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ORFs induzidas (i) e reprimidas (r) em Xac considerando os cinco experimentos . p. 170
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Resumo

ANALISE FUNCIONAL DE GENES DE Xanthomonas axonopodis pv. citri
IMPLICADOS NA PATOGENESE

RESUMO-Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) constitui um dos principais patégenos da ci-
tricultura mundial. Essa fitobactéria causa cancro em folhas, ramos e frutos de citros em geral,
ocasionando grandes perda econOmicas anuais. A fim de estudar a intera¢do dessa bactéria com seu
hospedeiro empregou-se a andlise de mutantes e da expressdo génica global por meio de microar-
ranjos de DNA (transcrissoma). Na primeira parte do estudo foi obtida uma biblioteca de cerca de
10.000 mutantes do isolado 306 de Xac. Desses, 3.300 foram inoculados em folhas de limoeiro
cravo e sua capacidade em causar cancro citrico foi avaliada aos trés dias da inoculacdo. Apds qua-
tro inoculacdes, 56 mutantes foram selecionados por apresentarem viruléncia alterada e suas ORFs
interrompidas foram identificadas por meio de seqiienciamento. Uma andlise dessas ORFs mostrou
que havia tanto ORFs que codificavam para genes relacionados com a patogenicidade em fitobacté-
rias como possibilitou identificar novos genes associados a infec¢do, além de ORFs hipotéticas, para
as quais ainda nao foi atribuida nenhuma fun¢ao. Dentre os genes previamente implicados na pato-
génese, pode-se citar o gene hrpB4, o qual participa do sistema de secrecao do tipo trés. Ja o gene
hrtA, que contribui na viruléncia de algumas bactérias patogénicas de animais, até o presente ainda
nao tinha sido relatado como tendo importancia no processo de patogénese em fitobactérias. A ORF
XAC0340 ¢ um exemplo de uma proteina hipotética que interfere significativamente no processo
infeccioso, uma vez que o mutante para esse locos nao induziu sintomas da doenga, assim como os
demais mutantes citados acima. Na segunda parte deste trabalho, produziu-se um microarranjo de
DNA contendo 6.912 sondas imobilizadas (2.673 ORFs, 87 ORFs repetidas, 312 controles nega-
tivos e 384 controles positivos, totalizando 3.456 pontos em duplicatas) e analisou-se a expressao
génica global de Xac cultivada por 12 h em meio de cultura indutor XAM1 e inoculada em folhas
de laranjeira, por 12, 72 e 120 h. Os dados obtidos confirmam alguns grupos de genes envolvidos na
patogénese, tal como os genes do sistema de secrecao do tipo trés, bem como apresenta novidades,
como 0s genes virB, constituintes do sistema de secre¢do do tipo IV, que se encontram reprimidos
em Xac quando cultivada em folhas de laranjeira.
Palavras-Chave: Xanthomonas, citros, genoma funcional
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Abstract

FUNCTIONAL GENOMIC ANALYSIS OF Xanthomonas axonopodis pv.
citri

SUMMARY-Xanthomonas axonopodis pv. citri constitutes one of the main and most damaging
pathogen of the world-wide citriculture. This phytobacteria causes canker in leaves, branches and
fruits of citrus, causing severe economic losses. In order to study the interaction of this bacterium
with its citrus host, two approaches had been used to proceed a post-genomic functional analysis:
whole genome mutagenesis and global expression analysis by cDNA microarrays technique. In
the first part of this study a Xac 306 mutants library with ~10,000 mutants was obtained. From
these, 3,300 were inoculated in mexicam lemon tree leaves and its capacity to cause citrus canker
was evaluated. After four inoculation cicles, 56 mutants had been selected as having modified
pathogenicity. The interrupted ORFs were identified by DNA sequencing and analysis of these
ORFs identified ORFs coding for genes previously known as related to pathogenicity process in
phytobacterium as well genes not yet described as involved in pathogenicity, including hypothetical
genes. Among the genes previously known as implied in pathogens attack, the hrpB4 gene is one
that was found, which participates of the type three secretion system. To the hrtA gene, whose
participation in the virulence process has been described to some animal pathogenic bacteria but
never yet as having a role in to pathogenicity process in phytobacteria, was found to be involved
in the pathogenicity of Xac. The ORF XAC0340 is an example of hypothetical protein which
presents great interference in the infectious process: the mutant for this gene does not induce any
disease symptoms in citric leaves. In the second part of the present work, an cDNA microarray
was produced and the global gene expression of Xac grown in different medium was evaluated: in
inductive culture medium XAMI1 for 12 and 24 h, and in orange leves for 24, 72 and 120 h. The
results confirmed some groups of genes knowed previously as having importance in pathogenicity,
such as genes coding for the TTSS, and presented new features as well, as the genes virB, constituent
of the type IV secretion system, which were found to be downregulated in Xac cultivated in orange
leaves.
Keywords: Xanthomonas, citrus, functional genomic



1 Introducdo Geral

1.1 Caracterizaciao do problema

Com mais de 1 milhdo de hectares de plantas citricas em seu territério, o Brasil tornou-se, na
década de 80, o maior produtor mundial de laranja (1), sendo que o Estado de Sao Paulo produz mais
que o segundo colocado, os Estados Unidos da América (Figura 1.1). A maior parte da produgdo
brasileira destina-se a industria do suco, que produziu cerca de 1,7 milhdes de toneladas de suco
concentrado em 2003, arrecadando, aproximadamente, 3,5 bilhdes de reais naquele ano em divisas
para o Pais (1). O Estado de Sao Paulo € responsavel por 70% da producdo de laranjas e de 98% da
producdo de suco concentrado (4). Com um movimento financeiro anual de cerca de cinco bilhdes
de reais, representando a segunda atividade rural em importancia no Estado de Sao Paulo, menor
apenas que a cana-de-agucar, a citricultura gera 400 mil empregos diretos, com 3 mil frentes de

trabalho simultaneas na colheita, e cerca de 3 milhdes de empregos indiretos (5).

Apesar do grande potencial produtivo dos citros, que pode chegar a mais de 40 toneladas de fru-
tos por hectare (6), esses sdo suscetiveis a um grande nimero de doencas, dentre as quais algumas
com alto potencial de destruicao, como a tristeza, a CVC causada pela bactéria Xyllela fastidiosa
(7) e o cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (8). Identificada
em 2001, no municipio de Comendador Gomes, MG, uma doenga denominada Morte Subita dos
Citrus (9), causada pelo virus CSDaV (10), tem causado grandes perdas na citricultura paulista e
do tridngulo mineiro. Mais recentemente, uma nova doencga conhecida como Greening, ou “hu-
anglongbing” (HBL), causada por uma bactéria limitada ao floema, chamada provisoriamente de
Candidatus Liberibacter spp., se apresenta como um novo e perigoso problema a citricultura brasi-
leira (5).

O cancro citrico, introduzido no Brasil na década de 50 por meio de mudas trazidas clandes-
tinamente do Japdo, constitui uma ameaca a citricultura mundial. Isto se deve aos sérios danos
causados, tanto na producdo quanto na qualidade dos frutos, e auséncia de medidas eficazes de

controle (11, 12), obrigando os produtores a erradicarem as plantas infectadas, pois a bactéria se
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Figura 1.1: Maiores produtores mundiais de laranja no ano de 2004 (em mil toneladas). Fonte: (1, 2, 3)

espalha rapidamente pelo pomar (5).

A incidéncia de Xac induz a abscisdo precoce dos frutos e das folhas culminando com uma
significativa queda na produgdo. Como exemplo, na safra 97/98 o mercado interno, que absorvera
110 milhdes de caixas na safra anterior, pode contar com apenas 51 milhdes de caixas produzidas
devido ao cancro citrico. O processamento na industria naquela safra caiu de 318 milhdes de caixas
para 279 milhdes, o que significou cerca de 500 mil toneladas de suco a menos devido a incidéncia
de Xac nos laranjais (5). Altamente contagiosa, Xatnhomonas axonopodis pv. citri € resistente e
consegue sobreviver em varios ambientes por mais de nove meses, sendo que nos frutos, folhas ou
ramos contaminados sua sobrevivéncia € ainda maior. Além disso, trata-se de um fitopatogeno de

facil disseminac¢do, sendo o homem o seu principal agente disseminador (5).

Analogamente a maioria das bacterioses, o cancro citrico nao possui controle curativo eficiente.
A Unica maneira de eliminar a doenca de um pomar € por meio da erradicagdo do material doente,
processo que encarece substancialmente a producao, pois héd a necessidade de eliminacdo de todas
as plantas ao redor do foco em um raio de 30 m. Quando a porcentagem de plantas contaminadas
exceder 0,5% do total, todo o talhdo devera ser eliminado, sendo proibido o cultivo de citrus no
local pelos préximos dois anos. No entanto, a erradicag@o das drvores contaminadas ndo garante a

eliminacdo da bactéria causadora do cancro (5). Além disso, Xac é praga quarentendria no Brasil
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(13) e em vérios paises produtores e consumidores, constituindo-se numa das principais barreiras
fitossanitarias ao livre comércio de frutas frescas, podendo limitar tanto o comércio internacional

quanto o regional.

1.2 Cancro citrico: O agente etiologico

Xanthomonas axonopodis pv. citri (14) é um procarioto em forma de bastonete, uniflagelado,
gram negativo e aerobico obrigatdrio, que forma colonias amarelas e mucéides em meios de cultura
artificiais. Dos vdrios patétipos encontrados na natureza (A, B, C, D e E), a forma asidtica (A), cau-
sadora da cancrose tipo A, € a mais amplamente difundida e severa, que infecta todas as variedades
citricas (15). No Brasil, a forma A também ¢é a mais importante, sendo encontrada em praticamente

todas as regides onde ja foi detectado o cancro citrico (16).

Ao se depositar no hospedeiro, apds disseminacdo por chuvas, restos de colheita, pessoas ou
veiculos transitando pela lavoura, a bactéria pode colonizar a superficie da planta de maneira epifita,
sem causar doencga (17). Assim que as condicdes ambientais lhe forem favordveis e o hospedeiro
apresentar uma porta de entrada (estdmatos ou ferimentos), ela colonizaré os espacos intercelulares

pela ativacdo da expressao de genes ligados a patogenicidade.

Os sintomas caracteristicos da doenga envolvem a formacgao de lesdes corticosas e salientes em
ambos os lados da folha, que se manifestam de uma semana a dois meses apds a inoculagdo (18),
sendo a indugdo da formacao de tecido hiperpléstico (divisdes mitdticas excessivas - calogénicas),
que resulta em lesdes do tipo cancro, a sintomatologia caracteristica e essencial para o diagndstico
desta doenca (19) (Figura 1.2).

Em 2002, da Silva (20) e colaboradores publicaram o seqiienciamento e a anotagdo do genoma
completo das Xanthomonas axonopodis pv. citri, causadora do cancro citrico e X. campestris pv.
campestris (Xcc), agente etioldgico da podriddo negra das cruciferas. O patovar citri revelou possuir
4.489 genes, dos quais 62,83% puderam ser associados a fungdes putativas. Dos demais genes,
29,49% sao conservados entre os dois patovares e 331 (7,67%) sao exclusivos de citri. Xac possui
dois plasmideos, que possuem um total de 115 genes, sendo que para 55 deles (47,82%) nao foi
proposta nenhuma funcao. Além disso, vérios genes candidatos a estarem envolvidos no processo

de patogenicidade foram constatados.
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Figura 1.2: Sintomas ocasionados por Xanthomonas axonopodis pv. citri em folhas, ramos e frutos de citrus

1.3 Aspectos moleculares das interacoes planta-patogeno

A protecdo contra a maioria dos fitopatdgenos em vegetais € conseguida por meio de barreiras

pré-formadas, tais como cuticulas espessas e presenca de compostos antimicrobianos (21).

Os mecanismos de defesa seguem uma rota bésica de reconhecimento e transdugdo de sinais
para ativar as respostas de defesas, tais como: geracdo de espécies ativas de oxigénio (22, 23),
morte programada de células no sitio de infeccao (HR) (24), deposi¢do de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolinas (25), lignificacdo da parede celular (26), sintese e acimulo de fitoalexinas (27) e

sintese de proteinas PR antimicrobianas (22).

Nos mamiferos, a maquinaria de defesa envolve um intrincado sistema imunoldgico, que é
baseado em células altamente especializadas que se distribuem por um sistema circulatério. Em
contraste, as células vegetais ndo se movem e as respostas de defesa sdo autdbnomas, de modo que
cada célula possa detectar e responder ao ataque microbiano individualmente (28). Essas defesas

sdo rapidas e coordenadas, permitindo que a planta torne-se resistente a invasao do patégeno (29).

Os mecanismos de defesa de plantas suscetiveis respondem mais lentamente e em menor in-
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tensidade apds a infec¢do. Assim, o tempo de reconhecimento a um microrganismo invadindo uma

planta e a rapida resposta a esta invasao diferem as plantas resistentes das suscetiveis (30, 31).

Geralmente, o processo de resisténcia hospedeiro-especifico culmina com a morte répida e lo-
calizada de células vegetais infectadas e adjacentes, denominado HR. Esta resposta é responsavel
pela contencao do patégeno no sitio inicial de infec¢do (21), conferindo, dessa maneira, resisténcia
ao patégeno em questdo. Andlises genéticas revelaram que este tipo de resposta € determinado por
pares de genes complementares denominados de gene de resisténcia (R), presente no hospedeiro, e
de gene de aviruléncia (avr), presente no patdgeno. Este tipo de defesa é conhecida como modelo

de resisténcia do tipo gene-a-gene (32).

Os genes avr, por definicao, tém a capacidade de induzir resisténcia a doenga no hospedeiro
que possua o correspondente gene R (33). Esta interagdo, do tipo gene-a-gene, € interpretada como
um modelo do tipo “chave-fechadura”, onde o produto do gene avr pode se ligar, direta ou indire-
tamente, a um receptor correspondente na planta, a proteina do gene R (34). A andlise de mutantes
demonstrou, em diversos casos, que os genes avr fornecem uma vantagem seletiva ao patdgeno na
auséncia do gene R correspondente (35, 36, 37, 38), o que explica a sua manuten¢do na populagdo
do patégeno. Conseqiientemente, postula-se que os genes avr poderiam agir, primeiramente, como
fatores de viruléncia e que, durante a co-evolucao do patossistema, foram alvejados pelos genes R
da planta (39). Por outro lado, mesmo sendo importantes para o organismo, € freqiiente a observa-
cdo de mutacdes nos genes avr ocasionando o surgimento de novas racas virulentas do patégeno e a
conseqiiente quebra da resisténcia. Logo, estudos envolvendo a bactéria Xanthomonas axonopodis
pv. citri e seu hospedeiro podem resultar em conhecimentos importantes para a citricultura brasileira
no tocante ao estabelecimento de novas alternativas do controle do cancro citrico. Esses resultados
poderdo permitir a escolha de melhores alternativas de controle para outros patdgenos semelhantes,
citricolas ou ndo, o que podera trazer significativos beneficios ao pais. Neste contexto, o presente
trabalho objetivou estudar a interacdao de Xanthomonas axonopodis pv. citri e citros, por intermédio
da anédlise de mutantes e andlise da expressdo génica global por meio de microarranjos de DNA

(transcrissoma).
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2 Introducdo

A principal caracteristica dos microrganismos patogénicos € a sua habilidade em causar danos
ao tecido invadido, tendo como conseqiiéncia o estabelecimento da doenca em seu hospedeiro.
Por décadas os cientistas utilizaram-se de uma grande variedade de métodos para estudar como os
microrganismos interagem com o hospedeiro e quais os mecanismos com os quais o hospedeiro
se protege dos microrganismos. Estas informacdes tém sido udteis na indicacdo de diagndstico, no
emprego de medidas terapéuticas seguras e eficientes e na produgdo de vacinas seguras e eficazes
(40).

A compreensao sobre as particularidades dos mecanismos de parasitismo de organismos pato-
g€nicos possibilita a obten¢ao de conhecimentos que visem o desenvolvimento de novas ferramentas
para a prevengdo ou para o gerenciamento de doencas. Dentro desta perspectiva, a identificacdo e
caracterizacao do papel dos genes relacionados com a patogenicidade e viruléncia tornam-se obri-

gatoria.

Com a descoberta dos transposons, elementos genéticos que podem mover-se dentro do genoma
e afetar a regulacdo ou expressao de genes de maneira aleatdria (41), os estudos da funcdo génica
ficaram facilitados. Atualmente existem vdrios sistemas de mutagénese insercional aleatéria (42, 43,
44, 45), os quais podem ser utilizados para gerar bibliotecas de mutantes que serdo posteriormente

analisadas por meio de mapeamento e localizacdo das ORFs mutadas (41, 42, 45).

Estudos com mutantes de bactérias fitopatogénicas evidenciaram um agrupamento de genes
denominado hrp, para os quais se tem verificado um papel tanto na patogenicidade em plantas
suscetiveis, quanto na indu¢do de HR em plantas hospedeiras contendo o gene de resisténcia (R)
correspondente ou em plantas ndo-hospedeiras (46). A verificagdo de que os genes hrp sdo essenci-
ais para a patogenicidade e indu¢do de HR indica que a funcionalidade dos genes avr depende dos
genes hrp (47). Algumas proteinas destes agrupamentos de genes mostraram homologia com va-
rios componentes do sistema de secrec¢ao do tipo III de bactérias patogénicas de animais (Yersinia,

Shigella, Salmonella), onde as proteinas codificadas por genes hrp formam uma estrutura tubular
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do tipo pilus capaz de conectar as células bacteriana e animal. Deste modo, proteinas do patégeno
relacionadas a viruléncia sdo translocadas, através das paredes e membranas plasmaticas, da prépria

bacteria e do vegetal, diretamente para o citoplasma da célula hospedeira (48).

O estudo do controle da expressdo de genes hrp, tem revelado uma complexidade inerente a
func¢do indispensavel que eles exercem para o estabelecimento tanto de intera¢cdes compativeis como
de interagdes incompativeis no confronto bactéria-planta. A modulag¢do da expressdo de genes hrp
¢ dirigida por sinais da planta, como osmolaridade, pH e disponibilidade de nutrientes, sugerindo
uma complexa gama de sinais aos quais a fitobactéria é confrontada nos diferentes estidgios de seu

desenvolvimento no interior do tecido vegetal (49).

Em Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, agente causal da mancha bacteriana em tomateiro
e pimenteiro, os genes hrp, isolados ou em operons, estdo distribuidos em 6 locos — hrpA a hrpF
— e a andlise das proteinas codificadas confirmou a homologia com proteinas do SSTT de bactérias
patogénicas de animais (50, 51). A expressao destes genes ocorre de forma co-regulada, e pode ser

induzida tanto no contato da bactéria com a planta como em meio sintético XVM?2 (52, 53).

Badel (54) e colaboradores verificaram que mutantes de Pseudomonas syringae pv. tomato
para uma regido génica onde se localiza o grupo de genes hrp s@o altamente afetadas quanto ao
crescimento e formacao de lesdes em folhas de tomateiro. Eles verificaram que na regido mutada se
localizavam os genes avrEl, hopM1 e hopAAl-1, os quais sdo conhecidos como provaveis efetores
de viruléncia. A comparagao génica entre Pst, P. syringae pv. syringae e P. syringae pv. phaseolicola
permitiu verificar que nessa regido, no genoma dos trés patovares, existem somente genes efetores.
Estudos de mutantes defectivos para apenas um desses trés genes mostrou que mutante AvrEl t€ém
sua habilidade para produzir lesdes reduzida, mas nao perde a sua habilidade para se multiplicar
em células foliares de tomateiro. A expressao de avrE1 sob promotor 35S in planta elicitou HR
tanto em planta hospedeira quanto em planta ndo hospedeira. A andlise de mutantes duplos avrE]
e hopM 1 mostrou que delecdes desses dois genes provocaram uma grande reducio no crescimento
e na formacgao de lesdes, semelhante as células onde todo o grupo estava faltando. Os autores
verificaram, ainda, que os mutantes duplos para esses dois genes elicitam HR em Nicotiana tabacum
e que essas duas delecdes ndo impedem a liberacdo de AvrPto em células de N. tabacum e de
tomateiro nas primeiras 9 h de infec¢do. Os autores sugerem que AvrEl age dentro das células do
hospedeiro e promove a formacgao de lesdes e que a combinacdo de AvrEl e HopM1 é importante

para o crescimento da bactéria no interior da planta hospedeira.

Em estudos com mutantes de Xcv foi possivel verificar que a montagem do pilus Hrp depende
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do SSTT funcional e que os componentes sao codificados dentro do grupo génico hrp. Entretanto,
nao foi possivel conhecer quais genes sdo necessarios para a montagem do pilus € nem qual o pa-
pel desempenhado pelos genes hpa e outros genes hrp ndo conservados. Nesse mesmo estudo, por
meio da mutagdo polar, foi possivel obter mutantes para os genes hrpC, hrpB7, hrcL, hrpB4, hrcJ,
hrpB2, hrpBl1, hrcU, hrcV, hrcQ, hrcR, hrcS, hpaA, hreD, hrpD6, hpaB, hpaE, e hrpF. Por meio
de eletromicrografias, constatou-se que todos os mutantes hpa produziram pilus morfologicamente
igual ao apresentado pelo selvagem. No entanto, o mutante spaA produziu um pilus de tamanho
reduzido. Todos os mutantes hrp e hrc, exceto para hrpF, ndo produziram pilus. Uma vez que, se-
gundo os autores, a proteina hrpF age depois de hrpE durante o processo de translocagdo e secre¢ao
de proteinas efetoras, segundo os autores, estes concluem que nenhuma proteina pertencente a hrp

ou hrc age antes de HrpE durante o processo de translocagdo (55).

Andlises de mutantes rp em Xac revelou que mutacdes no operon hrpB e hrpD e no gene
hrpF impediram esses mutantes de produzirem cancro em citrus € HR em folhas de algodao e
de outras plantas ndo hospedeiras (56). Nesse mesmo estudo, os autores realizaram, por meio de
conjugacdo, a complementacdo do gene hrpF sob o controle do seu préprio promotor, e verificaram

que a viruléncia foi restabelecida por completo.

Mutacdes em outros genes de bactérias patogénicas de plantas ou de animais também revela-
ram proteinas essenciais a patogenicidade ou que regulavam o processo de patogenicidade. Dentre
esses estudos, por meio de andlise genética e protedmica, em gel 2D-DIGE, de mutantes de Erwinia
carotovora ssp. carotovora (Ecc) e E. carotovora ssp. atroseptica (Eca), Coulthurst (57) e colabo-
radores concluiram que mutacdes no gene [uxS, requerido para a sintese de moléculas sinalizadoras
do sistema de “quorum sensing”, afeta a constituicao protéica intracelular e secretada, a motilidade

e a viruléncia in planta.

Em Erwinia a producdo de exoenzimas € bem controlada e esta intimamente relacionada com a
fase de crescimento e a produgdo de N-(3-oxohexanoyl)-L-homoserine lactone (OHHL), uma mo-
l1écula sinal de quorum sensing, € necessaria para a sintese da maioria dos fatores de viruléncia em
quantidades satisfatdrias para a completa viruléncia desse patogeno (58, 59). Estudos com mutantes
de Eca defectivos para a produ¢cdo de OHHL mostrou a existéncia de um novo repressor de viru-
Iéncia (VirR) nessa fitobactéria. Mutag@o no gene codificador de VirR restabeleceu a viruléncia em
um mutante incapaz de produzir OHHL, ou seja, VirR previne a producgdo de fatores de viruléncia

em baixas concentracdes de células bacterianas no hospedeiro (60).

Recentemente, o sistema de translocacdo Tat comecou a ser investigado em varios patégenos,
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tais como: Pseudomonas aeruginosa (61), Escherichia coli (62) e Agrobacterium tumefaciens (63).
Homoélogos codificadores de membros das familias TatA e TatC, requeridos para o sistema de trans-
porte Tat, foram encontrados em genomas de vérios patdégenos, incluindo A. tumefaciens, E. coli,
Helicobacter pylori, Mycobacterium tuberculosis, P. aeroginosa, P. syringae e Yersinia pestis (64),
sugerindo um papel para este sistema no processo de viruléncia de vérios patégenos bacterianos

(65).

A fim de verificar a contribuicdo desse sistema no processo de viruléncia e estabelecimento
no hospedeiro, a fisiologia de mutantes 7arC de Pst foi testada. Verificou-se que uma série de
fendtipos foi alterado, incluindo perda de motilidade em placas de Petri contendo meio de cultura
agar soft, defici€éncia na sintese de sideréforos e na aquisi¢ao de ferro, sensibilidade ao cobre, perda
de atividade fosfolipase extracelular e viruléncia atenuada em folhas do hospedeiro. Com relacao a
perda de viruléncia, os autores concluem que isso se deveu a um comprometimento na aptidao do
mutante pelo hospedeiro, diminui¢do da eficiéncia do SSTT e da retencdo dos fatores de viruléncia

no citoplasma (65).

Por meio de mutagénese insercional, um operon de 13 kb compreendendo oito genes foi clonado
e funcionalmente caracterizado em Erwinia chrysanthemi (66). Os autores demonstraram tratar-se
de um segundo sistema de transporte de ferro nesta fitobactéria, composto pelos genes acsF, acr,
acsD, acsE, yhcA, acsC, acsB e acsA. Sete genes estavam envolvidos na biossintese (acs_) e na
liberacao extracelular (yhcA) de acromobactina e um (acr) estava envolvido na producdo de um
receptor especifico, presente na membrana externa, para o complexo férrico. O promotor desse
operon foi negativamente regulado por ferro e em um mutante fur nulo os genes acsD e acsA foram
expressos constitutivamente. Ensaios in vitro mostraram que a proteina repressora Fur se liga espe-
cificamente a regido promotora do gene acsF, confirmando que a regulacdo desse operon é realizada
diretamente por Fur. Em testes de patogenicidade, verificou-se que a producdo de acromobactina

contribui para a viruléncia de E. chrysanthemi (66).

Em Vibrio cholerae, um estudo de mutagénese ao acaso permitiu a caracterizacdo de 16 mutan-
tes com patogenicidade alterada, sendo que quatro possuiam mutagdes em genes jad caracterizados
como essenciais a patogenicidade e os demais carregavam inser¢des em genes conhecidos, mas nao

associados a patogenicidade até entdo, e em genes de funcdo hipotética (42).

Em Escherichia coli foi possivel identificar, rapidamente, genes que afetam a aptiddao em di-
ferentes condi¢des de crescimento (67). Gehring (68), por meio de mutagénese in vitro, isolaram

varios mutantes de Streptomyces coelicolor com fendtipos distintos, incluindo produgdo de pigmen-
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tos alterada, sensibilidade a antibitico aumentada e sistema de formacao de hifas aéreas e um bloco
de esporos prejudicados. Foram mapeadas 2.462 insercoes diferentes, sendo 84% delas em genes

codificadores.

Portanto, pode-se observar que a viruléncia é decorréncia de processos multifatoriais e que

ainda carece de muitos estudos para poder interrelacionar esses diversos processos entre si.

Com o seqiienciamento completo do genoma de varias fitobactérias (69, 70, 71, 72, 20, 73, 74,
75, 76, 77, 78, 79), as interacOes planta-patégeno, bem como as especificidades do fitopatogeno
para com o hospedeiro, poderdo ser elucidadas de maneira global, uma vez que, mesmo com o
seqiienciamento completo desses genomas, estima-se que para 30 a 50% das ORFs identificadas
nao € possivel atribuir uma provdvel funcio (80). Logo, ao término do processo de seqiienciamento
completo do genoma, em vdrios casos, € iniciado um processo de andlise funcional, que pode ser
por meio da andlise de bibliotecas de mutantes ou por meio da andlise da expressdo génica global
por meio de arranjos de DNA (81), ou ainda, por meio das duas técnicas em conjunto, além de uma

andlise protedmica.

Em Rhodococcus erythropolis foi construida uma biblioteca de mutantes, por meio do uso de
mutagénese ao acaso, € a andlise de 40 mutantes permitiu verificar que para todas as ORFs ana-
lisadas havia pelo menos um homoélogo previamente caracterizado em Rhodococcus sp. RHAI1
(82). Estudos semelhantes foram conduzidos em Mycoplasma genitalium, um patégeno humano
cujo genoma tem aproximadamente 580 kb, compreendendo 482 genes, na tentativa de averiguar
qual o genoma minimo para uma bactéria sobreviver em meio de cultura. Em um total de 3.321
mutantes de M. genitalium analisados, para 74% foi gerada seqiiéncia de DNA para mapeamento
do sitio de insercdo transposdmica. Apods selecdo e testes, 100 genes ndo-essenciais a M. genita-
lium foram identificados. Logo, os demais 382 genes, 3 genes transportadores de fosfato e mais 43
genes codificadores de RNA estrutural compdem um grupo minimo de genes necessarios para um
organismo sobreviver em um laboratério, segundo os autores. Desse total de genes, 28% codificam

para proteinas com funcdo desconhecida (83).

Duas bibliotecas de mutantes de Staphylococcus aureus, uma com aproximadamente 4.200
mutantes obtidos com o transposon Tn55/ e outra consistindo de aproximadamente 2.400 mutantes
obtidos com o transposon Tn9/7lac foram construidas e analisadas in vivo. Além dos transposons,
Tn551 e Tn917lac, etiqueta marcada de DNA (DNA size tags), produzida a partir de DNA de es-
perma de salmdo, e DNA SMIT, foram utilizadas na geracdo desses mutantes. A andlise inicial de

6.300 mutantes in vivo revelou 339 (5,4%) com patogenicidade atenuada. Em uma segunda andlise,
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95 foram submetidos a novos testes. Finalmente, 24 mutantes atenuados tiveram a sua viruléncia ca-
racterizada in vivo e o seu fen6tipo de crescimento caracterizado in vitro. Mutantes foram isolados
do baco, em infecgdo sistémica animal, em quantidades até 1.200 vezes menor que o apresentado
pelo selvagem nas mesmas condi¢des e em até 4.000 vezes menor em infec¢Oes localizadas. A
andlise genética desses mutantes identificou 23 genes tnicos, sendo que a maioria compreendem
genes envolvidos no processo de biossintese de pequenas moléculas, biossintese de proteinas trans-
membranicas e de superficie celular envolvidas na ligacdo e transporte de pequenas moléculas,
transducgdo de sinais, producgdo de energia e proteinas desconhecidas. No geral, 10 codificavam para
proteinas previamente conhecidas e 13 para proteinas desconhecidas ou com fungdo predita. Os
autores concluem que muitos dos produtos dos genes identificados nesse estudo representam novos

e atrativos alvos para compostos anti-bactéria (84).

Recentemente, uma biblioteca de aproximadamente 10.000 mutantes, também obtidos por meio
de inser¢do aleatdria de transposon, foi construida para a fitobactéria Erwinia carotovora subsp. ca-
rotovora. Os autores desse trabalho estavam interessados em verificar mutantes com efeitos pleiotro-
picos sobre enzimas extra-celulares, uma vez que eles desejavam identificar novos fatores de regula-
cdo sobre essas enzimas. Apoés a andlise de vdrios clones, oito mutantes defectivos para a produgao
de proteases foram identificados. Dos genes identificados, dois ja eram conhecidos como sendo
reguladores do processo de producdo de enzimas extra-celulares em E. carotovora. No entanto, 0s
outros seis genes ainda nao tinham sido relatados como participantes desse processo regulatério. O
mapeamento dos genes mutados permitiu verificar que a seqiiéncia de aminodcidos predita possuia
homologia com DNA helicase (E. coli), com provével sensor (Salomonella enterica), com provavel
fosfatase (Yersinia enterolitica), com proteina desconhecida (E. coli), com provavel glicosilase (Y.

pestis) e com transportador de fon K™ (Y. pestis) (85).
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3  Objetivos

O objetivo geral deste estudo foi o de identificar genes relacionados a patogenicidade e virulén-

cia em Xanthomonas axonopodis pv. citri isolado 306 por meio da andlise de mutantes in planta.

Os objetivos especificos incluiram:

1. Obten¢do de uma biblioteca de mutantes;

2. Validacao da biblioteca de mutantes por meio de Southern blot;

3. Analise de mutantes em folhas de citros;

4. Padronizacdo de um método de extracdo de DNA de Xac em larga escala;

5. Caracterizagdo dos genes mutados que afetaram a patogenicidade e/ou viruléncia;

6. Determinagdo das curvas de crescimento in vivo e in vitro de uma selecao de mutantes com

patogenicidade e/ou viruléncia alterada;

7. Andlise da expressao gé€nica in vivo e in vitro de uma sele¢ao de mutantes com patogenicidade

e/ou viruléncia alterada;

8. Complementacdo génica em mutantes com patogenicidade alterada.
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4 Material e Métodos

4.1 Isolado bacteriano, meio de cultura e condicoes de cultivo

Xanthomonas axonopodis pv. citri, isolado 306 (20), foi cultivada em meio de cultura TSA (10
g de triptona, 10 g de sacarose, 1 g de Na™ glutamato, 15 g de dgar e 4gua destilada suficiente para 1
L) ou NA (3 g de extrato de carne, 5 g de peptona, 15 g de dgar e dgua destilada suficiente para 1 L).
O 4gar somente foi utilizado em meio de cultura sélido. As células foram multiplicadas em tubos de
ensaio contendo 3 mL de meio de cultura liquido, sob agitacdo continua (200 rpm) a 28 °C, ou em
placas de Petri contendo meio de cultura s6lido, nas mesmas condi¢des, exceto agitagdo. Quando
se fez necessario, 100 ug/mL de canamicina, ampicilina ou de espectinomicina foram adicionados

ao meio de cultura para evitar possiveis contaminacao.

4.2 Mutagénese in vivo

Clones mutantes de Xac foram obtidos por meio de transformacio de células eletrocompeten-
tes com o kit EZ::TN <KAN-2> Insertion Kit fornecido pela Epicentre!, que contém o complexo
transposase Tnp e transposon 7n5 (86, 87). Os procedimentos para geracdo dos mutantes foram

realizados conforme recomendados pelo fabricante do conjunto de reagentes.

Selecionaram-se as colOnias resistentes a canamicina em meio de cultura TSA sélido, corres-
pondentes aquelas em que ocorreu o evento de transposi¢cdo. Os mutantes obtidos foram repicados
para placas de 96 pocos contendo meio de cultura TSA liquido com canamicina acrescido de 20%
de glicerol. A seguir, foram incubadas por 2 dias a 28 °C, sob agitac@o constante a 200 rpm. Apds
a fase de multiplicag@o, as culturas foram estocadas a —80°C a fim de compor a biblioteca de

mutantes.

Thttp://www.epicentre.com
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4.3 'Teste de patogenicidade in vivo

Os mutantes foram multiplicados individualmente em meio de cultura TSA so6lido, adicionado
de canamicina, nas condi¢des previamente descritas. Em cada placa de Petri de 14 cm de dia-
metro, contendo meio de cultura sélido, foi possivel multiplicar uma placa contendo 96 mutantes,

utilizando-se um replicador de 96 pinos.

Ap6s 72 horas de incubacdo, cada mutante foi individualmente coletado da placa e a concen-
tracdo celular padronizada, em dgua bi-destilada, para uma densidade 6ptica de 0,3 a 600,,,,, equi-
valente a cerca de 108 UFC/mL. Em seguida, a suspensdo de bactérias foi infiltrada em dois pontos
na parte abaxial, a esquerda da nervura central, de folhas jovens, completamente expandidas, de
limoeiro cravo (Citrus limonia Osbeck). No lado direito da nervura central inoculou-se a estirpe

selvagem, na mesma concentra¢io e nas mesmas condi¢cdes, como controle positivo da doenga.

As plantas inoculadas foram mantidas num laboratério de seguranca concebido especialmente
para a manipulacdo e inoculacdo de Xanthomonas axonopodis pv. citri (praga quarentendria), loca-
lizado nas dependéncias do LBM, da UNESP, Campus de Jaboticabal. Este local possui um sistema
de filtragem absoluta do ar, um sistema para gerar pressao negativa, impedindo, desta maneira, o
escape do organismo fitopatogénico para o meio ambiente, além de manter condi¢des Stimas de

temperatura, luminosidade e umidade.

Aos trés dias da inoculagdo avaliou-se a incidéncia da doenga e os mutantes de interesse tiveram
a sua sintomatologia registrada por meio de fotografia digital. Os mutantes selecionados nesta

primeira avaliacdo foram re-inoculados por mais quatro vezes, a fim de comprovar os resultados.

4.4 Extracao de DNA total de Xac

Clones mutantes de Xac foram multiplicados em placas de 96 cavidades contendo 1 mL de meio
de cultura TSA liquido adicionado de 50 pg/mL de canamicina, por 48 horas a 28 °C, sob agitacao
continua a 200 rpm. Apds este periodo, as amostras foram submetidas a centrifugacao por 30 minu-
tos a 4.000 rpm (centrifuga Rotanta 46R do fabricante Hettich, Alemanha) a temperatura ambiente.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 500 uL de tampao
de lavagem, submetidos a forte agitagcdo e centrifugados por 15 minutos a 4.000 rpm a temperatura
ambiente (centrifuga Rotanta 46R). Repetiu-se o passo anterior por mais uma vez. Apds estas duas

lavagens, as células foram ressuspendidas, por meio de forte agitacdo, em 500 uL. de tampao D
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e mantidas em banho-maria a 65 °C por 1 hora. Decorrido o periodo de lise celular, 210 uL do
tampao P foram adicionados a solu¢do. Em seguida, as amostras foram agitadas e centrifugadas por
30 minutos a 4.000 rpm a temperatura ambiente (centrifuga Rotanta 46R). Posteriormente, 550 uLL
do sobrenadante foram transferidos para uma nova placa de 96 cavidades e as amostras submetidas
a uma centrifugacdo de 15 minutos a 4.000 rpm a temperatura ambiente (centrifuga Rotanta 46R).
Ap0s este procedimento, 150 pL. do sobrenadante foram transferidos para uma nova placa de 96
cavidades do tipo Elisa, evitando-se transferir partes do precipitado. A fim de isolar o DNA da solu-
cdo, 130 uL de isopropanol previamente resfriado a —20 °C foram adicionados a cada amostra, as
quais foram entdo incubadas a —80 °C por 15 min ou a —20 °C por 12 horas, centrifugadas a 4.000
rpm por 45 minutos a 4 °C (centrifuga Rotanta 46R) e lavadas com 200 pL de etanol 70%, por duas
vezes. ApOs cada processo de lavagem, a placa com as amostras foi centrifugada a 4.000 rpm por 20
minutos a 4 °C (centrifuga Rotanta 46R). Finalmente, os precipitados foram secos, ressuspendidos
em 40 uL de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 0,1 mM pH 8,0) contendo 1 ptg/mL de RNase
A e incubados por 1 hora a 37 °C. A qualidade e a concentragdo do DNA foram avaliadas em gel de

agarose 0,8% por meio de comparacao visual com DNA de qualidade e concentragdo conhecidas.

O tampao de lavagem compde-se de 10 mM de Tris-HCI pH 8,8, 3 mM de KCl e 1,25 mM de
NaCl, preparado imediatamente antes do uso. Ja o tampdo D € composto por 25 mM de citrato de
sodio pH 7,0, 0,5% (w/v) de sarcosil e 4 M de isotiocianato de guanidina. O tampdo P compde-se
de 667 mM de Tris pH 7,5, 833 mM de NaCl e 83 mM de EDTA pH 8,0.

Esse protocolo de extragdo de DNA foi padronizado durante a execugdo do presente trabalho.

4.5 Identificacao do gene mutado

4.5.1 Obtencao e clonagem dos fragmentos de DNA contendo a regiao mu-
tada

A estratégia utilizada para a identificacdo do gene mutado em cada Xac mutante foi a digestao
de DNA total com enzimas de restricao, clonagem no plasmideo pBlueScript II SK (Stratagene),
selec@o do clone contendo o gene mutado para resisténcia a canamicina (presente apenas no transpo-
son TnS) e seqiienciamento utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para o transposon
e que direcionam a sintese de DNA saindo para fora das duas extremidades do mesmo, ou seja, em

direcdo ao gene no qual ocorreu a insercao.
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Dentre as diversas enzimas de restricdo que possuem sitio de restricao tnico dentro da regido
de clonagem do plasmideo pBlueScript II SK (Stratagene), selecionaram-se as enzimas EcoR I, Sac
I e Sac Il devido a estas enzimas nao possuirem sitio de restricao no transposon utilizado na geracao
dos mutantes. Quando a combinagdo destas enzimas ndo possibilitou obter o resultado esperado,
utilizou-se uma das enzimas BamH I ou Xho 1, que possuem sitio de restricao na extremidade do

transposon, combinada com a enzima Sac L.

A reacdo de clivagem do DNA total consistiu de 12,7 uLL de dgua bi-destilada estéril, 2,0 uL de
tampao 10x que acompanha a enzima, 2,0 uLL de BSA 10 mg/uL, 0,15 uL (3 U) de cada uma das
enzimas de restricdo, e 3,0 uL (~1,5 ug) de DNA total. A reacdo de clivagem do DNA do vetor
consistiu de 8,0 uLL de 4gua bi-destilada estéril, 2,5 uLL do tampao 10x que acompanha a enzima, 2,5
uL de BSA 10 mg/uL, 1,0 uL de cada uma das enzimas de restri¢ao e 10,0 uL (~10 ug) de DNA
do vetor pBlueScript II SK. Quando nenhuma das enzimas nao requeria BSA, esta foi suprimida da
reacdo e o volume foi completado com 4gua bidestilada estéril. Em ambos os casos, as clivagens

(DNA gendmico e vetor) foram executadas por 12 horas a 37 °C.

Desta maneira, dentre os diversos fragmentos de DNA gendmico gerados havera um fragmento

contendo o transposon. As extremidades deste fragmento fazem parte do locus do gene mutado.

A clonagem dos fragmentos no vetor foi realizada em um tubo de microcentrifuga de 500 uL
contendo 3,5 uL de dgua bi-destilada estéril, 1,0 uL. de tampao 10x que acompanha a enzima, 0,5
uL (200 U) de enzima T4 DNA ligase, 2,0 uL. (~150 ug) do produto da clivagem do DNA total
e 3,0 uL (~1,2 ug) do produto da reacao de clivagem do vetor. A reagdo de ligacdo foi mantida a
16 °C por 12 h. Os plasmideos resultantes desta ligacdo foram utilizados para transformar E. coli
DH10B.

4.5.2 Transformacao de Escherichia coli com o plasmideo recombinante

Os plasmideos recombinantes foram transformados em Escherichia coli DH10B eletrocompe-
tentes (88) em equipamento BioRad modelo Gene Pulser II. Dez microlitros da reacao de ligacao
foram adicionados a 40 uL de células eletrocompetentes e submetidos a um pulso elétrico de 1,8 kV
sobre uma capacitancia de 25 uF. A freqiiéncia “low range” foi ajustada para 400 e a “high range”

foi mantida no infinito.

Logo em seguida, adicionou-se ao tubo 1 mL de meio de cultura SOC (20 g de triptona, 5 g
de extrato de levedura, 10 mM de NaCl, 25 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO4,
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20 mM de glicose) e manteve-se as células sob agitagdo constante a 200 rpm em shaker a 37 °C
por uma hora. Decorridos este periodo, 200 uL. da solugdao foram semeados em placa de Petri
contendo meio de cultura Luria-Bertani (LB) (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g
de NaCl, 15 g de é4gar, dgua destilada suficiente para 1 litro), suplementado com 50 pg/mL de
canamicina, 100 mM de IPTG e 40 mg/mL de X-Gal (88). Ap6s 12 h de crescimento a 37 °C, a
presenca de coldnias brancas indicou sucesso no procedimento. Nos casos onde ndo foi possivel
obter colonias recombinantes, procedeu-se a clivagem do DNA gendmico do mutante especifico

com outra combinacdo de enzimas de restri¢do, repetindo-se o processo.

4.5.3 Extracao de DNA plasmidial

Uma coldnia recombinante foi transferida para tubo de ensaio contendo 3 mL de meio de cul-
tura LB liquido, enriquecido com 50 ptg/mL de canamicina, e mantido sob agitacio constante a 200
rpm a 37 °C, por 12 h. Apés o periodo de multiplicacao das células, procedeu-se a extracio do DNA
plasmidial. A suspensdo de células foi centrifugada por 5 min a velocidade maxima (Eppendorff
5415C) e o sobrenadante foi descartado. Duzentos microlitros da solucao I (25 mM de Tris-HCI pH
8,0, 10 mM de EDTA, 50 mM de D-glicose) previamente resfriados foram adicionados as amostras,
agitados até a completa solubilizacdo das células, sendo que a suspensdo obtida foi transferida para
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e os mesmos foram mantidos a temperatura ambiente por 5
min. Em seguida, 200 uL da solucao II (0,2 N de NaOH, 1% de SDS) preparados pouco antes do
uso foram adicionados as amostras. A solucdo foi cuidadosamente misturada por meio da inversao
dos tubos algumas vezes e mantida no gelo por 5 min. Decorrido este periodo, 150 uL da solucdo
IIT (3 M de acetato de potdssio, 2 M de acido acético) foram acrescentados a solu¢do. Os tubos
foram gentilmente invertidos algumas vezes a fim de misturar a solu¢do e mantidos por 5 min no
gelo. As amostras foram, em seguida, submetidas a 5 min de centrifugagdo a velocidade maxima
em uma centrifuga Eppendorf modelo 5415C a temperatura ambiente. Quinhentos microlitros do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e 500 uL de
fenol/cloroférmio 1:1 foram adicionados a solu¢do. Apés 2 min de homogeneizagado, procedeu-se a
centrifugacdo das amostras por 5 min a velocidade maxima em uma centrifuga Eppendorf modelo
5415C a temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e procedeu-se a
uma extracdo com 1 volume de cloroférmio. As amostras foram centrifugadas por 5 min a velo-
cidade médxima (centrifuga Eppendorf modelo 5415C) a temperatura ambiente e a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. O DNA foi precipitado por meio da

adi¢do de 700 uL de etanol absoluto (temperatura ambiente) a solucdo. As amostras foram mistu-
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radas e mantidas a temperatura ambiente por 5 min e a seguir centrifugadas a velocidade maxima
por 5 minutos (centrifuga Eppendorf modelo 5415C) a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado de DNA lavado, por duas vezes, com 1 mL de etanol 70%, secado sob
vacuo e ressuspendido em 30 uL de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 0,1 mM pH 8,0) contendo
RNase (1 pg/mL). As amostras foram mantidas a 37 °C por 1 hora e submetidas a eletroforese em
gel de agarose 0,8% a fim de verificar a qualidade do DNA e estimar a concentragdo por meio da

comparacao com amostras de DNA de concentracdo previamente conhecidas.

4.5.4 Seqiienciamento do gene mutado

O DNA gendmico clonado no vetor plasmidial foi submetido a uma reacdo de seqiiencia-
mento. Uma vez que o transposon se encontra dentro do gene, seqiienciaram-se as duas extre-
midades de DNA que o flanqueiam. As reacdes de seqiienciamento constaram de 3,0 uL. de dgua
bi-destilada estéril, 2,0 uL. de tampdo de seqiienciamento, 2,0 uLL de BigDye v3.1 (Applied Bi-
osystems), 2,0 uL. de DNA plasmidial e 1,0 uL do oligonucleotideo iniciador KAN-2 FP-1 (5'-
ACCTACAACAAAgCTCTCATCAACC-3') ou do oligonucleotideo iniciador KAN-2 RP-1 (5'-
gCAATgTAACATCAgAgATTTTgAg-3"). Estes oligonucleotideos possuem complementaridade
de bases nas extremidades do transposon e direcionam a sintese no sentido externo ao transposon.

Desta maneira, as regides do genoma que flanqueiam o transposon foram seqiienciadas.

Ao término da reagdo de seqiienciamento, que consistiu de 35 ciclos compostos por uma etapa
a 96 °C por 10 s, uma etapa a 52 °C por 5 s e uma etapa de polimerizacdo a 60 °C por 4 min, as
amostras foram mantidas a 4 °C até o momento do uso. Em seguida, 80 uL de isopropanol foram
adicionados a cada amostra. Apds 15 min a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas
a 4.000 rpm, em centrifuga de placas Rotanta 46R (Hettich) cm rotor para microplacas, por 45 min
a 20 °C. Apés precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas,
duas vezes, com 200 uL de etanol 70% seguido de centrifugacdo a 4.000 rpm por 15 min a 20 °C,
na mesma centrifuga Rotanta 46R. As amostras foram secas a vacuo e submetidas ao seqiiencia-
mento em um seqiienciador automético ABI 3100 conforme metodologia sugerida pelo fabricante

do equipamento (Applied Biosystems).

As seqiiéncias obtidas foram analisadas por bioinformética, a fim de remover possiveis partes
do transposon, e alinhadas com o genoma da Xac para identificar o gene mutado. O processo de

alinhamento destas seqiiéncias foi realizado por meio do algoritmo BLASTn e BLASTx (89).

O resultado obtido com as duas reacdes de PCR realizadas com os dois oligonucleotideos dife-
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rentes, para cada um dos mutantes, deve ser igual no sentido de indicar a mutacdo em uma mesma
ORF.

4.6 Validacao da biblioteca de mutantes por Southern blotting

Com a finalidade de verificar a porcentagem de duplas inser¢des do transposon no genoma de
Xac, utilizou-se a técnica de Southern blot. Para isso, selecionou-se, aleatoriamente, na biblioteca
de mutantes, uma placa contendo 96 mutantes e procedeu-se a extracdo do DNA total conforme

protocolo descrito anteriormente.

As amostras de DNA gendmico de cada mutante foram clivadas com a enzima de restricao
EcoR 1 e os fragmentos separados em gel de agarose 1% em tampao TBE por 12 h a 35 V. Ao final
deste processo, o gel foi corado com brometo de etideo e a sua imagem foi fotodocumentada. Em
seguida, o gel foi submetido a uma depurina¢do em solucao de HCI1 0,25 M, sob leve agitagao, por
10 min, e procedido a transferéncia do DNA para membrana de ndilon Hybond N+, de acordo com

instrucdes do fabricante (Amersham Biosciences).

Uma aliquota de DNA do transposon utilizado no processo de mutagénese foi submetida a mar-
cacdo nao-radioativa utilizando o kit AlkPhos Direct RPN 3680 (Amersham Biosciences), que se
baseia na ligacdo ao DNA de uma fosfatase alcalina. Esta enzima € capaz de catalisar a decom-
posi¢cao do substrato dioxetano levando a emissao de luz, e conseqiiente impressao em filmes de
raios-X. Todo o processo, desde a marcacio da sonda até a lavagem da membrana apds hibridiza-
cao foi realizado utilizando o kit AlkPhos Direct RPN 3680 conforme as instru¢des do fabricante
(Amersham Biosciences). A detecc@o dos sinais emitidos pela sonda foi realizado com o kit Gene

Images CDP-Star RPN 3510 (Amersham Biosciences) conforme instru¢des do fabricante.

Finalmente, a membrana foi colocada em contato com filme de Raio-X em suportes apropri-
ados, armazenada a temperatura ambiente por 1 hora e o filme foi revelado utilizando o kit GBX

(Kodak). A fotografia foi analisada visualmente sob transiluminador de luz branca.

Realizaram-se duas hibridiza¢Oes independentes a fim de confirmar os resultados. Os mesmos

mutantes foram multiplicados, independentemente, e o processo foi totalmente repetido.
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4.7 Determinacao da curva de crescimento in vitro e in planta

Escolheram-se oito mutantes com patogenicidade alterada (02HO02, 03CO1, 06H10, 11DO09,
18CO05, 18D06, 11D03, 10H02), mais a estirpe selvagem (Xac, isolado 306), para determinacdo
de suas respectivas curva de crescimento, tanto in vitro quanto in planta. Esses mutantes possuem
as ORFs Xac0410, Xac3839, Xac0789, Xac4040, Xac0340, Xac3673, Xac1201 e Xac0095, respec-

tivamente, interrompidas pela insercao do transposon.

Para determinar a curva de crescimento in vitro, colonias isoladas de mutantes de Xac e do
isolado selvagem foram multiplicadas em 5 mL de meio de cultura TSA liquido em tubo Falcon
(50 mL) por 24 h a 28 °C sob agitacdo constante a 180 rpm. Nos tubos onde havia mutantes,
acrescentou-se ao meio de cultura canamicina (50 pg/mL). Apds 24 h de incubacgdo, esse pré-
in6culo foi transferido para um Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura TSA
liquido e submetido a agitacdo constante nas mesmas condi¢des anteriores. Apds 12 h, retirou-se
uma aliquota de 1 mL e diluiu-a em dgua bi-destilada estéril a fim de se obter uma DO a 600,,, igual
a 0,7. Subseqiientemente, 1 mL dessa suspensdo bacteriana foi transferida para novos Erlenmeyers
de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura TSA, e, apos leve agitacao, aferiu-se a DO a 600,,,,
a qual representa o tempo zero na curva de crescimento. Os Erlenmeyers foram transferidos e
mantidos a 28 °C sob agitacdo constante a 180 rpm. Novas medidas da densidade Optica foram
realizadas apds 8 h de incubacdo e, posteriormente, a cada 4 h até a 40* h, perfazendo um total de

10 leituras. Foram realizadas 5 repeticoes independentes.

Para a curva de crescimento in planta, os mutantes, bem como a estirpe selvagem, foram mul-
tiplicados em meio de cultura TSA sélido durante 48 h a 28 °C. Apds incubacao, transferiu-se uma
porcao de células para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1 mL de dgua destilada estéril.
Ap6s completa homogeneizagao das células, a DO a 600,,,, foi padronizada para 0,1 (aproximada-
mente 10* UFC/mL).

Com o auxilio de uma seringa de 1 mL sem agulha (Figura 4.1), uma folha de laranjeira Péra
foi totalmente infiltrada com cada uma dessas suspensdes bacterianas, individualmente. As anélises
quantitativas foram realizadas a 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias apds a inoculacdo. A quantificacdo do numero
de células por drea foi determinada retirando-se trés discos de 1 cm? de cada folha inoculada. Os
discos foliares foram macerados em 1 mL de dgua bi-destilada estéril, com a ajuda de um pistilo. Em
seguida, prepararam-se dilui¢des seriadas de 10~! até 1077 e 10 uL de cada uma dessas dilui¢des

foram semeados em meio de cultura TSA s6lido contendo canamicina 100 pug/mL (exceto para o
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isolado selvagem), segundo o método da micro-colonia (90). As placas foram mantidas a 28 °C por
dois dias, quando as coldnias isoladas foram contadas para cada uma das dilui¢des. O experimento

foi repetido duas vezes independentemente.

Para cada um dos tempos a ser analisado foi selecionada uma planta de laranjeira, a qual recebeu

inoculagdes, em folhas individuais, de todos os mutantes e da estirpe selvagem (Figura 4.1).

Figura 4.1: Infiltracdo de suspenséo celular de Xac em folhas de laranjeiras Péra.

4.8 Complementacao de mutantes com patogenicidade alterada

A fim de confirmar se a alteracdo na patogenicidade e/ou na viruléncia realmente teria sido
ocasionada pela mutagdo na respectiva ORF de um dado mutante, procedeu-se a complementacio
do gene mutado e seu respectivo promotor. Para tal, estipulou-se, arbitrariamente, que oligonucleo-
tideos iniciadores seriam produzidos para amplificarem, além de toda a ORF em questdo, mais 500

pb antes do inicio da mesma.

A partir do sitio de anotagiio do genoma de Xac disponivel na internet” foi obtida a seqiiéncia

de nucleotideos para cada uma das ORFs previamente escolhidas para a complementacio. Estas

Zhttp://genoma4.fcav.unesp.br/xanthomonas/
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seqiiéncias foram utilizadas como molde para a obtenc¢do dos oligonucleotideos iniciadores pelo
programa Gene Runner, de acordo com os seguintes parametros: 7m do oligonucleotideo variando
de 50-60 °C e porcentagem de GC variando de 45-60%. Os melhores pares de oligonucleotideos

iniciadores, segundo o programa, foram selecionados para cada ORF (Tabela 4.1).

4.8.1 Amplificacao e clonagem das ORFs em Escherichia coli

Procurou-se, na biblioteca genomica de Xac, por meio de ferramentas de bioinformaética, clones
de cosmideos contendo as respectivas ORFs de interesse (cosmideos que foram gerados e utilizados
no projeto de seqiienciamento gendmico da Xac e que estavam disponiveis no laboratério). Os cos-
mideos foram multiplicados e 0 DNA cosmidial extraido conforme descrito por Sambrook, Fritsch
e Maniatis(88). As amostras de DNA foram submetidas a reacdo de PCR composta por 0,2 uL. de
DNA cosmidial (~50 ug), 5,0 uLL de tampao 10x que acompanha a enzima, 1,0 uL. de MgCl, 50
mM, 1,0 uL de dNTPs 10 mM, 2,5 uL. de cada um dos oligonucleotideos, 37,5 uL de dgua bi-
destilada estéril e 0,3 uLL de Tag DNA polimerase de alta fidelidade (Invitrogen). Essa mistura foi
submetida a uma etapa inicial de desnaturacio a 94 °C por 3 min seguida de 35 ciclos, em termoci-
clador PTC 100 (MJ Research), sendo que cada ciclo possui uma etapa de desnaturagdo a 94 °C por
30 s, uma etapa de pareamento de bases a 43 °C por 30 s e uma etapa de polimerizacdo a 72 °C por
2 min. Ao final do total de ciclos foi aplicada sobre as amostras uma etapa de polimerizagao a 72 °C

por 4 min e as amostras foram mantidas a 4 °C até o momento da sua retirada do equipamento.

Uma aliquota (5 L) do produto da amplificagdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose
1%, o qual foi corado com brometo de etideo e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta.
A reacdo foi considerada positiva para uma respectiva ORF quando o produto obtido, em pares de

bases, foi tnico e igual ao tamanho esperado (Tabela 4.1).
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Os produtos da rea¢do de PCR que se mostraram positivos, apés andlise eletroforética, foram
clonados no vetor TOPO (Invitrogen) conforme sugestdes do fabricante. Em seguida, os produtos da
clonagem foram transformados em E. coli DHI0B conforme descrito na sec¢do 4.5.2, substituindo
o antibidtico canamicina por ampicilina na mesma concentragdo. Apds 12 horas de incubagao a
37 °C, os transformantes, colonias brancas, foram selecionados e semeados em tubos de ensaio de
vidro contendo 3 mL de meio de cultura LB liquido suplementado de 50 pug/mL de ampicilina,
mantidos a 37 °C, sob agitagdo constante a 150 rpm, por outras 12 horas. Decorridos o processo
de multiplicacdo celular, uma aliquota de 500 uL de cada cultura de células transformadas foi
misturada, sob condi¢des assépticas, a igual volume de glicerol 50% previamente autoclavado, em
um tubo de microcentrifuga esterilizado de 1,5 mL de capacidade, e armazenada a —80 °C em
ultracongelador. As células bacterianas restantes de cada uma das culturas foram coletadas por
centrifugacdo por 5 min a 5.000 xg, em tubos de microcentrifuga 1,5 mL e procedeu-se a extragdao
dos plasmideos recombinantes conforme descrito na se¢ao 4.5.3. A concentracdo e a qualidade das

preparacdes de DNA plasmidial foram verificadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.

Os plasmideos contendo os insertos foram clivados com a enzima de restricdo EcoR I, conforme
sugestdes do fabricante da enzima. O produto da clivagem foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1%, contendo de brometo de etidio a 10 mg/mL, e visualizado sob luz ultra violeta.
Os fragmentos de interesse foram purificados do gel com o auxilio do Kit CONCERT Rapid Gel

Extraction System (Invitrogen).

4.8.2 Clonagem das ORFs e transferéncia para mutantes de Xac

O vetor pHM1 (Figura 4.2) (91) possui um gene que confere resisténcia ao antibiético especti-
nomicina e se replica tanto em Xanthomonas quanto em E. coli. A fim de produzir esse plasmideo
em quantidade suficiente para a realiza¢do dos ensaios posteriores, procedeu-se a uma eletropora-
¢do do mesmo em E. coli DH5o, conforme protocolo padrdo de transformacao de E. coli descrito
por Sambrook (88). As células transformadas foram plaqueadas em meio de cultura LB sé6lido con-
tendo 100 pug/mL de espectinomicina. Apds 16 horas, colonias isoladas foram transferidas para 3
mL de meio de cultura LB liquido, contendo 100 ug/mL de espectinomicina, e multiplicadas nas
condicoes ideais de crescimento de E. coli. Decorridos esse periodo de multiplicacao celular, uma
aliquota de 500 uL foi misturada a igual volume de glicerol 50% autoclavado e armazenada em
tubo de 1,5 mL a —80 °C em ultracongelador. O restante foi utilizado para extra¢do plasmidial se-

guindo o protocolo descrito na secao 4.5.3. A concentragdo e a qualidade da preparagdo plasmidial
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Figura 4.2: Esquema identificando os constituintes presente no vetor de expressdo pHM1. Os sitios com
asteriscos sao sitios tinicos presentes no vetor.

foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.

Em seguida, uma aliquota de 20 uL (~2 ug) do vetor pHMI1 foi clivada com a enzima de
restricdo EcoR 1, seguindo as orientagdes do fabricante da enzima (New England BioLabs), uma
vez que esta enzima cliva esse vetor em um tUnico ponto, deixando-o linearmente disposto. Apds
a clivagem, 5 uL da reagdo de clivagem foram aplicados em gel de agarose 1%. A linearizacdo
do vetor foi verificada apds a eletroforese por meio da coloracdo do gel com brometo de etideo e

visualiza¢do em transilumidador de luz ultravioleta.

Os fragmentos de DNA (ORF + promotor) clonados no vetor TOPO conforme descrito na se¢ao
4.8.1 foram, isoladamente, liberadas desse vetor, por meio da clivagem com a enzima de restricao
EcoR 1, purificados ap06s eletroforese do produto da reacdo de clivagem em gel de agarose 0,8%, e
ligados ao sitio EcoR I do vetor pHMI1 linearizado. As reagdes de ligacdo consistiram de: 3,5 uL de
dgua bidestilada estéril, 1,5 uL. de tampao de ligase 10x, 3 uL de vetor pHM1 previamente clivado
com a enzima EcoR I, 6 uL. do fragmento contendo a respectiva ORF + promotor, previamente
purificada, e 1 uLL de enzima T4 DNA ligase (1 U/uL). As reacdes foram mantidas por 14 horas a
14°C.
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Ap6s o término das reacdes de ligacdo, 10 uLL de cada uma foram eletroporados em 40 uL de
suspensao de células eletrocompetentes de E. coli DH10B, conforme descrito na secdo 4.5.2, exceto

para o antibidtico, o qual foi espectinomicina na concentragdo de 100 pug/mL.

As coldnias que cresceram foram isoladas, semeadas em meio de cultura LB liquido contendo
o antibidtico espectinomicina (100 pg/mL) e incubadas a 37 °C por 12 horas sob agitagdo constante
a 200 rpm. Apés a multiplicacdo das células, uma aliquota de 500 uLL de cada uma das preparagdes
foi misturada a igual volume de glicerol 50% autoclavado e armazenada em tubo de 1,5 mL a
—80 °C em ultracongelador. O restante foi utilizado para extracdo de DNA plasmidial seguindo o
protocolo descrito na se¢do 4.5.3. A concentragdo e a qualidade da preparacdo de DNA plasmidial

foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.

Para confirmar se os fragmentos estavam realmente inseridos nos vetores, foram realizadas
reacOes de PCR, utilizando os oligonucleotideos especificos para cada ORF em questio, conforme
descrito na sec@o 4.8.1 com uma modifica¢do: ao invés de utilizar o DNA cosmidial como molde,

utilizou-se 0 DNA dos plasmideos recombinantes.

Para cada uma das ORFs a ser complementada, foi produzido um lote de células competentes

do respectivo mutante de Xac de acordo com protocolo sugerido por Yang (92) e colaboradores.

Os plasmideos recombinantes ()HM1+ORF), que foram confirmados por PCR, foram transfor-
mados em células eletrocompetentes do respectivo mutante por meio de eletroporacdo em equipa-
mento BioRad modelo Gene Pulser II. Dez microlitros da solugdo plasmidial foram adicionados a
40 uL de células eletrocompetentes e submetidos a um pulso elétrico de 1,8 kV sobre uma capaci-
tancia de 25 uF. A freqiiéncia low range foi ajustada para 400 e a high range foi mantida no infinito.
As bactérias eletroporadas foram incubadas por 1,5 horas a 28 °C e 200 RPM em 1 mL de meio
SOC. Em seguida, as células foram plaqueadas em meio TSA sélido acrescido de 100 pg/mL do
antibidtico espectinomicina. Apds 48 horas de incubagdo a 28 °C foi possivel a visualizacdo das

colOnias transformadas.

Cada um dos mutantes “complementados” foi multiplicado em meio de cultura TSA liquido
acrescido de 100 pug/mL do antibidtico espectinomicina por 24 horas, a 28 °C, sob agitacdo cons-
tante a 200 rpm. Apoés o processo de multiplicagdo, uma aliquota de 500 uL de cada uma das
culturas foi misturada a igual volume de glicerol 50% estéril e armazenada em tubo de 1,5 mL a
—80 °C em ultracongelador. O restante foi utilizado para extragdo de DNA plasmidial seguindo o
protocolo descrito na se¢do 4.5.3. A concentragdo e a qualidade da preparacdo de DNA plasmidial

foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.
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Os plasmideos pHM1 recombinantes de cada constru¢ido foram submetidos a reacdes de PCR
para confirmagao da insercao das ORFs. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nessas reagdes
foram os mesmos utilizados para as amplificagdes iniciais das ORFs, bem como as condi¢des de re-
acdo (se¢do 4.8.1). Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1% para confirmacdo dos tamanhos dos fragmentos amplificados. As construcdes confirmadas por
PCR foram submetidas a seqiienciamento automético conforme procedimentos descritos na se¢ao
4.5.4, a excessdo dos oligonucleotideos utilizados, os quais foram substituidos pelos oligonucleoti-

deos especifico a respectiva ORF a ser seqiienciada.

Os mutantes “complementados” foram inoculados em folhas de limoeiro cravo conforme pro-
cedimentos descritos na secdo 4.3. Além do mutante “complementado”, foi inoculado o isolado
selvagem de Xac, 306, o mutante e o mutante carregando somente o vetor pHM1 sem nenhum

inserto.

4.9 Analise da expressao génica por meio de Northern blot re-
Verso

4.9.1 Extracao de RNA total de Xac

Para obter RNA de células cultivadas em laranjeira, folhas de laranjeira Péra plantadas em
vasos de 20 litros foram completamente infiltradas com uma solu¢do de células de Xac isolado 306
multiplicadas em placas de Petri, por 12 h, em meio de cultura NA, ajustada para uma DO a 600,,,

igual a 0,3. As células bacterianas foram multiplicadas in planta por 72 h.

Decorrido o periodo de multiplicacdo, as folhas inoculadas foram coletas e, imediatamente,
fracionadas em tiras bem finas e colocadas em um Becker esterilizado contendo dgua destilada e
mantido em banho de gelo. Para cada planta foi utilizado um Becker diferente. No meio aquoso, ha
a exsudacao de células bacterianas a partir dos cortes gerados nas tiras de folhas. Para facilitar esse
processo, o banho de gelo foi mantido sob agitagdo suave por 5 min. Em seguida, os restos foliares
foram separados por filtracio em gaze e as células foram recuperadas por centrifugacdo a 5.000 xg

por S min a4 °C.

Para obter RNA total de Xac cultivada em meio de cultura, células bacterianas foram multi-
plicadas em placa de Petri contendo meio de cultura NA por 12 h nas mesmas condi¢des descritas

anterirmente. Ap0s esse periodo de incubacdo, 1 mL da suspensdo de células nama DO igual a 0,3
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foi semeado em um Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura NA liquido. A
suspensao celular foi multiplicada por 48 h conforme descrito anteriormente. Apds o periodo de

cultivo, as células foram coletas em frascos de vidro corex de 30 mL por meio de centrifugagao.

Ao precipitado de células foram adicionados 4,3 mL de Trizol (Invitrogen). O pélete de células
foi agitado até a completa suspensdo, sendo, entdo, deixado em repouso por 5 min em temperatura
ambiente para a completa lise das células. Em seguida, 1,7 mL de cloroférmio foi adicionado a
solugdo e esta foi cuidadosamente homogeneizada antes de ser distribuida em 4 tubos Phase Lock
Gel de 2 mL (Eppendorf). As amostras permaneceram em repouso por 3 min a temperatura ambi-
ente, sendo, em seguida, submetidas a centrifugacdo a 10.000 xg por 10 min (Eppendorf 5415C).
Ap6s a centrifugagdo, a fase aquosa foi transferida para um tubo novo de microcentrifuga de 1,5
mL e o RNA foi precipitado pela adi¢do de 500 uL. de alcool isopropilico em cada tubo. A so-
lucdo foi gentilmente homogeneizada por inversao dos tubos, mantida a temperatura ambiente por
10 min e centrifugada a 12.000xg por 10 minutos (Eppendorff 5415C). Removido o sobrenadante,
o sedimento formado foi lavado com 1 mL de etanol 75% e centrifugado a 10.000xg por 5 min a
4 °C. Esta lavagem com etanol 75% foi repetida por mais uma vez. Finalmente, o RNA foi seco,
solubilizado em H;O livre de RNA (dgua bi-destilada tratada com Dietil Pirocarbonato - DEPC -
0,01%), mantido em banho-maria a 65 °C por 15 min e analisado em Biofotometro (Eppendorf),
observando as relacdes entre as absorbancias 260/280,,, e 260/230,,,. Para um RNA de boa qua-
lidade, a primeira relacdo deve estar entre 1,8 e 2,0, enquanto que a segunda deve ser maior que
2,0.

As amostras foram divididas em aliquotas de 35 g, peletizadas e armazenadas a —80 °C até o

uso.

4.9.2 Tratamento de RNA total com DNase I

Antes do uso, cada aliquota de RNA foi solubilizada em H;O tratada com DEPC e, em seguida,
submetida ao tratamento com DNase I, a fim de eliminar possivel contaminacao por DNA. Para
tanto, foi preparado uma reagdo em tubo de 1,5 mL contendo: 200 pg de RNA total pré ressuspenso
em 4gua tratada com DEPC, 10 uL de tampao de DNase (5x), 10 uLL de DNase 100 U/uL (Invitro-
gen), 2 uL. de Rnase Out 40 U/uL (Invitrogen), 1,5 uL. de DTT 0.1 M e dgua tratada com DEPC
g.s.p 100 uL.

Essa reacdo foi mantida a 37 °C por 30 min. Em seguida, completou-se o volume para 500

uL com dgua DEPC, seguido de um acréscimo de outros 500 uL de fenol pH 5,2, previamente
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equilibrado com 4dgua. A amostra foi homogeneizada por meio de seguidas inversdes do tubo e
submetida a centrifugagao a 5.000xg por 5 min. Ao final da centrifugacdo, o sobrenadante (£800
uL) foi transferido para um novo tubo isento de RNase e adicionado de 500 uL de cloroférmio.
A amostra foi novamente homogeneizada da mesma maneira que anteriormente e submetida a cen-
trifugacdo como no passo anterior. O sobrenadante (+800 uL) foi transferido para um novo tubo
isento de RNase ao qual fora adicionado 50 uLL de NaOAc 3 M pH 5,2 e 1 mL de etanol absoluto.
A amostra foi submetida a centrifugacdo a 10.000xg por 10 min. Apés descarte do sobrenadante,
500 puL de etanol 70% foram adicionados ao pélete, seguindo-se uma mistura por inversao e uma
nova centrifugacio a 10.000xg por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pélete foi seco a tem-
peratura ambiente por 10 min. Depois de seco, adicionaram-se 40 uL de dgua DEPC pré aquecida
a 50 °C a amostra e a mesma foi mantida em banho maria por 10 min a 50 °C. Logo apds, a amostra
foi submetida a eletroforese em gel de agarose, quantificada e armazenada em ultracongelador a
—80°C.

4.9.3 Sintese da primeira fita de DNA complementar (cDNA)

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada com o conjunto de reagentes “SUPERS-
CRIPT™ Preamplification system for first strand cDNA synthesis” (Invitrogen), conforme instru-
coes do fabricante. Partiu-se de 35ug de RNA total de cada amostra, 100 ng dos hexaoligonucle-
otideos iniciadores aleatdrios e dgua tratada com DEPC para volume final de 12 puL. A solugdo
foi aquecida a 70 °C por 10 min e resfriada em gelo por 1 min. Adicionou-se, entdo, tampao que
acompanha a enzima para 1 x, MgCl, 2,5 mM, dNTPs 500 uM e DTT 10 mM. As amostras foram
incubadas por 5 min a 25 °C e, em seguida, adicionaram-se 200 U de transcriptase reversa “Supers-
cript II” e mantece a mostra por 10 min a 25 °C, 120 min a 42°C e, em seguida, as enzimas foram
inativadas a 70 °C por 15 min. A estas foram adicionadas 2 U de RNase H as reacdes e manteve-se
por 20 min a 37 °C, para a degradacdo das fitas de RNA remanescente nos hibridos cDNA:RNA. As

solu¢cdes de cDNA foram armazenadas a -20 °C até o momento do uso.

4.9.4 Preparo das sondas, marcacao, hibridizaciao e deteccao dos sinais

Com o intuito de realizar a amplificagdo de 15 ORFs de Xac para as quais havia sido detectado
algum tipo de deficiéncia quanto a patogenicidade/viruléncia, apds terem sido mutadas conforme
secdo 4.2, 15 pares de oligonucleotideos foram desenhados (Tabela 4.2). O produto da amplifica-

cdo de material genético de Xac por meio do uso desses oligonucleotideos foi utilizado na técnica
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de “Northern blot” reverso, conforme descrito a seguir, com o objetivo de verificar uma possivel

expressao génica diferencial nestes mutantes.

Procurou-se, na biblioteca de cosmideos de Xac do laboratério e utilizada no projeto de seqiien-
ciamento do genoma da bactéria, clones contendo as respectivas ORFs de interesse e procedeu-se a
sua multiplicag@o e posterior extracdo de seu DNA, conforme ja descrito na se¢do 4.5.3. As amos-
tras de DNA foram entdo utilizadas em uma reacdo de PCR composta por uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 3 min seguida de 35 ciclos, sendo que cada ciclo possui uma etapa de
desnaturagdo a 94 °C por 30 s, uma etapa de pareamento de bases a 43 °C por 30 s e uma etapa de
polimerizac¢do a 72 °C por 2 min. Ao final do total de ciclos foi aplicada sobre as amostras uma
etapa de polimerizacdo a 72 °C por 4 min, apds o que as amostras foram mantidas a 4 °C até o

momento do uso.

A reacdo de amplificacdo foi composta de 0,2 uL. de DNA cosmidial, 5,0 uL de tampao 10x
que acompanha a enzima, 1,0 uL. de MgCl, 50 mM, 1,0 uL. de dNTPs 10 mM, 2,5 uL de cada
um dos oligonucleotideos iniciadores, 37,5 uL. de dgua bi-destilada estéril e 0,3 uLL de Tag DNA

polimerase (Invitrogen).

Uma aliquota (5 L) do produto da amplificacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1%, corado com brometo de etideo e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta. A reacdo
foi considerada positiva para um respectivo gene quando o produto obtido, em pares de bases, foi

unico e igual ao tamanho esperado.

Uma aliquota de 400 ng de cada um dos produtos das ORFs positivas foi desnaturada por meio
da adi¢ao de um volume de NaOH 0,4 N e aquecimento a 70 °C por 10 min. Em seguida, a solucdo
foi colocada em gelo por 5 min e adicionou-se igual volume de acetato de amonio 2 M pH 7,0

gelado.

Paralelamente, as membrana de ndilon carregadas positivamente (Hybond-N+ Amersham Bios-
ciences), pré-equilibrada em SSC 6x (NaCl 0,9 M, citrato de s6dio 90 mM) por 30 minutos, foram

montadas em um sistema para a confec¢ao de dot blot (Bio-Dot Apparatus BioRaid).
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Para assegurar a desnaturacao do DNA, um volume de 500 uL. de NaOH 0,4 N foi aplicado, sob
vacuo, em cada cavidade do aparato de transferéncia. Em seguida, as amostras de DNA represen-
tando as ORFs de interesse, previamente desnaturadas, foram transferidas, sob vacuo, para a mem-
brana. Estas foram lavadas em SSC 2x rapidamente e o DNA foi fixado em um forno ultravioleta
“crosslinker” (UVP CL-1000), conforme recomendagdo do fabricante da membrana (Amersham
Biosciences). Posteriormente, a membrana foi acondicionada em um saco pléstico, lacrada e man-

tida em geladeira até a hora do uso.

ApoOs a sintese da primeira fita de cDNA, conforme secdo 4.9.3, esta foi marcada, individu-
almente, com fosfatase alcalina utilizando-se o conjunto de reagentes alkphos direct labelling kit

(Amersham Biosciences) conforme instrucdes do fabricante.

A membrana foi pré-hibridizada, hibridizada e procedido as lavagens de pds-hibridizagado utili-

zando o mesmo conjunto de reagentes conforme instru¢des do fabricante.

A detecgao foi realizada com o reagente CDP-Star (Amersham Biosciences), mantendo-se por
5 min a temperatura ambiente. Apds drenagem do excesso de reagente, a membrana foi exposta a
um filme de raio-X (Kodak) por 1 hora. Em seguida, o filme foi revelado e a imagem digitalizada

por meio de equipamento apropriado.

Foram preparadas duas membranas iguais, as quais foram utilizadas para a repeti¢do do expe-
rimento. Em uma delas, primeiramente se hibridizou a condi¢do de cultivo em meio de cultura e
depois a condicdo de cultivo in planta com trés dias de crescimento. J4 para a outra membrana,
realizou-se exatamente o contrdrio: primeiramente hibridizou-se a condi¢do de cultivo in planta

com trés dias de crescimento e depois a condicdo de cultivo em meio de cultura.

Em ambas as situagdes, a remog¢ao dos alvos da membrana por adi¢ao a mesma de uma solucao
de SDS a 0,1% em ebuli¢do, sendo que a membrana permaneceu nesta solugdo até o seu completo

resfriamento a temperatura ambiente.
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5 Resultados

5.1 Analise de mutantes e teste de patogenicidade in vivo

Para identificar e caracterizar genes envolvidos nos processos de patogenicidade e viruléncia em
Xanthomonas axonopodis pv. citri isolado 306, construiu-se uma biblioteca com cerca de 10.000

mutantes obtidos por meio de inser¢do aleatdria do transposon TnS5.

A fim de verificar se a inser¢do do transposon afetou a habilidade de Xac em causar doenca,
3.300 mutantes dessa biblioteca foram inoculados em mudas de limoeiro cravo (Citrus limonia

Osbeck). Dentre os mutantes obtidos, 122 induziram algum tipo de variacao na sintomatologia.

A regido onde o transposon se inseriu foi determinada para 106, dos 122 mutantes selecionados
inicialmente (Tabela 5.1), pois em 16 deles nao foi possivel identificar a seqii€éncia de nucleotideos,
visto que os cromatogramas se apresentaram caracteristicos de seqii€ncias multiplas. A anélise dos
cromatogramas obtidos para estes 106 mutantes possibilitou verificar que em 98 deles o transposon
se inseriu na regido codificadora, em 8 a insercdo ocorreu na regido 5’ da ORF, provavelmente na
regido promotora, € em 1 mutante a inser¢ao se deu numa regido intergénica distante do inicio da
ORF adjacente (Tabela 5.1). Além disso, 11 ORFs foram alvejadas em dois mutantes independentes,
sendo que em dois deles, 17B07 e 19H08, cuja ORF mutada foi a XAC4291, a inser¢do ocorreu na
regido 5’. Em um caso, ORF XAC3265, a mutagdo ocorreu tanto na regido 5’ (mutante 10E12) como
na regido codificadora da ORF (mutante 19D09). Em dois casos, uma mesma ORF foi alvejada em
trés mutantes diferentes: ORF XAC2047, nos mutantes 10H09, 11A04 e 11HO7, e ORF XAC2072,
nos mutantes 18HO02, 18H11 e IIA11. Em todos os casos, 0s mutantes apresentaram 0 mesmo
fendtipo, obtido por avaliagdes independentes e em épocas diferentes sem se ter o conhecimento

prévio das seqiiéncias alvejadas.

Com base na classificagdao proposta pelo TIGR (http://www.tigr.org), os genes mutados pre-
sentes nas ORFs se distribuem em diversas categorias: trés s@o classificados como pertencentes a

biossintese de aminodcidos; quatro pertencem a classe biossintese de cofatores, grupos prostéticos
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e mensageiro; trés estdo envolvidos com o envelope celular; quatro participam de processos celu-
lares, tais como patogenicidade (xrvA) e motilidade e quimiotaxia (tsr e uptC); dois fazem parte
do metabolismo intermedidrio central; dois fazem parte do metabolismo de DNA; oito participam
do metabolismo energético; quatro fazem parte da biossintese de dcidos graxos e de fosfolipidios;
oito foram classificados como proteinas hipotéticas; dois sdo constituintes de elementos genéticos
moveis; para catorze ndo existem informacoes suficientes para poder classific-los; sete participam
do enderecamento de proteinas, tais como o gene hrpB4 e xpsD, cuja proteina estd envolvida no
processo de secrecdo de peptideos e proteinas, dentre outros envolvidos na sintese protéica (prmA),
na degradacgdo de proteinas, peptideos e glicoproteinas e envolvidos no enovelamento e estabiliza-
cdo de proteinas; um participa da sintese protéica (prmA); seis participam de funcdes regulatdrias
(regulador transcricional, quinase serina/treonina, proteina hibrida de resposta a histidina quinase,
proteina relacionada a transcrig¢do, proteina hipotética conservada e uma histidina quinase); um co-
difica uma DNA polimerase (XAC3704), relacionada ao reparo de DNA; um classificado como
proteina de patogenicidade, viruléncia e adaptagcdo; nove estdo relacionados ao transporte de protei-
nas; oito nao classificadas e uma possui funcdo desconhecida (Tabela 5.1). Além disso, verifica-se
que em trés mutantes houve mutagénese em trés ORFs relacionadas a produ¢dao de RNA ribossomal
e uma inser¢do transposdmica ndo afetou nenhuma ORF. Desse modo, verifica-se que dentre os 106

mutantes existem 91 ORFs distintas mutadas (Tabela 5.1).

Ap6s o término do seqiienciamento e mapeamento da regido de inser¢ao do transposon, todos os
106 mutantes, previamente selecionados por apresentarem desvios quanto a sintomatologia padrao
do cancro citrico quando inoculados in planta, foram novamente multiplicados em meio de cultura
e inoculados em mudas de limoeiro cravo por mais duas vezes, a fim de garantir a repetibilidade dos
resultados preliminarmente obtidos. Ao final da quarta inoculag@o, 56 mutantes foram confirmados
como defectivos para a viruléncia ou deficientes na elicitacdo da sintomatologia padrao da doenga,

sendo que os demais reverteram ao fendtipo selvagem.

Com base nos sintomas apresentados por cada um dos mutantes, estes foram agrupados em
nove classes: auséncia de encharcamento com leve hiperplasia sem necrose (ws0, hyp-, nec0);
hiperplasia diminuida com necrose diminuida (hyp-, nec-); hiperplasia diminuida com necrose (hyp-
, nec); auséncia de hiperplasia com necrose (hyp0, nec); hiperplasia diminuida (hyp-); elicitacdo de
necrose leve (nec-); cancro levemente branco (“light tan canker”) e auséncia total de sintomas (ats)

(Figura 5.2).

Dentre os 56 mutantes confirmados como tendo algum tipo de deficiéncia na patogenicidade ou
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Figura 5.1: “Southern blot” de 96 mutantes de Xac tomados ao acaso na biblioteca. O DNA isolado de
cada mutante foi clivados com EcoR I e a membrana foi hibridizada com seqiiéncia do transposon 7n5
marcado com o conjunto de reagentes AlkPhos Direct RPN 3680 (Amersham Biosciences), conforme se¢do
4.6. Mutantes com dupla insercio estdo destacados por um asterisco

na elicitacdo da sintomatologia padrao da doencga, a inser¢ao do transposon ocorreu em 44 ORFs
distintas. As ORFs XAC2047 (phaE) e XAC2072 (ugpC) foram afetadas em trés mutantes distin-
tos cada uma. Ja as ORFs XAC4291, XAC3263, XAC0014 (cls), XAC3245, XAC3607 (uptC),
XAC1201, XAC1927 (aslB) e XAC2616 (virB2) foram afetadas em dois mutantes diferentes cada
uma, sendo que na ORF XAC4291 a inser¢do do transposon ocorreu na extremidade 5° dessa ORF

nos dois mutantes.

A andlise por “Southern blot” (Figura 5.1) de 96 clones da biblioteca de mutantes, tomados
ao acaso, possibilitou estimar que o nimero de clones de Xac com insercdes duplas no genoma
¢ de aproximadamente 6 mutantes a cada 96 mutantes constituintes da biblioteca, ou seja, apenas
6,25% dos clones apresentam insercao dupla. Nenhum dos mutantes com patogenicidade alterada
confirmada possui inser¢des duplas, uma vez que as duas seqiiéncias obtidas para cada mutante
(a partir de cada uma das extremidades do transposon) se complementam, ndo deixando davidas

tratar-se de inser¢cdo em uma tinica ORF especifica.
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Figura 5.2: Diferentes sintomas apresentados por diferentes mutantes de Xac: auséncia de encharcamento
com leve hiperplasia sem necrose (ws0, hyp-, nec0); hiperplasia diminuida com necrose diminuida (hyp-
, nec-); hiperplasia diminuida com necrose (hyp-, nec); auséncia de hiperplasia com necrose (hyp0, nec);
hiperplasia diminuida (hyp-); elicitacdo de necrose leve (nec-); cancro levemente branco (Itc) e auséncia total
de sintomas (ats)

5.2 Determinacao da curva de crescimento in vitro e in planta

A estirpe selvagem (306), in vitro, apresentou uma curva de crescimento com as trés fases,
lag, log e estacionaria, bem definidas (Figura 5.3). A fase logaritmica comecou apds oito horas de
cultivo e a fase estaciondria iniciou-se ap6s 16 horas. Entre o inicio (tempo 0) e 8 horas apds o
inicio das avalia¢des, os mutantes 03C01, 11D03 e 10HO2 apresentaram crescimento ligeiramente
superior ao do isolado selvagem, sendo que o 03CO1 continuou com crescimento superior até um
pouco mais de 12 horas de cultivo. Todos os mutantes apresentaram uma fase lag caracteristica,
mas, as demais fases destoam do apresentado pelo 306, exceto para o 03C0O1, o qual apresenta as

fases lag e log muito parecidas com a do isolado selvagem.

Entre 16 e 24 horas de cultivo, a maioria dos mutantes apresentou incremento no crescimento,
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exceto o mutante 03CO01, o qual atingiu o seu crescimento maximo préximo a 16 horas, iniciando, a
partir dali, um processo de queda do crescimento evidenciado por uma queda na densidade Optica.
Interessante notar que, a partir de 24 horas hd uma tendéncia de queda na densidade 6ptica medida
para todos os mutantes, indicando que a multiplicacao celular foi inibida ou cessada, acompanhada

por reduzida morte celular.

Dentre todos os mutantes, o 03CO01 foi o que apresentou o ponto maximo (OD igual a 1.500) e
minimo (OD igual a 1.000) de crescimento. J4 o mutante 18C05 apresentou as menores densidades
Opticas do inicio até um pouco mais de 20 horas de cultivo (Figura 5.3), sendo, portanto, o que se

multiplicou mais lentamente nesse periodo.
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Figura 5.3: Curva de crescimento in vitro apresentada por oito mutantes de Xac e pela estirpe selvagem
durante 40 horas de cultivo em meio de cultura TSA.

Apesar de todos os mutantes terem sido inoculados com a mesma quantidade de células, inclu-
sive a estirpe selvagem, com dois dias de crescimento € possivel observar diferencas entre si quanto
a concentracdo celular (Figura 5.4). O isolado 306 selvagem apresentou incremento celular acentu-
ado entre zero e dois dias e crescimento lento entre dois e quatro dias, sendo que a partir desse ponto
a curva de crescimento in planta permaneceu constante até o 10° dia e préxima a 1x 10! células
por cm? de drea foliar. Os mutantes 03CO1 e 02HO02 passaram de 1x10° para aproximadamente
106 células por cm? de drea foliar entre zero e dois dias, mantendo, a partir dai, a densidade celular
constante até o 8° dia, quando entdo o mutante 03CO1 que cai para o valor inicial de 1x10° e o

mutante 02HO02 apresenta um ligeiro acréscimo.
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Assim como in vitro, o mutante 18CO05 apresentou uma curva de crescimento distinta dos de-
mais. A curva deste mutante mostra uma taxa de incremento celular constante até o oitavo dia apos
a inoculacdo, muito parecida com uma reta do tipo y = a + bx, com a e b positivos. A partir do
oitavo dia a concentracao celular decresce rapidamente chegando muito préximo do valor minimo

observado para o mutante 03CO1.

Observa-se que os mutantes 11D09, 06H10 e 02H02 sdo os tnicos que apresentam tendéncia
de incremento na concentracdo celular apds o oitavo dia, sendo que todos os outros apresentam
exatamente o inverso. A curva apresentada pelo mutante 11D09 € similar ao isolado selvagem até o

segundo dia, quando entdo comega a flutuar, como sobe e desce até o 10° dia.
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Figura 5.4: Curva de crescimento in planta apresentada por oito mutantes de Xac e pela estirpe selvagem
durante 10 dias em folhas de laranjeira Péra.

5.3 Complementacao de mutantes com patogenicidade alterada

Nao foi possivel realizar as amplificagdes das 27 ORFs (Tabela 4.1) selecionadas numa mesma
condicdo (temperatura de pareamento de bases, concentragao de DNA molde, dentre outros) nao foi
possivel. A Figura 5.5 mostra o resultado de uma amplificacdo onde € possivel verificar a presenca e
auséncia de produto amplificado, bem como amplificacdes de fragmentos inespecificos. A produgdo
de multiplas bandas foi resolvida por meio de purificacdo da banda de tamanho desejado e posterior

execucao de uma PCR aninhada (amplificagdo de um fragmento de DNA previamente amplificado
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por PCR e isento de contaminantes), quando houve necessidade. Algumas outras somente foram
amplificadas a partir de DNA extraido de cosmideo (XAC2053 e XAC2126), enquanto que outras
somente a partir de DNA total (XAC3607 e XAC3980) (Figura 5.5).

A temperatura de pareamento de bases entre os oligonucleotideos € o DNA molde também
variou, desde 41 a 46 °C.

A concentragdo de DNA também influenciou os resultados das amplificacdes. Em geral, con-
centracdes em torno de 50 ng/uL foi suficiente, mas, em raras ocasides, uma concentracio em
torno de 200 ng/uL foi requerida. Desse modo, dentre as ORFs amplificadas, escolheram-se quatro
(ORFs XAC1927, XAC2126, XAC3263 e XAC3285), as quais codificam para Fe-S oxidoreductase,

proteina hipotética conservada, proteina hipotética e proteina hipotética, respectivamente.

Figura 5.5: Perfil de amplificacdo por PCR de 27 ORFs completas (ORF + regido promotora) de Xac. A
parte superior da figura mostra o padrao de amplificacdo quando se utilizou DNA de clones de cosmideos
como DNA molde. A parte de baixo mostra o padrdo quando o DNA molde utilizado foi DNA gendmico de
Xac. Como padrao de tamanho de DNA foi utilizado o DNA ladder de 1,0 Kb (Invitrogen).

Cada um destes quatro fragmentos de DNA (ORF e respectivo promotor) foi clonado no vetor
pHMI1 (91) (Figura 5.6), conforme descrito na secdo 4.8, o qual se replica tanto em E. coli quanto
em bactérias do género Xanthomonas. A migracdo em gel de agarose dos respectivos fragmentos
de DNA, amplificados por PCR a partir do vetor pHM1 carregando os insertos, indica que cada um
dos insertos possui o tamanho esperado para os quatro fragmentos de DNA, contendo a ORF e o seu
respectivo promotor, (Figura 5.7). Observa-se que a posi¢ao do fragmento amplificado estd acima
da posicao esperada para o tamanho da respectiva ORF, fato este que se deve a clonagem nao apenas

da ORF, mas também de seu promotor (regido de aproximadamente 500 pb). Uma vez confirmado
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por PCR, os insertos presentes no vetor pHM1 foram seqiienciados, fato este que confirmou os

resultados obtidos por meio de PCR.

Figura 5.6: Preparagdo plasmidial do vetor pHM1 transformado com ORFs de Xac apds eletroforese em gel
de agarose 1,0%. Como padrdo de tamanho de DNA foi utilizado o DNA ladder de 1,0 kb (Invitrogen).

~ L018pb

s 517 pb

Figura 5.7: Perfil de amplificagdo por PCR de quatro ORFs, mais a regido promotora, de Xac, utilizando
como DNA molde preparagdes plasmidiais do vetor pHM1 previamente transformados com as respectivas
ORFs. ORFComo padrido de tamanho de DNA foi utilizado o DNA ladder de 1,0 kb (Invitrogen)

Apesar de todo o esforco e das vdrias tentativas até se obter o mutante transformado com o
plasmideo pHM1 recombinante, a complementacdo destas quatro ORFs, infelizmente, ndo apre-
sentou os resultados esperados. Em dois mutantes complementados, 10F02 (XAC3285) e 10G07
(XAC3263), todas as inoculagdes (mutante original, mutante carregando pHM1 sem inserto, mu-
tante carregando pHM1 com a respectiva ORF clonada e isolado selvagem 306) apresentaram sinto-
matologia caracteristica de Xac (resultado ndo mostrado), indicando uma nitida contaminag¢ao com
o isolado selvagem. Ja para os outros dois (IIC05, Xac2126, e 14H02, Xac1927), somente o isolado

selvagem apresentou sintomas (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Sintomatologia apresentada por mutantes (IICO5 e 14H02) de Xac e pelo isolado selvagem (306).
306 = local inoculado com o isolado selvagem; MT = local inoculado com o respectivo mutante; MT+pHM1
= local inoculado com o respectivo mutante transformado com o vetor pHM1; MT+pHMI1+ORF = local
inoculado com o respectivo mutante transformado com o vetor pHM1 carregando a respectiva ORF intacta.

5.4 Analise da expressao génica por meio de Northern blot re-
Verso

As ORFs XAC0102, XAC0356, XAC1495, XAC2053, XAC2126, XAC3263, XAC3285,

XACDb0024, XAC0340, XAC0095, XAC1927, XAC2047 e XAC3225 somente sdo expressas
quando Xac é multiplicada em folhas de laranjeira Péra, ndo sendo possivel identificar expressao
dessas ORFs quando a bactéria foi multiplicada em meio de cultura. Uma tnica ORF, XAC3457,
nao apresentou expressao sensivel ao método de detec¢do utilizado em nenhuma das duas condi¢oes
avaliadas (in vitro e in vivo). J4 a ORF XAC3704 foi expressa tanto em meio de cultura quanto in
vivo. No entanto, a expressdo em meio de cultura, visualmente, foi menor que in planta (Figura

5.9). Este mesmo resultado foi observado nas duas repeti¢des independentes deste experimento.
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Figura 5.9: “Northern blot” reverso de 15 genes de Xac envolvidos na patogenicidade por meio do uso de
mutagénese ao acaso. A) expressdo génica dessas ORFs quando Xac foi multiplicada em meio de cultura por
24 h. B) expressao génica dessas ORFs quando Xac foi multiplicada em folhas de laranjeira Péra por 3 dias.
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6 Discussado

Xanthomonas axonopodis pv. citri € um dos mais importantes fitopatégenos da citricultura
mundial, levando os paises produtores a acumularem grandes perdas econdmicas quando da sua
incidéncia nos pomares produtores (11, 12, 5). Portanto, o estabelecimento de medidas de controle
mais eficazes do que a erradi¢do das plantas € algo estritamente necessario e urgente, uma vez que
elas ainda ndo existem. A producdo de drogas eficazes curativas ou o desenvolvimento de medidas

de controle alternativas ao uso de drogas s@o objetivos a serem almejados.

O conhecimento do genoma completo de um organismo representa uma oportunidade tnica de
se obter informagdes acerca da evolucgdo e da patobiologia do mesmo. Entretanto, entender quais sao
os genes requeridos para o desenvolvimento e em quais condicdes eles sao requeridos € crucial para
o entendimento do organismo como um todo. O estudo localizado de alguns genes pode propiciar
o entendimento das vias utilizadas durante o processo adaptativo em certo substrato de crescimento
ou o estabelecimento de vias alternativas as ja previamente determinadas, ou, ainda, a identificacao

de novas vias metabdlicas implicadas no processo adaptativo.

Com o objetivo de identificar genes essenciais ao estabelecimento de Xac em seu hospedeiro,
citros, utilizou-se, neste estudo, um sistema de mutagénese baseado no transposon 7n5 (87, 86) para
gerar uma biblioteca de mutantes de Xac por meio da inser¢cdo aleatdria de transposon no genoma
desta bactéria. Os mutantes obtidos foram inoculados em planta hospedeira e analisados quanto a

manutencao da viruléncia e/ou da patogenicidade.

Mutagénese aleatéria por meio da inser¢do de transposon no genoma in vivo tem sido larga-
mente utilizada com sucesso em varios microrganismos, patogénicos ou nao patogénicos (93, 94,
95, 85). Utilizando esta técnica, obteve-se uma biblioteca com aproximadamente 10.000 mutantes
vidveis de Xac. Esta estratégia eliminou a necessidade da constru¢cdo de vetores suicidas para a
execucao das mutacdes, uma vez que o complexo transposon/transposase foi inserido diretamente

no interior da célula por meio de eletroporacao.

Ap6s inoculagdo de 3.300 mutantes em folhas de plantas de limoeiro cravo, 122 mutantes foram
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identificados com algum tipo de alteracdo na sua habilidade em causar a doenca ou em elicitar os

sintomas caracteristicos da mesma.

A ORF mutada foi identificada por meio de seqiienciamento, exceto para 16 delas. Nestas 16,
a observagdo dos cromatogramas indicou mistura de seqiiéncias, fato que pode ser um indicativo
de mais de uma inser¢do do transposon nesses clones. Comparando esse resultado com o obtido
pela andlise de Southern blot, onde se verificou que, aproximadamente 6,25% (6 mutantes em 96
analisados) dos mutantes continham inser¢des duplas do transposon, os 13,11% (16 em 122) encon-
trados por meio do seqiienciamento, caso o insucesso no mesmo seja devido a multiplas inser¢oes
do transposon, estdo em acordo, haja vista que os resultados de Southern blot foram obtidos ao
acaso e que os encontrados durante o seqiienciamento foram previamente selecionados pelo pro-
cesso de inoculacdo. Segundo o manual do Kit utilizado para obtencdo dos mutantes, a taxa de

insercoes duplas gira em torno de ~1% dos clones (96).

A re-inoculagdo in planta, por 4 vezes, desses mutantes, previamente identificados e caracte-
rizados geneticamente, confirmou os resultados prévios para 56 deles. Em Staphylococcus aureus,
Benton (84) e colaboradores produziram duas bibliotecas de mutantes, uma com 4.200 e outra com
2.400, e analisaram esses mutantes in vivo. Inicialmente, ao analisar 6.300 deles, encontraram-se
339 com patogenicidade alterada. Apés uma série de novos testes in vivo confirmaram os resultados
para 24 mutantes, os quais representavam 23 genes diferentes, corroborando com os resultados ora

obtidos para Xac.

Se o genoma da Xac (20), que contém 5.175.554 pb, for dividido em trés partes iguais, sendo
a primeira a regido entre a base 1 e a base 1.725.184, a segunda entre a base 1.725.185 e a base
3.450.369 e a dltima compreendendo a regido entre as bases 3.450.370 e 5.175.554, de todas as
ORFs mutadas, desde o inicio do experimento, 34 ORFs se localizam no primeiro terco, 27 ORFs
no segundo ter¢o e 48 ORFs no terceiro terco do genoma. Logo, considera-se que as mutagdes
foram bem distribuidas ao longo do genoma. Além disso, foram encontradas quatro ORFs mutadas
nos plasmideos, sendo que todas elas estavam no plasmideo maior (64.920 pb). Este dado estd de
acordo com o geral encontrado para Xac, pois, proporcionalmente, se no cromossomo principal
foram encontrados 122 mutantes, nos plasmideos deveriam ser encontrados ~3, considerando o

evento de inser¢do do transposon como sendo totalmente aleatdrio.

Dentre o grupo de mutantes seqiienciados, verifica-se a presenca de genes das diversas catego-
rias funcionais, incluindo genes implicados no processo de patogénese, como as proteinas virB2,

hrpB4 e uptC, bem como novos genes (XAC0340, XAC4040 e XAC2047). A sintomatologia indu-
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zida por esses mutantes em limoeiro cravo também foi muito varidvel, sendo sete deles avirulentos

(Tabela 5.1).

Dois dos mutantes avirulentos carregam genes previamente relatados como sendo necessarios
a patogenicidade, hrpB4 (02H02; XAC0410) e hrpXct (03CO1; XAC1266). Estes dois genes fazem
parte do sistema hrp, que estd presente na maioria das bactérias Gram-negativas patogénicas de
plantas, exceto Agrobacterium, e compde o sistema de secrecdo do tipo trés (SSTT) (97). Vérios
resultados sugerem, indiretamente, que as proteinas de viruléncia, também chamadas de efetores
de viruléncia, sdo injetadas a partir do patégeno diretamente no interior de células eucaridticas do
hospedeiro por meio de um pilus, o qual compde o SSTT (98, 99, 100). Presume-se que as proteinas
efetoras estimulam ou suprimem vdrias fun¢des celulares do hospedeiro para beneficiar a infec¢ao
do patégeno (38). Em Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), o cluster de genes hrp possui
23 kb e contém seis operons, designados hrpA até hrpF (101). Dois genes reguladores, hrpG e hrpX,
localizados fora do cluster génico maior, sdo responsaveis por ativar a expressao de genes hrp em
planta e em meio de cultura sintético XVM2 (52, 102). Mutante para o gene hrpB4 em Xcv nao foi
capaz de causar doenca em plantas de pimenteiro suscetivel e nem HR em pimenteiro carregando
o respectivo gene R compativel com o gene avr presente no isolado de Xcv utilizado no estudo
(103). Estudos posteriores verificaram que essa proteina, hrpB4, ndo era secretada, ou seja, trata-se
de uma proteina de a¢do na prépria célula bacteriana. Além disso, nesse mesmo estudo, detectou-
se que hrpB4 permanecia no extrato de proteinas soltiivel. Verificou-se, também, que AvrBs3 fora

excretado pelo isolado selvagem, fato ndo observado no mutante defectivo para hrpB4.

O gene hrpXv (hrpX de X. c. pv. vesicatoria) foi caracterizado e sua fun¢ao foi determinada
(52). A seqiiéncia de aminodcidos deduzida indicou similaridade com proteinas da familia AraC,
as quais atuam no processo de regulacio de proteinas. Mutacdes na posicdo 1335 desse gene impe-
diu o mutante resultante de elicitar os sintomas da doenga em plantas de pimenteiro e de tomateiro
suscetivel e de elicitar HR em plantas resistentes. Complementacdo com fragmentos desse gene
mostraram que apenas 580 pb acima do cddon iniciador sdo suficientes para produzir um polipep-
tideo funcional. Quantificacdo do titulo bacteriano de mutantes hrpX™ in planta mostrou que o

mutante apresenta 10° vezes menos bactéria que o genétipo selvagem (52).

Ambos os resultados descritos na literatura, tanto para o gene hrpB4 quanto para o hrpX, cor-
roboram com os resultados obtidos para os mutantes 02H02 e 03C01 de Xac, os quais carregam
mutagdo nos genes hrpB4 e hrpXct, respectivamente, pois, nenhum desses dois mutantes causa do-

enga e o crescimento em folhas de laranjeiras € bem menor que o apresentado pelo isolado 306
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de Xac (Figuras 5.3 e 5.4). Em Xcv, hrpXv age como um ativador transcricional para os genes
do grupo hrp. Esse gene € necessdrio para a ativagdo da transcricdo de cinco genes hrp dos loci
hrpB até hrpF (52). J4 a proteina hrpB4 € necessaria para a completa funcionalidade do SSTT,
uma vez que mutantes hrpB4~ ndo foram capazes de excretar as proteinas avrBs3 e nem hrpB2 em
Xcv (103). Dessa maneira, pode-se concluir que esses dois mutantes, 02H02 e 03C01, deixaram
de ser patogénicos devido a inabilidade em levar até a célula do hospedeiro os fatores de viruléncia

necessarios ao seu desenvolvimento in planta.

Um outro mutante, também avirulento, teve mutada a ORF XAC3980, a qual possui similari-
dade com o gene htrA (high temperature requirement) de Xyllela fastidiosa. Identificado primeira-
mente em E. coli, o locus htrA nessa bactéria codifica uma serina protease HtrA (também chamada
DegP) que contém uma triade catalitica (His;05—-Asp;35-Ser, 10) requerida para a atividade prote-
olitica (104) e dois dominios PDZ, responsdveis pela oligomerizacdo do complexo protéico, pelo
reconhecimento do substrato e pela ligacdo (105, 106). Adicionalmente a atividade proteolitica,
HtrA de E. coli também possui atividade de chaperona in vitro em baixas temperaturas (107), onde
uma mudanga conformacional da proteina mascara os residuos proteoliticos (108). Em elevadas
temperaturas, os residuos cataliticos ficam acessiveis e a atividade proteolitica de HtrA predomina
(108, 107).

As proteases HtrA identificadas em Escherichia coli sdo requeridas para o crescimento a 42 °C
(109) e para a degradacdo de proteinas mal dobradas no periplasma (110) da membrana interna.
Posteriormente, foi demonstrado que HtrA degrada proteinas desnaturadas pela acdo do calor in
vivo e in vitro (111). Devido ter-se encontrado in vivo um nimero muito pequeno de substrato para
a atividade catalitica de HtrA (112, 113, 114), sugere-se que a principal funcdo bioldgica dessa
proteina seja a remog¢do de proteinas mal dobradas de dentro do envelope celular. Em E. coli, HtrA

estd localizada no periplasma interno da membrana (115, 104).

Proteinas homoélogas a HtrA sdo encontradas na maioria das bactérias, € mesmo sendo uma
proteina muito conservada durante a evolucdo, o seu impacto na fisiologia bacteriana difere entre
as bactérias Gram-negativas. Em contraste a E. coli, HtrA ndo € essencial para o crescimento de

Salmonella enterica serovar Typhimurium em altas temperaturas (116).

Mutante htrA de S. enterica serovar Typhimurium mostrou viruléncia reduzida em um mo-
delo murino (117) e reduziu a sobrevivéncia em macrofagos (116). A caracterizagdo fenotipica
do mutante htrA de S. enterica serovar Typhimurium revelou, ainda, uma tolerancia diminuida ao

stress oxidativo, o que pode explicar a sobrevivéncia reduzida nos macréfagos, onde os interme-
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didrios reativos de oxigénio sdo liberados durante a explosdo oxidativa (116). Mutantes htrA de
outras bactérias patog€nicas Gram-negativas, tais como Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneu-
moniae € Brucella abortus, sdo sensiveis tanto as altas temperaturas quanto ao estresse oxidativo
(118, 119, 120, 121). Além disso, os mutantes htrA de Y. enterocolitica e de B. abortus mostraram
reduzida viruléncia em modelos murino (119, 121). Em Listeria monocytogenes, andlises transcrici-
onais em um mutante htrA revelaram que o gene htrA ndo € induzido em resposta a choque térmico,
mas o € em resposta a estresse devido a baixo pH e a ampicilina G. Além disso, uma significante
queda na viruléncia foi detectada nesse mutante, revelando que a proteina HtrA é muito importante
para a completa viruléncia de Listeria monocytogenes em ratos (122). Recentemente, um mutante
htrA de Listeria monocytogenes 10403S mostrou ser sensivel ao estresse oxidativo e a puromicina
em altas temperaturas, ter reduzida habilidade para formagdo de biofilme e viruléncia atenuada em

rato (123).

No entanto, ainda ndo € claro o por qué de mutantes hfrA de bactérias Gram-negativa possuirem
viruléncia atenuada. Entretanto, desde que sdo mais suscetiveis ao estresse do que o isolado paren-
tal, os mutantes podem também ser menos vidveis em tecidos do hospedeiro, uma vez que este criara
diversos tipos de estresse a célula invasora. Além disso, especula-se que as funcdes chaperoninas e
de processamento da proteina HtrA sdo necessdrias para a dobradura de proteinas secretadas ou que

HtrA pode estar envolvida na oligomerizacao e na exportagcdo dos fatores de viruléncia (124).

Uma vez que HtrA tem-se mostrado ser essencial para a completa viruléncia de muitos patoge-
nos, mas, por outro lado, ndo ser essencial ao crescimento bacteriano em condi¢des ndo estressantes,
ela se qualifica como um potencial alvo para drogas “antipatogé€nicas”. Estes alvos incluem aque-
las drogas que inibem a viruléncia, ao invés de matar a bactéria ou parar o seu crescimento (125).
Assume-se que as drogas antipatogénicas reduzem a pressao para o desenvolvimento de resisténcia
a drogas, qualidade extremamente importante quando se trata de controle de uma praga agrondmica,
a qual deverd ser aplicada em grandes dreas exercendo grande pressao de sele¢do sobre o respectivo

alvo. Além disso, o fato de ndo matar o alvo, torna esse tipo de droga ecologicamente sustentdvel.

Grupos heme sdo responsdveis por desempenhar uma grande variedade de fun¢des biolégicas
em procariotos e eucariotos. A muito se sabe que esses grupos sdo essenciais para a respiracao, para
o metabolismo do oxigénio e transporte de elétrons assim como sdo grupos prostéticos de hemoglo-
bulinas, hidroxilases, catalases, peroxidases e citocromos (126). Mais recentemente, funcdes para
grupos hemes, como um biossensor de gases diatomicos (127, 128, 129) e como um modulador

da atividade de proteinas (130, 131, 132), tém sido descritas. A biossintese de protoheme envolve
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sete passos enzimaticos seqiienciais a partir do precursor universal ALA (dcido d-aminolevulinico);
outros grupos hemes de que a célula necessita sdo obtidos a partir de modificagdes do protoheme.
Em um passo antes da obtencio de protoheme, um fon ferroso (Fe>t) é inserido dentro do composto

protoporphyrin IX catalizado pela enzima ferroquelatase (133).

Siroheme, produzido a partir de uroporfirinogénio III, € o grupo prostético de muitas enzimas
nitrito e sultito redutases que funcionam na conversio de formas de nitrogénio e enxofre altamente
oxidadas encontradas no meio ambiente para formas completamente reduzidas (NHI e S, ) que sdo

utilizadas na biossintese de outros compostos (134, 135).

Uma das muitas fungdes que o protoheme desenvolve na célula estd a sua participagdo na cons-
tituicdo de citocromos. Os citocromos do tipo C, que contém um grupo heme c covalente, sdo
amplamente distribuidos em organismos, onde tem fun¢do na fotossintese e no transporte de elé-
trons da cadeia respiratdria (136). A maioria dos citocromos tipo ¢ de E. coli e de S. enterica serovar
Typhimurium sdo os citocromos css», que contém seis grupos heme covalentemente ligados e esta

localizado no espago peripldsmico, onde atua como nitrito redutase dissimilatoria (137).

Portanto, grupos hemes sdo utilizados pelo metabolismo bésico da célula para a produgdo de
energia, como na cadeia de transporte de elétrons, numa via aerdbica, e no complexo de reducgdo de
nitrato numa via anaerébica. Desse modo, a interrup¢do da producdo de grupos heme interrompe a
cadeia de transporte de elétrons, o que impede a célula de utilizar oxigénio ou nitrato como aceptor
final de elétrons. Se essa hip6tese for verdadeira, ela explicaria o fato do mutante 11D09, que possui
a ORF XAC4040 interrompida, uma acido d-aminolevulinico desidratase (hemB), ndo causar a

doenca e apresentar uma auséncia total de sintomas.

Consistente com essa hipdtese, um trabalho prévio usando andlise protedmica em Staphylococ-
cus aureus mostrou que as proteinas envolvidas na via glicolitica, e vias relacionadas, e na fermen-
tacdo foram superexpressadas em células em crescimento exponencial de mutante hemB comparado
ao isolado parental (138). Logo, este estudo prévio indica que mutante hemB gera energia somente
a partir da fosforilacdo ao nivel de substrato (139), in vitro. Dessa maneira, o fato do mutante se
multiplicar in vitro e in vivo (Figuras 5.3 e 5.4) se explica devido a utiliza¢do de fontes de carbono
para a producgdo anaerdbica de ATP ou, ainda, pela utilizacdo de hemes produzidos pela planta. O
fato de nao elicitar os sintomas em limoeiro cravo pode ser devido a baixa concentracio de células

no interior da folha, revelando um efeito no sistema “quorum sensing” desse mutante.

Outros trés mutantes, 06H10 (XAC0789), 18C05 (XAC0340) e 18D06 (XAC3673), também

ndo elicitaram nenhum tipo de sintomas em folhas de limoeiro cravo. Além desses, outros 49
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mutantes também apresentaram algum tipo de altera¢do na sintomatologia da doenca. Estudos an-
teriores com bactérias Gram-negativas mostraram que os genes tex (140), VirB2 (141), wzt (142)
e cls (143) estdo envolvidos no processo de adaptacdo e patogénese, direta ou indiretamente. Para
os demais genes mutados ndo foi encontrado nenhuma referéncia na literatura. Logo, o estabeleci-
mento da acdo destes genes no processo de patogénese carece de mais dados. Talvez, a andlise da
expressao global de genes desses mutantes por meio da técnica de microarranjos de DNA poderia

identificar a via metabdlica afetada nesses casos.

Num periodo de dois anos, esses mutantes foram re-inoculados por mais trés vezes, totalizando
quatro andlises. Ao final da quarta inoculagdo, verificou-se que dos 122 mutantes previamente
selecionados como tendo a patogenicidade e/ou viruléncia alterada, 72 retornaram ao fenétipo sel-

vagem. Este fato ocorreu ao longo das inoculacdes e nao de uma tnica vez.

Fato semelhante foi encontrado em mutantes de Salmonella enterica serovar Enteritidis defec-
tivos para motilidade (144). Apds trés subcultivos foi observado de 2 a 3% de bactérias mdveis na
populacdo de mutantes. Uma vez que os clones mdveis se multiplicaram em meio com canamicina,
os autores hipotetizaram que o transposon se excisou precisamente € se transp0s para outro local
do genoma, uma vez que estes mutantes reverteram para motilidade, mas continuaram resistentes a
canamicina. A transposicao foi confirmada por meio de PCR e Southern blot. No entanto, cabe enu-
merar que o sistema utilizado para gerar as mutacdes nao possui o gene para a codificacdo da enzima
transposase, necessdria a transposicdo do complexo (87, 86). Logo, para que haja a transposicao
o organismo em estudo deverd produzir esta enzima. Em outro estudo, Gendel (145) verificou que

plasmideos transformados com transposon derivado de 7n5 reverteram para o fenétipo selvagem.

A reversdo de mutante para o fendtipo selvagem pode ocorrer por quatro razdes, basicamente:
1) ocorréncia de uma transposicdo para outro loco no genoma; ii) o mutante possuia mais de uma
inser¢do transposdmica e perdeu o transposon, por alguma razao, no locus que conferia o fenétipo
de interesse; iii) mesmo na presenca de antibidtico, o gendtipo selvagem persistiu na populacao de
mutantes; e iv) contamina¢ao com outros mutantes para outros locos. A primeira hipdtese somente
poderia ocorrer apds a producdo de uma transposase no organismo, e compatibilidade dessa para
com o sistema mutagénico utilizado. A segunda poderia ser decorrente de uma segregacao das duas
insercoes, gerando duas populacdes de mutantes. Com o passar do tempo e com uma degradacao
natural do antibiético no meio, uma das duas populacdes segregante se sobrepde a outra. No terceiro
caso, o consumo e/ou a degradagao do antibidtico no meio de cultura de armazenamento pode levar

a favorecer o genétipo selvagem. Na ultima suposi¢do, pode-se aventar que a manipulacdo dos
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mutantes, geralmente armazenados em placas de 96 cavidades, por muitas pessoas, uma vez que
o banco de mutantes € utilizado em vérios projetos diferentes, pode ter facilitado a contaminagao
de um pocinho com material de outra cavidade da mesma placa ou de outra placa. Considerando
as duas ultimas hipdteses, como solugdo, caso estes sejam a real causa da reversdo de fendtipo,
seria o isolamento dos mutantes em vérias replicatas em tubos do tipo Eppendorf e a realizacio de
transferéncias para novo meio de cultura com antibiético recém preparado. No entanto, caso o gene
mutado seja conhecido, em qualquer dos casos pode-se obter o mutante por meio de mutagénese

sitio dirigida utilizando um plasmideo suicida.

As curvas de crescimento in vitro € in planta demonstram que as ORFs mutadas exercem fun-
cOes necessdrias ao crescimento, tanto em meio de cultura, quanto na planta. No entanto, alguns
mutantes foram mais afetados que outros, como por exemplo o mutante 18C05 (ORF0340). Esse
mutante teve uma curva de crescimento in vitro bem diferente dos demais, com uma taxa de cres-
cimento baixa, o que fez com que ele atingisse a mesma DO que os demais somente apds 28 h de
incubagdo. In planta, o mutante 18C05 também apresentou menor crescimento. In vitro, a densi-
dade optica dos mutantes nao passou de 1,5, sendo que, apds atingir esse valor todos apresentaram
uma queda na DO, chegando préximo de 1,0 na 40* hora. Essa diminuicdo da densidade Optica
ndo € normal, uma vez que células mortas também absorvem luz, fato que poderia manter a DO
em um patamar e nido diminui-la. No entanto, com o passar do tempo as condi¢cdes no meio de
cultivo tornam-se estressantes e ha uma diminui¢ao na disponibilidade de nutrientes. Em E. coli, a
diminuicao de nutrientes e o estresse favorecem a diminui¢ao do tamanho das células tornando-as
esféricas, ao invés do formato de bastonete, como resultado de diversas divisoes celulares sem um

aumento na massa celular (Kolter et al., 1993).

A inabilidade de um organismo em causar doenca pode ser decorrente da falta de enzimas
do metabolismo bdsico, cuja expressdo independe da interacdo com o hospedeiro, ou da falta de
enzimas diretamente relacionadas a interacdo planta-patégeno, as quais somente sdo necessarias

quando o patégeno estd se multiplicando no seu hospedeiro.

Portanto, a fim de mostrar que os genes mutados que apresentaram sintomatologia da doenca
alterada estavam realmente envolvidos no processo de patogénese (expressdao dependente da intera-
cdo planta-patégeno), a expressdo de 15 ORFs foi analisada por meio da técnica de Northern blot
reverso em duas situagdes: bactéria multiplicada em meio de cultura (in vitro)e bactéria multiplicada

em folhas de laranjeira Péra (in planta).

As andlises dos autoradiogramas permitiram verificar que, dentre os mutantes analisados, existe
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um cujo gene mutado (ORF XAC3704) é expresso nas células bacterianas tanto em meio de cultura
quanto quando elas sdo multiplicadas em folhas de laranjeira Péra. A seqiiéncia de aminodcidos
deduzida dessa ORF tem similaridade com DNA polimerase do fago SPO1 de Bacillus subtilis
(146), onde sua funcdo € desconhecida, e com “Uracil-DNA glycosylase” (EC:3.2.2.-), uma enzima
reparadora de DNA (147). Logo, uma vez que ela estd ligada ao processo de traducao, funcao
esta necessdria a célula em qualquer situagdo de cultivo, esperaria a sua expressdo em ambas as
situacdes. No entanto, a nitida diferenca de expressdo encontrada para essa proteina entre as duas
situacdes de cultivo € um indicativo de que a sua expressao em niveis mais elevados € necessaria
para que a bactéria cause a doencga, pois o seu nivel de expressdo quando a bactéria foi cultivada em

meio de cultura foi, visualmente, bem menor que na situagdo in planta.

As ORFs XAC3263 e XAC3285, que codificam ambas para proteinas de fun¢des desconheci-
das, e que apresentaram distintos padrdes de expressao nas condi¢des supra referidas, estdo conti-
das numa tedrica ilha de transferéncia lateral. Além disso, é importante destacar que esta ilha de
transferéncia lateral € exclusiva de Xac quando comparada a outras Xanthomonas, inclusive as re-
centemente seqiienciadas Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii B e C. A composic@o das suas
ORFs, na grande maioria hipotéticas, a presenca de integrases e tRNA nas pontas, a nitida variacao
nos contetidos de GC, “cddon usage” e variacdo de dinucleotideos, € por apresentar transposases
na sua composi¢do, garante que esta regido compreenda uma ilha de transferéncia lateral em Xac.
Nenhum dominio classicamente descrito foi encontrado na composi¢ao das provaveis proteinas co-
dificadas por essas ORFs e uma anélise por Psort sugere serem proteinas de citoplasma (Figura
6.1). Do mesmo modo, nenhum COG foi encontrado, o que descarta qualquer similaridade com

outra seqiiéncia ja conhecida.

Assim como as ORFs descritas acima, a ORF XAC1927 também, aparentemente, estd contida
dentro de uma ilha de transferéncia lateral, que por sua vez estd flanqueada pelos grupos génicos
de sintese e regulacdo da atividade flagelar. Da mesma maneira que a anterior, a ilha apresenta
transposases na sua composi¢do e variacdo no conteido de GC, “cddon usage” e dinucleotideos.
Interessantemente, essa ORF, cuja seqiiéncia de aminoécidos deduzida sugere codificar para uma
“Fe-S oxidureductase”, apresenta um COG para o dominio SAM (Figura 6.2) e provavelmente

caracteriza-se como uma proteina de membrana interna, dada a sua composi¢do de aminodcidos.

Em suma, todas as trés ORFs, embora se apresentem inseridas em provaveis ilhas de transfe-
réncia lateral, quando analisadas em termos de niveis e condi¢des de expressao, o que se observa é

que as mesmas parecem ter fundamental importancia para a inter-relacdo planta-patégeno, uma vez
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Figura 6.1: Localizagao das ORFs XAC3263 e XAC3285 no genoma de Xac. A sintomatologia apresentada

por mutantes dessas duas ORFs quando inoculados em folhas de limoeiro cravo e os resultados da analise por
Psort também sdo mostrados.
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Figura 6.2: Localizacdo da ORF XAC1927 no genoma de Xac. A sintomatologia apresentada por mutantes

dessas duas ORFs quando inoculados em folhas de limoeiro cravo e os resultados da anélise por Psort também
sdo mostrados.
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que s6 se expressaram em folhas de laranjeira. E fato que o meio de cultura ndo contém compostos
que a planta possui e por isso ndo induziu sua expressdo. Mas, o fato dos mutantes para estes genes
apresentarem reduzida viruléncia e alteracdo na sintomatologia natural, reforcam sua importincia

nesta interacao.

O presente resultado corrobora com o fato dos mutantes analisados apresentarem patogenici-
dade alterada quando inoculados em planta hospedeira, indicando que o produto desses genes é

importante para o estabelecimento e/ou desenvolvimento do patégeno no interior do hospedeiro.

As complementacdes realizadas para quatro mutantes ndo lograram éxito. Em duas situacdes
obteve-se o0 mesmo fendtipo que o apresentado para o isolado selvagem, indicando uma nitida con-
taminacao dos mutantes. Caso isso se confirme, a repeticdo de todo o processo utilizando células

mutantes puras podera lograr éxito.

Para os outros dois mutantes analisados, interessantemente, nao verificou-se nenhum sintoma
da doenca (Figura 5.8). Isso pode ser decorrente da ndo expressao do gene no plasmideo utilizado
para estudo, ou ainda, que isso pode ser decorrente de uma baixa expressao do gene. Em Ralstonia
solanacearum, um plasmideo utilizado para complementacao ndo era estavel quando a bactéria era

inoculada in planta, fazendo com que ndo se obtivesse €xito nas complementagdes (148).
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Conclusoes

O presente estudo permite concluir que:

* O sistema de mutagénese por transposon ¢ um método de anélise gendmica adequado a pros-

peccao de genes envolvidos no processo de patogénese e viruléncia de Xac;

* Existem genes com diferentes implicacdes no processo de viruléncia, desde genes cujo mu-
tante apresenta um pequeno desvio do fendtipo selvagem até genes que abolem totalmente a

patogenicidade;

* Os genes XAC0789, XAC0410, XAC3839, XAC4040, XAC0340, XAC3673 ¢ XAC3980
sdo essenciais a patogenicidade de Xac, uma vez que mutantes para os mesmos nao elicitou

sintomas quando multiplicados in planta;
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Analise temporal global do transcrissoma de
Xanthomonas axonopodis pv. citri in planta e

em meio indutor XAM1
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7 Introducdo

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (14) forma asidtica
(A), € uma das doengas citricas mais importante no Brasil (5), sendo a Xac encontrada em pra-
ticamente todas as regides onde ja foi detectado o cancro citrico (16). Essa importancia se deve
aos danos causados, que geram grandes perdas econdmicas, e devido essa bactéria ser de dificil
controle, sendo que a Unica maneira de eliminar a doenca de um pomar € por meio da erradicacdo
do material doente, procedimento que eleva, consideravelmente, as perdas econdmicas, pois hd a
necessidade de eliminacao de todas as plantas ao redor do foco em um raio de 30 m, com a area

devendo permanecer por dois anos sem replantio de plantas citricas (5).

A fim de gerar conhecimentos sobre essa fitobactéria que pudesse levar ao seu controle, da
Silva (20) e colaboradores publicaram o seqiienciamento € a anotagdo do genoma completo de
Xac e identificaram, in silico, diversas ORFs relacionadas a possiveis genes de patogenicidade e
viruléncia. No entanto, para aproximadamente 40% do total de ORFs mapeadas em Xac ndo foi
possivel atribuir uma provavel fun¢io, uma vez que se tratavam de ORFs desconhecidas até entao.
Possivelmente, dentre essas ORFs desconhecidas pode estar um conjunto de genes necessarios a

hospedeiro-especificidade em Xac.

Embora para parte do genoma de Xac tenha sido atribuido uma provavel fun¢do (20), as in-
feréncias realizadas através da andlise in silico carecem de investigacdo experimental para que se
possa detectar com precisao quais genes estdo relacionados aos processos de adaptagdo do pat6-
geno ao hospedeiro e ao processo de patogénese propriamente dito. Do mesmo modo, as ORFs
hipotéticas também necessitam de maiores estudos para poder atribuir-lhes uma fun¢@o. Em sendo
assim, estudos de gendmica funcional sdo necessdrios para a elucidacdo da maquinaria necessdria
ao processo de instalacao e proliferacao do patégeno in planta bem como inducio de sintomas do

cancro citrico no hospedeiro.

Assume-se que, em geral, a expressdo dos genes necessarios em uma situagdo particular serda

regulada positivamente, visto que as fun¢des desnecessarias, ou nio desejdveis na mesma situacao,
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serdo reguladas negativamente. Este principio pode ser aplicado aos genes de viruléncia, os quais
sdo igualmente sujeitos aos mecanismos regulatorios que asseguram a expressao génica no ambiente

apropriado do hospedeiro (149).

Apesar de ser possivel identificar novos genes relacionados a patogenicidade por meio do uso de
técnicas de mutagénese mediada por transposon (46, 47, 54, 55, 56, 60), determinar a interferéncia
desses genes no processo global de expressdo génica ou a sua co-regulacdo ndo € tarefa ficil e, em
alguns casos, poder-se-ia afirmar que tal inferéncia seria impossivel de determinar. Logo, caso seja
de interesse realizar um estudo global da expressdo génica, técnicas que permitam tal averiguacao

deverdo ser utilizadas.

A andlise de arranjos de DNA (macro ou microarranjos de DNA), além da identificagcdo de genes
envolvidos em uma dada condi¢do bioldgica, pode permitir a identificagdo de genes intercorrelaci-
onados, podendo predizer novas vias de regulacdo génica e/ou adicionar genes a vias previamente
caracterizadas. Nesta técnica, seqiiéncias complementares de dcidos nucléicos sdo hibridizadas en-
tre si, sendo que uma delas encontra-se imobilizada em uma matriz sélida (81). A denominacao
macro ou microarranjos ¢ determinada em funcdo da matriz utilizada para a fixacdo das seqii€n-
cias a serem imobilizadas. Geralmente, em macroarranjos utilizam-se membranas de ndilon e em
microarranjos utilizam-se laminas de vidro como suporte. Este método tem sido utilizado com su-
cesso em estudos gendmicos nos mais diversos modelos, permitindo inferéncias quanto a fungdes
de milhares de genes em bactérias enteropatogénicas de animais, em levedura, em ratos, em seres

humanos e em plantas (150, 151, 152).

A identificacdo de candidatos a fatores de viruléncia por meio da anélise da expressdo gé€nica
global baseia-se em duas suposi¢des. Primeiro: devido a regulagdo coordenada dos genes associ-
ados a viruléncia € provavel que novos genes sejam, também, co-regulados (153). Desta maneira,
agrupando-se os perfis de expressdo génica em condi¢des experimentais especificas e controladas,
¢ possivel monitorar precisamente a co-regulacdo, revelando, desta maneira, sutilezas que podem
conduzir a identificacdo de novos reguladores. Segundo: devido aos genes associados a viruléncia
serem altamente regulados (153), genes que sdo especificamente expressos durante a infec¢do ou

em condi¢des que imitam a infecc¢do sdo candidatos a fatores de viruléncia.

Estudos de expressao gé€nica podem, ainda, revelar diferencas no sistema regulatério do pato-
geno capazes de explicar viruléncias discrepantes entre isolados relacionados. Por exemplo, varia-
coes na viruléncia de Listeria monocytogenes tém sido correlacionadas com a transcricdo diferencial

dos genes reguladores de viruléncia associados a prfA (154, 155).
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Abordagens utilizando macroarranjos de DNA foram empregadas com sucesso para identifica-
¢do de cinco patégenos de maca e para estudar o perfil de expressao de potenciais genes de patoge-
nicidade e viruléncia em Xac. No primeiro estudo, oligonucleotideos representando regides entre
genes ribossomais de bactéria e fungos fitopatogénicos a mag¢a foram arranjados e imobilizados em
uma membrana de ndilon. Apds validagdo do macroarranjo foi possivel identificar corretamente
Botrytis cinerea, Penicillium expansum, Podosphaera leucotricha, Venturia inaequalis, e Erwinia
amylovora e eliminar espécies relacionadas. A previsdo de doenca foi possivel para V. inaequalis
com base na identificacdo de ascosporos capturados em viveiros de mudas. Testes preliminares in-
dicaram ser possivel quantificar a populacdo de P. leucotricha, com base nos valores obtidos apds
a hibridizacao, a qual identificou até 20 conidios por disco de folha (156). No segundo estudo, um
arranjo em membrana de néilon foi construido contendo alvos para 279 genes de Xac candidatos a
patogenicidade ou viruléncia. Uma unica linhagem de células de Xac isolado 306 foi multiplicada
em meio de cultura NB e em meio de cultura indutor de genes hrp XVM2, previamente utilizado em
estudos envolvendo Xcv (157). As andlises dos dados deste estudo indicaram que 31 genes foram

induzidos no meio sintético XVM2 e somente sete foram reprimidos (158).

Oliveira (159) e colaboradores compararam dois isolados de X. fastidiosa, Xf-9a5c, agente
causal da clorose variegada dos citros (CVC), e Xf-PD, que infecta vinha, pessegueiro, ameixeira e
carvalho, dentre outros, por meio da técnica de microarranjo de DNA. Estes autores observaram que
90% do genoma de X. fastidiosa € comum a ambos os genomas. No entanto, eles identificaram 242
ORFs exclusivas do isolado 9a5c, sendo que 65% dessas ORFs referiam-se a proteinas hipotéticas

conservadas e 3,5% a fatores de viruléncia e patogenicidade.

Noutro estudo, o isolado 9a5c de X. fastidiosa teve seu transcrissoma analisado em duas condi-
coes in planta. Para tal, providenciaram-se duas linhagens desse isolado, sendo uma cultivada por
diversas vezes em meio de cultura (SP), fato que leva a uma considerdvel diminui¢do da viruléncia,
e uma outra, isolada de planta hospedeira pela primeira vez (FP). Essas duas linhagens foram ino-
culadas em plantas de laranjeiras Péra e de periwinkle e mantidas em casa de vegetacdo. Por meio
de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foi possivel verificar que
as células FP foram muito mais eficientes em relacdo a coloniza¢do de ambos os hospedeiros que
as células SP. Por meio de um microarranjo de DNA contendo seqii€éncias alvos para 2.200 ORFs
do genoma de X. fastidiosa, os autores verificaram que 18 genes foram induzidos e 21 foram re-
primidos na condicao FP. Muitos dos genes diferencialmente expressos codificavam para proteinas
desconhecidas. Além disso, os genes potencialmente envolvidos na patogenicidade, viruléncia e na

adaptacdo do patégeno foram induzidos somente na condi¢ao FP (160).



7 Introdugcdo 68

Recentemente, células de X. fastidiosa 9aSc foram multiplicas em meio de cultura contendo
trés concentracdes de glicose diferentes: 1, 50 e 250 mM. Os autores verificaram que a produgdo de
goma nao foi afetada, mas, por outro lado, a expressao génica global apresentou-se diferente entre
as condicoes testadas. Enquanto em meio de cultura contendo 50 mM de glicose houve a expressao
de 2.143 ORFs, em meio de cultura contendo 1 mM de glicose e em meio de cultura contendo 250
mM houve 554 e 1.711 ORFs expressas, respectivamente. Adicionalmente, os autores verificaram
que 211 ORFs, de um total de 511, que tinham sido consideradas invédlidas em uma re-anotag¢do do
genoma de X. fastidiosa (161), foram transcritas na condi¢do padrdo analisada (50 mM de glicose
em meio de cultura XDM2 (162)). Esse resultado mostra que a técnica de microarranjos de DNA
também pode ser utilizada para a confirmacdo de anotacdo de genomas. Daquelas 211 ORFs, 187

sdo hipotéticas (163).

Mais recentemente, X. fastidiosa foi submetida a um estresse por meio de calor e teve sua ex-
pressao diferencial analisada por meio de microarranjos de DNA. Encontraram-se 261 (9,7%) genes
induzidos e 222 (8,3%) reprimidos. Dentre os genes induzidos destacaram-se os genes associados
a viruléncia, tal como vapD, e genes codificadores de enzimas de degradacdo hemolisina, hema-
glutinina e a xilana. Além desses, os autores também relatam a inducio de genes relacionados a
resposta ao estresse extracitoplasmadtico e alguns genes relacionados a fagos. Ja os genes reprimidos

codificavam para fimbria, respiracdo anaerdbica e biossintese de proteinas (164).

Além da fitobactéria X. fastidiosa, existem estudos, utilizando microarranjos, somente para
as fitobactérias Xanthomans campestris pv. campestris, Erwinia sp., € Pseudomonas aeruginosa
(informacdo obtida em janeiro de 2007 na internet, nos sitios “PUBMED”! ¢ “ISIKNOWLEDGE"?.

He (165) e colaboradores analisaram a comunicacao célula-célula, em Xanthomans campestris
pv. campestris, mediada por um fator de sinalizacdo difusivel, que € um 4cido graxo insaturado
(4cido cis-11-methyl-2-dodecenoic). Xcc utiliza esse composto para sincronizar a expressao de ge-
nes de viruléncia e a dispersao no biofilme. Mutante deficiente para DSF produz menor quantidade
de enzimas extracelulares e polissacarideos em compara¢do com o gendtipo selvagem, o qual pode
ser recuperado no mutante pela adicdo externa de DSF (166). Para investigar o perfil gendmico
regulado por DSF, foram realizadas comparagdes entre o padrdo de expressao génica do selvagem
versus o padrdo apresentado pelo mutante defectivo para a produgdao de DSF e entre o mutante na
presenca e na auséncia de DSF. As andlises indicaram que 165 genes tinham sua expressao génica

regulada por DSF. Esses genes codificavam para proteinas pertencentes a pelo menos 12 grupos fun-

Uhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed&itool=toolbar
Zhttp://isiknowledge.com
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cionais diferentes. Além de compostos previamente conhecidos como sendo dependentes de DSF,
tais como enzimas extracelulares e polissacarideos extracelulares, foram revelados novas fungdes
mediadas por DSF, como sintese de flagelo, resisténcia a toxinas e ao estresse oxidativo e respira-
cdo aerdbica. Estudos fenotipicos confirmaram que a sinaliza¢do mediada por DSF contribui para a
resisténcia a toxina acriflavina, resisténcia ao peréxido de hidrogénio e para sobrevivéncia das cé-
lulas bacterianas em diferentes temperaturas. Os autores concluem que a sinalizacdo célula-célula

mediada por DSF € o responsavel por manter a competéncia do patdgeno no ecossistema (165).

Em Erwinia amylovora foi utilizado um sistema in vitro para verificar a expressao diferen-
cial de genes durante a infec¢do de tecidos de péra imatura. Os autores identificaram 394 ge-
nes induzidos unicamente em frutos, dentre os quais encontram-se genes relacionados a interacao
planta-patégeno (3.8%), resposta ao estresse (5.3%), regulacao (11.9%), superficie celular (8.9%),
transporte (13.5%), elementos moéveis (1.0%), metabolismo (20.3%), sintese e aquisi¢do de nutri-
entes (15.5%), e proteinas hipotéticas ou desconhecidas (19.8%). Genes de viruléncia conhecidos,
incluindo hrp/hre constituintes dos sistemas de secrecdo SSTT, SSTD, dentre outros. Os autores
concluem que o estudo indica que E. amylovora utiliza varias estratégias durante a infec¢do para

superar o estresse € a baixa disponibilidade nutricional existente no seu hospedeiro (167).

Noutro estudo onde se utilizou a técnica de microarranjos de DNA para averiguar a expressao
génica global em uma fitobactéria, Okinaka (168) e colaboradores analisaram a expressdo génica
global de Erwinia chrysanthemi 3.937 multiplicada in planta comparada com a bactéria multipli-
cada em meio de cultura. Vdarios foram os genes reprimidos quando a bactéria estava sendo culti-
vada no hospedeiro, sendo que a maioria deles eram homdlogos a genes que codificam para fungdes
metabolicas, componentes da fosforilacdo oxidativa e genes envolvidos no processo de transcricao
ou de traducdo. Ja os genes induzidos in planta estavam envolvidos em funcdes especializadas,
incluindo fatores de viruléncia, anaerobiose, captacdo de ferro, transportadores ou permeases, resis-
téncia a xenobidticos, quimiotaxia e respostas a estresse causado por espécies reativas de oxigénio
e calor. A maior parte dos genes induzidos in planta pareceram ndo estar diretamente relacionados
a degradacdo do hospedeiro, mas provavelmente sdao importantes na adaptacdo da fitobactéria no

ambiente interno do hospedeiro.

Ja em Pseudomonas aeruginosa PAO1, verificou-se a influéncia de exsudatos encontrados na
rizosfera do hospedeiro na expressdao gé€nica global. A resposta a dois exsudatos mostrou uma
sobreposicao parcial: a maioria dos genes com expressao alterada foi regulado apenas em um dos

dois exsudatos. Dentre os genes com expressdo alterada pdde-se encontrar genes relacionados a
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interacdo planta-patégeno, tal como genes do metabolismo, quimiotaxia e do SSTT, e um grupo

com fung¢des desconhecidas ou com provdvel fungdo (169).

Ja para bactérias patogénicas de animais, o nimero de trabalhos que utilizam a técnica de micro-
arranjos de DNA para estudar a expressao gé€nica global € bem mais abundante na literatura. Dentre
eles, pode-se destacar a identificacdo de genes que contribuem para a colonizag¢do do estdmago por
Helicobacter pylori (170), a identificacdo de genes co-regulados pelo gene cbrA em Sinorhizobium
meliloti (171), a deteccao e identificacdo de bactéria patogénica em uma comunidade complexa de
microrganismos (172), o mapeamento de inser¢ao transposdmica no genoma de Helicobacter py-
lori (173), um levantamento da diversidade genética de Enterococcus faecalis (174), a ocorréncia
de genes de viruléncia e de resisténcia a antimicrébios em isolados de Escherichia coli de diferentes
ecossistemas aquaticos (175) e a andlise da expressdo gé€nica global de Pyrococcus furiosus exposta

aradiagdo y (176).

Genomas seqiienciados por completo, combinados com métodos de andlise do transcrissoma,
pode levar a identificacdo de genes essenciais a diferentes organismos. Se, aliado a isto, o perfil de
expressao for analisado ao longo do tempo, os resultados poderdo ser ainda mais completos, uma
vez que a indugdo ou repressao de genes em um dado momento do desenvolvimento poderao ser de-
tectados. Logo, o desenvolvimento de “projetos genoma funcional” vem de encontro a necessidade
de aprofundar os conhecimentos obtidos a partir do seqiienciamento e anotacdo de genomas e da
valorizagdo do esforco e investimento empregados para se chegar aquela etapa. A crucial importan-
cia da gendmica funcional € explicada pelo alto potencial na verificacdo de hip6teses, confirmacgdes

experimentais, estabelecimento de novos paradigmas e geracao de patentes.

Portanto, a andlise da expressao génica global pode permitir identificar genes relacionados a
um dado processo celular, tal como um processo infeccioso, a confirmacdo se uma dada ORF ¢é
realmente um gene, além de permitir supor novas vias de sinalizacdo de sinais ou a complementacao

de vias previamente identificadas.

Desse modo, o presente estudo visou identificar genes de Xac relacionados ao processo de
infeccdo, quando este fitopatégeno estava colonizando seu hospedeiro natural citrus, por meio do

uso da técnica de microarranjos de DNA.
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8 Objetivos

O objetivo geral desse estudo foi o de verificar a expressdao gé€nica global de Xanthomonas

axonopodis pv. citri durante a colonizagdo de folhas do hospedeiro laranjeira Péra.

Os objetivos especificos incluem:
1. Identificar genes diferencialmente expressos e sua evolug@o ao longo de diferentes periodos
de colonizagdo;
2. Determinar genes com perfil de expressdo similar;

3. Verificar a evolugdo da expressdo de genes altamente significativos estatisticamente ao longo

de todo o periodo de colonizacdo analisados;
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9  Material e Métodos

A expressdo génica global de Xac foi analisada em quatro diferentes situagdes: Xac cultivada
em meio de cultura XAMI1 por 12 h; Xac cultivada em meio de cultura XAM1 por 24 h; Xac
multiplicada em folhas de laranjeira Péra por 24 h; Xac multiplica em folhas de laranjeira Péra por
72 h e Xac multiplicada em folhas de laranjeira Péra por 120 h. Em todas as situagdes, a comparacao

se deu com Xac cultivada em meio de cultura NA por 12 h.

9.1 Isolado bacteriano, meio de cultura e condi¢oes de cultivo

Xac foi cultivada em placas de Petri contendo meio de cultura NA (3 g de extrato de carne, 5
g de peptona, 15 g de agar e dgua destilada suficiente para 1 L), a 28 °C. Todos os componentes do
meio de cultura foram obtidos da Difco Chemical Co. Detroit, EUA. Apds 24 h de cultivo, coldnias
isoladas foram transferidas para outras trés placas contendo meio de cultura NA e incubadas por 12
h nas mesmas condig¢des anteriores, sendo que as placas foram numeradas de 1 a 3. De cada uma
dessas placas ajustou-se, assepticamente, uma suspensdo celular para 108 UFC/mL (DO a 600,,,
igual a 0,3). De cada uma delas foram retirados 3 mL, sendo 1 mL transferido para um Erlenmeyer
contendo 50 mL de meio de cultura NA e os outros 2 mL foram divididos equitativamente em dois
outros Erlenmeyers contendo 50 mL do meio de cultura XAMI1. Ao final, obteve-se um frasco
contendo NA e dois frascos contendo XAM1, sendo que os trés continham células de uma mesma

placa (placa 1, placa 2 ou placa 3), perfazendo um total de 9 frascos.

Apoés os reagentes serem misturados nas respectivas proporcdes, o meio de cultura NA foi
esterilizado em autoclave, a 121 °C, por 20 min. J4 a preparacdo do meio de cultura XAMI se
deu em etapas. Primeiro foi produzido 1 L da solu¢do 1 contendo 5 g de (NH4)>SOy4, 22,5 g
de KH,POy4, 52,5 g de KoHPOy, 2,5 g de NazCgHsO7x2H,0 e dgua destilada suficiente para
completar o volume. Essa solucdo foi autoclavada, a 121 °C, por 20 min e armazenada. Além dessa
primeira, outras cinco solucdes foram preparadas: 1 M Sulfato de magnésio (MgSO4x7H;0), 36%

(m/v) de frutose (Merck) em dgua deionizada; 68% (m/v) de sacarose (Merck) em dgua deionizada;
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30% (m/v) de casamino 4cidos (Difco) em dgua deionizada; e 10% de BSA em 4gua deionizada.
Todas as cinco solugdes foram esterilizadas, as quatro primeiras em autoclave por 20 min e a tltima

por filtragem em filtro estéril 0,22 pm sob fluxo laminar.

Ap6s o preparo das solugdes iniciais, os 50 mL do meio de cultura XAMI1 foi obtido pela
mistura de 5 mL da solug@o estoque 1, 50 uL da solugdo de sulfato de magnésio, 50 uL da solucio
de casamino 4cidos, 30 mL de dgua deionizada. Neste ponto o pH foi ajustado para 5,4 com HCI.
Ap6s o ajuste do pH, o volume foi completado para 50 mL com 4gua deionizada e autoclavado. No
momento do uso, e em condicdes assépticas, foram adicionado 250 uL da solucao de frutose, 250

UL da solucdo de sacarose e 500 uL da solu¢do de BSA, previamente preparadas e esterilizadas.

O crescimento em meio de cultura NA se deu por 12 h e o crescimento em meio XAM1 se deu
por 12 e por 24 h. Em seguida, as células foram coletadas por centrifugacdo a 5.000 xg, por 5 min, e
procedido, imediatamente, a extracdo de RNA total conforme secdo 9.4. Desse modo, obtiveram-se

trés repeticdes bioldgicas independentes.

9.2 Inoculacio e extracao das células bacterianas de folhas de
laranjeira

Para a obtengdo de RNA, folhas de laranjeira Péra cultivadas em vasos de 20 litros de capacidade
foram infiltradas com uma solucao de células de Xac, isolado 306, a 0,3 de DO a 600,,,, obtidas de
coldnias de bactérias com 12 h de incubacdo em meio de cultura NA. As plantas inoculadas foram
mantidas por 24, 72 e 120 h em laboratério a 28 °C. Empregaram-se trés plantas para cada periodo

de incubacdo.

Decorrido o periodo de multiplicacdo, as folhas inoculadas foram coletas e, imediatamente,
fracionadas em tiras bem finas e colocadas em um Becker esterilizado contendo dgua destilada e
mantido em banho de gelo. Para cada planta foi utilizado um Becker diferente. No meio aquoso, ha
a exsudagdo de células bacterianas a partir dos cortes gerados nas tiras de folhas. Para facilitar esse
processo, o banho de gelo foi mantido sob agitagdo suave por 5 min. Em seguida, os restos foliares
foram separados por filtragdo em gaze e as células foram recuperadas por centrifugacao a 5.000xg

por 5 min a 4 °C. A extracdo do RNA total ocorreu logo em seguida, conforme a sec¢io 9.4.
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9.3 Confec¢cao do microarranjo de DNA

Esta parte do projeto foi realizada em colaboracio, inicialmente, com o entdo aluno de dou-
torado Leandro Marcio Moreira e sua entdao orientadora, Prof. Dr®. Ana Claudia Rasera da Silva.
Com a saida da Dr*. Ana Cldudia do Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da USP
, Sao Paulo, a colaborag@o continuou com o Leandro e com a sua nova orientadora, a Dr®. Aline
Maria da Silva, ambos, também, pertencentes ao Departamento de Bioquimica, do IQ-USP, Sao

Paulo, Capital.

9.3.1 Selecao dos clones

Os clones que compunham a biblioteca gendmica usada para o seqiienciamento de Xac foram
gerados usando-se a metodologia de “shotgun” (177) em pUC18 com insertos apresentando entre 1
e 4 Kb de tamanho. A partir de um algoritmo computacional, desenvolvido pelo grupo de bioinfor-
matica do projeto genoma das Xanthomonas, foi possivel selecionar os clones “shotgun” contendo o
maior nimero possivel de genes que compreendem o genoma de Xac, segundo os dados de anotagao
(20). A partir desta anélise, aproximadamente 96% dos genes estavam contidos em 4.421 clones,
os quais estavam dispostos em duas grandes bibliotecas, uma pertencente ao IQ-USP em Sdo Paulo

e outra pertencente a UNESP Campus de Jaboticabal, SP.

O programa gerou uma lista contendo o enderecamento de cada um dos clones nas placas e em
qual biblioteca a placa se encontrava. Com base nestes dados, uma réplica de cada placa foi provi-
denciada para posterior rearranjado dos clones de interesse. Para tal, preparou-se meio de cultura
TB (12 g de triptona, 24 g de extrato de levedura em 900 mL de 4gua destilada) e adicionaram-se,
sob fluxo laminar, 44 mL de tampao fosfato (125,4 g de KoHPOy, 23,13 g de KH;PO,4, em um
volume final de 1 L de dgua destilada), 400 uL de carbenicilina (100 mg/mL) e 3,2 mL de glicerol
40%. Apods homogeneizacao, distribuiu-se 1 mL desse meio de cultura em cada um dos 96 pogos
de uma placa tipo Elisa. Em seguida, procedeu-se a replicacio das placas contendo os clones de
bactérias, para uma nova placa, usando para isso um replicador manual de 96 pinos (Boekel). As
placas foram seladas com adesivo apropriado, o qual foi furado, para permitir uma boa aeragao, e
mantidas a 37 °C sob agitacdo constante a 300 rpm por 24 horas. Apds o processo de replicagdo das
placas, procedeu-se ao rearranjo robotizado dos clones num equipamento “Q-Bot” (BCCC, UNESP
Campus de Jaboticabal — SP). Apés o rearranjo, as placas foram mantidas a —80 °C até o momento

do uso.
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A fim de verificar a qualidade e o correto enderecamento dos clones, todos eles foram re-
seqiienciados. Para tal, procedeu-se a multiplicagdo dos clones em placas tipo Elisa, conforme
descrito previamente, e a extracdo do DNA plasmidial, por meio da técnica de “Boiling prep”,

descrita na se¢ao 9.3.2.

Os clones contaminados e/ou com erro de enderecamento e/ou onde a bactéria estava morta
foram eliminados do processo. O restante foi novamente rearranjado e, para certificar-se de que tudo
estava correto, uma coluna de cada placa foi multiplicada, procedida a extragdo do DNA plasmidial

e seu inserto foi novamente seqiienciado.

9.3.2 Micro-Preparacao de DNA plasmidial para uso no seqiienciamento e
em reacoes de PCR (Boiling-prep)

As colonias isoladas contidas nas placas tipo ELISA de 96 pogos (Evergreen/Costar), estocadas
em a —80 °C, foram descongeladas e os insertos semeados em placas do tipo “deep well” de 96
pocos, contendo em cada pogo 1.000 uL de meio CG (40 g de Circlegrow da “Q-BIO gene”; dgua
destilada qg.s.p. 1 L) acrescido de 1 uL. de ampicilina (50 mg/mL). As amostras foram incubadas a

37 °C, sob agitacdo constante a 300 rpm, por 24 horas.

Ap0s este periodo, o indculo foi submetido a centrifugacdo a 2.700xg por 8 minutos, a 20 °C,
sendo desprezado o sobrenadante, permanecendo apenas o precipitado de bactéria na parte infe-
rior da placa. Posteriormente, com o auxilio de um pipetador multicanal, foram adicionados aos
precipitados 25 uL de dgua bidestilada estéril. Apds agitagdo vigorosa em vortex e completa ho-
mogeneizacdo, iniciou-se o processo de preparacdo da solucdo STET (200 uL de NaCl 5 M; 0,65
g de Tween 20; 22 ul. de EDTA 0,5 M pH 8,0; 160 uL Tris-HC1 1 M pH 8,0; 4dgua bidestilada
estéril g.s.p. 10 mL). Foram adicionados ao STET 0,005 g de lisosima e 240 uLL de RNase A (10
mg/mL). Todas estas quantidades citadas acima sdo relativas a uma placa de 96 pocos. A cada pogo
da placa foram adicionados, com o auxilio de um pipetador multicanal, 70 uL desta nova solucdo,
chamada de MW-STET. Apoés agitagdo em vortex por 30 s, a placa foi mantida por 7 minutos em
temperatura ambiente. A placa foi entdo submetida ao forno microondas por 30 s na poténcia 8
para ocasionar o rompimento da parede bacteriana. Imediatamente ap0s esta etapa, 300 uL de dgua
bidestilada estéril foram adicionados em cada pogo da placa com o auxilio de um pipetador mul-
ticanal e, apés homogeneizagdo por 30 s, a placa foi mantida por 10 minutos em banho de gelo.
Novamente as amostras contidas na placa foram submetidas a centrifugacdo a 4.000xg por 30 mi-

nutos a 20 °C. Por meio do uso de um pipetador multicanal, de cada poco da placa foi retirado,
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aproximadamente, 60 uL. do sobrenadante, o qual foi transferido para uma nova placa tipo ELISA
de 96 pocos (Evergreen/Costar), estocando-se o a suspensdo de DNA a —20 °C até a montagem da

reacdo de seqiienciamento ou PCR.

Para determinar a quantidade de DNA a ser utilizada na reagdo de seqiienciamento, 3 L. de cada
amostra de DNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8 %, corado com brometo de

etidio (10 mg/mL) e fotodocumentado.

9.3.3 Amplificacao por PCR das preparacoes de DNA plasmidial

Em uma placa de PCR com fundo em “V” e com capacidade maxima de 200 uL (Sorenson Bi-
osciences) foram adicionados 2 uLL de cada uma das solugdes de DNA plasmidial, preparadas como
descrito na se¢do 9.3.2. Logo em seguida, preparou-se, em um tubo Falcon de 15 mL, uma solugdo
de amplificacdo contendo os seguintes reagentes: 300 uLL de MgCl, S0mM, 1.000 uL. de tampao
10x que acompanha a enzima, 40 uL de ANTP 25 mM (Invitrogen), 400 uL da mistura de oligonu-
cleotideos iniciadores universais 10 pmol/uL (Invitrogen) que flanqueiam as extremidades do vetor
de clonagem pUC19, 10 uL de Tag DNA polimerase 5 U/uL (Invitrogen) e 4gua bi-destilada estéril
suficiente para 9.800 uL. Em seguida, adicionaram-se 98 uL da solu¢do de amplificagdo em cada
um dos pogos da placa de amplificacdo, ja contendo os 2 uL. de DNA plasmidial a ser amplificado.
A placa foi vedada com selo de aluminio e submetida a amplificacdo em um termociclador “Gene-
Amp® PCR System 9700” (Applied Biosystems), com a seguinte ciclagem: 95 °C por 5 minutos
(desnaturacao inicial); seguido de mais 30 segundos (desnaturag@o), que compreendem o inicio de
um dos 30 ciclos de duplicagdo das fitas de DNA, 57 °C por 10 segundos (pareamento) e 72 °C por
4 minutos (extensdo da fita). Apds o término do trigésimo ciclo procedeu-se a um acréscimo de
mais 10 minutos de extensdo, seguidos de um decréscimo da temperatura para 4 °C, mantendo-se
nesta até a retirada da placa do termociclador. Trés uL. de cada uma das amostras foram aplicados
em géis de agarose (1,2%) que, apds serem corados com brometo de etideo (10 mg/mL), foram

fotodocumentados. O restante do material foi utilizado para purificacdo do DNA amplificado.

9.3.4 Purificacao dos produtos de PCR

Antes da purificagdo, adicionaram-se 100 uL. da solucdo C (4,35 g de sal sédico de MES —
Sigma, 50 mL de agua bi-destilada esterilizada) em cada um dos pogos da placa contendo os pro-

dutos amplificados (ver se¢do 9.3.3) a serem purificados, e 10 uL da solu¢do A (7 M Guanidina
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HCI, 200 mM MES pH 5,6) em cada um dos pog¢os da placa de purificagdo Multiscreen 96 pogos
(Millipore). Em seguida, a placa de purificacao foi submetida a uma centrifugac¢do a 2.500 rpm por
1 minuto em uma centrifuga Eppendorf 5810 R. Essa placa de purificagdo possui, acoplada a ela,
uma placa de coleta do material filtrado. Esta placa de coleta pode ser removida e substituida por

outra, nova, para a coleta do material purificado.

Ap6s homogeneizacdo do amplificado com a solugdo C, transferiram-se os ~200 uL para a
placa de purificacdo, previamente umedecida e acoplada a placa de coleta. O conjunto, placas de
purificacdo e coleta, foi centrifugado a 2.500 rpm por 1 minuto em temperatura ambiente. A solu¢do
coletada na placa de coleta foi descartada e cada poco da placa de purificacio foi lavado 4 vezes
com 200 uL, por poco, de etanol 80% em cada lavagem. A centrifugacdo, apds cada um das quatro
lavagens, foi feita a 2.500 rpm por 1 min em temperatura ambiente, descartando o coletado na placa
de coleta ao final de cada ciclo. Apds a quarta lavagem, e subseqiiente descarte do etanol coletado,
as placas foram re-centrifugadas na mesma rotacdo, porém elevando-se o tempo para 5 minutos,
para garantir a total eliminagdo do etanol. Ao término, trocou-se a placa de coleta por uma placa de
coleta nova e aplicaram-se 50 uL da solugao de Tris-HCI 10 mM pH 8,0 em cada um dos pocos da
placa de purificagdo, submetendo-as a uma centrifugacdo a 2.500 rpm por 1 minuto em temperatura
ambiente. A partir da solucdo final coletada, 2 uL foram aplicados em gel de agarose (1,2%) que

foi, entdo, submetido a eletroforese, corado com brometo de etideo (10 mg/mL) e fotodocumentado.

9.3.5 Imobilizacao das seqiiencias nas laminas de vidro

Posteriormente a purificacao, as amostras de DNA foram re-arranjadas em placas de 384 pocos,
formato padrdo utilizado pelo equipamento que deposita 0 DNA na lamina de vidro. O conjunto de
genes foi transferido das placas de 384 pocos para as laminas por intermédio de um robd “Gene-
ration III Microarrays Spotter” (Amersham Biosciences), sob temperatura e umidade controladas,
(20°C e 37% URA), respectivamente. Este robd permite a deposicao de até 4.608 amostras de
DNA organizadas em 12 subarranjos de 384 pontos. Cada subconjunto de 384 pontos € arranjado
em 32 colunas por 9 linhas. O conjunto de 4.608 pontos foi depositado em duplicada, configurando
um arranjo de 32x12x2x 12 (colunas de pontos por linhas de pontos, dentro de cada subarranjo,
por colunas de subarranjos por linhas de subarranjos). No presente estudo foi utilizado um arranjo

configurado para 32x9x12x2, totalizando 6.912 pontos na lamina, incluindo as duplicatas.

O protocolo adotado previu a utilizacdo de laminas de vidro, tratadas com poli-L-lisina es-

pelhadas tipo 7 “Star” (Amersham Biosciences), para a fixacdo dos clones de DNA de maneira



9.3 Confecgdo do microarranjo de DNA 78

organizada. A superficie da lamina é carregada positivamente, caracteristica que auxilia a fixacao
do DNA por meio de ligagao eletrostatica com os radicais fosfatos da fita de DNA. Ap6s a deposi-
cdo da solugdo de DNA sobre as laminas, estas foram submetidas a uma irradiagdo com luz UV e,
em seguida, armazenadas em dessecador. A energia produzida pela irradiacdo permite a formagao
de ligagcdes covalentes entre os residuos de timina, principalmente, do DNA com os grupos aminos
presentes na superficie da lamina. Além disso, a luz UV ajuda a separar as duplas fitas de DNA,

favorecendo a hibridiza¢@o futura do DNA ao substrato (178).

Antes da deposicdo, as amostras purificadas foram misturadas a igual volume de DMSO , de
modo que a concentracdo final fosse entre 200 e 400 fmol/uL. de DNA . O DMSO mantém as fitas
de DNA desnaturadas, o que expde as bases nitrogenadas, facilitando a ligacdo dessas aos alvos

marcados com os fluor6foros.

Ao final, o arranjo desse material atendeu a um mapa de consolidacdo que permite correlacio-
nar a posicdo de cada clone ao nome da respectiva ORF fixada na ldmina, permitindo, assim, sua

identificacdo e andlises futuras.

9.3.6 Pos-processamento dos microarranjos de DNA

Ap6s a deposicio das amostras, os microarranjos passaram por uma etapa de pds-processamento

para a fixacao definitiva do DNA a superficie da lamina.

Primeiramente, o DNA foi reidratado em camara imida, contendo 100 mL de SSC 1x, por 2 h.
Em seguida o arranjo foi seco numa temperatura entre 85 — 90 °C, por 2 h, e fixado a lamina por
meio da exposi¢do a raios UV a 65 mJ (cross-linking) e a um banho de formalina, por 1 minuto. As
laminas foram, entdo, lavadas por meio da imersao rdpida, 5—10 vezes, em 4dgua destilada, secas, por
meio de centrifugacdo a 700xg por 7 min, e imergidas em solucdo de dcido succinico e 4dcido bérico
durante 30 segundos, seguida por agitagdo em “shaker” orbital por 25 minutos, a fim de bloquear a
superficie da lamina ndo utilizada. Finalmente, o DNA foi desnaturado, em dgua destilada a 95 °C,
por 5 min, a lamina lavada em etanol 95%, seca e armazenados em caixas de 1aminas, a temperatura

ambiente, em dessecador (URA sim5%).

9.3.7 Validacao dos microarranjos de DNA

Apo6s a imobilizacdo das sondas nas laminas, seguiu-se a uma hibridizacdo com DNA total de

Xac a fim de testar a qualidade do arranjo. Para tal, 4 ug de DNA de Xac foram adicionados a um
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tubo de 500 uL e adicionou-se dgua bidestilada até o volume final de 44 uL.. Com o auxilio de uma
seringa de insulina equipada com agulha (20 gauge), o DNA foi fragmentado, passando-o por 14
vezes através do orificio da agulha. O volume da solugdo foi dividido ao meio, em dois tubos de
500 uL, e todos os procedimentos a seguir foram realizados para os dois tubos concomitantemente,
apesar de ser descrito como se fosse para um tnico tubo. Ao final, um dos tubos recebeu o corante

Cy3™ ¢ 0 outro o Cy5S™,

O DNA fragmentado recebeu 20 uLL de tampao 2,5x random primer reaction buffer mix (In-
vitrogen) e 1 uL de oligonucleotideos degenerados de nove bases. Em seguida, essa solucao foi
aquecida, por 5 min, em banho de dgua em ebulicdo. Ao término desse passo, as amostras foram
transferidas, imediatamente, para banho de gelo, onde receberam 3 uL. de uma solucdo contendo
todos os dANTPs (dCTP, dATP, dGTP e dTTP) a 10 mM cada um. Finalizando, 3 uL. de Cy5-
dCTP™ ou Cy3-dCTP™ 1 mM (Amershan Biosciences) e 1 uL da enzima Klenow Fragment 40
U/uL (Invitrogen) foram adicionados a solugdo, nesta ordem, e a amostra foi mantida a 37 °C por 2
horas, quando procedeu-se ao bloqueio da reacdo por meio da adicdo de 5 uL. de EDTA 0,5 M pH
8,0. Apds a amostra ser purificada com o conjunto de reagentes ‘“PureLink™ PCR Purification Kit”
(Invitrogen), estas foram quantificadas em um aparelho NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
a fim de poder estimar a quantidade incorporada do respectivo fluoréforo. Essa quantificagdo foi

realizada conforme descrito na se¢do 9.5.1.

As amostras foram hibridizadas as sondas imobilizadas nas 1aminas conforme descrito na secao
9.5.2.

9.4 Extracao de RNA total de Xac

As células bacterianas coletadas conforme as se¢oes 9.1 € 9.2 foram submetidas a extracdo de

RNA conforme descrito a seguir.

A extracdo do RNA total foi realizada com conjunto de reagentes para purificacio de RNA
total Illustra RNAspin (Amersham Biosciences), segundo as instru¢des sugeridas pelo fabricante.
Este conjunto de reagentes remove possiveis tracos de DNA da amostra, uma vez que, durante a
marcha de extracdo, € realizado um tratamento com a enzima DNase 1. Além disso, este conjunto
de reagentes remove RNAs de baixo peso molecular, que tanto interferem na producdo de cDNA a
ser utilizado nas hibridizacdes dos microarranjos, além de interferirem no processo de hibridizacao

contribuindo para um aumento da emissao de fundo (179).
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As amostras obtidas foram submetidas a eletroforese, em gel de agarose 1% em tampao TAE,
para verificar a qualidade do RNA extraido. O RNA das amostras foi quantificado em um aparelho
NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer e as amostras armazenadas a —80 °C até o uso. Amostras

com qualidade e/ou quantidade de RNA inadequadas foram re-extraidas.

9.5 Preparo dos alvos e hibridizacao

9.5.1 Producao e marcacao do cDNA e hibridizacao das amostras

O conjunto de reagentes SuperScript™ Indirect cDNA Labeling System (Invitrogen) foi utili-
zado para produzir os respectivos cDNA, a partir das amostras de RNA obtidas conforme secdo 9.4,
bem como para marcar estes cDNA com os fluor6foros Cy3™ e Cy5S™ (Amersham Biosciences).
O cDNA obtido a partir de RNA de células multiplicadas em meio de cultura NA foi marcado com
o fluoréforo Cy5™, em todos os experimentos, € o obtido a partir de RNA de células multiplicadas
em meio de cultura XAM]1 ou a partir de folhas de laranjeira foi marcado com o Cy3. Seguiram-se,
rigorosamente, as recomendagdes contidas no protocolo que acompanha o produto fornecido pela

Invitrogen, partindo, inicialmente, de 20 ug de RNA total.

A quantidade de ¢cDNA marcado foi calculado pela formula ¢cDNA(ng) = (A260 — A3pp) X
37ng x uL~! e a quantidade de fluoréforo incorporada foi calculada usando a férmula Cy3 (pmole) =

(ASSO;#’%SO).IS x (volume de elui¢o), para o Cy3™, e Cy5(pmole) = w

.25 x (volume de eluicdo),
para o Cy5™. Espera-se valores em acima de 250 ng para a quantidade de cDNA marcado e acima

de 40 pmoles para a quantidade de fluor6foros incorporados.

9.5.2 Hibridizacao das amostras

As amostras, marcadas com Cy3™ e Cy5™ e purificadas, foram secas a vacuo sob protecao
da luz. Em seguida, o cDNA marcado com Cy3™ foi ressuspendido em 13,5 uL de dgua livre
de nucleases. Essa solucdo foi transferida para o tubo contendo o cDNA marcado com Cy5™,
ressuspendendo-o, de modo que as amostras, a partir desse ponto, estdo misturadas em uma Unica
solugdo. Adicionaram-se 13,5 uL. de tampao de hibridizacdo 4x (Amersham Biosciences) e 27
uL de formamida (Anmresco). Apds homogeneizacdo, a solu¢do foi mantida a 90 °C, no escuro,
por 2 min e transferida para banho de gelo, por igual periodo. A fim de eliminar possiveis bolhas,

procedeu-se a uma centrifugacdo por 15 s a velocidade mdxima em microcentrifuga. A mistura foi
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mantida em banho de gelo até a sua deposicao na lamina.

A lamina contendo o arranjo de DNA a ser hibridizado foi submetida a um jato de gis nitrogé-
nio comprimido para a remog¢ao de possiveis particulas indesejaveis presentes na sua superficie da

lamina. Do mesmo modo, a laminula a ser utilizada foi limpa com papel Kin Wipes™.

Finalmente, a solucdo contendo o cDNA marcado com Cy3™ e Cy5™ foi depositada sobre a
lamina de microarranjos de DNA e coberta com a laminula, tomando o cuidado para a ndo formacgao
de bolhas de ar, garantindo o completo contato entre as sondas e os alvos. A lamina foi colocada
em um ber¢o de vidro e este colocado em uma cuba, também de vidro, com tampa. A cuba foi
transferida para um forno e a hibridizac¢ao prosseguiu a 42 °C, por um periodo de 16 horas, protegida

da luz, apds o que foi submetida ao processo de lavagem.

Previamente ao processamento digital dos sinais dos microarranjos de DNA, a 1amina foi sub-
metida a cinco etapas de lavagem, manualmente e em cubas de vidro, a fim de eliminar sinais
inespecificos (background). Duas horas antes do inicio do procedimento de lavagem, as solugdes
que deveriam estar a 55 °C foram preparadas e colocadas em um banho-maria ajustado para essa

temperatura.

Na primeira lavagem, a lamina foi submetida a uma solu¢do contendo SSC 1x e SDS 0,2%,
previamente aquecida a 55 °C, por 10 min a temperatura ambiente, sob leve agitacao constante. Na
primeira imersdo da lamina nesta solugdo, a laminula se desprende da mesma, automaticamente.
Seguiram-se duas lavagens em solucdo contendo SSC 0,1x e SDS 0,2%, previamente aquecida a
55 °C, por 10 min cada uma, a temperatura ambiente, sob leve agitacdo constante. L.ogo em seguida,
a lamina foi lavada mais uma vez em solucdo contendo SSC 0,1 x por 5 min a temperatura ambiente.
Finalizando, a 1amina foi imersa em 4dgua destilada por 60 s e imediatamente submetida a um jato

de gés nitrogénio comprimido, a fim de seci-la o mais rdpido possivel.

Neste ponto, as imagens (Cy3™ e Cy5™) do microarranjo de DNA foram imediatamente di-
gitalizadas em um equipamento “GMS 418 Array Scanner” (Affymetrix®), pertencente ao LBMP,
da UNESP Campus de Jaboticabal, o qual € coordenado pela Prof*. Dr¢. Eliana G. de Macedo
Lemos. Para cada 1amina foi gerada uma imagem referente a hibridizacdo com Cy5™ (controle) e
uma referente a hibridizagdo feita com Cy3™ (teste). Ap0s a digitalizacdo das imagens as 1aminas
foram armazenadas em caixas pldsticas, as quais foram mantidas sob vdcuo, a temperatura ambiente

e protegida da luz.
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9.6 Analise estatistica dos dados

As imagens geradas foram analisadas, aos pares, Cy3™ e Cy5™, pelo programa Array Vision
8.0 (Image Research / Amersham Biosciences), o qual transforma a intensidade luminosa emitida
por um ponto da ldmina em valor numérico. Previamente, foi informado ao programa um mapa
indicando qual o local da lamina onde existia sonda e onde ndo existia. Do mesmo modo, também
fora informado o nome da sonda correspondente a um dado ponto da lamina. Logo, para cada par
de imagens, obtidas de uma mesma lamina, o programa gerou uma tabela contendo um nimero de
linhas igual ao nimero de pontos/genes presentes na lamina, incluindo os pontos que s6 apresentam
DMSO em sua composi¢do (controle negativo) e os que correspondem aos controles positivos,
“spike” (Amersham Biosciences). Essa tabela contém pelo menos 5 colunas: a primeira contem a
identificacdo do ponto, XAC0001, por exemplo, duas possuem os valores referentes a emissao de
fundo (“background”) e as outras duas possuem os valores referentes ao sinal emitido pelo interior
do ponto/gene (“foreground”). Nos casos, uma coluna refere-se a valores gerados pelo fluoréforo

Cy3™ e o outra refere-se a valores gerados pelo Cy5™.

A tabela gerada pelo programa ArrayVision 8.0, em formato texto delimitado por tabulagoes,
foi lida no programa estatistico R (180) em ambiente GNU Linux Debian 3.2. No ambiente estatis-
tico R, a qualidade dos arranjos foi avaliada por meio da visualizacao grafica, as intensidades foram
normalizadas e as subseqiientes andlises estatisticas realizadas. O pacote para o programa R limma
(181, 182) foi utilizada para averiguar a qualidade, para realizar as normalizacOes e para identificar
os genes diferencialmente expressos. Antes do processo de normalizacdo, os valores referentes a
emissdo de fundo foram subtraidos do respectivo valor colhido para o ponto onde se localizava a
sonda, gerando o valor liquido para o respectivo ponto. Em seguida, geraram-se graficos do tipo
MA plot, box plot e do tipo printtiploess (183). Se verificada a necessidade de realizar uma nor-
malizacgdo, esta foi feita dentro de cada arranjo, aplicando o método printtiploess, e, sua eficicia foi
averigiiada produzindo e observando os mesmo tipos de graficos observados antes da normalizacao.
Se, por acaso a normalizacdo dos dados dentro dos arranjos nio fosse satisfatéria, uma segunda
normalizacdo entre arranjos era realizada utilizando o método “scale” (183, 184, 185). Apds a
normalizagdo, realizaram-se os procedimentos estatisticos e os genes diferencialmente expressos
em cada situacdo de interesse foram identificados, com uma significancia de 5% (p—value<0,05).
A fim de controlar a selecdo de falsos positivos, utilizou-se um valor de FDR (186) igual a 0,05
para selecionar os genes significativos, ou seja, dentre todos os genes selecionados, a taxa de falsos

positivos estard, estatisticamente, sempre abaixo de 5%.
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A fim de verificar possiveis padrdes de expressao comuns entre 0s genes, 0 pacote para o pro-
grama R maSigPro (187) foi utilizado. Esse programa analisa experimentos em séries temporais,
tanto simples quanto multiplos. maSigPro realiza uma estratégia de regressao em dois passos para
procurar genes com expressao temporal significativa entre os grupos experimentais. O método de-
fine um modelo de regressao geral para os dados onde os grupos experimentais sdo identificados
por meio de varidveis modelos. O procedimento inicial ajusta este modelo global, por meio da téc-
nica dos quadrados minimos, para identificar os genes diferencialmente expressos e aplica o FDR
para controlar a taxa de falsas descobertas. No segundo passo, uma regressao linear passo-a-passo
¢ aplicada como uma estratégia de selecdo varidvel para estudar as diferencas entre os grupos ex-
perimentais para procurar perfis estatisticamente diferentes. Os coeficientes obtidos neste segundo
modelo foram usados para agrupar os genes significativos que apresentam padrdo de expressao

similar e para visualizar os resultados.

Finalmente, a fim de verificar quais genes, individualmente, sdo significativos quando se anali-
sam os dados da série temporal em conjunto, lancou-se mao do pacote para o programa R timecourse
(188). Esse pacote gera, como resultado da andlise, varios graficos ordenados, iniciando do gene
mais significativo para o menos significativo. Desse modo, pode-se verificar a evolugdo ao longo
do tempo para qualquer um dos genes do banco analisado, desde que esse gene tenha apresentado
a condicdo minima para ser analisado, qual seja, a intensidade da expressdo génica maior que a

intensidade da emissdo de fundo.

Essas trés andlises estatisticas foram realizadas independentemente, nao tendo nenhuma relacao
entre elas. Logo, ndo necessariamente uma ORF significativa em uma delas necessita ser, também,
significativa nas outras andlises, uma vez que cada uma possui metodologia propria e que se ba-
seiam em hipdteses diferentes e/ou em grupo de dados distintos. Por exemplo, o pacote limma
analisa os experimentos de forma individual e os outros dois, maSigPro e timecourse, analisam os

experimentos em conjunto.
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10 Resultados

10.1 Extracao de RNA total de Xanthomonas axonopodis pv. ci-
tri

Um dos pontos cruciais em um estudo envolvendo a técnica de microarranjos de DNA € a
qualidade e quantidade do RNA disponivel para a anélise. Um dos principais responsaveis pela ma
qualidade de preparacdes de RNA € a contaminacdo com a enzima RNase, seja externa ou do préprio
organismo. Desse modo, tanto os utensilios utilizados para a extragao quanto os reagentes utilizados
devem ser isentos dessa enzima. Assim, os protocolos de extragdo trazem, na sua grande maioria,
compostos que inibem a a¢do enzimdtica. Um desses produtos, o reagente Trizol (Invitrogen), é um
dos mais largamente utilizados para a extracdo de RNA total, tanto de plantas, como de animais e

de microrganismos.

No inicio do presente trabalho, as extragdes de RNA foram realizadas utilizando o reagente
Trizol, seguindo as instru¢des do fabricante. Na Figura 10.1 sdo apresentadas trés amostras de RNA
extraidas a partir de Xac multiplicada em meio de cultura NA liquido e quatro amostras obtidas
a partir de Xac multiplicada no mesmo meio de cultura sélido. Observa-se que o RNA obtido a
partir de células cultivadas em meio de cultura s6lido possui uma maior contamina¢do com DNA
(banda de maior tamanho no gel), enquanto que em meio de cultura liquido hd uma banda de maior
intensidade, indicada pelos simbolos “????”. Além disso, em ambas as amostras verifica-se que as

duas bandas referentes aos RNAs ribossomicoss 23S e 16S apresentam a mesma mobilidade.

No entanto, a reprodutibilidade das extragcdes, bem como extracdo de RNA de Xac cultivadas
em folhas de laranjeira deixava a desejar. A Figura 10.2 mostra amostras de RNA total extraidas a
partir de células bacterianas multiplicadas em folhas de laranjeiras Péra, com um, dois e trés dias
da inoculacdo, e em meio de cultura. Verificou-se, experimentalmente, que com um e dois dias
da inoculacdo foi muito dificil obter RNA, nestas condi¢des, utilizando Trizol. Com dois, trés e

cinco dias (n@o mostrado) foi possivel obter RNA da bacteria multiplicada in planta, mas, com dois
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Figura 10.1: Perfil eletroforético de 1 g de RNA total, extraido com Trizol, de células de Xac multiplicadas
em meio de cultura NA liquido (painel da direita) e NA sélido (painel da esquerda). A amostra presente em
cada pogo representa extragdes independentes.
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Figura 10.2: Perfil eletroforético de 1 g de RNA total, extraido com Trizol, de células de Xac multiplicadas
em meio de cultura NA (MS) e de células de Xac extraidas de folhas de laranjeira 1 (1d), 2 (2d) e 3 (3d) dias
apos a inoculacdo. A posicao dos RNAs ribossomais 23S e 16S € indicada.

dias a qualidade foi uma das piores. Observa-se a presenca de DNA, bem como de uma banda
desconhecida (?), além de trés bandas de RNAr, que devem corresponder aos RNAs ribossomais
23S, 16S e 5S. Nas amostras de folhas nota-se um arraste de RNA mais intenso que nas provenientes

de meio de cultura, caracterizando uma possivel degradacao.

A presenca de DNA gendmico deve ser totalmente eliminada da solu¢do de RNA, uma vez que o
mesmo pode ser marcado com fluoréforo e resultar em falsos positivos. Este procedimento implica
em manipular a solugdo de RNA novamente, o que implica em mais perdas, tanto de qualidade
quanto de quantidade (Figura 10.3). Logo, para se obter uma quantidade razodvel de RNA suficiente
para uma andlise, hd que se partir de grandes quantidades iniciais de RNA, uma vez que as perdas

sdo significativas (dados nao mostrados).

Apesar de ter sido possivel utilizar RNA total de Xac extraido com Trizol para andlise de
“Northern Reverso” (Ver Primeira Parte desta Tese), desde que realizada logo apds a extracdo,

esse mesmo RNA nio foi adequado para andlise de microarranjos de DNA, principalmente aqueles
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Figura 10.3: Perfil eletroforético de 5 uLL de RNA total de Xac, extraido com Trizol, imediatamente apds ter
sido purificado para eliminar o DNA contaminante, conforme se¢do 4.9.2.

extraidos de plantas. Apds um longo periodo tentando padronizar o protocolo de extracdo de RNA
total com Trizol de modo a obter material adequado a técnica de microarranjos de DNA, optou-
se por testar outros dois conjuntos de reagentes existentes no mercado e especificos para extracao
de RNA total: ChargeSwitch Total RNA Cell Kits, produzido pela Invitrogen e lllustra RNAspin

produzido pela Amersham Biosciences.

O conjunto de reagentes ChargeSwitch Total RNA Cell Kits ndo foi satisfatorio (resultados ndo
apresentados). Por outro lado, o conjunto de reagentes produzido pela Amersham Biosciences,
Illustra RNAspin, possibilitou a extracdo de RNA de excelente qualidade (Figura 10.4). Nota-se
que o uso desses reagentes diminuiram a presenga de bandas de RNA de baixo peso molecular,
ou produto de degradagdo, da preparacdo. Além das bandas de baixo peso molecular, as amostras
extraidas com Trizol apresentam impurezas que ficam retidas no local de aplicagdo da amostra
no gel. Além disso, pode ser verificado na Figura 10.4 que as amostras previamente extraidas
com Trizol e armazenadas, degradaram consideravelmente. Uma outra vantagem do conjunto de
reagentes RNAspin € o tratamento com DNase I ja durante o processo de extracdo, fato que facilita
o trabalho, minimiza os custos e diminui o nimero de vezes em que se necessita manipular as
amostras, diminuindo, com isso, as chances de degradacdo ou perda do RNA. Dessa maneira, RNA
de Xac multiplicada em meio de cultura XAM1, em meio de cultura NA e em plantas foi, entdo,

obtido por este método e utilizado para hibridizacao das ldminas de microarranjos.

Outra desvantagem do Trizol era a necessidade de uma grande quantidade de folhas de laranjei-
ras inoculadas para poder obter uma quantidade minima de RNA de Xac. Esse fato demandava um
periodo longo infiltrando folhas, de 4 a 6 horas, o que inviabilizava o estudo de Xac multiplicada
em folhas de laranjeira por periodos menores que 72 h. Considerando que a quantidade de células

de Xac nas folhas com 1 ou 2 dias de crescimento € muito pouca, a quantidade de folhas a ser infil-
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Figura 10.4: RNA total de Xac extraido com o conjunto de reagentes RNAspin (Amersham Biosciences) e
com o regente Trizol (Invitrogen). As amostras extraidas com Trizol estdo indicados por um “T” e as com
RNAspin estao indicadas por um “R”. O retangulo pontilhado destaca extra¢des recentes. As demais amostras
retratam o estidgio das mesmas apds um periodo de armazenamento. A seta tracejada indica a presenca de
RNA de baixo peso molecular ou degradagdo. As setas pontilhadas indicam a presenca de sujeiras retidas no
gel no ponto de aplicagdo das amostras. dai = dias apds a inoculacio.

trada tornou esse experimento invidvel com o protocolo de extragdo a base de Trizol. Esse problema
também foi resolvido com o conjunto de reagentes RNAspin, uma vez que, com esses reagentes, é
possivel a extracdo de RNA a partir de uma pequena quantidade de células. Desse modo, além de
3 e 120 h, RNA de Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 24 h também foi possivel de ser
obtido.

10.2 Construcao do microarranjo de DNA

Procurou-se construir um microarranjo de DNA que pudesse representar 0 maior nimero pos-
sivel das ORFs anotadas para o genoma de Xac (20) e que apresentasse um baixo custo. Logo,
resolveu-se utilizar os clones oriundos do projeto genoma da propria Xac para tal, pois assim poder-
se-ia utilizar os oligonucleotideos universais (SP-6 ¢ T7 ou M13R e M13F) para amplificagdo por

PCR das ORFs presentes nos clones, visto ser este um dos custos mais elevados no processo de
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constru¢cdo de um microarranjo de DNA a partir de PCR, para a produ¢do das sondas a serem fixa-
das nas laminas. No entanto, antes da producao de tais sondas, necessario foi encontrar, confirmar

e preparar os clones para as amplificacoes.

O projeto genoma de Xac gerou duas colecoes de bibliotecas “shotgun” independentes, com
insertos entre 500 e 4.000 pb, obtidas a partir de uma mesma preparacgdo inicial de DNA, contendo,
no total, 46.462 clones. Desse modo, por meio de andlise in silico foram selecionados 4.421 clones
representativos de 3.084 ORFs. Um clone foi considerado representativo de uma dada ORF quando
a maior parte do seu inserto era composta por um gene de interesse, mesmo que no restante da
seqiiéncia existissem outras seqiiéncias. Esse procedimento nao permitiu identificar clones que

representassem 1.229 ORFs.

Os insertos presentes nos clones foram classificados em quatro tipos (Figura 10.5), quais sejam:
* A — o inserto contém a ORF completa, podendo ou ndo ser flanqueada por outras seqii€ncias
génicas;

* B — o inserto € a propria ORF de interesse ou parte desta. Nao ha contamina¢cdo com outras

seqiiéncias;

C — parte da ORF de interesse estd ligada diretamente ao vetor pelo seu lado esquerdo. O

restante da seqii€éncia do inserto pode ser regides intergénicas ou parte de outra ORF;

D - parte da ORF de interesse estd ligada diretamente ao vetor pelo seu lado direito. O

restante da seqiiéncia do inserto pode ser regides intergénicas ou parte de outra ORF.

Inicialmente, os 4.421 clones estavam divididos entre 2.055 (~46,5%) do tipo A, 463 (~10,5%)
do tipo B, 827 do tipo C (~19,0%) e 1.124 do tipo D (~25,5%). Cabe salientar que o tamanho
médio das regides intergénicas de Xac é de 200 pb, o que diminui a probabilidade de ocorréncia de

hibridiza¢do cruzada.

Ap6s definicao dos clones a serem utilizados no projeto, todas as placas que continham pelo
menos um clone de interesse foram replicadas e os mesmos foram rearranjados em 47 placas, re-

presentando 72% de todos os possiveis genes que compreendiam o genoma de Xac.

Durante as anélises iniciais foi verificado que 5% dos clones ndo se multiplicavam em meio de

cultura, impossibilitando o seu aproveitamento. Dentre aqueles cujo plasmideo foi possivel extrair,
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Figura 10.5: Esquema ilustrando os quatro tipos de insertos encontrados nas bibliotecas do projeto genoma
de Xac. As setas representam o local onde os oligonucleotideos iniciadores irdo parear durante o processo
de amplificac@o desses insertos. A — o inserto contém a ORF completa; B — o inserto é a propria ORF; C e
D — parte da ORF de interesse esta ligada diretamente ao vetor por um de seus lados. Nos insertos dos tipos
A, C e D existe a presenca de outras seqiiéncias de DNA que podem ou néo ser parte de outras ORFs. Dois
pequenos segmentos de reta paralelos dispostos na diagonal indicam ruptura da seqii€ncia de nucleotideos da
OREF de interesse ou do vetor.

10% apresentaram um tamanho de inserto diferente do tamanho esperado € em 15% dos casos ndo

houve amplificagao.

Uma vez que muitos insertos apresentaram tamanhos de fragmentos amplificados diferente do
esperado, resolveu-se resseqiienciar todos os clones e comparar os resultados com o genoma de

Xac, a fim de confirmar a seqiiéncia de nucleotideos de cada um dos clones em uso.

O resseqiienciamento dos clones mostrou que 28% apresentavam enderecamento errado, en-
quanto que cerca de 12% estavam contaminados ou a bactéria contendo o plasmideo havia morrido
durante o processo de estocagem. A contaminagdo foi evidenciada pelo péssimo resultado obtido

pelo seqiienciamento, o qual apresentava picos duplos.

Os clones que apresentaram enderecamento correto foram novamente rearranjados em 28 pla-
cas, as quais contém 2.653 clones capaz de cobrir o mesmo nimero de ORFs de Xac. A validacdo
desse ultimo rearranjo, por meio do resseqiienciamento de uma coluna de cada placa, confirmou

todos os enderegamentos.

Outras perdas ocorreram durante a extragdo de DNA plasmidial das amostras (Figura 10.6)
contidas nas 28 placas, durante as reagdoes de PCR (Figura 10.7), e durante o processo de purifi-
cacdo desses produtos da PCR (Figura 10.8), fazendo com que o niimero de clones uteis baixasse

para 2.639 seqiiéncias de DNA. Uma andlise destes clones revelou que, de todas as 104 subcate-
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gorias anotadas em Xac, apenas 17 delas possuem menos do que 50% das ORFs que as compdem

representada no microarranjo de DNA de Xac.

A este conjunto de seqiiéncias foi somado mais 34 ORFs de interesse, obtidas por meio da
amplificacdo de DNA gendmico de Xac utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos para
tais ORFs. Esse conjunto de 2.673 seqiiéncias de DNA, apds serem purificadas, foi rearranjado em

placas de 384 pocos, perfazendo um conjunto de sete placas.
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Figura 10.6: Perfil eletroforético de 3 L. de DNA plasmidial isolado de clones contendo DNA de Xac. O
gel foi corado com brometo de etidio (10 mg/mL) e a primeira coluna de cada um dos pentes do gel refere-se
ao padrdo de tamanho molecular 1 Kb DNA Ladder (Gibco BRL).

Desse modo, o microarranjo de DNA de Xac amostra 2.673 ORFs, possui 384 controles positi-
vos e 312 controles negativos. Uma vez que existem algumas ORFs de Xac duplicadas, resultando
em mais 87 pontos, o microarranjo de DNA de Xac ficou assim constituido: 2.673 ORFs, 87 ORFs
repetidas, 312 controles negativos (DMSO) e 384 controles positivos (Lucidea Universal ScoreCard,
Amersham Biosciences), totalizando 3.456 pontos em cada um dos arranjos. Logo, o microarranjo

¢ formado por 6.912 pontos.

10.2.1 Validacao do microarranjo de DNA

A fim de verificar se as laminas produzidas com os microarranjos de DNA estavam com boa
qualidade foi realizada uma marcacao utilizando DNA gendmico de Xac como alvo para as sondas
do microarranjo (hibridizacdo DNA-DNA). Convém ressaltar que as seqiiéncias conhecidas sdo as

seqiiencias de DNA que estdao fixadas nas laminas. Neste caso, essas seqiiéncias sdo as sondas.
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Figura 10.7: Perfil eletroforético de 3 uL. de DNA amplificado por PCR a partir de DNA plasmidial. O gel
foi corado com brometo de etidio (10 mg/mL) e a primeira coluna de cada um dos pentes do gel refere-se ao
padrdo de tamanho molecular 1 Kb DNA Ladder (Gibco BRL).

Estas sondas irdo entdo identificar alvos desconhecidos que serdo hibridizados, sejam eles DNA ou

RNA (179, 189).

A andlise das imagens obtidas (Figura 10.9) permitiu verificar que, dos 2.673 pontos que repre-
sentam ORFs de Xac, 2.365 pontos, (85,7% do total) apresentaram sinal de hibridiza¢do maior que
a emissdo de fundo. Esse resultado permite concluir que as laminas apresentam boa qualidade e que
o processo de hibridizacdo, assim como os reagentes e equipamentos empregados no mesmo, esta-
vam funcionando perfeitamente. No entanto, verifica-se que a marcagdo com o fluoréforo Cy5S™

ficou com qualidade inferior a marcacdo realizada com o fluor6foro Cy3™.

10.3 Anadlise da expressao génica de Xac em diferentes condi-
coes de cultivo

Inicialmente, estava previsto que as hibridiza¢des seriam executas automaticamente em um
equipamento que executa todos os processos, desde a hibridizacao, propriamente dita, até a seca-
gem da lamina, passando pelas lavagens necessdrias. No entanto, testes iniciais mostraram que
as laminas utilizadas, as quais sdo espelhadas (Amersham Biosciences), soltam parte do espelho
durante o processo automatizado, fato, este, que mancha a lamina, cobrindo importantes regides
da mesma ou gerando emissdo de fundo indesejdvel. Portanto, adotou-se realizar o processo de

hibridizacdo manualmente em cubas de vidro utilizadas para corac@o de laminas em geral.
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Figura 10.8: Perfil eletroforético de 2 uL do produto da PCR apds ser purificado. O gel foi corado com
brometo de etidio (10 mg/mL) e a primeira coluna de cada um dos pentes do gel refere-se ao padrdo de
tamanho molecular.

A Figura 10.10 mostra o resultado de uma das hibridiza¢Ges realizadas. Observa-se que existe
emissao de fundo indesejavel (background), mas sinais de hibridizacdo especifica da sonda com os

cDNAs marcados podem ser claramente observados.

A Tabela 10.9 apresenta todos os genes diferencialmente expressos em Xac obtidos nos cinco
experimentos realizados em triplicata: Xac multiplicada em meio XAM1 por 12 h, Xac multiplicada
em meio XAMI1 por 24 h, Xac multiplicada em folhas de laranjeiras por 24 h, Xac multiplicada em
folhas de laranjeiras por 72 h e Xac multiplicada em folhas de laranjeiras por 120 h. Verifica-
se que foram induzidos genes com similaridade a celulases (XAV0028), genes do sistema sensor
de dois componentes (XAC0225), genes de aviruléncia conhecidos (avrXacEl, E2 e E3), inibidor
de proteinase (XACO0347), vérios genes hpa, hrc e hrp (XAC0394, XAC0406, XAC0408), genes
kdp (XACO0758), receptores de colicina (XAC0999), receptores de ferro (XAC2185), trasnposase
(XAC2371), proteinas produtoras de goma (XAC2575), genes rpf (XAC1877), genes relacionados
a detoxificacao celular (XAC2843) e muitas proteinas hipotéticas. Dentre o grupo dos reprimidos
observa-se genes envolvidos na gliconeogénese (XAC0124), genes da biossintese de dcidos graxos
(XAC1129), de transporte (XAC2600), da degradacdo de lipidios (XAC1315), genes envolvidos
na respiracdo anaerdbica (XAC2700), proteinas regulatérias (XAC3443), degradacdo de proteinas
(XAC3627), genes previamente conhecidos como relacionados ao processo de patogenicidade e

viruléncia (XACb0015, XAC2620), bem como proteinas hipotéticas.
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10.3.1 Analise da expressao génica de Xac em meio de cultura XAM1

A expressao génica de Xac em meio de cultura XAMI1 apds 12 h de crescimento, comparada
a expressdo génica de Xac multiplicada em meio de cultura NA por igual periodo, apresentou 229
genes induzidos em XAMI e 162 reprimidos (Tabela 10.1). Dentre os genes induzidos, aqueles
pertencentes a categoria VIII.A (Proteinas hipotéticas conservadas) sdo os mais abundantes, cor-
respondendo a 18,34% do total, seguido pelos genes da categoria V.C (10,04%— Quimiotaxia e
mobilidade) (Figura 10.11). Do mesmo modo, a categoria VIII.A também € a mais abundante den-
tre os genes reprimidos, seguida pelas categorias VIII.B (Proteinas hipotéticas) e VIII.C (Proteina
hipotética conservada em Xanthomonas), representando 13,58%, 11,73% e 7,41%, respectivamente
(Figura 10.11). Das 104 categorias definidas para o genoma de Xac (Anexo A), 69 (66,3%) delas
estdo representadas por pelo menos um gene dentre o conjunto de genes diferencialmente expressos

nesta condicdo (Tabela 10.1).

Tabela 10.1: ORFs cuja expressdo foi induzida (i) ou reprimida (r) em Xac quando esta foi multiplicada
meio de cultura XAMI1 por 12 h, em comparagdo com o perfil de expressdo apresentado por esse mesmo
isolado quando multiplicado em meio de cultura NA por 12 h. As demais colunas referem-se aos demais
experimentos e indicam se a referida ORF também foi diferencialmente expressa naquele experimento e se
ela foi induzida ou reprimida. X12h = Xac multiplicada em meio de cultura XAMI1 por 12 h; X24h = Xac
multiplicada em meio de cultura XAMI1 por 24 h; P24h = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 24
h; P3 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 72 h; P5 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira
por 120 h; Cat = categoria (Anexo A); Nome = nome do gene, entre parénteses, quando houver, seguido do
provavel produto protéico

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XACO0575 arabinogalactan endo-1,4-beta- r LA.1
galactosidase

XAC3740 UDP-glucose 4-epimerase i i i i LLA2

XAC3862 (tcbD) chloromuconate cycloi- 1 1.A2
somerase

XAC4009 (argl) arginase 1 LLA2

XACI1138 (prpC) citrate synthase 2 r [LLA2

XACI1214 (gcvP) glycine decarboxylase r r r r LLA2

XACI1316 (mmsB)  3-hydroxyisobutirate r r r r LA2
dehydrogenase

XAC3890 (putA) bifunctional PutA protein r r r r r LA2

XAC4327 (uahA) urea amidolyase r LA2

XACI1313 (fadE9) acyl-CoA dehydroge- r r r LLA3
nase

XAC1314 (paaF) enoyl-CoA hydratase r r r r LLA3

XACI1315 enoyl-CoA hydratase r r r r r ILA3

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome

X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XACO0211 (gloA) lactoylglutathione lyase

XAC0923 (pntA) pyridine nucleotide
transhydrogenase subunit alpha

XAC2469 (gabD) succinate-semialdehyde
dehydrogenase

XAC3632 (gloA) lactoylglutathione lyase

XACO0124 (cbbFC) fructose-1,6-
bisphosphatase

XAC0256 (mls) malate synthase

XAC0491 (nudH) probable (di)nucleoside
polyphosphate hydrolase

XAC2759 (phoA) alkaline phosphatase

XAC1260 (cyoC) cytochrome O ubiquinol
oxidase subunit 11

XAC2455 (petC) ubiquinol cytochrome C
oxidoreductase, cytochrome C1
subunit

XAC2697 (nuoH) NADH-ubiquinone oxi-
doreductase NQOS subunit

XAC2983 quinol oxidase subunit I

XAC2336 (cydA) cytochrome D ubiquinol
oxidase subunit I

XAC2337 (cydB) cytochrome D ubiquinol
oxidase subunit II

XAC2486 formate dehydrogenase a chain

XAC2826 alcohol dehydrogenase

XAC0492 bacterioferritin-associated ferre-
doxin

XAC1160 oxidoreductase

XAC2062 (cycM) cytochrome C552

XAC2136 oxidoreductase

XAC2233 short chain dehydrogenase

XAC3477 (mocA) rhizopine catabolism
protein mocA

XAC3676 oxidoreductase

XAC4186 (ucpA) oxidoreductase

XAC3431 short chain dehydrogenase

XAC3575 (etfQO) flavoprotein-ubiquinone
oxidoreductase

XAC3344 fructose-bisphosphate aldolase

XAC1633 (gcd) glucose dehydrogenase

XAC1542 (fumC) fumarate hydratase

i
i

O S R e

R ST

—

i [.B.10
I.B.10

1 I.B.10

I.B.10
r r r 1.B.3

I.B.4
1 1 1 I.B.7

r r I.LB9
I.C.1

I.C.1

r 1.C.1

i I.C.1
r I.C.1

r r 1.C.1

1 1 I.C.2
I.C.2
I.C3

I.C3
I.C3
1 I.C3
I.C3
I.C3

i I1.C3

i I.C3

I.C3

r r r I1.C3

I.C4
1 1 I.C.5
I.C.7
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC1006 (mdh) malate dehydrogenase r r I.C.7
XAC2078 (sdhB) succinate dehydrogenase r r I.C.7
iron-sulfur protein

XAC3649 (atpD) ATP synthase beta chain r I.C.8

XAC3650 (atpG) ATP synthase gamma r r r I.C.8
chain

XAC3651 (atpA) ATP synthase alpha chain r r r I.C.8

XACO0730 two-component system regula- 1 I.D.1
tory protein

XAC2804 (baeS) two-component system i ILD.1
sensor protein

XAC0495 two-component system regula- r I.D.1
tory protein

XAC3993 two-component system regula- r ILD.1
tory protein

XAC4023 (phoP) two-component system r ILD.1
regulatory protein

XACO0333 (metR) regulador transcricional i I1L.D.2
metE/metH family

XAC1173 (uidR) regulador transcricional i 1 I1.D.2
uid family

XAC1655 regulador transcricional i i i i I.D.2

XAC1743 (csrA) carbon storage regulator i I.D.2

XAC1767 (gbpR) galactose-binding pro- 1 1 I.D.2
tein regulator

XAC2482 (rrpX) regulador transcricional 1 1 I.D.2

XAC3137 (exsB) regulador transcricional i IL.D.2

XAC3443 response regulator i r r r I.D.2

XAC3476 (ybhD) regulador transcricional 1 1 1 I.D.2

XAC3487 (cebR) regulador transcricional 1 1 I.D.2

XAC4359 sugar diacide regulator i ILD.2

XAC0266 regulador transcricional acrR fa- r r I.D.2
mily

XACO0581 regulador transcricional araC fa- r I.D.2
mily

XAC3689 (Irp) leucine responsive regula- r ILD.2
tory protein

XAC0610 protefna hibrida histidina qui- 1 i I.D.3
nase reguladora de resposta

XACI1669 proteina hibrida histidina qui- 1 1 D3
nase reguladora de resposta

XAC4127 (pknB) quinase serina/treonina 1 1 I.D.3

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC1345 sensor histidine kinase r I.D.3
XAC1319 (algU) RNA polymerase sigma- i I.D.4
H factor

XACI1380 (rpoE) RNA polymerase sigma i 1 ILD.4
factor

XAC1939 GGDEEF family protein i i I.D.4

XAC3824 (rpoH) RNA polymerase sigma- i i i i I.D.4
32 factor

XAC3429 (argD) acetylornithine amino- r ILA1
transferase

XAC0382 (aspH) aspartyl-asparaginyl r ILLA2
beta-hydroxylase

XAC0630 (aspC) aminotransferase r r r II.A.2

XAC1432 (dapE) succinyl- ILA2
diaminopimelate desuccinylase

XAC2547 (dapA) dihydrodipicolinate r r r r ILA.2
synthetase

XACI1000 (dhsl) family 1II 2-keto-3- i ILLAA4
deoxy-D-arabino-heptulosonate
7-phosphate synthase

XAC2716 (trpA) tryptophan synthase alpha 1 IILAA4
chain

XAC0480 (trpD) anthranilate synthase r r ILA4
component II

XAC1832 (hisH) amidotransferase i ILLAS

XAC3437 (adk) adenylate kinase 1 II.B.1

XAC1032 (purF)  amidophosphoribosyl- r r r II.B.1
transferase

XACO0861 (apaH) diadenosine te- 1 r r I1.B.4
traphosphatase

XAC2824 phosphodiesterase-nucleotide r r II.B.4
pyrophosphatase

XAC0388 (bioB) biotin synthase 1 II.D.1

XAC3830 (trxA) thioredoxin 1 II.D.10

XAC4072 (trxA) thioredoxin r II.D.10

XAC3114 (pqqG) pyrroloquinoline qui- i i 1 II.D.11
none biosynthesis protein G

XAC3116 (pqqC/D) PqqC/D protein i II.D.11

XAC3340 (cysG) siroheme synthase I.D.12

XAC2098 (syrE2) ATP-dependent serine II.D.15
activating enzyme

XAC2744 phytoene dehydrogenase i 1 1 II.D.17
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC1099 (moaD) molybdopterin- i r i i II.D.4
converting factor chain 1

XAC2023 (moeB) molybdopterin  bi- 1 II.D.4
osynthesis protein

XAC3792 (ribA) riboflavin biosynthesis i I.D.9
protein

XAC1964 (fabH) 3-oxoacyl-[ACP] i ILE
synthase

XAC2048 (phbC) poly (3-hydroxybutyric 1 ILE
acid) synthase

XAC2756 acyl-CoA thioester hydrolase i i ILE

XAC3625 (fabB) beta-ketoacyl-[ACP] i ILE
synthase |

XAC0263 (accC) biotin carboxylase r r r ILE

XAC1128 (acpP) acyl carrier protein r ILE

XACI1199 (dnaE2) DNA polymerase III IIL.A.1
alpha chain

XAC1740 (recA) RecA protein 1 III.A.3

XAC2297 (ihfB) integration host factor 1 II1I.A.3
beta subunit

XAC3016 (rebA) RebA protein i II.A.3

XAC3017 (rebB) RebB protein i i II1LA.3

XAC3551 (xerD) integrase-recombinase i 1 IIIL.A.3
XerD

XAC4336 (recB) exodeoxyribonuclease V. r III.A.3
beta chain

XAC1586 MutT-nudix family protein 1 i II.A4

XAC2030 (xthA2) exodeoxyribonuclease i II1I.A4
I

XAC3825 (ung) uracil-DNA glycosylase 1 II.A.4

XAC2281 RadC family protein r r II1.A.4

XAC4171 (xthAl) exodeoxyribonuclease r II.A4
I

XAC2084 (comA) competence protein r r III.A.5

XAC2900 (hsdM) type I restriction- r r IIL.A.5
modification  system  DNA
methylase

XACO0975 (rplB) 50S ribosomal protein L2 i II1.B.2

XAC0997 (rplQ) 50S ribosomal protein i 1 III.B.2
L17

XAC0968 (rpsG) 30S ribosomal protein S7 r II1.B.2
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC4158 (rpmG) 50S ribosomal protein r 111.B.2
L33
XAC2514 (queA) S- i 1I1.B.4
adenosylmethionine:tRNA
ribosyltransferase-isomerase
XAC2589 (pheT) phenylalanyl-tRNA i I11.B.4
synthetase beta chain
XAC3800 (fmt) 10- i i 1I1.B.4
Formyltetrahydrofolate:L-
methionyl-tRNA N-
formyltransferase
XACI1386 (metS) methionyl-tRNA synthe- r 111.B.4
tase
XAC0078 ATP-dependent RNA helicase r r r II1.B.5
XAC0244 pseudouridylate synthase r I1.B.5
XAC2687 (infB) protein chain initiation i II.C.1
factor IF-2
XACI1005 (ppiB) peptidyl-prolyl cis-trans r r r I.C.1
isomerase
XAC0669 (pre) tail-specific protease 1 II.C.3
XAC1736 (hfiX) GTP-binding protein 1 II.C.3
XAC2001 (clpA) ATP-dependent Clp pro- i II.C.3
tease subunit
XAC3195 (clpB) ATP-dependent Clp pro- 1 r II.C.3
tease subunit
XAC0249 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r r r I1.C.3
XAC2537 peptidase r I1.C.3
XAC3403 (pepQ) proline dipeptidase r II1.C.3
XAC3987 leucine aminopeptidase r r r II.C.3
XAC0425 (glgA) glycogen synthase 1 1 1 I1.D.1
XACI1887 (pdeA) c-di-GMP phosphodies- i 1 11.D.1
terase A
XAC3909 (dpml) dolichol-phosphate r II1.D.1
mannosyltransferase
XAC4099 (plsC) acyltransferase 1 1 1 I1.D.2
XAC3823 proteina hipotética conservada i 1 IV.A1
XAC3867 (yiaA) membrane protein i r i i IV.A1
XAC4028 (ankB) ankyrin-like protein i i i IV.A1
XAC0664 (dacC) penicillin-binding pro- r IV.AA.1
tein 6
XAC3912 (algC) phosphomannomutase r r IV.A1
XAC0999 (cirA) colicin I receptor 1 1 1 1 IVA.2
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC1425 (fasD) outer membrane usher i i IVA.2
protein FasD
XAC2802 (ttgF) outer membrane channel 1 r i IV.A2
protein
XAC1305 (wapA) wall-associated protein IV.A2
XAC0658 (mreD) rod shape-determining i IV.B
protein
XACO0779 (murG) UDP-N- i 1 1 1 IV.B
acetylglucosamine-N-
acetylmuramyl- (pentapeptide)
pyrophosphoryl-undecaprenol
XAC3141 (ompP6) outer membrane pro- r IV.B
tein P6 precursor
XACI1176 (srf)) glycosyl hydrolase 1 1 IvV.C
XACI1957 (rbfC) O-antigen biosynthesis 1 IV.C
protein
XAC1038 (gtrB) glycosyl transferase r IvV.C
XAC2965 (murA) UDP-N- r r r Iv.C
acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase
XAC2666 (pilX) PilX protein 1 1 IV.D
XAC3239 (pilB) pilus biogenesis protein i IV.D
XAC3240 (fimA) fimbrillin i r i i IV.D
XAC3241 (fimA) fimbrillin i r i i IV.D
XAC1968 response regulator 1 1 IX
XAC2670 alginate biosynthesis protein i r IX
XAC3826 response regulator protein i IX
XACO0170 sugar-phosphate isomerase r IX
XAC2570 (gumP) GumP protein r IX
XAC4221 hydrolase r IX
XAC0449 (yhiP) di-tripeptide transporter i VA1
XAC3157 (ycaD) transmembrane transport i i V.A.1
protein
XAC2468 (corA) magnesium and cobalt i 1 1 V.A4
transport protein
XAC2980 (mgtE) Mg++ transporter 1 1 V.A4
XAC3176 (fecA) citrate-dependent iron i VA4
transporter
XAC0254 (yjl094C) Na+/H+-exchanging r V.A4
protein
XAC1438 (brf) bacterioferritin r r r V.A4
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC4216 (tatC) sec-independent protein r V.A.6
translocase
XAC2066 (acrD) transport protein 1 1 V.A7
XAC2185 (fhuA) ferrichrome-iron receptor i i 1 V.A.7
XAC3198 (ssuA) nitrate transport protein 1 1 1 V.A7
XAC3530 (bfrC) iron receptor i V.A.7
XAC3759 (drrA) ABC transporter ATP- i i V.A.7
binding protein
XAC0074 (cirA) TonB-dependent receptor r 1 1 V.A.7
XAC0741 (yjjK) ABC transporter ATP- r r V.AT
binding protein
XACO0757 (kdpB) potassium-transporting r i V.A.7
ATPase B chain
XAC2600 (btuB) TonB-dependent receptor r r r r V.A.7
XAC2742 (btuB) TonB-dependent receptor r r r r V.A7
XAC3308 (mscL) large-conductance me- r r r V.A.7
chanosensitive channel
XAC4065 (yadG) ABC transporter ATP- r V.AT
binding protein
XAC4365 (ygjT) export protein r V.A.7
XAC1385 proteina hipotética conservada i i i V.B
XAC1934 (fleN) flagellar biosynthesis 1 i i i V.B
switch protein
XAC3906 (parB) chromosome partitioning 1 V.B
protein
XAC1004 (typA) GTP-binding elongation r V.B
factor protein
XAC1666 (tsr) chemotaxis protein i 1 V.C
XAC1897 (tsr) chemotaxis protein i i r V.C
XAC1900 (tsr) chemotaxis protein i i r V.C
XAC1932 (cheY) chemotaxis protein i i i i V.C
XAC1942 (fliQ) flagellar biosynthesis i i i i V.C
XAC1946 (fliN) flagellar protein i i i V.C
XAC1948 (fliL) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1950 (fli)) flagellar FliJ protein 1 1 1 1 V.C
XACI1951 (flil) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1953 (fliG) flagellar protein i i i i V.C
XAC1954 (fliF) flagellar protein i i i i V.C
XAC1955 (fliE) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1974 (fliD) flagellar protein 1 r 1 1 1 V.C
XAC1977 (figK) flagellar protein 1 1 1 V.C
XAC1979 (figl) flagellar protein i 1 1 V.C
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC1980 (figH) flagellar L-ring protein i i i V.C
XAC1983 (fig) flagellar biosynthesis i i i i V.C

hook protein
XACI1985 (figC) flagellar biosynthesis cell- 1 1 1 V.C
proximal portion of basal-body
rod
XAC1988 (flgA) flagellar protein i i V.C
XACI1989 (figM) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1996 (mcp) chemotaxis protein 1 1 V.C
XAC2865 (cheA) chemotaxis histidine pro- i V.C
tein kinase
XAC3693 (motA) chemotaxis protein i i V.C
XAC0888 (gfo) glucose-fructose oxidore- i V.D
ductase
XAC2652 (R) phage-related tail protein 1 1 1 1 VLA
XAC1068 (stf) phage-related tail protein r VLA
XAC2285 (orf84) phage-related protein r VLA
XAC2655 (J) phage-related baseplate as- r r VLA

sembly protein
XAC2660 (gpV) phage-related baseplate r VLA
assembly protein

XAC2238 (ccgAll) plasmid-related protein i i VI.B
XACb0030(trwB) TrwB protein r r r VI.B
XACDb0031(trwC) TrwC protein r r VI.B
XAC2663 transposase 1 1 VI.C
XACa0034(Tn5045 tnpA) Tn5045 transpo- r VI.C

sase
XACDb0062(ISxac3) ISxac3 transposase
XAC0093 ISxacl transposase
XAC0342 ISxac3 transposase
XAC1102 ISxac3 transposase
XAC1660 ISxac3 transposase r VI.C
XAC1916 ISxacl transposase r VI.C

r VI.C
r
r
r
r
r
XAC2371 1S1479 transposase r 1 1 VI.C
r
r
i
i
i
i
i

VI.C
r VI.C
r VI.C

XAC4323 ISxac3 transposase VI.C
XAC4328 ISxacl transposase VI.C
XACO0393 (hpaF) HpaF protein i VIL.B
XAC0396 (hpaB) HpaB protein i VIL.B
XACO0416 (hpal) Hpal protein i VIL.B
XAC1265 (hrpG) HrpG protein VIL.B
XAC1266 (hrpXct) HrpX protein 1 1 1 1 VIL.B
Continua na proxima pagina
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC2494 (yieO) drug resistance translo- i i i VIL.C
case
XAC1461 (gst) glutathione S-transferase r VII.C
XAC4161 (czcB) cation efflux system pro- r 1 VIL.C
tein
XAC4162 (czcC) cation efflux system pro- r r i VIL.C
tein
XAC0028 (egl) cellulase 1 1 i 1 1 VIL.D
XAC0612 (engXCA) cellulase i VIL.D
XAC1427 (pru) protein U 1 1 VILF
XAC3541 (xpsH) general secretion i VILH
pathway protein H
XACb0036(virB1) VirB1 protein r r VIL.H
XACb0059(vapC) virulence associated pro- r VILH
tein
XACb0060(vppA) virulence plasmid pro- r VIL.H
tein
XAC2614 (virB4) VirB4 protein r r r r VIL.H
XAC2616 (virB2) VirB2 protein r r r r VIL.H
XAC2617 (virBl) VirB1 protein r r r VIL.H
XAC2620 (virB9) VirB9 protein r r r T r VIL.H
XACO0132 proteina hipotética conservada i r i VIIL.A
XACO0145 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC0267 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC0268 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC0682 proteina hipotética conservada i VIILA
XACO0915 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC0926 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1161 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC1181 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC1240 proteina hipotética conservada i i r r VIILA
XAC1264 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1355 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1552 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC1629 proteina hipotética conservada 1 r 1 1 VIILA
XAC1706 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1824 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2007 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2113 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC2130 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC2152 proteina hipotética conservada 1 r VIILA
XAC2301 proteina hipotética conservada i VIILA
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF

Nome

X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC2319
XAC2407
XAC2443
XAC2654
XAC2657
XAC2755
XAC2768
XAC2828
XAC2879
XAC2901
XAC3049
XAC3333
XAC3401
XAC3408
XAC3865
XAC3948
XAC3982
XAC4021
XAC4039
XAC4059
XAC4122
XAC0035
XAC0196
XAC0453
XAC0691
XAC1036
XAC1761
XAC2011
XAC2434
XAC3073
XAC3140
XAC3301
XAC3714
XAC3743
XAC3840
XAC3841
XAC3843
XAC4119
XAC4131
XAC4181
XAC4253
XAC4278

proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada

i
i
1
1
1
i
i
1
1
1
i
i
1
1
1
i
i
1
1
1
1
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r
r

VIILA
VIIL.A

r VIIL.A
i VIIL.A
VIILA
i VIILA
VIILA

1 VIIL.A

1 VIIL.A
i i VIILA
VIILA
VIILA
VIIL.A
VIIL.A
VIIL.A
VIILA
VIILA
1 VIIL.A
VIIL.A

VIIL.A

VIILA

r VIILA
r VIIL.A

VIIL.A
VIIL.A
VIILA
VIILA
VIIL.A
VIIL.A
VIIL.A
VIILA
VIILA
VIILA
VIIL.A
VIIL.A
VIIL.A
VIILA
VIILA
r VIIL.A
VIIL.A

VIIL.A

VIILA
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC4324 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0392 proteina hipotética i i VIIL.B
XACO0527 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XACO0556 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC1153 proteina hipotética 1 VIII.B
XAC1452 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC1657 proteina hipotética i VIIL.B
XAC1898 proteina hipotética 1 1 r VIIL.B
XAC2245 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC3131 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC3285 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3337 proteina hipotética i i VIIL.B
XACDb0029proteina hipotética r VIIL.B
XACb0035proteina hipotética r r r VIIL.B
XACb0043proteina hipotética r VIIL.B
XACb0048proteina hipotética r VIIL.B
XAC0099 proteina hipotética r VIIL.B
XACO0149 proteina hipotética r VIIL.B
XACO0754 proteina hipotética r r r VIIL.B
XACO0796 proteina hipotética r VIIL.B
XAC1055 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC1502 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC1613 proteina hipotética r VIIL.B
XAC1923 proteina hipotética r VIIL.B
XAC2506 proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC2613 proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC2860 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3319 proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC3404 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC0095 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIIL.C
XACO0131 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XAC0822 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC1166 proteina hipotética conservada i r VIIIL.C
XAC1364 proteina hipotética conservada 1 1 VIIL.C
XAC1370 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC1382 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC1971 proteina hipotética conservada i i i i VIII.C
XAC1990 proteina hipotética conservada i i i VIIIL.C
XAC2445 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XAC?2485 proteina hipotética conservada 1 1 VIIL.C
XAC2710 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC2786 proteina hipotética conservada i i i i VIIIL.C

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.1 — continuac¢ido da pagina anterior
ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC2873 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC3085 proteina hipotética conservada i i i i i VIIIL.C
XAC3086 proteina hipotética conservada 1 1 VIIL.C
XAC3336 proteina hipotética conservada 1 VIIIL.C
XAC3441 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC3682 proteina hipotética conservada i i i VIIIL.C
XAC3752 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XACO111 proteina hipotética conservada r r VIII.C
XAC0547 proteina hipotética conservada r r VIII.C
XACO0810 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
XAC1396 proteina hipotética conservada r r r r r VIII.C

r

r

r

r

r

r

r

r

XAC1412 proteina hipotética conservada VIII.C
XAC1503 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC1694 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC1718 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC1914 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC2622 proteina hipotética conservada r r o r VIII.C
XAC2815 proteina hipotética conservada VIIL.C
XAC3501 proteina hipotética conservada VIIL.C

A expressao génica de Xac em meio de cultura XAMI1 apds 24 h de crescimento, comparada
a expressao génica de Xac multiplicada em meio de cultura NA por 12 h, apresentou 169 ORFs
induzidas e 229 reprimidas (Tabela 10.2). A maioria das ORFs induzidas pertence a categoria VIIL.A
(Proteinas hipotéticas conservadas), representando 22,0% do total. Do mesmo modo, a maioria das
ORFs reprimidas também pertence a esta classe. Das 104 categorias definidas para o genoma de
Xac, 68 (65,4%) possuem pelo menos um gene diferencialmente expresso nesta condicao (Figura
10.12). Um fato relevante esse experimento foi o inico em que a quantidade de genes induzidos foi

menor que a quantidade de genes reprimidos.
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Tabela 10.2: ORFs cuja expressdo foi induzida (i) ou reprimida (r) em Xac quando esta foi multiplicada
meio de cultura XAMI1 por 24 h, em comparagdo com o perfil de expressdo apresentado por esse mesmo
isolado quando multiplicado em meio de cultura NA por 12 h. As demais colunas referem-se aos demais
experimentos e indicam se a referida ORF também foi diferencialmente expressa naquele experimento e se
ela foi induzida ou reprimida. X12h = Xac multiplicada em meio de cultura XAM1 por 12 h; X24h = Xac
multiplicada em meio de cultura XAM1 por 24 h; P24h = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 24
h; P3 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 72 h; PS5 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira
por 120 h; Cat = categoria (Anexo A); Nome = nome do gene, entre parénteses, quando houver, seguido do
provével produto protéico

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC2599 (aglA) alpha-glucosidase r LA
XAC3312 glycosyl hydrolase r LA
XAC4250 beta-galactosidase i LA.1
XACO0370 (catD)  b-ketoadipate  enol- r LA2
lactone hydrolase

XAC1636 (hutG) formylglutamate ami- r 1 LA2
dohydrolase

XACI1792 (phoX) alkaline phosphatase r LLA2

XAC2516 L-lysine 6-aminotransferase r r LLA2

XAC3080 (rbsK) ribokinase r LLA2

XAC3890 (putA) bifunctional PutA protein r r r r r LLA2

XAC4157 (idW) 4-oxalomesaconate hy- i 1.A2
dratase

XAC1314 (paaF) enoyl-CoA hydratase r r r r LLA3

XACI1315 enoyl-CoA hydratase r r r r r LLA3

XACI1850 (hadH2)  3-hydroxyacyl-CoA r LLA3
dehydrogenase type 11

XAC1853 enoyl-CoA hydratase 1 [LA3

XAC0948 (ipk) 4-diphosphocytidyl-2-C- r LLB.10
methyl-D-erythritol kinase

XAC2469 (gabD) succinate-semialdehyde 1 1 1 I.LB.10
dehydrogenase

XAC3060 (gcvH) glycine cleavage H pro- r I.B.10
tein

XAC0256 (mls) malate synthase i i I.LB4

XAC3372 (tktA) transketolase 1 1 I.B.6

XAC4369 (phoC) phosphatase precursor 1 I.B.9

XAC2336 (cydA) cytochrome D ubiquinol r r r I.C.1
oxidase subunit I

XAC2337 (cydB) cytochrome D ubiquinol r r r r I.C.1
oxidase subunit II

XAC2456 (petB) ubiquinol cytochrome C r I.C.1
oxidoreductase, cytochrome B
subunit
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Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC2700 (nuoE) NADH-ubiquinone oxi- T T T T I.C.1
doreductase NQO?2 subunit

XAC3884 (cox3) cytochrome C oxidase su- r r 1 r I1.C.1
bunit II1

XACO0133 (IctD) L-lactate dehydrogenase i 1 I.C.2

XACO0201 (adh) alcohol dehydrogenase i r I.C.2

XAC2826 alcohol dehydrogenase i i I.C.2

XAC0288 (mocA) oxidoreductase 1 I1.C3

XAC0440 oxidoreductase r I.C3

XAC0539 oxidoreductase 1 I.C3

XAC2136 oxidoreductase i r i I.C3

XAC2708 dehydrogenase i I.C3

XAC2893 (yagR) oxidoreductase r I.C.3

XAC4156 (fldA) FIdA protein i I.C3

XAC4199 polyvinylalcohol dehydrogenase 1 1 1 I.C3

XAC1633 (gcd) glucose dehydrogenase i i i i L.C.5

XAC2078 (sdhB) succinate dehydrogenase r r r 1.C.7
iron-sulfur protein

XAC3653 (atpF) ATP synthase B chain 1 I.C.8

XAC3654 (atpE) ATP synthase C chain 1 I.C.8

XAC0225 two-component system sensor i i ILD.1
protein

XAC0326 (smeS) two-component system r I.D.1
sensor protein

XACO0730 two-component system regula- 1 1 ILD.1
tory protein

XACI1282 two-component system sensor r LD.1
protein

XAC2055 two-component system regula- r I.D.1
tory protein

XAC2493 two-component system regula- r LD.1
tory protein

XAC3249 (colS) two-component system i L.D.1
sensor protein

XAC3993 two-component system regula- r 1 I.D.1
tory protein

XACO0330 (cmfA) conditioned medium r i 1 1 IL.D.2
factor

XACI1196 (lexA) LexA repressor i IL.D.2

XACI1269 (rsbR) positive regulator of r r 1 ILD.2
sigma-B

XAC1499 regulador transcricional r ILD.2
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Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XACI1529 (oxyR) hydrogen peroxide- i I.D.2
inducible genes activator

XACI1819 (tspO) tryptophan-rich sensory r ILD.2
protein

XAC2454 (sspA) stringent starvation pro- r I.D.2
tein A

XAC3274 (cheY) single-domain response r I.D.2
regulator

XAC3443 response regulator 1 r r r r ILD.2

XAC3929 (gInB) nitrogen regulatory pro- 1 I.D.2
tein P-II

XAC1074 sensor histidine kinase r I.D.3

XAC1075 sensor histidine kinase r I.D.3

XAC1912 quinase serina/treonina r r r I.D.3

XAC2555 (fixL) sensor histidine kinase i I.D.3

XAC1938 GGDEF family protein r 1 I.D.4

XAC0033 (gltB) glutamate synthase alpha i IL.A.1
subunit

XAC2352 (argF) ornithine carbamoyltrans- 1 ILA1
ferase

XAC1820 (metL) aspartokinase r ILLA.2

XAC2547 (dapA) dihydrodipicolinate r r r r r IILA.2
synthetase

XAC2723 (asd) aspartate semialdehyde 1 ILA2
dehydrogenase

XAC3181 (lysA) diaminopimelate decar- i ILLA2
boxylase

XAC0477 threonine aldolase i II.A3

XACO0743 (glyA) serine hydroxymethyl- 1 ILA3
transferase

XAC1648 (serC) phosphoserine amino- 1 ILA3
transferase

XAC3628 (cysM) cysteine synthase r II.A.3

XAC0480 (trpD) anthranilate synthase r 1 r ILA4
component IT

XAC0481 (trpC) indole-3-glycerol i IL.A4
phosphate synthase

XAC3010 (aroK) shikimate kinase r r A4

XAC0470 (purC) i II.B.1

phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamide synthase
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Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior
ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC1032 (purF)  amidophosphoribosyl- r r r r IL.B.1
transferase

XAC0548 (GNL) gluconolactonase precur- r 1 1 II.C
sor

XAC3116 (pqqC/D) PqqC/D protein 1 1 1 II.D.11

XAC4102 hydroxylase r r r II.D.17

XAC1099 (moaD) molybdopterin- i r i i I.D4
converting factor chain 1

XAC3521 (pncB) nicotinate phosphori- 1 IL.D.7
bosyltransferase

XAC0263 (accC) biotin carboxylase r r r r r ILE

XAC2212 (topB) DNA topoisomerase III r IIL.A.1

XAC3107 (yoaA) ATP-dependent helicase 1 III.A.1

XAC3058 histone H1 r II.A.2

XAC2103 DNA recombinase r II.A.3

XAC2405 (mutll) DNA mismatch repair r II.A 4
protein MutL.

XAC2410 (xseA) exodeoxyribonuclease r II1.A.4
VII large subunit

XAC2084 (comA) competence protein r r r II1.A.5

XAC2639 DNA-metiltransferase sitio es- r I.A.S
pecificac

XAC0986 (rpsH) 30S ribosomal protein S8 i II1.B.2

XAC2413 (rnD) ribonuclease D r r 1 II1.B.4

XAC2685 (truB) tRNA  pseudouridine i II1.B.4
synthase B

XAC3800 (fmt) 10- i i 111.B.4
Formyltetrahydrofolate:L-
methionyl-tRNA N-
formyltransferase

XAC4373 (rnpA) ribonuclease P, protein 1 I11.B.4
component

XAC1783 (pcnB) polynucleotide adenyl- r II1.B.5
transferase

XAC2734 (greB) transcription elongation r II1.B.5
factor and transcript cleavage

XAC0900 (pms) peptide methionine sulfo- r 1.C.1
xide reductase

XAC1091 protein phosphatase r 1 I.C.1

XAC1255 (IspA) lipoprotein signal pepti- r I.C.1
dase

XAC1426 (ecpD) pili assembly chaperone r i I1.C.2

Continua na proxima pagina




10.3 Andlise da expressdo génica de Xac em diferentes condicdes de cultivo 110
Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior
ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC0023 (ctp) carboxyl-terminal protease i r I1.C.3

XAC0609 zinc protease i II1.C.3

XAC2541 peptidase r r II.C.3

XAC2984 peptidase r II.C.3

XAC3309 aminopeptidase 1 I1.C.3

XAC3371 proline imino-peptidase r I1.C.3

XAC3514 serine protease r r I1.C.3

XAC3545 protease r r II1.C.3

XAC3547 serine protease r 1 1 II.C.3

XAC1780 (amiC)  N-acetylmuramoyl-L- 1 I1.D.1
alanine amidase

XAC2596 (cgt) cyclomaltodextrin glucano- r r r II1.D.1
transferase

XAC3092 (aspQG) asparaginase r r I.D.1

XACO0375 lipase 1 I1.D.2

XAC1463 phospholipase i 11.D.2

XAC2393 carboxylesterase i II1.D.2

XACO0070 ankyrin-like protein 1 IV.A.1

XAC2748 integral membrane protein r IV.A1

XAC3584 (rmlA) glucose-1-phosphate thy- 1 IV.A1
midylyltransferase

XAC3867 (yiaA) membrane protein i r i i IV.A1

XAC0999 (cirA) colicin I receptor i i 1 i IVA.2

XACI1113 (slp) outer membrane protein Slp r IV.A2

XAC1425 (fasD) outer membrane usher i i IV.A2
protein FasD

XAC2802 (ttgF) outer membrane channel i T i IVA.2
protein

XAC3354 (ompW) outer membrane pro- r IV.A2
tein W

XACO0187 (hipA) HipA protein r r IV.B

XAC0421 (mdoB) phosphoglycerol trans- i IV.B
ferase I

XAC1691 aminotransferase 1 IV.B

XAC0047 galactosyltransferase 1 IvV.C

XACI1176 (srf)) glycosyl hydrolase 1 1 IV.C

XAC3585 (rmlB)  dTDP-glucose  4,6- i Iv.C
dehydratase

XAC1133 (pilZ) type IV fimbriae assembly r IV.D
protein

XAC2924 (pilT) twitching motility protein r IV.D

XAC3240 (fimA) fimbrillin i r 1 i IV.D
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Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC3241 (fimA) fimbrillin i r i i IV.D
XAC0064 acetyltransferase r IX
XACO0065 microcystin dependent protein r r IX
XAC0067 (mdpB) microcystin dependent r IX
protein

XAC0554 nitroreductase i IX

XAC0572 (icfG) IcfG protein r i IX

XAC2572 (gumN) GumN protein 1 IX

XAC3110 glycosyltransferase 1 IX

XAC3428 hydrolase r IX

XAC3921 (ugt) glucosyltransferase i i IX

XAC4371 polysaccharide deacetylase i IX

XAC3157 (ycaD) transmembrane transport 1 1 V.A.1
protein

XAC4255 (exuT) hexuranate transporter 1 V.A.3

XAC1438 (brf) bacterioferritin r T r V.A4

XAC2468 (corA) magnesium and cobalt i i V.A4
transport protein

XAC3148 (kup) potassium uptake protein 1 V.A4

XAC3207 (bfeA) ferric enterobactin recep- r r V.A4
tor

XAC3370 (fhuE) outer membrane receptor 1 r VA4
for ferric iron uptake

XAC4053 (natB) ABC transporter sodium 1 V.A4
permease

XAC2324 (cycW) ABC transporter heme r V.A.6
permease

XAC0558 (mxcB) iron utilization protein 1 V.A.7

XAC0829 ABC transporter substrate bin- 1 V.A7
ding protein

XACI1310 (btuB) TonB-dependent receptor 1 1 V.A.7

XAC1459 (msbA) ABC transporter ATP- i V.A.7
binding protein

XAC2193 (cirA) TonB-dependent receptor 1 V.A.7

XAC2234 (cynX) MFS transporter r V.A.7

XAC2520 (cirA) TonB-dependent receptor r V.A.7

XAC2531 (btuB) TonB-dependent receptor r V.A.7

XAC2742 (btuB) TonB-dependent receptor r r r V.A.7

XAC2836 MFS transporter r V.A7

XAC3006 potassium channel related pro- 1 V.A7
tein

XAC3071 (iroN) TonB-dependent receptor r r V.A.7

Continua na proxima pagina




10.3 Andlise da expressdo génica de Xac em diferentes condicdes de cultivo 112

Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior
ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC3179 (yceE) transport protein 1 1 V.A7
XAC3201 (fyuA) TonB-dependent receptor i V.A.7
XAC3529 (bfrC) iron receptor i V.A.7
XAC3560 (btuB) TonB-dependent receptor r r r V.A7
XAC3759 (drrA) ABC transporter ATP- i i V.A.7
binding protein
XAC4048 (iroN) TonB-dependent receptor r V.A.7
XACO0783 (ftsA) cell division protein 1 V.B
XAC2552 (ftsY) cell division protein 1 V.B
XAC1893 (tsr) chemotaxis protein 1 i V.C
XAC1974 (fliD) flagellar protein i r i i i V.C
XAC1063 (p13) phage-related lysozyme r r VLA
XAC2214 (ea31) phage-related protein r VLA
XAC2628 (int) phage-related integrase r VLA
XAC2647 (X) phage-related tail protein r VLA
XAC2904 (int) integrase/recombinase r VLA
XACb0031(trwC) TrwC protein r r VI.B
XAC2422 (kfrA) plasmid-related protein r 1 VI.B
XAC2433 (parA) resolvase r r VI.B
XAC2435 (yacA) plasmid-related protein 1 VI.B
XAC2440 (mobB) plasmid mobilization r VI.B
protein

XACa0005(ISxac2) ISxac?2 transposase r r VI.C
XACa0010ISxac3 transposase r VI.C
XAC0091 ISxac3 transposase r VI.C
XAC1660 ISxac3 transposase r r VI.C
XAC2131 ISxac3 transposase r VI.C
XAC2431 (tnp) transposase i i VI.C
XAC2508 transposase r VI.C
XAC2604 ISxac4 transposase r VI.C
XAC2634 1Sxac3 transposase r VI.C
XAC2663 transposase i i VI.C
XAC3233 transposase r VI.C
XAC3247 ISxac3 transposase r VI.C
XAC3248 ISxac3 transposase r VI.C
XAC3932 integrase/recombinase r r r VI.C
XAC3224 (avrXacE2) avirulence protein 1 i 1 1 VILA
XAC0408 (hrpB2) HrpB2 protein i i i i VIL.B
XACO0416 (hpal) Hpal protein 1 1 1 1 1 VIL.B
XAC1266 (hrpXct) HrpX protein 1 1 1 1 1 VIL.B
XAC1994 HrpX related protein r VIL.B
XAC0210 (sodC2) superoxide dismutase 1 VII.C
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Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0641 multidrug resistance  efflux r VIL.C
pump
XACO0866 (ostA) organic solvent tolerance 1 VII.C
precursor
XAC1437 (acyll) penicillin acylase II r VII.C
XAC1439 (tpmT) thiopurine methyltrans- i r VII.C
ferase
XAC2121 (mdmC) O-methyltransferase r VII.C
XAC2494 (yieO) drug resistance translo- 1 1 1 VIL.C
case
XAC2498 (acrA) multidrug resistance pro- r VIL.C
tein
XAC2499 (acrB) multidrug efflux transpor- r 1 VII.C
ter
XAC2806 beta-lactamase 1 VIL.C
XAC3362 TonB-like protein i VII.C
XAC3848 (mtrC) membrane fusion protein 1 r r VII.C
precursor
XAC4005 beta-lactamase related protein 1 VII.C
XAC4008 (ecnA) entericidin A r i VII.C
XAC4162 (czcC) cation efflux system pro- r r 1 VIL.C
tein
XAC0028 (egl) cellulase i 1 i 1 i VIIL.D
XAC0029 (egl) cellulase 1 1 VIL.D
XAC2522 (egl2) cellulase r VIL.D
XAC3579 (xanA) phosphoglucomutase i VILE
XAC0389 (comF) competence protein F i VILF
XAC2151 (yapH) YapH protein r VILF
XAC1337 (scoF) cold shock protein r i 1 VIL.G
XAC1495 (xrvA) virulence regulator r VILH
XAC1874 (rpfD) regulatory protein r VIL.H
XAC1877 (rpfG) response regulator r 1 i i VIL.H
XAC1878 (rpfC) RpfC protein r i i i VIL.H
XAC1880 (rpfB) RpfB protein r r VILH
XAC1882 (rpfA) aconitase r r VIL.H
XAC2513 (tgt) queuine tRNA- r r VIL.H
ribosyltransferase
XAC2616 (virB2) VirB2 protein r r T VIL.H
XAC2620 (virB9) VirB9 protein r r r r VILH
XACDb0023proteina hipotética conservada r r VIILA
XACO0017 proteina hipotética conservada 1 r VIILA
XACO0085 proteina hipotética conservada r VIILA
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Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior
ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACO0132 proteina hipotética conservada i r i VIILA
XAC0268 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC0289 proteina hipotética conservada r VIILA
XACO0341 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0420 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC0424 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0453 proteina hipotética conservada r r r r r VIILA
XAC0464 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0623 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC0625 proteina hipotética conservada i 1 VIILA
XACO0739 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC0766 RNA subunit of RNase P r VIILA
XACO0792 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XACO0814 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC0904 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1003 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1008 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC1047 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1088 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1093 proteina hipotética conservada r 1 VIIL.A
XAC1120 proteina hipotética conservada r VIILA
XACI1201 proteina hipotética conservada i VIIL.A
XAC1240 proteina hipotética conservada i i r r VIILA
XAC1328 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1376 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1401 proteina hipotética conservada i VIIL.A
XAC1464 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1605 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1607 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1629 proteina hipotética conservada 1 r 1 1 VIILA
XAC1644 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1752 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1884 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2000 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2011 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC2026 proteina hipotética conservada r 1 1 VIILA
XAC2052 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2152 proteina hipotética conservada i r VIILA
XAC2155 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2227 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2239 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC2316 proteina hipotética conservada i VIILA
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Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC2392 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2407 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC?2415 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2434 proteina hipotética conservada r r r r VIILA
XAC2443 proteina hipotética conservada i r VIILA
XAC2557 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2755 proteina hipotética conservada i i i VIILA
XAC2796 proteina hipotética conservada 1 r VIILA
XAC2879 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC2903 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2969 proteina hipotética conservada i r r VIILA
XAC3032 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC3034 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3049 proteina hipotética conservada 1 r VIILA
XAC3089 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3119 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC3155 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC3178 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3206 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC3244 proteina hipotética conservada r VIIL.A
XAC3314 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC3408 proteina hipotética conservada i r i i VIILA
XAC3618 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC3707 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3720 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3726 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3802 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC3816 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3840 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC3846 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC3865 proteina hipotética conservada i r i 1 VIILA
XAC3948 proteina hipotética conservada i r VIILA
XAC4021 proteina hipotética conservada i i i VIIL.A
XAC4077 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC4219 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC4329 proteina hipotética conservada r VIILA
XACa001 1proteina hipotética r VIIL.B
XACa0012proteina hipotética r VIIL.B
XACDb0O003proteina hipotética r VIIL.B
XACDb0025proteina hipotética r r r VIIL.B
XACb0035proteina hipotética r r VIIL.B
XAC0040 proteina hipotética i VIIL.B
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Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0045 proteina hipotética i VIIL.B
XAC0048 proteina hipotética i r VIIL.B
XACO0167 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC0392 proteina hipotética 1 r 1 VIIL.B
XACO0500 proteina hipotética i i i VIIL.B
XAC0616 proteina hipotética i i VIIL.B
XACO0617 proteina hipotética i i VIIL.B
XACQO754 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XAC1062 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC1613 proteina hipotética r i VIIL.B
XAC1657 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC2143 proteina hipotética r i VIIL.B
XAC2264 proteina hipotética r VIIL.B
XAC2268 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC2272 proteina hipotética r VIIL.B
XAC2421 proteina hipotética r VIIL.B
XAC2610 proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC2613 proteina hipotética r r r r r VIIL.B
XAC2787 proteina hipotética 1 1 1 1 VIIL.B
XAC2863 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC3020 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3131 proteina hipotética i i i VIIL.B
XAC3231 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3262 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3264 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3276 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3369 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3557 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3723 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3962 proteina hipotética r VIIL.B
XAC4045 proteina hipotética r VIII.B
XAC4071 proteina hipotética i VIIL.B
XAC4261 proteina hipotética r VIIL.B
XAC4334 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC0095 proteina hipotética conservada 1 r 1 1 1 VIIIL.C
XACO0190 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
XACO0275 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC0285 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XACO0547 proteina hipotética conservada r r VIIL.C
XAC0646 proteina hipotética conservada 1 VIIL.C
XACI1119 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC1381 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C

Continua na proxima pagina




10.3 Andlise da expressdo génica de Xac em diferentes condicdes de cultivo

117

Tabela 10.2 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC1396 proteina hipotética conservada r r r r r VIIIL.C
XAC1487 proteina hipotética conservada r i VIII.C
XAC1701 proteina hipotética conservada r VIIL.C
XACI1915 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC1972 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
XAC2057 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
XAC2170 proteina hipotética conservada r i i VIII.C
XAC2485 proteina hipotética conservada 1 r 1 VIIL.C
XAC2490 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC2559 proteina hipotética conservada r 1 VIIIL.C
XAC3085 proteina hipotética conservada i i i i i VIIIL.C
XAC3446 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
XAC3665 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC3724 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC3732 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC3734 proteina hipotética conservada r i VIIIL.C
XAC3866 proteina hipotética conservada r i VIIIL.C
XAC3957 proteina hipotética conservada r VIIL.C
XAC4035 proteina hipotética conservada 1 VIIL.C
XAC4200 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XAC4260 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
XAC4279 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC4294 proteina hipotética conservada r VIILI.C
XAC4304 proteina hipotética conservada 1 1 VIIIL.C

10.3.2 Analise da expressao génica de Xac cultivada em folhas de laranjeira
por 24 horas

Neste experimento foram detectados 251 genes induzidos e 136 genes reprimidos (Tabela 10.3).
Das 104 categorias definidas para Xac, 68 delas estdo representadas por estes genes. Grande parte
dos genes induzidos pertencem as categorias VIIL.A. (15,5% — Proteinas hipotéticas conservadas),
V.C (12,8% — Quimiotaxia e mobilidade) e VIII.C (10,8% — Proteina hipotética conservada em
Xantomonas), enquanto que as categorias com mais representantes dentre os reprimidos sdao VIIL.A
(11,8%), VIL.H (8,1% — Patogenicidade, viruléncia e adaptacdo: Outras) e VIII.B (6,6% — Proteinas
hipotéticas) (Tabela 10.3).
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As categorias 1.B.10, 1.B.12, I.B.7, 1.C.2, I.C.5, 1.D.3, 1I.C, IL.D.17, I1.D .4, IL.D.6, 11.D.8,
III.A.3, 1II.B.2, 1IL.B.3, IIL.B.5, III.C.2, II1.D.1, III.D.2, IV.A.1, IV.A.2, IV.D, V.A.1, V.B, V.C,
VLA, VIL.D e VILE estdo representadas somente dentre os genes induzidos. Essas categorias pos-
suem genes responsdveis pelas seguintes funcdes celulares: as categorias [.B, 1.C e I.D compdem
os genes que fazem parte do metabolismo intermedidrio; II.C e II.D participam da biosintese de
pequenas moléculas; III.A, III.B, III.C e III.D participam do metabolismo de macromoléculas; os
genes da categoria IV.A sdo componentes de membramas; a categoria IV.D agrupa os genes res-
ponsdveis pela estrutura da superficie celular; as categorias V.A, V.B e V.C participam de processos
celulares, como transporte, quimiotaxia e motilidade; a categoria VI.A compde os genes relaciona-
dos a fungdes de fago, elementos genéticos moveis; e as categorias VIL.D e VILE agrupa os genes
relacionados a viruléncia, patogenicidade e adaptagdo, sendo que a VIL.D possui os genes respon-
saveis pela degradacdo de parede celular do hospedeiro e a categoria VIL.E os responsaveis pelos

exopolissacarideos relacionados a patogenicidade, viruléncia e adaptagao.

Ja as categorias [.B.3 (Gliconeogénese), [.B.9 (Metabolismo intermedidrio de compostos a base
de fésforo), I.C.1 (Respiragdo aerdbica), I.C.4 (Glicdlise), I.C.7 (ciclo do TCA), I.C.8 (Forca mo-
tiva da interconversdao Proton-ATP), I1.D.12 (Biossintese de grupos heme e de porfirinas), II.E (Bi-
ossintese de 4cidos graxos e de 4cido fosfatidico) e VILF (Viruléncia, patogenicidade e adaptacao,

proteinas de superficie) estdo representadas somente no grupo de genes reprimidos (Figura 10.13).

Tabela 10.3: ORFs cuja expressdo foi induzida (i) ou reprimida (r) em Xac quando esta foi multiplicada
folhas de laranjeira por 24 h, em comparacao com o perfil de expressdo apresentado por esse mesmo isolado
quando multiplicado em meio de cultura NA por 12 h. As demais colunas referem-se aos demais experi-
mentos e indicam se a referida ORF também foi diferencialmente expressa naquele experimento e, ainda, se
ela foi induzida ou reprimida. X12h = Xac multiplicada em meio de cultura XAMI1 por 12 h; X24h = Xac
multiplicada em meio de cultura XAM1 por 24 h; P24h = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 24
h; P3 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 72 h; P5 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira
por 120 h; Cat = categoria (Anexo A); Nome = nome do gene, entre parénteses, quando houver, seguido do
provavel produto protéico

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACO0165 xylosidase i 1 LA.1
XAC1796 mannan endo-1,4-beta- 1 LA.1

mannosidase
XAC3084 (bga) beta-galactosidase r LA.1
XAC4058 (xynB) beta-xylosidase 1 LAl
XACO0818 (rbsK) ribokinase i 1 LA2
XAC0846 (msuC) FMNH2-dependent mo- r LA2

nooxygenase

Continua na préxima pagina
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACI1138 (prpC) citrate synthase 2 r r LLA2
XAC1214 (gcvP) glycine decarboxylase r r r r LA2
XAC1316 (mmsB) 3-hydroxyisobutirate r r r r LA2
dehydrogenase

XACI1776 (xylA) xylose isomerase r LLA2

XAC2365 (eutA) ethanolamine ammonia- i LA2
lyase large subunit

XAC2516 L-lysine 6-aminotransferase r r LLA2

XAC3740 UDP-glucose 4-epimerase 1 1 1 1 LA2

XAC3890 (putA) bifunctional PutA protein r r r r r LA2

XACI1313 (fadE9) acyl-CoA dehydroge- r LLA3
nase

XAC1315 enoyl-CoA hydratase r r r r r LLA3

XAC2563 acyl-CoA dehydrogenase 1 1 1 ILA3

XAC2565 (dxs) deoxyxylulose-5- 1 I.B.10
phosphate synthase

XAC3632 (gloA) lactoylglutathione lyase i I.B.10.

XAC3329 (cysD) ATP sulfurylase small su- 1 I.LB.12
bunit

XAC0124 (cbbFC) fructose-1,6- r r r r ILB.3
bisphosphatase

XAC0491 (nudH) probable (di)nucleoside i i i i I.B.7
polyphosphate hydrolase

XAC2759 (phoA) alkaline phosphatase r r r I.B.9

XAC2337 (cydB) cytochrome D ubiquinol r r r r I.C.1
oxidase subunit 11

XAC2693 (nuolL) NADH-ubiquinone oxi- T r I.C.1
doreductase NQO12 subunit

XAC2694 (nuoK) NADH-ubiquinone oxi- r I1.C.1
doreductase NQO11 subunit

XAC2697 (nuoH) NADH-ubiquinone oxi- i r I.C.1
doreductase NQOS8 subunit

XAC2700 (nuoE) NADH-ubiquinone oxi- r T r r I.C.1
doreductase NQO2 subunit

XAC2701 (nuoD) NADH-ubiquinone oxi- r I.C.1
doreductase NQO4 subunit

XAC3884 (cox3) cytochrome C oxidase su- r r 1 r I.C.1
bunit III

XAC0652 (adhC) alcohol dehydrogenase 1 1 I.C.2
class III

XAC2486 formate dehydrogenase a chain 1 1 1 I.C.2
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC0334 (sflA) NADH-dependent FMN r r I.C.3
reductase

XAC1684 (cycA) cytochrome C2 1 1 I.C3

XAC3575 (etfQO) flavoprotein-ubiquinone r r r r I.C3
oxidoreductase

XAC3587 (etfA) electron transfer flavopro- r r I.C.3
tein alpha subunit

XAC4199 polyvinylalcohol dehydrogenase 1 1 1 I.C3

XAC3352 (gapA) glyceraldehyde-3- r I.C4
phosphate dehydrogenase

XAC1633 (gcd) glucose dehydrogenase i i i i I.C.5

XAC3212 (gcd) glucose dehydrogenase i i i I.C5

XAC0443 (pdhB) dihydrolipoamide acyl- r I.C.6
transferase

XAC3659 (IpdA) dihydrolipoamide dehy- 1 I.C.6
drogenase

XAC1006 (mdh) malate dehydrogenase r r I.C.7

XAC1534 (sucB) dihydrolipoamide S- r I.C.7
succinyltransferase

XAC1885 (acnB) aconitate hydratase 2 r I.C.7

XAC2076 (sdhD) succinate dehydrogenase r 1.C.7
membrane anchor subunit

XAC2078 (sdhB) succinate dehydrogenase r r r I.C.7
iron-sulfur protein

XAC3388 (gltA) citrate synthase r I.C.7

XAC3649 (atpD) ATP synthase beta chain r I.C.8

XAC3650 (atpG) ATP synthase gamma r r I.C.8
chain

XAC3651 (atpA) ATP synthase alpha chain r r r I.C.8

XAC0225 two-component system sensor 1 1 ILD.1
protein

XACO0834 (colR) two-component system r IL.D.1
regulatory protein

XAC3135 (exsF) two-component system 1 I.D.1
regulatory protein

XACO0312 regulador transcricional lysR fa- r I.D.2
mily

XACO0330 (cmfA) conditioned medium r i 1 i I.D.2
factor

XACO0671 regulador transcricional 1 1 I.D.2

XAC0880 (pcaQ) regulador transcricional r ILD.2

XACO0917 regulador transcricional i i i ILD.2
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior
ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC0931 regulador transcricional i I.D.2

XAC1269 (rsbR) positive regulator of r r i I.D.2
sigma-B

XACI1271 (rsbT) sigma-B negative effector 1 1 1 ILD.2

XAC1480 regulador transcricional i 1 ILD.2

XAC1655 regulador transcricional i i i i I.D.2

XAC2166 regulador transcricional i i i I.D.2

XAC2482 (rrpX) regulador transcricional 1 i IL.D.2

XAC3443 response regulator 1 r r r r ILD.2

XAC0610 proteina hibrida histidina qui- 1 1 I.D.3
nase reguladora de resposta

XAC4127 (pknB) quinase serina/treonina i 1 I.D.3

XACO0550 (gInE) glutamine synthetase 1 IL.LD.4
adenylyltransferase

XACI1380 (rpoE) RNA polymerase sigma i 1 I.D.4
factor

XAC1938 GGDEF family protein r 1 I.D.4

XAC1939 GGDEF family protein 1 1 IL.LD.4

XAC2972 (rpoN) RNA polymerase sigma- r IL.D.4
54 factor

XAC2973 sigma-54 modulation protein r I.D.4

XAC3824 (rpoH) RNA polymerase sigma- i i i i I.D.4
32 factor

XAC0630 (aspC) aminotransferase r r I1.A.2

XAC2547 (dapA) dihydrodipicolinate r r r ILLA2
synthetase

XAC3039 (metB) cystathionine gamma- i i ILLA2
synthase

XAC3647 (pheA) chorismate mutase i 1 1 ILLAA4

XAC2824 phosphodiesterase-nucleotide r r II.B.4
pyrophosphatase

XAC0548 (GNL) gluconolactonase precur- r i i II.C
sor

XAC2762 (ispA) geranyltranstransferase r II.D.11

XAC3114 (pqqG) pyrroloquinoline qui- 1 1 1 II.D.11
none biosynthesis protein G

XAC3420 (hemL) glutamate-1- r II.D.12
semialdehyde 2,1-aminomutase

XAC2744 phytoene dehydrogenase 1 1 1 I.D.17

XAC2995 (prnA) tryptophan halogenase 1 II.D.17

XAC1099 (moaD) molybdopterin- 1 r 1 1 I.D.4

converting factor chain 1
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACI1524 (pdxY) pyridoxine kinase i II.D.6
XAC3415 (thiE) thiamin-phosphate py- i i II.D.8
rophosphorylase

XAC0263 (accC) biotin carboxylase r r r r r ILE

XAC0561 (mdcD) delta subunit of malo- r ILE
nate decarboxylase

XAC1128 (acpP) acyl carrier protein r r r ILE

XAC1129 (fabF) 3-oxoacyl-[ACP] r r r IILE
synthase 11

XAC4096 fatty acyl CoA synthetase r r ILE

XAC4179 (acs) acetyl coenzyme A synthe- r ILE
tase

XAC3015 (rebB) RebB protein i II1I.A.3

XAC3149 (ruvA) holliday junction binding 1 1 1 II.A.3
protein DNA helicase

XAC3551 (xerD) integrase-recombinase i i III.A.3
XerD

XAC1586 MutT-nudix family protein 1 1 II.A4

XAC3303 (micA) DNA mismatch repair r r II1.A.4
protein

XAC2084 (comA) competence protein r r r I1.A.5

XAC2807 (menG) S- i IIL.A.5

adenosylmethionine:2-
demethylmenaquinone methyl-

transferase

XAC2300 (rpmJ) 50S ribosomal protein i i II1.B.2
L36

XAC3253 (rimK) ribosomal protein S6 mo- i II1.B.3
dification protein

XAC1618 (asnS) asparaginyl-tRNA r II1.B.4
synthetase

XAC2413 (rnD) ribonuclease D T r i II1.B.4

XAC2781 (leuS) leucyl-tRNA synthetase i i III.B.4

XAC3316 tRNA/rRNA methyltransferase 1 1 III.B.4

XAC3394 (rpoZ) RNA polymerase omega 1 1 II.B.5
subunit

XAC3610 (rhlE) ATP-dependent RNA he- i III.B.5
licase

XAC0540 ribonuclease i i i III.B.6

XAC1089 (rnhA) ribonuclease H r r r III.B.6

XAC0957 (tufB) elongation factor Tu i II.C.1
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACI1005 (ppiB) peptidyl-prolyl cis-trans r r r II.C.1
isomerase
XACI1091 protein phosphatase r 1 II.C.1
XAC3462 (pcm) L-isoaspartate protein car- r II.C.1

boxylmethyltransferase

XAC3550 (dsbC) disulfide isomerase i II.C.1

XAC1423 pili assembly chaperone i I.C.2

XAC0249 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r r r II1.C.3

XAC0928 extracellular protease 1 II.C.3

XAC1204 alanyl dipeptidyl peptidase r r II.C.3

XAC1456 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r r I1.C.3

XAC2831 extracellular serine protease i i i I1.C.3

XAC2853 cysteine protease 1 1 1 II1.C.3

XAC2987 proline imino-peptidase 1 II.C.3

XAC3547 serine protease r 1 1 II.C.3

XAC3627 (prlC) oligopeptidase A r r r I1.C.3

XAC3871 (gcp) O-sialoglycoprotein endo- r 1.C.3
peptidase

XAC1887 (pdeA) c-di-GMP phosphodies- 1 1 I.D.1
terase A

XAC1024 non-hemolytic phospholipase C 1 1I1.D.2

XAC4099 (plsC) acyltransferase i i i II1.D.2

XAC1148 (pbpC) bifunctional penicillin- i IV.A1
binding protein 1C

XAC4028 (ankB) ankyrin-like protein 1 1 1 IV.A1

XAC1579 (oprO) polyphosphate-selective i i IV.A2
porin O

XAC2669 (fimT) pre-pilin like leader se- i IV.A2
quence

XAC2802 (ttgF) outer membrane channel i r i IV.A2
protein

XAC3074 (nahA) beta-hexosaminidase i IVA.2

XACO0187 (hipA) HipA protein r r IV.B

XACO0779 (murG) UDP-N- i i i i IVB
acetylglucosamine-N-
acetylmuramyl- (pentapeptide)
pyrophosphoryl-undecaprenol

XAC2406 (amiC) N-acetylmuramoyl-L- r IV.B
alanine amidase

XAC2609 carboxypeptidase r r IV.B

XAC3860 N-acetylmuramoyl-L-alanine r IV.B
amidase
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0042 (wbpZ) glycosyltransferase i IV.C
XACO0197 acetyltransferase i IV.C
XAC1409 (IpxA) UDP-N- r r IvV.C

acetylglucosamine acyltransfe-
rase
XAC1966 (vioA) nucleotide sugar transa- i IV.C
minase
XAC3583 (rmlC) dTDP-4- r IvV.C
dehydrorhamnose 3,5-epimerase
XAC2666 (pilX) PilX protein 1 1 IV.D
XAC2668 (pilV) pre-pilin leader sequence i IV.D
XAC2923 (pilU) twitching motility protein i 1 1 IV.D
XAC3102 (pilG) pilus protein 1 IV.D
XAC3240 (fimA) fimbrillin i r i i IV.D
XAC3241 (fimA) fimbrillin i r i i IV.D
XAC0065 microcystin dependent protein r r IX
XACO0572 (icfG) IctG protein r i IX
XAC1250 (yhbZ) GTP-binding protein r IX
XAC1970 response regulator 1 IX
XAC2358 (dksA) DnaK supressor r IX
XAC2883 hydrolase i IX
XAC2939 acetyltransferase i i IX
XAC3921 (ugt) glucosyltransferase i i i IX
XAC1841 (yhdG) cationic amino acid 1 1 1 V.A.1
transporter
XAC1842 (yhdG) cationic amino acid 1 1 V.A.1
transporter
XAC2985 (gabP) amino acid transporter i i V.A.1
XAC1438 (brf) bacterioferritin r r r V.A4
XAC2805 (yjl094C) cation:proton antipor- 1 V.A4
ter
XAC2980 (mgtE) Mg++ transporter i 1 V.A4
XAC3168 (bfeA) ferric enterobactin recep- i i i V.A4
tor
XAC3207 (bfeA) ferric enterobactin recep- r r V.A4
tor
XAC4368 (fecA) TonB-dependent receptor i V.A4
XAC0179 (ylmA) ABC transporter ATP- r r V.A7
binding protein
XACO0741 (yjjK) ABC transporter ATP- r r V.A7

binding protein
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACO0757 (kdpB) potassium-transporting r i V.A.7
ATPase B chain
XACO0758 (kdpC) potassium-transporting 1 V.A7
ATPase C chain
XAC1363 (araJ) MFS transporter i i V.A.7
XAC2185 (fhuA) ferrichrome-iron receptor i i i V.A.7
XAC2488 (yhjX) integral membrane trans- i V.A.7
porter
XAC2600 (btuB) TonB-dependent receptor r r r r V.A.7
XAC3560 (btuB) TonB-dependent receptor r r r V.A.7
XAC1934 (fleN) flagellar biosynthesis 1 i i 1 V.B
switch protein
XAC1666 (tsr) chemotaxis protein 1 i V.C
XAC1889 (cheD) chemotaxis protein i V.C
XAC1891 (tsr) chemotaxis protein i V.C
XAC1893 (tsr) chemotaxis protein i i V.C
XAC1894 (tsr) chemotaxis protein i V.C
XAC1897 (tsr) chemotaxis protein i 1 r V.C
XAC1899 (tsr) chemotaxis protein i V.C
XAC1900 (tsr) chemotaxis protein i i r V.C
XAC1906 (cheW) chemotaxis protein i V.C
XAC1932 (cheY) chemotaxis protein i i i i V.C
XAC1942 (fliQ) flagellar biosynthesis i i 1 i V.C
XAC1944 (fliP) flagellar biosynthetic pro- 1 1 1 V.C
tein
XAC1945 (fliO) flagellar protein 1 1 1 V.C
XAC1946 (fliN) flagellar protein i i i V.C
XAC1948 (fliL) flagellar protein i i i i V.C
XAC1949 (fliK) flagellar protein 1 1 V.C
XACI1950 (fli)) flagellar FliJ protein 1 1 1 1 V.C
XACI1951 (flil) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1953 (fliG) flagellar protein i 1 i i V.C
XAC1954 (fliF) flagellar protein i i i i V.C
XAC1955 (fliE) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1974 (fliD) flagellar protein 1 r 1 1 1 V.C
XACI1977 (figK) flagellar protein 1 1 1 V.C
XACI1979 (figl) flagellar protein i i i V.C
XAC1980 (figH) flagellar L-ring protein 1 i i V.C
XAC1983 (fig) flagellar biosynthesis 1 1 1 1 V.C

hook protein
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC1985 (figC) flagellar biosynthesis cell- 1 i i V.C
proximal portion of basal-body
rod
XACI1988 (fligA) flagellar protein 1 1 V.C
XACI1989 (figM) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1996 (mcp) chemotaxis protein i i V.C
XAC3693 (motA) chemotaxis protein i i V.C
XAC3694 (motB) chemotaxis MotB pro- 1 V.C
tein
XAC2652 (R) phage-related tail protein 1 1 1 1 VLA
XACb0030(trwB) TrwB protein r r VLB
XAC0342 ISxac3 transposase r VI.C
XAC1052 ISxac3 transposase r VI.C
XACI1070 ISxac3 transposase r VI.C
XAC1102 ISxac3 transposase r VI.C
XAC1916 ISxacl transposase r VI.C
XAC2371 IS1479 transposase i i VI.C
XAC2372 1S1479 transposase 1 1 VI.C
XAC2432 transposase r r VI.C
XAC3221 ISxac3 transposase r VI.C
XACDb0015(pthA3) avirulence protein r VILA
XAC0286 (avrXacEl) avirulence protein i 1 i VILA
XAC3224 (avrXacE2) avirulence protein 1 i 1 i VILA
XAC0394 (hrpF) HrpF protein 1 1 1 VIL.B
XAC0396 (hpaB) HpaB protein 1 1 1 1 VIL.B
XAC0398 (hrpD6) HrpD6 protein 1 1 1 VIL.B
XAC0401 (hrcS) HrcS protein i 1 1 VIL.B
XAC0405 (hrcV) HrcV protein r VIIL.B
XAC0406 (hrcU) HrcU protein i 1 1 VIIL.B
XAC0407 (hrpB1) HrpB1 protein 1 1 1 VIL.B
XAC0408 (hrpB2) HrpB2 protein 1 1 1 1 VIL.B
XAC0416 (hpal) Hpal protein i i 1 i i VIL.B
XACI1266 (hrpXct) HrpX protein i i i i i VIL.B
XAC1445 (pmrA) multidrug resistance ef- 1 1 VII.C
flux pump
XAC2386 (sodM) superoxidase dismutase r r VIL.C
XAC2475 (rmrA) transport protein i VIL.C
XAC2843 (mexB) multidrug efflux trans- i i i VII.C
porter
XAC4161 (czcB) cation efflux system pro- r 1 VII.C
tein
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF

Nome

X12h X24h

P24h P3 PS5 Cat

XAC4162 (czcC) cation efflux system pro-

XAC4305 (fusE) fusaric acid resistance

XAC0028
XAC1770
XAC2581
XAC4273
XAC1337

XAC1465 (cspA) major cold shock protein

tein

protein

(egl) cellulase

(celA) cellulase

(gumF) GumF protein
OmpA-related protein
(scoF) cold shock protein

XACb0036(virB1) VirB1 protein
XACb0037(virB11) VirB11 protein
XACb0039(virB9) VirB9 protein
XACb0040(virB8) VirB8 protein
XACb0045(virB4) VirB4 protein
XACb0046(virB3) VirB3 protein

XAC1877
XACI878
XAC1882

XAC2504 (rpfN) regulator of pathogenicity

XAC2614
XAC2616
XAC2617
XAC2620
XAC3538

(rpfG) response regulator
(rpfC) RpfC protein
(rpfA) aconitase

factors

(virB4) VirB4 protein
(virB2) VirB2 protein
(virB1) VirB1 protein
(virB9) VirB9 protein
(xpsK) general
pathway protein K

XACb0033proteina hipotética conservada

XAC0026
XAC0035
XACO0116
XAC0141
XAC0453
XAC0468
XAC0501
XAC0553
XAC0586
XAC0692
XAC0840
XAC0901
XAC1036
XAC1339

proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada
proteina hipotética conservada

secretion

T

=== =

r

i VII.C
1 VIL.C

VIL.D
VIL.D
VILE
VILF
1 VIL.G
VIL.G
VIL.H
VIL.H
VIL.H
VIL.H
VIL.H
r VIL.H
i i VIL.H
VIL.H
VIL.H
VIL.H

- e e e

R e T T S e T T T T BT

VIL.H
VIL.H
VIL.H
VIL.H
VIL.H

e == ==
=T s

VIILA

VIILA

VIILA

VIIL.A

r VIIIL.A

r r VIIL.A
VIILA
VIILA
VIILA
1 VIIIL.A
VIIL.A

VIILA

VIILA

r VIILA
VIIIL.A
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior
ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC1351 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1532 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1629 proteina hipotética conservada 1 r 1 1 VIILA
XACI1756 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1806 proteina hipotética conservada i i 1 VIILA
XAC1997 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2004 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC2206 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC2209 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC2210 proteina hipotética conservada 1 1 VIIL.A
XAC2302 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2344 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2654 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIILA
XAC2755 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC2775 proteina hipotética conservada r VIIL.A
XAC2788 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2796 proteina hipotética conservada i r VIILA
XAC2879 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC2901 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIILA
XAC2907 proteina hipotética conservada 1 1 VIIL.A
XAC2933 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2934 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC2969 proteina hipotética conservada i r r VIILA
XAC3206 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC3214 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC3408 proteina hipotética conservada i r i i VIILA
XAC3525 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC3617 proteina hipotética conservada i i i VIILA
XAC3703 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC3802 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3959 proteina hipotética conservada i i 1 VIILA
XAC3998 proteina hipotética conservada i i i VIILA
XAC4013 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC4021 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC4087 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC4108 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC4146 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC4192 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1088 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA.
XAC3726 proteina hipotética conservada 1 VIILA.
XACb0025proteina hipotética r r r VIIL.B
XACb0035proteina hipotética r r r VIIL.B
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0392 proteina hipotética i r i VIIL.B
XACO0500 proteina hipotética i i i VIIL.B
XACO0616 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC0617 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XACO0754 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XAC0843 proteina hipotética i VIIL.B
XAC1055 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC1062 proteina hipotética r r VIIL.B
XACI1105 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC1452 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC1898 proteina hipotética i i r VIIL.B
XAC2143 proteina hipotética r i VIIL.B
XAC2146 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC2506 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XAC2610 proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC2613 proteina hipotética r r r r r VIIL.B
XAC2787 proteina hipotética i i i i VIIL.B
XAC3088 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC3131 proteina hipotética 1 1 1 VIIL.B
XAC3230 proteina hipotética 1 1 1 VIIL.B
XAC3251 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3255 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3319 proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC3337 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC3417 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC3519 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3702 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC3775 proteina hipotética i i i VIIL.B
XAC4027 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XACO0018 proteina hipotética conservada r r r VIII.C
XACO0095 proteina hipotética conservada i r i i 1 VIIIL.C
XACO0131 proteina hipotética conservada i 1 i i VIII.C
XAC0419 proteina hipotética conservada r r r VIIIL.C
XAC0469 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC0677 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIII.C
XACO0808 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XACO0895 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC1235 proteina hipotética conservada i i i VIII.C
XAC1396 proteina hipotética conservada r r r r r VIIL.C
XAC1487 proteina hipotética conservada r 1 VIIL.C
XAC1489 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIII.C
XAC1703 proteina hipotética conservada i VIIIL.C

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.3 — continuac¢ido da pagina anterior
ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC1718 proteina hipotética conservada r r VIIIL.C
XAC1901 proteina hipotética conservada i VIII.C
XAC1914 proteina hipotética conservada r 1 1 VIIL.C
XAC1971 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XAC1990 proteina hipotética conservada i i 1 VIIIL.C
XAC2170 proteina hipotética conservada r i i VIII.C
XAC2445 proteina hipotética conservada i i i i VIII.C
XAC2485 proteina hipotética conservada 1 r 1 VIIL.C
XAC2611 proteina hipotética conservada r r r VIII.C
XAC2622 protefna hipotética conservada  r r r r VIII.C
XAC2739 proteina hipotética conservada i i i VIIIL.C
XAC2786 proteina hipotética conservada i i i i VIIIL.C
XAC2950 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC3085 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 1 VIIIL.C
XAC3086 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC3636 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC3966 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC4012 proteina hipotética conservada 1 VIIL.C
XAC4200 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIIL.C
XAC4304 proteina hipotética conservada 1 1 VIII.C

10.3.3 Analise da expressao génica de Xac cultivada em folhas de laranjeira
por 72 h

Os genes diferencialmente expressos neste experimento fazem parte de 69 categorias, sendo
que 219 genes foram induzidos e 162 foram reprimidos quando a bactéria estava sendo cultiva
in planta pelo terceiro dia consecutivo. As categorias VIII.A (Proteinas hipotéticas conservadas),
VIIL.B (Proteinas hipotéticas) e VIII.C (Proteina hipotética conservada em Xantomonas) foram as
mais representadas, tanto dentre os induzidos quanto dentre os reprimidos. Das 69 categorias re-
presentadas, 23 possuem genes que somente foram induzidos e 16 delas possuem somente genes
reprimidos (Tabela 10.4).

Dentre as categorias que somente aparecem no grupo dos genes induzidos, destaca-se a cate-
goria VII, que congrega os genes de patogenicidade, viruléncia e adaptagdo. Alguns desses genes

sdo categorizados nas subcategorias: VII.A (Genes de aviruléncia), VII.B (Resposta hipersensivel
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e patogenicidade), VII.D (Degradacdo de parede celular do hospedeiro), VILE (Produgdo de exo-
polissacarideos) e VIL.F (Proteinas de superficie). Uma outra categoria a ser destacada € a V.C
(Quimiotaxia e motilidade), que também possui genes que somente aparecem dentre os induzidos
(Figura 10.14).

A Figura 10.14 mostra que, apesar dos genes da categoria VIII (hipotéticos) estarem presentes
tanto no grupo dos induzidos quanto dos reprimidos, fica evidente que a maioria deles foi indu-
zido. Para a categoria VIII.C, onde estao os genes hipotéticos conservados entre as Xanthomonas,

a relagdo induzido para reprimido € da ordem de quase 5 induzidos para 1 reprimido.

Tabela 10.4: ORFs cuja expressdo foi induzida (i) ou reprimida (r) em Xac quando esta foi multiplicada
folhas de laranjeira por 72 h, em comparacdo com o perfil de expressdo apresentado por esse mesmo isolado
quando multiplicado em meio de cultura NA por 12 h. As demais colunas referem-se aos demais experi-
mentos e indicam se a referida ORF também foi diferencialmente expressa naquele experimento e, ainda, se
ela foi induzida ou reprimida. X12h = Xac multiplicada em meio de cultura XAM1 por 12 h; X24h = Xac
multiplicada em meio de cultura XAMI1 por 24 h; P24h = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 24
h; P3 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 72 h; P5 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira
por 120 h; Cat = categoria (Anexo A); Nome = nome do gene, entre parénteses, quando houver, seguido do
provavel produto protéico

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0165 xylosidase i i LAl
XAC1773 (xylS) alpha-xylosidase 1 LA.1
XAC0878 (pcaH) protocatechuate 3,4- 1 1 LA2

dioxygenase beta chain
XACI1214 (gcvP) glycine decarboxylase r r r r LLA2
XACI1316 (mmsB)  3-hydroxyisobutirate r r r r LLA2
dehydrogenase
XACI1775 D-xylulokinase 1 LLA2
XAC3036 (sdaA) L-serine dehydratase 1 LA2
XAC3681 (sndH) L-sorbosone dehydroge- i i LA2
nase
XAC3740 UDP-glucose 4-epimerase 1 1 1 1 LA2
XAC3890 (putA) bifunctional PutA protein r r r r LLA2
XAC0265 (acdA) acyl-CoA dehydrogenase r LLA3
XACI1313 (fadE9) acyl-CoA dehydroge- r r r LLA3
nase
XAC1314 (paaF) enoyl-CoA hydratase r r r r LLA3
XAC1315 enoyl-CoA hydratase r r r r r LLA3
XAC2563 acyl-CoA dehydrogenase 1 1 1 LLA3
XAC3054 acyl-CoA dehydrogenase r LA3
XACO0211 (gloA) lactoylglutathione lyase 1 i I.B.10

Continua na préxima pagina
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC3332 (cysH) 3-phosphoadenosine 5- r LLB.12
phosphosulfate reductase

XAC0124 (cbbFC) fructose-1,6- r r r r I.B.3
bisphosphatase

XAC0491 (nudH) probable (di)nucleoside i i i i I.B.7
polyphosphate hydrolase

XAC2336 (cydA) cytochrome D ubiquinol r r r I.C.1
oxidase subunit |

XAC2337 (cydB) cytochrome D ubiquinol r r r r I.C.1
oxidase subunit IT

XAC2693 (nuolL) NADH-ubiquinone oxi- T r I.C.1
doreductase NQO12 subunit

XAC2700 (nuoE) NADH-ubiquinone oxi- r r r r I1.C.1
doreductase NQO2 subunit

XAC3884 (cox3) cytochrome C oxidase su- r r 1 r I1.C.1
bunit III

XACO0201 (adh) alcohol dehydrogenase i r I.C.2

XAC0652 (adhC) alcohol dehydrogenase 1 1 I.C.2
class III

XACO0287 quinone oxidoreductase 1 I.C3

XAC0334 (sflA) NADH-dependent FMN r r I.C.3
reductase

XAC1685 cytochrome C i I.C.3

XAC2136 oxidoreductase 1 r 1 I.C.3

XAC2750 reductase 1 1 I.C3

XAC2835 (mocA) oxidoreductase 1 I.C3

XAC2896 alcohol dehydrogenase i I.C3

XAC3575 (etfQO) flavoprotein-ubiquinone r r r r I.C3
oxidoreductase

XAC3676 oxidoreductase i 1 I.C3

XAC3747 (ybdR) Zn-dependent alcohol 1 I.C3
dehydrogenase

XAC3868 (ylil) dehydrogenase i I.C3

XAC3960 oxidoreductase 1 1 I.C.3

XAC4364 oxidoreductase r I.C3

XAC2070 (glk) glucose kinase 1 I.C4

XAC3212 (gcd) glucose dehydrogenase i i i I.C5

XAC3650 (atpG) ATP synthase gamma r r r r I.C.8
chain

XAC3975 (ygiY) two-component system r ILD.1

sensor protein

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XACO0316 regulador transcricional lysR fa- r IL.D.2
mily

XACO0330 (cmfA) conditioned medium r 1 1 1 I1.D.2
factor

XACO0917 regulador transcricional i i 1 I.D.2

XAC1173 (uidR) regulador transcricional i i I.D.2
uid family

XAC1269 (rsbR) positive regulator of r r 1 I1.D.2
sigma-B

XACI1271 (rsbT) sigma-B negative effector 1 1 1 I.D.2

XACI1311 regulador transcricional r I.D.2

XAC1561 regulador transcricional r I.D.2

XAC1655 regulador transcricional 1 1 1 1 I.D.2

XAC1739 (lexA) LexA repressor r I.D.2

XAC2053 (tex) proteina relacionada a r ILD.2
transcricao

XAC2166 regulador transcricional i i i I.D.2

XAC2839 regulador transcricional r I.D.2

XAC3363 (blal) regulador transcricional i 1.D.2
blal family

XAC3443 response regulator i r r r r IL.D.2

XAC3476 (ybhD) regulador transcricional i i i I.D.2

XAC3487 (cebR) regulador transcricional i 1 I.D.2

XAC3961 regulador transcricional tetR fa- 1 1 I.D.2
mily

XAC1912 quinase serina/treonina r r r I.D.3

XAC1682 (rpoE) RNA polymerase sigma- i i I.D.4
E factor

XAC3824 (rpoH) RNA polymerase sigma- 1 1 1 1 IL.D.4
32 factor

XAC0248 (ansA) asparaginase r o r II.A.2

XAC0630 (aspC) aminotransferase r r r r II.A.2

XACO0791 (metF) 5,10- r II.A.2
methylenetetrahydrofolate
reductase

XAC2547 (dapA) dihydrodipicolinate r r r r r ILLA.2
synthetase

XAC3455 (leuA) 2-isopropylmalate i i ILLA2
synthase

XAC1844 (serA)  D-3-phosphoglycerate 1 ILLA3

dehydrogenase
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC0480 (trpD) anthranilate synthase r i r IL.A4
component II

XAC1525 (tyrA) chorismate mutase 1 1 I1LAA4

XAC3010 (aroK) shikimate kinase r r I1LAA4

XAC3647 (pheA) chorismate mutase i 1 1 ILLA4

XAC1032 (purF)  amidophosphoribosyl- r r r r II.B.1
transferase

XAC2961 (purN) 5- i i IL.LB.1
phosphoribosylglycinamide
transformylase

XAC4214 (guaA) GMP synthase r II.B.1

XAC2916 (pyrB) aspartate carbamoyl- r II.LB.2
transferase

XACO0861 (apaH) diadenosine te- 1 r r I1.B.4
traphosphatase

XAC1336 (deoD)  purine  nucleoside i I.LB.4
phosphorylase

XAC0548 (GNL) gluconolactonase precur- r 1 1 II.C
sor

XAC3203 glutathione transferase r II.D.10

XAC3115 (pqqC) PqqC protein 1 1 II.D.11

XAC3116 (pqqC/D) PqqC/D protein i i i II.D.11

XAC4220 (hemH) ferrochelatase r I1.D.12

XAC4102 hydroxylase r r r II.D.17

XACO0195 (cls) cardiolipin synthase 1 ILE

XAC0263 (accC) biotin carboxylase r r r r r ILE

XACI1129 (fabF) 3-oxoacyl-[ACP] r ILE
synthase II

XAC1963 (fabG) 3-oxoacyl-[ACP] reduc- r ILE
tase

XAC2756 acyl-CoA thioester hydrolase i i ILE

XAC3486 (phbB) redutase acetoacetil- i ILE
CoA

XAC1477 (dnaB) replicative DNA helicase 1 III.A.1

XAC4165 (gidB) glucose inhibited division r IIL.A.1
protein B

XAC3017 (rebB) RebB protein i i II1.A.3

XAC3149 (ruvA) holliday junction binding i i i III.A.3
protein DNA helicase

XAC3150 (ruvC) holliday junction resol- r II.A.3
vase
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC2092 (uvrC) excinuclease ABC subu- r IIL.A4
nit C

XAC2281 RadC family protein r r II1.A.4

XAC4031 (dinG) ATP-dependent helicase r II1.A.4

XAC2900 (hsdM) type I restriction- r r r I.A.S
modification  system  DNA
methylase

XAC0997 (rplQ) 50S ribosomal protein 1 1 II1.B.2
L17

XACI1292 (rpsP) 30S ribosomal protein 1 i II1.B.2
S16

XAC2300 (rpmJ) 50S ribosomal protein i i II1.B.2
L36

XAC2413 (rnD) ribonuclease D r r 1 II1.B.4

XAC3875 (rbn) ribonuclease BN 1 III.LB4

XAC4006 (trpS) tryptophanyl-tRNA i II1.B.4
synthetase

XAC0078 ATP-dependent RNA helicase r r r III.B.5

XAC0442 (rhlE) ATP-dependent RNA he- r II1.B.5
licase

XAC3394 (rpoZ) RNA polymerase omega 1 1 I1.B.5
subunit

XACO0540 ribonuclease i i i II1.B.6

XAC1089 (rnhA) ribonuclease H r r r II1.B.6

XACI1571 (rnt) ribonuclease T i i III.B.6

XAC0944 (prfA) peptide chain release fac- r 1.C.1
tor 1

XAC1323 (lepB) signal peptidase I r r II.C.1

XAC1426 (ecpD) pili assembly chaperone r 1 I.C.2

XAC0023 (ctp) carboxyl-terminal protease 1 r II.C.3

XAC0249 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r r o r II.C.3

XAC0347 proteinase inhibitor i I1.C.3

XAC1456 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r o r I1.C.3

XAC2831 extracellular serine protease 1 1 1 II1.C.3

XAC2833 extracellular serine protease 1 1 II.C.3

XAC2853 cysteine protease 1 1 1 II.C.3

XAC3547 serine protease r i i I1.C.3

XAC3627 (prlC) oligopeptidase A r r r I1.C.3

XAC3713 peptidase 1 II1.C.3

XAC3987 leucine aminopeptidase r r r II.C.3

XAC4106 dipeptidyl peptidase r II.C.3

XAC0425 (glgA) glycogen synthase i i 1 I1.D.1
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC2596 (cgt) cyclomaltodextrin glucano- r r r I.D.1
transferase
XAC3092 (aspG) asparaginase r r [1.D.1
XAC3518 (bcsA) celullose synthase r II1.D.1
XAC0222 (gpdA)  glycerol-3-phosphate 1I1.D.2
dehydrogenase
XAC3565 (pssA) phosphatidylserine r II1.D.2
synthase
XAC2818 inner membrane protein 1 IV.A1
XAC3867 (yiaA) membrane protein r 1 1 IV.A1
XAC4076 integral membrane protein r IV.A1
XAC0999 (cirA) colicin I receptor 1 i 1 IVA.2
XAC1579 (oprO) polyphosphate-selective 1 1 IV.A2
porin O
XAC3418 (oar) Oar protein 1 IVA.2
XACO0779 (murG) UDP-N- i i i IV.B
acetylglucosamine-N-
acetylmuramyl- (pentapeptide)
pyrophosphoryl-undecaprenol
XAC1094 (opsX) saccharide biosynthesis r IV.C
regulatory protein
XAC2965 (murA) UDP-N- r r IV.C
acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase
XAC4150 (nodL) nodulation protein r IV.C
XAC2017 (pilF) fimbrial biogenesis pro- 1 IV.D
tein
XAC2722 FimV protein r IV.D
XAC2923 (pilU) twitching motility protein 1 1 1 IV.D
XAC3240 (fimA) fimbrillin r i i IV.D
XAC3241 (fimA) fimbrillin r i i IV.D
XAC3381 (pilQ) fimbrial assembly protein r r IV.D
XAC0280 ATPase i i IX
XAC1968 response regulator 1 IX
XAC2670 alginate biosynthesis protein r IX
XAC2939 acetyltransferase i 1 IX
XAC3677 proteina hipotética conservada r IX
XAC3878 disulphide-isomerase i i IX
XAC3986 hydrolase r IX
XAC1841 (yhdG) cationic amino acid 1 1 1 V.A.1

transporter
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC1842 (yhdG) cationic amino acid i i V.A.1
transporter

XAC1577 (pstS) ABC transporter 1 1 V.A2
phosphate binding protein

XAC2466 (ybeX) polar amino acid trans- r V.A4
porter

XAC3168 (bfeA) ferric enterobactin recep- i i i V.A4
tor

XAC3370 (fhuE) outer membrane receptor i r r V.A4
for ferric iron uptake

XAC3701 (yjcE) Na+:H+ antiporter i V.A4

XACO0788 (secA) preprotein translocase r V.A.6

SecA subunit

XAC0074 (cirA) TonB-dependent receptor r 1 1 V.A.7
XAC1310 (btuB) TonB-dependent receptor 1 1 V.A.7
XAC2066 (acrD) transport protein i i V.A.7
XAC2185 (fhuA) ferrichrome-iron receptor i i i V.A.7
XAC2600 (btuB) TonB-dependent receptor r r r V.A.7
XAC2742 (btuB) TonB-dependent receptor r r r V.A.7
XAC3071 (iroN) TonB-dependent receptor r r V.A.7
XAC3179 (yceE) transport protein 1 1 V.A.7
XAC3197 (ssuC) ABC transporter perme- r V.A7
ase
XAC3198 (ssuA) nitrate transport protein 1 1 1 V.A.7
XAC3308 (mscL) large-conductance me- r r r V.A.7
chanosensitive channel
XAC3620 (pfeA) siderophore receptor pro- i V.A7
tein
XAC4256 (cirA) TonB-dependent receptor r r V.A7
XACI1385 proteina hipotética conservada 1 1 1 V.B
XAC1934 (fleN) flagellar biosynthesis 1 1 1 1 V.B
switch protein
XAC1897 (tsr) chemotaxis protein i i r V.C
XAC1900 (tsr) chemotaxis protein 1 i r V.C
XAC1932 (cheY) chemotaxis protein 1 i 1 1 V.C
XAC1942 (fliQ) flagellar biosynthesis 1 1 1 1 V.C
XAC1944 (fliP) flagellar biosynthetic pro- i i i V.C
tein
XAC1945 (fliO) flagellar protein 1 1 1 V.C
XAC1946 (fliN) flagellar protein 1 1 1 V.C
XAC1948 (fliL) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1950 (fliJ) flagellar FliJ protein i 1 i 1 V.C
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XACI1951 (flil) flagellar protein i i i i V.C
XAC1953 (fliG) flagellar protein i i i i V.C
XAC1954 (fliF) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1955 (fliE) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1974 (fliD) flagellar protein 1 r 1 1 1 V.C
XACI1983 (fig) flagellar biosynthesis 1 i i i V.C
hook protein
XACI1989 (figM) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC3271 (tcp) chemotaxis transducer r V.C
XACO0344 (int) phage-related integrase 1 VLA
XAC1063 (p13) phage-related lysozyme r r VLA
XAC1498 (int) integrase r VLA
XAC2650 (lys) phage-related lytic enzyme 1 1 VLA
XAC2652 (R) phage-related tail protein 1 1 1 1 VLA
XAC2655 (J) phage-related baseplate as- r r VLA
sembly protein
XAC2238 (ccgAll) plasmid-related protein i i VI.B
XAC2422 (kfrA) plasmid-related protein r 1 VI.B
XAC2432 transposase r r VI.C
XAC3932 integrase/recombinase r r r VI.C
XACDb0011(avrXacE3) avirulence protein 1 1 VILA
XAC0286 (avrXacEl) avirulence protein i 1 i VILA
XAC3224 (avrXacE2) avirulence protein 1 i 1 i VILA
XAC0394 (hrpF) HrpF protein 1 1 1 VIL.B
XAC0396 (hpaB) HpaB protein 1 1 1 1 VIL.B
XAC0398 (hrpD6) HrpD6 protein 1 1 1 VIL.B
XAC0401 (hrcS) HrcS protein i 1 1 VIL.B
XAC0403 (hrcQ) HrcQ protein 1 i VII.B
XAC0406 (hrcU) HrcU protein i 1 1 VIIL.B
XAC0407 (hrpB1) HrpB1 protein 1 1 1 VIL.B
XAC0408 (hrpB2) HrpB2 protein 1 1 1 1 VIL.B
XAC0411 (hrpBS5) HrpBS5 protein i VIL.B
XAC0416 (hpal) Hpal protein i i i i i VIL.B
XAC1265 (hrpG) HrpG protein 1 1 VIL.B
XAC1266 (hrpXct) HrpX protein 1 1 1 1 1 VIL.B
XAC1439 (tpmT) thiopurine methyltrans- 1 r VIL.C
ferase
XAC2499 (acrB) multidrug efflux transpor- r i VII.C
ter
XAC2843 (mexB) multidrug efflux trans- 1 1 1 VII.C
porter
XAC3144 (tolR) TolR protein r VII.C
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC3450 (ggt) gamma- i VII.C
glutamyltranspeptidase
XAC3848 (mtrC) membrane fusion protein 1 r r VII.C
precursor
XAC3849 (acrD) acriflavin resistance pro- r VII.C
tein
XAC4008 (ecnA) entericidin A i VIL.C
XAC4030 (catB) catalase 1 VII.C
XAC4105 AMP-ligase r VII.C
XAC0028 (egl) cellulase 1 VIL.D
XAC1770 (celA) cellulase i VIL.D
XAC3506 truncated cellulase S i VIL.D
XAC2575 (gumL) GumL protein 1 VILE
XAC2582 (gumE) GumE protein 1 VILE
XAC1427 (pru) protein U 1 VILF
XAC0460 (phaD) PhaD protein r VIL.G
XAC1337 (scoF) cold shock protein i VIL.G
XAC4339 (yrbF) toluene tolerance protein 1 VIL.G
XACDb0046(virB3) VirB3 protein r VIL.H
XAC1877 (rpfG) response regulator 1 VIL.H
XAC1878 (rpfC) RpfC protein 1 VIL.H
XAC2513 (tgt) queuine tRNA- r VIL.H
ribosyltransferase
XAC2614 (virB4) VirB4 protein r VIL.H
XAC2618 (virB11) VirB11 protein r VIL.H
XAC2620 (virB9) VirB9 protein r VIL.H
XACb0022proteina hipotética conservada r VIILA
XACb0023proteina hipotética conservada r VIILA
XACO0017 proteina hipotética conservada r VIILA
XACO0132 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XACO0193 proteina hipotética conservada i VIILA
XACO0196 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0243 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0444 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0453 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0479 proteina hipotética conservada r VIILA
XACO0501 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC0553 proteina hipotética conservada i VIILA
XACO0605 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XACO0753 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC0899 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC0904 proteina hipotética conservada r VIILA
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACO0910 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1008 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1026 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC1036 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC1061 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1093 proteina hipotética conservada i VIILA
XACI1121 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC1179 proteina hipotética conservada r r VIILA
XACI1190 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1240 proteina hipotética conservada i r r VIILA
XAC1344 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1387 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1393 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1568 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC1806 proteina hipotética conservada i 1 1 VIILA
XAC2026 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC2237 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2434 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC2530 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2654 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIIL.A
XAC2741 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2816 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC2828 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC2901 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIILA
XAC2921 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC2934 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC2969 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC3069 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3073 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC3178 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC3272 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3301 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC3365 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC3398 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC3408 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC3468 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC3617 proteina hipotética conservada i i i VIILA
XAC3743 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC3840 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC3841 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC3865 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC3883 proteina hipotética conservada i VIILA
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC3925 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3959 proteina hipotética conservada i i i VIILA
XAC3983 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3998 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC4061 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC4087 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC4095 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC4131 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC4297 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1088 proteina hipotética conservada i 1 1 VIILA.
XACb0025proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC0048 proteina hipotética i r VIIL.B
XACO0315 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XACO0500 proteina hipotética 1 1 1 VIIL.B
XAC0556 proteina hipotética i 1 VIIL.B
XACO0588 proteina hipotética r VIIL.B
XACO0754 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XACI1170 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC1572 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC1898 proteina hipotética 1 1 r VIIL.B
XAC2135 proteina hipotética 1 VIII.B
XAC2495 proteina hipotética i VIIL.B
XAC2506 proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC2613 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XAC2785 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC2787 proteina hipotética i i i i VIIL.B
XAC2863 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC3019 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3230 proteina hipotética 1 1 1 VIIL.B
XAC3380 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC3404 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC3702 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC3775 proteina hipotética i i i VIIL.B
XAC3984 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC4027 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC4198 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC4334 proteina hipotética i i VIIL.B
XACO0018 proteina hipotética conservada r r r VIIIL.C
XACO0095 proteina hipotética conservada 1 r 1 1 1 VIII.C
XACO111 proteina hipotética conservada r r VIIL.C
XACO0131 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XACO0275 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
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Tabela 10.4 — continuacido da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0419 proteina hipotética conservada r r VIIIL.C
XACO0518 proteina hipotética conservada r VIILI.C
XAC0529 proteina hipotética conservada 1 VIIL.C
XACO0573 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XACO0677 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC0822 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC0935 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XACI1015 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC1166 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC1235 proteina hipotética conservada 1 1 VIII.C
XAC1364 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC1396 proteina hipotética conservada r r VIIIL.C
XAC1489 proteina hipotética conservada 1 1 VIII.C
XAC1971 proteina hipotética conservada 1 1 VIII.C
XAC2284 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC2445 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC2611 proteina hipotética conservada r r VIII.C
XAC2622 proteina hipotética conservada r r VIIL.C
XAC2732 proteina hipotética conservada r VIIL.C
XAC2739 proteina hipotética conservada 1 1 VIII.C
XAC2786 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC3085 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC3280 proteina hipotética conservada r VIILI.C
XAC3281 proteina hipotética conservada r VIIL.C
XAC3324 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC3682 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC3684 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC3751 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC3844 proteina hipotética conservada 1 VIIL.C
XAC3977 proteina hipotética conservada 1 VIII.C
XAC4200 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC4300 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
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10.3.4 Analise da expressao génica de Xac cultivada em folhas de laranjeira
por 120 h

Dentre o grupo de genes diferencialmente expressos neste experimento € possivel encontrar re-
presentadas 64 das 104 categorias génicas definidas para o genoma de Xac (Tabela 10.5). Dessas 64
categorias, 25 estdo representadas somente por genes induzidos e 10 delas possuem somente genes
reprimidos nesta condicdo experimental. Dentre as categorias que contém somente genes induzidos,
cabe ressaltar as categorias V.C (Quimiotaxia e mobitilidade), VII.A (Genes de aviruléncia), VII.B
(Resposta hipersensivel e patogenicidade), VIL.D (Degradacdo de parede celular do hospedeiro) e
VILE (Exopolissacarideos relacionados a patogenicidade, viruléncia e adapata¢do) (Figura 10.15).
Apesar da categoria V.II representar somente genes de patogenicidade, viruléncia e adaptacdo, a
subcategoria V.ILF estd representada somente no grupo dos reprimidos, com duas ORFs: XAC4273
e XAC4274. Essas ORFs foram anotadas como uma proteina relacionada a proteina OmpA. A

XAC4273 também foi reprimida quando Xac foi multiplicada in planta por 24 h.

Os genes induzidos, neste experimento, somam 240 e os reprimidos 140, uma diferenca de
exatos 100 genes, a segunda maior, perdendo somente para o experimento onde Xac foi cultivada

por 24 h em folhas de laranjeira.

Tabela 10.5: ORFs cuja expressdo foi induzida (i) ou reprimida (r) em Xac quando esta foi multiplicada
em folhas de laranjeira por 120 h, em comparag@o com o perfil de expressdo apresentado por esse mesmo
isolado quando multiplicado em meio de cultura NA por 12 h. As demais colunas referem-se aos demais
experimentos e indicam se a referida ORF também foi diferencialmente expressa naquele experimento e,
ainda, se ela foi induzida ou reprimida. X12h = Xac multiplicada em meio de cultura XAM1 por 12 h; X24h
= Xac multiplicada em meio de cultura XAM]1 por 24 h; P24h = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por
24 h; P3 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 72 h; P5 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira
por 120 h; Cat = categoria (Anexo A); Nome = nome do gene, entre parénteses, quando houver, seguido do
provavel produto protéico

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0160 (xynB) xylanase r LAl
XACO0707 (lacZ) truncated beta- r LA.1
galactosidase

XACO311 (vanA) vanillate O-demethylase 1 1.A2
oxygenase subunit

XACO0818 (rbsK) ribokinase 1 1 [LA2

XACO0878 (pcaH) protocatechuate 3.,4- i i LA2
dioxygenase beta chain

XAC1214 (gcvP) glycine decarboxylase r r r r LLA2
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XACI1316 (mmsB)  3-hydroxyisobutirate r r r r LLA2
dehydrogenase

XAC1636 (hutG) formylglutamate ami- 1 LA2
dohydrolase

XAC1766 (dgoA) 4-hydroxy-2- i LLA2
oxoglutarate aldolase/2-deydro-
3-deoxyphosphogluconate
aldolase

XAC2736 carboxymethylenebutenolidase 1 LA2

XAC3454 (tdcB) threonine dehydratase ca- i LA2
tabolic

XAC3681 (sndH) L-sorbosone dehydroge- i i LA2
nase

XAC3740 UDP-glucose 4-epimerase 1 1 1 1 LLA2

XAC3890 (putA) bifunctional PutA protein r r r r LA2

XAC4326 (uahA) urea amidolyase i LA2

XAC0265 (acdA) acyl-CoA dehydrogenase r r LLA3

XAC1314 (paaF) enoyl-CoA hydratase r r LLA3

XAC1315 enoyl-CoA hydratase r r r LLA3

XAC2563 acyl-CoA dehydrogenase 1 1 1 ILA3

XAC2469 (gabD) succinate-semialdehyde 1 i LLB.10
dehydrogenase

XAC4079 (ecaA) a-type carbonic anhy- i I.B.10
drase

XAC3332 (cysH) 3-phosphoadenosine 5- 1 LB.12.
phosphosulfate reductase

XACO0124 (cbbFC) fructose-1,6- r r r r I.B.3
bisphosphatase

XAC0491 (nudH) probable (di)nucleoside 1 1 1 1 I.B.7
polyphosphate hydrolase

XAC1039 (ppx) exopolyphosphatase 1 I.LB.9

XAC2759 (phoA) alkaline phosphatase r r r I.LB.9

XAC2700 (nuoE) NADH-ubiquinone oxi- T r r I.C.1
doreductase NQO2 subunit

XAC2983 quinol oxidase subunit I 1 1 I.C.1

XAC3884 (cox3) cytochrome C oxidase su- r i r I1.C.1
bunit III

XACO0133 (IctD) L-lactate dehydrogenase i I.C.2

XAC2486 formate dehydrogenase a chain i1 1 1 I1.C.2

XAC1684 (cycA) cytochrome C2 1 1 I.C3

XAC2750 reductase 1 1 I.C3
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC3575 (etfQO) flavoprotein-ubiquinone r r r r I.C.3
oxidoreductase

XAC3587 (etfA) electron transfer flavopro- r r 1.C.3
tein alpha subunit

XAC3960 oxidoreductase 1 1 I.C3

XAC4186 (ucpA) oxidoreductase i 1 I.C3

XAC4199 polyvinylalcohol dehydrogenase i i I.C3

XAC1633 (gcd) glucose dehydrogenase 1 1 1 I.C5

XAC3212 (gcd) glucose dehydrogenase 1 1 1 I.C.5

XAC3661 (phdB)dihydrolipoamide acetyl- 1 I.C.6
tranferase

XAC3650 (atpG) ATP synthase gamma r r r r I.C.8
chain

XAC3651 (atpA) ATP synthase alpha chain r r r I.C.8

XAC1283 two-component system sensor r ILD.1
protein

XAC0251 regulador transcricional tetR fa- i I.D.2
mily

XAC0266 regulador transcricional acrR fa- r r ILD.2
mily

XAC0302 regulador transcricional lysR fa- r ILD.2
mily

XACO0330 (cmfA) conditioned medium i i 1 I.D.2
factor

XACO0355 (pobR) PobR regulator r ILD.2

XAC0671 regulador transcricional i i ILD.2

XACO0917 regulador transcricional i i i I.D.2

XAC1271 (rsbT) sigma-B negative effector i i i I.D.2

XAC1480 regulador transcricional 1 1 I.D.2

XAC1573 (phoU) phosphate regulon regu- 1 ILD.2
lador transcricional

XAC1655 regulador transcricional i i i i I.D.2

XACI1767 (gbpR) galactose-binding pro- i i I.D.2
tein regulator

XAC2166 regulador transcricional 1 1 1 ILD.2

XAC3443 response regulator i r r r ILD.2

XAC3476 (ybhD) regulador transcricional i i i I.D.2

XAC3719 (algR) regulador transcricional i I.D.2
protein

XAC3961 regulador transcricional tetR fa- 1 1 ILD.2

mily
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XACI1669 proteina hibrida histidina qui- 1 i I.D.3
nase reguladora de resposta

XACI1912 quinase serina/treonina r r ILD.3

XAC3292 (cvgSY) proteina hibrida histi- I.D.3
dina quinase reguladora de res-
posta

XAC1682 (rpoE) RNA polymerase sigma- i i I.D.4
E factor

XAC3824 (rpoH) RNA polymerase sigma- 1 1 1 1 ILD.4
32 factor

XAC4129 (rpoE) ECF sigma factor i I.D.4

XAC0248 (ansA) asparaginase r r ILLA.2

XACO0300 serine-pyruvate aminotransfe- 1 ILA.2
rase

XAC0630 (aspC) aminotransferase r r r IILA.2

XAC1432 (dapE) succinyl- ILA.2
diaminopimelate desuccinylase

XAC2547 (dapA) dihydrodipicolinate r r r r ILA.2
synthetase

XAC3039 (metB) cystathionine gamma- i 1 ILA2
synthase

XAC3455 (leuA) 2-isopropylmalate i i ILLA2
synthase

XAC1525 (tyrA) chorismate mutase 1 1 I1LAA4

XAC3647 (pheA) chorismate mutase i 1 1 I1LAA4

XAC1032 (purF)  amidophosphoribosyl- r r r II.B.1
transferase

XAC2961 (purN) 5- i i II.B.1
phosphoribosylglycinamide
transformylase

XAC2681 (nadC) nicotinate-nucleotide py- i II.B.2
rophosphorylase

XAC0861 (apaH) diadenosine te- r r r II.LB.4
traphosphatase

XAC3114 (pqqG) pyrroloquinoline qui- 1 1 1 II.D.11
none biosynthesis protein G

XAC3115 (pqqC) PqqC protein i i II.D.11

XAC2744 phytoene dehydrogenase i i i II.D.17

XAC4102 hydroxylase r r I.D.17

XAC4275 (prnA) tryptophan halogenase r II.D.17

XAC1099 (moaD) molybdopterin- 1 1 1 I.D.4

converting factor chain 1
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC3415 (thiE) thiamin-phosphate py- i i II.D.8
rophosphorylase

XAC0263 (accC) biotin carboxylase r r r r r ILE

XAC1123 (fabH) beta-ketoacyl-[ACP] 1 ILE
synthase 111

XAC1128 (acpP) acyl carrier protein r r r ILE

XACI1129 (fabF) 3-oxoacyl-[ACP] r r r ILE
synthase II

XAC4096 fatty acyl CoA synthetase r r ILE

XAC3149 (ruvA) holliday junction binding 1 1 1 II1.A.3
protein DNA helicase

XAC3303 (micA) DNA mismatch repair r r I1.A4
protein

XAC3902 (exoA) exodeoxyribonuclease 1 II1.A.4
I

XAC2900 (hsdM) type I restriction- r r r I.A.S
modification  system  DNA
methylase

XAC3803 (smf) DNA processing chain A r IL.A.S

XAC0991 (rplO) 50S ribosomal protein 1 II.B.2
L15

XAC1122 (rpmF) 50S ribosomal protein i II1.B.2
L32

XACI1292 (rpsP) 30S ribosomal protein 1 1 II1.B.2
S16

XAC2781 (leuS) leucyl-tRNA synthetase 1 1 I11.B.4

XAC3316 tRNA/rRNA methyltransferase i i III.B.4

XAC0078 ATP-dependent RNA helicase r r r III.B.5

XAC3129 pseudouridylate synthase 1 II.B.5

XACO0540 ribonuclease 1 1 1 III.B.6

XAC1089 (rnhA) ribonuclease H r r r III.B.6

XAC1571 (rnt) ribonuclease T i i III.B.6

XACI1005 (ppiB) peptidyl-prolyl cis-trans r r r II.C.1
isomerase

XAC1323 (lepB) signal peptidase I r r II.C.1

XAC0249 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r r r II.C.3

XAC1204 alanyl dipeptidyl peptidase r r I1.C.3

XAC1321 (mucD) periplasmic protease r II.C.3

XAC1456 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r r II1.C.3

XAC2140 D-Ala-D-Ala carboxypeptidase 1 II.C.3

XAC2541 peptidase r r II.C.3

XAC2831 extracellular serine protease 1 i 1 I1.C.3
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC2833 extracellular serine protease i i I1.C.3
XAC2853 cysteine protease i i i II1.C.3
XAC3195 (clpB) ATP-dependent Clp pro- 1 r II.C.3

tease subunit
XAC3514 serine protease r r II.C.3
XAC3545 protease r r I1.C.3
XAC3627 (prlC) oligopeptidase A r r o r I1.C.3
XAC3987 leucine aminopeptidase r r r II1.C.3
XACO0155 trehalose synthase 1 I.D.1
XAC0425 (glgA) glycogen synthase 1 1 1 II1.D.1
XAC2596 (cgt) cyclomaltodextrin glucano- r r r II.D.1
transferase
XAC4244 (xylB) xylulose kinase 1 III.D.1
XAC4099 (plsC) acyltransferase 1 1 1 I1.D.2
XAC4367 (glpQ) glycerophosphoryl dies- i II1.D.2
ter phosphodiesterase
XAC3823 proteina hipotética conservada i i IV.A1
XAC3867 (yiaA) membrane protein 1 r 1 1 IV.A.1
XAC3912 (algC) phosphomannomutase r r IV.A1
XAC4028 (ankB) ankyrin-like protein 1 i 1 IV.A1
XAC0999 (cirA) colicin I receptor i 1 1 1 IVA.2
XAC3667 outer membrane protein i IV.A2
XACO0779 (murG) UDP-N- i i i i IVB
acetylglucosamine-N-
acetylmuramyl- (pentapeptide)
pyrophosphoryl-undecaprenol
XAC0780 (murC) UDP-N- r IV.B
acetylmuramate-alanine ligase
XAC2609 carboxypeptidase r r IV.B
XAC1409 (IpxA) UDP-N- r r IV.C
acetylglucosamine acyltransfe-
rase
XAC2965 (murA) UDP-N- r r r IvV.C
acetylglucosamine 1-
carboxyvinyltransferase
XAC3598 (rfbC) truncated O-antigen bi- r IV.C
osynthesis protein
XAC2923 (pilU) twitching motility protein i i i IV.D
XAC3099 (pil)) pilus biogenesis protein r IV.D
XAC3381 (pilQ) fimbrial assembly protein r r IV.D
XAC0280 ATPase i i IX
XAC0283 (catD) hydrolase 1 IX
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACO0319 chloroperoxidase i IX
XAC3878 disulphide-isomerase i i IX
XAC3921 (ugt) glucosyltransferase 1 1 1 IX
XAC1841 (yhdG) cationic amino acid 1 1 1 V.A.1
transporter

XAC2985 (gabP) amino acid transporter i i V.A.1

XACI1577 (pstS) ABC transporter i i V.A2
phosphate binding protein

XAC0206 (amtB) ammonium transporter 1 V. A4

XAC2468 (corA) magnesium and cobalt i 1 1 V.A4
transport protein

XAC3168 (bfeA) ferric enterobactin recep- i i i V.A4
tor

XAC3370 (fhuE) outer membrane receptor i r r V.A4
for ferric iron uptake

XAC0074 (cirA) TonB-dependent receptor r i i V.A.7

XAC0179 (ylmA) ABC transporter ATP- r r V.A7
binding protein

XAC1363 (araJ) MFES transporter i 1 V.A.7

XAC2531 (btuB) TonB-dependent receptor r r V.A.7

XAC2600 (btuB) TonB-dependent receptor r r r r V.A.7

XAC2742 (btuB) TonB-dependent receptor r r r o r V.A.7

XAC3198 (ssuA) nitrate transport protein i i i V.A.7

XAC3308 (mscL) large-conductance me- r r r V.A.7
chanosensitive channel

XAC3560 (btuB) TonB-dependent receptor r r r V.A.7

XAC3669 (abc) ABC transporter ATP- r V.A.7
binding protein

XAC4256 (cirA) TonB-dependent receptor r r V.A7

XACO0773 (ftsL) cell division protein r V.B

XACO0784 (ftsZ) cell division protein r VB

XAC1385 proteina hipotética conservada i i i V.B

XAC1934 (fleN) flagellar biosynthesis i i i i V.B
switch protein

XAC3973 (sulA) cell division inhibitor 1 V.B

XAC1932 (cheY) chemotaxis protein 1 1 1 1 V.C

XAC1942 (fliQ) flagellar biosynthesis i i i i V.C

XAC1944 (fliP) flagellar biosynthetic pro- i i i V.C
tein

XAC1945 (fliO) flagellar protein 1 1 1 V.C

XAC1948 (fliL) flagellar protein 1 1 1 1 V.C

XAC1949 (fliK) flagellar protein 1 1 V.C
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC1950 (fliJ) flagellar FliJ protein 1 1 i i V.C
XAC1951 (flil) flagellar protein i i i i V.C
XACI1953 (fliG) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1954 (fliF) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1955 (fliE) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1974 (fliD) flagellar protein i r i i i V.C
XAC1977 (figK) flagellar protein i i i V.C
XAC1979 (figl) flagellar protein 1 1 1 V.C
XAC1980 (fligH) flagellar L-ring protein 1 1 1 V.C
XACI1983 (fig) flagellar biosynthesis 1 1 1 1 V.C

hook protein
XAC1985 (figC) flagellar biosynthesis cell- 1 i i V.C

proximal portion of basal-body

rod
XACI1989 (figM) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XACI1054 integrase r VLA
XAC1494 (orf2) phage-related protein r VLA
XAC2650 (lys) phage-related lytic enzyme 1 1 VLA
XAC2652 (R) phage-related tail protein 1 1 1 1 VLA
XACb0030(trwB) TrwB protein r r r VI.B
XAC2433 (parA) resolvase r r VI.B
XAC4315 (Y4JK) plasmid stability protein r VI.B
XACa0005(ISxac2) ISxac?2 transposase r r VI.C
XAC2371 IS1479 transposase r 1 1 VI.C
XAC2372 IS1479 transposase 1 1 VI.C
XAC2431 (tnp) transposase i 1 VI.C
XAC3932 integrase/recombinase r r r VI.C
XACDb0011(avrXacE3) avirulence protein 1 i VILA
XAC0286 (avrXacEl) avirulence protein i 1 1 VILA
XAC3224 (avrXacE2) avirulence protein 1 i 1 1 VILA
XAC0393 (hpaF) HpaF protein 1 1 VIL.B
XAC0394 (hrpF) HrpF protein 1 i i VIL.B
XAC0396 (hpaB) HpaB protein i i i i VIL.B
XAC0398 (hrpD6) HrpD6 protein 1 1 1 VIL.B
XAC0401 (hrcS) HreS protein i 1 1 VIIL.B
XAC0403 (hrcQ) HrcQ protein i i VIL.B
XAC0406 (hrcU) HrcU protein i i i VIL.B
XAC0407 (hrpB1) HrpB1 protein i i i VIL.B
XAC0408 (hrpB2) HrpB2 protein 1 1 1 1 VIL.B
XAC0416 (hpal) Hpal protein 1 1 1 1 1 VIL.B
XAC1266 (hrpXct) HrpX protein 1 1 1 1 1 VIL.B
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC1445 (pmrA) multidrug resistance ef- i i VIL.C
flux pump
XAC2230 (gst) glutathione S-transferase r VIL.C
XAC2386 (sodM) superoxidase dismutase r r VII.C
XAC2494 (yieO) drug resistance translo- i i 1 VIL.C
case
XAC2843 (mexB) multidrug efflux trans- i i i VII.C
porter
XAC3848 (mtrC) membrane fusion protein i r r VII.C
precursor
XAC4030 (catB) catalase 1 1 VII.C
XAC0028 (egl) cellulase i i i i i VIIL.D
XAC0029 (egl) cellulase i i VIL.D
XAC1770 (celA) cellulase i 1 1 VIL.D
XAC2373 (pel) degenerated pectate lyase 1 VIL.D
XAC2574 (gumM) GumM protein i VILE
XAC2575 (gumL) GumL protein i i VILE
XAC2579 (gumH) GumH protein 1 VILE
XAC2581 (gumF) GumF protein 1 1 VILE
XAC4273 OmpA-related protein r r VILF
XAC4274 OmpA-related protein r VILF
XAC1877 (rpfG) response regulator r i i i VIL.H
XAC1878 (rpfC) RpfC protein r i i i VILH
XAC1880 (rpfB) RpfB protein r VILH
XAC2607 (virB6) VirB6 protein r VIL.H
XAC2614 (virB4) VirB4 protein r r r r VIL.H
XAC2616 (virB2) VirB2 protein T T T r VIL.H
XAC2617 (virB1) VirB1 protein r r r VIL.H
XAC2618 (virB11) VirB11 protein r r VIL.H
XAC2620 (virB9) VirB9 protein r r r r r VIL.H
XACb0023proteina hipotética conservada r VIILA
XACb0032proteina hipotética conservada i VIILA
XACO0017 proteina hipotética conservada i r r VIILA
XACO0077 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XACO0141 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC0298 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC0453 proteina hipotética conservada r r r r r VIILA
XAC0464 proteina hipotética conservada r r VIILA
XACO0501 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XACO0553 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC0586 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC0625 proteina hipotética conservada i i VIILA
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0899 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC1037 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1061 proteina hipotética conservada r r VIILA
XACI1121 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC1179 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1240 proteina hipotética conservada i i r o r VIIL.A
XAC1245 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1296 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XACI1351 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1379 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC1387 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1393 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1553 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC1568 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC1629 proteina hipotética conservada i r i 1 VIILA
XAC1689 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1790 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC1806 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC1958 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2004 proteina hipotética conservada 1 1 VIIL.A
XAC2026 proteina hipotética conservada r i i VIILA
XAC2074 proteina hipotética conservada i VIILA
XAC2210 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC2408 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2434 proteina hipotética conservada r r r r VIILA
XAC?2443 proteina hipotética conservada i r r VIILA
XAC2605 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2654 proteina hipotética conservada i i i i VIILA
XAC2671 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC2816 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC2840 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC2901 proteina hipotética conservada i i i i VIILA
XAC2907 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC2921 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC2945 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3073 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC3089 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC3097 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3206 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC3301 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC3314 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3398 proteina hipotética conservada r r VIILA
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ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC3525 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC3617 proteina hipotética conservada i i i VIILA
XAC3634 proteina hipotética conservada r VIILA
XAC3720 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3739 proteina hipotética conservada 1 VIILA
XAC3841 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XAC3865 proteina hipotética conservada i r i i VIILA
XAC3959 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC3983 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3998 proteina hipotética conservada i 1 1 VIILA
XAC4013 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC1088 proteina hipotética conservada i i i VIILA.
XACb0043proteina hipotética r VIIL.B
XACb0048proteina hipotética r VIIL.B
XACO0315 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC0527 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC0601 proteina hipotética i VIIL.B
XACO0891 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC1502 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC1572 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC1632 proteina hipotética i VIIL.B
XAC1919 proteina hipotética i VIIL.B
XAC2262 proteina hipotética r VIIL.B
XAC2263 proteina hipotética r VIIL.B
XAC2506 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XAC2610 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC2613 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XAC2785 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC2787 proteina hipotética 1 1 1 1 VIIL.B
XAC2876 proteina hipotética 1 VIIL.B
XAC3230 proteina hipotética i i 1 VIIL.B
XAC3277 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3295 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3319 proteina hipotética r r r VIIL.B
XAC3380 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC3599 proteina hipotética r VIIL.B
XAC3775 proteina hipotética i i i VIIL.B
XAC3779 proteina hipotética i VIIL.B
XAC3984 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XAC4198 proteina hipotética 1 1 VIIL.B
XACO0018 proteina hipotética conservada r r r VIII.C
XACO0095 proteina hipotética conservada i r i i i VIIIL.C

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.5 — continuaciao da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0096 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
XACO0131 proteina hipotética conservada i i i i VIIIL.C
XAC0285 proteina hipotética conservada 1 1 VIIL.C
XAC0419 proteina hipotética conservada r r r VIII.C
XACO0677 proteina hipotética conservada i i 1 VIIIL.C
XAC0935 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC1235 proteina hipotética conservada i i i VIII.C
XAC1381 proteina hipotética conservada 1 1 VIII.C
XAC1396 proteina hipotética conservada r r r r r VIII.C
XAC1489 proteina hipotética conservada i 1 1 VIIIL.C
XAC1503 proteina hipotética conservada r r VIIIL.C
XAC1694 proteina hipotética conservada r i VIIIL.C
XAC1914 proteina hipotética conservada r 1 1 VIII.C
XAC1971 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XAC1990 proteina hipotética conservada i i 1 VIIIL.C
XAC2170 proteina hipotética conservada r i i VIIIL.C
XAC2367 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC2445 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIIL.C
XAC2559 proteina hipotética conservada r 1 VIIL.C
XAC2606 proteina hipotética conservada r VIII.C
XAC2611 proteina hipotética conservada r r r VIII.C
XAC2622 protefna hipotética conservada  r r r o r VIII.C
XAC2739 proteina hipotética conservada i i i VIIIL.C
XAC?2786 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIIIL.C
XAC3085 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 1 VIIL.C
XAC3267 proteina hipotética conservada r VIIIL.C
XAC3289 proteina hipotética conservada i VIIIL.C
XAC3636 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC3682 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIIL.C
XAC3734 proteina hipotética conservada r 1 VIII.C
XAC3751 proteina hipotética conservada i 1 VIIIL.C
XAC3866 proteina hipotética conservada r i VIIIL.C
XAC3966 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
XAC3970 proteina hipotética conservada 1 VIIL.C
XAC4200 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XAC4300 proteina hipotética conservada r r VIIIL.C
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10.3.5 Analise comparativa da expressao génica de Xac cultivada em meio
de cultura XAMI1 por 12 e por 24 h

Esta comparagdo se deu observando quais ORFs estavam presentes em ambas as situagdes ex-
perimentais, considerando os induzidos e os reprimidos. Desse modo, verificou-se que 77 delas
estavam presentes em ambas as situagdes, sendo que 26 estavam compartilhadas no grupo das in-
duzidas e 26 no grupo das reprimidas (Tabela 10.6). Esses 26 genes representam 28 categorias das

104 previamente determinadas para o genoma de Xac.

Para 25 ORFs a expressao génica foi discrepante, ou seja, se foi induzida em um experimento
foi reprimida no outro experimento, ou vice-versa. Neste caso, dentre as 25 discrepantes, 21 se
encontram reprimidas no experimento em que Xac foi cultivada em meio de cultura XAM]1 por 24

h.

Tabela 10.6: ORFs cuja expressdo diferencial foi induzida (i) ou reprimida (r) em Xac quando esta foi
multiplicada em meio de cultura XAMI por 12 h e nesse mesmo meio de cultura por 24 h, em comparacio
com o perfil de expressdo apresentado por esse mesmo isolado quando multiplicado em meio de cultura NA
por 12 h. As demais colunas referem-se aos demais experimentos e indicam se a referida ORF também
foi diferencialmente expressa naquele experimento e, ainda, se ela foi induzida ou reprimida. X12h = Xac
multiplicada em meio de cultura XAMI por 12 h; X24h = Xac multiplicada em meio de cultura XAM1 por
24 h; P24h = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 24 h; P3 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira
por 72 h; PS = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 120 h; Cat = categoria (Anexo A); Nome = nome
do gene, entre parénteses, quando houver, seguido do provavel produto protéico

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC3890 (putA) bifunctional PutA protein r r r r r LLA2
XAC1314 (paaF) enoyl-CoA hydratase r r LLA3
XACI1315 enoyl-CoA hydratase r r r r r ILA3
XAC2469 (gabD) succinate-semialdehyde 1 i 1 I.B.10

dehydrogenase
XAC0256 (mls) malate synthase i 1 I.BA4
XAC2336 (cydA) cytochrome D ubiquinol r r r I.C.1
oxidase subunit I
XAC2337 (cydB) cytochrome D ubiquinol r r r r I.C.1

oxidase subunit II

XAC2826 alcohol dehydrogenase i i I.C.2
XAC2136 oxidoreductase 1 r 1 I.C3
XAC1633 (gcd) glucose dehydrogenase 1 1 1 1 I.C.5
XAC2078 (sdhB) succinate dehydrogenase r r r L.C.7

iron-sulfur protein
XACO0730 two-component system regula- i i IL.D.1
tory protein

Continua na préxima pagina
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Tabela 10.6 — continuacdo da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat

XAC3993 two-component system regula- r i LD.1
tory protein

XAC3443 response regulator 1 r r r r I.D.2

XAC2547 (dapA) dihydrodipicolinate r r r r r ILA2
synthetase

XAC0480 (trpD) anthranilate synthase r i r IL.A4
component II

XAC1032 (purF)  amidophosphoribosyl- r r r r IL.B.1
transferase

XAC3116 (pqqC/D) PqqC/D protein 1 1 1 II.D.11

XAC1099 (moaD) molybdopterin- 1 r i 1 I.D4
converting factor chain 1

XAC0263 (accC) biotin carboxylase r r r r r ILE

XAC2084 (comA) competence protein r r r II.A.5

XAC3800 (fmt) 10- 1 1 I1.B.4
Formyltetrahydrofolate:L-
methionyl-tRNA N-
formyltransferase

XAC3867 (yiaA) membrane protein 1 r 1 1 IV.A1

XAC0999 (cirA) colicin I receptor i 1 1 1 IV.A2

XAC1425 (fasD) outer membrane usher i i IV.A2
protein FasD

XAC2802 (ttgF) outer membrane channel i r 1 IV. A2
protein

XACI1176 (srf)) glycosyl hydrolase 1 1 IV.C

XAC3240 (fimA) fimbrillin i r i i IV.D

XAC3241 (fimA) fimbrillin i r i i IV.D

XAC3157 (ycaD) transmembrane transport i i V.A.1
protein

XAC1438 (brf) bacterioferritin r r r V.A4

XAC2468 (corA) magnesium and cobalt i i i V.A4
transport protein

XAC2742 (btuB) TonB-dependent receptor r r r r V.A7

XAC3759 (drrA) ABC transporter ATP- i1 i V.A.7
binding protein

XAC1974 (fliD) flagellar protein 1 r 1 1 1 V.C

XACb0031(trwC) TrwC protein r r VLB

XAC1660 ISxac3 transposase r r VI.C

XAC2663 transposase 1 1 VI.C

XAC0416 (hpal) Hpal protein 1 1 1 1 1 VIL.B

XAC1266 (hrpXct) HrpX protein 1 1 1 1 1 VIL.B

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.6 — continuacdo da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC2494 (yieO) drug resistance translo- i i i VIL.C
case
XAC4162 (czcC) cation efflux system pro- r r 1 VII.C
tein

XAC0028 (egl) cellulase i i VIL.D

XAC2616 (virB2) VirB2 protein T T VIL.H

XAC2620 (virB9) VirB9 protein T r VIL.H

XACO0132 proteina hipotética conservada 1 r VIILA
XAC0268 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC0453 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC1240 proteina hipotética conservada i i VIILA
XAC1629 proteina hipotética conservada i r VIILA
XAC2011 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC2152 proteina hipotética conservada 1 r VIILA
XAC2407 proteina hipotética conservada 1 1 VIIL.A
XAC2434 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC?2443 proteina hipotética conservada i r VIILA
XAC2755 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC2879 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XAC3049 proteina hipotética conservada 1 r VIILA
XAC3408 proteina hipotética conservada i r VIILA
XAC3840 proteina hipotética conservada r r VIILA
XAC3865 proteina hipotética conservada i r VIILA
XAC3948 proteina hipotética conservada 1 r VIILA
XAC4021 proteina hipotética conservada 1 1 VIILA
XACb0035proteina hipotética r r VIIL.B
XAC0040 proteina hipotética i VIIL.B
XAC0392 proteina hipotética i r VIIL.B
XACO0754 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC1613 proteina hipotética r 1 VIIL.B
XAC1657 proteina hipotética i i VIIL.B
XAC2613 proteina hipotética r r VIIL.B
XAC3131 proteina hipotética i i VIIL.B
XACO0095 proteina hipotética conservada 1 r VIIL.C
XAC0547 proteina hipotética conservada r r VIII.C
XAC1396 proteina hipotética conservada r r VIIIL.C
XAC2485 proteina hipotética conservada i r VIIIL.C
XAC3085 proteina hipotética conservada i i VIIIL.C
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10.3.6 Analise comparativa da expressao génica de Xac cultivada em folhas
de laranjeira por 24,72 e 120 h

De todas as 102 ORFs expressas diferencialmente em Xac nestes trés tempos, 73 foram induzi-
das e 28 reprimidas. Uma delas, XAC3834, foi reprimida em 24 h e 120 h e induzida no experimento
72 h. Juntas, essas 73 ORFs representam 31 das 104 categorias determinadas para Xac, sendo en-
contradas 16 categorias representadas dentre os reprimidos e 25 nos induzidos, uma vez que 9 delas

possuem tanto ORFs induzidas quanto reprimidas.

No grupo dos induzidos a categoria V.C (Quimiotaxia e motilidade) € a mais abundante (17,8%).
Inclusive, essa categoria nao compartilha nenhum gene em todos os tempos, ou seja, nessa compa-

racdo ela somente estd presente no grupo dos induzidos (Tabela 10.7).

Tabela 10.7: Quantidade de ORFs de Xanthomonas axonopodis pv. citri que se mantém induzidas ou repri-
midas durante todo o processo de infeccdo (de 1 a 120 h de infeccio). Categoria: ver Anexo A

Categoria Induzidos Porcentagem  Reprimidos Porcentagem
LA2 1 1.37 3 10.71
LLA3 1 1.37 2 7.14
I.B.7 1 1.37 0.00
IL.C.1 0.00 1 3.57
I.C3 0.00 1 3.57
I.C5 1 1.37 0.00
I.C.8 0.00 1 3.57
I.D.2 5 6.85 1 3.57
I.D4 1 1.37 0.00
IL.A.2 0.00 2 7.14
ILA4 1 1.37 0.00
ILE 0.00 2 7.14
1L.A.3 1 1.37 0.00
II1.B.6 1 1.37 1 3.57
1.Cc.3 2 2.74 3 10.71
IVB 1 1.37 0.00
IV.D 1 1.37 0.00
V.A.1 1 1.37 0.00
V.A4 1 1.37 0.00
V.A.7 0.00 1 3.57
V.B 1 1.37 0.00
V.C 13 17.81 0.00
VLA 1 1.37 0.00
VILA 2 2.74 0.00
VIL.B 9 12.33 0.00

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.7 — continuac¢iao da pagina anterior

Categoria Induzidos Porcentagem  Reprimidos Porcentagem

VII.C 1 1.37 0.00

VIL.D 2 2.74 0.00

VILH 2 2.74 2 7.14

VIILA 9 12.33 1 3.57

VIIL.B 3 4.11 2 7.14

VIII.C 11 15.07 5 17.86

Total 73 100.00 28 100.00

Uma anélise grafica, onde se plotou a quantidade de genes por categoria, considerando todos os
genes diferencialmente expressos, nota-se que nas categorias [.A.2 e I.D.2 o grupo de genes induzi-
dos tende a aumentar com o passar do tempo, enquanto o contrdrio ocorre com os genes reprimidos.
Outro grupo interessante sdo os genes pertencentes as categorias III.A.3 (Recombinacio), IV.A.2
(Constituintes da membrana externa) e IV.D (Estruturas de superficial da célula), onde o grupo de
genes induzidos tende a diminuir ao longo do tempo, enquanto que os genes reprimidos sdo quase
inexistentes. Nas categorias V.B (Divisdo celular), VII.D (Degradacao de parede celular do hospe-
deiro) e VILE (Producdo de exopolissacarideos) ocorre exatamente o contrdrio dessa tltima. Nessas
trés categorias o grupo de genes induzidos tende a crescer com o passar do tempo. Na categoria
VIIIL.B ocorre o oposto do que ocorre nas categorias [.A.2 (Degradagao de pequenas moléculas) e
[.D.2 (Ativadores-repressores). Na VIII.B (Hipotéticas) sdo os genes induzidos que diminuem em
quantidade enquanto os reprimidos tende a aumentar. Enquanto na categoria I.C.3 (Transporte de
elétrons) os genes reprimidos tendem a diminuir em quantidade, nas categorias II1.C.3 (Degradacao
de proteina) e V.A.7 (Transporte: Outros) eles tendem a aumentar em nimero ao longo do tempo.
Um outro dado interessante ocorre na categoria V.C (Transporte de carboidratos, dcidos organicos
e dlcoois), uma vez que os genes dessa categoria tem aparecido, quase que exclusivamente, como
induzidos (raramente aparece algum reprimido) e em grandes quantidades. O fato interessante esta
na quantidade de genes dessa categoria diferencialmente expressos apds 24 h de cultivo in planta,

um valor préximo ao dobro do observado para os outros dois tempos (Figura 10.16).

A Tabela 10.8 apresenta os genes diferencialmente expressos em Xac cultivada em folhas de
laranjeiras comuns aos trés tempos analisados. Nela € possivel verificar que genes relacionados a
viruléncia (avrXacEl e avrXacE?2), receptor de enterobactina férrica (bfeA), proteinas relacionadas
a quimiotaxia (cheY), genes envolvidos na degradacdo de parede celular do hospedeiro (egl), pro-

teinas de flagelos (fliQ), genes hrp, hpa e hrc, genes de detoxificacdo (mexB), genes rpf, enzimas
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extracelular (XAC2831) e muitas proteinas hipotéticas foram induzidos. J4 genes relacionados a
degradacdo de pequenas moléculas (XAC3890), de degradacdo de lipidios (XAC1315), genes vir e

pthA3 e muitas proteinas hipotéticas, encontram-se reprimidos in planta.

Tabela 10.8: ORFs cuja expressio foi induzida (i) ou reprimida (r) em Xac multiplicada em folhas de la-
ranjeira por 24 h, 72 h e 120 h, em comparagcdo com o perfil de expressdo apresentado por esse mesmo
isolado quando multiplicado em meio de cultura NA por 12 h. As demais colunas referem-se aos demais
experimentos e indicam se a referida ORF também foi diferencialmente expressa naquele experimento e se
ela foi induzida ou reprimida. X12h = Xac multiplicada em meio de cultura XAM1 por 12 h; X24h = Xac
multiplicada em meio de cultura XAM1 por 24 h; P24h = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 24
h; P3 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira por 72 h; PS5 = Xac multiplicada em folhas de laranjeira
por 120 h; Cat = categoria (Anexo A); Nome = nome do gene, entre parénteses, quando houver, seguido do
provavel produto protéico

ORF Nome X12h X24h P24h P3 P5 Cat
XAC1214 (gcvP) glycine decarboxylase r r r r LA2
XACI1316 (mmsB)  3-hydroxyisobutirate r r r r LLA2
dehydrogenase

XAC3740 UDP-glucose 4-epimerase i i i i LLA2

XAC3890 (putA) bifunctional PutA protein r r r r r LLA2

XAC1315 enoyl-CoA hydratase r r r r r LLA3

XAC2563 acyl-CoA dehydrogenase 1 1 1 LLA3

XAC0124 (cbbFC) fructose-1,6- r r r r IL.B.3
bisphosphatase

XAC0491 (nudH) probable (di)nucleoside i i i i I.B.7
polyphosphate hydrolase

XAC2700 (nuoE) NADH-ubiquinone oxi- r r r r I1.C.1
doreductase NQO2 subunit

XAC3884 (cox3) cytochrome C oxidase su- r r 1 r I.C.1
bunit II1

XAC3575 (etfQO) flavoprotein-ubiquinone r r r r I.C3
oxidoreductase

XAC3212 (gcd) glucose dehydrogenase 1 1 1 I.C.5

XAC3650 (atpG) ATP synthase gamma r r r r I.C.8
chain

XACO0330 (cmfA) conditioned medium r i 1 1 I.D.2
factor

XAC0917 regulador transcricional 1 1 1 ILD.2

XAC1271 (rsbT) sigma-B negative effector i 1 1 ILD.2

XAC1655 regulador transcricional i i i i IL.D.2

XAC2166 regulador transcricional i i i I.D.2

XAC3443 response regulator 1 r r r r I.D.2

XAC3824 (rpoH) RNA polymerase sigma- 1 1 1 1 IL.D.4
32 factor

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.8 — continuac¢iao da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC0630 (aspC) aminotransferase r r r r I1.A.2
XAC2547 (dapA) dihydrodipicolinate r r r r II.A.2

synthetase
XAC3647 (pheA) chorismate mutase i 1 1 I1LAA4
XAC0263 (accC) biotin carboxylase r r r r ILE
XAC1129 (fabF) 3-oxoacyl-[ACP] T r r ILE
synthase 11
XAC3149 (ruvA) holliday junction binding 1 1 1 III.A.3
protein DNA helicase
XACO0540 ribonuclease 1 1 1 II1.B.6
XAC1089 (rnhA) ribonuclease H r r r III.B.6
XAC0249 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r r r I1.C.3
XAC1456 (dcp) peptidyl-dipeptidase r r r II1.C.3
XAC2831 extracellular serine protease 1 1 1 II.C.3
XAC2853 cysteine protease 1 1 1 II.C.3
XAC3627 (prlC) oligopeptidase A r r r I1.C.3
XACO0779 (murG) UDP-N- i i i i IV.B
acetylglucosamine-N-
acetylmuramyl- (pentapeptide)
pyrophosphoryl-undecaprenol
XAC2923 (pilU) twitching motility protein 1 1 1 IV.D
XAC1841 (yhdG) cationic amino acid i i i V.A.1
transporter
XAC3168 (bfeA) ferric enterobactin recep- 1 1 1 V.A4
tor
XAC2600 (btuB) TonB-dependent receptor r r r r V.A.7
XAC1934 (fleN) flagellar biosynthesis 1 i i i V.B
switch protein
XAC1932 (cheY) chemotaxis protein i i 1 1 V.C
XAC1942 (fliQ) flagellar biosynthesis 1 1 1 1 V.C
XAC1944 (fliP) flagellar biosynthetic pro- 1 1 1 V.C
tein
XAC1945 (fliO) flagellar protein i i i V.C
XAC1948 (fliL) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1950 (fli)) flagellar FliJ protein 1 1 1 1 V.C
XACI1951 (flil) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1953 (fliG) flagellar protein i i i i V.C
XAC1954 (fliF) flagellar protein i i i i V.C
XAC1955 (fliE) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XAC1974 (fliD) flagellar protein 1 1 1 1 V.C
XACI1983 (fig) flagellar biosynthesis 1 1 1 1 V.C

hook protein

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.8 — continuac¢iao da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XACI1989 (figM) flagellar protein i i i i V.C
XAC2652 (R) phage-related tail protein i i i i VLA
XAC0286 (avrXacEl) avirulence protein i 1 1 VILA
XAC3224 (avrXacE2) avirulence protein 1 1 1 1 VILA
XAC0394 (hrpF) HrpF protein 1 1 1 VIL.B
XAC0396 (hpaB) HpaB protein i i i i VIL.B
XAC0398 (hrpD6) HrpD6 protein i i i VIL.B
XAC0401 (hrcS) HrcS protein i 1 1 VIL.B
XAC0406 (hrcU) HrcU protein i 1 1 VIIL.B
XAC0407 (hrpB1) HrpB1 protein 1 1 1 VIL.B
XAC0408 (hrpB2) HrpB2 protein i i i VIL.B
XAC0416 (hpal) Hpal protein i i i i VIL.B
XAC1266 (hrpXct) HrpX protein 1 1 1 1 VIL.B
XAC2843 (mexB) multidrug efflux trans- i i 1 VII.C

porter
XAC0028 (egl) cellulase i i 1 1 VIL.D
XAC1770 (celA) cellulase 1 1 i VIL.D
XAC1877 (rpfG) response regulator 1 1 1 VILH
XAC1878 (rpfC) RpfC protein 1 1 1 VILH
XAC2614 (virB4) VirB4 protein r r r VIL.H
XAC2620 (virB9) VirB9 protein r T r VIL.H
XAC0453 proteina hipotética conservada r r r VIILA
XACO0501 proteina hipotética conservada i i i VIILA
XACO0553 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC1806 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC2654 proteina hipotética conservada i i i i VIILA
XAC2901 proteina hipotética conservada i i i i VIILA
XAC3617 proteina hipotética conservada i i i VIILA
XAC3959 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC3998 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIILA
XAC1088 proteina hipotética conservada i i 1 VIILA.
XAC2506 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XAC2613 proteina hipotética r r r r VIIL.B
XAC2787 proteina hipotética 1 1 1 VIIL.B
XAC3230 proteina hipotética 1 1 1 VIIL.B
XAC3775 proteina hipotética i 1 1 VIIL.B
XACO0018 proteina hipotética conservada r r r VIIIL.C
XACO0095 proteina hipotética conservada i i i i VIIIL.C
XACO0131 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XAC0419 proteina hipotética conservada r r r VIIL.C
XAC0677 proteina hipotética conservada 1 1 1 VIII.C
XAC1235 proteina hipotética conservada i i i VIIIL.C

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.8 — continuac¢iao da pagina anterior

ORF Nome X12h X24h P24h P3 PS5 Cat
XAC1396 proteina hipotética conservada r r r r r VIIIL.C
XAC1489 proteina hipotética conservada i i i VIIIL.C
XAC1971 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIIL.C
XAC2445 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIII.C
XAC2611 proteina hipotética conservada r r r VIII.C
XAC2622 proteina hipotética conservada  r r r r VIII.C
XAC2739 proteina hipotética conservada i i i VIIIL.C
XAC2786 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 VIIL.C
XAC3085 proteina hipotética conservada 1 1 1 1 1 VIIIL.C
XAC4200 proteina hipotética conservada i i 1 1 VIIIL.C
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Figura 10.9: Imagem de uma ldmina de microarranjos de DNA de Xac hibridizada com DNA desse mesmo
isolado marcado com fluor6foro Cy3 (lado esquerdo) e com fluoréforo Cy5 (lado direito).
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Figura 10.10: Imagem de uma lamina de microarranjos de DNA de Xac hibridizados com cDNA desse
mesmo isolado multiplicado em meio de cultura, marcado com fluoréforo Cy5 (lado esquerdo), e multiplicado
em folhas de Laranjeira Péra por 72 h, marcado com fluoréforo Cy3 (lado direito).
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Figura 10.11: Quantidade de genes diferencialmente expressos por categoria génica quando células de Xac
foram multiplicadas em meio de cultura XAMI1 por 12 h, comparada a sua expressdo em meio de cultura NA
por igual periodo.
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Figura 10.12: Quantidade de genes diferencialmente expressos por categoria génica quando células de Xac
foram multiplicadas em meio de cultura XAMI por 24 h, comparada a sua expressdo em meio de cultura NA
por 12 h.
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Figura 10.13: Quantidade de genes diferencialmente expressos por categoria génica quando células de Xac
foram multiplicadas em folhas de laranjeiras por 24 h, comparada a sua expressdo em meio de cultura NA

por 12 h.
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Figura 10.14: Quantidade de genes diferencialmente expressos por categoria génica quando células de Xac
foram multiplicadas em folhas de laranjeiras por 72 h, comparada a sua expressdo em meio de cultura NA

por 12 h.
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Figura 10.15: Quantidade de genes diferencialmente expressos por categoria génica quando células de Xac
foram multiplicadas em folhas de laranjeiras por 120 h, comparada a sua expressao em meio de cultura NA
por 12 h.



10.3 Andlise da expressdo génica de Xac em diferentes condigdes de cultivo 169

Genes Induzidos

m24h () 35 dai ()
5 d.ai (1

Namero de Genes

LA1 A2 |A3 1B.10 IB.12 1B3 IB7 IB9 IC1 1C2 IC3 IC4 IC5 I1C6 I1C7 I1.C.8 ID.1 ID2 1D3 1D4 I.A2 ILA3 IL.A4

Genes Induzidos.

m24h() @3dai() O5dai()
O24h()  W3dai() O5dai()

Numero de Genes

> & N -] > o > ) 3 N v . N v
PP VT FFFFIFIGFEITEs$
Categorias
Genes Induzidos

m24h () osd.
O24h (1) O5dai (1)

Numero de Genes

A & o

N » ©
SECRCERR ORI R IR SISO N IR SRS I SRR R

Categorias

Figura 10.16: Densidade de genes diferencialmente expressos por categoria génica, considerando os trés
experimentos realizados in planta: Xac cultivada em folhas de laranjeira por 24 h, por 72 h e por 120 h apéds

a inoculac¢do em folhas de laranjeira.
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10.4 Analise temporal da expressao génica de Xac in planta

10.4.1 Agrupamento de ORFs com padrao de expressao similar

A fim de verificar possiveis padrdes de expressdo que pudesse indicar possiveis vias metabdlicas
comuns compartilhadas pelas ORFs constantes do microarranjo, realizou-se uma andlise estatistica
calcada, principalmente, na correlacdo entre os padrdes de expressao apresentados pelos genes ao

longo do tempo.

Essa andlise retornou 9 padrdes de expressao significativos estatisticamente, ao nivel de 1% de
probabilidade (Figura 10.17). Os genes constantes de cada um desses nove grupos € apresentado na

Tabela 10.10.
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Figura 10.17: Grupos de ORFs de Xac que possuem um perfil de expressdo génica similar ao longo do
tempo. As ORFs podem ser identificadas na Tabela 10.10, onde o nimero do cluster corresponde a coluna
Grupo na tabela.
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Tabela 10.10: Grupo de ORFs de Xac cujo perfil de expressdao génica ao longo tempo se correlacionam,
quando Xac é multiplica em folhas de laranjeira por 24 h, 3 e 120 h. O perfil de cada grupo pode ser verificado
na Figura 10.17. CD = nome do gene; Nome = Produto génico; Cat = c6digo da respectiva categoria;

ORF CD Produto Grupo Cat Categoria
XAC0630 aspC aminotransferase 1 I.LA.2 Biossintese de aminodci-
dos
XACb0015 pthA3  avirulence protein 1 VILLA Aviruléncia
XAC2609 carboxypeptidase 1 IV.B  Estrutura celular
XAC3587 etfA electron transfer flavopro- 1 [.C.3 Metabolismo energético,
tein alpha subunit carbono
XACI1128 acpP acyl carrier protein 1 ILE Biossintese de 4cidos gra-
xos e de dcidos fosfatidi-
cos
XACDb0035 proteina hipotética 1 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC2610 proteina hipotética 1 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC3319 proteina hipotética 1 VIII.B Proteinas hipotéticas
XACb0036 virB1 VirB1 protein 1 VILLH Patogenicidade, virulén-
cia e adaptacao / Outro
XAC2614 virB4 VirB4 protein 1 VILLH Patogenicidade, virulén-
cia e adaptacdo / Outro
XAC2616 virB2 VirB2 protein 1 VIL.LH Patogenicidade, virulén-
cia e adaptacdo / Outro
XAC1204 alanyl dipeptidyl pepti- 1 III.C.3 Degradacao de proteina
dase
XAC4273 OmpA-related protein 1 VILF Proteinas de superficie
XAC2386 sodM superoxidase dismutase 1 VILI.C  Producio de toxinas e de-
toxificacdo
XACI1005 ppiB peptidyl-prolyl cis-trans 1 II.C.1 Tradugdo e modificacio
isomerase
XAC3560 btuB TonB-dependent receptor 1 V.A.7 Transporte
XAC1396 proteina hipotética con- 1 VIILI.C Proteinas hipotéticas con-
servada servadas em Xanthomo-
nas
XAC2606 proteina hipotética con- 1 VIII.C Proteinas hipotéticas con-
servada servadas em Xanthomo-
nas
XAC2611 proteina hipotética con- 1 VIII.C Proteinas hipotéticas con-
servada servadas em Xanthomo-
nas
XACI1889 cheD chemotaxis protein 2 V.C Mobilidade e quimiotaxia
XACI1897 tsr chemotaxis protein 2 V.C Mobilidade e quimiotaxia
XACI1900 tsr chemotaxis protein 2 V.C Mobilidade e quimiotaxia
XAC3693 motA  chemotaxis protein 2 V.C Mobilidade e quimiotaxia

Continua na préxima pigina
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Tabela 10.10 — continuacao da pagina anterior

ORF CD Produto Grupo Cat Categoria
XAC2807 menG  S-adenosylmethionine:2- 2 III.A.5 Metabolismo de DNA
demethylmenaquinone
methyltransferase
XACI1266 hrpXct HrpX protein 2 VILLB Resposta hipersensivel e
patogenicidade
XAC1898 proteina hipotética 2 VIII.B Proteinas hipotéticas
XAC3099 pilJ pilus biogenesis protein 2 IVD  Estruturas de superficies
XAC1091 protein phosphatase 2 III.C.1 Traducdo e modificacdo
XAC1423 pili assembly chaperone 3 III.C.2 Chaperonas
XACI1666 tsr chemotaxis protein 3 V.C Mobilidade e quimiotaxia
XACI1894 tsr chemotaxis protein 3 V.C Mobilidade e quimiotaxia
XAC0940 proteina hipotética con- 3 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC3214 proteina hipotética con- 3 VIII.A Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC3015 rebB RebB protein 3 III.A.3 Metabolismo de DNA
XAC1452 proteina hipotética 3 VIII.B Proteinas hipotéticas
XAC2637 proteina hipotética 3 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC3251 proteina hipotética 3 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC2908 murD  UDP-N- 3 IV.B  Saco de mureina, peptido-
acetylmuramoylalanine- glicano
D-glutamate ligase
XAC2883 hydrolase 3 IX ORFs com categoria inde-
finida
XAC0957 tufB elongation factor Tu 3 III.C.1 Metabolismo de proteina
XAC0610 proteina hibrida histidina 3 I.LD.3  Funcgdes regulatérias
quinase reguladora de res-
posta
XAC1445 pmrA  multidrug resistance ef- 3 VII.C Produgdo de toxinas e de-
flux pump toxificacdo
XAC1842 yhdG cationic amino acid trans- 3 V.A.1 Transporte
porter
XAC3531 pnuC PnuC protein 3 V.A.5 Transporte
XAC1951 flil flagellar protein 4 V.C Mobilidade e quimiotaxia
XAC3694 motB chemotaxis MotB protein 4 V.C Mobilidade e quimiotaxia
XAC3337 proteina hipotética 4 VIII.B Proteinas hipotéticas
XAC0928 extracellular protease 4 III.C.3 Degradacao de proteina
XAC2781 leuS leucyl-tRNA synthetase 4 [II.B.4 Metabolismo de RNA
XAC1841 yhdG cationic amino acid trans- 4 V.A.1 Transporte
porter
XAC0754 proteina hipotética 5 VIIL.B Proteinas hipotéticas

Continua na proxima pagina




10.4 Andlise temporal da expressdo génica de Xac in planta

266

Tabela 10.10 — continuacao da pagina anterior

ORF CD Produto Grupo Cat Categoria
XAC0018 proteina hipotética con- 5 VIII.C Proteinas hipotéticas con-
servada servadas em Xanthomo-
nas
XAC2694 nuoK NADH-ubiquinone oxi- 6 I.C.1 Respiragdo aerébica
doreductase NQOI11
subunit
XAC3884 cox3 cytochrome C oxidase su- 6 I.C.1 Respiragdo aerébica
bunit II1
XAC0533 aroQ catabolic dehydroquinase 6 I.LA.4 Biossintese de aminodci-
dos
XAC1433 asnB asparagine synthase B 6 II.LA.2 Biossintese de aminodci-
dos
XAC3603 cysB cystathionine beta- 6 II.A.3 Biossintese de amino4ci-
synthase dos
XAC0192 parA partition protein 6 V.B Divisao celular
XAC3598 rfbC truncated O-antigen bi- 6 IV.C  Estrutura celular
osynthesis protein
XAC2528 htpG heat shock protein G 6 III.C.2 Chaperonas
XAC0007 proteina hipotética con- 6 VIII.A Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC0026 proteina hipotética con- 6 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC0035 proteina hipotética con- 6 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC0141 proteina hipotética con- 6 VIII.A Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC0901 proteina hipotética con- 6 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC1351 proteina hipotética con- 6 VIII.A Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC1492 proteina hipotética con- 6 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC2312 proteina hipotética con- 6 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC2775 proteina hipotética con- 6 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC3374 proteina hipotética con- 6 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC3378 proteina hipotética con- 6 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC3898 proteina hipotética con- 6 VIII.A Proteinas hipotéticas con-
servada servadas

Continua na proxima pigina
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Tabela 10.10 — continuacao da pagina anterior
ORF CD Produto Grupo Cat Categoria
XACI1112 histidine triad-like protein 6 [LA.2  Degradation of Small Mo-
lecules
XAC1776 xylA xylose isomerase 6 [LA.2  Degradation of Small Mo-
lecules
XAC3303 micA DNA mismatch repair 6 III.A.4 Metabolismo de DNA
protein
XAC4171 xthAl  exodeoxyribonuclease Il 6 III.A.4 Metabolismo de DNA
XAC0334 sflA NADH-dependent FMN 6 I.C.3  Transporte de elétrons
reductase
XAC0539 oxidoreductase 6 I.C.3  Transporte de elétrons
XAC2062 cycM cytochrome C552 6 [.C.3  Transporte de elétrons
XAC0561 mdcD  delta subunit of malonate 6 ILE Biossintese de acidos gra-
decarboxylase xo0s e de 4cidos fosfatidi-
cos
XAC3347 pgk phosphoglycerate kinase 6 I.C.4  Glicdlise
XAC3352 gapA glyceraldehyde-3- 6 [.C.4  Glicdlise
phosphate dehydrogenase
XAC0099 proteina hipotética 6 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC1057 proteina hipotética 6 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC3294 proteina hipotética 6 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC2753 Lipoproteina 6 III.D.3 Lipoproteina
XACb0039 virB9 VirB9 protein 6 VILLH Patogenicidade, virulén-
cia e adaptagdo / Outro
XACb0040 virB8 VirB8 protein 6 VILLH Patogenicidade, virulén-
cia e adaptacdo / Outro
XACDb0060 vppA virulence plasmid protein 6 VILH Patogenicidade, virulén-
cia e adaptacao / Outro
XAC1880 rpfB RpfB protein 6 VILLH Patogenicidade, virulén-
cia e adaptacgdo / Outro
XACb0030 trwB TrwB protein 6 VI.B  Plasmid — Related Functi-
ons
XACb0056 repA replication protein A 6 VI.LB  Plasmid — Related Functi-
ons
XAC1269 rsbR positive  regulator of 6 [.LD.2  Fungdes regulatorias
sigma-B
XAC0972 rplC 50S ribosomal protein L3 6 III.B.2 Metabolismo de RNA
XAC0974 rplW 50S ribosomal protein 6 [II.B.2 Metabolismo de RNA
L23
XAC2413 rmD ribonuclease D 6 [II.B.4 Metabolismo de RNA
XAC3123 DNA-binding related pro- 6 III.A.2 Proteina estrutural de li-
tein gacdo de DNA

Continua na proxima pagina
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Tabela 10.10 — continuacao da pagina anterior

ORF CD Produto Grupo Cat Categoria
XACI1587 sseA thiosulfate sulfurtransfe- 6 [.B.12 Metabolismo de enxofre
rase
XAC1885 acnB aconitate hydratase 2 6 I.C.7 Ciclo do é4cido tri-
carboxilico
XAC2076 sdhD succinate dehydrogenase 6 I.LC.7 Ciclo do é&cido tri-
membrane anchor subunit carboxilico
XAC2078 sdhB succinate dehydrogenase 6 I.C.7 Ciclo do dcido tri-
iron-sulfur protein carboxilico
XAC3388 gltA citrate synthase 6 I.C.7 Ciclo do dacido tri-
carboxilico
XAC1461 gst glutathione S-transferase 6 VILI.C  Producio de toxinas e de-
toxificacdo
XAC1549 btuE ABC transporter vitamin 6 V.A.7 Transporte
B12 uptake permease
XAC2174 ISxac3 transposase 6 VI.C  FuncgOes relacionadas a
transposons € a introns
XAC2224 ISxac3 transposase 6 VI.C  Fungdes relacionadas a
transposons € a introns
XAC0834 colR two-component  system 6 ILD.1 Sistema de dois compo-
regulatory protein nentes
XAC1374 proteina hipotética con- 6 VIII.C Proteinas hipotéticas con-
servada servadas em Xanthomo-
nas
XAC1503 proteina hipotética con- 6 VIILI.C Proteinas hipotéticas con-
servada servadas em Xanthomo-
nas
XAC3455 leuA 2-isopropylmalate 7 I.LA.2 Biossintese de aminodci-
synthase dos
XAC0899 proteina hipotética con- 7 VIII.A Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC1543 proteina hipotética con- 7 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC3720 proteina hipotética con- 7 VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC0311 vanA vanillate O-demethylase 7 [LA.2  Degradation of Small Mo-
oxygenase subunit lecules
XAC3454 tdcB threonine dehydratase ca- 7 [LA.2  Degradation of Small Mo-
tabolic lecules
XAC0287 quinone oxidoreductase 7 [.C.3  Transporte de elétrons
XAC1572 proteina hipotética 7 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC3287 proteina hipotética 7 VIIL.B Proteinas hipotéticas
XAC3779 proteina hipotética 7 VIII.B Proteinas hipotéticas

Continua na proxima pigina
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Tabela 10.10 — continuacao da pagina anterior

ORF CD Produto Grupo Cat Categoria
XAC3984 proteina hipotética 7 VIII.B Proteinas hipotéticas
XAC4244 xylB xylulose kinase 7 II1.D.1 Metabolismo de macro-

moléculas
XAC2575 gumL.  GumlL protein 7 VILE Patogenicidade, virulén-
cia e adaptacdo / Exopo-
lissacarideos
XACI1573 phoU phosphate regulon regula- 7 I.LD.2  Fungdes regulatdrias
dor transcricional
XAC0997 rplQ 50S ribosomal protein 7 III.B.2 Metabolismo de RNA
L17
XAC3610 rhlE ATP-dependent RNA he- 7 III.B.5 Metabolismo de RNA
licase
XAC4006 trpS tryptophanyl-tRNA 7 III.B.4 Metabolismo de RNA
synthetase
XAC2380 efP elongation factor P 7 III.C.1 Traducao e modificacio
XAC0373 pcaR regulador transcricional 8 I.LD.2  Ativadores—repressores
XAC1601 kynureninase 8 II.D.17 Biossintese de pequenas
moléculas
XAC3103 gshB glutathione synthetase 8 II.D.10 Biossintese de pequenas
moléculas
XAC1964 fabH 3-oxoacyl-[ACP] 8 ILE Biossintese de pequenas
synthase moléculas
XAC1708 exoD ExoD protein 8 IV.C  Estrutura celular
XAC3098 pilL PilL protein 8 IV.D  Estrutura celular
XAC1240 proteina hipotética con- 8 VIII.A Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC3691 proteina hipotética con- 8§ VIII.LA Proteinas hipotéticas con-
servada servadas
XAC0427 maltooligosyltrehalose 8 [LA.1 Degradation of Polysac-
trehalohydrolase charides and Oligosaccha-
rides
XACI1275 xylB xylosidase 8 [LA.1 Degradation of Polysac-
charides and Oligosaccha-
rides
XAC2956 replication related protein 8 III.A.1 Metabolismo de DNA
XAC3818 priA primosomal protein N 8 III.A.1 Metabolismo de DNA
XACI1384 ydgM  ferredoxin II 8 [.C.3  Transporte de elétrons
XAC3020 proteina hipotética 8 VIII.B Proteinas hipotéticas
XAC3519 proteina hipotética 8 VIII.B Proteinas hipotéticas
XAC0631 ptrB protease 11 8 III.C.3 Degradacdo de proteina
XAC2537 peptidase 8 III.C.3 Degradacdo de proteina
XAC0922 ECF sigma factor 8 [.LD.4  Funcgdes regulatérias

Continua na proxima pigina
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Tabela 10.10 — continuacao da pagina anterior

ORF CD Produto Grupo Cat Categoria

XAC0990 rpmD  50S ribosomal protein 8 III.B.2 Metabolismo de RNA
L30

XAC1620 rpsF 30S ribosomal protein S6 8 [II.B.2 Metabolismo de RNA

XAC0900 pms peptide methionine sulfo- 8 III.C.1 Tradugao e modificagao
xide reductase

XAC1323 lepB signal peptidase I 8 [II.C.1 Tradugdo e modificacao

XACb0011 avrXacE3 avirulence protein 9 VILLA Aviruléncia

XAC1806 proteina hipotética con- 9 VIIL.A Proteinas hipotéticas con-
servada servadas

XAC0028 egl cellulase 9 VILLD Degradacgdo da parede ce-

lular do hospedeiro

XAC2961 purN 5- 9 II.LB.1 Biossintese de nucleoti-
phosphoribosylglycinamide deos
transformylase

XAC3878 disulphide-isomerase 9 IX ORFs com categoria inde-

finida

XACI1577 pstS ABC transporter 9 V.A2 Transporte / Anions
phosphate binding protein

XAC0095 proteina hipotética con- 9 VIII.C Proteinas hipotéticas con-

servada

servadas em Xanthomo-
nas

10.4.2 Expressao génica diferencial por gene, individualizado

As andlises implementadas no pacote “timecourse”, que roda no programa estatistico R, per-

mite ordenar os genes analisados, do mais para o menos significativo, considerando os trés pontos

analisados in planta (24, 72 e 120 horas). Como resultado, ele gera um grafico para cada um dos

genes, plotando neste grafico os pontos relativos as trés repeticoes em cada um dos pontos analisa-

dos. As Figuras 10.18, 10.19 e 10.20 sao exemplos de resultados obtidos com essa andlise. Apesar

de haver um indice estatistico para cada uma das ORFs analisadas, € possivel verificar o a expressao

génica ao longo do tempo para qualquer uma das ORFs presentes no microarranjo.
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Figura 10.18: Expressdo génica de Xac, ao longo do tempo, para cada uma das ORFs indicadas na figura.
Quanto menor for o “rank”, mais significativa foi a expressdo génica, em relacio a expressao génica global
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Figura 10.19: Expressdo génica de Xac, ao longo do tempo, para cada uma das ORFs indicadas na figura.
Quanto menor for o “rank”, mais significativa foi a expressdo génica, em relacio a expressao génica global
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Figura 10.20: Expressdo génica de Xac, ao longo do tempo, para cada uma das ORFs indicadas na figura.
Quanto menor for o “rank”, mais significativa foi a expressdo génica, em relacio a expressao génica global
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11 Discussao

Neste estudo € descrito pela primeira vez o uso da técnica de microarranjos de DNA para avaliar
a expressao diferencial e temporal de genes em Xac multiplicada em seu hospedeiro natural, citrus,

e em meio de cultura indutor XAM1, utilizado na literatura por mimetizar a planta.

Bactérias patogénicas utilizam uma expressao coordenada de genes em resposta a mudancgas
ambientais e para driblar as respostas de defesa do hospedeiro, permitindo, desta maneira, a sua
persisténcia, proliferacio, invasdo e dissemina¢ao no mesmo (190). Em Xac, uma bactéria fitopato-
génica, ndo deve ser diferente. Para infectar o hospedeiro, Xac necessita de encontrar uma porta de
entrada, a qual pode ser um ferimento ou aberturas naturais, como estomatos e hidatddios. J& nesse
primeiro passo, encontrar uma porta de entrada, Xac deve identificar essas aberturas e, muito pro-
vavelmente, se deslocar até as mesmas, para, entdo, adentrar ao interior do tecido da planta. Apds
estar no interior do seu hospedeiro, Xac deve proteger-se contra as respostas de defesa da planta, ou
fazer passar-se desapercebida, e, a0 mesmo tempo, obter alimento para poder se multiplicar. Esses
processos pressupdem a necessidade de uma série de compostos produzidos a partir da expressao de
genes especificos. Essa expressao, presume-se, deve ocorrer de maneira coordenada e ao seu devido
tempo. Desse modo, grande € a curiosidade a respeito de quais genes a bactéria utiliza em cada um
desses processos, pois a identificacdo desses genes podera levar ao estabelecimento de medidas de
controle. No caso especifico de Xac, o estabelecimento de uma medida de controle poder4 resultar

em ganhos significativos para a citricultura brasileira e mundial.

Assim, o presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de determinar o conjunto de genes
utilizado por Xac durante a colonizacao de folhas de laranjeira. Para isso, a abordagem utilizada
foi o microarranjos de DNA, visto que essa técnica permite verificar a indug@o ou repressao de um
grande nimero de genes em conjunto. Mas, antes de obter os resultados, o alvos, as sondas e o

microarranjo devem ser obtidos e os possiveis obstaculos a sua producio devem ser superados.

O primeiro obstdculo a ser superado foi a obtencao de RNA de células bacterianas cultivadas

in planta. Esse obsticulo foi superado infiltrando células bacterianas diretamente em folhas de la-
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ranjeira e recuperando-as posteriormente. O proximo passo, a extragdo de RNA total de altissima
qualidade a partir dessas células, € crucial para a conducdo da técnica de microarranjos de DNA.
Inicialmente, essa extracdo comegou a ser executada com o reagente Trizol. Mas, esse método nao
foi apropriado para a técnica, pois, parece que esse método de extragdo ndo elimina alguns dos com-
postos da folha, soliveis em dgua, que acompanham a solucdo de células e permanecem junto ao
RNA por todo o processo de extra¢ao. Essas impurezas na amostra, bem como a presenca de RNAs
de baixo peso molecular oriundos de degradag@o ou nativos da propria célula bacteriana, podem in-
terferir no processo de obtencao dos cDNAs, seqiiestrando oligonucleotideos ou inibindo a enzima
transcriptase reversa e no processo de marcacdo dos cDNAs, reagindo com os nucleotideos modifi-
cados, o que dificulta a reacdo dos mesmos com os fluoréforos. Além disso, provavelmente, esses
contaminantes favorecem a perda de qualidade do RNA, favorecendo a sua degradacdo, mesmo
se armazenado a —80 °C. Somado a esse problema, a presenca de grandes quantidades de RNA
de baixo peso molecular na amostra obriga a elevar a quantidade de RNA total a ser inicialmente
utilizada, pois, aproximadamente, somente 4% do total de RNA constitui RNAm. Com isso, ao
elevar essa quantidade, aumenta-se, também, a quantidade de RNAr e RNAt, aumentando conside-
ravelmente a emissdo de fundo (179), uma vez que os RNAt hibridizam inespecificamente com a

superficie da lamina.

Dificuldades durante a extracdo de RNA, ndo s6 para uso na técnica de microarranjos, mas para
outras técnicas, também foram encontradas por Zeng e Yang(191), Li et al.(192), Manickavelu et
al.(193), Baelde et al.(194) e por Culley et al.(195) a partir de microrganismos, plantas e animais.
Na grande maioria, a presenga de polissacarideos foi o contaminante mais problematico, mas houve
casos onde a presenca de polifendis foi importante. Ja em outros casos, a presenca de células ndo
completamente lisadas ou intactas foi a responsavel pela péssima qualidade e/ou baixo rendimento.
Houve, também casos em que a contaminacdo por polissacarideos formou uma gosma e, ao se
transferir a parte aquosa para um novo tubo, essa gosma levou junto parte da solu¢cdo organica,
contaminando a preparagdo com fenol e com cloroférmio. Sabe-se que a casca dos citrus é rica em

polifendis (196), talvez as folhas também o sejam.

Além das contaminacdes, a extracdo de RNA com o reagente Trizol a partir de Xac multiplicada
em folhas por menos de 72 h ndo foi adequada. Muito provavelmente, a quantidade de células ndo

foi suficiente para uma extra¢cdo minima e reproduzivel.

Ao contrario do Trizol, a extracdo com o conjunto de reagentes “Illustra RNAspin” da Amersham

Biosciences propiciou RNA de excelente qualidade, avaliada em aparelho NanoDrop® ND-1000
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Spectrophotometer, e a partir de pequena quantidade de células, o que possibilitou a extracdo de
RNA de folhas de laranjeira com 24 h de cultivo de Xac. Durante o processo de extracdo com
esses reagentes, observou-se que junto com o RNA, um composto verde, possivelmente clorofila,
ficava retido na coluna. Esse composto somente era eluido da coluna quando da dltima lavagem,
ao passar pela mesma um dos reagentes que contém etanol na sua constitui¢do, ou seja, esse com-
posto, possivelmente, € solivel em dlcool ou em outro constituinte desse reagente. Pode ser que
esse contaminante, junto com outros ou sozinho, fosse o causador da baixa qualidade das extragcoes
com Trizol. Além disso, a extracdo com esse conjunto de reagentes eliminou os RNAs de baixo
peso molecular, uma vez que estes sao eliminados da coluna quando do processo de lavagem, e a
contaminacao por DNA. Esse, talvez, seja um dos maiores beneficios do uso do conjunto de reagen-
tes “RNAspin” frente ao uso de Trizol. Assim, os RNAs utilizados nas hibridiza¢des foram obtidos

com o conjunto de reagentes “RNAspin” e o uso do reagente Trizol foi abolido.

Outro fato importante observado durante o processo de extragdo de RNA foi a mesma mo-
bilidade eletroforética apresentada pelas bandas correspondentes ao RNAs ribossomais tanto nas
amostras provenientes de meio de cultura NA quanto nas amostras provenientes de células bac-
terianas multiplicadas na planta, indicando que as amostras provenientes de folhas sio RNAs de
bactéria e ndo de laranjeira, confirmando a eficicia da metodologia de recuperagdo da bactéria do

tecido vegetal inoculado.

Sanado os problemas iniciais, procederam-se as hibridiza¢cdes. Estas foram realizadas com
alvos produzidos a partir de RNA de Xac multiplicada em meio de cultura NA, meio de cultura
XAMI1 e em folhas de laranjeira Pé€ra. O meio de cultura NA foi utilizado como controle e os

demais como teste.

Durante as extracdes do RNA total de Xac multiplicada em meio de cultura NA, observou-se
que as extracdes procedentes de células multiplicadas por mais de 12 h ndo apresentavam boa qua-
lidade (Figura 11.1). Parece que acima desse tempo de cultivo hd a producao de alguns metabdlitos
no meio de cultura, fazendo com que o RNA extraido ndo tenha boa qualidade. Possivelmente, esse
fato deva-se a morte de células, as quais liberam esses contaminantes, ao atingir a fase estaciona-
ria de crescimento. Além disso, ao atingir-se a fase estaciondria, as células sofrem um estresse, o
qual pode, significativamente, modular a expressao de genes, alterando, dessa maneira, a expressao
global da célula (197). Essa alteracao na expressdo pode se dar, também, pela inibicao da atividade
da RNA polimerase sob condi¢des de estresse (198). Desse modo, tanto os experimentos em meio

XAMI quanto os em planta foram contrastados com o experimento em meio de cultura NA.
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Figura 11.1: Padréo eletroforético de 5 uL. de uma suspensdo contendo RNA total de Xac multiplicada em
meio de cultura NA (12 h, 24 h e 72 h) e em meio de cultura XAM1 (X12h e X24h). As amostras foram
extraidas com o conjunto de reagentes “Illustra RNAspin”.

No geral, considerando-se todos os experimentos, observa-se que houve 1.078 genes diferenci-
almente expressos (Figura 11.2), dentre os 2.673 representados no microarranjo. Essa quantidade
se deve ao fato de se ter utilizado um valor de corte (p—value<0,05) menos rigoroso e da multi-
plicacdo de Xac em substratos distintos: meio de cultura NA, meio de cultura XAM]1 e folhas de
laranjeira. Esse valor de p—value se justifica considerando que este é o primeiro estudo dessa na-
tureza envolvendo expressiao de genes de uma bactéria fitopatogénica in planta. Além disso, esse
montante de genes diferencialmente expressos € resultado de todos os experimentos em conjunto.
Em Pseudomonas aeruginosa PAO1, em resposta a exsudatos de raizes provenientes de duas vari-
edades de beterraba, identificaram-se 516 e 451 genes diferencialmente expressos (p—value<0.05)
(169). Em Yersinia pestis, resultados similares também foram obtidos, onde foi identificado 755
genes diferencialmente expressos em resposta ao crescimento em substrato contendo cloranfenicol
(199). Um outro estudo, onde se comparou a expressao génica de Y. pestis durante a infec¢ao in vivo
verus seu crescimento in vitro, foi verificado que ~23% do genoma foi expresso diferencialmente

de maneira significativa entre as duas condicdes (200).

No geral, houve um maior nimero de genes induzidos que reprimidos, sendo que uma pequena
quantidade, 77, apresentou comportamento dibio: em um experimento foi induzido e nos outros foi
reprimido, ou vice-versa. Isso pode ser devido a genes essenciais ao desenvolvimento da bactéria,

0s quais sao necessarios em qualquer uma das situacdes a que ela venha sobreviver.

Em meio de cultura XAMI, apesar de haver somente dois tempos de avaliagdo, nota-se que
houve uma grande quantidade de genes diferencialmente expressos. Além disso, a quantidade de

genes comuns aos dois tempos € pequena, se comparado ao observado in planta (Figura 11.2).
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Figura 11.2: Diagrama de Venn mostrando a quantidade de genes diferencialmente expressos em Xac em
cada um dos cinco experimentos (ver secio 9 para detalhes) realizados. A cor verde indica os genes induzidos
e a vermelha os reprimidos. Os nimeros entre parénteses indicam o total de genes na referida comparacao.

Especificamente para Xac multiplicada em meio de cultura XAM1 por 24 h € possivel verificar
que a maior parte dos genes diferencialmente expressos deve-se a genes que foram reprimidos. As
caracteristicas desse meio de cultura devem ter influenciado de alguma maneira esses resultados.
Durante a extragdo de RNA total de Xac multiplicada em meio de cultura NA, notou-se que células
multiplicadas por mais de 12 h em meio liquido ndo resultavam em boa extragdao de RNA total.
Apesar de ndo ter sido possivel verificar, por meio de observagdo ou por meio de equipamentos, o
mesmo para o meio XAMI, pode ser que ele tenha exaurido e que tenha, com isso, ocasionado um

estresse nas células, alterando a expressao de seus genes.

Uma comparacao entre a expressao de Xac em meio XAMI com a expressdo in planta mostra
que, dos 35 genes da categoria VII (Patogenicidade, viruléncia e adaptag@o) presente no experi-
mento XAMI1 24 h, 15 foram induzidos e 20 reprimidos. Desses 35, apenas seis estdo presente no
experimento XAM1 12h, 11 no experimento planta 24 h, 13 em planta 72 h e 12 estdo presentes em
planta 120 h. Dos 15 genes induzidos, apenas quatro foram induzidos in planta no experimento 24
h. Do mesmo modo, dos 20 reprimidos, apenas trés foram reprimidos quando Xac foi multiplicada
em folhas de laranjeira por 24 h (Tabela 10.9). Dos genes hrp, apenas trés foram induzidos em

XAMI 24 h: hrpB2, hpal e hrpXct. Ja para os genes de aviruléncia, somente avrXacE?2 foi indu-
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zido em meio de cultura XAMI1 com 24 h de cultivo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Astua-Monge et al.(158), quando observaram que em meio indutor somente avrXacEl, avrXacE2 e
avrBs2 foram induzidos. Assim como no presente estudo, os quatro membros da familia pthA exi-
biram expressdo constitutiva tanto em meio indutor quanto em meio de cultura NA. Outros genes
avr de Xanthomonas spp., incluindo genes da familia pthA tem apresentado expressdao génica nao
significativa em meio indutor (201, 202, 203). Em um outro estudo envolvendo macroarranjos de
DNA, de 32 ORFs de Xac, classificadas como sendo da categoria VII (Patogenicidade, viruléncia e
adaptacgdo), constantes de um estudo envolvendo macroarranjos de DNA, apenas seis foram induzi-
das em meio indutor XAMI1 (204). No entanto, desses seis, apenas Apal foi comum entre aquele e

o presente estudo.

Um outro fato interessante € a comparacgao direta entre o resultado obtido quando Xac foi mul-
tiplicada em meio de cultura XAM1 e quando ela foi cultivada em folhas de laranjeira Péra, sem
considerar os tempos, somente os meios de culturas (folhas versus XAM1). Observa-se que dos
169 genes induzidos em XAM]1, apenas 23 aparecem induzidos in planta. O mesmo acontece com
os reprimidos: dos 223 genes reprimidos em XAMI, 29 também o sdo em folhas de laranjeira.
Quando se verifica quantos genes foram diferencialmente expressos em planta 24 h apds a inocu-
lagdo, os resultados sdo parecidos. Dos 252 genes induzidos em folhas 24 h apds a inoculacio, 22
aparecem induzidos em XAMI1 24 h ap6s o semeio. Dentre os 134 reprimidos in planta 24 h ap6s
a inoculacdo, 29 deles aparecem reprimidos em meio de cultura XAMI1 24 h ap6s a inoculacao. Os
resultados obtidos evidenciam as limitacdes do meio de cultura XAM1 como indutor de viruléncia
e a capacidade de mimetizar o contato com a planta hospedeira, pois esses niimeros deveriam ser
bem préximos um do outro, se o meio indutor ndo apresentasse limitagdes. Desta forma, fica claro
que a possibilidade de realizacao de experimentos in planta, possivel no patossistema Xac—citros,
mas ndo realizavel para outros patossistemas, tornam os dados obtidos muito mais préximos da

realidade do processo infeccioso do que aqueles obtidos a partir de meios sintéticos indutores.

Os dados apresentados pelos experimentos exclusivamente in planta mostram resultados em

acordo com o relatado na literatura, bem como apresentam novidades.

A Figura 11.2 mostra que no inicio da infeccdo, 24 h, é quando a bactéria apresenta uma maior
quantidade de genes diferencialmente regulados e exclusivos para aquele momento, 190, sendo que,
destes, a expressao de 117 foi induzida. Ja no terceiro dia apds a infecc¢do, a quantidade de genes
diferencialmente regulados e exclusivos cai para 171, sendo que, destes, 82 foram induzidos. Esse

valor continua caindo e, aos 120 h, chega a 131, sendo 76 induzidos. Considerando esses dados,
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pode-se supor que a bactéria necessita, inicialmente, de adaptar-se ao seu hospedeiro e enfrentar
as defesas do mesmo, necessitando de um maior arsenal génico expresso. Com o passar do tempo,
uma vez ja estabelecida, passa a necessitar de um menor niimero de genes para a sua manuten¢ao no
hospedeiro. Mas nota-se, também, na mesma Figura, que existem genes comuns entre as fases de
desenvolvimento e genes que se expressam durante todo o processo de infeccdo, independente da
etapa de colonizacdo. Interessante que a quantidade de genes diferencialmente expressos comuns a

24 h e 72 h, além de ser a menor entre as trés, também € menor que o observado entre 24 h e 120 h.

Dentre os genes diferencialmente expressos exclusivamente 24 h apds a inoculagio, destacam-
se induzidas as ORFs XAC0928 (Protease extracelular), XAC0931 (Regulador transcricional), 12
ORFs relacionadas a quimiotaxia, XAC4161 e XAC4162 (Proteinas do sistema de efluxo de cétion),
XAC1988 (Proteina de flagelo flgA) e XAC2504 (regulador de patogenicidade).

Segundo o Pfam, XAC0928 possui dominios caracteristicos de proteinas das familias TraB,
peptidase S8, proteinas citoplasmaticas e com dominios PPC. TraB consiste em proteinas que par-
ticipam da montagem do pilus e é conhecida como essencial para a transferéncia através do pilus.
Possivelmente, TraB se estende dentro da regido peripldsmica e € ancorada na membrana interna
por meio de um segmento transmembranico préximo a regido N-terminal (205). As peptidases S8
fazem parte de uma grande familia de serina proteases onde a atividade catalitica é funcdo de um
sistema de revezamento de cargas similar aquele da familia tripsina de serina proteases, mas de ra-
mos evolutivos independentes. Membros dessa familia, S8, possuem uma triade catalitica na ordem
Asp, His e Ser. Em bactéria, os membros dessa familia estdao, provavelmente, envolvidos na nutri¢cao
celular. Muitas sdo excretadas, mas lactocepina (““cell envelope-associated peptidase” (Lactobacil-
lus sp.)) permanece anexada a superficie externa da parede celular, enquanto que “lantibiotic leader
peptidases” sdo intracelulares. Peptidases de seqiiéncias lider (peptideo sinal), conhecidas como
“CylP leader peptidase” (“CylP/CylA lantibiotic leader peptidase” (Enterococcus faecalis)), sdo re-
queridas para a ativacao de lantibidticos (antibidticos peptidicos) e citolisinas (substancia toxica que
provoca lise celular) (206, 207). Desse modo, sugere-se um papel na viruléncia para a peptidase
codificada pela ORF XAC(0928 de Xac.

A maioria das bactérias Gram-negativas se movimenta e, com isso, resolve a maioria de seus
problemas no confronto com o hospedeiro. Essa motilidade permite a elas conseguir mais e melho-
res nutrientes, fugir de substancias toxicas ou ambientes desfavoraveis, procurar um hospedeiro e
se dispersar eficientemente. Esses movimentos se ddo por meio de nado, deslizamento, contragao

ou por movimento de aglomerados de células (208, 209). O movimento de nado € mediado por fla-
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gelo, uma estrutura composta por um longo filamento ancorado no envelope celular por um gancho
flexivel e um por um complexo corpo basal. O filamento flagelar € um tubo oco composto por apro-
ximadamente 20.000 cdpias da proteina flagelina (F1iC) polimerizada dentro da hélice complexa. A
rotacdo flagelar é controlada no corpo basal pelo motor flagelar, o qual € composto pelas proteinas
FliG, FliM e FliN (209).

A estrutura flagelar em Salmonella e E. coli possui uma estrutura localizada no citoplasma,
chamada MS, uma no periplasma, denominada anel P, e uma na membrana externa, denominada
anel L. Além desses, existe mais um anel, denominado anel C, que fica no lado citoplasmatico,
proximo ao anel MS. Os anéis P e L, juntos, formam uma estrutura cilindrica rigida que segura a

rotacdo da haste (210).

O anel P € formado por multiplas copias da proteina FlglI, a qual, em Xac, é codificada pela
ORF XAC1979. O precursor de Flgl é transportado para dentro do periplasma via sistema de
secrecdo Sec (211, 212). Uma outra proteina, FIgA, também € sintetizada em uma forma precursora
e exportada, pelo mesmo sistema Sec, para dentro do periplasma, onde auxilia Flgl na formacgdo do
anel P. Essas duas protefnas sdo essenciais para a formagao dessa estrutura. Estudos com mutantes
para essas proteinas sugerem a existéncia de uma interagdo entre FlgA—Flgl. Desse modo, esses
estudos indicam que FIgA, além de agir no periplasma, atua como uma chaperona peripldsmica, a
qual assiste a reacdo de polimerizacdo de Flgl no anel P por meio da interagdo FlgA-Flgl (213, 214,
215, 216, 214, 217).

Uma vez que os flagelos sdo responséveis pela propulsdo celular, algum outro sistema tem de
determinar a que direcdo seguir, quando seguir e quando ndo seguir. Este processo, de sentir o
ambiente quimico ao redor, ¢ denominado quimiotaxia e requer sensibilidade a concentragdo de um
produto quimico no ambiente e a transmissao de um sinal para os flagelos bacterianos, indicando
mudanca ou ndo de direcdo do nado. A maioria das proteinas envolvidas na quimiotaxia sdo re-
ceptores transmembranicos do tipo MCP. O sistema quimiosensor em bactéria pode ser resumido
da seguinte forma: as proteinas receptoras de membrana MCP percebem um sinal extracelular e o
endereca para um sistema de transdugdo de sinais onde a proteina CheA recebe o signal de MCP
e fosforila CheY, que entdo liga-se a0 complexo flagelar para controlar a direcdo rotacional dos
flagelos. A saturacdo do sistema € evitada pelo controle exercido pela propria CheA e ainda CheR,
sobre a sensibilidade da MCP na recepcao do sinal, sendo que o término do estimulo € conduzido
por modificacdes da MCP pela acdo de CheC e CheD (218). Desse modo, o sistema sensor de qui-

miotaxia transfere para os flagelos os estimulos necessarios para que estes possam fazer com que a
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célula se mova na direcdo correta.

Em Salmonella spp., a fun¢do motilidade e quimiotaxia na viruléncia tém sido estudada. Exis-
tem quatro diferentes tipos de mutantes que afetam ou o aparato flagelar (app), ou o flagelo propri-
amente dito (fla), ou a motilidade (mot) ou a quimiotaxia (che). Mutantes para quimiotaxia (app™
flat mot™ che) produz um flagelo funcional mas ndo responde a estimulos quimiostaticos (219).
Mutantes para motilidade (app™ fla™ mot che) produzem flagelo mas € deficiente para a motilidade.
Mutantes para o flagelo (app™ fla mot che) possuem o aparato de secre¢io funcional, mas nio pro-
duz o filamento flagelar. Por ultimo, mutantes para o aparato (app fla mot che) possui mutagdes nos
genes que codificam subunidades do aparato flagelar ou reguladores do processo de produgdo do

aparato flagelar (220).

Em Xac, os genes que codificam para flagelo e para quimiotaxia estdo divididos em 6 regides
génicas. Especificamente os genes de flagelos estao dispostos em duas regides. Nota-se que existem
varios genes duplicados, sendo que a ORF #sr aparece duplicada 10 vezes em tandem. A verificacao
da expressdo de genes de Xac codificando proteinas de quimiotaxia e flagelo sugere uma importan-
cia para estes sistemas de captacdo de sinais exteriores € movimentagdo da bactéria em 24 horas
apos a infeccdo, quando fendmenos de adaptacio ao ambiente, representados pela planta hospedeira,
encontram-se em acdo. Essa suposi¢cao € corroborada pelo padrdo de expressao apresentado pelos
genes che, mot, tsr € mcp (Figura 11.3). Os genes che estdo envolvidos diretamente na transmissao
dos sinais quimicos até o motor do flagelo. A proteina CheA, ao ser estimulada, forma um com-
plexo com a proteina CheW. CheA, uma histidina quinase, transfere seu grupo fosfato para CheY,
um regulador de resposta citoplasmatica difusivel. CheY fosforilada (Phosphoryl-CheY) interage
com o motor do flagelo mudando a sua dire¢do de rotagdo, alterando assim a taxa de deslocamento
da bactéria. A conseqiiéncia dessa mudanga € um movimento a favor de condi¢des favordveis e
contra as desfavordveis. Mutacdes em CheA, CheY ou CheW resulta em um fendtipo totalmente

ndo tatico em E. coli (221, 222, 223), confirmando a suposi¢ao acima.

Para se manter dentro do hospedeiro, a bactéria necessita degradar diversos compostos, ou para
a sua alimentagdo, ou para sua propria defesa. Os compostos degradados que serdo utilizados na
alimentacdo, na sua maioria agucares, devem ser transportados do exterior para o interior da célula
bacteriana. Desse modo, a célula necessita de um sistema de transporte especifico através de poros
na sua estrutura membranar, de modo a favorecer a passagem desses subprodutos. Para este tipo
de transporte, a célula utiliza o sistema PTS (224). Xac possui um operon incompleto que codifica

para o sistema PTS especifico para glicose e um outro especifico para frutose. A primeira ORF, logo
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abaixo do PTS especifico para frutose é a ORF XAC2504, que corresponde ao gene rpfN. Esse gene
codifica uma proteina envolvida na regulacao de fatores de patogenicidade e, além disso, é descrita
como formadora de um possivel poro de membrana externa. Sua funcdo € relacionada a captagao
de carboidratos, principalmente frutose (225, 226). Os resultados apresentados por Xac 24 h apds
a infec¢do mostram que rpfN foi induzida somente neste estdgio de desenvolvimento da bactéria,

sugerindo que o sistema PTS estd ativo nesta fase de desenvolvimento celular in planta.

Xac coloniza a regido interna do hospedeiro. Provavelmente, durante essa interagdo o hospe-
deiro produz ou retira do meio ambiente compostos que, em excesso, podem ser nocivos a bacteria.
Particularmente, os citions Mg>t, Zn?>*, Fe?*, Ni*T, Co?*, Cu™ e Cd** podem, em excesso, ser
téxicos a bacteria (227, 228). Para evitar essa toxidez, as células bacterianas possuem genes que
codificam proteinas responsdveis pela eliminacdo desses compostos do interior celular. Um desses
genes € o complexo CzcCBA. Em Alcaligenes eutrophus o produto dos genes CzcA, CzeB e CzcC
sdo requeridos para completa resisténcia a Zn>*, Co’*, e Cd>* (229). Nessa bactéria, essas protei-
nas estdo na fase lipidica, provavelmente na membrana externa. Estudos com mutantes mostrou que
CzcA sozinha consegue transportar zinco e cobalto através da membrana citoplasmadtica, agindo
como uma bomba de cétion. As outras duas proteinas, CzcB e CzcC, parecem estar no periplasma,
logo elas podem agir como um dissociador do complexo enzima (CzcA) com o substrato (cition).
No entanto, CzcB e CzcC sozinhos ndo conseguem transportar cdtions do citoplasma para o exte-
rior, o que indica que CzcA ¢ a parte transmembranica do processo. Desse modo, a célula se livra
de cations que, por ventura, estejam sendo toxicos a célula. Em Xac, as ORFs XAC4161 (CzcB)
e XAC4162 (CzcC) foram diferencialmente expressas, exclusivamente, no inicio da infec¢do, 24
h apds a inoculacdo (227, 228). Em acordo com esses resultados encontrados na literatura, além
dessas duas ORFs estarem induzidas, um mutante de Xac (vide Primeira Parte), cuja ORF mutada
foi a XAC4160 (CzcA), apresenta um fenétipo de patogenicidade diminuido em relacdo ao fenétipo

selvagem.

Considerando o exposto acima e o fato desses genes de Xac estarem sendo expressos exclusiva-
mente no inicio da colonizagdo, pode-se dizer que, nesta fase, Xac encontra um ambiente indspito,
deparando-se com as defesas da planta. Em sendo assim, a célula necessita deslocar-se dentro do
hospedeiro, ou em busca do alimento imediatamente disponivel ou para fugir de compostos toxicos.
Logo, pode-se supor que a bactéria, primeiramente induz seu sistema de quimiotaxia, o qual induz
a producdo e o movimento de flagelos na dire¢do desejada. Junto a isso, ela produz proteases extra-
celulares para, tanto contribuir na produc¢io de compostos benéfico quanto na clivagem de produtos

téxicos. Mesmo que esses produtos toxicos adentrem ao patdgeno, o sistema CzcCBA elimina es-
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ses compostos para o meio extracelular. E, para captar seu alimento, a producdo de enzimas, como
RpfN, que formam poros na membrana € essencial. Finalizando, todo esse complexo regido por um

rigido controle de reguladores transcricionais, tal como aquele produzido pela ORF0931.

A expressdao génica global de Xac, analisada somente in planta, mostra genes conhecidos, e
que sdo expressos durante a interacdo planta—patégeno, e desconhecidos, como os codificadores

para proteinas hipotéticas. Por outro lado, verifica-se que existem algumas surpresas interessantes.

Os genes do sistema de secre¢do do tipo IV, denominados genes virB, € uma das surpresas

observadas nos experimentos conduzidos em folhas de laranjeira.

Muitas bactérias patogénicas Gram-negativas possuem um sistema de secrec¢do do tipo IV. O
SST4 foi descrito pela primeira vez em Agrobacterium tumefaciens, a qual utiliza esse sistema
para transferir genes (T-DNA) de seu plasmideo, chamado Ti, para dentro de seu hospedeiro, cau-
sando uma doenca, a galha. Esse plasmideo possui diversos genes, dentre eles os genes virB, os
quais sdo induzidos por compostos fendlicos produzidos pela planta, propiciando a transferéncia
do material genético (230, 231). Portanto, a funcdo primeira desse sistema € a transferéncia de
DNA. Mas, em vérios casos foi demonstrado que esse sistema entrega proteinas no interior das
células de seus hospedeiros e que sdo requeridos para a viruléncia (232). Em Agrobacterium sp.
foi demonstrado que algumas proteinas também sdo entregues no hospedeiro por meio desse sis-
tema (233, 234, 235). Xac possui duas cOpias desses genes, uma no plasmideo pXAC64 e outra
no cromossomo (20). Dentre os 11 genes virB, presentes tanto no plasmideo quanto no cromos-
somo, nota-se a falta do gene virB7. No cromossomo, além da auséncia de virB7 também esta
ausente o gene virB5. O gene virD4 estd presente no cromossomo. Tanto no plasmideo como no
cromossomo, os genes virB de Xac estdo agrupados seqiiencialmente, intercalados por alguns ge-
nes codificadores de proteinas hipotéticas (Figura 11.4). Ao contrdrio do esperado, uma vez que
esses genes sao necessarios a patogenicidade em diversas bactérias, alguns desses genes foram re-
primidos em Xac quando esta foi cultivada em folhas de laranjeira. Os genes virBI, virB3, virB4,
virB8, virB9 e virB11 cromossomais foram reprimidos no inicio da colonizacdo. J4 virBI, virB2,
virB4, virB6, virB9 e virB1 1 plasmidiais foram reprimidos, alguns no inicio, outros no final e outros
durante todo o periodo avaliado. Além disso, ao se analisar o comportamento das proteinas hipo-
téticas proximas ao grupamento onde se encontram os genes virB, tanto do plasmideo quanto do
cromossomo, observa-se que XAC2606, XAC2610, XAC2611, XAC2613, XAC2622, XACb0035,
XACDb0043 e XACDb0048 e XAC2609, uma carboxipeptidase, também foram reprimidas em Xac

nestas condicdes de crescimento (Tabela 10.9). Alegria et al.(236) mostraram que os produtos dos
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genes virB cromossomais possuem uma grande identidade com proteinas codificadas pelos genes
tra encontrados nos plasmideos pSB105 e pIP102. Esses genes sdo requeridos durante o processo
de conjugacdo (237). No mesmo estudo, Alegria et al.(236) verificaram a interagdo entre as pro-
teinas do SST4 de Xac. Constatou-se que, para as proteinas codificadas pelo plasmideo, houve as
interacoes VirB6—XACb0042 e XACb0043—XACb0021b, e para as proteinas codificadas pelo cro-
mossomo foram encontradas interagdes XAC2622—-VirB9, XAC2609-VirD4 e XAC2610-VirB11.
Os autores sugerem que XAC2622 possa atuar como um VirB7 cromossomal e que, ou XACb0042

ou XACb0043, funcionariam como VirB7 plasmidial.

Em adicdo a estes resultados, verifica-se que um dos mutantes de Xac (vide Primeira Parte
desta Tese), defectivo para o gene virB2, teve a sintomatologia caracteristica da doenga alterada aos
trés dias apds a inoculagdo, apresentando uma hiperplasia diminuida sem necrose e sem enxarca-
mento. Interessante notar que esse mesmo gene foi reprimido a 24 h e a 120 h., mas manteve-se

constitutivamente expresso trés dias apds a inoculagao.

Considerando que os genes virB sdo transcritos em um baixo nivel e que eles sdo induzidos
por compostos fendlicos (230), baixa temperatura, pH 4cido e presenca de actuicares (238), condi-
coes tipicas encontradas no solo, préximo a rizosfera, é possivel aceitar que esses genes estejam
reprimidos em Xac colonizando folhas de laranjeira. Além disso, muito provavelmente, a planta
ird produzir compostos fendlicos, em maior quantidade, quando sofrer algum tipo de ferimento.
Neste caso, Xac pode se utilizar deste sistema quando da infec¢do natural, uma vez que ela tem
de ser guiada até a porta de entrada e, dentro desta, realizar interacdes com as células do hos-
pedeiro. Uma vez dentro do hospedeiro, ela pode utilizar um outro sistema de secrecao, talvez
mais apropriado para a entrega de proteinas de patogenicidade e viruléncia, o SSTT. Estudos com
Agrobacterium tumefaciens C58 mostrou que AIA inibe a expressdo de genes virB (238). Outros
compostos da classe das benzoxazinonas também podem inibir a expressao dos genes virB. Um dos
membros dessa classe, sintetizado pelo milho, 2,4-dihydroxy-7-methoxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)
(DIMBOA), inibe o crescimento da bactéria e a inducao dos genes virB (239). Um outro composto,
2-hydroxyl-4,7-dimethoxy-benzoxazin-3 inibe a expressdo dos genes mas nao inibe o crescimento
(240). Estas observagdes e os resultados obtidos com Xac cultivada em folhas de laranjeira po-
dem estabelecer novas hipdteses para o programa de expressiao dos genes virB nesta fitobactéria. A

premissa inicial era de que estariam induzidos, mas no entanto apresentaram-se reprimidos.

Em bactérias, o fendmeno conhecido como “quorum sensing”’, ou melhor, estimativa da densi-

dade bacteriana local, € comumente decorrente da concentragdo extracelular de pequenas moléculas
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auto-indutoras capazes de serem difundidas pela membrana celular bacteriana. Classicamente, em
Vibrio fischeri este mecanismo de quorum sensing € regulado pelo sistema Lux, composto basica-
mente por uma enzima codificada pelo gene luxl, responsavel pela geracdo das moléculas indutoras
propriamente ditas, neste caso as homoseril-lactonas (HSL), e pelo regulador transcricional, codifi-
cado pelo gene luxR que € ativado ou reprimido em decorréncia da concentracdo de HSL, atuando
como um modulador da producdo e ativacao do sistema. Sistemas de regulacdo parecidos ja foram
encontrados em outras bactérias, inclusive com a sintese de outras HSL que atuam de maneira si-
milar na resposta de densidade celular (241, 242, 243, 244). Entretanto, em bactérias do género
Xanthomonas o que se observa € algo diferente, mas com resposta andloga. Nestas bactérias o
fendmeno pode ser induzido por dois grupos distintos de moléculas: 1) por intermédio da sintese
dos chamados fatores difusiveis (Diffusible Factors, DF), que se caracterizam bioquimicamente por
serem butirolactonas ainda pouco caracterizadas, mas que sdo de fundamental importancia para ou-
tra peculiaridade de bactérias deste género, a fotoprotecdo, ja que, Xanthomonas pode sobreviver
como organismo epifitico durante parte de sua vida que precede o processo infeccioso propriamente
dito (245). Além disso, estes DF ainda estdao classicamente envolvidos com a biossintese de exo-
polissacarideo (EPS), envolvidos como sendo fundamentais para a viruléncia destes organismos
em seus respectivos hospedeiros (246, 247, 166); ii) por intermédio da biossintese de moléculas
conhecidas como fatores de sinalizac@o difusivel, que se caracterizam bioquimicamente por serem
um 4cido graxo insaturado (4cido cis-11-metil-2-dodecendico) (248). Estas moléculas DSF sao
biossintetizadas pelo conjunto de genes denominados de fatores de regulacdo da patogenicidade
(“Regulators of Pathogenicity Factors”, RPF), que se encontram agrupados inteiramente num nico
l6cus do genoma destas bactérias, compondo nove genes rpfABFCHG-DEI, especificamente para

Xanthomonas campestris pv. campestris, ja que em Xac encontra-se ausentes os genes rpfH e rpfI
(246, 247, 249, 250, 166).

Cada um destes genes apresenta uma caracteristica funcional peculiar: rpfA codifica para uma
aconitase, cuja fungao estd relacionada a homeostasia por ferro (251); rpfB codifica uma acil-coA
ligase, com uma cadeia longa de acidos graxos; rpfF media, junto com rpfB, a sintese de DSF,
de tal maneira que mutagdes em qualquer um destes genes proporciona redu¢do na sintese destas
moléculas e, conseqiientemente, redu¢do no processo de viruléncia (166); rpfC e rpfG codificam
um sistema de dois componentes (246); rpfH codifica uma proteina acessério que ancora em rpfC
permitindo que moléculas de DSF se liguem em ambas, auxiliando assim no desencadeamento da
resposta mediada por rpfC+DSF (247); rpfDEI, além de se localizarem a montante do agrupamento

principal de genes, ndo apresentam fun¢des de grande importincia para a sintese ou regulacao da
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sintese de DSF (252, 253).

Devido a importancia deste sistema na regulacdo dos fatores de patogenicidade em Xanthomo-
nas, mais especificamente na regulacdo da atividade dos genes de goma, de celulases e proteases
(246, 247, 166), varios grupos t€ém focado suas pesquisas nestes genes. Recentemente Andrade e co-
laboradores (254) obtiveram resultados interessantes de interacdo proteina—proteina por intermédio
da técnica de duplo-hibrido, demonstrando haver interacdes fisicas entre as proteinas que compde o
sistema de regulacdo dos genes rpf, previamente propostas por Slater e colaboradores (247). Mais
surpreendente € que este mesmo grupo ainda mostrou que, além das interacdes rpfF—rpfC e rpfC—
rpfG propostas por Slater e colaboradores (247), foi possivel observar que: 1) que rpfC € capaz
de se ligar a um gene nomeado como cmfA cuja seqiiéncia € similar a0 mesmo gene do organismo
modelo Dictyostelium discoideum, cuja funcdo também relaciona-se com o controle da densidade
celular neste organismo (255, 256, 257); 2) que rpfC interage com ntrB e que rpfG interage com
ntrC. Neste caso, embora ndo se tenha verificado a ligacdo direta de ntrBC, pode-se deduzir que
deva haver uma direta relacdo de ambos na regulacdo da expressao de alguns genes, ja que, além de
compreenderem um sistema de dois componentes, ntrB foi capaz de se ligar a um fator sigma, neste
caso sigma 54 (rpoN), que por sua vez desencadearia uma resposta de expressao génica dirigida;
3) que rpfG foi capaz de se interagir com inimeras proteinas que apresentam o dominio GGDEEF,
cuja funcdo seria converter GTP em c-diGMP, e que por sua vez atuaria como mediador secunda-
rio da resposta celular de controle da atividade génica, por promover modificagdes alostéricas em

indmeras enzimas (254).

Muitas dessas interagdes foram verificadas in vitro longe da maquinaria celular do organismo
estudado e, devido a isto, ndo se foi possivel verificar o nivel de expressdo dessas proteinas. Di-
ante deste quadro de modelos e interagdes propostas, procurar-se-a adicionar neste modelo o nivel
de expressdo de alguns destes genes por obtidos no presente estudo. O que se observou é que a
grande maioria destes genes propostos no modelo, e que estavam presentes no microarranjo, fo-
ram induzidos quando se inoculou Xac em plantas de Citrus sinensis, apos analise de 24, 72 e 120
horas, como foi o caso dos genes cmfA, rpfC, rpfG e algumas ORFs que codificam proteinas com
dominio GGDEF (XAC0610, XAC1887, XAC1938, XAC1939, XAC2482, XAC3272) (“NCBI’s
Computational Biology Branch” - (258)), celulases (XAC1770, XAC0028, XAC0029) e proteases
(XAC2853, XAC0928, XAC2831, XAC2833, XAC3547), além de uma expressdao ndo uniforme,
no inicio da infec¢@o, dos genes que participam da biossintese de goma. Estes dados corroboram os
dados de interagdo propostos por Andrade et al.(254), com base no modelo proposto por Slater et

al.(247), de tal maneira que muitos outros genes que apresentaram padrao de expressao similar aos



11 Discussdo 288

apresentados pelos genes referenciados acima, possam estar envolvidos com o processo de patoge-
nicidade de Xac apds contato com os tecidos vegetais. No entanto, uma tnica proteina destoa dentro
desse raciocinio: rpoN (XAC2972). O gene codificador para essa proteina apareceu reprimido nas
primeiras 24 h de infec¢do e comportou-se de maneira constitutiva nos demais tempos analisados.
Sabe-se que Xac possui uma outra copia desse gene, XAC1969, que também apresentou expres-
sdo constitutiva ao longo do experimento. Por outro lado, outros fatores sigma (ECF sigma factor,
RNA polymerase sigma factor, RNA polymerase sigma-E factor, RNA polymerase sigma-32 factor)
apresentaram-se induzidos in planta. A expressdo constitutiva de rpoN seria suficiente ou estaria
algum desses outros fatores realizando as funcdes de rpoN? Um resumo dessa discussao é apresen-
tada na Figura 11.5, a qual expressa este perfil de expressao nos trés tempos propostos (24, 72 e 120

horas apds inoculacao).

A interacdo entre a célula bacteriana e a célula eucaridtica durante a simbiose ou durante o pa-
rasitismo € mediada por proteinas secretadas pela bactéria. A chave para algumas interacdes entre
patégeno e hospedeiro € o sistema de secrecdo do tipo III, o qual estd presente em muitas bactérias
patogénicas de plantas e de animais. Esse sistema é muito estudado em organismos modelos, in-
cluindo espécies de patdégenos animal, como Yersinia, Shigella e Salmonella e fitopatégenos, como
Ralstonia solanacearum, espécies de Erwinia e de Xanthomonas e patovares de Pseudomonas sy-
ringae (259).

O SSTT possibilita a translocagdo de proteinas efetoras da bactéria diretamente para o interior
da célula eucaridtica do hospedeiro, as quais sao utilizadas para manipular o hospedeiro durante a
infeccao (260). Em contraste com as bactérias patogénicas de animais, as fitobactérias possuem um
grande arsenal de efetores (por exemplo, hd seis efetores conhecidos em Yersinia (261) comparado
a 29 efetores em P. syringae pv. tomato DC3000 (262)) os quais, presumivelmente, interferem
de uma maneira coletiva nas vias metabdlicas do hospedeiro, para beneficio do patégeno. Para
algumas proteinas efetoras, funcdes enzimaticas, como de cisteina protease ou de fosfatase, foram
demonstradas (263).

Estudos com fitobactérias t€ém revelado que o SSTT envolve uma variedade de fatores, tais
como adesinas, pili, fatores de sinalizacdo bacteriana, receptores externos e fatores derivados da
planta, proteinas envolvidas na transducdo de sinais, fatores de transcricdo especializados e fatores
sigma substitutos, dentre outros. No entanto, somente uma pequena quantidade desses processos
sao conhecidos em detalhes ao nivel molecular, sobretudo no que diz respeito as caracteristicas

particulares da interacdo entre patdgeno e hospedeiro (264). Como exemplo, a translocagdo de
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proteinas efetoras através da membrana plasmdtica da planta requer a presenga de um provavel
canal protéico hetero-oligomérico, o qual € dispensavel in vitro, mas é essencial para a translocacdo
de proteinas efetoras para dentro da célula do hospedeiro (265). O primeiro candidato a ser este
canal em bactéria fitopatogénica foi a proteina HrpF (codificada em Xac pela ORF0394) que é um
fator de patogenicidade essencial em X. campestris pv. vesicatoria (266). Homodlogos de HrpF
estdo presentes em diferentes Xanthomonas, rizébios, R. solanacearum e P. syringae pv. tomato.
No entanto, HrpF de Xanthomonas oryzae pv. oryzae e P. syringae pv. tomato ndo sdo essenciais a
patogenicidade, sugerindo que outras proteinas estdo envolvidas no processo de translocag¢do nesses
organismos (267, 268).

O SSTT de fitobactérias sdo codificados por um grupo de ~25 genes, cujas proteinas formam
um complexo que atravessa as membranas interna e externa do envelope bacteriano. Em Salmo-
nella typhimurium, externamente a célula bacteriana, € formada uma estrutura alongada com cerca
de 120 nm de comprimento ((269)). No isolado 306 de Xac foram identificadas 25 ORFs hrp, lo-
calizadas em um agrupamento de aproximadamente 23.573 pares de bases (20). Este agrupamento
compreende os genes hpaF a hpa2. A expressao desses genes € induzida pela planta e a regulacao é
efetuada por proteinas de dois componentes, fatores sigma alternativos e ativadores transcricionais

do tipo AraC.

Quando a expressao génica de Xac multiplicada in planta foi analisada, verificou-se que 24 h
apos a inoculagdo houve a indugdo de dois genes que codificam para proteinas regulatdria de dois
componentes (XAC3135 e XAC0225). Por outro lado, cinco fatores sigma (XAC4129, XAC1380,
XAC1682, XAC3824 e XAC2972) apresentaram indugdo por todo o periodo analisado (24, 72 e
120 h), sendo que o mesmo aconteceu para o gene hrpXct, um ativador transcricional da familia
AraC, o qual foi induzido nos trés tempos analisados. Em concordancia com este resultado, quando
um mutante para o gene hrpXct foi quando inoculado em citrus, ndo houve elicitacdo de nenhum

tipo de sintoma da doenca (vide primeira parte dessa Tese).

No SSTT, nove genes hrp sao conservados entre os patégenos de plantas e de animais, os quais
foram designados hrc. Além do alto grau de conservagdo, as proteinas Hrc também sdo similares
a componentes do corpo basal do flagelo bacteriano, sugerindo uma ancestralidade comum entre
flagelo e SSTT (270). Nos loci hrp, também encontram-se os genes denominados spa que em sua

maioria ndo tem um papel claro na patogenicidade.

Estudos tem mostrado que HrpG, uma proteina regulatéria transcricional com sitio de ligacao

de DNA, controla a expressao do gene hrpA em X. campestris pv. vesicatoria, assim como o gene
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hrpX (53, 271). Por sua vez, a proteina HrpX ativa a transcricdo do locus hrpB—F, assim como um
grande numero de proteinas de membrana externa (Xop) em X. campestris pv. vesicatoria (52). O
gene hrpG de R. solanacearum é regulado por uma cascata de sinais dependente de contato com a
célula hospedeira. O gene prhA (um receptor de sinal) transmite esse sinal para o gene prhR (uma
proteina transmembrana), a qual envia a sinalizagdo para prhl (um fator sigma ECF) e priJ (um
regulador de transcri¢do da familia LuxR/UhpA) (272, 273, 274).

Recentemente, Alegria et al.(264), por meio de estudos de duplo hibrido, identificaram em Xac
uma série de interagdes proteina—proteina relacionadas ao grupo de genes hrp. Os autores mostra-
ram interagdes entre as proteinas HrpG, HpaA, HpaB, HrcV, HrpB1, HrpD6, HrpB2, HrcU, HrpW,
HrpB4, e HrcN. Além dessas interacdes, os autores também demonstram a interagdo de HrpG com
as proteinas hipotéticas conservadas XAC0095 e XAC1568 e entre XAC0095 e XAC0524 (regula-

dor transcricional pbsX family).

Interessantemente, no presente estudo, os genes hpal, hpaB, hpaF, hrcQ, hrcS, hrcU, hrcV,
hrpBl1, hrpB2, hrpB5, hrpD6, hrpF, hrpG e hrpXct foram induzidos in planta. Mais interessante
ainda, as ORFs hipotéticas XAC0095 e XAC1568 também aparecem induzidas quando Xac foi
multiplicada em seu hospedeiro natural. Adicionalmente a isso, mutantes para as ORFs XAC0410
(hrpB4), XAC1266 (hrpXct) e XAC0095 (proteina hipotética conservada) ndo sdo patogénicos

quando inoculados em folhas de laranjeira.

No entanto, os dados de expressdao ora apresentados nao identificaram expressdo diferencial
para alguns genes hrp, dentre eles os genes hrcJ, hreN e hrcR. Os produtos destes genes faz parte do
aparato principal do SSTT e possuem andlogos no sistema flagelar (275, 276, 277, 260). Observando
esses andlogos, verifica-se que seus correspondentes fliF, flil e fliP foram induzidos nos trés tempos
analisados. Outros dois genes do SSTT que possuem andlogos no sistema flagelar também tiveram
seus analogos diferencialmente expressos. O gene hrcS foi expresso diferencialmente expresso nos
trés pontos de andlise cm o seu andlogo, fliQ, ocorreu o mesmo. Ja com o gene hrcQ ocorreu uma
alternancia. Enquanto ele foi diferencialmente expresso in planta no final da infec¢do, em 72 e
120 h, seu andlogo, fliN, foi diferencialmente expresso no inicio, 24 e 72 h. Desse modo, os genes
que estdo faltando no SSTT podem estar sendo substituido por seus andlogos presentes no sistema

flagelar.

Considerando esses dados e aqueles discutidos para o sistema flagelar e de quimiotaxia, onde se
supde que aqueles dois sistemas sdo necessarios a bactéria no inicio da infec¢do, mais precisamente

nas primeiras 24 h, pode-se aqui supor que uma vez que o sistema flagelar continua a ser diferencial-
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mente expresso apos ter cessado o de quimiotaxia, que as proteinas de flagelo estdo sendo utilizadas

na montagem do SSTT.

Considerando estes resultados e aqueles obtidos por Alegria et al.(264), e outros encontrados

na literatura, € possivel agrupd-los de modo a produzir um modelo das intera¢des entre as proteinas
do SSTT (Figura 11.6).
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Conclusoes

Com base nos resultados obtidos € possivel concluir que:

A técnica de microarranjos de DNA permite identificar genes diferencialmente expressos em

Xac durante o periodo de infec¢ao;

No inicio da colonizacdo (24 h) a fitobactéria depara com os maiores desafios frente ao hos-
pedeiro, uma vez que a expressao de genes exclusivos (ndo expressos em outra ocasido) € a

maior, dentre os trés tempos analisados (24, 72 e 120 h);

A quantidade de produtos catidnicos toxicos a célula € maior nas primeiras 24 h de infecc¢ao,
uma vez que proteinas “cation:proton antiporter” e “cation efflux system protein” s6 estdo

induzidas nesta fase;

Genes do sistema de flagelo e quimiotaxia sdo muito importantes nas primeiras 24 h de colo-

nizagao;
O sistema de secrecdo do tipo III € essencial durante todo o processo de infecgao;

Os genes codificadores de proteinas relacionadas a goma sdo expressos apds o terceiro dia

(72) de infec¢do, na sua maioria;

Aos cinco dias (120 h) de infec¢@o a célula parece diminuir sua atividade metabdlica, pois
os genes XACO0773 (ftsL - cell division protein) e XAC0784 (ftsZ - cell division protein) sdo
reprimidos enquanto que XAC3973 (sulA - cell division inhibitor) € induzido 120 h apéds a

inoculagao;
As celulases sdo necessdrias durante todo o processo de colonizag¢do do hospedeiro;
O gene pthA3 parece nio ser essencial ao processo de patogenicidade;

Os genes virB ndo sdo essenciais a sobrevivéncia de Xac no interior de citros;
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* A utiliza¢do de meios de cultura como mimetizador de hospedeiro e/ou como indutores de

genes deve ser avaliada com um certo cuidado.
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ANEXO A - Categorias génicas definidas para

Xanthomonas axonopodis pv. citri

¢ ]. Metabolismo intermediario

— A. Degradation

% 1. Degradacdo de polissacarideos e oligossacarideos

* 2. Degradacdo de pequenas moléculas

* 3. Degradacdo de lipidios

— B. Metabolismo intermediario central

%

&

*

1.

Actcares amino

. “Entner-Douderoff™
. Gliconeogénese
. Ciclo do glioxilato

. Metabolismo variado da glicose

2
3
4
5
6.
7
8
9

Via ndo oxidativa, via das pentoses

. Hidrdlise de nucleotideos
. Interconversao de nucleotideos

. Compostos fosfatados

10. Conversdes com propdsitos multiplos

11. Actcar nucleotideo biossintese, conversao

12. Metabolismo de enxofre

— C. Metabolismo energético, carbono

* 1. Respiragdo aerdbica

318
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* 2. Fermentacgdo e respiracdo anaerdbica

*

3. Transporte de elétrons

4. GlicOlise

*

*

5. Via oxidativa, via das pentoses

*

6. Piruvato desidrogenase
% 7. Ciclo do acido tri-carboxilico

* 8. Fluxo de elétrons interconversao
— D. Funcdes regulatérias

* 1. Sistema de dois componentes

*

2. Ativadores—repressores

* 3. Cinases—fosfatases

*

4. Fatores sigmas e outros componentes regulatorios

* 5. Nao usado
* II. Biossintese de pequenas moléculas

— A. Biossintese de aminoacidos

% 1. Familia do glutamato | assimilacdo de nitrogénio

x 2. Familias do aspartato e do piruvato

*

3. Familia da glicina—serina | metabolismo de enxofre

4. Familia dos aminoacidos aromaticos

*

% 5. Histidina
— B. Biossintese de nucleotideos
* 1. Ribonucleotideos purinicos
* 2. Ribonucleotideos pirimidinicos
x 3. 2/-Deoxirribonucleotideos
x 4. Salvamento de nucleosideos e nucleotideos
— C. Biossintese de agucares e de aguicar nucleotideo
— D. Biossintese de carreadores, grupos prostéticos e de cofatores

% 1. Biotina

x 2. Acido folico
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%

*

O o0 N N W B~ W

12.
13.
14.
15.
16.
17.

. Lipoato

. Molibdopterina

. Pantotenato

. Piridoxina

. Nucleotideos de piridina
. Tiamina

. Riboflavina

10.
11.

Tioredoxina, glutaredoxina, glutationa
Menaquinona, ubiquinona

Heme, porfirina

Proteina transportadora de carboxibiotina (BCCP)
Cobalamina

Enteroquelina

Biopterina

Outras

— E. Biossintese de dcidos graxos e de dcidos fosfatidicos

— F. Biossintese de poliaminas

o [II. Metabolismo de macromoléculas

— A. Metabolismo de DNA

* 1. Replicacdo

% 2. Proteina estrutural de ligacdo de DNA

* 3. Recombinacdo

* 4. Reparo

% 5. Restri¢do, modificacao

— B. Metabolismo de RNA

* 1. RNAs estavel e ribossomal

% 2. Proteinas ribossomais

# 3. Ribossomos — matura¢ao e modificacao

% 4. RNAt aminoacil sintetase, modificacdo de RNAt
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% 5. Sintese de RNA, modificacdo, transcricdo de DNA
% 6. Degradacdo de RNA

— C. Metabolismo de proteina

% 1. Tradug@o e modificacao
x 2. Chaperonas
% 3. Degradacdo de proteina
— D. Metabolismo de outras macromoléculas
x 1. Polissacarideos
x 2. Fosfolipideos

x 3. Lipoproteina

¢ IV. Estrutura celular

A. Componentes de membrana

% 1. Membrana interna

% 2. Constituintes de membrana externa

B. Saco de mureina, peptidoglicano

D. Estruturas de superficies
¢ V. Processos celulares

— A. Transporte

# 1. Aminoacidos, aminas

+ 2. Anions

% 3. Carboidratos, dcidos organicos, dlcoois
% 4. Cations

% 5. Nucleosideos, purinas, pirimidinas

% 6. Proteina, secrecdo de peptideo

* 7. Outro
— B. Divisao celular

— C. Mobilidade e quimiotaxia

C. Polissacarideos de superficie, lipopolissacarideos e antigenos



Anexo A - Categorias génicas definidas para Xanthomonas axonopodis pv. citri 322

— D. Adaptacdo osmdtica

— E. Morte celular
* VI. Elementos genéticos méveis

— A. Funcdes relacionadas a fagos e profagos
— B. Funcgdes relacionadas a plasmideos

— C. Fungoes relacionadas a transposons € a introns
* VII. Patogenicidade, viruléncia e adaptagcdo

A. Aviruléncia

B. Resposta hipersensivel e patogenicidade

C. Produgdo de toxinas e detoxificacdo

D. Degradacao da parede celular do hospedeiro

E. Exopolissacarideos

F. Proteinas de superficie

G. Adaptagao, condigdes atipicas

H. Outro

 VIII. Hipotética

— A. Proteinas hipotéticas conservadas
— B. Proteinas hipotéticas (inclui “no hits” ou somente baixo “score hits”)

— C. Proteinas hipotéticas conservadas em Xanthomonas

* IX. ORFs com categoria indefinida
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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