xac em planta hospedeira segundo a
literatura, mas também genes codificando elementos ainda n&o relacionados ao complexo
fendbmeno que é a patogenicidade e viruléncia em patdgenos bacterianos e, ainda, genes
com funcgdes ndo atribuidas até 0 momento (codificando proteinas de fungdes hipotéticas
ou desconhecidas).

Dentre 44 mutantes com patogenicidade aterada, trés que codificam diferentes
proteinas foram os selecionados para estudo: ORF (XACO0789), que codifica uma
Tiamina Sintase pirofosfato, em animais sua forma ativa a tiamina pirofosfato TPP,
utilizada como cofator para as reagOes catalisadas pela piruvato descarboxilase e pela
piruvato acetoglutarato desidrogenase, bem como para as reagdes catalisadas pela
transcetolase da via das pentoses fosfato. A deficiéncia de tiaminaleva a uma diminuicdo
dréstica na capacidade das células em gerar energia, como resultado do seu papel
importante nessas reacBes. ORF (XAC1201), que codifica uma proteina hipotética. ORF
(XAC2047), que codifica a subunidade E da PHA sintase (Phag). Os
polihidroxial canoatos (PHAS) sdo hiopolimeros produzidos por inimeras bactérias, sob
condicbes apropriadas de cultivo (Piemolini et al., 2004). Fisiologicamente, S0
macromoléculas de reserva energética, geramente acumulados intracelularmente, na
forma de gréanulos localizados no interior das células, os quais podem representar até 80%
da massa seca total das células (Rodrigues, 2005). Sob limitagdo de nutrientes essenciais,
como nitrogénio, fosfato, enxofre ou oxigénio e na presenca de suficiente fonte de
carbono (Piemolini et al., 2004) bactérias Gram negativas ou Gram-positivas facilmente
encontrados na natureza, efluentes, solo, agua de mar, sdo capazes de acumular PHAS
(Byron, 1987). Na biossintese de PHAS, a principal enzima controladora € a PHA sintase
(PhaC), aqual usa o substrato b-hidroxiacil Coenzima A para polimerizacdo (Sheu et al.,
2.000). Todas as bactérias estudadas até 0 momento apresentam pelo menos uma PHA
sintase, alguns géneros apresentam duas sintases, ambas capazes de catalizar a formacéo
de uma ligacdo éster entre os grupos hidroxila e carbonila dos substratos hidroxiacil-
coenzima A (HA-CoA) (Piemalini et al., 2004).

A PHA sintase pode ser classificada em 4 tipos. O tipo | e o tipo |l de PHA
sintases compreendem enzimas que consistem em somente um tipo de subunidade (PhaC)
com massa molecular entre 61 e 68 kDa (Rehm & Steinblchel, 1999). A PHA do tipo |11



gue é formada pelas subunidades PhaC e Phak (Sheu et al., 2000), com massa molecular
em torno de 40kDa (Rehm, 2003). E a PHA do tipo IV (e.g. Bacillus megaterium), que é
semelhante a da classe |11, porém a subunidade PhaE é substituida pela PhaR, com massa

molecular em torno de 20 kDa (McCool & Cannon, 2001).

2.5—Andlise cristalogr afica.

O desenvolvimento da biologia molecular e as técnicas de DNA recombinante
tornaram possivel descobrir e compreender muitos fendmenos bioldgicos em maiores
detalhes, permitindo confirmar teorias propostas, que até entdo permaneciam no terreno
das hipoteses. Entre tantos avangos, existe uma érea, pouco conhecida do publico geral,
gue deve se tornar uma das mais importantes para a biotecnologia: a cristalografia de
proteinas, um ramo tradicional da ciéncia cujo carater abrange um contelido extenso e
diverso (Giacovazzo et al., 2002). Entre os métodos atuais, a cristalografia € o mais
poderoso para descrever a estrutura tridimensional de uma proteina, de uma enzima
ligada ao seu substrato ou inibidor especifico, através do preciso posicionamento de cada
um dos seus aomos num arranjo cristalino. 1sso permite determinar a relacéo entre a
estrutura da proteina e sua fungdo (Hwa & Polikarpov, 1999), visando desenho de drogas
especificas capazes de interagir com proteinas avo para, por exemplo, impedir o
desenvolvimento de um patdgeno no organismo hospedeiro.

A producdo de proteinas recombinantes em condigdes suficientemente boas para a
obtencdo de cristais de proteinas € um desafio a ser enfrentado. Muitos séo 0s casos em
gque em anos de pesquisa as tentativas de cristaizagdo de uma proteina de interesse
tenham resultado em falta de sucesso na obtencao de cristais da proteina. No entanto, o
desenvolvimento da Biologia Estrutural na era P&s-Genbmica tem privilegiado
estratégias que compreendem tentativas de cristalizagdo de um grande numero de
proteinas, em paralelo (média ou larga escala), levando a um aumento de chances em se
chegar a obtencdo de cristais para as proteinas que apresentem menos dificul dades em ser
cristalizadas (Dove, 2004).
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Experimentos de triagem de cristalizacdo empregam tipicamente uma busca
convencional de multiplos pardmetros de protocolos nas técnicas de gota suspensa
(difusdo de vapor), com otimizacdo via utilizacdo de aditivos, semeadura etc, que sdo
rotineiramente realizados em uma cémara termoestavel a 4 ou 18°C. Medidas de
espal hamento de luz dindmica sdo extensivamente utilizadas, assim como banco de dados

S0 gerados para direcionar 0S procedimentos de triagem
(http://cbme.if.sc.usp.br/metodos/pc.html).

Dentro do projeto de genémica funcional do cancro citrico, estudar a estrutura de
proteinas da Xac implicadas no desenvolvimento de sintomas de cancro em plantas
citricas, corresponde a busca por alvos com possibilidade de levar a estratégicas de

controle e combate a esta doenca.
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3 - Objetivos

Este trabalho de mestrado teve por objetivo a expressdo de proteinas
recombinantes de Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) em E.coli, na forma solavel,
em quantidade e homogeneidade molecular suficientes para a sua cristalizacao.

Foram escolhidas 3 proteinas deduzidas a partir de genes que, uma vez mutados,
levam a alteracGes dos sintomas de cancro usualmente observados para a Xac selvagem

infectando plantas hospedeiras.
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4 - Materiais e métodos

4.1 Manutencao e Cultivo de Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) e dos

mutantes de Xac.

A partir de estoques da bactéria a -80°C, em meio TSA contendo glicerol a 15%,
Xanthomonas axonopodis pv. citri, isolado 306, foi cultivada em meio de cultura TSA
(10 g de triptona, 10 g de sacarose, 1 g de Nat+ glutamato, 15 g de agar e agua destilada
suficiente para 1L). O agar, somente, foi utilizado em meio de cultura sdlido. As células
foram multiplicadas em tubos de ensaio contendo 3 mL de meio de cultura, sob uma
agitagdo de 200 rpm ou placas de Petri, em estufa a 28 °C. Quando se fez necessario, no

caso dos mutantes, 100 ng/mL de canamicina foram adicionados ao meio de cultura.

4.2 Obtencao e | noculagéo dos Mutantes.

Os mutantes dos genes XACO0789 (6H10), XAC1201 (11D3) e XAC2047 (11A4)
de Xac foram obtidos por inser¢do aleatoria do transposon Tn5, a partir do kit EZ::Tn
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(Epicentred ) (Levano-Garcia et al., 2005) e a identificacdo dos genes nocauteados foi

realizada por seguenciamento das bordas de inser¢éo do transposon no DNA genémico
da Xac mutante (Laia et al., resultados ndo publicados). Os mutantes, 6H10, 11D3 e
11A4 foram inoculados a 10® ufc/mL, nos espacos intercelulares de um dos lados das
folhas de mudas de limoeiro cravo, por presséo com o auxilio de uma seringa sem agulha
e 0 desenvolvimento dos sintomas foram acompanhados por 3 semanas e registrado em
fotografias digitais. Como controle foram inoculadas bactérias Xac selvagem no lado

oposto das mesmas folhas inoculadas com os respectivos mutantes.

4.3 Caracterizacao molecular dos mutantes.

Para a caracterizagdo molecular dos locus mutados, das construgoes (pBS6H10,
pBS11D3 e pBS11A4) do fragmento genbmico contendo os genes respectivos de cada
locus interrompidos pelo transposon, clonado no sitio Sac Il do “polilinker” do vetor
pBSKII, foram digeridos com as seguintes combinacdes de enzimas de restricdo:
EcoRI/Sacl, BamHI ou Hindlll. Para cada mutante procedeu a seguinte reagdo: 10ug de
DNA (10uL), 3uL do tampéo especifico da enzima, 1 puL de enzima nos casos BamHI e
Hindlll e O0,5uL de cada enzima na combinacdo EcoRI/Sacl, 16 pyL de H,O para um
volume final de 30pL, esta digestdes foram incubadas em “banho maria’ a 37°C por 3
horas. As digestdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, tampéo 1X
TAE (Sambrook et al., 1989), por 2 horas, a 120 volts. O DNA foi corado com 3L de
Brometo de Etideo 10mg/mL adicionado no preparo do gel e no tampéo de eletroforese.
Foi realizada uma andise in silico a partir do locus dos mutantes de Xac no programa
Sequencher 4.5 foi comparada com o padréo de digestdo da mnstrugdo sequienciada na

identificacdo do gene nocauteado.

4.4 Curvasde crescimento in planta.

Culturas da bactéria Xac selvagem e dos mutantes 6H10 da ORF XAC0789, 11D3
da ORF XAC1201 e 11A4 da ORF XAC2047 estocados em nmeio TSA contendo 15%
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glicerol, foram plagqueadas em meio TSA sdlido (adicionado de canamicina, no caso dos
mutantes) foram incubadas a 28°C por dois atrés dias. Ap6s o desenvolvimento de massa
bacteriana, uma boa por¢do de bactérias foi transferida para tubos de 50 mL contendo 10
mL de &ua milli-Q autoclavada, dentro de um fluxo laminar e com a gjuda de palitos
autoclavados, seguido de agitacdo em vortex até obtencdo de uma suspensdo homogénea
de bactérias.

Cada um dos inoculos foi padronizado para D.O.goonm 0,3 com a utilizacdo do
aparelho Biofotdmetro (Eppendorf) e, em seguida, inoculados no hospedeiro, Citrus
limonia (lim&o cravo) de modo a preencher toda a area foliar e cada muda foi etiquetada
com seu respectivo indculo. Em cada um dos tempos da curva (O, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14
dias apds a inoculacdo) foram retirados discos de folhas inoculadas das plantas
representando cada inéculo com 1 cm de didmetro. Apés a retirada dos discos, estes
foram tratados em acool 70% por 30 segundos (s) €, em seguida, mergulhados em agua,
durante 0 mesmo tempo, para a retirada do excesso do acool. Entdo, cada disco foi
transferido para um tubo de 1500 puL contendo 1 ml de &gua estéril para a maceracao.
Utilizando uma furadeira elétrica contendo bastdo macerador plastico com ponta no
formato do fundo do tubo, os discos de folhas foram respectivamente macerados. Em
seguida procedeuse uma diluicdo seriada para cada condicdo experimental, 10" a 10°.
De cada uma das dilui¢gdes foram plagueados 10 pL em meio TSA Dlido de forma a
obter 9 microgotas enfileiradas (método de microcolénia de Romeiro (2001). Numa
mesma placa foram aplicadas todas as dluicles da triplicata de um experimento, que
foram incubadas a 28°C por um tempo suficiente (2 a 3 dias) para se visudizar as
colbnias de bactérias viaveis, e entdo, contélas. A partir destes dados foram obtidos
gréficos de Curva de crescimento in vivo, onde a Log ufc/cn? compde o eixo Y
(ordenada) e os dias apOs inoculacdo representam a abscissa (X). As curvas de
crescimento in planta foram realizadas a partir de trés experimentos independentes,
realizados em triplicata.

A partir das médias das 9 repeticbes obtidas de cada ponto, foi obtido o Desvio
Padréo utilizando a funcdo DESVPAD do Excel da Microsoft. O Erro Padrdo que

expressa graficamente os erros potenciais relativos a cada marcador de dados em uma
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sequéncia de dados foi encontrado, dividindo o Desvio Padrdo pela raiz do nimero de

repeticbes de cada ponto.

4.5 | solamento e Clonagem dos Genes em vetor de expressao.

Os oligonucleotideos forward0789 5 ATQCCTgATTCTCTTCgACCCg 3 e
reverse0789 5 CTgCggTgAATTCATTgCggC 3, forward1201 5
ATggAggCgTTgTTCgACCAg 3, reverse1l201 5 CCTgCCCAAQCTTAQTgCAQC 3'e
forward2047 5 ATggCAAQgCAQgCggTTCggAC 3, e reverse2047 5
AACggAgAATTCATQCCTgCg 3, foram constituidos usando o programa Gene Runner
V. 3.00 (Hastings software), sintetizados e utilizados para a amplificacdo e isolamento
dos 3 genes , desde a metionina inicial até o codon de terminagdo. As reagdes de PCR
foram realizadas com 100hg de DNA de cosmideo, para cada ORF foi selecionado o
cosmideo correspondente do I6cus génico, para ORF XAC0789 (0CF11), XAC1201
(1TAO02) e XAC2047 (ODH11), 10 pmoles de cada oligo, 1U de Tag DNA Polimerase Hi
fidelity (Invitrogen), 200mm de dNTPs, 1 mM de MgSO, e 1X tampéo de Taqg, para uma
reacdo com volume final de 50pL, num termociclador Perkin Elmer Appied Biosystems
(PCR System 9700 Gene Ampa ) e um programa com desnaturacdo inicial de 95°C por 2
minutos, seguidos de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C
por 2 minutos e 30 segundos. Para confirmar o isolamento do gene por produto de PCR,
0s mesmo foram aplicados em gel de agarose 1% corado com 3uL de Brometode etideo

10mg/mL no gel e 3uL no tampéo de corrida TAE 1X.

4.6 Clonagem e Transfor magéo bacteriana

Os produtos de PCR correspondente as ORFs especificas, XAC0789, XAC1201 e
XAC2047, foram clonados no vetor de expressdo pET-SUMO (Invitrogen), gerando as
construcdes resultantes, pET-SUMOQ789 (figura 1), pET-SUMO1201 (figura 2) e pET-
SUMO2047 (figura 3), para a producéo da proteina fusionada a uma etiqueta de HIS-6-
SUMO na por¢ao N-terminal da proteina. Cada ligagdo continha 1uL de PCR (~100ng),
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1uL de tampéo Ligantion Buffer 10X (Invitrogen), 2 uL de vetor pET SUMO a 25ng/uL
(Invitrogen) 5uL de H,O estéril (Invitrogen). As ligagdes foram incubadas por 16 horas a
15 °C. Céulas de E. coli linhagem One Shot® Mach1™-T1R, quimicamente
competentes (Invitrogen), foram utilizadas para transformagéo, seguindo as indicagdes do
fabricante: 2uL da ligacéo de cada gene foram separadas e adicionadas nos tubos que
continham as células competentes, foram incubadas 30 minutos no gelo, posteriormente
30 segundos em “banho maria” a 42°C voltando rapidamente para o gelo, posteriormente
foi adicionado 250 uL de meio SOC (Invitrogen) e mantido sob agitacéo de 200rpm por 1
hora, foram espalhada na placa de petri com meio de cultura LB adicionado de 50 ug/mL
de canamicina 100 e 200 uL colénias isoladas foram separadas para mini preparacdo de
DNA.

' HisG T

lacO RBS ATG | epitope SUMO  GeNE . T7 term
|

lacl — ..

Canamicina
PETSUMOO789
5643 bp
rop

pBR322 ori

Figura 1. Gene da Tiamina sintase clonada no vetor pETSUMO, formando
PETSUMO0789.
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HisG T
lacO RBS ATG epitope SUMO GENE . T7 term
|
lacl — ..
Canamicina
PETSUMO1201
5643 bp
rop
pBR322 ori

Figura 2. Gene Hipotético clonado no vetor pETSUMO, formando pETSUM O1201.
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HisG T

lacO RBS ATG epitope SUMO GENE - T7 term
|
lacl — ..
Canamicina
PETSUMO2047
5643 bp
rop
PBR322 ori

Figura 3. Gene da PHA sintase subunidade E (PhaE), clonada no vetor pETSUMO,
formando pETSUM 02047.

4.7 Mini-preparacéo de DNA plasmidial

Colonias isoladas obtidas da transformacéo foram utilizadas para verificacéo da
clonagem. Uma col6nia foi replicada, com auxilio de palito estéril, em nova placa com
canamicina (50 pg/mL) e, em seguida, a mesma coldnia foi inoculada em 3,0 mL de meio
liquido 2xTY contendo (50 pg/mL), incubando-se por 16 horas a 37°C, sob agitagdo a
250 rpm. As culturas foram transferidas para tubos eppendorf e centrifuadas a 14000 rpm
por 5 minutos a temperatura de 22 °C, o sobrenadante foi descartado e o DNA plasmidial
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foi isolado pelo método de lise acalina, como descrito por (Sambrook et al.,1989). , apos

o isolamento do DNA as amostras foram sequienciadas.

4.8 Reagdes de sequenciamento

As reacdes de seqlienciamento constaram de 4,0 nL de &gua bi-destilada estéril,
3,0 nL de tampdo de sequenciamento, 1,0 nL de BigDye v3, 1,0 L de DNA
plasmidial(~100hg) e 1,0 nL do oligonucleotideo iniciador SUMO forward (5'-
AgATTCTTgTACGACggTATTAG3') (Invitrogen) ou do oligonucleotideo iniciador T7
reverse (5-TAgTTATTgCTCAQCggTgg-3) (Invitrogen).

As reagOes seguiram os seguintes ciclos de amplificagcdo, 96 °C por 10 segundos
desnaturacéo, 52 °C por 5 segundos anelamento e, uma etapa de polimerizacdo 60 °C por
4 minutos (min), repetindo esses ciclos por 35 vezes, ao termino dos ciclos, as amostras
foram mantidas a 4 °C até o uso. A lavagem da reacdo dos terminadores, deu-se em
seguida, adicionando 80 ni de isopropanol a cada amostra. Apés 15 min. a temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm, em centrifuga de placas Rotanta
46R (Hettich), por 30 min. a 22 °C. Apds precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi
descartado e as amostras foram lavadas, duas vezes, com 200 nlL de etanol 70% seguido
de centrifugacéo a 4.000 rpm por 15 min. a 20 °C. As amostras foram secas em bomba
vacuo por 5 min. e submetidas ao seqiienciamento em um sequienciador automético ABI
3700 conforme metodologia sugerida pelo fabricante do equipamento (Applied
Biosystems). Os cromatogramas foram analizados no programa BioEdit, e aqueles que
apresentaram bom rendimento foi submetido a andlise de montagem para verificagdo das
ORFs no programa Sequencher 4.5, os clones que entrou na direcéo correta e ndo sofreu
nenhuma mutagdo foram utilizados para transformacéo em células de E. coli linhagem
BL21(DE3) (Invitrogen).
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4.9 Transformacédo em célula competente para inducéo de proteina recombinante.

As amostras de DNA isolados dos genes e confirmados pelo seqlienciamento,
foram utilizados para transformacdo em célula competente de E. coli linhagem
BL21(DE3) (Invitrogen), seguindo a recomendacdo do fabricante: 2uL da ligagdo de cada
gene foram separadas e adicionados nos tubos que continham as células competentes,
foram incubadas 30 minutos no gelo, posteriormente 30 segundos em “banho maria’ a
42°C voltando rapidamente para o gelo, posteriormente foi adicionado 250 uL de meio
SOC (Invitrogen) e mantido sob agitacdo de 200rpm por 1 hora, foram espalhada na
placa de petri com meio de cultura LB adicionado de 50 ug/mL de canamicina ap0s
incubacdo a 37°C por uma noite entre 100 e 200 coldnias isoladas foram separadas para
mini preparacdo de DNA. Colonias isoladas foram utilizadas para analise de expresséo
das proteinas heterdlogas em pequena escala.

4.10 Mini inducéo das Proteinas.

Colbnias isoladas obtidas apos a transformagéo foram incubadas 5,0 mL de meio
2xTY contendo 50 pg/mL e incubadas a 37 °C, sob agitagdo a 250 rpm, até uma
densidade éptica (D.O.s00nm) entre 0,6 e 0,8. Uma dicota de 1,0 mL foi retirada de cada
proteina produzida e adicionouse IPTG para uma concentracdo fianl de 0,4mM,
incubando por mais 4 horas nas mesmas condigdes. Ao término do periodo de incubacéo,
nova adiquota de 1,0 mL foi retirada de cada tubo induzido, as amostras foram
centrifugadas 14000 rpm, 5minutos a 22 °C e ressuspendidas em 50uL (amostras ndo
induzidas) e 200 pL (amostras ndo induzidas) de HO estéril. Em seguida adicionouse
igual volume de 2x tampéo de amostra (125mM Tris-HCI pH 6,8, 4% p/v SDS, 20% v/v
glicerol, 0,01% p/v azul de bromofenol) e [3¥mercaptoetanol para concentragéo final de
0,1% (v/). As amostras foram aguecidas a 100 oC por 5 minutos e centrifugadas por 5
minutos a 14000 rpm, 22 °C, sendo estocadas a-200C quando necesséario. Um volume de

10 pL das amostras foi aplicado em gel SDS-PAGE ( gel de concentracdo 4,3%, gel de
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separacdo 12%), juntamente com 5 uL do padréo de massa molecular, com a corrida

sendo redizada a uma constante de 100mA.

4.11 Ensaio de Expressdo e Solubilidade das Proteinas.

A partir das construces pET-SUMOQ0789, pET-SUM 01201 e pET-SUMO2047,
dois clones de E.coli produtor das respectivas proteinas recombinantes da Xac foram
utilizados para se analisar a solubilidade das proteinas, 30 mL de meio 2xTY foi utilizado
para cultivo das bactérias e quando atingiram a D.O.gp0 nm entre 0,6 e 0,8 adicionou-se
IPTG a uma concentracdo final de 0,4mM, apés 4 horas de indugdo as amostras foram
centrifugadas 14000 rpm 20 minutos 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o preciptado
foi ressuspendido em 1 mM de solugdo tampéo (50mM de Tris-HCI pH 8,0 e 100mM de
NaCl), a lise celular foi realizada através de congelamento e descongelamento das
amostras em nitrogénio liquido e “banho maria’ a 37 °C por 4 vezes. O lisado das
amostras foi centrifugado a 14000 rpm, 30 minutos, a 4 °C, o sobrenadante foi separado
do precipitado e ao precipitado adicionouse 1,0 mL de solugdo tampdo. Tanto a fase
soltvel de cada amostra quanto a fase precipitada foi adicionadaigual volume de tampéo
de corrida 2x, seguindo conforme 0 passo anterior para aplicacdo. Através da analise em
SDS-PAGE foi demonstrado que as proteinas HIS6-SUMO-PHA sintase (XAC 2047),
HIS-SUMO-Tiamina Sintase (XAC 0789) e HIS-SUMO-Hipotética (XAC 1201) foram

produzidas em grande quantidade e na forma solGvel.

4.12 Expressao e Purificacdo de Proteina Recombinante.

Para a subunidade E da Pha, e somente para ela, um clone produtor foi utilizado
para a producdo em larga escala da proteina PHA sintase fusionada a etiqueta HIS-
6/SUMO. Para isto, células recombinantes isoladas foram inoculadas em 50 mL de meio
LB (1% de NaCl, 1% de triptona e 0,5% de extrato de levedo) contendo 30mgy/mL de
canamicing, e incubadas durante 8h a 37°C com agitacdo de 250 rpm. Posteriormente, 10
mL foram transferidos para 4 frascos contendo 500mL de meio LB (4 x 500mL) e
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incubadas nas mesmas condicbes até atingir uma densidade éptica a 600 nm de 0,8,
quando o indutor IPTG foi adicionado a uma concentracdo final de 0,4 mM e as culturas
foram incubadas nas mesmas condicbes por mais 4 h. As células induzidas foram
coletadas, resuspensas em 40 mL/L de tampéo de lise (500 mM NaCl, 30 mM imidazol,
50 mM Tris-HCI, pH 9,0, contendo 5 mM de benzamidinae 1 mM de PMSF) e lisadas
através de sonicacdo (5 minutos, ciclos alternados de 9 segundos de lise e espera, durante
5 minutos). Em seguida, o lisado celular foi centrifugado a 30.000 x g durante 30 min a4
°C, o0 sobrenadante filtrado em membrana Millipore 0,45 nm e amostras foram aplicadas
em uma coluna de cromatografia de afinidade HisTrap Chelating de 5mL (Amersham),
acoplada a0 sistema de purificacdo de proteinas Akta Prime (Amersham). Como a
amostra estava contaminada e para aumentar a pureza da proteina, as fragbes contendo a
proteina HIS6-SUMO-PHA sintase foram dialisadas contra 50 mM TrissHCI, pH 9,0,
contendo 500 mM NaCl e 30 mM imidazol, e repurificada na mesma coluna, o que
permitiu obter a proteina com maior pureza. Foi obtida uma grarde quantidade de
proteina no final das duas cromatografias. As fragdes contendo a proteina foram reunidas
e diaisadas a 25 °C contra 20 mM de Tris-HCI, pH 9,0 contendo 150 mM de NaCl, trés
trocas. Em seguida, o dialisado foi concentrado com Polietileno Glicol (PEG) 400
reduzindo 5X o volume, o concentrado de proteina foi centrifugado a 10.000 rpm para
remover o preciptado da solucéo e, posteriormente, dialisado quatro vezes contra 10 mM
de Tris-HCI, pH 9,0 contendo 25 mM de Glicina NaOH pH = 10,5, até a concentracéo de
5mg/mL.

4.13 Ensaio de Cristalizacdo Gene PHA sintase PhaE.

Os ensaios cristalograficos foram conduzidos pelo método de difusdo de vapor
com gota suspensa a 18° C, em solucdo ante as condicbes propostas nos fatoriais da
Hampton Reserch Corp. (Crystal Screen 1 anexado no fim da dissertacdo), Jancarik &
Kim 1991, citado por (Shin et a. 2003). Na montagem desses experimentos de
cristalizagdo, foi adicionado no pogo 500 de uma das solucdes fatoriais. Da solugdo do

poco foi retirado 2arlL e da proteina 2 nmi na concentracao de 5mg/mL Com a nova
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solucdo obtida foi montada a gota suspensa na parte superior do poco. Os experimentos
de cristalizagéo foram realizados em caixas contendo, cada uma, 24 camaras de troca de
vapor. A andlise visual é redlizadade 15 em 15 dias.
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5 Resultados.

5.1 Fendtipo dos Mutante.

Para confirmacdo dos fendtipos dos mutantes 6H10, 11D3 e 11A4, em
comparacdo com o fenétipo de sintomas de cancro induzidos pela Xac 306 selvagem,
culturas das bactérias selvagem e de mutantes foram inoculados em planta citrica
hospedeira, cada mutante em dois pontos do lado inferior direito da folha e a bactéria
selvagem em dois pontos do lado esquerdo da mesma folha. Os sintomas foram
acompanhados e as Figuras 4, 5 e 6, respectivamente, mostram que 0 mutante de
DGTP Pirofosforilase Tiamina sintase (6H10), ndo induz sintomas de cancro nos 5
dias ap0s ainoculagdo quando comparado com o fendtipo induzido pela Xac selvagem
(padréo). O mutante da ORF hipotética (11D3) como também o da PHA sintase
(11A4) de Xac induziram menos hiperplasia e mais necrose quando comparado com o

fendtipo induzido pela Xac selvagem a5 dias apds inocul agdo.
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Figura 4. Auséncia de sintomas pelomutante 6H10 (DGTP Pirofosforilase Tiamina
sintase) e a Xac 306 selvagem induzidos no hospedeiro Citrus limonia. Aos
cinco dias apos inoculagdo pode-se observar a diferenca entre sintomas
induzidos pela estirpe selvagem e o mutante no hospedeiro citrico, com o

mutante 6H10 inoculado do lado esguerdo da folha e a Xac 306 selvagem do
lado direito.
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Figura 5. Sintomas induzidos pelo mutante 11A4 (PHA sintase subunidade E) e a
Xac 306 selvagem induzidos no hospedeiro Citrus limonia. Aos cinco dias
apos inoculacdo pode-se observar a diferenca entre sintomas induzidos pelo
mutarte ou pelo selvagem no hospedeiro citrico, com o mutante 11A4
inoculado do lado esgquerdo da folha e a Xac 306 selvagem do lado direito.



27

Figura 6. Sintomas induzidos pelo mutante 11D3 (proteina hipotética) e a Xac 306
selvagem induzidos no hospedeiro Citrus limonia. Aos cinco dias apds
inoculagdo pode-se observar a diferenca entre sintomas induzidos pelo
mutante ou pelo selvagem no hospedeiro citrico, com o mutante 11D3
inoculado do lado esquerdo da folha e a Xac 306 selvagem do lado direito.

5.2 Caracterizacdo molecular dos mutantes.

A confirmacéo dos genes nocauteados nos mutantes 6H10, 11A4 e 11D3 foi
realizada por digestdo da construcdo sequenciada com enzimas de restricdo, e
comparacdo do perfil da digestdo in silico dos respectivos loci mutados. A figura 7
mostra o pefil da eletroforese em gel de agarose das digestbes das construces,
pBS6H10, pBS11A4 e pBS11D3 com as seguintes enzimas EcoRI/Sacl, BamHI ou
Hindlll. Como observado, para todas as digestdes dos 3 mutantes analisados, ocorreu a
liberacéo do vetor pBSKII de 2,9 kb e do inserto genémico correspondente ao locus do
gene mais o transposon, que para o mutante 6H10 é de 3,5 kb, para o mutante 11A4 é de
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4,3 kb e para o mutante 11D3 é de 3,5 kb. Na digestdo BamHI podemos verificar que
para 0 mutante 6H10 os insertos liberados séo de 2,8 kb e de 3,6 kb, para 0 mutante 11A4
os insertos liberados sdo de 3,8 kb e de 3,4 kb e para 0 mutante 11D3 a construcao apenas
linearizou com 6,4 kb, para as digestdes com Hindlll, o mutante 6H10 liberou 2 insertos,
um com 1,9 kb e outro com 5,6 kb, o mutante 11A4 liberou 2 insertos um com 3,8 kb e
outro com 3,4 kb e o mutante 11D3 apenas lineariza a construgéo de aproximadamente
6,4 kb. O perfil das digestbes verificado para as construcbes pBS6H10, pBS11A4 e
pBS11D3 concordam com o padrdo predito a partir do genoma sequenciado para

digestdes in silico com as mesmas enzimas, dos respectivos loci contendo os genes em

guestdo.
6H10 11A4 11D3
MM E/S B H MME/S B H MM E/S B H

10.0
8.0

6.0
5.0

4.0

3.0

2,0

15

1.0

Figura 7. Perfil de eletroforese de digestdo dos mutantes. MM (marcador molecular
1kb Biolabs), E/S (EcoRI/Sacl), B (BamHI) e H (Hindll1).
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5.3 Curvasde crescimento in planta

Procurando verificar se as dteracbes dos fendtipos de sintomas do cancro
induzidos em plantas citricas hospedeiras refletiriam diferencas no perfil de
desenvolvimento do patégeno dentro do hospedeiro, curvas de crescimento in vivo (in
planta) foram realizadas para as bactérias Xac 306 selvagem e Xac mutantes 6H10, 11A4
e 11D3 (Figuras 8, 9 e 10 respectivamente). Para o mutante 6H10 (DGTP
pirofosfohidrolase tiamina sintase), as diferencas de crescimento sdo nitidas, desde o
segundo dia de crescimento onde o mutante cresce cerca de 80 vezes menos do que
guando comparado com a Xac selvagem e assim continua progressivamente, no oitavo
dia de infeccdo a diferenca ja € de ~ 12.000 vezes e no décimo quarto e Ultimo dia
diferenca atinge 16.000 vezes menos inducéo da doenca pelo mutante do que quando
comparado com a Xac selvagem, além disso 0 mutante se mantém estével levando em
consideragcdo o desvio padrdo. Para o mutante 11A4 (PHA sintase subunidade E) as
diferencas de crescimento entre selvagem e mutante s6 sdo observadas nos dois primeiros
dias de infeccdo, quando o mutante desenvolve cerca de 10 vezes menos que a Xac
selvagem, nos outros 12 dias de avaliacdo tanto 0 mutante quanto a Xac selvagem se
desenvolvem na mesma propor¢do. No caso do mutante 11D3 (Proteina hipotética) o
mutante até o segundo dia de infecgdo tem 0 mesmo desenvolvimento da Xac selvagem,
mas depois comega a reduzir o crescimento e no quarto dia de infeccdo ja esta 10 vezes
menos desenvolvida do que a Xac selvagem e assim continua progressivamente sendo
gue no décimo dia de infeccdo a diferenca entre ja atinge 100 vezes e, no décimo quarto
dia atinge 1.000 vezes menos infeccdo causada pelo mutante do que quando comparada
com a Xac selvagem.

A partir das repeticdes obtidas de cada ponto, foi obtido o Desvio Padréo
utilizando a funcdo DESVPAD do Excel da Microsoft. O Erro Padrdo que expressa
graficamente os erros potenciais relativos a cada marcador de dados em uma seqiéncia
de dados foi encontrado, basicamente dividindo o Desvio Padréo pela raiz do nimero de
repeticdes de cada ponto. O tratamento estatistico para a determinag@o do desvio padréo
foi realizado para cada um dos 8 pontos (TO, T2, T4, T6, T8, T10 ,T12 e T14) de cada
uma das curvas de crescimento.
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Curva de crescimento in vivo - 6H10
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Figura 8: Curva de crescimento in vivo (in planta). Curva de crescimento in planta
foram realizadas com inéculo de 10° ufe/mL durante 14 dias, respectivamente.

Curvade crescimento in vivo - 11A4

7
/ ——306
/l’ / ——11A4
5 /
T
3 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Dias apos inoculacéo

Log UFC/cm?
o

Figura 9: Curva de crescimento in vivo (in planta). Curva de crescimento in planta
foram realizadas com inéculo de 10° ufc/mL durante 14 dias, respectivamente.
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Curvade crescimento in vivo - 11D3

8
e
5] 7
2 6 N e
(@]
o 5
S /

¢

3 T T T

0 2 4 6 8 10 12 14

Dias apos inoculacéo

Figura 10: Curva de crescimento in vivo (in planta). Curva de crescimento in planta
foram realizadas com inéculo de 10° ufc/mL durante 14 dias, respectivamente.

5.4 Producdo das proteinas recombinantes.

Em andlise de SDS-PAGE foi demonstrado que as proteinas HIS6-SUMO-DGTP
pirofosfohidrolase tiamina sintase, HIS6-SUMO-PHA sintase e sdo produzidas em
grande quantidade e na forma soltvel, ja a HIS6-SUMO-Hipotética € pouco soluvel
conforme as figuras 11, 12 e 13 respectivamente. Mas somente a proteina recombinate
HIS6-SUMO-PHA sintase foi utilizada para producdo e purificdo em larga escala,

purificada em coluna de Niquel, e o perfil eletroforético € mostrado nafigura 14
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Figura 11. Eletroforese SDS-PAGE. Proteina DGTP pirofosfohidrolase tiamina sintase
recombinante em gel de poliacrilamida (12%), visualizada por Coomassie Blue. A
Proteina foi produzida com Tag de His6/SUMO no N-termina. Marcador Molecular
(MM), Precipitado (P) e Sobrenadante (S).

MM N/I P S NI P S MM
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28
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14

Figura 12. Eletroforese SDS-PAGE. Proteina hipotética recombinante em gel de
poliacrilamida (12%), visualizada por Coomassie Blue. A Proteina foi produzida com
Tag de His6/SUMO no N-terminal. Marcador Molecular (MM), N&o Induzido (N/I),
Precipitado (P) e Sobrenadante (S).
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Figura 13. Eletroforese SDS-PAGE. Proteina DGTP pirofosfohidrolase tiamina sintase
recombinante em gel de poliacrilamida (12%), visualizada por Coomassie Blue. A
Proteina foi produzida com Tag de His6/SUMO no N-termina. Marcador Molecular
(MM), Precipitado (P) e Sobrenadante (S).
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Figura 14- Eletroforese SDS-PAGE. Proteina PHA sintase (subunidade E)
recombinante em gel de poliacrilamida (12%), visualizada por Coomassie Blue.
A Proteina foi produzida com Tag de His6/SUMO no N-termina. MM
(Marcador Molecular em KDa); E (Extrato Bruto); S (sobrenadante); P
(precipitado); D (Descarte colund); 2 to 13 (tubos de cromatografia). A seta
indica a proteina recombinante (~57kDa).

21

5.5 Analise dos ensaios cristalogr aficos.

A proteina subunidade E da Pha sintase (XAC2047), foi produzida em condicdes

de ensaio cristalogréfico a 5mg/mL. Para os ensaios foi utilizado o kit da Hampton
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Reserch Corp. (Crystal Screen 1). Na condicdo 15 ha alguns pequenos cristais em forma
de agulhas, provavelmente séo de sal, pois resta condi¢cdo ha sulfato de aménio (como a
placa ja esta sendo analisada desde 26/06/06, tais cristais sGo comuns depois de algum
tempo). Em algumas situagdes como as condigdes 30, 31, 49 e 50 ha bastante precipitado,
talvez as amostras protéica estivessem muito concentrada, porém em outras condicoes

nada apareceu ainda.

Condicgo 15 Ic5 Condiciac 31

Condicdo 49

Figura 15 PHA sintase subunidade E de Xac em ensaio para condicdes de
cristalizagdo. As condic¢Oes de cristalizagdo cada poco, esta anexado no
apéndice 1
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6 - Discussao

Uma biblioteca de mutantes de Xanthomonas axonopodis pv. citri - Xac (Levano-
Garcia et al 2005) foi analisada por inoculagdo em plantas citricas hospedeiras e trés
mutantes (6H10, 11A4 e 11D3) com ateracdes nos sintomas de cancro induzidos em
plantas hospedeiras foram isolados e identificados por sequenciamento, estes trés genes
codificam diferentes proteinas de interesse da estirpe selvagem, trantando-se de uma
DGTP,pirofosfohidrolase tiamina sintase, uma subunidade E da PHA sintase detipo Il e
uma proteinas hipotéticade Xac (Laia et al. resultados ndo publicados).

O fendtipo dos sintomas induzidos pelos mutantes 6H10, 11A4 e 11D3, foram
confirmados por inoculagcdo em plantas de Citrus limonia, em comparagd com oS
sintomas induzidos pela Xac selvagem. O fenétipo de sintomas de cancro induzidos pelos
mutantes 6H10, 11A4 e 11D3, foi igual aos anteriormente observados durante a andlise
do banco de mutantes, confirmando a estabilidade dos sintomas verificados, em
comparagdo com os sintomas da selvagem. O mutante 6H10 da ORF XACO0789 que teve
uma DGTP pirofosfohidrolase tiamina sintase mutada ndo induziu cancro nas inocul agbes
em hospedeiro suscetivel, quando comparado com a Xac selvagem nos primeiros 5 dias
de infeccdo da doenca. O mutante 11A4 da ORF XAC 2047 que teve a subunidade E da
Pha sintase mutada induziu menos hiperplasia que a bactéria selvagem nos primeiros 5

dias da infeccdo, além de induzir uma clorose pronunciada em 5 dias de infeccdo, que
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para a bactéria selvagem é visualizada em geral a partir do sétimo dia de infeccdo, dando
inicio a fase necrética da doenca (Bergamin Filho & Amorim, 1999). O mutante 11D3 da
proteina hipotética codificada pelo gene XAC1201 induziu menos sintomas e apresentou
também mesmos hiperplasia, quando comparado com a Xac selvagem.

Com o intuito de validarmos o resultado de sequenciamento do gene mutado (Laia
et al., resultados ndo publicados), foi realizada uma confirmagdo molecular digerindo
com enzimas de restricdo as construgdes que foram seqiienciadas, contendo o fragmento
gendmico dos mutantes 6H10, 11A4 e 11D3 interrompidos pelo transponson utilizado na
mutagénese, comparando-se o perfil destas digestdes com os perfis de digestes in silico
com as mesmas enzimas, a partir de seqiiéncias destes loci na Xac estirpe 306 que teve 0
genoma totalmente seqiienciado. Desta forma foram validados 0 mapeamento da inser¢éo
do transponson nos genes que codificarm as proteinas DGTP pirofosfohidrolase tiamina
sintase, subunidade E da PHA sintase e proteina hipotética de Xac, procedemos entdo
uma andlise quantitativa do desenvolvimento de Xac selvagem e dos mutantes in vivo.

Como a andlise de sintomas e registro fotografico dos mesmos correspondem a
uma andlise qualitativa, foram realizadas curvas de crescimento in vivo (in planta) para
os mutantes de Xac 6H10, 11A4, 11D3 e para a Xac 306 selvagem. No caso do mutante
6H10 as diferencas de crescimento ja eram esperadas, dado que este mutante ndo induz
cancro em plantas hospedeiras até o 5 dia de infeccdo, logo na primeira andlise no
segundo dia de infeccdo a diferenca entre 0 mutante e o selvagem é de aproximadamente
20 vezes mais desenvolvido a Xac selvagem do que o mutante, por se tratar de uma
enzima que participa na via de biossintese de tiamina ou vitamina B1, € um constituinte
essencial de todas as células, pois atua como cofator em dois complexos enzimaticos
envolvendo o ciclo do &cido citrico, piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato
desidrogenase (de Almeida, 2004). A diferenca continua a aumentar o decorrer dos dias
de experimento, no sexto dia de infecgdo a diferenca é de 35 vezes mais desenvolvido a
doenca Xac selvagem do que o mutante, no décimo dia a diferenca € de ~ 45 vezes mais
infecgdo da doenca, mantendo esta diferenca até o décimo quarto dia de infeccdo e Ultimo
dia de experimento. A tiamina esta envolvida na hidrogenacéo do piruvato a aCetil-CoA
por acdo do complexo piruvato desidrogenases (compostos por 3 enzimas e 5 grupos

prostéticos compostos por FAD, Cda, NAD e lipoato) (Rossi, 2001), portanto o que pode
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ter ocorrido com este mutante é que ele pode ndo conseguir mais ativar sua maquinaria
enzimética para gerar energia rapida paraacélula

No caso do mutante 11A4 desde o segundo dia de analise e primeiro dia realizado
apos a tempo zero, a diferenca entre mutante e selvagem é de ~ 10 vezes mais
desenvolvido o selvagem do que o mutante, como a PHA sintase atua na sintese de
gréanulos de PHA que podem ser mobilizados como fonte de reserva da célula (Potter et
al., 2005), podemos sugerir um papel para a PHA sintase de Xac € ativada somente
guando o patdégeno necessita de fonte direta de energia, por isso ela se desenvolve , mas
ndo consegue acompanhar o desenvolvimento da estipe selvagem e onde podemos supor
gue reservas de energia na forma de granulos de polihidroxialcanoato (PHA) possam
contribuir para a sobrevivéncia do patdgeno até o encontro com um novo hospedeiro
citrico.

A atividade da PHA sintase tipo 111 requer a expressao de ambas as subunidades
PhaE e PhC, a proteina PhaE sozinha mostrouse completamente inativa e a PhaC isolada
teve uma atividade insignificante (Liebergesell et al., 1994, Muh et al., 1999; Jia et al.,
2000 citados por Hai et al., 2001). Até onde sabemos, esta é a primeira descri¢céo de uma
correlacéo entre a atividade da PHA sintase e a capacidade de desenvolvimento da Xac
em plantas hospedeiras, e ainda, por se tratar de uma proteina de interesse para a
producéo de biopolimeros (Piemolini et al., 2004), a subunidade E de PHA sintase de
Xac foi expressaem E. coli, em fusdo com os dominios HIS-6/SUMO, na forma sollvel,
visando obtencdo de cristais para estudos estruturais futuros

Na curva do mutante 11D3, ficou evidente que nos primeiros dois dias de
infeccdo 0 mutante cresce na mesma propor¢gdo que a Xac selvagem, entretanto no
decorrer dos dias de experimento 0 mutante comega a diminuir 0 crescimento e no
décimo quarto e ultimo dia o mutante apresenta uma queda bastante significativa de
crescimento em relacdo a Xac selvagem, cerca de 30 vezes menos. Em se tratando de um
mutante em que a ORF codifica uma proteina hipotética, ndo podemos ainda
correlacionar os resultados obtidos com a funcdo desta proteina, ainda desconhecida.
Entretanto recentemente (03/01/07) em wuma busca redizada SWISS PROT

(http://ca.expasy.org/sprot/), revelou que esta proteina pode estar relacionada com uma

fosfohidratase dependente de Ferro, estas enzimas parecem estar envolvidas no
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metabolismo de &cidos nucléicos, ndo transducdo de sinal e possivelmente em outras

fungdes nas bactérias, archaea e nos eucariotos.
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7 Conclusao

Concluimos que a proteina da DGTP pirofosfohidrolase tiamina sintase ORF
XACO0789, desempenha papel fundamental para que a Xac possa se multiplicar no
hospedeiro citrico e induzir sintomas de cancro, pois na andlise do mutante deste gene
(6H10) nenhum sintoma foi detectado aos cinco dias de inoculagdo e a curva de
crescimento deste mutante ndo apresentou crescimento, em relacdo a curva padréo de
Xac.

Sugerimos que 0 gene da subunidade E da PHA sintase ORF XAC2047,
desempenha um papel importante na segunda fase de infeccdo da Xac, 0 mutante deste
gene (11A4) quando analisado induz menos necrose, mas apresenta uma clorose
pronunciada nos 5 primeiros dias de inoculagdo e este mutante apresenta um diferenca de
desenvolvimento de cerca de 10 vezes menos que a Xac selvagem nos dois primeiros dias
de infeccéo da doenca.

No caso do gene hipotético ORF XAC1201, que desempenha papel importante
do décimo dia em diante, j4 que, a partir deste dia 0 mutante (11D3) apresentou um
declinio considerado em relacdo a curva padréo da estirpe selvagem. Em nova andise
realizada no SWISS PROT no dia 03/01/2007, ha evidéncias que esta proteina tem
relacdo com uma fosfohidratase dependente de ferro. Esta enzima esta envolvida no
metabolismo de &cidos nucléicos, na transducéo de sinal e, possivelmente, desempenha

outras fungbes em bactérias, entretanto S30 necessarios outros experimentos para
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validacdo destas informagdes obtidas através de anadlise por similaridade em banco de

dados.
A andlise qualitativa de sintomas aterados de cancro nos mutantes de Xac

estudados, aliado a andlise quantitativa evidenciando crescimento in planta menor que o
observado para a Xac selvagem, torna estas proteinas boas candidatas para estudos

estruturais.
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Date:

0.02 M Calcium chloride dinydrate, 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.6, 30% viv (+-)-2-Mathyl-2 4-pentanadiol

2. 0.4 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate

3. 0.4 M Armmonium phosphate monobasic

4. 0.1 M Tris hydrochloride pH 8.5, 2.0 M Arnmonium sulfate

5. 0.2 M Saodium citrate tribasic dihydrate, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 30% wv (+/~)-2-Methyl-2 4-pentanedicl

6. 0.2 M Magnesium chloride hexahydrate, 0.1 M Tris hydrochloride pH B.5, 30% wiv Polyethylene glycol 4,000

7. 0.1 M Sodium cacodylate trihydrate pH 6.5, 1.4 M Sodium acetate tribycdrate

8. 0.2 M Sodium citrate tribasic dihydrate, 0.1 M Sodium cacodylate trihydrate pH &.5, 20% wv 2-Propanal

9. 0.2 M Armmonium acetate, 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.6, 30% wiv Polyethylene glycol 4,000
10, 0.2 M Ammonium acetate, 0.1 M Sodium acetate trinvdrate pH 4.6, 30% wi'v Polyethylane glycol 4,000

11. 0.1 M Sadium citrate tribasic dihydrate pH 5.6, 1.0 M Ammonium phasphate monobasic

12, 0.2 M Magnasium chloride hexahydrate, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 30% viv 2-Propanol

13, 0.2 M Saodium citrate tribasic dihydrate, 0.1 M Tris hydrochloride pH 8.5, 30% w'v Polyethylens glycol 400

14. 0.2 M Calcium chloride dihydrate, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 28% viv Polyethylene glycol 400

15. 0.2 M Ammonium sulfate, 0.1 M Sodium cacodylate tritydrate pH 6.5, 30% w/'v Polyethylene glycol 8 000

16. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 1.5 M Lithiumn sulfate monohydrate

17. 0.2 M Lithium sulfate monohydrate, 0.1 M Tris hydrochloride pH 8.5, 30% wiv Polyethylene glycol 4,000

18, 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate, 0.1 M Scdium cacodylate tribydrate pH 6.5, 20% w'v Polyethylene glycol 8,000
19, 0.2 M Ammoenium acetate, 0.1 M Tris hydrochloride pH 8.5, 20% wv 2-Propancl

20, 0.2 M Armmenium sulfate, 0.1 M Sodium acetate trihydrate pH 4.8, 25% wiv Polyethylens glycol 4,000

21, 0.2 M Magnesium acetate tetrahydrate, 0.1 M Sodium cacodylate tibydrate pH 6.5, 20% wv (+/-)-2-Methyl-2 4-pentanadicl
22, 0.2 M Sodium acetate tihydrate, 0.1 M Tris hydrochloride pH 8.5, 30% wiv Polyethylens glycal 4,000

23, 0.2 M Magnasium chloride hexahydrate, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 20% viv Polyethylens glycol 400

24. 0.2 M Calcium chleride dinydrata, 0.1 M Sodium acetate trilydrate pH 4.6, 20% viv 2-Propanal

25, 0.1 M Imidazole pH 6.5, 1.0 M Saodium acetats trihydrate

26. 0.2 M Armmonium acetate, 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.6, 30% wv (+5)-2-Mathyl-2 4-pentanedicl
27. 0.2 M Sadium citrate tribasic dihydrate, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 20% wv 2-Propanc

28. 0.2 M Sodium acetate trihydrata, 0.1 M Sodium cacodylate trihydrate pH 8.5, 30% wiv Polyethylena glycol 8,000
29. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 0.8 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate

20, 0.2 M Ammonium sulfate, 20% wiv Polyethylene glycol 8,000

A1, 0.2 M Ammonium sulfate, 20% wiv Polyethylene glycol 4,000

3z, 2.0 M Ammeonium sulfate

43, 4.0 M Sodium formate

34, 0.1 M Saodium acetats tihydrate pH 4.6, 2.0 M Sodium formate

45, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 0.8 M Sodiurm phesphate monobasic monchydrate, 0.8 M Potassium phosphate monobasic
5. 0.1 M Tris hydrochloride pH 8.5, 8% wiv Polyathylane glyool 8,000

a7, 0.1 M Sodium acetate tribydrata pH 4.6, 8% w/v Polyethilens glyool 4,000

48, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 1.4 M Sodium citrate tribasic dihydrate

39, 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 2% w'v Polyethylens glycol 400, 2.0 M Ammeonium sulfate

40. 0.1 M Sodium citrate tribasic dihydrate pH 5.5, 20% viv 2-Propanal, 20% wiv Polyethylens glycol 4,000

41. 0.1 M HEPES sodium pH 7.5, 107 v 2-Propancl, 20% wiv Polyethylene glycol 4,000

42, 0.05 M Potassium phosphate moncbasic, 20% w/iv Polyethylens glycol 8,000

43, 30% wiv Polyethylene glycol 1,500

44, 0.2 M Magnasium formate dilydrate

45, 0.2 M Zinc acetate dihydrate, 0.1 M Sodium cacodylate tribydrate pH 6.5, 18% w/v Palyethylene glycal 8,000

45. 0.2 M Calcium acatate hydrate, 0.1 M Sodium cacodylate trinydrate pH 6.5 | 18% wiv Polyethylene glyeol 8,000
47. 0.1 M Sadium acetate trihydrate pH 4.6, 2.0 M Ammonium sulfate

48, 0.1 M Tris hydrochloride pH 8.5, 2.0 M Ammonium phosphate monobasic

49, 1.0 M Lithium sulfate monohydrate, 2% wiv Polyethylene glycol 8,000

50. 0.5 M Lithium sulfate monohydrate, 15% wiv Polyethylene glycol 8,000




