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Resumo

RESUMO

DA SILVA NETO, J. F. Estudo do papel dos fatores sigma alternativos o e o"
de Xylella fastidiosa. 2007. 166 f. Tese (Doutorado) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.

Os fatores sigma correspondem a subunidade dissociavel da RNA polimerase de
eubactérias. Neste trabalho foi estudado o papel dos fatores o= (RpoE) e o™ (RpoN)
da bactéria fitopatogénica Xylella fastidiosa. Utilizando uma estratégia de
mutagénese por recombinacdo homoéloga foram obtidas linhagens mutantes que nao
expressam o- e 6", como verificado por immunoblotting. A linhagem mutante rpoE
mostrou-se sensivel a etanol e a choque térmico e este fenétipo foi complementado
em ftrans. Perfis de expressao génica global foram determinados por ensaios de
microarranjos de DNA, revelando 21 genes com expressao reduzida no mutante
rpoE, sob condicbes de choque de calor. Estes genes codificam para proteases e
chaperones de periplasma, sistemas de transducao de sinal e proteinas hipotéticas.
Ensaios de RT-PCR quantitativo (gqRT-PCR) e ensaios de extensao de
oligonucleotideo permitiram validar o padrao de expressao e determinar o inicio de
transcricdo de genes selecionados, confirmando sua inducado por choque térmico
dependente de of. Alinhamento dos promotores mapeados revelou uma seqiiéncia
consenso semelhante aquela reconhecida por fatores sigma de funcéo
extracitoplasmatica (ECFs) de outras bactérias. Os niveis da proteina e do mRNA do
fator of ndo variaram em resposta a varios estresses. Embora verificada co-
transcricdo entre 0s genes rpoE, seu provavel anti-sigma e uma protease
periplasmatica, o fator sigma nao mostrou auto-regulacdo, mas regulou
positivamente o gene do anti-sigma em resposta ao choque térmico. Analises de
microarranjo de DNA comparando as linhagens J1a12 e rpoN em meio rico
indicaram poucos genes diferencialmente expressos. Em particular, o gene pilA
(XF2542), que codifica a subunidade estrutural da fimbria tipo IV, teve sua
expressdo extremamente reduzida, enquanto o operon codificando proteinas da
fimbria tipo | teve sua expressdo aumentada no mutante rpoN em relagdo a
linhagem J1a12, como confirmado por gRT-PCR. O inicio de transcricdo do gene

XF2542 foi determinado e confirmou o promotor ¢" predito. Ensaios de microscopia



Resumo

eletrbnica de transmissdo e ensaios de twitching motility revelaram que,
provavelmente devido aos paralogos de XF2542, ainda ocorre montagem da fimbria
tipo IV no mutante rmooN. No entanto, o mutante rpoN fez mais biofilme que a
linhagem selvagem e apresentou um fenotipo de auto-agregacdo. Analise por
microarranjo de DNA do transcriptoma da linhagem J1a12, submetida a caréncia
total de nitrogénio por 2, 8 e 12 horas, revelou que 448 genes tiveram sua expressao
alterada ao longo da série temporal. Comparacao do perfil de expressdo das
linhagens J1a12 e rpoN, submetidas a duas horas de caréncia de nitrogénio, revelou
22 genes diferencialmente expressos, sendo 7 deles induzidos por caréncia de
nitrogénio de modo dependente de o". Embora o gene g/inA nao tenha sido
detectado nesta analise, foi verificado que seu promotor é dependente de o". Assim,
o" regula genes que codificam estruturas fimbriais e genes da resposta a caréncia

de nitrogénio.

Palavras-chave: Microbiologia. Biologia Molecular. Regulacdo génica. Resposta a
estresse em bactérias. Fatores sigma. Xylella fastidiosa.
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ABSTRACT

DA SILVA NETO, J. F. Role of the alternative sigma factors o and o" in
Xylella fastidiosa. 2007. 166 f. Thesis (Doctoral) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2007.

Sigma factors are dissociable subunits of the eubacterial RNA polymerase. In this
work it was studied the role of the sigma factors 6= (RpoE) and ¢" (RpoN) in the
phytopathogenic bacterium Xylella fastidiosa. Using a mutagenesis strategy based in
homologous recombination mutant strains were obtained that did not express 6™ and
oV, as verified by immunoblotting. The rpoE strain is sensitive to ethanol and heat
shock, and this phenotype was complemented in trans. Global gene expression
profiles were obtained by microarray analyses, showing 21 genes under-expressed
in rpoN mutant under heat shock. These genes encode periplasmic proteases and
chaperones, signal transduction systems and hypothetical proteins. Quantitative RT-
PCR (gqRT-PCR) and primer extension assays allowed to validate the expression
profile and to determine the transcriptional start sites of selected genes, confirming
their o dependent induction by heat shock. Alignment of the mapped promoters
revealed a consensus sequence similar to the sequence recognized by
extracytoplasmic sigma factors (ECFs) of other bacteria. Protein and mRNA levels of
the of factor did not change in response to several stresses. Although co-
transcription among the genes rpoE, its probable anti-sigma factor and a periplasmic
protease was observed, the sigma factor did not show auto-regulation, but it
regulated positively the gene encoding the anti-sigma in response to heat shock.
Microarray analyses comparing J1a12 and rpoN strains in rich media indicated few
differentially expressed genes. In particular, the pilA gene (XF2542), encoding the
structural subunit of type IV fimbriae, showed an severely reduced expression, while
the operon encoding proteins of the type | fimbriae had its expression increased in
rpoN mutant compared to J1a12 strain, as confirmed by qRT-PCR. The transcription
start site of the XF2542 gene was determined and confirmed the predicted "
promoter. Transmission electron microscopy and twitching motility assays revealed
that assembly of type IV fimbriae in rooN mutant still occur, probably because of
XF2542 paralogs. However, the rooN mutant presented more biofilm than wild type
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strain and also an auto-aggregative phenotype. Microarray analyses of transcriptome
changes in J1a12 strain under nitrogen starvation during 2, 8 and 12 hours, revealed
that 448 genes had altered expression during time course. Comparing the expression
profile between J1a12 and rpoN strains under nitrogen starvation for two hours,
revealed 22 differentially expressed genes, and 7 genes were induced by nitrogen
starvation in a ¢"-dependent manner. Although the g/inA gene was not detected in
this analysis, it was verified that its promoter is o"-dependent. Thus, o™ regulates
genes that encode fimbrial structures and genes for the nitrogen starvation response.

Keywords: Microbiology. Molecular Biology. Gene regulation. Bacterial stress
response. Sigma factors. Xylella fastidiosa.
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1 INTRODUGCAO

1.1 A RESPOSTA A ESTRESSES E OS FATORES SIGMA

A célula bacteriana, em contato direto com o meio externo, necessita responder
rapidamente a variacbes em diversos fatores ambientais, como mudancas de
temperatura, disponibilidade de nutrientes e presengca de moléculas téxicas,
elaborando uma resposta adequada que leve em consideragdo o principio da
economia celular e a necessidade de protecdo as condicdes adversas. Um limitado
namero de classes de sinais diferentes é detectado por bactérias, incluindo
pequenas moléculas (espécies quimicas, como nutrientes e moléculas
sinalizadoras), solventes, superficies moleculares e estados fisico-quimicos
(temperatura, osmolaridade, conteudo de &gua, pressdao de oxigénio, potencial
redox, etc) (Cases e De Lorenzo, 2005). Embora pouco se saiba a respeito da
percepcdo destes sinais, os mecanismos de transducdo e elaboracdo de uma
resposta adequada sdo bastante conhecidos e, geralmente envolvem a participacao
de reguladores globais e fatores sigma alternativos, que coordenam a regulacéo
transcricional de varios genes, cujos produtos sdo necessarios para a célula
restabelecer as condicdes anteriores a presenca do estresse (Cases e De Lorenzo,
2005). Estresses ambientais para os quais 0s mecanismos fisiolégicos e moleculares
de resposta sdao bem conhecidos incluem estresse térmico (choque de calor e
choque frio), estresse osmotico, estresse oxidativo, estresse acido e adaptacédo a
caréncia nutricional (Ramos et al., 2001).

As proteinas regulatérias desempenham um papel fundamental neste controle,
pois ao ligar-se de modo especifico as regides promotoras, permitem a transcricao
coordenada dos genes. A organizacdo dos genes em operons permite coordenar a
expressao de genes de fungcdo semelhante, enquanto o controle de diferentes genes
e operons por um regulador comum — o regulon — permite coordenar a expressao de
genes que nao precisam estar ligados fisicamente no cromossomo. O avanco
metodoldgico em técnicas de analise em larga escala, como microarranjos de DNA,
associado a metodologias genéticas e bioquimicas tradicionais, tem revolucionado o
estudo da regulacdo da expressao génica, permitindo verificar alteracées no perfil
transcricional global da célula em resposta aos mais variados estimulos
(identificacao de estimulons) e a contribuicdo de reguladores especificos na
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elaboracdo destas respostas (identificacdo de regulons). Este tipo de abordagem
tem sido utilizado para estudar a resposta a uma grande variedade de condicées em
diversas bactérias, incluindo limitagao nutricional, transicao de fases de crescimento,
esporulagado, choque térmico, exposicdo a agentes oxidantes, dentre muitas outras
(Rhodius e LaRossa, 2003). A enorme massa de dados gerada por este tipo de
analise tem sido empregada na construcao de redes regulatérias transcricionais,
numa tentativa de entender como estas diferentes respostas, controladas de forma
hierarquica por reguladores transcricionais globais e locais, podem ser integradas de
modo a revelar a complexidade da resposta bacteriana frente as mudancas
fisiolégicas e ambientais (Martinez-Antonio e Collado-Vides, 2003).

O processo de decodificacao da informacdo armazenada na seqiéncia de DNA
até a geracao de um produto funcional na célula, geralmente uma proteina, oferece
multiplos pontos para controle regulatério. A iniciacdo da transcricdo € o primeiro e
mais importante passo na regulacédo da expressao génica em bactérias. O nivel de
transcricdo pode ser regulado por fatores transcricionais (ativadores ou repressores),
pela sequtiéncia do promotor, por pequenos ligantes e pela estrutura do cromossomo,
0s quais modulam a freqliéncia com que um promotor sera transcrito pela RNA
polimerase. Ainda, diferentes fatores sigma podem competir pelo cerne da RNA
polimerase, direcionando-a para transcricdo de conjuntos de genes especificos
(Browning e Busby, 2004). Niveis péds-transcricionais de controle envolvem
estabilidade do mRNA, atenuacdo da transcricdo, taxa de iniciagdo da traducéo,
modulacdo por pequenos RNAs regulatérios, estabilidade da proteina e regulagéo
de sua atividade por modificacdes pos-traducionais.

Em eubactérias, a RNA polimerase dependente de DNA (RNAP) é uma enzima
com multiplas subunidades responsavel pela transcricao de todas as moléculas de
RNA da célula (Borukhov e Nudlery, 2003). O cerne da enzima (subunidades
a2BB'w) contém toda maquinaria catalitica necesséaria para sintese de RNA, mas
para iniciar a transcricAo necessita associar-se a subunidade o, formando a
holoenzima (a2BB'wo) (Figura 1). A subunidade dissociavel o participa de todos os
eventos da iniciagdo da transcrigdo, incluindo o reconhecimento de sequUéncias
especificas do promotor, o posicionamento da holoenzima e a abertura da dupla fita
de DNA. Um promotor tipico apresenta dois hexdmeros conservados, os elementos
de sequéncia -10 e -35 do promotor, que sao 0s principais determinantes
reconhecidos por regides altamente conservadas dos fatores sigma (Browning e
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Busby, 2004) (Figura 1). Neste processo, conhecido como ciclo do sigma, o fator
sigma associa-se ao cerne da RNA polimerase para iniciacdo da transcricao e
dissocia-se apods a transicdo para o complexo de elongacdo. Apds o término da
transcricdo, o cerne da RNAP esta livre para associar-se ao sigma e iniciar novo
ciclo de transcricdo (Mooney et al., 2005).

TTGACA - elemento -10 TATAAT
elemento -35 estendido elemento -10

Figura 1: A RNA polimerase e sua interacao com o promotor. O modelo, baseado em
estudos cristalograficos, indica as interagdes entre as diferentes subunidades da holoenzima
e 0s elementos do promotor. As fitas do DNA sdo mostradas em verde, com os elementos -
10 e -35 destacados em amarelo e seqiiéncias menos comuns em promotores (a regiao -10
estendida e os elementos UP) destacadas em vermelho. A subunidade sigma € indicada em
vermelho com os dominios de interacdo aos elementos do promotor destacados (0., 05 €
04). As subunidades a, B e B’ sdo indicadas em cinza, azul e rosa, respectivamente. Os
dominios globulares da subunidade a que interagem com o DNA séo destacados. O sitio
ativo da enzima é indicado pelo ion Mg®* (magenta). Modificado de Browning e Busby, 2004.

O primeiro fator sigma foi descoberto em 1969, como a subunidade da RNA
polimerase de Escherichia coli necessaria para reconhecimento do promotor
(Burgess et al., 1969). Na década de 80 verificou-se que uma mesma bactéria
poderia ter multiplos fatores sigma, com a descoberta de que o processo de
esporulacdo em Bacillus subtilis era controlado por uma cascata de fatores sigma
alternativos (Losick e Pero, 1981). Logo em seguida, foi demonstrado, em E. coli,
que a resposta a determinados estresses era mediada por fatores sigma alternativos

e, mais recentemente, com o seqlenciamento completo de genomas, verificou-se a
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presenca de multiplos fatores sigma em varias bactérias. A quantidade destes
fatores varia de um unico gene em Mycoplasma genitalium a 63 genes em
Streptomyces coelicolor, e parece haver correlagdo entre o niumero de genes que
codificam para fatores sigma e a diversidade de ambientes nos quais a bactéria vive
(Mittenhuber, 2002; Gruber e Gross, 2003).

As bactérias utilizam um fator sigma primario, similar ao ¢’° de E. coli, para
iniciar a transcricdo da maioria dos genes durante a fase de crescimento
exponencial e fatores sigma alternativos para a transcricdo de classes de
promotores especificos, que sdo ativados durante condi¢cdes de estresse, transicao
de fases de crescimento ou diferenciacdo morfoldégica. Em bactérias patogénicas,
fatores sigma alternativos podem ainda afetar direta ou indiretamente a viruléncia
(Kazmierczak et al., 2005). Com base em similaridade de seqUéncia, organizacao
estrutural e mecanismos de acgéo, os fatores sigma bacterianos sdo agrupados em
duas familias principais, a familia 6’° e a familia 0> (Helmann e Chamberlin, 1988;
Wosten, 1998).

A grande maioria dos fatores sigma de eubactérias pertencem & familia o”°,
que é dividida em varios grupos e subgrupos relacionados filogeneticamente
(Lonetto et al., 1992; Helmann, 2002). O grupo 1 corresponde aos fatores sigma
primarios, incluindo o’ de E. coli e seus ortélogos. Sdo proteinas essenciais,
responsaveis pela iniciagdo da transcricdo da maioria dos genes da célula.
Compartilham quatro regides de seqliéncia conservadas, das quais as regides 2 e 4
sao responsaveis pelo reconhecimento de dois hexdmeros conservados, 0s
elementos de sequiéncia -10 e -35 do promotor, respectivamente. O grupo 2 inclui
fatores sigma que embora apresentem alta similaridade com os fatores sigma
primarios, ndo sao essenciais para o crescimento. O membro mais estudado deste
grupo é o fator sigma de fase estacionaria (6 codificado pelo gene rpoS). O grupo
3 engloba fatores sigma mais divergentes em relacédo aos fatores sigma do grupo 1
e geralmente sdo proteinas menores, pois ndo apresentam a regidao 1. Podem ser
agrupados em varios grupos filogenéticos, que geralmente apresentam funcdes
similares, como resposta ao choque térmico, biossintese do flagelo e esporulacao. O
grupo 4, também chamado de subfamilia de fatores sigma de funcéo
extracitoplasmatica (ECF) (Lonetto et al, 1994), engloba um grande numero de
pequenos fatores sigma (apresentam apenas as regioes 2 e 4) cujos membros estao
envolvidos em respostas associadas ao envelope celular. Finalmente, o grupo 5
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inclui os fatores sigma da familia o’ mais divergentes em seqiiéncia, estrutura e
funcéo, descritos recentemente (Dupuy e Matamouros, 2006). Neste grupo estao
TcdR, BotR, TetR e UviA, fatores sigma que dirigem a transcricdo dos genes da
toxina A e toxina B em Clostridium difficile, os genes da neurotoxina em C. botulinum
e C. tetani, e o gene da bacteriocina em C. perfringens (Dupuy e Matamouros, 2006;
Helmann, 2002).

Como a maioria das bactérias tem varios fatores sigma e todos eles atuam
em conjungdo com o mesmo cerne da RNAP, é necessaria a existéncia de
mecanismos que garantam a apropriada organizacdo do espaco transcricional entre
estes multiplos fatores (Gruber e Gross, 2003). E. coli, por exemplo, possui sete
subunidades sigma, o”® (RpoD), o>* (RpoN), 6*® (RpoS), 0* (RpoH), 0** (RpoE), 0*®
(FIiA) e Fecl, que competem por uma limitada quantidade de RNAP para transcrever
conjuntos especificos de genes (Ishihama, 2000; Grigorova et al., 2006). O modelo
de competicdo inicialmente assumia que a ligacdo de diferentes fatores sigma ao
cerne da RNAP dependia apenas da concentracdo e da afinidade relativa de cada
sigma. No entanto, estudos recentes indicam que a pequena molécula ppGpp
(tetrafosfato de guanosina) atua como um importante regulador da ligacao diferencial
de fatores sigma ao cerne da RNAP, favorecendo a ligagdo de fatores sigma
alternativos em detrimento do fator sigma primario (Jishage et al., 2002; Laurie et al.,
2003; Magnusson et al., 2005). Inumeras estratégias regulatérias também séao
empregadas para alterar a quantidade e a atividade de fatores sigma na célula. O
fato de varios fatores sigma apresentarem regulacdo em todos 0s niveis possiveis,
estando entre os genes que possuem maior complexidade regulatéria na célula
(Yura, 1996; Hengge-Aronis, 2002) indica a importancia de manter um refinado
controle destas proteinas para evitar perturbacées no processo de transcricado. Em
muitos casos esta regulacédo envolve fatores anti-sigma que modulam a atividade do
fator sigma cognato independente de sua transcricao e traducao, sendo também os
préprios anti-sigma sujeitos a variados mecanismos regulatérios, muitas vezes em

resposta a sinais ambientais (Hughes e Mathee, 1998; Helmann, 1999).
1.1.1 A resposta ao choque térmico e o papel do fator o

A resposta ao choque térmico é universal entre 0s organismos e corresponde

a um rapido e transitério aumento na sintese de um conjunto especifico de
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proteinas, as proteinas de choque térmico, sobretudo chaperones e proteases,
necessarias para proteger a célula do principal efeito da elevacao da temperatura, a
geracdo e o acumulo de proteinas desdobradas (Rosen e Ron, 2002). Embora
muitas proteinas de choque térmico sejam altamente conservadas, 0s mecanismos
de controle de sua expressao variam entre 0s organismos.

Em eubactérias, a expressdo dos genes de choque térmico é controlada em
nivel transcricional por mecanismos positivos e negativos. Controle positivo
corresponde ao uso de fatores sigma alternativos que direcionam a RNA polimerase
aos promotores dos genes de choque térmico, destacando-se os fatores 6% e 6t de
bactérias Gram-negativas, e o fator geral de estresse ¢° de bactérias Gram-positivas
(Narberhaus, 1999). O controle negativo, encontrado em cianobactérias, bactérias
Gram-positivas e proteobactérias do subgrupo alfa, corresponde ao uso de
repressores que se ligam a elementos cis do promotor dos genes de choque
térmico, limitando sua transcricaio em condicbes fisioldgicas, sendo o sistema
CIRCE/HrcA um dos mais estudados. Assim, a resposta ao choque térmico é
regulada por varios elementos de controle, sendo o estimulon de choque térmico
subdividido em varios regulons (Narberhaus, 1999).

Em E. coli a resposta ao choque térmico é positivamente controlada pelo uso
de fatores sigma alternativos. Embora os fatores 6= e 6> exercam certo papel,
controlando a resposta ao choque térmico extremo e a resposta ao choque por fago,
respectivamente (Narberhaus, 1999), a classica resposta ao aumento da
temperatura de 30 °C para 42 °C é mediada pelo fator sigma de choque térmico 6%
(Grossman et al., 1984), codificado pelo gene rpoH (Landick et al., 1984). Quando as
células de E. coli sdo expostas a um aumento de temperatura de 30 °C para 42 °C a
RNA polimerase associada ao 6% reconhece os promotores dos genes de choque
térmico, transcrevendo-os. Estes genes codificam para chaperones moleculares,
que auxiliam o dobramento de outras proteinas, como GroEL/GroES e DnaK/Dnad e
proteases, como Lon, ClpP/HsIU e FtsH. Os primeiros trabalhos estudando o regulon
6% de E. coli identificaram aproximadamente 30 genes induzidos por choque
térmico, muitos deles de modo dependente de 6% (Lemaux et al., 1978; Chuang et
al., 1993).

Recentemente, o regulon ¢* de E. coli tem sido estudado de forma mais

global, utilizando técnicas mais abrangentes. A primeira andlise sistematica deste
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regulon identificou pelo menos 32 promotores dependentes de ¢, estudando a
mudanca transcricional global em resposta a niveis artificialmente aumentados de
6%, através de microarranjos de DNA (Zhao et al, 2005). Uma abordagem de
transcriptoma semelhante, associada a andlise de bioinformética, identificou 49
promotores dependentes de 6%, confirmando os genes ja previamente identificados
e revelando novos aspectos da resposta celular ao choque térmico (Nonaka et al.,
2006). Finalmente, em um trabalho utilizando a técnica de imunoprecipitacdo da
cromatina acoplada com microarranjo de DNA (ChlP-chip) foram identificados 87
alvos in vivo de o%, sendo 52 promotores ja descritos. Além do nimero
inesperadamente elevado de promotores dependentes de %, outras surpresas
reveladas foram a presenca de muitos destes promotores dentro de regides
codificadoras e a extensiva sobreposicdo de promotores dependentes de ¢°2 e oF
com ¢’°, com a RNAPc* e a RNAPG” iniciando a transcricdo com a mesma
eficiéncia a partir de posi¢oes idénticas (Wade et al., 2006). Analise das mudancas
globais no transcriptoma em resposta a choque térmico, utilizando microarranjos de
DNA, tem sido feita para muitas outras bactérias, como Shewanella oneidensis (Gao
et al., 2004), Yersinia pestis (Han et al., 2004) e Xylella fastidiosa (Koide et al.,
2006).

A rapida e transitéria transcricdo dos genes de choque térmico é controlada
pela regulacdo da sintese, atividade e estabilidade de ¢°? utilizando mecanismos de
retroalimentagcdo que incorporam informacbées da temperatura e do estado de
dobramento de proteinas da célula (Arsene et al., 2000; EI-Samad et al., 2005). O
primeiro nivel de regulacéo do fator sigma 6% é a transcricdo. Embora néo apresente
papel importante na resposta ao choque térmico (30 °C para 42 °C), o controle
transcricional do gene rpoH € bastante complexo. A regido regulatéria de rpoH
contém cinco promotores (P1, P3, P4, P5 e P6) e € modulada por varios fatores,
incluindo trés fatores sigma, o regulador global CRP, a proteina DnaA e o anti-
ativador CytR (Yura, 1996; Arsene et al., 2000). Os promotores P1, P4 e P5 sao
reconhecidos pela RNA polimerase contendo ¢”° (Erickson et al., 1987), enquanto
P3 e P6 sdo reconhecidos pela RNA polimerase contendo 6© e 0, respectivamente
(Wang e Kaguni, 1989; Janaszak et al, 2007). Os promotores P1 e P4 sao

responsaveis pela maior parte da transcricao a 30 °C, enquanto P3 é o Unico
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promotor ativo a 50 °C, interconectando o regulon ¢°2 ao regulon de choque térmico
extremo c*.

A sintese de 6% é regulada primariamente em nivel de traducéo e é mediada
pela estrutura secundaria do mRNA de rpoH, sobretudo as regides A e B localizadas
na regiao 5’ do RNA mensageiro (Yura, 1996). A 30 °C a traducao é reprimida pela
formacao de estruturas secundarias que blogueiam a sequiéncia de Shine-Dalgarno,
impedindo a iniciagdo da traducédo. Deste modo o mRNA de rpoH funciona como um
termosensor que garante aumento nos niveis de ¢°? antes do aparecimento de
proteinas desnaturadas na célula (Morita et al., 1999).

O nivel seguinte é a regulacdo da estabilidade e da atividade de ¢*2, que
envolve um balanco dos niveis de chaperones e proteases do préprio regulon 62 e a
quantidade de proteinas desnaturadas na célula. Em temperatura normal de
crescimento ¢ é rapidamente degradado, mas elevacdo na temperatura causa sua
estabilizacdo. A instabilidade da proteina em temperatura normal envolve a
maquinaria de chaperones DnaK/DnaJ/GrpE que seqiiestra 6%, impedindo sua
ligacdo ao cerne da RNA polimerase (controle da atividade) e direcionando-o para
degradacao pela protease FtsH (controle da estabilidade). O aumento da
temperatura causa o0 acumulo de proteinas desnaturadas que ligam
preferencialmente as chaperones DnaK/DnaJ/GrpE, levando a liberagdo e
estabilizacdo de 6*° e sua associacdo com a RNA polimerase para transcricdo dos
genes de choque térmico. Quando suficientes chaperones livres se acumulam, elas
exercem um controle de retroalimentacdo negativa na estabilidade e atividade de
6°2, garantindo um controle homeostatico da quantidade de ¢ ativo e da expressao
dos genes de choque térmico com base na quantidade de proteinas desnaturadas
na célula (Yura, 1996; Yura e Nakahigashi, 1999; Arsene et al., 2000).

1.1.2 A resposta a estresses do envelope e o papel dos fatores sigma de
funcao extracitoplasmatica

O envelope celular de bactérias Gram-negativas, como E. coli, compreende o
periplasma e a membrana externa. Este compartimento celular é dinamico e
complexo e possui propriedades nitidamente diferentes do citoplasma. Enquanto o

citoplasma é rico em energia, apresenta condicdes redutoras e € osmoticamente
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estavel, o periplasma nao possui ATP, apresenta condicées oxidantes e esta em
maior contato com o meio externo (Oliver, 1996). Dentre as varias funcbes do
envelope estdo manutencdo da forma e rigidez da célula (pela camada de
peptidioglicano do periplasma), comunicacdao com o ambiente externo, captacédo de
nutrientes, exclusdo de compostos téxicos, interacdo com células hospedeiras,
outras bactérias ou bacteriéfagos, geracao de energia e biossintese e montagem de
macromoléculas. Muitas destas funcbes sao realizadas por proteinas que para
funcionarem corretamente precisam ser transportadas e montadas no
compartimento celular adequado. Varios fatores participam do controle de qualidade
de proteinas no periplasma, incluindo chaperones moleculares (Skp), proteases
(DegP/HtrA) e facilitadores do dobramento de proteinas, como peptidil prolil
isomerases (SurA, FkpA, PpiD, and PpiA) e isomerases de pontes disulfeto (DsbA,
DsbC) (Miot e Betton, 2004; Mogensen e Otzen, 2005).

Devido a sua localizagédo, o envelope esta sujeito a varias perturbacdes que
precisam ser monitoradas para garantir a integridade da célula. Em bactérias Gram-
negativas as respostas a estresses sdo compartimentalizadas e os sistemas de
resposta a perturbacdes que ocorrem fora do citoplasma da célula sdo coletivamente
conhecidos como resposta a estresse do envelope ou resposta a estresse
extracitoplasmatico. Como os sinais de estresse afetam o envelope e os fatores de
transcricdo necessarios para elaboracdo das respostas estdo localizados no
citoplasma, sdo necessarias vias de transducao de sinal inter-compartimento. Quatro
vias de transducao de sinal tém sido identificadas em E. coli gue mediam respostas
apropriadas, através de alteragdes na expressao génica, para garantir a integridade
do envelope: o fator sigma alternativo de funcdo extracitoplasmatica ot e o sistema
de dois componentes CpxAR, cujas respostas sdo bem conhecidas, e dois sistemas
adicionais menos estudados, o sistema de dois componentes BaeSR e a resposta
ao choque por fago (Raivio, 2005; Rowley et al., 2006). Embora apresentem
caracteristicas distintas em seus mecanismos de percepcao e transducio, de modo
geral estas vias de resposta a estresse sdo ativadas por proteinas desdobradas,
fragmentos de proteinas ou proteinas mal localizadas no envelope.

Uma das primeiras evidéncias da capacidade de E. coli de responder a
estresses extracitoplasmaticos foi a descoberta de que a sintese do promotor P3 do
gene rpoH (Erickson e Gross, 1989; Wang e Kaguni, 1989) e a sintese da protease

periplasmatica DegP (Lipinska et al, 1988) em altas temperaturas (50 °C) era
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realizada por um mecanismo independente da resposta a choque térmico
citoplasmatica, através do uso do fator 6%, definindo um segundo regulon de choque
térmico. Além da indugcao por estresses que afetam a célula inteira, como choque
térmico e etanol, estudos subseqlientes demonstraram que oF responde
especificamente a estresses do envelope, como 0 acumulo de porinas desdobradas
(Mecsas et al., 1993), producao anormal de lipopolissacarideos (Missiakas et al.,
1996) e mutagdes que inativam chaperones periplasmaticas (Raina et al., 1995).

Em adicdo a rpoH e degP, muitos outros genes regulados por o tém sido
identificados, incluindo genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese de
lipopolisacarideos e no dobramento e degradacdo de polipeptideos (proteases,
chaperones, peptidil prolil isomerases (PPlases) e isomerases de pontes disulfeto)
(Dartigalongue et al., 2001; Rezuchova et al, 2003). Estudo recente, utilizando
andlise por microarranjo de DNA, associada a andlise de bioinformatica, identificou
89 promotores dependentes de oF em E. coli e outras bactérias relacionadas,
confirmando os genes ja previamente identificados e revelando novos alvos de ¢F,
muitos deles associados com patogenicidade (Rhodius et al, 2006). O fato de
regular tantos genes poderia explicar porque rpoE é essencial em E. coli para o
crescimento em qualquer temperatura (De Las Penas et al., 1997).

Uma série de estudos recentes tem elucidado detalhadamente a via de
transducdo de sinal que ativa o em resposta a porinas de membrana externa
desdobradas em E. coli (Figura 2) (Ades, 2004; Alba e Gross, 2004). Quatro
proteinas importantes nesta via de transdugcdo sdo: o fator anti-sigma RseA
ancorado na membrana interna, a proteina periplasmatica RseB e as proteases
DegS e YaelL (RseP). As proteinas RseA e RseB, codificadas no operon rpoE-
rseABC, sdo reguladores negativos da atividade de oF (Missiakas et al., 1997) e na
auséncia do estresse RseA mantém o° seqilestrado na membrana interna. O
principal ponto de regulagédo é o controle da estabilidade de RseA. Durante o choque
térmico e na presenca de niveis elevados de mondémeros de porinas a meia-vida de
RseA é reduzida drasticamente, devido a acédo sequencial das proteases DegS e
YaelL. O dominio PDZ de DegS interage com porinas desdobradas, liberando a
atividade proteolitica de DegS, que cliva o sitio periplasmatico de RseA. Entao, YaelL
(RseP) realiza clivagem intramembrana de RseA, liberando um complexo RseA-c©

no citoplasma, que ao ligar-se em SspB é direcionado para protedlise pela protease
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ClpXP (Figura 2). Isto permite a liberagdo de oF para associar-se ao cerne da RNA
polimerase e transcrever os genes do seu regulon, incluindo seu préprio operon, em
um mecanismo de auto-regulacédo positiva que permite amplificacdo e subseqliente
desligamento da resposta (Ades, 2004; Alba e Gross, 2004; Rowley et al., 2006).

Membrana externa
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Figura 2: Modelo para regulacdo da atividade de o em resposta a porinas de
membrana externa desdobradas em E. coli. A degradagdo do fator anti-sigma (RseA)
pela acéo se%[lencial de duas proteases (DegS e RseP) é o principal mecanismo de
ativacdo de o-. Na auséncia de proteinas desdobradas DegS e RseP sdo mantidas em
estado inativo pela acado de seus respectivos dominios PDZ. Na presenga do estresse, o
carboxi-terminal de porinas desdobradas liga-se ao dominio PDZ de DegS (a) e DegS cliva
o dominio periplasmatico de RseA (b). Entao, ocorre clivagem intra-membrana de RseA pela
protease RseP (c), liberando o complexo RseA-oF no citoplasma. Este complexo associa-se
com SspB (d), sendo direcionado para a protease CpIXP, que degrada o fragmento de RseA
(e), liberando o (f). Ap6s sua liberacdo, o associa-se ao cerne da RNA polimerase (g) e
transcreve os genes de seu regulon. Modificado de Rowley et al., 2006.

Uma segunda via de resposta a estresse do envelope em E. coli é o sistema
Cpx. Este sistema é ativado por estresses do envelope, como pH alcalino, alteracédo
na composicao de lipideos da membrana citoplasmatica, superexpressao da
lipoproteina NIpE, adesédo a superficies abidticas e acumulo de subunidades da
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fimbria tipo P (Raivio, 2005; Rowley et al., 2006). Estes estresses causam a
dissociacdo da proteina periplasmatica CpxP da histidina quinase CpxA, que se
autofosforila e transfere o fosfato para o regulador de resposta CpxR. Uma vez
fosforilado, CpxR controla a expressao de aproximadamente 100 genes (De Wulf et
al., 2002), muitos deles codificando proteinas envolvidas em degradacao ou
dobramento protéico, como a protease DegP (Danese et al., 1995), a isomerase de
pontes disulfeto DsbA (Danese e Silhavy, 1997) e as PPlases PpiA e PpiD (Pogliano
et al., 1997), além das proteinas CpxP, CpxA e CpxR que regulam a via Cpx (De
Wulf et al.,, 2002). Em bactérias patogénicas, o sistema Cpx esta envolvido na
regulacdo da expressao de varios fatores de viruléncia associados a superficie
celular, como fimbrias e efetores secretados pela via de secregao do tipo Il e pela
via de secrecdo do tipo IV, e o principal papel deste sistema parece ser a regulacéao
de estruturas macromoleculares da superficie (Rowley et al., 2006).

Uma terceira via de resposta a estresse do envelope consiste do sistema de
dois componentes composto pela histidina quinase BaeS e o regulador de resposta
BaeR, que respondem a presenca de substancias antimocrobianas (Raffa e Raivio,
2002). Finalmente, um quarto sistema de resposta a estresse do envelope
corresponde a resposta ao choque por fago mediada pelas proteinas do operon
pspABCDE, inicialmente descritas por sua inducdo em bactérias infectadas por
fagos filamentosos (Brissette et al.,, 1990). Apesar da funcao deste operon ainda nao
estar bem definida, ele é induzido por varios estresses ambientais e parece ser
importante para manter a forga préton motriz na membrana interna (Darwin, 2005).

Embora algumas destas vias descritas para E. coli sejam restritas a poucas
bactérias, a resposta mediada por fatores sigma de funcdo extracitoplasmatica
(ECF) estda amplamente distribuida entre as bactérias. Estes fatores sigma foram
inicialmente descritos como uma subfamilia da familia 6’ com base em alinhamento
de seqliéncia de oito proteinas: of de Streptomyces coelicolor, AlgUu de
Pseudomonas aeruginosa, o e Fecl de Escherichia coli, CarQ de Myxococcus
xanthus, HrpL de Pseudomonas syringae, CnrH de Alcaligenes eutrophus e SigX de
Bacillus subtilis (Lonetto et al., 1994). Uma caracteristica unificadora dos diferentes
processos fisioldgicos exercidos pelas proteinas deste grupo € que todos eles
envolviam fungbes relacionadas ao envelope celular, derivando assim a
denominacao fatores sigma de funcédo extracitoplasmatica (Lonetto et al, 1994).

Com o sequenciamento de grande niumero de genomas bacterianos descobriu-se
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que este é o grupo de fatores sigma com o maior numero de representantes, e
algumas bactérias possuem varios destes sigma ECFs (7 em Bacillus subtilis, 10 em
Mycobacterium tuberculosis, 13 em Caulobacter crescentus, 50 em Steptomyces
coelicolor), tornando um desafio o estudo de suas fungdes e a determinacao de seus
regulons.

Toda esta diversidade tem sido muito estudada recentemente e, salvo
excecoes, algumas caracteristicas comuns dos fatores sigma ECFs parecem
emergir: eles coordenam a resposta transcricional a estimulos extracelulares, a via
de transducdo de sinal envolve um fator anti-sigma localizado na membrana,
regulam positivamente sua prépria sintese e em varios casos apresentam
sobreposicao de reconhecimento dos promotores e redundancia funcional (Helmann,
2002). Os fatores sigma ECFs sao ainda divididos entre aqueles que respondem a
uma ampla variedade de estresses, que sdo a maioria, € um pequeno grupo
chamado sigma ECFs do tipo Fecl, envolvidos especificamente na resposta a
caréncia a ferro (Braun et al., 2003). Além do ot de E. coli, j4 descrito, alguns
exemplos de fatores sigma ECFs bem caracterizados, sao: AlgU de Pseudomonas
aeruginosa, envolvido na biossintese do polissacarideo alginato e na resposta a
choque térmico e estresse oxidativo; o de Salmonella enterica, envolvido na
resposta a estresse oxidativo, pH acido, choque térmico e caréncia de carbono; o*,
0" e oM de Bacillus subtilis, envolvidos na resposta a mdltiplos estresses, como
choque térmico, estresse oxidativo, antibidticos que atuam na parede celular, etanol,
estresse osmatico e estresse acido; o, of e o de Mycobacterium tuberculosis,
envolvidos na resposta a estresse oxidativo, detergentes e choque térmico
(Helmann, 2002; Rowley et al., 2006).

Varios sigma ECFs tém papel importante em patogenicidade: AlgU de
Pseudomonas aeruginosa est4 envolvido na biossintese de alginato, um
polissacarideo extracelular responsavel pela conversdao ao fenétipo mucdide em
pacientes com fibrose cistica; HrpL de Pseudomonas syringeae controla a sintese
de efetores secretados pela via de secrecdo do tipo lll; RpoE de Salmonella
typhimurium regula a protease de periplasma DegP; e o°, of e ¢ de Mycobacterium
tuberculosis, cujos mutantes tém deficiéncia no estabelecimento e manutencao da
infeccdo em macréfagos de camundongos (Bashyam e Hasnain, 2004; Raivio, 2005;
Rowley et al., 2006).
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1.1.3 A resposta a caréncia de nitrogénio e o papel do fator ¢**

O nitrogénio é um componente essencial de importantes macromoléculas da
célula bacteriana, como proteinas, 4cidos nucléicos e elementos da parede celular.
As bactérias possuem capacidade de utilizar fontes inorganicas, como gas
dinitrogénio, nitrito, nitrato e amoénia, além de fontes organicas de nitrogénio, tais
como aminod&cidos, aminoacucares, nucleobases e outras unidades monoméricas de
macromoléculas nitrogenadas (Reitzer, 1996). No entanto, esta capacidade varia de
acordo com o organismo. A fixacdo de nitrogénio atmosférico (N.), por exemplo, esta
restrita a um pequeno grupo de bactérias e mesmo a assimilacdo de fontes
inorganicas mais reduzidas, como nitrito e nitrato, ndo € realizada por todas as
bactérias. A fonte de nitrogénio inorganico mais reduzido, a amoénia, € a forma
incorporada nos esqueletos de carbono dos metabdlitos intracelulares, razao pela
qual a presenca deste composto desempenha papel fundamental no processo de
assimilacao de nitrogénio (Reitzer, 1996).

A amoénia é considerada a fonte de nitrogénio preferida para crescimento de
E. coliem meio minimo, pois permite 0 mais rapido crescimento e evita a sintese de
varias enzimas do metabolismo de nitrogénio. Além disso, amébnia é o ponto central
de assimilacdo de nitrogénio porque os produtos primarios desta assimilacao sao
glutamato e glutamina, os maiores doadores intracelulares de nitrogénio (Reitzer,
2003). Ha duas rotas de assimilacao de amdnia em E. coli: na primeira via, a enzima
glutamato desidrogenase (GDH), produto do gene gdh, assimila aménia e sintetiza
glutamato; na segunda via, a enzima glutamina sintetase (GS), produto do gene
glnA, assimila amdnia e a enzima glutamato sintase (GOGAT), produto dos genes
gltBD, sintetiza glutamato.

a-cetoglutarato + NHz + NADPH — glutamato + NADP* (GDH)
glutamato + ATP + NHz —» glutamina + ADP + PO4? (GS)
glutamina + a-cetoglutarato + NADPH — 2 glutamato + NADP* (GOGAT)

A via GS-GOGAT necessita de ATP e é usada em situacdes de abundancia
de energia, enquanto a via GDH é empregada em situacbes de escassez de
energia. A via GS-GOGAT é mais apropriada para assimilagdo de amdnia em
situacao de limitagao de nitrogénio, pois GS tem um Km bem menor para aménia do
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gue GDH. O crescimento de E. coli em fontes alternativas de nitrogénio é mais lento
e € considerada uma situacdo de limitacdo de nitrogénio. Crescimento nesta
situacdo afeta a expressdo de mais de 100 genes, numa resposta coordenada
chamada resposta regulada por nitrogénio (Ntr) (Reitzer, 2003).

Varios reguladores e fatores ambientais controlam a resposta Nir e o nivel
intracelular de glutamina parece ser o principal sinal percebido pelas enzimas que
compdem esta complexa cascata regulatoria. Em E. coli e outras enterobactérias, as
principais proteinas envolvidas na resposta Ntr sdo: o fator 0> (produto do gene
rooN), o sistema de dois componentes NtrB-NtrC (produtos dos genes ntrB e ntrC),
as proteinas de transducdo de sinal do tipo Pll GInB e GInK (produtos dos genes
ginB e glnK), as enzimas bifuncionais GInD (uridililtransferase/uridilil-remogéo,
UTase/UR) e GInE (adenililtransferase/adenilil-remocao, ATase/AR) (produtos dos
genes ginD e gInE), a enzima glutamina sintetase (produto do gene g/inA) e o
transportador de aménia AmtB (produto do gene amtB) (Arcondeguy et al., 2001;
Reitzer e Schneider, 2001).

Variacdo nos niveis de nitrogénio regula a atividade especifica de GS, a
sintese de GS, e a expressao dos outros genes Ntr da seguinte forma: altos niveis
de glutamina (suficiéncia de nitrogénio) estimula atividade UR da enzima UTase/UR,
a primeira enzima da cascata Ntr, que remove uridina monofosfato (UMP) de GInB-
UMP e GInK-UMP. GInB e GInK ndo modificadas atuam tanto estimulando a
atividade da enzima bi-funcional adenililtransferase (ATase) que adenila GS,
resultando na diminuicdo de sua atividade, quanto atuam interagindo com NirB,
estimulando a desfosforilacdo do regulador de transcricdo NtrC. O efeito final é a
reduzida atividade de GS e a baixa expressao do operon glnAntrBC (que codifica
GS, NirB e NtrC, respectivamente) e incapacidade de ativar os outros genes Ntr. Por
outro lado, baixos niveis de glutamina (limitacdo de nitrogénio) estimula atividade
UTAse da enzima UTAse/UR, que uridilla GInB e GInK. GInB-UMP e GInK-UMP
interagem com adenililtransferase, estimulando a remocao dos grupos adenilil de
GS, o que restaura sua atividade. Ao mesmo tempo, GInB-UMP e GInK-UMP sao
incapazes de interagir com NirB. Nesta situacdo, NirB se autofosforila e transfere o
fosfato ativado para NtrC. NtrC~P atua ativando véarios promotores dependentes de
o>* regulados por caréncia de nitrogénio (Ninfa e Atkinson, 2000; Reitzer e
Schneider, 2001; Reitzer, 2003).
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Em E. coli, a maioria dos genes da resposta Nir sdo regulados direta ou
indiretamente pelo sistema NtrB/NtrC em conjuncdo com ¢°*, e a funcéo primordial
destes genes é assimilar nitrogénio quando o nivel de glutamina intracelular esta
reduzido. Através de analises por microarranjo de DNA, associadas a busca in silico
por promotores dependentes de ¢°*, foram identificados 14 promotores diretamente
ativados por NirC durante limitacdo de nitrogénio. Dentre eles estdao glnAntrBC,
glnK-amtB, astCADBE (catabolismo de arginina), nac (ativador transcricional
dependente de 6%, ginHPQ (transporte de glutamina), argThisJMPQ (transporte de
arginina e histidina), gltlJKL (transporte de glutamato-aspartato), b1012-b1006
(possivel catabolismo de pirimidina), chaC (transporte de calcio), ddpXABCDE
(metabolismo de D-alanina—D-alanina), potFGHI (transporte de putrescina), yeaGH
(funcdo desconhecida), ygjG (transaminase) e yhdWXYZ (transporte de amino4cido)
(Zimmer et al., 2000; Reitzer e Schneider, 2001). Muitos outros genes sao ativados
por NtrC de modo indireto via regulagdo do ativador transcricional Nac, que ativa
promotores dependentes de ¢’® (Zimmer et al., 2000). De modo geral estes genes
podem ser classificados como reguladores, proteinas transportadoras e enzimas de
catabolismo de compostos nitrogenados, compondo uma resposta para superar a
escassez de nitrogénio (Reitzer e Schneider, 2001).

A assimilacdo de amoénia requer energia e utiliza intermediarios do
metabolismo central. Assim, mecanismos regulatérios globais sdo necessarios para
integrar o metabolismo de carbono ao metabolismo de nitrogénio, mesmo em
situacdes favoraveis de crescimento. Alguns dos reguladores globais envolvidos
nesta coordenacdo do metabolismo em resposta a varios sinais sdo a proteina
regulatéria de resposta a leucina (Lrp), a pequena molécula tetrafosfato de
guanosina (ppGpp) e as proteinas da familia PIl. Estes reguladores integram sinais
de carbono, energia e nitrogénio, garantindo a regulacdo adequada das multiplas
vias do metabolismo de nitrogénio (Reitzer, 2003). Andlise das mudancas globais no
transcriptoma em resposta a caréncia de nitrogénio, utilizando microarranjos de
DNA, tem sido feita para muitas outras bactérias, como Corynebacterium glutamicum
(Silberbach et al., 2005), Synechocystis sp. (Osanai et al., 2006), Prochlorococcus
(Tolonen et al., 2006) e Anabaena sp. (Ehira et al., 2003; Ehira e Ohmori, 2006).

Inicialmente identificado como um novo fator sigma necessario para
assimilacao de nitrogénio em bactérias entéricas (Hirschman et al., 1985; Hunt e

Magasanik, 1985), o fator ¢®* ou o" (codificado pelo gene rpoN) revelou-se
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amplamente distribuido entre as bactérias dos mais diversos grupos, embora
algumas auséncias importantes tenham sido reveladas nos genomas seqienciados
de Mycobacterium tuberculosis, Thermotoga maritima, Rickettsia prowazekii,
Mycoplasma genitalium, Mycoplasma pneumoniae, Synechocystis sp. linhagem
PCC6803 e Deinococcus radiodurans (Studholme e Buck, 2000). Por apresentar
divergéncia de sequUéncia e diferenca no mecanismo de acdo em relagdo aos
demais fatores sigma (familia ¢’%), o fator 0®* foi considerado como uma familia
distinta, a familia 0®* (Merrick, 1993). As principais caracteristicas desta familia s&o:
a necessidade de proteinas ativadoras para a iniciagdo da transcricdo, o
reconhecimento de sequéncias promotoras com posicoes conservadas nos
nucleotideos -24 e -12 a montante do inicio de transcricdo e o controle de funcdes
celulares pouco relacionadas (Merrick, 1993; Buck et al., 2000).

A associacdo de 0>* ao cerne da RNA polimerase produz uma holoenzima
com propriedades bastante distintas de holoenzimas contendo fatores sigma da
familia 0’®. A RNAPo* reconhece e liga-se a promotores do tipo -24/-12, formando
um complexo fechado estavel, que nao é capaz de isomerizacao espontanea para
um complexo aberto (Figura 3). A formacao do complexo aberto (abertura da dupla
fita de DNA) é estritamente dependente da ligacdo de proteinas ativadoras que se
ligam em seqléncias especificas UAS (do inglés upstream activating sequences),
relativamente distantes do sitio de inicio de transcricdo (geralmente 100
nucleotideos ou mais de distancia). Para aproximar o ativador ao complexo
RNAPG® é necessaria a curvatura da regido do DNA entre os dois sitios de ligacéo,
0 que pode ocorrer por caracteristicas intrinsecas da seqiéncia de DNA ou pela
associacao de proteinas associadas ao nuclebide, como o fator de integracdo ao
hospedeiro IHF (do inglés integration host factor), resultando na formacado de um
laco (Figura 3). Ao associar-se a RNAPG**, o ativador hidrolisa ATP, o que provoca a
transicdo do complexo fechado para o complexo aberto, permitindo a iniciacdo da
transcricdo (Buck et al, 2000; Zhang et al., 2002). Algumas caracteristicas do
mecanismo de iniciacdo da transcricdo por o>*, como uso de enhancers, hidrélise de
nucleotideo para abertura das fitas de DNA e modificacdo da estrutura do DNA por
curvatura, sdo mais comumente encontradas em casos de iniciagdo da transcricao
pela RNA polimerase Il de eucariotos do que na iniciacdo da transcricido baseada
em o’° de bactérias (Buck et al., 2000).
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Figura 3: Iniciacdo da transcricio em promotores dependentes de o*. A RNA
polimerase associada a fatores o> (RNAPo>*) reconhece elementos de seqiiéncia
conservados, posicionados a -12 e -24 pb do sitio de inicio de transcrigdo (+1). A iniciagcao
da transcricdo depende de hidrélise de ATP, que ocorre apos a interagcdo da holoenzima
com proteinas ativadoras (EBPs) ligadas em sequiéncias localizadas distantes do inicio de
transcricdo (UAS). Esta interagdo envolve a formagédo de uma alga, facilitada por proteinas
de ligagdo ao DNA, como IHF. Proteinas EBPs geralmente ligam-se na forma de
oligbmeros, enquanto IHF liga-se como dimero. Adaptado de Cases et al., 2003 e Cases e
De Lorenzo, 2005.

Embora ocorra regulagdo temporal no gene rooN de Caulobacter crescentus
(Brun e Shapiro, 1992) e Chlamydia trachomatis (Mathews et al., 1999) a expressao
de rpoN é constitutiva na maioria das bactérias e os niveis de 0°* sdo praticamente
invaridveis (Jishage et al., 1996; Buck et al, 2000). Assim, o mais importante
controle da expressdo dos genes dependentes de 0>* é a modulagdo da atividade
dos ativadores de 0°*. Cada ativador é controlado por sua prépria via de transducéo
de sinal, o que permite um mesmo fator 0> mediar regulacdo transcricional em
resposta a uma ampla variedade de necessidades fisiologicas (Shingler, 1996).

Esta familia de ativadores, também conhecidos como proteinas ligadoras de
enhancer (EBP, do inglés enhancer-binding protein), € composta por proteinas que
compartilham uma organizacao estrutural semelhante, contendo geralmente trés
dominios. A regidao carboxi-terminal compreende um dominio que contém o motivo
HTH (do inglés helix-turn-helix) de ligacdo ao DNA, a regido central compreende o
maédulo de interacdo ao 0>*, sendo a regido mais conservada da proteina, e a regido
aminoterminal compreende um dominio sensor que varia entre os diferentes EBPs, e
geralmente regula a atividade ATPasica do dominio central (Morett e Segovia, 1993;
Studholme e Dixon, 2003). Diferentes dominios sensores ou mesmo uma
combinacao entre eles definirdo o mecanismo de ativacdo do EBP, que pode ser
desencadeado por fosforilacdo, interacdo com pequenas moléculas ou interacéo
com proteinas regulatérias (Studholme e Dixon, 2003). Alguns EBPs bem
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caracterizados incluem a proteina de regulacao de nitrogénio C (NtrC), a proteina de
fixacdo de nitrogénio A (NifA), a proteina de transporte de &cidos dicarboxilicos D
(DtcD), a proteina de choque de fago F (PspF), a proteina regulatéria de catabolismo
de xileno (XylR) e a proteina de regulacdo de pilina (PilR) (Xu e Hoover, 2001;
Zhang et al., 2002; Studholme e Dixon, 2003).

Dentre os processos regulados por o°* em diferentes bactérias, estdo a
fixacdo e assimilacdo de nitrogénio, a utilizagdo de fontes alternativas de carbono,
quimiotaxia, formacao de flagelo e de pilinas, producéo de alginato e patogenicidade
(Studholme e Buck, 2000). A maioria das bactérias possui apenas um gene rpoN,
que geralmente ndo é essencial. O Unico caso em que o> mostrou-se essencial foi
na bactéria Myxococcus xantus (Keseler e Kaiser, 1997). Alguma poucas bactérias,
como  Bradyrhizobium japonicum, Rhodobacter sphaeroides e Rhizobium etli,
possuem mais de uma coépia do gene rpoN. O envolvimento de o> com
patogenicidade tem sido observado em Pseudomonas syringae, Pseudomonas
aeruginosa, Vibrio cholerae e Borrelia burgdorferi (Kazmierczak et al., 2005).

Alguns estudos para definicdo do regulon ¢** de forma global tém sido feitos,
por meio de métodos computacionais de busca de consensos, valendo-se da grande
conservacao das sequiéncias promotoras deste fator sigma em diversas bactérias.
Este tipo de estudo ja foi feito para E. coli (Reitzer e Schneider, 2001),
Pseudomonas putida (Cases et al., 2003), Salmonella typhimurium (Studholme,
2002) e varias espécies de Rhizobiaceae (Dombrecht et al., 2002). Em E. coli o
regulon " foi estimado conter 30 genes, a maioria deles relacionados a resposta a
caréncia de nitrogénio (Reitzer e Schneider, 2001). Em Pseudomonas putida a
estimativa é que 55 genes componham o regulon ¢°*, com fungées fisioldgicas
envolvendo montagem do flagelo e motilidade, metabolismo de nitrogénio e
metabolismo de carbono (Cases et al., 2003).

1.2 O FITOPATOGENO Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa € uma bactéria Gram-negativa, nao flagelada, limitada ao
xilema (Figura 4A) e pertencente ao subgrupo gama das proteobactérias, estando
mais relacionada ao género Xanthomonas (Wells et al., 1987). Esta bactéria possui

uma ampla variedade de hospedeiros, causando doencas em diversas plantas de
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importancia econ6mica, principalmente em regides da América do Norte e da
América do Sul. Nos Estados Unidos, sobretudo na Califérnia, ela provoca doencas
em videiras (doenga de Pierce), amendoeiras, alfafa, oleandro, dentre varias outras
(Hopkins e Purcell, 2002). No Brasil, em especial no estado de Sdo Paulo, este
fitopatdbgeno é o agente causador da clorose variegada de citros (CVC), doenca
responsavel por perdas na citricultura (Rossetti et al., 1990; Chang et al., 1993).

Varios estudos demonstraram que as diferentes linhagens de X. fastidiosa
pertencem a mesma espécie, mas apresentam grande variabilidade genética, o que
levou alguns autores a proporem a classificacdo das linhagens em diferentes
patovares ou diferentes subespécies (Hendson et al., 2001; Schaad et al., 2004).
Baseado em dados de hibridizacdo DNA-DNA, seqlenciamento de regides
espacadoras 16S-23S e dados fenotipicos, foi proposta a classificacdo de X.
fastidiosa em trés subespécies: X. fastidiosa subsp. piercei (linhagens de videira,
alfafa, amendoeira, etc), X. fastidiosa subsp. multiplex (linhagens de pessegueiro,
ameixeira, platano, etc) e X. fastidiosa subsp. pauca (apenas linhagens de citros)
(Schaad et al., 2004).

As vérias doencas causadas por X. fastidiosa sao transmitidas através de
cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) que se alimentam da seiva do xilema e que
carregam bactérias viaveis de planta a planta (Figura 4B) (Redak et al., 2004). Uma
vez dentro dos vasos do xilema, X. fastidiosa multiplica-se e causa ocluséo vascular,
provavelmente devido a producao de goma e a presenca de agregados de bactérias,
bloqueando o fluxo de agua e nutrientes (Figura 4A). Os principais sintomas da
doenca de Pierce, como a necrose foliar marginal, abscisdo das folhas, e o declinio
do vigor levando a morte da planta, sugerem uma disfuncao do sistema condutor de
agua (Figura 4C) (Purcell e Hopkins, 1996). Na clorose variegada dos citros, 0s
sintomas incluem clorose intervenal similar aquela vista em deficiéncias de zinco,
tamanho reduzido de frutos e folhas, e lesdes na face inferior das folhas, também
sugerindo uma disfuncao do sistema condutor de agua (Figura 4D).

Xylella fastidiosa tem merecido grande atencdo em projetos de gendmica.
Foram seqlienciados os genomas completos da linhagem 9a5c que causa clorose
variegada de citros (Xf-CVC) (Simpson et al, 2000) e da linhagem Temecula,
causadora da doenca de Pierce de videiras (Xf-PD) (Van Sluys et al., 2003) e os
genomas parciais das linhagens Dixon (Xf-ALS) de amendoeira e da linhagem Ann1
(Xf-OLS) de oleandro (Bhattacharyya et al., 2002b).
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Figura 4: Aspectos importantes da biologia do fitopatdgeno Xylella fastidiosa. (A). A
bactéria coloniza apenas o xilema das plantas hospedeiras, provocando o bloqueio dos
vasos devido a formacdo de grumos e a producdo de goma. Foto: E. W. Kitajima
(ESALQ/USP/Brasil). (B). Varias espécies de cigarrinhas, como Acrogonia citrina, sao
responsaveis pela transmissao da bactéria de uma planta para outra. Foto: Fundacao de
defesa da citricultura (Fundecitrus). (C). Sintomas da doenca de Pierce em videiras
Chardonnay infectadas com a linhagem Temecula de X. fastidiosa. Retirado de Guilhabert e
Kirkipatrick, 2005. (D). Sintomas da clorose variegada de citros (CVC) em larajeiras
infectadas com X. fastidiosa. Fotos: Fundecitrus.

Estudos de genémica comparativa relacionando as seqiéncias dos genomas
acima mencionados tém permitido a identificacdo de genes especificos de cada
linhagem (Van Sluys et al, 2003; Bhattacharyya et al., 2002a). Com o
sequlienciamento de genomas de outras bactérias associadas a plantas, este tipo de
analise comparativa tem permitido inferéncias a respeito de varios processos
biolégicos associados a interacao planta-bactéria (Van Sluys et al., 2002; Moreira et
al., 2004; Setubal et al., 2005).

O sequenciamento do genoma da linhagem de citros 9a5c de Xylella
fastidiosa, o primeiro fitopatégeno a ter seu genoma completamente seqlenciado,
permitiu inferir uma série de possiveis mecanismos relacionados com a

patogenicidade, como a producdo de polissacarideos extracelulares, de fimbrias, e
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de enzimas que degradam a parede celular (Simpson et al., 2000; Lambais et al.,
2000; Dow e Daniels, 2000; Keen et al., 2000). No entanto, todos esses possiveis
mecanismos de patogenicidade necessitam de uma abordagem experimental para
serem confirmados e para que possam ser alterados, representando uma forma de
possivel controle das doencas causadas por Xylella fastidiosa. Os estudos
funcionais de genomas bacterianos sequienciados incluem a obtencao de mutantes e
a analise do padrao global de expressao génica e da produgao de proteinas pelo
organismo.

Até o sequenciamento do genoma de Xylella fastidiosa em 2000,
praticamente ndo havia estudos genéticos nesta bactéria. Isto se devia, em parte, a
caracteristicas da prépria bactéria, como crescimento lento, formagéo de grumos em
meio de cultura, dificuldade de transformacdo e auséncia de ferramentas de
manipulagdo genética e de modelos experimentais. A transformacdo de Xylella
fastidiosa foi inicialmente obtida em linhagens de citros, com a utilizacdo de
plasmideos hibridos, contendo a origem de replicacdo (oriC) do cromossomo
(Monteiro et al., 2001b) ou plasmideos enddégenos desta bactéria (Qin e Hartung,
2001), ligados a vetores de E. coli. Posteriormente, verificou-se que técnicas
tradicionais de mutagénese por recombinacdo homéloga, utilizando vetores suicidas
para integracdo e interrupcdo de genes alvos de interesse, ndo funcionavam em
linhagens de citros de Xylella fastidiosa.

A solucao encontrada foi a utilizagado de vetores replicativos que facilitam a
deteccdo de eventos raros de recombinagcdo, uma estratégia utilizada em bactérias
de crescimento lento, como Mpycobacterium bovis (Baulard et al, 1996) e em
bactérias que ndo possuem o gene recA, como Spiroplasma citri (Duret et al., 1999).
Assim, utilizando vetores contendo origens de replicacdo de X. fastidiosa, seja a
origem de replicagao (oriC) do cromossomo (Gaurivaud et al., 2002) ou a origem de
replicacdo de um plasmideo endégeno (Da Silva Neto et al., 2002), foram obtidos os
primeiros mutantes por recombinacdo homéloga nesta bactéria. J& em linhagens
que causam doenca de Pierce foi descrita a obtencdo de mutantes para genes de
fimbrias utilizando o sistema de mutagénese por dupla recombinagcdo em vetor
suicida (Feil et al., 2003). A mutagénese aleatéria por insercao de transposons foi
possivel somente através da utilizacado de um sistema melhorado de transposigéo, o

sistema transposome, tanto em linhagens que causam a doenca de Pierce
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(Guilhabert et al., 2001), quanto na linhagem J1a12 que causa clorose variegada de
citros (Koide et al., 2004b).

Outro avanco obtido na fase pés-genbmica desta bactéria foi o
desenvolvimento de modelos experimentais para estudo da patogenicidade em
Nicotiana tabacum (Lopes et al., 2000) e em Catharantus roseus (Monteiro et al.,
2001a), embora os sintomas da CVC demorem até 2 meses para se manifestar.

Andlises em larga escala do transcriptoma e do proteoma de Xf-CVC tém
revelado questdes importantes. Microarranjos de DNA contendo as ORFs (do inglés
open reading frame, fase aberta de leitura) da linhagem 9a5c¢c de Xf-CVC tém sido
usados para estudos de genotipagem: comparacao da linhagem 9a5c¢ seqlienciada
com a linhagem J1a12, uma linhagem usada como modelo em estudos de
mutagénese e que mostrou nao ser patogénica, revelou auséncia de genes
importantes para viruléncia na linhagem J1a12 (Koide et al., 2004a); e comparagao
da linhagem 9a5c com 11 isolados obtidos de diferentes hospedeiros revelou
transcricdo coordenada de elementos adquiridos por transferéncia horizontal (Nunes
et al., 2003). Microarranjos de DNA foram utilizados também para comparar culturas
recém-isoladas da planta a culturas com diversas passagens em laboratorio,
revelando maior expressdo de genes relacionados a adesdo e adaptacdo ao
hospedeiro nas culturas bacterianas recém-isoladas da planta (De Souza et al,
2003). Um estudo do proteoma de Xf-CVC identificou as proteinas mais expressas
no extrato total e proteinas relacionadas a adesao, diferentes proteases e enzimas
antioxidantes na fracao extracelular (Smolka et al., 2003).

Embora varios aspectos da biologia e patogenicidade de X. fastidiosa sejam
ainda incertos, dados recentes tém demonstrado que adesdo e motilidade
desempenham importante papel no estabelecimento de interagdes bactéria-bactéria,
bactéria-planta e bactéria-vetor, contribuindo para modular viruléncia nas plantas
hospedeiras (Guilhabert e Kirkipatrick, 2005; Meng et al., 2005; Newman et al.,
2004). Bactérias usam varias adesinas da superficie celular para aderir e colonizar
células hospedeiras, tais como polissacarideos extracelulares (EPS), fimbrias (pili) e
adesinas do tipo hemaglutininas (Pizarro-Cerda e Cossart, 2006). Um estudo do
proteoma de X. fastidiosa identificou proteinas de diferentes sistemas de adesao:
fimbria tipo IV, fimbria tipo |, adesinas fimbriais do tipo mrk e fibrilas do tipo hsf
(hemaglutininas) (Smolka et al., 2003). Hemaglutinina, uma importante adesina de

patdgenos animais, media agregacao célula-célula in vitro e in planta e atenua a
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patogenicidade de X. fastidiosa por limitar sua capacidade de colonizacdo, pois
linhagens mutantes em genes de hemaglutininas apresentam fenétipo hipervirulento
(Guilhabert e Kirkipatrick, 2005). Fendtipo hipervirulento tem sido observado em
alguns outros mutantes de X. fastidiosa (Guilhabert e Kirkipatrick, 2005), incluindo
mutantes dos genes rpf, envolvidos na sintese de um fator difusivel de sinalizagdo
(DSF), que media sinalizacao célula-célula (quorum sensing) (Newman et al., 2004),
indicando que X. fastidiosa modula seu parasitismo e patogenicidade.

Recentemente, foi demonstrado que linhagens de videira de X. fastidiosa
produzem duas classes de fimbrias polares, fimbria tipo IV longa e fimbria tipo |
curta. A fimbria tipo IV esta envolvida em twitching motility, um mecanismo de
locomocgédo independente de flagelo usado por X. fastidiosa para migracdo no
sistema vascular da planta hospedeira, enquanto a fimbria tipo | desempenha
importante papel em adesédo e formacédo de biofilme (Meng et al., 2005; Li et al.,
2007). Muitas bactérias Gram-negativas, incluindo patégenos de plantas e animais,
tais como Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Dichelobacter nodosus
e Ralstonia solanacearum, expressam fimbria tipo IV. Dependendo do
organismo este tipo de fimbria pode ser importante para twitching motility, formacéao
de biofilme, transformacao natural, agregagcédo e viruléncia (Craig et al., 2004). A
fimbria tipo IV tem sido bem caracterizada em P. aeruginosa, onde
aproximadamente 40 genes sao necessarios para sua biogénese e fungao, incluindo
genes que codificam para a subunidade pilina, proteinas necessarias para
montagem e retracdo, peptidases da pré-pilina e proteinas regulatérias (Mattick,
2002). Embora alguns genes associados a fimbria tipo IV tenham sido identificados
em X. fastidiosa (Meng et al., 2005; Li et al., 2007), pouco & conhecido sobre a
regulacdo da biogénese desta fimbria nesta bactéria. Em P. aeruginosa,
Myxococcus xanthus e D. nodosus, o fator c>* e ativadores de c°* sdo responsaveis
pela transcricao de pilA, o gene que codifica para subunidade estrutural da fimbria
tipo IV (Ishimoto e Lory, 1989; Wu e Kaiser, 1997; Parker et al., 2006).

Atualmente, o uso de ferramentas para analise em larga escala, como
microarranjos de DNA, tem impulsionado bastante os estudos de expressao génica.
Monitorando a expressédo génica microbiana de forma global podemos identificar
genes nao-caracterizados, testar adaptacoes fisioldgicas em diferentes condicdes
ambientais e identificar genes relacionados a viruléncia do patégeno. O
sequenciamento completo do genoma de Xylella fastidiosa, a disponibilidade de
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microarranjos de DNA e o aperfeicoamento de técnicas de mutagénese sao
ferramentas importantes para caracterizar a funcdo dos genes e para desvendar
mecanismos regulatérios nesta bactéria, inclusive aqueles envolvidos na regulagéao
da interagao bactéria-hospedeiro. Quatro genes foram anotados como fatores sigma
no genoma de X. fastidosa: rpoD (6’%), rpoN (oV), rooH (6*%) e rpoE (o). As
ferramentas acima foram utilizadas neste trabalho para definir o papel dos fatores

sigma alternativos de Xylella fastidiosa na resposta a estresses ambientais.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o papel dos genes regulatérios
rpoE e rpoN de Xylella fastidiosa, identificando os genes regulados por estes fatores
sigma alternativos e definindo a contribuicdo de cada regulon para elaboracéo de
respostas a alguns estresses ambientais, como choque térmico e caréncia de
nitrogénio.

As estratégias utilizadas para alcancar o objetivo proposto foram:

v Obtecdo de linhagens mutantes de Xylella fastidiosa para os genes rpoE (oF)
e rpoN (oV) e avaliagdo das caracteristicas fenotipicas destas linhagens;

v Determinacdo dos genes sob regulagcdo de cada fator sigma, através de
comparacao, em diferentes condi¢cdes, do perfil transcricional global dos mutantes
em relacdo a linhagem selvagem, por microarranjo de DNA;

v |dentificagdo genes diretamente regulados pelos fatores sigma, através de
busca por elementos de seqgliéncia conservados no promotor e ensaios de

expressao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LINHAGENS E PLASMIDEOS

As linhagens bacterianas e os plasmideos utilizados neste trabalho estéo

listados na Tabela 1.

Tabela 1: Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados.

Linhagens Genotipo/Fenétipo

Origem/Referéncia

E. coli DH5a. SupE44 lacU169 (80 lacZM15) hsdR 17 recA
1 endA 11 gyrA 96 thi-1 relA 1

Hanahan, 1983

X. fastidiosa J1a12 Isolado laranja péra, transformavel, nao
patogénica, forma grumos pequenos
X. fastidiosa rpoE  J1a12 (rpoE::pUCBM21 oriC)

X. fastidiosa rooN  J1a12 (rpoN::pUCBM21 oriC)

X. fastidiosa rpoE”  X. fastidiosa rpoE complementada

Jales, SP, Fundecitrus
Monteiro et al., 2001b
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Plasmideos Caracteristicas relevantes® Origem/Referéncia
pUCBM21 Replicon ColE1, Amp'; Vetor clonagem Bbéhringer Mannheim
pBluescriptkS Replicon ColE1, Amp' Stratagene
pCR 4-TOPO Vetor para clonagem direta de produto de Invitrogen

PCR, Amp"; Can’
pGEM-Teasy Vetor para clonagem direta de produto de Promega

PCR, Amp'
pUC4K Cassete Can’ do Tn903 clonado pUC; Amp"  GE Healthcare
pProEX HT Vetor de expressdo; promotor induzido por Invitrogen

IPTG, repressor lacl; Amp'

KSp16SpXF1.3 Vetor de expressao constitutiva para X.
Fastidiosa

pUCpXF1.3pbga Vetor de expressao regulada para X.
Fastidiosa

pUCBM21o0riC Vetor para mutagénese por recombinagao
homoéloga

pUCoriC(rpoE)Can Vetor para complementagdo mutante rpoE

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

# Abreviaturas: Can, canamicina; Amp, ampicilina; r, resisténcia.
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3.2  MEIOS DE CULTURA E CONDICOES DE CULTIVO

3.2.1 Meios e condicoes para cultivo de E. coli

Meio LB: Triptona 10 g/I; extrato de levedura 5 g/I; NaCl 10 g/I, pH 7,4.
Meio 2 x TY: Triptona 16 g/I; extrato de levedura 10 g/I; NaCl 5 g/I, pH 7,4.

A linhagem DH5a de E. coli (Hanahan, 1983), utilizada em todos os
procedimentos de clonagem, foi cultivada a 37 °C em meio LB ou 2 x TY,
suplementados com ampicilina (100 ug/ml) ou canamicina (50 ug/ml), quando

necessario.

3.2.2 Meios e condicoes para cultivo de Xylella fastidiosa

Meio PWG: Fitona peptona 4 g/l; tripticase peptona 1g/l; cloreto de hemina 0,001%;
KoHPO4 1,2 g/l; KHoPO4 1 g/l; MgSO4.7H,0 0,4 g/l; glutamina 0,4%; glicose 0,5%.
Meio XDM,: KoHPO4 2,1 g/l; KHoPO4 0,8 g/l; MgSO4.7H20O 0,4 g/l; pirofosfato férrico
0,125 g/l; glicose 10 g/l; solugdo de vitaminas (0,2 mg D-biotina, 10 mg tiamina, 10
mg hidrocloreto de piridoxina, 5 mg acido nicotinico, 0,05 mg vitamina B12 e 350 mg
mio-inositol em 100 ml de agua) 10 ml/l; serina 0,4 g/l; metionona 0,4 g/l; asparagina
1 g/l; glutamina 4 g/l.

Meio XDM,_(meio XDM, sem fonte de nitrogénio): KoHPO,4 2,1 g/l; KH.PO4 0,8 g/l;
MgS0O,4.7H,0 0,4 g/l; pirofosfato férrico 0,125 g/l; glicose 10 g/l; solucao estoque de

vitaminas (0,2 mg D-biotina, 10 mg tiamina, 10 mg hidrocloreto de piridoxina, 5 mg
acido nicotinico, 0,05 mg vitamina B12 e 350 mg mio-inositol em 100 ml de agua) 10
ml/l.

O cultivo de Xylella fastidiosa J1a12 (Monteiro et al., 2001b) foi realizado em
meio de cultura PW (Davis et al., 1981), sem albumina de soro bovino (BSA) e sem
vermelho fenol, suplementado com 0,5% de glicose (PWG) ou em meio XDM,
(Lemos et al., 2003). Para manutencao das culturas foi feito cultivo em placa, em
PWG sélido (agar 1,2%). Em meio liquido o cultivo foi feito em 50 ml de PWG em
frascos de 250 ml a temperatura ambiente sem agitacdo. As linhagens mutantes

rooN e rpoE foram cultivadas com ampicilina 10 ug/ml e a linhagem rpoE" com
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canamicina 5 pg/ml e ampicilina 10 pg/ml. As bactérias foram cultivadas até fase
logaritmica, por sete dias em meio PWG ou por doze dias em meio XDM..

Para estabelecer diferentes situagdes de estresse o cultivo das linhagens foi
realizado em algumas condicbes especificas. Para estresse térmico, culturas foram
diluidas (DOgoo nm=0,1), cultivadas por sete dias (até fase logaritmica) em 50 ml de
PWG a temperatura ambiente e entdo submetidas a choque térmico de 40 °C, por
25 minutos, em banho-maria. Para estabelecer condigdes de caréncia de nitrogénio
as linhagens foram cultivadas em 50 ml de PWG por onze dias e parte destas
culturas foi utilizada como pré-inéculo em 100 ml de meio definido XDM,. Ap6s 12
dias de cultivo em XDM,, as culturas foram divididas em dois frascos, centrifugadas,
lavadas com XDM, (tempo 0) ou XDMy e cultivadas por 2 horas, 8 horas e 12 horas
em caréncia de nitrogénio (XDMy).

Para andlise da expressao do gene rpoE em resposta a diferentes estresses,
cultura de J1a12, cultivada em 100 ml de PWG até fase logaritmica, foi dividida em 7
aliqguotas. Uma delas permaneceu sem exposicdo a estresse e as demais foram
expostas aos seguintes estresses: sacarose 300 mM, NaCl 250 mM, H>O, 0,1%,
choque de calor 45 °C, choque frio 10 °C, todos durante 30 minutos. Uma das
aliquotas foi cultivada por 20 dias (fase estacionaria). Aliquotas de células
submetidas aos diferentes tratamentos foram centrifugadas a 9.000 x g, a 4 °C por 5
minutos e imediatamente congeladas em gelo seco para extracdo de RNA. Outras

condicoes especificas de cultivo estao indicadas nos respectivos experimentos.

3.3 TECNICAS E PROCEDIMENTOS GERAIS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.3.1 Reacoes de PCR

A amplificacdo por PCR de seqiéncias do genoma da linhagem J1a12 para
clonagem foi feita com enzima de alta fidelidade. As reacdes de PCR foram feitas
utiizando 0,5 pg de DNA genbmico da linhagem J1ail2, 1 uM de cada
oligonucleotideo, 0,3 mM de cada dNTP, MgCl, 1 mM, 2,5 U de Taq Platinum pfx
(Invitrogen) e 1 X tampao PCR fornecido pelo fabricante. As condicées do PCR
foram de 95 °C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 55
°C por 30 segundos e 68 °C por 1 minuto. Apos os 30 ciclos a reacao permaneceu a
68 °C por 7 minutos e foi mantida a 4 °C. Os produtos de PCR foram purificados
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com Qiaquick PCR purification (Qiagen) e incubados por 15 minutos a 72 °C com
dATP 0,2 mM e 2 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), em tampao adequado,
para adicdo da adenina as suas extremidades. Os produtos de PCR foram entao
clonados diretamente no vetor pCR-4TOPO do TOPO TA Cloning kit (Invitrogen) ou
no vetor pGEM-Teasy do pGEM Vector System Kit (Promega) e confirmados por
sequenciamento automatico.

Nas reacoes de PCR de col6nia, as células foram ressuspendidas em 20 pl de
agua milliQ, fervidas por 2 minutos para serem rompidas e 1 ul dessa solucao foi
utilizado como molde para o PCR. As reagdes consistiram de 1 ul de DNA das
colénias fervidas, 1 yM de cada oligonucleotideo, 0,3 mM de cada dNTP, MgCl, 2
mM, DMSO 5% (dimetilsuféxido), 2,5 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen) e 1 X
tampao PCR fornecido pelo fabricante. As condicées de reacao foram: 3 minutos a
95 °C e 30 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 1 minuto a 54 °C, 1 minuto e 30 segundos a
72°C, seguidos de 7 minutos a 72 °C.

A seqliiéncia completa do genoma da linhagem 9a5c de Xylella fastidiosa
(Simpson et al, 2000) foi utilizada como referéncia para desenhar os
oligonucleotideos utilizados na amplificacao de seqiiéncias do genoma da linhagem
J1al12 de X. fastidiosa. Os oligonucleotideos foram sintetizados pela Invitrogen ou
IDT (Integrated DNA Technologies) e aqueles utilizados em reacdes de PCR para
clonagem ou sequenciamento estdo listados na Tabela 2. Os oligonucleotideos
utilizados nos experimentos de RT-PCR quantitativo e nos ensaios de extensao de
oligonucleotideo estao indicados nos itens correspondentes.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados em procedimentos de clonagem.

Nome Sequéncia (5" - 3) Finalidade

Bgat gcggccgctgtaggaacagegatge Clonagem do promotor do gene bga para construgao
Bga?2 gcggatccaaacgeggegtgatceg de vetor de express&o.

Sigma54-1 cgggattcaacgccgatgatgatca Clonagem do gene rpoN sem promotor nos vetores
Sigma54-2 cgaattccacctgtttggegetgag de expresséo para Xylella.

Sigma32-1 cgggatcctgtcactgtgtggttac Clonagem do gene rpoH sem promotor nos vetores
Sigma32-2 agaattccctcagccaaatttacge de expresséo para Xylella.

Sigma24-1 gaggatccgttcggctcactcagga Clonagem do gene rpoE sem promotor nos vetores
Sigma24-2 tgaattctttcggacagatggttgc de expresséo para Xylella.

Orit gaggatcctgggataaactaatgce Clonagem da origem de replicagéo do cromossomo

Ori2 tgaattcacaacgtgagctaatgg de X. fastidiosa.
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rpoN1 caggatccgcaacgaaaatgacgac Clonagem de fragmento interno do gene rpoN para
RpoN3 gaagggcccatgagctgttcgtagec mutagenese.

RpoH1 atggattcggtgcattcgcacttge Clonagem de fragmento interno do gene rpoH para
RpoH2 taatgggccctectcactattaccacg mutagenese.

RpoE1 caggattccgaatacgctgcattcg Clonagem de fragmento interno do gene rpoE para
RpoE2 tccagggecccaatccateegtigtge mutagenese.

SIG1 acgggatccatgacattgaaagc Clonagem do gene rpoN no vetor de expresséo
SIG2 cggaattcggatcagaggactcgga pProEX.

SIGMA24C1 aactgcagcgctacacgttacgaatc Clonagem do gene rpoE com seu promotor, para
SIGMA24C2 cccaagctttttcggacagatggttge complementag&o.

2542-9a5Fw tcgegagectgaaccaaage Clonagem e seqiienciamento da regido promotora do

2542-J1a12Rv

agcgatagcgacgaggatgge

gene pilA.

PilR1 aggatccatgaatcaatcccgeagtge Clonagem do gene pilR no vetor de expressao

PilR2 gaagctttctcattactccatgcccag pProEX.

Sigma32-P gcggatccttgggatacttcagtatg Usado com Sigma32-2 para clonagem do gene rpoH
no vetor de expressdao pProEX.

M13Direto gtaaaacgacggccagt PCR de seqgiienciamento.

M13Reverso agcggataacaatttcacacag PCR de seqlienciamento e PCR para detectar
integragéo.

XF2239SP1 agcctcticaatttcggecteattg Mapeamento do inicio de transcri¢do do gene rpoE

XF2239-126R

tccgatcagggcaatgactc

pelo método 5° RACE.

3.3.2 Digestao de DNA com enzimas de restricao

As reacdes de digestdo de DNA de plasmideo ou de DNA genémico com

enzimas de restricao (Invitrogen e Promega) foram realizadas a 30 °C ou a 37 °C,

dependendo da enzima, pelo periodo de 2 a 5 horas, conforme instrugdes do

fabricante.

3.3.3 Eletroforese e purificacao de fragmentos de DNA

Fragmentos de DNA obtidos através de amplificacdo por PCR ou por digestao

de DNA de plasmideo ou digestdo de DNA genbmico foram separados por
eletroforese em gel de agarose (0,8% a 2%) em tampao de corrida TBE 1 X (Tris 89
mM; acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM pH 8,0) a 100 V. As bandas no gel de
agarose foram entdo coradas com brometo de etideo 0,5 ug/ml, visualizadas sob luz
ultravioleta (UV) em transiluminador e documentadas com camara fotografica.
Fragmentos de DNA de interesse foram isolados e purificados por
eletroeluicdo. ApOs separacdo por eletroforese, as bandas de interesse foram
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recortadas do gel de agarose, colocadas em membrana de dialise com TBE 0,5 X e
submetidas a eletroforese a 100 V por 2 horas. Apos essa eletroeluicdo, a solugdo
de TBE 0,5 X contendo o DNA foi tratada com igual volume de fenol/cloroférmio 1:1,
precipitada com 1/10 de solucdo de acetato de sédio (NaOac 3 M pH 5,2) e 2
volumes de etanol 100%, lavada com etanol 70% e ressuspendida em 20 ul de
solugédo TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0).

3.3.4 Ligacao de DNA

Fragmentos de DNA isolados foram ligados nos plasmideos de interesse
utilizando aproximadamente 500 ng de inserto, 20 ng de vetor, 1 U de T4 DNA ligase
(Invitrogen), em tampao fornecido pelo fabricante, em volume final de 20 L. As

reacdes de ligacao foram incubadas a 19 °C por 16 horas.

3.3.5 Transformacao de células competentes por eletroporacao

Células competentes de E. coli DH5a foram preparadas conforme descrito
(Ausubel et al., 1992). Para transformacao, cerca de 1 ul das reacdes de ligagao foi
misturado com 40 ul de E. coli DH5a eletrocompetente, a mistura foi transferida para
uma cubeta de eletroporacdo gelada e entdo as células foram eletroporadas nas
condicoes de 1,8 kV, 200 Q e 25 uF. Imediatamente foi adicionado as células 1 ml
do meio LB, transferido para um tubo de vidro estéril e incubado por uma hora com
agitacao a 37 °C. A seguir, as transformacoes foram plaqueadas com alca de vidro
em meio LB com os antibiéticos adequados. As placas foram incubadas a 37 °C por
16 horas. Algumas colénias da E. coli DH5a resultantes das transformagdes foram
inoculadas em 2 ml de meio 2 x TY contendo antibiéticos adequados e incubadas a
37 °C por 16 horas, com agitagdo constante de 250 rpm para preparacao de DNA de
plasmideo.

Células competentes de Xylella fastidiosa foram preparadas conforme
descrito (Da Silva Neto et al., 2002). Resumidamente, células cultivadas em meio
PWG durante sete dias foram lavadas duas vezes com 30 ml de agua milliQ estéril
gelada e uma vez com glicerol 10% gelado. Apos lavagens, aliquotas concentradas

de células ressuspendidas em 40 ul de glicerol 10% foram misturadas com 1 a 5 ug
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dos plasmideos de interesse em cubetas de eletroporacdo de 0,1 cm. As células
foram eletroporadas nas condi¢cdes de 1,8 kV, 200 Q e 25 uF e imediatamente
incubadas em 1 ml de meio PWG por 16 horas para recuperacao das bactérias.
Apés esse tempo, 200 ul das células foram plagueadas com alca de vidro em placas
PWG com antibiéticos adequados e cultivadas em temperatura ambiente por até 2
meses até serem descartadas. Os antibiéticos utilizados para selegao foram

canamicina 5 ug/ml e ampicilina 10 pg/mil.

3.3.6 Extracao de plasmideo e extracao de DNA genémico

As extracOes de plasmideo foram feitas pelo método de lise alcalina (Ausubel
et al., 1992) ou utilizando os sistemas de minipreparacao de plasmideo QI/Aprep
Spin Miniprep kit (QIAGEN) e Wizard Plus SV Miniprep (Promega). O DNA gendémico
das linhagens de Xylella fastidiosa foi extraido utilizando um método de extragdo de
DNA gendmico de bactérias Gram-negativas (Chen e Kuo, 1993).

3.3.7 Seguenciamento automatico de DNA

O DNA de interesse, clonado nos vetores TOPO (Invitrogen) ou pGEM
(Promega), foi extraido com os sistemas de minipreparacédo de plasmideo QI/Aprep
Spin  Miniprep kit (QIAGEN) ou Wizard Plus SV Miniprep (Promega), para
sequenciamento automatico dos insertos, utilizando oligonucleotideos direto e
reverso que flanqueiam a regido de clonagem dos plasmideos. As reacdes foram
feitas com 0,2 ug de cada minipreparacdao de DNA de plasmideo, 3,2 pmol de um
dos oligonucleotideos, tampao fornecido pelo fabricante e 1 ul de Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biossystems). As condi¢cdes do PCR de
sequienciamento foram: 95 °C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 52 °C por 20 segundos e 60 °C por 4 minutos. As reacOes foram
precipitadas com isopropanol 75% e lavadas duas vezes com etanol 70%. O
sequlenciamento automatico foi feito em um aparelho ABI-3100 DNA Sequencer,
pelo servico de sequienciamento do laboratério da Profa. Suely Lopes Gomes, 1Q-
USP. Os fragmentos seqlienciados foram comparados com o banco de dados de
sequéncia de DNA (GenBank), usando o programa BLAST (Zhang e Madden, 1997).
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3.4 EXPRESSAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS E OBTENGCAO DE
ANTICORPOS POLICLONAIS

O fragmento BamHIl/EcoRlde 670 bp (amplificado por PCR com os
oligonucleotideos Sigma24-1 e Sigma 24-2), contendo a regido codificadora
completa do gene rpoE de X. fastidiosa foi clonado no vetor de expressdao pProEX
HTc (Gibco BRL). Ja o fragmento BamHI/EcoRIde 1.4 kb (amplificado por PCR com
os oligonucleotideos SIG1 e SIG2), contendo a regidao codificadora completa do
gene rpoN e o fragmento BamHI/EcoRIde 1.0 kb (amplificado por PCR com os
oligonucleotideos Sigma32-P e Sigma32-2), contendo a regido -codificadora
completa do gene rpoH de X. fastidiosa foram clonados no vetor de expresséo
pProEX HTb (Gibco BRL). Neste vetor também foi clonado o gene pilR (XF2545,
ativador de o"). A regido codificadora (1418 pb) foi amplificada por PCR utilizando os
oligonucleotideos PilR1 e PilR2, clonada diretamente no vetor pGEM-Teasy
(Promega) e subclonada com as enzimas BamHI/Hindlll vetor pProEX HTb.

Clones de E. coli DH5a contendo as construgdes acima foram inoculados em
10 ml de meio LB com ampicilina a 37 °C até as culturas atingirem uma DOgg
nm=0,5. A expressado das proteinas recombinantes RpoE, RpoH, RpoN e PilR com
cauda de histidina (His-RpoE, His-RpoH, His-RpoN e His-PilR) foi induzida com 0,5
mM de IPTG por 1 hora a 3 horas a 30 °C ou a 37 °C, e amostras destas culturas
foram entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante em
sistema descontinuo de pH, SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Para verificar solubilidade
das proteinas de fusdo, as amostras acima foram sonicadas, centrifugadas e as
fracGes soluvel (sobrenadante) e insoluvel (precipitado) foram submetidas a
eletroforese. Para aumentar a quantidade de His-PilR soltvel foi utilizado um
protocolo de indugao alternativo: apods adigdo de IPTG, as culturas foram mantidas
durante 15 minutos a 37 °C e entdo transferidas para 22 °C por uma noite, sem
agitacdo. Proteinas insoluveis foram purificadas de corpos de inclusdo de E. coli
DH5a apés solubilizacao em sarkosil 0.3%, como descrito (Burgess e Knuth, 1996),
seguido por cromatografia de afinidade em resina de niquel (GibcoBRL), como
descrito pelo fabricante. Os passos de inducao e purificacdo das proteinas foram
acompanhados por SDS-PAGE.

A obtencdo dos soros anti-RpoE e anti-RpoN foi feita por imunizacdo de
coelhos Nova Zelandia ap6s quatro injecées subcutaneas de 0,5 mg das proteinas
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purificadas em adjuvante de Freund. O teste dos soros foi feito por immunoblotting
(western blotting) (Towbin et al., 1979) utilizando extratos de células de X. fastidiosa.
A deteccao foi feita utilizando os soros na diluicdo 1:1000 e o anticorpo secundario
anti-lgG de coelho conjugado com fosfatase alcalina na presenca de p-nitro-blue
tetrazolium choride (NBT) 0,3 mg/ml e 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP)
0,15 mg/ml.

3.5 CONSTRUGAO DE VETORES DE EXPRESSAO

Dois tipos de vetores foram construidos para tentar expressar genes em
Xylella fastidiosa: um vetor para expressao constitutivamente alta e um vetor para
expressao regulada. O vetor de expressao constitutiva foi construido pela clonagem
do plasmideo endégeno pXF1.3 e da regido promotora do gene 16S rRNA da
linhagem 9a5c de X. fastidiosa no vetor pBluescriptKS de E. coli. A regidao promotora
do gene 16S rRNA de X. fastidiosa, previamente clonada em nosso laboratério no
vetor pSP1 (Da Silva Neto et al.,, 2002), foi obtida por digestdo com as enzimas
Sacl/Xbal e clonada no vetor pBluescriptKS, gerando a construcdo KSp16S. O
miniplasmideo pXF1.3 foi obtido do vetor pSP3, previamente construido no
laboratério (Da Silva Neto et al., 2002), por digestdo com Kpnl. Foi feita a ligacdo do
fragmento de 1,3 Kb do pXF1.3 eletroeluido e digerido com Kpnl no KSp16S
digerido com a mesma enzima e desfosforilado, gerando o vetor de expressao
constitutiva KSp16SpXF1.3.

O vetor de expressao regulada para Xylella fastidiosa foi construido pela
clonagem da regido promotora do gene bga (XF0840) da B-galactosidase de X.
fastidiosa no vetor hibrido pUCBM21pXF1.3, previamente construido em nosso
laboratério. A regidao promotora do gene bga foi amplificada por PCR, utilizando os
oligonucleotideos Bgal e Bga2 que amplificam uma regido de 200 pb, clonada no
vetor pCR4-TOPO, sequenciada e subclonada no vetor hibrido pUCBM21pXF1.3
com as enzimas BamHI/Notl, gerando o vetor de expressao regulada
pUCpXF1.3pbga.

As regides codificadoras completas dos genes rpoN (XF1408), rooH (XF2691)
e rpoE (XF2239), incluindo o sitio de ligacao ao ribossomo (RBS), mas sem a regiao
promotora, foram amplificadas por PCR com os pares de oligonucleotideos sigma54-
1/sigmab4-2, sigma32-1/sigma32-2 e sigma24-1/sigma24-2, clonadas no vetor pCR-
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4TOPO e sequienciadas. DNA dos clones TOPOrpoN, TOPOrpoH e TOPOrpoE foi
digerido com as enzimas BamHI/EcoRlI, separado em gel de agarose 1% e as
bandas de 1470, 1030 e 670 pb, correspondentes aos genes rpoN, rpoH e rpoE,
respectivamente, foram eletroeluidas e ligadas aos vetores de expressao
KSp16SpXF1.3 e pUCpXF1.3pbga, digerido com as mesmas enzimas. As
construcdes resultantes foram introduzidas em Xylella fastidiosa J1ai12 por
eletroporagao, como descrito (Da Silva Neto et al., 2002).

3.6 CONSTRUGCAO DE LINHAGENS MUTANTES

Um vetor para mutagénese por recombinacdo homologa foi construido. Um
fragmento de 400 pb, correspondente a origem de replicacdo do cromossomo (oriC)
de Xylella fastidiosa, foi amplificado por PCR com os oligonucleotideos Ori1 e Ori2 e
clonado no vetor pUCBM21, gerando a construgcdo pUCBM21oriC. A regiao interna
dos genes rpoE, rpoN e rpoH foi amplificada por PCR com os oligonucleotideos
rpoE1/rpoE2, rpoN1/rpoN3 e rpoH1/rpoH2 e clonada diretamente no vetor pCR-
4TOPOQO. Os fragmentos internos BamHI/Apal, de 650 pb do gene rpoN, 450 pb do
gene rpoE e 490 pb do gene rpoH foram retirados deste vetor por digestdo e
eletroeluicdo e foram clonados no vetor pUCBM21o0riC, digerido com as mesmas
enzimas. As construgdes resultantes foram introduzidas em Xylella fastidiosa J1a12
por eletroporagao, como descrito (Da Silva Neto et al., 2002).

Os transformantes foram selecionados em placas PWG/Amp e quatro
colénias transformadas com o vetor pUCBM21o0riC contendo a regido interna de
cada gene (rpoN, rpoH e rpoE) foram submetidas a sucessivos repiques. Estas
culturas foram diluidas 1/10 a cada sete dias em 10 ml de meio PWG/Amp liqlido e
este procedimento foi repetido varias vezes, cada vez consistindo em uma
passagem. Ao longo das passagens, amostras de células foram utilizadas para
deteccdo de integracdo dos plasmideos nos genes de interesse, por PCR de
colénia. Foram utilizados os pares de oligonucleotideos Sigma54-1/M13Reverso,
que gera uma banda de 1050 pb em caso de integracao no gene rpoN, Sigma32-1/
M13Reverso, que gera uma banda de 750 pb em caso de integracdo no gene rpoH
e o0 par Sigma24-1/M13Reverso que origina uma banda de 670 pb em caso de
integracdo no gene rpoE. Estes pares de oligonucleotideos amplificam as bandas

esperadas somente se tiver ocorrido integracdo nos genes alvo, pois hibridizam com
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uma regiao no genoma fora do inserto clonado (oligonucleotideos de cada gene) e
outra regiao no vetor (oligonucleotideo M13Reverso).

Uma vez verificada integracdo para os genes rpoE e rpoN, col6nias isoladas
foram obtidas e novamente confirmadas por PCR. Estas linhagens isoladas foram
analisadas por Southern blotting, como descrito (Ausubel et al., 1992), utilizando
DNA gendmico dos transformantes e da linhagem selvagem, digerido com EcoRI e
fragmentos dos genes rpoE e rpoN marcados com [0*?P]-dCTP como sondas. As
sondas (regiao codificadora completa dos dois genes) foram marcadas utilizando o
método de iniciacao aleatéria (Feinberg e Vogelstein, 1993), purificadas com
Qiaquick PCR purification (Qiagen) para remocéo do [a*?P]-dCTP livre e incubadas
por 16 horas a 37 °C com o DNA genbmico fixado em membranas de nylon. As
membranas foram lavadas com solu¢des SSC 2 X, SDS 0,1%; SSC 1 X, SDS 0,1%
e SSC 0,1 X, SDS 0,1% (SSC 20 X: NaCl 3 M; citrato de soédio 0,3 M), por 30
minutos a 37 °C, nas duas primeiras lavagens, e a 65 °C na ultima lavagem. Depois
de secas, as membranas foram expostas a filme radiografico (Kodak) por 24 horas a
-70 °C e foi feita revelacdo em sala escura para detec¢ao do sinal.

A linhagem mutante rpoE foi complementada com uma cépia do gene rpoE
em trans no vetor pUCBM210riC, contendo um cassete de resisténcia a canamicina,
isolado do vetor pUC4K. O gene rpoE completo foi amplificado por PCR a partir do
genoma da linhagem J1al12, utilizando os oligonucleotideos Sigma24C1 e
XF2240EXT, que amplificam um inserto compreendendo quase 500 pb de regido
intergénica a 5’ do cédon de inicio de traducao até 20 pb depois do cédon de parada
de traducao do gene rpoE. O produto de PCR foi clonado diretamente no vetor pCR-
4TOPO, sequenciado e o inserto Pstl/Hindlll de 1160 pb foi isolado deste vetor e
clonado no pUCBM210riC, gerando a construcao pUCoriC(rpoE). DNA do vetor
pUC4K foi digerido com EcoRI, separado em gel de agarose 1% e a banda de 1200
pb, correspondente ao cassete de resisténcia a canamicina do transposon Tn903, foi
eletroeluida e ligada ao vetor pUCoriC(rpoE), gerando a construcao
pUCoriC(rpoE)Can. Esta construgdo foi introduzida no mutante rpoE por
eletroporacdo e os transformantes foram selecionados em placas PWG/Amp/Can.
Confirmacao adicional das linhagens mutantes e da linhagem complementada foi
feita por immunoblotting utilizando os soros anti-RpoE e anti-RpoN.
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3.7  ANALISE DO FENOTIPO DAS LINHAGENS MUTANTES

3.7.1 Testes de sobrevivéncia

Para realizacdo dos testes de sensibilidade a choque térmico, as linhagens
J1a12, roE e rpoE’" foram cultivadas em meio PWG até fase logaritmica
(DO600=0,5). Aliguotas das trés culturas mantidas a 25 °C (tempo zero) e incubadas
em banho-maria a 45 °C nos tempos de 10, 20, 30 e 40 minutos foram retiradas e
plagueadas em diferentes diluicbes para contagem de unidades formadoras de
colénia (UFCs), ap6s 21 dias de incubacdo em PWG a 25 °C. Os resultados sdo
expressos como porcentagem de UFC em relacdo ao tempo zero (antes da
exposicao ao estresse). Para testar resisténcia a etanol e a estresse salino, culturas
das linhagens J1a12 selvagem e do mutante rpoE foram diluidas (DOgoo nm=0,1) €
cultivadas em PWG na auséncia e na presenca de etanol 1,5% ou NaCl 0,5%. O

crescimento das culturas foi acompanhado pela leitura da absorbancia a 600 nm.

3.7.2 Ensaio de formacao de biofilme

O ensaio de formacao de biofilme foi realizado como previamente descrito
(Souza et al.,, 2006). Culturas da linhagem selvagem e do mutante rpoN foram
diluidas (DOgpo nm=0,1) e cultivadas em tubos de polipropileno (2 ml PWG por tubo) a
temperatura ambiente, sem agitacdo. Apds 8, 14, 21 e 31 dias de cultivo, as células
em suspensao foram removidas e as paredes dos tubos lavadas trés vezes com
agua. O biofilme formado nos tubos foi corado com cristal violeta 0,1% por 1 minuto
e o0 excesso foi lavado com agua. O cristal violeta foi removido por lavagem com

solucado etanol:acetona (20:80) e quantificado em espectrofotometro DOggp nm.

3.7.3 Ensaio de twitching motility

Os ensaios de twitching motility foram feitos como descrito para
Pseudomonas aeruginosa, para visualizacdo das zonas de expansao da colénia na
superficie de contato entre a placa e o agar (Mattick, 2002). Culturas da linhagem
selvagem J1a12 e do mutante rpoN foram inoculadas com ponteira através do agar

até o fundo da placa em meio PWG. Apoés incubagéo por 20 dias a 25 °C, o agar foi
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retirado e as células retidas na placa foram coradas com Coomassie Blue 0,05%
(metanol 50%, acido acético 10%), para melhor visualizagdo da zona de motilidade.

3.7.4 Ensaio de auto-agregacao

Para estudar auto-agregacao das células de X. fastidiosa, as linhagens J1a12
e rpoN foram cultivadas em 50 ml de meio PWG em frascos de 250 ml. Apds 18 dias
de incubacdo sem agitacdo a 25 °C, as culturas foram agitadas lentamente e a
formagdo de agregados de células no meio liquido foi avaliada por observagao
visual. Amostras foram recolhidas das culturas liglidas, transferidas para placas de
Petri e fotografadas, como descrito (Kang et al., 2002).

3.7.5 Microscopia eletronica de transmissao

Microscopia eletrénica de transmissao foi usada para examinar fimbrias de
Xylella fastidiosa. A linhagem selvagem J1al12 e a linhagem mutante rpoN foram
cultivadas em meio PWG durante 7 a 10 dias. As células, provenientes da superficie
do agar ou de culturas liquidas, foram lavadas com PBS e negativamente coradas
com solucédo aquosa de acido fosfotungstico 2% pH 7,4 (Totten et al.,, 1990). Uma
gota desta suspensao foi aplicada em uma tela de niquel revestida com carbono e
apos 20 segundos o excesso foi retirado com papel de filtro. As amostras foram
examinadas com o microscopio eletrénico de transmissdo JEOL 1010 do Setor de
Microscopia Eletrénica do ICB-USP, operando a 80 kV. Estes experimentos foram

feitos em colaboracdo com a doutora Cecilia M. Abe, do Instituto Butantan.
3.8 EXTRACAO DE RNA TOTAL

Os RNAs utilizados nos diversos experimentos foram extraidos com reagente
Trizol (Invitrogen). As células congeladas em gelo seco foram lisadas imediatamente
em 1 ml de Trizol, incubadas a 65 °C por 10 minutos e em seguida foi adicionado 0,2
ml de cloroférmio. A mistura foi homogeneizada invertendo os tubos por 15
segundos, em seguida, incubada a temperatura ambiente por 5 minutos e
centrifugada por 15 minutos a 12000 x g. A fase aquosa foi coletada e o RNA foi
precipitado com 0,5 ml de isopropanol por 1 hora a -70 °C. Os tubos foram
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centrifugados a 12000 x g por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado em etanol 75%. O precipitado foi seco por 30 minutos a
temperatura ambiente, solubilizado por 10 minutos a 60 °C em 50 ul de 4gua milliQ
tratada com DEPC e armazenado a -70 °C.

Para eliminar qualquer contaminacdo com DNA, os RNAs obtidos foram
tratados com 0,6 U de RQ1 DNAse (Promega) em seu préprio tampao fornecido pelo
fabricante em um volume final de 100 pl, durante 30 minutos a 37 °C. Os RNAs
foram extraidos com fenol (pH 5,2), seguido de cloroférmio, precipitados com etanol
e acetato de sédio e ressuspendidos em agua milliQ tratada com DEPC. A qualidade
e a quantidade dos RNAs foram avaliadas por absorbancia a 260 nm e eletroforese
em gel de agarose 1,2% desnaturante (MOPS 1 X, formaldeido 6,5%).

3.9 MICROARRANJOS DE DNA

Cinco conjuntos de experimentos comparativos do perfil de expressao génica
global por microarranjo de DNA foram realizados: comparacdo da linhagem
selvagem J1a12 ao mutante rpoE com RNA de culturas cultivadas em PWG a 25 °C;
comparagéo da linhagem J1ai12 ao mutante rpoE com RNA de culturas cultivadas
em PWG a 25 °C e submetidas a choque de calor 40 °C por 25 minutos;
comparacdo da linhagem J1a12 ao mutante rooN com RNA de culturas cultivadas
em PWG; comparagéo da linhagem J1ai12 ao mutante rooN com RNA de culturas
cultivadas em XDM, e submetidas a caréncia de nitrogénio por 2 horas; e
comparacao temporal do perfil de expressdo de células da linhagem J1a12 apds 2
horas, 8 horas e 12 horas em caréncia de nitrogénio (XDMp) em relagdo ao meio
XDM.. Os RNAs foram extraidos de pelo menos trés culturas biol6gicas
independentes de cada linhagem.

Foram utilizadas para os experimentos laminas contendo 6152 fragmentos
internos de DNA amplificados por PCR, correspondentes a 2692 ORFs anotadas do
genoma da linhagem 9a5c¢c de Xylella fastidiosa (94.5% das 2848 ORFs totais do
genoma), depositados pelo menos em duplicata (Koide et al, 2004a). Os
experimentos de microarranjo de DNA foram feitos em colaboracdo com a doutora
Tie Koide e a professora doutora Suely Lopes Gomes, utilizando a infra-estrutura do
laboratério do Projeto CAGE do Instituto de Quimica da USP.
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3.9.1 Preparacao das sondas de cDNA marcadas com os fluoréforos

A sintese das sondas de cDNA para hibridizacao nas laminas de microarranjo
de DNA foi feita utilizando o SuperScript Plus Indirect cDNA Labeling System
(Invitrogen), de acordo com instrugdes do fabricante. O cDNA das amostras controle
e o cDNA das amostras experimentais foram marcados separadamente com o0s
fluoréforos Alexa Fuor 555 Reactive Dye, que corresponde ao Cy3 ou Alexa Fuor
647 Reactive Dye, que corresponde ao Cy5. Resumidamente, cerca de 25 ug de
RNA tratado com DNAse foi convertido a cDNA utilizando oligonucleotideos
randémicos, mistura de dNTPs, incluindo o amino-alil nucleotideo AA-dUTP para
acoplamento dos fluoréforos, inibidor de RNAse e transcriptase reversa, num volume
final de 30 pl. A reagao ocorreu a 42 °C por trés horas. A remogao do mRNA foi feita
através de degradacéao por hidrélise alcalina, adicionando 15 ul de NaOH 1 M (10
minutos a 70 °C), seguido de neutralizacdo com 15 ul de HCI 1 M. As sondas de
cDNA foram purificadas em placas de filtracdo de 96 pocos Multiscreen MAFOB
(Millipore) através de quatro lavagens com etanol 80% e eluigdo com 90 ul de tris 10
mM pH 8,0. O acoplamento dos fluor6foros ao cDNA foi feito em tampao de
acoplamento fornecido pelo fabricante por uma hora, a temperatura ambiente, no
escuro. As amostras foram purificadas, como descrito acima e quantificadas em
espectrofotobmetro a 260 nm (para medir sintese do cDNA) e a 550 nm e 650 nm
(para verificar incorporacao de Alexa Fuor 555 Reactive Dye ou Alexa Fuor 647
Reactive Dye, respectivamente).

3.9.2 Hibridizacao e lavagens

As sondas de cDNA marcadas com Alexa Fuor 555 Reactive Dye e Alexa
Fuor 647 Reactive Dye foram ressuspendidas em 6,75 ul de agua cada uma,
misturadas com 13,5 ul da tampéao de hibridizagdo e 27 ul de formamida e incubadas
por 2 minutos a 92 °C. Estes 54 pl totais foram aplicados em uma das extremidades
da lamina, espalhados pela cobertura com laminula e colocados para hibridizar em
camara umida por 16 horas a 42 °C. Apds hibridizacao, as laminas foram lavadas
por 10 minutos a 55 °C, com SSC 1 X, SDS 0,2%; SSC 0,1 X, SDS 0,2% e SSC 0,1
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X, SDS 0,2%, mergulhadas em SSC 0,1 X e em agua e secadas com nitrogénio

liquido.

3.9.3 Aquisicao das imagens e analise e normalizacao dos dados

A leitura das fluorescéncias das sondas foi realizada utilizando o Generation
Il DNA scanner (GE Healthcare), e os valores de intensidade de fluorescéncia de
cada ponto foram extraidos utilizando o programa ArrayVision, versao 6,0 (Imaging
Research, Inc.). A normalizacdo foi feita pelo método LOWESS (locally weighted
regression), assumindo como hipétese que a maioria dos genes ndo deve
apresentar diferenca entre as duas condi¢cdes (Yang et al.,, 2002). Para determinar
os genes diferencialmente expressos foram utilizados valores de corte dependente
da intensidade, baseados em experimentos controle de hibridizagcdes homotipicas,
como descrito (Véncio e Koide, 2005). Um gene foi classificado como
diferencialmente expresso se pelo menos 75% de suas réplicas estavam fora da
curva de corte, utilizando pelo menos trés réplicas.

Os dados dos experimentos de microrranjo de DNA que ja foram publicados
estdo depositados no banco de dados GEO (Gene Expression Omnibus)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) (Ball et al, 2004). Os numeros de acesso sao
GSE4960, para os dados do mutante rnooE e GSE8097, para os dados do mutante
rpoN.

3.10 RT-PCR QUANTITATIVO (qRT-PCR)

Os oligonucleotideos utilizados para qRT-PCR (Tabela 3) foram desenhados
com o programa PrimerExpress (Applied Biosystems), de modo a obter produtos de
PCR pequenos (em torno de 100 pb). Alguns experimentos foram feitos por qRT-
PCR one step, usando o Absolute gqRT-PCR SYBRgreen Mix (ABgene). Reacdes
foram feitas com 250 ng de RNA pré-tratado com DNAsel, 0.1 uM de cada
oligonucleotideo e 12,5 ul de SYBRgreen Mix. As condicoes utilizadas foram: 47 °C
por 30 min; 95 °C por 15 min; 40 ciclos de 95 °C por 15 s; 60 °C por 1 min.

Para a maioria dos experimentos foi utilizado qRT-PCR two step, ou seja,

sintese de cDNA total separada das reagdes de PCR em tempo real.
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Aproximadamente 5 ug de RNA pré-tratado com DNAsel foi usado como molde para
sintese do cDNA total com 50 ng de hexameros randémicos, usando o Superscript
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen), conforme instrucdées do
fabricante. O PCR em tempo real foi feito usando 50 ng de cDNA, 0.1 uM dos
oligonucleotideos especificos para cada gene e 12.5 ul de Platinum SYBR Green
gPCR SuperMix UDG (Invitrogen), conforme instrucées do fabricante. Condicoes
usadas foram: 50 °C por 2 min; 95 °C por 2 min; 40 ciclos de 95 °C por 15 s; 60 °C
por 1 min. A fluorescéncia foi medida durante o passo de anelamento e extensédo e a
analise do PCR em tempo real foi feita utilizando o 7500 System SDS Software V
1.2.2. fornecido pelo fabricante do termociclador (7500 Real Time PCR System,
Applied Biosystems). Em todos os experimentos foram realizadas curvas de
dissociacdo das reacOes para confirmar a auséncia de dimeros e produtos
inespecificos. Os niveis de expressao relativa foram calculados pelo método do 2°
AACT

(Livak e Schmittgen, 2001) utilizando o gene dnaQ (XF2157) como controle

enddgeno.

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de RT-PCR quantitativo.

Gene Oligo direto Sequiéncia (5'- 3) Oligo reverso Sequiéncia (5'- 3')
XF2157 XF2157F Ggtgccgaactgattaticaca XF2157R caaccgcgataactcgtaatcaa
XF2239 XF2239-1F atggccgaaacaaaacaacc XF2239-126R tccgatcagggcaatgactc
XF2240 XF2240-589F atacaaaccaaaccctggccg XF2240-705R ttctgggagtcgtggttcgaa
XF2241 XF2241-856F gctgccgaacaaatcegtaa XF2241-985R tgttattgaccagtgcgcecte
XF0644 XF0644-186F cgcctacagcaaaaagcaacc XF0644-305R gctgctttatcgtattcggece
XF2594 XF2594-818F cacgtgctgagcaactcaaga XF2594-933R caacggattagcaggaacacc
XF0167 XF0167-451F cgcgaagcaggtttatcacca XF0167-578R cgccaagtttcatccatcacc
XF0285 XF0285-843F attggtcacgaaaggcgttg XF0285-953R actaatgcgccgtgtggatt
XF1514 XF1514-195F cgcattattgacagcatccg XF1514-306R tgtatttccagtgcctgctge
XF2542 XF2542J1F agccatcactacaccggaaac XF2542J1R gtaatcgtacatacgatggtgc
XF2539 XF2539F ccatcgcttgggatcgtace XF2539R gtctcagtgcatcggaggtg
XF0539 XFO539F gggctttcgtcggtggaaag XF0539R tagtcggttgcgttgcttcg
XF0487 XF0487F tcgggcatcgcacaacaa XF0487R caaatcggccatacgaagccat
XF1791 XF1791-F tcttacggcgatcatgcetge XF1791-R gottgctcattacaggcetcg
XF0083 XFO083F gctecgtacaccgttcaccatt XFO083R gggcctggctcaaaataggt
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3.11  ANALISE DA UNIDADE DE TRANSCRICAO XF2239-XF2240-XF2241

Co-transcricao entre XF2239 e XF2240 foi analisada com os
oligonucleotideos XF2239-1F/XF2240-705R (banda de 1322 pb), enquanto co-
transcricdo entre XF2240 e XF2241 foi analisada com os oligonucleotideos XF2240-
589F/XF2241-984R (banda de 1226 pb). Reacdes foram feitas com 1 ug de RNA
pré-tratado com DNAsel isolado de células da linhagem J1a12 cultivada a 25 °C ou
a 40 °C, usando SuperScript One-Step RT-PCR (Invitrogen), de acordo com
instrucdes do fabricante. As condicbes para as reacdes de RT-PCR foram: 25
minutos a 50 °C e 2 minutos a 94 °C, seguidos de 40 ciclos de 30 segundos a 94 °C,
30 segundos a 55 °C e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C, com um passo final de 7
minutos a 72 °C. Reacdes controle foram feitas apenas com Taq DNA polimerase
(Invitrogen) para garantir que nao ha amplificacdo devido a presenca de DNA nas

amostras.

3.12 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA oF EM RESPOSTA A
ESTRESSES

Xylella fastidiosa J1a12 foi inoculada em 50 ml de PWG e apds 6 dias de
cultivo (DOgpo nm= 0,5) a cultura foi dividida em varias aliquotas, submetidas as
seguintes condicbdes de estresse: choque térmico a 43 °C em banho-maria; etanol
3% (v/v); NaCl 250 mM; Sacarose 300 mM; choque frio 10 °C e zinco 0,5 mM.
Aliquotas de cada cultura foram retiradas antes da exposicao aos estresses (tempo
0) e com 15, 30, 60 e 120 minutos apds a exposicao aos estresses. As culturas
foram centrifugadas, as proteinas totais foram separadas em gel de poliacrilamida-
SDS 12% (Laemmli, 1970) e os niveis da proteina o° foram avaliados por

immunoblotting (Towbin et al., 1979), utilizando o soro anti-RpoE de X. fastidiosa.

3.13 MAPEAMENTO DOS SiTIOS DE INiCIO DE TRANSCRICAO

Cerca de 100 pmol dos oligonucleotideos M13direto, XFO0644EXT,
XF2594EXT, XFO167EXT, XF2239EXT, XF2240EXT, XF1694EXT, XF2542EXT e
XF1842EXT (Tabela 4), foram marcados com 30 uCi de [y **P]-ATP, utilizando 10 U

da enzima T4 Polinucleotideo Quinase (Invitrogen), conforme instrucées do
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fabricante. Ensaio de extensao de oligonucleotideo foi feito como descrito (Ausubel
et al, 1992). Resumidamente, cerca 10’ cpm de cada oligonucleotideo marcado
foram hibridizados a 55 °C por 16 horas com 50 ug de RNA total isolado de células
das linhagens J1a12, rpoE e rpoE" de culturas a 25 °C ou submetidas a choque de
calor 40 °C 25 minutos (para os genes do regulon of) ou de células das linhagens
J1a12 e rpoN cultivadas em PWG (para genes do regulon o"). Apés hibridizac&o foi
feita transcricdo reversa, degradacdo do RNA e separacdo do cDNA em gel de
poliacrilamida-uréia 6%. O tamanho dos produtos de extensao foi determinado por
comparacao com reagdes de seqiéncia de DNA simples fita do bacteriéfago M13,
obtidas por reagdes de sequenciamento manual com o kit Thermosequenase Cycle
Sequencing (USB), utilizando o oligonucleotideo M13direto marcado.

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados nos ensaios de extenséo de oligonucleotideo.

Gene Oligonucleotideo Sequéncia (5'- 3)

M13direto GTAAAACGACGGCCAGT
XF0644 XFOB44EXT CAGACGCAACTTCATCAA
XF2594 XF2594EXT GAAGCTCCTGTCACGAAATTCTGG
XF0167 XFO167EXT GGATGATTGTGGCAATTAATGCGC
XF2239 XF2239EXT TCGATATCTAGGGACTGAGG
XF2240 XF2240EXT CCCAAGCTTTTTCGGACAGATGGTTGC
XF1694 XF1694EXT TCGATCTCATGGATTTCAAGTTCAC
XF2542 XF2542EXT GACGATCATCAGCTCGATCAAAGTG
XF1842 XF1842EXT AACAAAGCGCAAATCGACGAATTCG

O método de 5’ RACE (do inglés rapid amplification of cDNA end) foi utilizado
para confirmar o inicio de transcricao do gene rpoE (XF2239), utilizando o kit 3'/5’
RACE (Roche), conforme instrugdes do fabricante. O RNA total foi extraido da
linhagem J1al12 de células cultivadas até fase logaritmica a 25 °C, tratado com
DNasel (Promega) e a transcricdo reversa foi feita utilizando o oligonucleotideo
especifico XF2239SP1. O cDNA resultante foi purificado com o kit Qiaquick PCR
purification (Qiagen), uma cauda poli-A foi adicionada e foi feita amplificacao por
PCR com os oligonucleotideos dT-ancorado e XF2239-126R (SP2). O produto de
PCR resultante foi clonado no vetor TOPO (Invitrogen) e seqiienciado utilizando
oligonucleotideos M13 universais.
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3.14 ENSAIO DE ALTERAGCAO DA MOBILIDADE ELETROFORETICA (EMSA)

Toda a regiao promotora do gene pilA e o inicio de sua regido codificadora foi
amplificada por PCR a partir do genoma da linhagem J1a12, com enzima de alta
fidelidade, utilizando os oligonucleotideos 2542-9a5cshiftFw e 2542-J1a12shiftRv
(Tabela 2), que amplificam um produto de 640 pb. O produto de PCR foi eletroeluido
de gel de agarose, segui-se adicao de adenina as suas extremidades com enzima
Tag DNA polimerase (Invitrogen) e clonagem direta no vetor pGEM-Teasy
(Promega). DNA plasmidial de quatro clones pGEMpilA foi extraido com QIAprep
Spin Miniprep kit (QIAGEN) para o seqlenciamento automatico do inserto de 640 nt.

A sonda da regiao promotora do gene pilA foi gerada por PCR, utilizando 0,1
MM dos oligonucleotideos 2542-9a5cshiftFw e 2542-J1ai12shiftRv (este dltimo
marcado com [y **P]-ATP, como descrito no item 3.13), 0,5 yg de DNA do clone
PGEMpIlA sequenciado, 0,2 mM de cada dNTP, MgCl, 2 mM, 1 X tampao PCR
fornecido pelo fabricante e 5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). O produto de
PCR radioativo foi eletroleluido de gel de agarose, precipitado, ressuspendido em 20
ul de agua e 1 ul foi retirado para a determinacdo da quantidade de cpm em
contador de cintilagéo.

Para o ensaio de ligacao, varias quantidades da proteina His-PilR purificada
(0, 10, 50, 100, 500, 1000, 5000 nM) foram incubadas com 1 ug de DNA inespecifico
poli-dldC (USB) e 200 ng do fragmento de 640 pb da regido promotora de pilA
marcado com [y **P]-ATP em tampéo de interacdo (Tris-HCI 10 mM pH 8, KCI 40
mM, MgCl. 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM, BSA 100 pg/mL, glicerol 10%) durante
20 minutos a 25 °C. Ao volume final de 20 uL de cada amostra foi adicionado 3 uL
de glicerol 50% e as amostras foram carregadas em gel de poliacrilamida 5% néao
desnaturante. A corrida do gel foi realizada em TBE 1 X, por 3 horas a 30 mA a 4 °C.
O gel foi seco e visualizado por exposicao a um filme de raio X.

3.15 BUSCA IN SILICO DE ELEMENTOS CONSERVADOS DOS PROMOTORES

Para tentar determinar o conjunto de provaveis sitios de ligagdo de ¢>* na
seqUéncia do genoma de X. fastidiosa 9a5c, foi feita uma anélise por método
computacional. Regiées de 400 nucleotideos a montante do cdédon de inicio de
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traducédo (-400 a -1) de todas as ORFs do genoma foram analisadas com o modulo
PATSER do Regulatory Sequence Analysis Tools (RSAT) [http://rsat.ulb.ac.be/rsat/]
para presenca da seqiiéncia consenso -24/-12 do promotor ¢>*. O programa fornece
scores para as sequéncias com base em uma matriz de peso (Tabela 5) gerada a
partir de 186 promotores dependentes de ¢ caracterizados em diferentes bactérias
(Barrios et al., 1999). Foram mantidos apenas os sitios localizados em regides
intergénicas e que potencialmente transcrevem um gene na orientagao correta, com

scores acima de 8.9.

Tabela 5: Matriz de peso baseada em 186 promotores dependentes de ¢ caracterizados
em diferentes bactérias.

T G & ¢ A C G N N N N T T G C W
-24 -12

A 12 2 0 12 139 11 55 51 46 44 38 13 4 1 9 76
C 14 0 0 147 23 122 17 48 64 42 62 22 18 2 173 5
G 10 184 186 6 18 10 103 69 36 35 43 15 10 181 1 17
T 150 O 0 21 6 43 11 18 40 65 43 136 154 2 3 88

" Posigdo em relagao ao inicio de transcrigio. Os elementos GG e GC, localizados nas posigoes -24/-
12, sdo 0s mais conservados do consenso e estdo destacados em negrito. N indica qualquer base. W
indica A/T.

Para ot foi feita uma busca manual usando como parametros a seqléncia
AAC-16/17 nt-TnnnA, obtida a partir do alinhamento da seqiéncia de nucleotideos
de alguns promotores dependentes de - de X fastidiosa mapeados
experimentalmente. A busca para esta seqiéncia foi realizada manualmente em 300
nt a montante do ATG anotado dos genes identificados como regulados por ¢ nas

andlises de microarranjo de DNA.
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4 RESULTADOS

A sequéncia completa do genoma de um organismo e a anotacao das ORFs
encontradas fornecem um panorama geral das possibilidades e das restricdes as
quais o organismo pode responder, permitindo uma série de inferéncias a respeito
de sua biologia. No caso de genes regulatérios, a presenca de uma dada ORF no
genoma nos leva a acreditar que o0s genes por ela regulados também estejam
presentes. Uma busca na pagina do Projeto Genoma de Xylella fastidiosa
(http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf), que sumariza as informagbes a respeito da
sequéncia completa do genoma da linhagem de citros 9a5c¢c de Xylella fastidiosa
(Simpson et al., 2000), permitiu encontrar quatro ORFs anotadas como fatores sigma
bacterianos. A Tabela 6 apresenta as principais informagdes a respeito destas ORFs
com base nos dados derivados da anotacado primaria. A ORF XF2239 foi anotada
com o nome de algU, devido sua similaridade com o gene algU de P. aeruginosa,
um ortélogo do gene rpoE de E. coli. No entanto, ela sera tratada aqui como rpoE e
a proteina correspondente como o, mantendo a nomenclatura padrao mais utilizada
na literatura para fatores sigma de bactérias Gram-negativas, que € derivada dos
fatores sigma de E. coli.

Tabela 6: As quatro ORFs anotadas como fatores sigma bacterianos no genoma da
linhagem 9a5c de Xylella fastidiosa.

ORFs Nome do Nome da Tamanho do Tamanho da Peso
gene proteina gene proteina Molecular
XF1350 rooD c” 1857 pb 618 aa 69,9 kDa
XF2691 rpoH o2 882 pb 293 aa 33,3 kDa
XF2239 rpoE o*ou of 621 pb 206 aa 24,1 kDa
XF1408 rooN o> ou o" 1386 pb 462 aa 51,5 kDa

Uma analise mais detalhada das proteinas codificadas por estes quatro genes
de X. fastidiosa revelou a presenca de dominios conservados caracteristicos de
fatores sigma. A proteina RpoN possui todos os dominios tipicos de fatores sigma
da familia ¢°, incluindo um dominio carboxi-terminal de ligagdo ao DNA
(pfam04552), contendo um motivo hélice volta hélice (HTH) e uma regiao altamente

conservada, conhecida como RpoN Box, tipico de proteinas sigma54; um dominio
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central de ligacdo ao cerne da RNA polimerase (pfam04963); e um dominio amino-
terminal de interacdo e ativacdo, responsavel por inibir a transcricido pela
holoenzima contendo 6°* na auséncia de proteinas ativadoras (pfam00309) (Buck et
al., 2000). Os trés outros genes (XF1350, XF2691 e XF2239) codificam proteinas
que possuem dominios caracteristicos de membros da familia 6”°, como o dominio
sigma70_r2 (pfam04542), que corresponde a regidao mais conservada da proteina,
contendo a hélice de reconhecimento ao consenso —10 do promotor e o
determinante de ligacdo ao cerne da RNA polimerase, e o dominio sigma70_r4
(pfam04545), envolvido na ligacao ao elemento —35 do promotor (Wosten, 1998;
Paget e Helmann, 2003).

Assim, Xylella fastidiosa possui um fator sigma pertencente a familia o**, o
fator o" ou ¢, codificado pelo gene rpoN (XF1408), e trés fatores sigma
pertencentes & familia 6”°, sendo um fator sigma primario codificado pelo gene rpoD
(XF1350), e dois fatores sigma alternativos, o fator sigma de choque térmico ¢*,
codificado pelo gene rpoH (XF2691) e o fator sigma de funcao extracitoplasmatica
(ECF) o, codificado pelo gene rpoE (XF2239). Como o fator primario ¢”® é
responsavel pela transcricdo da maioria dos genes da bactéria crescendo em
condi¢cdes normais, os chamados genes de manutencdo, sendo, portanto essencial,
ele ndo sera tratado neste trabalho. Daqui em diante trataremos apenas dos trés

% o e oF), com a intencdo de

fatores sigma alternativos de Xylella fastidiosa (o
determinar o conjunto de genes regulados por cada um deles.

As ORFs completas dos trés fatores sigma alternativos anotados no genoma
seqlienciado da linhagem 9a5c de Xylella fastidiosa (Simpson et al., 2000) foram
amplificadas por PCR a partir do DNA gendmico da linhagem J1a12 e clonadas no
vetor pCR 4-TOPO para serem seqlenciadas. O fato de trabalharmos com a
linhagem J1al12, ao invés da 9a5c, a linhagem que foi seqienciada, € porque a
linhagem 9a5c é refrataria a transformacéao, e portanto as técnicas de manipulagéao
genética desenvolvidas até o momento para linhagens CVC funcionam para J1ai12,
mas ndo para 9a5c (Da Silva Neto et al., 2002; Gaurivaud et al., 2002). Entretanto,
embora a linhagem J1a12 seja passivel de manipulagdo genética, ela nédo é
patogénica.

DNA plasmidial das construgcdes TOPOrpoN, TOPOrpoH e TOPOrpoE foi

seqlenciado e as seqUéncias obtidas foram comparadas com as ORFs
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correspondentes do genoma da linhagem 9a5c, utilizando o programa BLASTN para
alinhamento de duas seqiiéncias. Para o gene rpoE as sequiéncias obtidas foram
idénticas nas linhagens J1a12 e 9a5c, para o rpoH houve a troca de uma adenina
por uma guanina 11 pares de bases depois do cédon de terminacao e para o gene
rpoN houve a troca de uma timina por uma citosina na regido central do gene, que
leva a substituicdo de uma treonina por uma alanina. Estas duas substituicoes
encontradas provavelmente ndo se devem a erros de incorporacdo da polimerase
durante o PCR, porque foi utilizada uma polimerase de alta fidelidade e as reacdes
foram repetidas diversas vezes. Embora os fatores sigma sejam bastante
conservados e as linhagens J1a12 e 9a5c sejam ambas linhagens CVC, é possivel
que estas substituicoes sejam reais. Comparando as sequiéncias de nucleotideos
das linhagens 9a5c (uma linhagem de citros) e Temecula (uma linhagem de uva)
encontramos 18 substituicdes de nucleotideos para o gene rpoN, 12 para o gene
rooH e 7 para o gene rpoE, muitas delas resultando em substituicdo de aminoacidos.

4.1 OBTENGCAO DE FERRAMENTAS GENETICAS PARA O ESTUDO DOS
FATORES SIGMA ALTERNATIVOS DE Xylella fastidiosa

4.1.1 Construcao de vetores de expressao para Xylella fastidiosa

Como nao foi descrito ainda nenhum vetor de expressao para linhagens CVC
de Xylella fastidiosa, tentamos construir tais vetores com base nos dados obtidos em
nosso laboratério de que o miniplasmideo pXF1.3, encontrado na linhagem
sequenciada 9a5c, pode ser usado para construcao de vetores hibridos estaveis em
Xylella fastidiosa (Da Silva Neto et al., 2002). Foram construidos dois vetores
baseados no pXF1.3, que diferem quanto ao tipo de regido promotora enddégena de
Xylella clonada no vetor para dirigir a expressao dos genes a serem expressos: no
vetor de expresséao constitutiva foi utilizada a regiao promotora do gene 16S rRNA e
no vetor de expressao regulada a regido promotora do gene bga. Os dois vetores
foram construidos de modo a permitir a clonagem orientada das ORFs completas
dos trés fatores sigma alternativos, sem promotor, mas contendo o sitio de ligacao
ao ribossomo, nos sitios de BamHI e EcoRl, adicionados nas extremidades dos trés
genes durante o PCR (Figura 5).
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Figura 5: Construcao de vetores de expressao para Xylella fastidiosa. (A). Construcao
de um vetor de expressao constitutiva. O vetor construido contem uma origem de replicacéo
para Xylella (pXF1.3), a origem de replicacdo do pBluescriptKS para E. coli e a regiao
promotora do gene 16S rRNA de Xylella, para dirigir a expressao dos fatores sigma. As
setas internas indicam a orientacdo das ORFs. (B). Construcao de um vetor de expressao
regulada. O vetor construido contem uma origem de replicacao para Xylella (pXF1.3), a
origem de replicacao do pUCBM21 para E. coli e a regiao promotora do gene bga de Xylella,

para dirigir a expressdao dos fatores sigma. As setas internas indicam a orientacdo das
ORFs.

Um esquema do vetor de expressao constitutiva KSp16SpXF1.3 esta
apresentado na Figura 5A. Ele consiste do plasmideo pXF1.3 e da regidao promotora
do gene 16S rRNA da linhagem 9a5c de X. fastidiosa, clonados no vetor
pBluescriptKS de E. coli. A clonagem orientada das ORFs completas dos trés fatores
sigma alternativos neste vetor apresentou graus diferentes de dificuldade: para o
gene rpoN foram obtidos dois clones positivos em 48 analisados, para o gene rpoE
foram obtidos trés clones positivos em 4 analisados e para o gene rpoH nao
conseguimos a clonagem mesmo apds analise de 64 colbnias, de diferentes
transformacoes.

Eletroporacao do vetor de expressao constitutiva vazio na linhagem J1a12 de
Xylella fastidiosa gerou colonias ap6s 20 dias em placas PWG com ampicilina, mas

as construgcdes com os genes rpoN e rpoE clonados neste vetor ndo deram
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nenhuma col6énia, mesmo em trés experimentos independentes de eletroporacao.
Estas dificuldades de clonar os genes ja em E. coli, no caso dos genes rpoN e rpoH,
e a incapacidade de gerar qualquer colénia em X. fastidiosa deve resultar de uma
expressao muito elevada destas proteinas pelo promotor 16S rRNA, causando efeito
deletério para as células, pois o vetor sem os fatores sigma transformou bem Xylella.
Esta mesma regido promotora foi utilizada com sucesso para dirigir a expressao do
gene de resisténcia a canamicina sem promotor (Da Silva Neto et al., 2002; Monteiro
et al., 2001b). No entanto, no caso do gene de resisténcia a canamicina a super-
expressao resultava em um beneficio para a bactéria cultivada em canamicina
enquanto a super-expressao dos fatores sigma deve causar uma grande alteracédo
no perfil de expressao da célula pelo fato de serem genes regulatérios.

Diante da incapacidade de expressar os fatores sigma no vetor
KSp16SpXF1.3, tentamos construir um vetor de expressao regulada para X.
fastidiosa. Um dos poucos genes de X. fastidiosa em que ha dados experimentais
demonstrando regulacao da expressao é o gene bga, que codifica para uma beta-
galactosidase similar a beta-galactosidases de eucariotos. Foi demonstrado que a
expressao deste gene é reprimida pela fitona peptona, um dos componentes do
meio PWG (Gaurivaud et al., 2002), sugerindo que sua regido promotora poderia ser
utilizada na montagem de um vetor de expressao regulada para Xylella. A repressao
da expressao deste gene pela fitona peptona foi confirmada pela adicao de X-gal a
colénias de J1a12 cultivadas em meio PWG e PWG sem fitona. Nas placas PWG
sem fitona as coldnias tornaram-se azuis algumas horas ap6s a adi¢do de X-gal,
indicando degradacao do substrato pela beta-galactosidase, enquanto nas placas
PWG as colénias permaneceram brancas apdés acompanhamento por varios dias,
confirmando que este gene é realmente reprimido pela fitona peptona do meio PWG
(dados n&o mostrados).

Assim, o vetor de expressao regulada para X. fastidiosa pUCpXF1.3pbga foi
construido pela clonagem da provavel regiao promotora do gene bga da pB-
galactosidase de Xylella (uma regido de 200 pb a montante da ORF XF0840, que
codifica para o gene bga) no vetor hibrido pUCBM21pXF1.3, previamente construido
em nosso laboratério (Figura 5B). Este vetor foi digerido com as enzimas BamHI e
EcoRl e as ORFs completas dos trés sigmas sem a regidao promotora foram

clonadas de modo orientado.
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Como o gene bga mostrou ser reprimido no meio de cultura PWG,
esperavamos que o vetor de expressao regulada pUCpXF1.3pbga sozinho e com os
trés sigmas clonados gerassem colénias quando eletroporados na linhagem J1ai12
de Xylella fastidiosa, pois a regido promotora estaria sendo reprimida e sé seria
expressa quando as colbnias fossem transferidas para placas PWG sem fitona com
o antibiético de selecdo. No entanto, apenas o0 vetor de expressdo vazio
pUCpXF1.3pbga gerou colbnias quando eletroporado na linhagem J1a12 de Xylella
fastidiosa. As constru¢cdes com os genes rpoN, rpoH e rpoE clonados neste vetor
ndo deram nenhuma col6nia, mesmo em trés experimentos independentes de
eletroporagdo. Neste caso, ndo temos um promotor muito forte dirigindo a expressao
dos sigmas e nas condicbes testadas este promotor deveria estar sendo reprimido.
Assim, a auséncia de colénias pode ser devido a algum vazamento de expressao ou
porque 0 mecanismo de repressao nao atua na regiao de 200 pb clonada no vetor.
Outra explicacdo para esta auséncia de colbnias seria pelo fato de estarmos
utilizando o plasmideo pXF1.3, um vetor que existe em multiplas copias em Xylella
fastidiosa, o que poderia estar causando a expressdao de niveis elevados das
proteinas. Portanto, os vetores de expressao construidos ndo permitiram a obtencao

de linhages de X. fastidiosa expressando elevados niveis dos fatores sigma.

4.1.2 Purificacao das proteinas e producao de anticorpos para os fatores
sigma alternativos de Xylella fastidiosa

Para produzir anticorpos policlonais anti-RpoN, anti-RpoH e anti-RpoE, as ORFs
completas dos genes rpoN, rpoH e rpoE de X. fastidiosa foram clonadas no vetor de
expressao de E. coli pProEXHT e as proteinas heterélogas foram geradas em fuséo
com uma cauda de 6 histidinas. A clonagem dos trés sigma alternativos de X.
fastidiosa neste vetor foi feita nos sitios de restricado BamHI/EcoRl, adicionados nos
oligonucleotideos utilizados para amplificar os trés genes por PCR.

A inducao das proteinas de fusao foi feita pela adicao de 0,5 mM de IPTG nas
culturas liquidas de E. coli contendo as construcdes do pProEXHT com os sigmas
clonados. Andlise por gel de poliacrilamida-SDS do extrato de proteina de um clone
positivo de cada sigma indica que para o o" (c°%) (Figura 6A) e para o o (0°%)
(Figura 6C) ha um grande aumento da expresséo das proteinas de 55 kDa e 27 kDa,

respectivamente, com uma, duas e trés horas apds a adicao de IPTG (canaletas 2, 3
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e 4), em relacdo as mesmas culturas sem adicdo de IPTG (canaletas 1). Estas
bandas coincidem com os tamanhos esperados para as proteinas de fusdo, pois a
clonagem das ORFs nos sitios de BamHI/EcoRl do vetor causa a adigdo de 27

aminoacidos na porcdao amino-terminal, resultando no acréscimo de

aproximadamente 3 kDa no tamanho das proteinas His-RpoN e His-RpoE.

P 5 6 7 8 9 10 1

Figura 6: Inducao e purificacao das proteinas de fusao His-RpoN e His-RpoE de X.
fastidiosa no sistema de expressado de E. coli pProEXHT. Um clone positivo de E. coli
contendo as construgdes pProEXHTrpoN (6A), pProEXHT rpoE (6C) e pProEXHT rpoH (6E)
foi cultivado em meio LB e aliquotas de extratos de proteina total das culturas sem IPTG
(canaletas 1) e com uma, duas e trés horas na presenca de IPTG (canaletas 2, 3 e 4,
respectivamente) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
desnaturante em sistema descontinuo de pH (SDS-PAGE). As setas indicam as proteinas
induzidas. Passos de purificagao das proteinas de fusao His-RpoN (6B) e His-RpoE (6D). As
proteinas foram induzidas, as células foram lisadas por sonicacdo, o precipitado foi
solubilizado com detergentes e as proteinas de fusao foram purificadas por cromatografia de
afinidade em coluna de niquel. A numeracdo das canaletas € a mesma em 7B e 7D.
Canaletas 1: sobrenadante do lisado de células; canaletas 2: precipitado do lisado de
células; canaletas 3: sobrenadante dos precipitados tratados com detergentes; canaletas 4:
pellet dos precipitados tratados com detergentes; canaletas 5: sobrenadantes da resina de
niguel; canaletas 6 a 10: lavagens da resina; canaletas 11: eluicdo com imidazol. As setas
indicam as proteinas de fusdo His-RpoN (7B) e His-RpoE (7D) purificadas. P: padrao de
peso molecular 10 kDa Protein Ladder (GibcoBRL). A banda mais intensa do marcador (50
kDa) esté indicada.
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Para o 0*® nao foi observada a indugdo de uma proteina do tamanho
esperado para a proteina de fusdo His-RpoH (aproximadamente 36 kDa) apds
adicao de 0,5 mM de IPTG por uma, duas e trés horas, mesmo apds a analise do
extrato protéico de varios clones independentes. Entretanto, parece ter havido um
aumento na expressao de proteinas entre 70 kDa e 90 kDa (Figura 6E). Mudancas
em alguns parametros que influenciam a inducao de proteinas neste sistema, como
reducdo da temperatura de crescimento das culturas e uso de diferentes
quantidades de IPTG, também foram realizadas, mas n&o resultaram na super-
expressdo do 0*2. Por ndo estar expressando a proteina de fusdo, alguns clones
pProEXHTrpoH foram seqUenciados e confirmaram a clonagem correta do gene
rpoH no vetor. A proteina 0°2 de X. fastidiosa possui 54% de identidade com o% de
E. coli. Assim, a falta de acimulo do 0% de Xylella pode ser resultante do efeito
deletério desta proteina em grande quantidade dentro de E. coli, ou de sua rapida
degradacao por proteases especificas. As proteinas entre 70 kDa e 90 kDa que
parecem estar sendo induzidas podem ser proteinas de choque térmico (HSPSs)
induzidas pelo rapido aumento do o2 heterélogo.

Para purificacdo das proteinas de fusdo His-RpoN (Figura 6B) e His-RpoE
(Figura 6D), culturas de E. coli contendo as construgdes pProEXHTrooN e
pProEXHTrpoE foram induzidas com IPTG nas condi¢des ja estabelecidas e as
células foram lisadas por sonicacdo para verificar a solubilidade das proteinas.
Ambas as proteinas de fusdo estavam praticamente ausentes na fracdo do
sobrenadante (canaletas 1) e presentes em grande quantidade no precipitado,
provavelmente em corpos de inclusdo (canaletas 2). Assim, foi necesséaria a
solubilizacdo destas proteinas, antes da sua passagem pela resina de niquel. A
fracdo precipitada das culturas lisadas foi tratada com deoxicolato 2% e sarkosil
0,3%. Apods centrifugacao, grande parte das proteinas foram detectadas na fracao
soluvel (canaletas 3), embora parte ainda tenha permanecido em corpos de
incluséo, principalmente da proteina RpoN (canaletas 4).

Neste passo de solubilizacdo das proteinas dos corpos de inclusao, houve
uma purificacdo parcial das proteinas de fusdo, com a eliminacdo de grande parte
das proteinas celulares soluveis (canaletas 3). Para conseguir uma melhor
purificacdo destas proteinas, esta fracdo solubilizada foi passada em resina de
niquel para purificagdo por cromatografia de afinidade (canaletas 5 a 11). Parte das
proteinas de fusdo nado se ligou a resina, sendo detectada no sobrenadante da
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resina (canaletas 5). Apés quatro lavagens (canaletas 6 a 10) as proteinas de fusao
foram eluidas com imidazol, resultando em uma boa quantidade das proteinas His-
RpoN e His-RpoE parcialmente purificadas (canaletas 11).

Os anticorpos policlonais contra as proteinas de fusdao His-RpoN e His-RpoE
purificadas foram obtidos pela imunizacao de coelhos com inje¢des subcutaneas e
intravenosas destas proteinas em suspensdo no adjuvante de Freund, como
verificado por ensaio de immunoblotting utilizando extratos de J1a12 e as proteinas

purificadas (dados nao mostrados).

4.1.3 Construcao de linhagens mutantes para os fatores sigma alternativos
de Xylella fastidiosa

Um vetor para mutagénese por recombinacdo homologa foi criado pela
clonagem da origem de replicacdo do cromossomo (oriC) de Xylella fastidiosa no
plasmideo pUCBM21 (Figura 7). O fragmento de 400 pb amplificado por PCR e
clonado no vetor pUCBM21 contem a regidao entre os genes dnaA e dnaN que
apresenta elementos tipicos de origens de replicacdo bacterianas e foi demonstrado
ser capaz de funcionar como origem de replicacdo quando clonada em vetores para
Xylella fastidiosa (Monteiro et al., 2001b).

As construcdes para recombinacdo homdloga direta foram feitas com a
clonagem da regiao interna dos trés fatores sigma alternativos neste vetor (650 pb
do gene rpoN, 490 pb do gene rpoH e 450 pb do gene rpoE). Um esquema
simplificado da metodologia de mutagénese por recombinacdo homdloga direta
utilizada para obtencédo dos mutantes estd apresentado na Figura 7. Como pode ser
observado no esquema, esta estratégia depende de um unico evento de
recombinacao, através do qual a construcao inteira € inserida no gene alvo gerando
duas cépias parcialmente truncadas nas extremidades (esta estratégia tem sido
chamada de IDM — mutagénese por inser¢cao e duplicacdo). Por depender de um
unico evento de recombinagcdo a IDM tem sido utilizada com sucesso para geragao
de mutantes em bactérias nas quais as técnicas tradicionais de mutagénese por
troca alélica ndo sao facilmente aplicaveis, como nas bactérias Lactobacillus sake
(Leloup et al., 1997), Streptococcus pneumoniae (Lee et al., 1998) e Neisseria
gonorrhoeae (Hamilton et al., 2001).
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Figura 7: Metodologia utilizada para geracao de mutantes para os fatores sigma de
Xylella fastidiosa. Esquema de integracdo dos vetores para mutagénese por recombinagao
homologa direta nos fatores sigma. O vetor pUCBM210riC contendo o gene de resisténcia a
ampicilina (Amp') como marca de selecdo e os fragmentos internos dos trés fatores sigma
alternativos de X. fastidiosa (sigmas5A3A) pode integrar por recombinacdo homéloga
(representada pelo X) nos l6cus cromossomais dos sigmas correspondentes, resultando em
duas copias parcialmente deletadas dos sigmas (sigmas3A e sigmas 5A), separadas pelo
vetor pUCBM21 oriC.

Doze colbnias de Xylella fastidiosa J1a12 resultantes da transformacao com
os vetores pUCBM210riCrpoN650, pUCBM21 0riCrpoHA90 e pUCBM21 oriCrpoE450
(quatro colbnias de cada) foram semeadas em placas e a seguir foram passadas
para PWG liquido. Varias passagens sucessivas a cada 7 dias foram feitas para que
ocorresse integracdo das construcbes nos genes dos fatores sigma e séo
necessarias porque o pUCBM21o0riC € um vetor replicativo. A utilizagdo de vetores
replicativos em mutagénese dirigida € uma alternativa para bactérias nas quais
construgdes baseadas em vetores suicidas ndo geram nenhum transformante, como
linhagens CVC de Xylella fastidiosa (Da Silva Neto et al., 2002; Gaurivaud et al.,
2002), bactérias de crescimento lento, como Mycobacterium bovis (Baulard et al.,
1996) e bactérias que ndo possuem o gene recA, como Spiroplasma citri (Duret et
al., 1999). Acredita-se que a utilizacao de vetores replicativos facilite a deteccao de
eventos raros de recombinagao.

Da analise dos transformantes para detectar o evento de integracdo até a
obtencdo dos mutantes foram realizados varios procedimentos. Inicialmente foi feita
verificacdo por PCR diretamente das culturas. As culturas que apresentaram a
banda correta no PCR foram entdo plaqueadas, para se obter colénias isoladas, e

estas foram novamente analisadas por PCR. A seguir, os clones foram analisados
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por Southern blotting utilizando como sonda a regido codificadora do gene alvo, para
identificar o clone onde o gene foi corretamente interrompido pela insercao do vetor,
e por immunoblotting para demonstrar que a insercdo do vetor nos genes aboliu
totalmente a producdo das proteinas correspondentes. Na Figura 8 séao
apresentados os esquemas com os oligonucleotideos utilizados para detectar a
integracdo das construcoes por PCR. Estes pares de oligonucleotideos amplificam
as bandas esperadas somente se tiver ocorrido integracdo nos genes alvo, pois
hibridizam com uma regi@o no genoma fora do inserto clonado e outra no vetor
(Figura 8A).

Os PCRs apresentados na Figura 8B foram feitos a partir de 12 culturas
transformantes (quatro culturas de cada sigma), na segunda, quinta, décima primeira
e décima oitava passagens (as bandas indicadoras de integracado estao circuladas,
as demais séo inespecificas). Para o gene rpoE foi detectada a banda indicadora de
integracdo na quinta passagem em duas culturas e nas quatro culturas na 112
passagem. Para rpoN a deteccao da banda de integracdo s6 ocorreu em uma
cultura na 182 passagem. Para o gene rpoH néao foi detectada integracao ao longo
destas dezoito passagens (as culturas foram analisadas ainda até a 272 passagem,
sem indicio de integracdo no gene rpoH). Nas culturas em que nado detectamos
integragdo nos sigma correspondentes, provavelmente os vetores integraram na
outra regidao de homologia com o cromossomo, a oriC, embora isto ndo tenha sido
analisado. Os trabalhos utilizando vetores oriC para mutagénese por recombinacao
homéloga tém demonstrado que a integracdo realmente ocorre nos dois locais,
embora ocorra preferencialmente na regido que contém uma maior sequiéncia de
homologia com o cromossomo (Gaurivaud et al., 2002; Lartigue et al., 2002).

As culturas transformantes para as quais foi detectada integragcdo do vetor
nos sigma correspondentes por PCR (para o gene rpoN, na décima oitava
passagem e para o gene rpokE, na quinta passagem) foram espalhadas em placas
para isolamento de colénias. Estas colénias isoladas foram utilizadas para
confirmacéao de linhagens mutantes para cada um dos dois fatores sigma.

A Figura 9 apresenta a confirmacdo de linhagens mutantes para o". Oito
colénias isoladas a partir da cultura com indicio de integracdo na décima oitava
passagem foram analisadas por PCR e todas confirmaram a banda indicadora de
integracao (Figura 9A).
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Figura 8: Deteccao da integracao das construcoes pUCBM210riCrpoN650,
pUCBM21o0riCrpoHA90 e pUCBM210riCrpoE450 nos fatores sigma alternativos de X.
fastidiosa por PCR. (A). Esquemas das regides do cromossomo de J1a12 apéds integracao
das construgdes nos genes rpoN, rpoH e rpoE. As posicdes dos pares de oligonucleotideos
utilizados nos experimentos de PCR (setas) e os tamanhos das bandas esperadas estdo
indicados na figura. Como o PCR combina um iniciador presente nas constru¢des (Rev) e
outro presente no cromossomo (Sigmab54-1, Sigma32-1 ou Sigma24-1) as bandas
esperadas s6 sao amplificadas se ocorrer a integragao no gene especifico. (B). Reagdes de
PCR de culturas transformantes de J1a12 apéds varias passagens. As bandas indicativas de
integracao estao circuladas de vermelho (as demais sdo bandas inespecificas). Para o gene
rpoE ocorreu integracado na quinta passagem em duas culturas e nas quatro culturas na 112
passagem. Para rpoN ocorreu integragdo em uma cultura na 182 passagem. Para o gene
rooH nao foi detectada integracdo. Os numeros indicam quatro culturas liquidas
transformantes para cada gene. P: padrdo de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder
(GibcoBRL).



Resultados 79

A correta integracao da construcdo pUCBM210riCrpoN650 dentro da regiao
codificadora do gene rpoN, no cromossomo de Xylella, foi confirmada por Southern
blotting (Figura 9B). A sonda do gene rpoN reconheceu o fragmento EcoRI de 8,7 kb
na linhagem selvagem J1a12 e os fragmentos EcoRI de 9,6 kb e 2,5 kb nas colbnias
isoladas. Estas duas bandas (9,6 kb e 2,5 kb) sao resultado da presencga de um sitio
EcoRI na construgao integrada e confirmam que o vetor esta inserido corretamente
dentro do gene rpoN, gerando mutante por insercdo para este gene. Culturas
transformantes na quinta passagem (5P) e na décima oitava passagem antes da
obtencao de colbnias isoladas (M) apresentaram padrdao de banda igual a linhagem
selvagem J1a12, indicando que a integracao detectada pelo PCR era verdadeira,
mas restrita a uma porcentagem das células da mistura. Para confirmar que as trés
colénias isoladas com a correta insercdo do vetor dentro do gene rpoN eram
mutantes nulos para a proteina o, foram realizados experimentos de
immunoblotting utilizando o soro policlonal anti-RpoN de X. fastidiosa. O soro
reconheceu o" na linhagem selvagem Ji1al2 e na mistura (banda de
aproximadamente 60 kDa) mas nédo detectou nada nas linhagens mutantes,
indicando que a insercao do vetor no gene rpoN abole totalmente a producdo da
proteina o" (Figura 9C).

O mesmo procedimento descrito acima foi realizado para confirmagcédo de
linhagens mutantes para o (Figura 10). Cultura com indicio de integracdo, na quinta
passagem, foi espalhada em placa e 16 colbnias isoladas foram testadas por PCR, a
maioria dando a banda esperada (Figura 10A). DNA genémico de quatro destas
colénias e da linhagem selvagem J1a12 foi utilizado em experimento de Southern
blotting, usando como sonda o gene rpoE. O padrdo de bandas observado (5 kb
para J1a12 e 6,8 kb e 1.35 kb para colbnias isoladas) é indicativo de integracao do
vetor dentro do gene rpoE (Figura 10B). Anticorpo policlonal anti-RpoE de Xylella
reconheceu - em extrato total de células de Xylella J1a12 e a banda nao foi
detectada nas colénias mutantes, indicando que a integragdo do vetor dentro do
gene rpoE resulta na auséncia total da proteina correspondente e que as colbnias

isoladas sdo mutantes nulos para ¢- de Xylella fastidiosa (Figura 10C).
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Figura 9: Confirmacao de linhagem mutante rpoN. (A). Cultura com indicio de integragao
(M, mistura de células) foi espalhada em placa e oito colénias isoladas foram testadas por
PCR, todas dando a banda esperada de 1050 pb, indicativa de integragéo (seta). Na
linhagem selvagem J1ai2 (J) esta banda nao é amplificada. (B). DNA gendmico de trés
destas coldnias isoladas e da linhagem J1a12 foi utilizado em experimento de Southern
blotting, usando como sonda o0 gene rpoN, resultando em padrao de bandas indicativo de
integracdo do vetor dentro do gene rpoN. (C). Anticorpo policlonal anti-RpoN produzido em
coelho reconheceu 6" em extrato total de células de Xylella J1a12 e a banda nZo foi
detectada nas coldénias mutantes (seta), indicando que a integracao do vetor dentro do gene
rpoN resulta na auséncia da proteina correspondente. Transformantes na quinta passagem
(5P) e na mistura de células ndo sdo mutantes rpoN. P: padrdao de peso molecular 10 kDa
Protein Ladder e 1 Kb Plus DNA Ladder (GibcoBRL).
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Figura 10: Obtencao e complementacao de linhagem mutante rpoE. (A). Cultura com
indicio de integragao (M, mistura de células) foi espalhada em placa e 16 col6nias isoladas
foram testadas por PCR, a maioria dando a banda esperada, indicativa de integracao (seta).
(B). DNA gendmico de quatro destas col6nias e da linhagem selvagem J1a12 (J) foi utilizado
em experimento de Southern blotting, usando como sonda o gene rpoE, resultando em
padrdo de bandas indicativo de integragdo do vetor dentro do gene rpoE. (C). Anticorpo
policlonal anti-RpoE produzido em coelho reconheceu ¢ em extrato total de Xylella J1a12 e
a banda néo foi detectada nas colénias mutantes isoladas (seta), indicando que a integracéao
do vetor dentro do gene rpoE resulta na auséncia da proteina correspondente. (D).
Complementacao da linhagem mutante rpoE. Copia em trans do gene rpoE introduzida no
mutante rpoE restaura os niveis da proteina ¢%, gerando a linhagem complementada rpoE".
P: padrédo de peso molecular 10 kDa Protein Ladder e 1 Kb Plus DNA Ladder (GibcoBRL).
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Para complementar a linhagem mutante rpoE, uma cépia do gene rpoE
completo, incluindo a provavel regido promotora, foi clonada no vetor pUCoriC,
juntamente com um cassete de resisténcia a canamicina, e a construgao resultante
pUCoriC(rpoE)Can foi eletroporada na linhagem mutante. Colbnias transformantes
resistentes a canamicina foram obtidas e para verificar se a copia em trans do gene
roE produz a proteina of na linhagem mutante transformada foram feitos
experimentos de immunoblotting. A cdpia em trans do gene rpoE foi capaz de elevar

a quantidade da proteina c©

no mutante para niveis semelhantes aos niveis da
linhagem selvagem (Figura 10D), confirmando o sucesso da construcdo na

complementagao da linhagem mutante, gerando a linhagem complementada rpoE".

42  CARACTERIZACAO DA LINHAGEM MUTANTE rpoE E DEFINICAO DO
REGULON of DE Xylella fastidiosa

4.2.1 Papel do fator oF de Xylella fastidiosa na resposta a estresses

Para verificar se o fator ¢© é importante para o crescimento de Xylella
fastidiosa na presenca de certos estresses, como relatado para E. coli (Hiratsu et al.,
1995), a linhagem selvagem J1a12 e a linhagem mutante rpoE foram cultivadas em
meio PWG na presenca de etanol. Como mostrado na Figura 11, a mutagao no gene
rpoE nao afeta o crescimento de Xylella em condi¢cdes normais, sem a presenca de
estresses. No entanto, o gene rpoE é necessario para o crescimento de Xylella na
presenca de etanol, pois a linhagem mutante teve uma reducao drastica na taxa de
crescimento comparada a linhagem J1a12 na presenca de 1,5% de etanol (Figura
11A). Para demonstrar o papel de ot na resposta ao choque térmico foram feitos
ensaios de sobrevivéncia a 45 °C por varios periodos de tempo. Através destes
ensaios foi demonstrado que a linhagem mutante rpoE é mais sensivel a choque
térmico e este fendtipo é revertido ao fendtipo da linhagem selvagem quando o
mutante é complementado com uma copia em trans do gene rpoE (Figura 11B). O
fator oF ndo se mostrou importante para resposta a estresse osmoético e estresse
oxidativo, pois a linhagem mutante rpoE apresentou a mesma sensibilidade que a
linhagem J1al2 a estes dois estresses, como determinado por curvas de
crescimento (presenca de NaCl 0,5%) e ensaios de zona de inibicao de crescemento
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(H,02 3%) (dados ndo mostrados). Portanto, o mostrou-se importante para
resposta aos estresses por choque térmico e etanol, duas condicées que provocam
0 acumulo de proteinas desdobradas na célula, provavelmente através da regulacéao

de genes essenciais para sobrevivéncia sob tais condicdes, como proteases e

chaperones.
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Figura 11: Analise do mutante rpoE em resposta a etanol e choque térmico. (A). Curva
de crescimento da linhagem J1al12 e do mutante rpoE na auséncia ou na presenca de
etanol 1,5% em meio PWG. A figura mostra um experimento representativo de trés
repeticdes independentes. (B). Sobrevivéncia de X. fastidiosa J1a12 (linhagem selvagem),
rpoE (mutante rpoE) e rpoE+ (mutante rpoE complementado) submetidas a choque térmico.
As trés linhagens foram cultivadas até fase logaritmica e aliquotas foram retiradas e
plaqueadas em diferentes diluicbes para contagem de unidades formadoras de col6nia
(UFCs). Os resultados sédo expressos como porcentagem de UFC em relacdo ao tempo zero
(antes da exposicao ao estresse). Nos tempos de 10, 20, 30 e 40 minutos as culturas foram
incubadas em banho-maria a 45 °C. Cada experimento, plaqueado em triplicata, foi repetido
trés vezes com culturas independentes. Os valores mostrados representam a média e o
desvio padrao para cada ponto da curva de um experimento representativo.
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4.2.2 Identificacao de membros do regulon of de Xylella fastidiosa

A estratégia utilizada para identificacdo de membros do regulon oF de Xylella
fastidiosa consistiu em identificar, por microarranjo de DNA, transcritos especificos
que tém sua expressao alterada quando compara-se a linhagem mutante rpoE com
a linhagem selvagem. Além disso, foi realizada a validagéo de alguns genes por RT-
PCR quantitativo e o mapeamento do inicio de transcricdo de alguns destes genes,
para identificacdo de um consenso para c*.

Inicialmente, foi feita a comparacao do perfil transcricional total da linhagem
J1al12 em relagdo a linhagem mutante rpoE, em condicdo sem estresse, usando
RNA das duas linhagens cultivadas a 25 °C. A Tabela 7 apresenta os genes que
tiveram expressao reduzida mais do que duas vezes no mutante rpoE e portanto,
devem ser regulados positivamente por este fator sigma. Apenas trés genes
(XF2240, XF2241 e XF2594) apresentaram reducdo na expressao no mutante
comparado a linhagem selvagem. Estes resultados sugerem que a RNA polimerase
associada a ot é capaz de transcrever alguns genes em baixos niveis na auséncia
de um estimulo particular, mas que a maioria do regulon ndo deve estar ativo nesta
situacdo. Nao foram observados genes com expressdo aumentada no mutante rooE
em relacado a linhagem selvagem e que, portanto, seriam regulados negativamente

por este fator sigma.

Tabela 7: Genes positivamente regulados pelo fator 6= de Xylella fastidiosa.

ORF Produto Funcao 'E(%:,gggéia
XF2240 Proteina hipotética (anti-sigma) Regulador negativo c* 2,5
XF2241  Protease periplasmatica Degradacéo proteina 3,3
XF2594 Prote[na hipotética conservada Degr,adagéo proteina, 53
(peptidase M48) peptideo ’

Produto das ORFs como anotado no genoma da linhagem 9a5c. Dominios conservados indicados
entre parénteses. Nimeros indicam quantas vezes 0s genes sd0 menos expressos no mutante rpoE
em relagéo a linhagem selvagem J1ai12. Os valores sao resultantes da andlise de trés laminas, feitas
a partir de RNAs extraidos de trés culturas independentes das linhagens J1a12 e rpoE cultivadas por
7 dias a 25 °C.

Para identificar maior nimero de genes do regulon o foi feita uma
comparacao do perfil transcricional total da linhagem J1a12 em relacao a linhagem
mutante rpoE, na condicdo de choque de calor a 40 °C por 25 minutos, j& que o- é

necessario para resposta e este estresse em X. fastidiosa (Figura 11B). A Tabela 8
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apresenta 0s genes que tiveram expressao reduzida no mutante rpoE e portanto,
devem ser regulados positivamente por este fator sigma. Comparacdo dos
resultados desta tabela com um estudo que determinou o estimulon de choque de
calor para a linhagem 9a5c de X. fastidiosa (Koide et al., 2006), indica que pelo
menos destes genes com grande diferenca de expressao sao induzidos por choque
térmico. Isto demonstra que o experimento foi realizado em uma condigdo que induz
o regulon oF, facilitando a detecgdo das diferencas entre a linhagem selvagem e o
mutante rpoE. Ao todo, vinte e um genes foram identificados mostrando reduzida
expressdo no mutante em relacdo a linhagem selvagem, em dezessete possiveis
unidades de transcricdo distintas (Tabela 8), representando fortes candidatos a
serem transcritos por o de X. fastidiosa. Ndo foram observados genes com
expressdao aumentada no mutante rpoE em relagao a linhagem selvagem.

Para tentar verificar em quais processos fisiolégicos os genes da Tabela 8
estdo envolvidos realizamos uma busca por dominios conservados para estas
ORFs. Cinco genes apresentaram algum tipo de dominio que permite associa-las a
fungdes de proteases ou chaperones: XF0167 e XF2594 apresentam dominios das
familias M23 (Pfam01551) e M48 (Pfam01435) de peptidases, respectivamente;
XF2241 possui um dominio de protease (Pfam00089) no N-terminal e dois dominios
PDZ (Pfam00595) no C-terminal e apresenta alta similaridade com os ort6logos
mucD de P. aeruginosa e htrA (degP) de E. coli, ambos codificando proteases de
periplasma reguladas por 6 nestas bactérias; XF0644 e XF1212 possuem dominios
para chaperones do tipo peptidil-prolil cis-trans isomerase. Dois genes estao
envolvidos em funcbes regulatérias: XF2534 que codifica para uma proteina
regulatéria de um provavel sistema de dois componentes e XF2240 que possui
dominio N-terminal (Pfam03872) para proteinas anti-sigma. XF2240 &€ precedida e
parece ser co-transcrita com XF2239 que codifica para of. Este tipo de organizacdo
no genoma do sigma ECF seguido pelo anti-sigma € bastante conservada em
diferentes bactérias e sera discutida adiante. O gene XF1415 codifica para uma
enzima envolvida na sintese de peptideoglicano e o gene XF2739 codifica para uma
endonuclease de restricdo do sistema de restricdo-modificacéo tipo |. Para os genes
restantes ndo foi possivel atribuir nenhuma funcdo com base em similaridade de

sequéncia, codificando para proteinas hipotéticas ou hipotéticas conservadas.
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Tabela 8: Genes candidatos ao regulon ¢© de Xylella fastidiosa.
. Reducéo da
ORF Produto Funcéo Putativa® - b
Expressao
XF0166 Proteina hipotética conservada Funcao desconhecida 3.1
T XF0167 Proteina hipotética conservada Degradacéo proteina, 6.5"
(peptidase M23) peptideo
XF0513 Endolisina de fago Degradacéo parede 5 g
celular
XF0643 Proteina hipotética Funcao desconhecida 9.6
T XF0644 Peptidil-prolil cis-trans isomerase Dobramento proteina 19.3"
(PPlase FKBP)
XF1212 Peptidil-prolil cis-trans isomerase Dobramento proteina 33
(PPlase ciclofilina)
XF1257 Oligoribonuclease (exonuclease) exonuclease 2.2%
XF1340 Proteina hipotética Funcgéo desconhecida 2.1
XF1415 UDP-N-acetilglicosamina Sintese peptideoglicano 40"
1-carboxiviniltransferase
XF1694 Proteina hipotética Funcgéo desconhecida 3.1%
XF1712 Proteina hipotética Fungéo desconhecida 4.8*
XF2169 Proteina hipotética conservada Funcao desconhecida 2.3
XF2240 Proteina hipotética (anti-sigma) Regulador negativo c© 37.0"
l XF2241 Protease periplasmatica Degradacéo proteina 28.8*
XF2533 Proteina hipotética Funcao desconhecida 3.5
l XF2534 Proteina regulatéria, sistema Transdugéao de sinal » 6"
de dois componentes
XF2594 Proteina hipotética conservada Degradacéo proteina, 155
(peptidase M48) peptideo
XF2739 Sistema endonuclease tipo | Metabolismo DNA, 10.0°
restricdo-modificacido restricao
XFa0010 Proteina hipotética Funcgéo desconhecida 3.6
XFa0059 Proteina replicagao plasmideo Replicagao plasmideo 2.2
XFa0061 Proteina SSB Ligagdo ao DNA 3.0

Produto das ORFs como anotado no genoma da linhagem 9a5c. Dominios conservados indicados
entre parénteses. 2 Fungéo predita com base em similaridade de sequéncia. ® Express&o relativa dos
genes nas linhagens J1a12/rpoE incubadas a 40 °C por 25 min. Os valores s&o resultantes da analise
de seis laminas, feitas a partir de RNAs extraidos de trés culturas independentes. Genes adjacentes
gue podem ser co-transcritos sao indicados por seta. *Genes induzidos por choque térmico como
determinado em Koide et al. (2006).
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Assim, o regulon ¢ de X. fastidiosa que emerge desta analise, realizada na
condicao de choque de calor, € composto por varios fatores de dobramento ou
degradacdo de proteinas desnaturadas (chaperones e proteases), por proteinas
envolvidas em funcées como metabolismo de DNA, sintese da parede, transducao
de sinal e proteinas hipotéticas.

Foram escolhidos oito genes para validacdo dos dados do microarranjo de
DNA, sendo trés genes que ndo apresentaram diferenca de expressdo na anadlise
por microarranjo de DNA (XF1514, XF0285 e XF2239) e cinco genes com expressao
reduzida no mutante rpoE (XF2240, XF2241, XF0167, XF0644, XF2594, Tabela 8).
Os dados da analise por microarranjo de DNA e por gRT-PCR mostraram alto grau
de correlagdo (r=0.90), confirmando assim os dados da analise por microarranjo
(Figura 12A). Para confirmar indugdo por choque térmico dependente de ot de
alguns genes deste regulon em X. fastidiosa, foram feitos experimentos de gqRT-
PCR, utilizando RNAs extraidos das linhagens J1a12 selvagem, mutante rpoE e
mutante rpoE complementado (rpoE’), cultivadas a temperatura normal e
submetidas a choque de calor.

A Figura 12B apresenta os resultados para os seis genes analisados. Os
genes XF2240, XF2241, XF0644 e XF2594 foram bastante induzidos por choque
térmico na linhagem selvagem J1a12, ndo mostraram qualquer inducdo no mutante
rpoE e recuperaram a inducdo a niveis semelhantes a linhagem selvagem na
linhagem complementada rpoE®, confirmando que estes genes sdo induzidos por
choque térmico de modo dependente de c=. O gene XF2239 ndo é induzido por
choque térmico e mostra niveis semelhantes nas trés linhagens. A deteccdo do
transcrito XF2239 (gene rpoE) no mutante rpoE foi possivel porque utilizamos
oligonucleotideos no inicio do gene para o gRT-PCR, antes da interrupcédo pelo
vetor. O gene XF0285 mostra indugédo por choque térmico na linhagem J1ai2, no
mutante rpoE e na linhagem rpoE*, indicando que a inducdo nao é dependente de
c°. Estes resultados confirmam a validagdo dos dados de microarranjo de DNA feita
por qRT-PCR usando apenas as linhagens J1a12 e rpoE sob choque térmico (Figura
12A), demonstrando ainda que a diferenca nos niveis dos transcritos entre essas
duas linhagens foi realcada pelo fato dos genes serem induzidos por choque
térmico. A restauracdo dos niveis de transcritos especificos na linhagem rpoE* é

E

uma comprovacdo adicional do envolvimento do fator ¢~ na transcricdo destes
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genes. Varios dos genes mostrados na Figura 12 fazem parte da prépria via de

regulacdo da atividade do fator 6t e serdo discutidos posteriormente.
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Figura 12: Validacdo da expressdo de genes do regulon ot em resposta a choque
térmico. (A). Comparacédo dos niveis de expressdo de oito genes como determinado por
ensaios de microarranjo de DNA e qRT-PCR. Expressado dos genes foi medida por qRT-
PCR com trés amostras de RNA independentes das linhagens J1a12 e rpoE expostas a 40
°C por 25 minutos e os niveis foram correlacionados com os dados correspondentes da
andlise de microarranjo de DNA (Tabela 8). (B). Expressdo de genes selecionados em
diferentes linhagens. Expressao foi medida por RT-PCR quantitativo usando RNAs extraidos
da linhagem sevagem (J1a12), do mutante (rpoE) e do mutante complementado (rpoE?"),
cultivados em condigao normal e submetidos a choque de calor 40 °C, 25 minutos. Os niveis
de expressao relativa foram calculados pelo método 2-AACT utilizando o gene dnaQ como
controle endogeno.
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A determinagao do inicio de transcricdo de varios genes do regulon oF foi feita
por ensaio de extensdo de oligonucleotideo, utilizando RNAs extraidos das
linhagens J1a12, rpoE e rpoE", cultivadas a temperatura normal e submetidas a
choque de calor 40 °C por 25 minutos, com a finalidade de mapear as regides
promotoras e verificar a expressao dos genes nas diferentes linhagens (Figura 13A).
As bandas correspondentes ao inicio de transcricdo sao induzidas por choque
térmico na linhagem J1ai12, ndo sdo detectadas no mutante rpoE e recuperam a
indugdo por choque térmico na linhagem rpoE", confirmando por outra metodologia
que estes genes sdo induzidos por choque térmico de modo dependente de c=. Foi
definido o inicio de transcricdo de cinco genes do regulon c© utilizando esta
metodologia: uma adenina localizada 73 bases do c6don de inicio de traducao para
0 gene XF0644; uma adenina localizada 46 bases do cdédon de inicio de tradugéo
para XF2594; uma timina localizada 190 bases do cdédon de inicio de traducéo para
XF2240; uma citosina localizada 104 bases do cédon de inicio de traducéo para o
gene XF1694; e uma timina localizada 87 bases do cédon de inicio de tradugéo para
o gene XF0167 (Figura 13B).

Alinhamento da sequUéncia de nucleotideos destes cinco promotores

dependentes de o°

mapeados experimentalmente por ensaio de extensdo de
oligonucleotideo revelou um consenso ggAACnn 16/17 pb TccnA, que se assemelha
aos consensos para as seqiiéncias reconhecidas pelos ortélogos de & de P.
aeruginosa e E. coli (Figura 13B). Uma busca para esta sequéncia foi realizada
manualmente usando como parametros a seqiéncia AAC-16/17 nt-TnnnA em 300 nt
a montante do ATG anotado dos genes identificados como regulados por ot nas
analises de microarranjo de DNA. Estes elementos conservados do promotor foram
identificados a montante de mais nove outros genes regulados por o= (Figura 13C).
A deteccao de um consenso para os promotores destes genes é uma forte indicacéao
de que eles tém sua expressdo afetada pela ligacdo direta de o, direcionando a

transcricdo pela RNA polimerase e ndo por mecanismos indiretos.
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B. XF2240 TGGAACAAATCGT GA-TGAGCGCGETCCAAGCACTGCC
XF2594 GGARACTCCGTGTCG-ATTITGAGGTCCAATGETARCT
XF0644 GGOGAACTTGTATGAAGTGTCTTCTGTCTTAGCCTGACA
XFO0167 GTGAACGACTCCATGTCCTCCACGTTTCCACCCT ACAT
¥F1694 TGGAACTGGTGCGTAT-GCCGGTGETCTTATTGE TRAR
Consensus rinie -16511 bp- g nnh
E. coli ARC -16 bp- TCnnf
P, aernnginosa GRAARCTT -16/17 bp- TCnnh
C, ¥F2240 TGGAACLALTCGTGA-TGAGCGCGGTCCRAGCACTGCCTG - ZZ0
¥XF2594 GGLAACTCOGTGTCG-ATTTTGAGGTCCAATGGTALCCGLR - 77
XF0644 GGGARCTTGTATGAAGTGTCTTCTGTC TTAGCCTGACAC - 108
¥F0167 GTGAACGACTCCATGTCCTCCACGTTTCCACCCTACATC - 11a
¥F1694 TGGAACTGGTGCGTA-TGCCGGTGETCTTATTGCTGALGT - 133
XF2533 ACCARCCCTGATGGA-TTATTTAGGTCGTAGCTLACAGCTT - 186A
¥F0643 CCAARCGCCGCTGTTCAATTTGAAGTC AMAC TGS TGAGT - 254
¥F1212 CGAAACGACCCGGGTTTTGCACCCGTCGTALGGAAGCTA - 235
XF1712 GUTAACGGCAGALTC-AAAGTAGALTGCGAATTCTGCAGL - 158
XFa006l CCAARCGAAGACACG-CGCGCACTATTGAAGTCTTACGGT - 220
XFa0059 AGGAACGCGAAGCGC-TOGACGCTTTGCGACAACGCTACG - 196
¥F0166 GTGAACGGOCAGCATCOSCALCCCACTGTCAATCACGATG - z49
XF1340 CAGARCGTTTGTGTGGTGTGCGGTGTGACATGGTTAGAG - 21k
¥F1415 TAAAACGTTGACTCCTGATGAGGAGTGACAGCCTCGTTA - 94

Figura 13: Definicido do sitio de ligacdo para of. (A). Mapeamento do inicio de
transcricdo de genes com inducdo por choque térmico dependente de o. RNA total das
linhagens J1a12, rpoE e rpoE" cultivadas a 25 °C (C) ou incubadas a 40 °C por 25 minutos
(H) foram usados em ensaios de extensdo de oligonucleotideo. Os produtos de extensao
foram analisados em gel de poliacrilamida junto com reacdes de seqiéncia de DNA do
bacteriéfago M13. Setas indicam inicio de transcricdo. (B). Alinhamento da sequéncia de
nucleotideos de promotores dependentes de 6 mapeados experimentalmente. O inicio de
transcricao e as sequéncias -10 e -35 estao destacados. Um consenso proposto para o fator

o de Xylella fastidiosa estd comparado aos consensos para o" de E. coli e Algu de P.
aeruginosa. (C). Alinhamento de possiveis seqliéncias promotoras de genes regulados por
ot. Os inicios de transcricdo mapeados para cinco genes do regulon estdo sublinhados.
Alinhamento das outras seqliéncias foi feito por busca manual do consenso em 300 pb a
montante do ATG das ORFs indicadas. Nucleotideos destacados em cinza estao de acordo
com o consenso proposto para of de Xylella. Os nimeros indicam a posicdo da primeira
adenina da seqUéncia conservada AAC em relacdo a adenina do codon de inicio de
traducao.
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4.2.3 Regulacio do fator ot de Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa possui um Unico sigma ECF, ortélogo do fator c=. A ORF
XF2239, que codifica para oF é imediatamente seguida pela ORF XF2240, que
codifica para uma proteina com caracteristicas de fator anti-sigma, apresentando um
dominio N-terminal de interagdo com fator o (Pfam03872), seguido por uma regido
transmembrana e € predita como proteina de membrana interna pelo programa
PSORT (Gardy et al., 2005). As duas ORFs apresentam inclusive sobreposi¢cao nos
cbédons de parada e inicio de traducao, o que poderia indicar que as duas proteinas
sdo traduzidas de maneira acoplada, com o fator sigma associando-se
imediatamente ao anti-sigma, que o mantém inativo por sequestra-lo na membrana
citoplasmatica. A ORF XF2241 possui um dominio de protease (Pfam00089) no N-
terminal e dois dominios PDZ (Pfam00595) no C-terminal e apresenta alta
similaridade com ort6logos de proteases da familia htrA.

Para verificar se 0 gene XF2239 é co-transcrito com XF2240 e se XF2240 é
co-transcrito com XF2241 foram feitos ensaios de RT-PCR utilizando
oligonucleotideos que hibridizam no inicio e no final de cada par de genes, com
RNAs da linhagem J1a12 cultivada a temperatura normal e em choque térmico. As
reacdes de transcricdo reversa amplificaram bandas do tamanho esperado com o0s
dois pares de oligonucleotideos, nas duas condi¢cdes, € nenhuma amplificacdo
ocorreu nos controles negativos (Figura 14A). Isto indica que o cluster XF2239,
XF2240, XF2241 é co-transcrito a temperatura normal e em choque térmico, embora
este experimento n&o permita inferir os niveis dos transcritos amplificados, pois € um
RT-PCR nao quantitativo.

A regulacao transcricional destes trés genes em resposta a choque de calor
pode ser observada nos experimentos de microarranjo de DNA, gRT-PCR e ensaio
de extensdo de oligonucleotideo, apresentados no item 4.2.2. Na presenga de
choque de calor XF2239 néo é induzido, ocorrendo inclusive redugdo nos niveis do
transcrito, enquanto XF2240 e XF2241 sdo bastante induzidos e esta inducéo é
dependente de o (Figura 12B). Um promotor dependente de ot localizado dentro do
gene rpoE é responsavel pela indugdo por choque térmico dos genes XF2240 e
XF2241 (Figura 13), como uma unidade de transcricdo Unica, ja que nao foi
encontrado um promotor para XF2241 (foram feitas tentativas de mapear o inicio de
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transcricdo por ensaio de extensdo de oligonucleotideo com dois oligonucleotideos

diferentes) e os dois genes sédo co-transcritos (Figura 14A).

B. XF2239
CGTA C H

5
TCCTTGACGTCAACCCCGACAGATGATCGACTACGGCCAGCCAGATAGGAG

ATACGTTAACGTAGTGCTGT N,; CAGGAGTACGGCCCGATATG
RBS Met
1

Figura 14: Determinacdo da unidade de transcricido rpoE/XF2240/XF2241. (A).
Verificagdo de co-transcricdo do cluster rpoE (XF2239), XF2240, XF2241 por RT-PCR.
Reacdes foram feitas com RNA da linhagem J1a12 cultivada a 25 °C (C+), incubada a 40 °C
por 25 minutos (H) ou controle sem transcriptase reversa (C-). Amplificagao foi feita com
pares de oligonucleotideos compreendendo os genes XF2239/XF2240 ou os genes
XF2240/XF2241. A seta indica os produtos especificos amplificados. (B). Mapeamento do
inicio de transcricdo do gene rpoE por ensaio de extensdo de oligonucleotideo. RNA
extraido linhagem J1a12, cultivada a 25 °C (C) ou submetida a choque de calor 40 °C, 25
minutos (H) foi hibridizado com oligonucleotideo marcado com *P e o oligo foi estendido
com transcriptase reversa. O produto de extenséo foi analisado em gel de DNA junto com
reacoes de seqUéncia de DNA da regido promotora do gene rpoE. Seta indica banda
correspondente a um fraco inicio de transcrigdo, ndo induzido por choque térmico. (C).
Confirmacao do inicio de transcricao do gene rpoE por ensaio de 5 RACE. Foi feita
transcricdo reversa a partir do RNA da linhagem J1a12 usando oligo SP1 e o cDNA
resultante foi amplificando por PCR com oligos SP2 e ancorado usando kit 3'/5 RACE.
Produto de PCR de 300 pb obtido foi clonado e seqlienciado. Eletroferograma mostra um
dos clones sequenciados. A primeira base (A) depois da cauda dT corresponde ao primeiro
nucleotideo transcrito. O inicio de transcri¢cdo, localizado 152 nt do c6don de inicio de
traducao, coincide com o inicio mapeado por ensaio de extenséo de oligonucleotideo.
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O inicio de transcricdo do gene rpoE foi determinado por ensaio de extensao
de oligonucleotideo (Figura 14B) e pelo ensaio de 5° RACE (Figura 14C). O mesmo
inicio de transcricao, uma adenina localizada 152 nt do cdédon de inicio de traducao,
foi encontrada com as duas metodologias. Uma seqiéncia com similaridade ao
consenso para promotores ¢’° de E. coli foi encontrada na regido -35 (TTGACG),
sugerindo que a expressao desta unidade de transcricdo € dirigida pelo fator sigma
vegetativo. Em condigdo de choque térmico a banda correspondente a este inicio de
transcricdo néo foi observada (Figura 14B), confirmando a redugédo na expressao do
gene rpoE observada por qRT-PCR (Figura 12B). Varios genes codificando para
fatores sigma ECF apresentam dois inicios de transcricdo: um promotor transcrito a
partir do sigma vegetativo, responsavel pela transcricdo basal, e um promotor
autoregulado responsavel pela indugdo do gene em resposta a um estimulo
especifico. No caso do gene rpoE de Xylella este circuito de autoregulacdo parece
nao existir, pois ndo encontramos um promotor induzido por choque térmico, uma
condicdo que comprovadamente aumenta a atividade de o em Xylella fastidiosa.
Portanto, em Xylella fastidiosa = ndo é autoregulado, mas regula positivamente o
anti-sigma em resposta a choque térmico, provavelmente como um mecanismo de
desligamento da resposta.

Além do choque térmico, demonstramos que o= é importante para resposta a
estresse por etanol (Figura 11). Assim, para verificar se 0 mesmo mecanismo de
regulacdo estava ocorrendo na resposta ao estresse por etanol, foram feitos
experimentos de gRT-PCR, com RNAs da linhagem J1a12 para os genes XF2239
(rpoE) e XF2240 (rseA). Como pode ser observado na Figura 15, o gene rpoE nao
foi induzido por etanol, enquanto o gene rseA apresentou inducédo nos tempos de 15
minutos e 30 minutos de exposicdo a 5% de etanol. Embora os niveis de indugao
sejam bem inferiores aos niveis observados em resposta ao choque térmico (Figura
12B), estes resultados indicam um mesmo padrao de regulacdo em resposta aos
dois estresses, ou seja, nao ocorre autoregulacao do gene rpoE, mas sim aumento
da transcricdo do gene rseA, em resposta aos estresses.

Para verificar se o gene rpoE de X. fastidiosa é induzido em resposta a outros
estresses foram feitos experimentos de gqRT-PCR utilizando RNAs extraidos da
linhagem selvagem J1a12, cultivada em condicdo normal e submetida a estresse
osmotico, estresse oxidativo, choque de calor e choque frio, por 30 minutos e de
células na fase estacionaria. O tipo, a intensidade e a duragcédo dos estresses foram
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escolhidos com base em dados da literatura e todos eles provocam indugéo em nivel
transcricional de sigma ECFs em outras bactérias (Keith e Bender, 1999; Miticka et
al., 2003).
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XF2239 XF2240
oJlai2o0oJdial215mJ1al2 30

Figura 15: Regulacao transcricional dos genes rpoE (XF2239) e rseA (XF2240) em
resposta a estresse por etanol. RT-PCR quantitativo foi feito com RNAs extraidos da
linhagem J1ai12 cultivada em meio PWG, mantida na auséncia ou na presencga de 5% de
etanol por 15 minutos e 30 minutos. RNAs foram tratados com DNAse e convertidos a
cDNA. O PCR em tempo real foi feito com Platinum SYBR Green qPCR Supermix UDG
(Invitrogen), usando oligonucleotideos especificos para cada gene. Os niveis de expressao
relativa foram calculados pelo método 2*°T utilizando o gene dnaQ como controle
enddégeno. Os dados mostrados sdo a média e o desvio padrao de dois experimentos
independentes.

Como pode ser observado na Figura 16A, para a maioria dos estresses
testados os niveis de expressdo do gene rpoE variaram muito pouco em relagéao a
situacdo controle sem estresse, mostrando pequena inducdo. Na situacdo de
choque de calor a 45 °C a expressao de rpoE caiu bastante, provavelmente como
um efeito geral de redugdo da transcricdo na célula, observada na resposta ao
choque térmico. O estresse por choque de calor ja havia sido testado na condicao
de 40 °C, dando resultado semelhante (Figura 12B). A repeticio em uma
temperatura maior foi feita pelo fato de oF ser um fator sigma de resposta a choque
térmico extremo, para garantir que a inducado nao tinha sido observada por termos

utilizado uma temperatura abaixo da necessaria.
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Abordagem semelhante foi feita para a proteina oF de Xylella fastidiosa,
analisando se ocorre aumento na quantidade desta proteina por immunoblotting
quantitativo. A Figura 16B mostra que ndo houve qualquer alteracdo na quantidade
da proteina o quando as culturas foram submetidas aos diferentes estresses, por

até 120 minutos.
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Figura 16: Regulacdo do fator o em resposta a estresses. (A). Andlise por RT-PCR
guantitativo da expressao do gene rpoE em resposta a diferentes estresses. RNAs extraidos
da linhagem selvagem J1a12, cultivada em condi¢do normal e submetida aos estresses
indicados na figura por 30 minutos, foram utilizados nos ensaios de qRT-PCR. Os niveis de

~ . . -AACT L

expressao relativa foram calculados pelo método 2 utilizando o gene dnaQ como
controle enddgeno, e sdo mostrados em relacdo a situacdo controle sem estresse. (B).
Andlise da expressido da proteina o de Xylella fastidiosa por immunoblotting em resposta a
diferentes estresses. A linhagem J1ai12 foi cultivada até fase logaritmica e aliquotas foram
coletadas antes (0) e em diferentes minutos (tempos indicados) ap6s a adicdo dos
estresses. As células foram centrifugadas, ressuspendidas em tampao de amostra e
fervidas. Quantidades iguais de amostra foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12%,
transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpo policlonal anti-
RpoE.
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Os dados acima sugerem que o de Xylella fastidiosa ndo é induzido em

niveis transcricional e traducional e que seu papel na resposta ao choque térmico é

, . E
mediado provavelmente por aumento na atividade de o pré-formado. Este
mecanismo de ativacdo talvez possa ocorrer de modo semelhante a regulacao do

fator o de E. coli, atrarvés da sua liberacdo do anti-sigma em resposta a presenca
de porinas desdobradas no periplasma (Ades, 2004).

43  CARACTERIZACAO DA LINHAGEM MUTANTE rpoN E DEFINICAO DO
REGULON o" DE Xylella fastidiosa

4.3.1 Analise in silico de regulon o" de Xylella fastidiosa

Uma estratégia bastante utilizada para definicdo de regulons é a busca por
seqliéncias consenso reconhecidas pela proteina regulatéria de interesse, através
de algoritmos computacionais. A definicdo do regulon o" através de métodos
computacionais foi realizada para E. coli (Reitzer e Schneider, 2001), Pseudomonas
putida (Cases et al., 2003), Salmonella typhimurium (Studholme, 2002) e varias
espécies de Rhizobiaceae (Dombrecht et al., 2002). Nestes trabalhos foram
utilizados programas que fazem a busca pelo consenso para 6" nas seqliéncias dos
genomas com base numa matriz de freqiéncia criada a partir da compilacédo de 186
sitios de ligacdo de " em diferentes bactérias (Barrios et al., 1999).

Para encontrar sitios de ligacdo de o em X. fastidiosa, uma andlise in silico
semelhante foi realizada. Regi6es de 400 nucleotideos a montante do codon de
inicio de traducédo de todas as ORFs do genoma de X. fastidiosa 9a5c, foram
analisadas com o modulo PATSER do Regulatory Sequence Analysis Tools (RSAT)
[http://rsat.ulb.ac.be/rsat/] para presenca da sequéncia consenso -24/-12 do
promotor ¢°*. O programa foi carregado com a matriz de peso mostrada na Tabela 5,

N caracterizados em diferentes

derivada de 186 promotores dependentes de o
bactérias (Barrios et al., 1999). O programa fornece scores de 0 a 16 aos sitios
preditos. Uma analise semelhante feita em genomas de 6 bactérias da ordem
Rhizobiales utilizou como corte scores de 8.9, baseado em uma andlise prévia com
a mesma matriz para 67 promotores dependentes de o definidos
experimentalmente (Dombrecht et al.,, 2002). Assim, analisamos com mais detalhes

apenas os sitios preditos com score acima de 8.9.
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O programa encontrou 121 potenciais sitios de ligacdo de o™ a montante de
genes na orientacdo correta e 92 potenciais sitios de ligacdo de o a montante de
genes na orientagdo oposta, com scores acima de 8.9, no intervalo de 400 pb a
montante de todas as ORFs do genoma de X. fastidiosa. No conjunto dos 121
potenciais sitios de ligacdo de o" orientados corretamente, foram eliminados todos
os sitios localizados dentro de genes, resultando em 23 sitios localizados em regides
intergénicas, mostrados na Tabela 9. Geralmente, neste tipo de analise, sitios
localizados dentro de genes sao eliminados (Reitzer e Schneider, 2001; Dombrecht
et al., 2002; Cases et al., 2003), pois promotores dependentes de c" foram sempre
mapeados em regides intergénicas.

A Tabela 9 apresenta os 23 genes associados aos melhores scores para
potenciais promotores dependentes de c". Destes, 10 genes codificam proteinas
hipotéticas ou hipotéticas conservadas, as quais nao é possivel atribuir funcado com
base em similaridade de sequéncia. Os demais genes codificam para proteinas com
diversas fung¢des celulares, como: motilidade (XF2542), regulagdo transcricional
(XF1354 e XF1943), transporte (XFO010 e XF1749) e metabolismo do carbono
(XF1554, XF1121, XF0305 e XF0290). Uma auséncia relevante nesta tabela sdo
genes de metabolismo de nitrogénio, sobretudo considerando que Xylella fastidiosa
possui um ativador de o" (XF1848) que provavelmente é ortélogo de NtrC, o ativador
de ¢" dos genes de resposta a caréncia de nitrogénio em E. coli (o caso do gene da
glutamina sintetase sera discutido abaixo).

O grupo de David J. Studholme desenvolveu o programa PromScan para
pesquisar consensos de o' em genomas bacterianos seqilenciados e tem
disponibilizado tabelas com possiveis promotores dependentes de 6" para muitos
genomas, dentre eles o genoma de X. fastidiosa 9a5c (http://www.promscan.uklinux.
net). Comparando nossa andlise in silico com a analise feita com o programa
PromScan verificamos que 13 dos nossos 23 potenciais promotores dependentes de
6" também foram identificados pelo PromScan, sobretudo aqueles com melhores
scores, fornecendo desta forma, maior confiabilidade para estes sitios (Tabela 9).

Embora os algoritmos computacionais detectem corretamente muitos dos
promotores, este tipo de andlise tem suas limitacées, como a inclusao de falsos
positivos ou a exclusdo de promotores que se afastam do consenso ou ainda ORFs

anotadas incorretamente. Um exemplo deste ultimo problema é o gene da glutamina
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sintetase (XF1842). Em nossa analise global ndo foi detectado um potencial sitio de
ligacdo de o" para este gene, a despeito dele ser membro do regulon o™ em
inUmeras bactérias. Em uma andlise mais detalhada verificamos que esta ORF foi
anotada incorretamente e a seqiiéncia codificadora deve ser 108 pb menor do que o
indicado. Rodando o programa nesta nova regidao encontramos um sitio de ligacao

de 6" com score 10.52, totalizando os 24 genes mostrados na Tabela 9.

Tabela 9: Genes associados aos promotores preditos para 6" com melhor score no genoma
completo da linhagem 9a5c¢ de Xylella fastidiosa.

Gene® Score Produto

XF2542 12.38 Proteina estrutural da fimbria do tipo IV PilA
XF1354 11.58 Regulador transcricional da familia MarR
XF0158 11.32 Proteina hipotética

XF0623 10.62 Proteina hipotética

XF1842° 10.52 Glutamina sintetase

XF0220 10.46 Prolina dipeptidase

XF0178 10.39 Proteina hipotética

XF0414 10.29 Proteina hipotética

XF1850 10.26 Possivel transposase

XF1471 10.22 Proteina hipotética

XF1554 10.22 Fumarato hidratase

XF1315 10.10 Proteina hipotética

XF0746 9.93 Proteina hipotética

XF1121 9.42 Metilenotetrahidrofolato redutase (NADPH)
XF0010 9.36 Proteina de transporte ExbB

XF0507 9.29 Proteina hipotética

XF1784 9.26 Proteina hipotética

XF1943 9.20 Proteina semelhante a histona

XF1453 9.17 Possivel ATPase

XF0305 9.14 NADH-ubiquinona oxidoredutase
XF1168 9.02 Proteina ribossomal 50S

XF1249 8.97 Proteina hipotética

XF1749 8.92 Transportador da familia MFS

XF0290 8.90 Aconitato hidratase

%Genes destacados em negrito apresentam potenciais promotores dependentes de o" também
detectados na andlise realizada pelo programa PromScan (http://www.promscan. uklinux.net). ° Sitio
de ligacdo de o" detectado na regido a montante da ORF XF1842 reanotada.

Uma caracteristica fundamental dos promotores dependentes de o é a
necessidade estrita de proteinas ativadoras (EBPs) para a formacdo do complexo
aberto de transcricdo. Assim, a identificacdo destes ativadores é um passo

importante na andlise do regulon o". Uma busca no banco de dados Pfam por
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proteinas com o dominio pfam00158 (dominio central de interacdo ao ", comum a
todos os EBPs) e uma pesquisa com o programa BLASTP (Zhang e Madden, 1997),
usando como sonda o dominio central de NtrC de E. coli (aminoacidos 140 a 369)
permitiu identificar apenas dois EBPs no genoma de Xylella fastidiosa (Figura 17A).
Andlises similares feitas em outros genomas demonstra que o numero de EBPs
varia bastante entre as bactérias, algumas tendo alto niumero de EBPs (53 em
Myxococcus xanthus, 22 em Pseudomonas putida, 13 em E. coli), enquanto outras
tém poucos (2 em Treponema pallidum, 4 em Caulobacter crescentus)
(http://www.promscan. uklinux.net).

As duas EBPs de Xylella (XF1848 e XF2545) apresentam uma organizacao
estrutural tipica de proteinas desta familia (Studholme e Dixon, 2003), com um
dominio C-terminal contendo o motivo HTH (pfam02954), um dominio central de
hidrélise de ATP (pfam00158) e um dominio regulador de resposta do tipo CheY no
N-terminal (pfam00072) (Figura 17A). No dominio central das EBPs existe um motivo
quase invariavel (motivo GAFTGA) que foi encontrado nas duas EBPs de X.
fastidiosa, embora XF2545 apresente uma pequena modificacdo no motivo para
GSFTGA. Analise do contexto genémico destes ativadores demonstra que eles sao
precedidos e provavelmente co-transcritos com genes que codificam para proteinas
sensoras do tipo histidina quinases (Figura 17B), podendo funcionar como um
sistema de dois componentes. Outra evidéncia de que as duas EBPs de Xylella
devem ser reguladores de resposta de sistemas de dois componentes é a presenca
do residuo conservado de aspartato comumente localizado na posicdo 54 do
dominio N-terminal, que é fosforilado pela histidina quinase sensora.

Outra propriedade interessante dos genes codificando EBPs é sua tendéncia
de se localizar proximo a seus promotores alvo (Studholme, 2002; Cases et al.,
2003). Analise da regiao genémica préxima a XF1848 indicou a presenca dos genes
da glutamina sintetase (XF1842), de uma proteina regulatéria de nitrogénio P-II
(XF1843) e de um transportador de amédnia (XF1844), todos genes conhecidos como
parte do regulon 6" em E. coli, envolvidos no metabolismo de nitrogénio. O fato de
XF1848 e XF1849 apresentarem maior similaridade com o sistema NtrB/NtrC de E.
coli (Figura 17B) e estarem proximos de genes importantes para metabolismo de
nitrogénio pode ser uma indicacdo de que a caréncia a nitrogénio € uma das

respostas fisioldgicas as quais o regulon " de X. fastidiosa responde.
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Figura 17: Analise dos ativadores dependentes de o" no genoma de Xylella fastidiosa.
(A). As duas proteinas do tipo EBPs encontradas no genoma de Xylella estao representadas
com dominios do Pfam com os respectivos numeros de acesso. Os dominios estao
descritos no texto. (B). Andlise do contexto genémico das duas EPBs indica provavel co-
transcricdo com proteinas sensoras do tipo histidina quinases. As similaridades com os
sistemas de dois componentes NitrC/NtrB de E. coli, para XF1848, e PilR/PilS de
Pseudomonas aeruginosa, para XF2545, estao indicadas.

O mesmo tipo de analise feito para a EBP XF2545 indicou que ela apresenta
maior similaridade com o sistema PilR/PilS de Pseudomonas aeruginosa (Figura

17B) e esta préxima no genoma a genes relacionados a biogénese da fimbria do tipo
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IV (XF2537, XF2538, XF2539, XF2542 e XF2544). Em Pseudomonas aeruginosa
pelo menos 40 genes foram identificados como importantes para montagem, funcao

e regulacao da fimbria do tipo IV (Mattick et al., 1996).

4.3.2 Papel de o" na regulacdo de genes que codificam estruturas fimbriais

Para determinar o regulon 6" de X. fastidiosa foi realizada comparagéo do
perfil transcricional global da linhagem J1a12 em relacdo a linhagem mutante rpoN
por microarranjo de DNA, utilizando RNA das duas linhagens cultivadas em meio
complexo PWG. Nesta andlise foram identificados 38 genes diferencialmente
expressos, sendo que 7 genes tiveram expressao reduzida (positivamente regulados
por ") e 31 genes tiveram expressdo aumentada (negativamente regulados por o")
no mutante rpoN em relagdo a linhagem selvagem. Entretanto, a maioria destes
genes apresentou pequena variagao de expressao, pois somente 9 deles mostraram
mais de duas vezes de variacao de expressao, sendo dois genes positivamente
regulados por 6" (XF2545 e XF1693) e sete genes negativamente regulados por o™

(Tabela 10, genes indicados em negrito).

Tabela 10: Genes diferencialmente expressos na linhagem mutante rpoN comparada a
linhagem selvagem J1a12.

Gene Produto® rpoN/WT®
Genes positivamente regulados por RpoN
XF0039 Canal mecano-sensivel de larga-condutancia 0.57
XF1390 Citocromo O ubiquinol oxidase 0.58
XF1693 proteina hipotética 0.47
T XF1694 proteina hipotética 0.53
XF2542 Proteina da fimbria tipo IV 0.02
XF2548 Succinil-CoA sintetase, subunidade alfa 0.64
XFa0008 Proteina transferéncia conjugativa 0.60

Genes negativamente regulados por RpoN

XF0074 proteina hipotética 2.22
XF0080 precursor adesina fimbria 1.64
XF0081 precursor usher membrana externa 1.75
XF0082 precursor chaperone 2.01
XF0083 precursor subunidade fimbria 214

XF0087 permease alfa-cetoglutarato 1.64
T XF0088 proteina ligadora GTP 1.81
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XF0093 proteina divisdo celular 1.74
T XF0094 proteina divisao celular 1.70
XF0108 proteina processamento 16S rRNA 1.71
T XF0109 tRNA (guanina-N1-)-metiltransferase 1.73
XFO0111 metionina aminopeptidase 1.94
XF0116 succinil-diaminopimelato desuccinylase 1.68
XF0119 proteina hipotética 2.20
XF0144 descarboxilase biossintese arginina 1.76
XF0150 dUTPase 1.94
XF0164 Exodeoxiribonuclease 2.06
XF0165 proteina transducao sinal beta-lactamase 1.99
XF0166 proteina hipotética conservada 1.79
XF0489 proteina hipotética 1.87
XF0490 proteina hipotética 1.87
XF0491 proteina hipotética 1.88
XF0492 proteina hipotética 1.98
XF0493 proteina hipotética 1.59
XF0511 proteina hipotética 1.81
XF1172 preproteina translocase subunidade SecY 1.52
XF1655 proteina hipotética 1.73
XF1948 proteina producgao colicina V 1.55
XF2336 proteina regulatoria, sistema dois componentes 214
XF2484 proteina fago 2.08
XF2499 proteina hipotética 1.87

Produto das ORFs como anotado no genoma da linhagem 9a5c. ® Funcdo predita com base em
similaridade de seqiiéncia. ® Expressao relativa dos genes nas linhagens rpoN/J1a12 cultivadas em
PWG. Os valores séo resultantes da analise de trés laminas, feitas a partir de RNAs extraidos de trés
culturas independentes. Genes adjacentes que podem ser co-transcritos sdo indicados por seta.
Genes indicados em negrito apresentaram diferenca de expressao de mais de duas vezes.

Os 7 genes que tiveram expressao reduzida no mutante rooN em relacéo a
linhagem selvagem codificam proteinas envolvidas em metabolismo energético
(XF1390 e XF2548), transporte (XF0039), sistema de secrecdo do tipo IV
(XFa0008), biogénese da fimbria tipo IV (XF2542) e proteinas de funcao
desconhecida (XF1693-XF1694). Dentre eles, apenas o0 gene XF2542 é forte
candidato a ser diretamente regulado por 6", pois mostrou ser mais de 40 vezes
menos expresso no mutante em relagdo a linhagem selvagem (Tabela 10) e possui
um sitio de ligacdo para o™ (Tabela 9). Os outros seis genes apresentam pequena
variacdo de expressdo e ndo possuem consenso para c'. O produto da ORF
XF2542 apresenta 35% de identidade (45% de similaridade) a pilina de P.
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aeruginosa, codificada pelo gene pilA. Este gene codifica a subunidade estrutural da
fimbria tipo IV e é transcrito a partir de promotores dependentes de o™ em varias
bactérias (Ishimoto e Lory, 1989; Wu e Kaiser, 1997; Parker et al., 2006).

Todos os 31 genes que tiveram expressdao aumentada no mutante rooN em
relacdo a linhagem selvagem mostraram pequena variacdo de expressao (1,5 a 2,2
vezes) e muitos deles aparecem agrupados em regides do genoma, alguns
formando, provavelmente, longos operons: XF0080-81-82-83 organizado em um
provavel operon de biossintese da fimbria tipo I; XF0093-94 organizado em um
operon que codifica proteinas de divisdo celular; XFO108-09 organizado em um
operon de proteinas de processamento de rRNA; e XF0489-90-91-92-93, organizado
em um operon que codifica pequenas proteinas hipotéticas (Tabela 10).

Um dado interessante desta andlise de microarranjo de DNA & que c" regula
positivamente a transcricdo do gene pilA (XF2542), um gene importante para
biogénese da fimbria tipo 1V, e regula negativamente a transcricdo do operon que
codifica proteinas envolvidas na biogénese da fimbria tipo | (XF0080-81-82-83).
Como estas duas classes de fimbrias estdo envolvidas em importantes processos,
como formagéo de biofilme e twitching motility em X. fastidiosa (Meng et al. 2005; Li
et al. 2007), os genes pilA (XF2542) e fimA (XF0083) foram utilizados para validar os
dados de microarranjo de DNA por RT-PCR quantitativo.

O cluster de genes de X. fastidiosa envolvidos na montagem da fimbria do
tipo | esta mostrado na Figura 18. Ele € composto por um provavel operon de quatro
genes que codificam a subunidade estrutural da fimbria do tipo | (XF0083), uma
chaperone (XF0082), um usher de membrana externa (XF0081) e uma adesina
fimbrial (XFO080) (Figura 18A). Dois outros paralogos desta adesina (XF0077 e
XF0078) localizam-se a jusante do operon, e um deles apresenta sequéncia
divergente (XFO078) e o outro esta ausente (XF0077) na linhagem J1a12 (Koide et
al., 2004a). Analise por gRT-PCR do gene XF0083 mostrou que ele € um pouco
mais expresso no mutante rpoN em relagao a linhagem J1ai12, resultado semelhante
ao obtido na analise por microarranjo de DNA (Figura 18B).

Seis ORFs foram anotadas como paralogos de pilA no genoma da linhagem
9a5c de X. fastidiosa (XF0487, XF0538, XF0539, XF1791, XF2539 e XF2542)
(Simpson et al., 2000). Estas ORFs estao distribuidas agrupadas (XF0538-XF0539 e
XF2539, XF2542) ou individualmente em diferentes regides do genoma, geralmente
associadas com outros genes envolvidos na biogénese da fimbria tipo IV.
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Figura 18: Regulacao negativa dos genes envolvidos na biogénese da fimbria do tipo |
pelo fator 6" em X. fastidiosa. (A). Organizacdo genémica do cluster contendo seis genes
envolvidos na produgédo da fimbria tipo I. Os numeros sobre as ORFs indicam quantas vezes
0S respectivos genes sao mais expressos no mutante rpoN em relagéo a linhagem selvagem
(dados da tabela 10). (B). Anélise por RT-PCR quantitativo comparando a expressao do
gene XF0083 na linhagem selvagem e no mutante rpoN. RNAs extraidos da linhagem J1a12
e do mutante rpoN, crescidos em meio PWG, foram tratados com DNAse e convertidos a
cDNA. O PCR em tempo real foi feito com Platinum SYBR Green gPCR Supermix UDG
(Invitrogen), usando oligonucleotideos especificos. Os niveis de expressao relativa foram
calculados pelo método 2T utilizando o gene dnaQ como controle endégeno. Os dados
mostrados sdo a média e o desvio padrao de trés experimentos independentes.

Seqgléncias de aminoacido de cinco destes paralogos de pilA foram alinhadas
(a ORF XF1791 é um pseudogene e nao foi incluida no alinhamento) e assinaturas
caracteristicas de proteinas pilinas foram identificadas (Figura 19A). Em um trabalho
anterior (Koide et al., 2004a) foi demonstrado que a ORF XF2542 da linhagem 9a5c
de X. fastidiosa apresenta seqiiéncia divergente (65% de identidade de aminoacido)
com relacdo a ORF da linhagem J1a12 (usada neste trabalho). Assim, a sequéncia
de aminoacidos de XF2542 da linhagem J1a12 também foi incluida no alinhamento
e revelou as mesmas assinaturas tipicas de proteinas pilinas da fimbria tipo IV
(Figura 19A). Os paralogos de PilA de X. fastidiosa pertencem a subfamilia tipo A
das pilinas, que possuem uma seqléncia lider curta e o primeiro aminoacido na
proteina madura € fenilalanina (Figura 19A) (Craig et al., 2004). Um tipico sitio de

clivagem da pré-pilina por peptidase pode ser observado apds um residuo
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conservado de glicina, e ha um residuo conservado de glutamato e um par de
tirosinas (Y24 e Y27), que parecem promover a dimerizagao durante a montagem do
filamento polimérico de subunidades de pilina (Figura 19A) (Craig et al., 2004).

A.

Sitio de Clivagem

Sequéncia Ll’deri Regiéo Hidrofébica
Jlal2_XF2542 -MKKQQGFTLIELMIVIAIIAILVAIALPMYONYVARSQVTAGLAEITPGKVQAEILFSD 59
9a5c_XF2542 -MKKQQGFTLIELMIVIAIIAILAAIALPMYQNYVARSQIAAALAEITPGKVQAEIRIAD 59
9a5c_XF2539 -MKKQQGFNLIELMIVIAIIAVLAAIALPMYQNYVARSQLTAALADITPGKVQAESLIAD 59
9a5c_XF0487 MMKKQQGFNVIELMILIVIIAVLTAITLPIYQYYIAKSQVTAALTDITPGKVYTEVRLAS 60
9a5c_XF0539 MEKRQQGFTLLEVMVTLIVPAVLGAITLPLYQRYVAKTQVTAALADITPGKIGAEARIAA 60
9a5c_XF0538 -MKAPKGFTLAELMVVIGIIAILAAIALPLYQHYVAKAQVMAALADITPGRTPAEIILTE 59
* :**.: *:*: : *:* **:**:** *:*::*: *.*::****: :* ..
Jlal2_XF2542 AGT------ KTAITTPETIGLRTATTRCSSIAVNLTPSAGTG- - -- - 95
9a5¢c_XF2542 G--—————--- QAATTPNAIGLRAPTPRCGTIVVDIAPSAAS—— - -- - 91
9a5¢c_XF2539 G-——————-— KSTSNASDIGLRTDTTRCG-ITVKVD-AAGTA- — - - 90
9a5c_XF0487 G--—————- MPRTTSPNDIGLHTTTTRCHHIDVSVDTAATESKTDSVGHRTTTLTKAPTS 112
9a5¢c_XF0539 G-——————- APSTDVPGDIALPPVTDRCRNIAVHVEAGTRGLSS—————————-——— VES 99
9a5¢c_XF0538 PVLGSWIKGTTAATKPHOLGLASSTPRCHNISVEMTGGSHMPQMDG——————————-—— DT 107
L S I * k. L
Jlal2_XF2542 TIVCTITGNSQVNGOTITWIRSADN-———-—- TSGOGGTNNG- - - - 130
9a5c_XF2542 AITCTMIGNAQVNNQTITLTRIADN-—-——-- NAGQGGVNT G- - -- - 126
9a5c_XF2539 NITCKVKGNSQVNDKTIAWDRTSDN-—-—--— SAGTNGVNNG- - -- - 125
9a5c_XF0487 TITCTINGNNAVNHKE IQWLRMADLN----WISSDNDGNDLD- — - - 150
9a5c_XF0539 SITCIMNGNAEVDGREF IRWFRLLDR-—————— SNATDYVAYGSFTFDDHKNLDKKKDESL 152
9a5¢c_XF0538 YITCVIRGNALVNNKAIKWIMLNTAYGLYEVIRDPRGGTHPPIKGPPVG-———————=-= 156
* ke kK ke e Kk

Jlal2_XF2542 -GLWSCTTTVAT-TLSPSTCTSTAKNG————————~ 155
9a5c_XF2542 —GNWICTTTAPA-ALTPAGCIGVS———————————— 148
9a5c_XF2539 -GVWICSSTVTSDALRPSGCIASK-——————=—=—— 148
9a5c_XF0487 -ARWFCLTNVAE-ALRPIACTDALPQTPTGS-—--— 179

9a5c_XF0539

YGKWFCVINVDL-ELRPAGCVAEEQLPVKAAFARNA 187

9a5c_XF0538 -GRWFCVTDVPE-PLWPAGCKGALPPRSSDGY-——— 186
.**: * x %
2,5
o 27
=
©
® 15 -
e 5
o
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Figura 19: Analise dos paralogos de PilA. (A). Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos
dos candidatos a pilina de X. fastidiosa. Aminoéacidos idénticos séo indicados por asterisco,
substituicbes conservadas sdo indicadas por dois pontos e substituicdes semi-conservadas
sao indicadas por pontos. Assinaturas caracteristicas de proteinas pilinas sdo indicadas,
incluindo a sequiéncia lider, o sitio de clivagem e a regido hidrofébica. O alinhamento foi feito
com ClustalW 1.83. (B). Expressao de genes paralogos da pilina. Expressao foi avaliada por
gRT-PCR usando RNA das linhagens J1a12 (verde) e rpoN (vermelho) cultivadas em PWG.
Os dados mostrados sdo a média e o desvio padrdao de %uatro réplicas bioldgicas
independentes. Express&o relativa foi calculada pelo método 22°T utilizando o gene dnaQ
como controle endégeno (XF2157).
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Dados dos experimentos de microarranjos de DNA indicaram somente o
paradlogo XF2542 de pilA como diferencialmente expresso no mutante rooN em
relacdo a linhagem selvagem J1a12 (Tabela 10). Para confirmar estes dados, foram
desenhados oligonucleotideos especificos baseados na seqiiéncia do genoma da
linhagem 9a5c¢ (exceto para XF2542, que foi usada a sequiiéncia da linhagem J1a12)
e analise por gRT-PCR foi realizada, usando RNA das linhagens J1a12 e rpoN. Os
resultados de gRT-PCR confirmaram os dados dos microarranjos de DNA,
mostrando que somente XF2542 teve uma grande reducao no nivel de seu transcrito
no mutante rpoN (razao rpoN/J1a12 0,021 £ 0,016, ou seja, mais de 40 vezes menos
expresso no mutante em relacdo a linhagem selvagem). XF0539 mostrou uma
pequena reducao na expressao, XF2539 mostrou uma pequena inducéo e XF0487 e
XF1791 ndo mostraram mudanca na expressao (Figura 19B). XF0538 néo foi
testado porque provavelmente forma um operon com XF0539. Estes dados indicam
que os paralogos de pilA sdo expressos na linhagem J1a12 de X. fastidiosa, mas
provavelmente somente o gene XF2542 é diretamente regulado por o™.

Considerando que a regidao promotora do gene XF2542 pode apresentar
diferenca de seqiiéncia na linhagem J1a12 em relagao a linhagem 9abc, ja que a
ORF mostrou-se bastante divergente (Koide et al., 2004a), resolvemos seqlienciar
esta regido antes de mapear o inicio de transcricdo deste gene. Toda a regido
promotora do gene pilA (regido intergénica de 560 nt entre as ORFs
XF2541/XF2542) e o inicio de sua regido codificadora (78 nt a partir do cédon de
inicio de traducdo, que ndo havia sido sequenciado em Koide et al., 2004a) foi
amplificada por PCR a partir do genoma da linhagem J1a12, clonada e sequenciada.
Quatro clones independentes foram sequenciados nas duas fitas e a sequéncia
resultante mostrou pequenas diferencas em relagao a seqiéncia da linhagem 9a5c
na regido promotora (547/566, 96% de identidade) (Figura 20). No inicio da regiao
codificadora de XF2542 a sequéncia foi praticamente idéntica, o que ja era
esperado, pois as pilinas apresentam a regiao amino-terminal altamente conservada
(sequéncia nao mostrada). O sitio de inicio de transcricaio de XF2542 foi
determinado por ensaio de extensdo de oligonucleotideo, usando RNA das
linhagens J1al2 e rpoN. Foi detectado um produto de extensdo forte,
correspondendo ao sitio de inicio de transcricdo em uma timina localizada 66 pb a
montante do codon de inicio de traducdo (ATG) na linhagem J1ai12, que néao foi
observado na linhagem rpoN (Figura 21A).
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Cuery 1 TCGCGAGCCTGARCCALAGC TTTTATTCAC TACATCATTGACALCALCAGGACGTTACCA &0

CLrrrrrreerrrrererrrrrrererrrterrrerr e e rrrrrrrr i
Zhict 24141458 TCGCGAGCCTGAACCAAAGCTTTTATTCACTACATCATTGACAACAACAGGACGTTCCA 2414207

Query 61 ARACCCACAGTACCGCAGTGGATCCATATTGC G TGCTCACACCTTGAGACTTCHCCTCAG 120

CEEPErrrrere e et e crrerert et ettt
Shict 2414208 ARATCCACAGCACCGCAGTGGATCCATSTTGCGTGCTCACGCATTGAGACTTCGCCTCAG 2414267

Cuery 121 GTCACTTCATC TCCTTGACC TG TCGCAACGTACCTCTCATCGTTTCCCTGCGCAGACALS 180

Leerrr reeerrrereeerrrreeerr teeeer  trerrrrrrerrrrrt rerertd
Zhict 2414268 GTCACTCCATCTCCTTGACCTGTCGCAAAGTACCTTCCATCGTTTCCCTRCGCGGACAAC 2414327

Duery 151 ACCCCGAC T AGGC AR GARCCARTGGAACAARCGCARACAGTTGTCAGCATCTCTAACT 240

FEEErerrererrerereererr et et et e e et
Shict 2414328 ACCCCGACCAGGCARACGAACCAATGGAACAAACGUARACAGTTGTCAGCATCTCTARCC 2414387

Cuery 241 GATCCGATGGATTGGCGATAGGCCCTCCCAMGGACCACTGTTGACACTGCCATCATCALG 300

FEer rrreeerr trererrett cerrtereerret et e
Ghijct 24143858 CATCCCCTGGATTGGTGATAGGCCCTGUCALGGACCACTGTTGACACTGCCATCATCALG 2414447

Query 301 CTGCGTTCTCACCCCATCCCGCARCCATGCTTTGTATTGCGCCTTTCAATATTGIGATSC 360

CLEErrerererr e rrtet et et et et e e el
Shict 2414445 CTGCOTTCTCACCCCATCCCGCAACCATGCTTTGTATTGCGCCTTTCAATATTGCGATGC 2414507

Cuery 361 AT.U.CGCATAJLCGGCJLGGTCCTGACCC.ULTJLCGGCGTTTTTAACJLCGCCTCTTCTC 4z0
Shict 2414508 ATAMCGEATAMLGOCACSTECTEALCELATAGEOLETTITTAREACECTETTETEdbb 2214567
Query 421 AGAGAAAGAGTGATAARTATCANTTCTATTTATTGATAARAATCACATTATTGGCAQACC 450
Shjct 2414565 [CAGAAAGHGTGATAA 'TL,'T'CLL'T'T'C'TT'T'TJ;L'TLLLLL'T&'CL'T'TL{'Té'G'cLéL'cJ; 2214627

Crrengrrerererregrerrrerrrerrerrrrer e trerr e e e
Zhict 2414628 TICTGOTTAAGTCATCTYGCCAGTGCTOGACARCGCATT-CAGCAACGCTGGATTTCTTA 24146586

Query 541 CCRACGCTATTTALGSATTCATIATS 566
AR (AR INNRENInE
Shict 2414687 CCARACGCTATTTAAGGATTCAT]ATG 2414712

Cuery 451 TTCTGCTTAAGTCATCJjGCCAGTGCTGGACAACGCATTACAGCAACGCTGGATTTCTTA 540
|

Figura 20: Comparacao de seqiiéncia da regiao promotora de XF2542 entre as
linhagens J1a12 e 9a5c de X. fastidiosa. A regido intergénica completa entre as ORFs
XF2541 e XF2542 foi sequenciada a partir de DNA da linhagem J1a12 (Query) e alinhada
com sequéncia do genoma da linhagem 9a5c (Subject), usando programa BLASTN. O
significado das sequUéncias conservadas destacadas em vermelho esta definido na Figura
21.

Quando analisado em relacdo a sequéncia da linhagem J1a12, este inicio de
transcricdo permite o posicionamento perfeito dos elementos conservados -12 GC e
-24 GG, tipicos de um candnico promotor dependente de o" (Figura 21B). Estes
resultados indicam que XF2542 é transcrito de um promotor dependente de o" e
confirmam experimentalmente a predicao in silico de um promotor o™ para este gene
(Tabela 9; Studholme et al., 2000). Um possivel sitio de ligacao para IHF (Fator de
Integracdo ao Hospedeiro) foi identificado entre as posicoes -45 e -80 (Figura 21B).
Sitios de ligagdo de IHF sdo encontrados em alguns promotores dependentes de o™,
e tem sido proposto que a ligacao de IHF dobra o DNA permitindo interagcao entre
o"-RNA polimerase e o ativador de o" ligado a montante (Buck et al., 2000). X.
fastidiosa possui dois genes codificando as subunidades de IHF (XF0743 e XF2437)

e uma sequéncia repetida invertida esta presente na posicao -97, que poderia ser
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um possivel sitio de ligagdo do ativador de o". Todos estes elementos cis
conservados apresentam exatamente a mesma seqiéncia nas linhagens J1ai12 e
9ab5c, indicando que o mecanismo de ativagcado de pilA deve ser 0 mesmo nas duas
linhagens (Figura 20).

M13

>
J1al2
rpoN

B CAGCATCTCTAACTGATCCGATGGATTGGCGATAGGCCCTCCCAAGGACCACTGTTGAC
ACTGCCATCATCAAGCTGCGTTCTCACCCCATCCCGCAACCATGCTTTGTATTGCGCCT
TTCAATATTGCGATGCATAACGCATAACGGCAGGTCCTGACCCAATACGGCGTTTTTAA

TCACATTATTGGCACACCTTCTGCTTAAGTCATCTTGCCAGTGCTGGACAACGCATTAC
AGCAACGCTGGATTTCTTACCAACGCTATTITAAGGATTCATCATG

Figura 21: Analise da regiao promotora do gene pilA (XF2542). (A). Determinacdo do
sitio de inicio de transcrigao de pilA. Ensaio de extensao de oligonucleotideo foi realizado na
regidao promotora de pilA usando RNA das linhagens J1a12 e rpoN e o oligonucleotideo
marcado XF2542EXT. Produtos de extensdo foram separados em gel de poliacrilamida-
uréia. Uma seqiéncia de DNA do fago M13mp18 foi usada como marcador de peso
molecular. A seta indica a banda correspondente ao sitio de inicio de transcricao. (B).
Sequéncia de nucleotideos (J1a12) da regido promotora de pilA. O sitio de inicio de
transcricdo mapeado (+1) e os elementos de seqliéncia conservados -12 e -24 do promotor
o" estdo destacados em negrito e sombreados. O sitio de inicio de traducdo (ATG) e a
sequéncia Shine-Dalgarno estdo sublinhados. Um possivel sitio de ligagdo de IHF
(sequéncia tracejada) e uma seqiéncia repetida invertida (sequéncia pontilhada) estao
indicados.

Como ja mencionado, o locus XF2545/XF2546 codifica proteinas que sao
muito similares ao sistema de dois componentes PilR/PilS, que regula a producgéo de
pilina em P. aeruginosa (lshimoto e Lory, 1992). PilS é a histidina quinase
responsavel pela fosforilagdo do ativador de o" PilR, que uma vez fosforilado ativa a
transcricdo do gene pilA a partir de um promotor dependente de o (Ishimoto e Lory,

1992). De fato, insercédo por transposon no ortélogo pilR da linhagem Temecula de
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X. fastidiosa causou perda da fimbria tipo IV (Li et al., 2007). Para verificar se a
proteina PilR liga na regido promotora do gene pilA (XF2542), a regido codificadora
completa do gene pilR (XF2545) de X. fastidiosa foi clonada em vetor de expresséo
de E. coli, para expressar, purificar e fazer ensaios de ligacdo da proteina

recombinante His-PilR com a sonda da regi&o promotora de pilA (Figura 22).
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Figura 22: Expressao, purificacdo e ensaios de ligacao do ativador de o" PilR a regido
promotora do gene pilA. (A). Analise de extratos de proteinas, por SDS-PAGE, das
colénias transformantes de E. coli contendo a construgcao pPROEX(pilR) mostrou indugcao da
proteina His-PilR (seta), ap6s adicdo de IPTG, a 30 °C ou a 37 °C. (B). Nestas condigcdes
de indugcdo a proteina ficou localizada em corpos de inclusdo, na forma insolavel. (C).
Inducéo da expressao em temperatura mais baixa resultou em maior quantidade de His-PilR
soluvel, purificada por cromatografia de afinidade em resina de niquel. (D). EMSA indicou
auséncia de ligagdo de His-PilR purificada a regido promotora de pilA. Em A, B e C os
nuameros indicam tempos de indugdo em horas, a partir da adicao de IPTG (tempo 0, antes
da adicao de IPTQG); S: fracao soluvel; I: fragéo insoluvel (corpos de inclusdo); N, L1, L2, E1
e E2 indicam fracdo nao ligada, lavagens e eluigbes da resina de niquel nos passos de
purificacdo de His-PilR, respectivamente; P: padrao de peso molecular BenchMark Pre-
stained Protein Ladder (Invitrogen). Em D, canaleta 1: sonda pilA marcada (640 pb);
canaletas 2-7: sonda pilA marcada, incubada com 10, 50, 100, 500, 1000, 5000 nM de His-
PilR purificada.
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A proteina de fusdo His-PilR (tamanho esperado de aproximadamente 54
kDa) foi bastante induzida em E. coli, uma e trés horas apés adicdo de 0,5 mM de
IPTG a 30 °C e a 37 °C (Figura 22A), mas ficou totalmente insoluvel nestas
condi¢des de inducéo (Figura 22B). Células cultivadas em temperatura mais baixa
(22 °C) expressaram pelo menos um pouco da proteina His-PilR na forma soluvel,
permitindo sua purificacdo por cromatografia de afinidade em resina de niquel
(Figura 22C). A capacidade de His-PilR purificada de ligar na regi&do promotora de
pilA foi avaliada por EMSA. Incubacéao de diferentes quantidades da proteina (de 10
a 5000 nM) nao provocou qualquer alteracao na migragdo do fragmento de DNA
marcado da regido promotora de pilA, pois as amostras contendo a sonda e a
proteina em varias concentragdes (canaletas 2 a 7) migraram da mesma maneira
que a sonda livre (canaleta 1), em gel ndo desnaturante de poliacrilamida 5% (Figura
22D). Este resultado negativo provavelmente € consequéncia das condi¢des
utilizadas no experimento e ndo uma evidéncia de que PilR néo ativa o gene pilA.
Um dos motivos que poderiam ser apontados para a auséncia de ligacao é que PilR
necessita ser fosforilado para ligar ao DNA de forma eficiente, ou ainda, a presenga
da cauda de histidina poderia atrapalhar a interagao.

Para verificar se a biogénese das fimbrias foi afetada no mutante rpoN, as
células foram observadas por microscopia eletrénica de transmissdo. De um modo
geral, foram observadas numerosas fimbrias curtas e raras fimbrias longas nos
pblos das células da linhagem de citros J1a12 de X. fastidiosa (Figura 23A e 23B).
Resultados similares foram descritos para linhagens de videira de X. fastidiosa, que
possuem duas classes de fimbrias, fimbrias tipo IV longas e fimbrias tipo | curtas
(Meng et al., 2005; Li et al., 2007). O mutante rpoN ainda apresenta fimbria longa e
nao houve diferengas detectaveis nas fimbrias curtas quando comparado as fimbrias
expressas pelas células da linhagem selvagem (Figuras 23C e 23D).

Em artigo recente foi demonstrada, para linhagem Temecula de Xylella
fastidiosa, a presenca destes dois tipos de fimbria na célula, com a fimbria do tipo |
(curta) tendo papel na formacao de biofilme e a fimbria do tipo IV (longa e polar)
sendo importante para locomocao do tipo twitching motility e migragdo na planta
(Meng et al., 2005). Para verificar se ¢" tem papel na formagdo de biofilme foram
feitos ensaios quantitativos com culturas da linhagem selvagem e do mutante rpooN

cultivadas estaticamente em meio PWG, em tubos de polipropileno (Figura 24A).
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Figura 23: Fimbrias das linhagens J1a12 e rpoN de X. fastidiosa. Micrografia eletronica de
transmissao de fimbrias presentes em células das linhagens J1a12 (A e B) e rpoN (C e D)
coradas com acido fosfotungstico 2%. Painéis A e C mostram grande presenga de fimbrias
curtas na superficie das células das duas linhagens, sobretudo nas regiées polares, e
painéis B e D mostram poucas fimbrias longas (setas), também presentes nas duas
linhagens. Barras, 0,3 pm.

As duas linhagens formaram um anel de células aderidas a superficie do tubo
e a formagédo do biofilme aumentou durante o crescimento bacteriano, alcangando
niveis maximos na fase estacionaria (Figura 24B). Entretanto, a linhagem mutante
produziu em torno de quatro vezes mais biofilme que a linhagem selvagem em todas
as fases de crescimento (Figura 24C). Andlise visual de culturas mantidas em
erlemeyers de vidro (borosilicato), tanto em meio PWG quanto em meio XDMo,
também indicou acentuado aumento na formagéo de biofilme pelo mutante rpoN em
relacdo a linhagem selvagem (dados ndo mostrados). A capacidade de auto-
agregacao de células da linhagem J1a12 e do mutante rpoN também foi investigada.
A linhagem selvagem formou auto-agregados numerosos € bem pequenos,
enquanto o mutante rooN formou grandes agregados célula-célula. Estes grumos de
células foram observados mais facilmente durante a fase estacionaria e resultados

representativos sdo mostrados (Figura 24D). Assim, o" parece desempenhar um
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controle negativo na adesdo de X. fastidiosa a superficies abibticas, como

polipropileno e borosilicato (vidro), e na agregacao célula-célula.
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Figura 24: Formacao de biofilme e agregacao célula a célula da linhagem selvagem
J1a12 e do mutante rpoN. (A). Curvas de crescimento para linhagem selvagem e mutante
rpoN em meio PWG a 25 °C. (B). Tubos com culturas cultivadas por 14 dias e 31 dias,
corados com cristal violeta, foram fotografados. (C). Comparacdo da formacao de biofilme
em X. fastidiosa J1a12 e no mutante rpoN apés diferentes dias de incubacéo das culturas
paradas em meio PWG. Biofilmes foram corados com cristal violeta. O corante foi removido
dos tubos e quantificado em espectrofotbmetro a 600 nm. O resultado mostrado
corresponde a média e ao desvio padrao de cinco réplicas para cada ponto do experimento.
(D). Auto-agregacao de células das linhagens J1a12 e rpoN de X. fastidiosa. As duas
linhagens foram cultivadas em 50 ml de PWG e apés 18 dias de incubagao sem agitacao a
25 °C, as culturas foram avaliadas por observacao visual para formagao de agregados de
células dentro do meio liquido. Amostras foram retiradas das culturas liquidas, transferidas
para placas de Petri e fotografadas.

O fendbmeno de twitching motility € um mecanismo de locomogdo em
superficies, independente de flagelo, mediado pela fimbria tipo IV. Este fenoétipo
geralmente é analisado pela presenca de franjas microscopicas nas bordas da
colénia (Meng et al., 2005) ou como zonas de expansao das células inoculadas
através do agar na interface de contato com a placa (Mattick, 2002). Foram feitas

numerosas tentativas de observar franjas microscopicas nas bordas das colbnias da
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linhagem J1a12 e do mutante rooN, com auxilio de um estereomicroscépio, mas nao
foi observada qualquer expansao na borda das colénias que pudesse confirmar
ocorréncia de twitching motility. Nos ensaios de inoculagao das células para verificar
zonas de expansdo na interface agar/placa, observamos zonas de expansao tanto
na linhagem J1a12 quanto no mutante rooN (Figura 25). Nao foi observada diferenca
no didmetro das zonas de motilidade apresentadas pela linhagem J1a12 (0.817 +
0.08 cm) e pelo mutante rpoN (0.820 + 0.106 cm). Portanto, a linhagem J1ai2
apresentou o fenémeno de twitching motility e este processo ndo foi afetado no

mutante rpoN.

= S

Figura 25: Ensaios de twitching motility. Zonas de expansao da col6nia por twitching
formada por X. fastidiosa J1a12 e pelo mutante rpoN na interface entre o agar e o fundo da
placa. As linhagens foram inoculadas através do agar em placas PWG e cultivadas por 30
dias a 25 °C. O agar foi removido e as células foram coradas com Coomassie blue. Barras,
1cm.

4.3.3 Resposta transcricional a caréncia de nitrogénio e o papel de g"

Microarranjos de DNA foram utilizados para revelar as mudancgas globais na
expressao génica de células da linhagem J1a12 de X. fastidiosa submetidas a
caréncia de nitrogénio. Os experimentos comparam o perfil de expressao de células
submetidas a abrupta caréncia de nitrogénio (meio de cultura XDMy) durante 2, 8 e
12 horas em relag&o a células cultivadas em meio definido contendo os amino4cidos
serina, metionina, asparagina e glutamina como fonte de nitrogénio (meio de cultura
XDM., tempo 0). As taxas de expressao relativa de cada ponto da série temporal

foram calculadas em relacdo ao tempo zero e o0s dados de cada ponto
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correspondem a trés réplicas biologicas independentes. A transferéncia para um
meio de cultura sem qualquer fonte de nitrogénio (XDMy) acarretou em mudanca na
expressao de 448 genes diferentes, que tiveram sua expressao alterada em pelo
menos um dos pontos da série temporal, sendo 252 genes induzidos e 196 genes
reprimidos em caréncia de nitrogénio (Tabela 11). A Tabela 11 indica ainda o
namero de genes diferencialmente expressos em cada ponto da série e a
quantidade de genes com expressao alterada em mais de um ponto da série, sendo
que apenas um pequeno numero foi induzido (7 genes) ou reprimido (9 genes) nos
trés tempos de caréncia de nitrogénio. Uma lista completa dos genes
diferencialmente expressos € fornecida nas Tabelas suplementares S1 e S2.

Tabela 11: Numero de genes diferencialmente expressos na linhagem J1ail2 de X
fastidiosa submetida a duas, oito e doze horas de caréncia de nitrogénio.

Tempo (horas) Induzidos Reprimidos
2 32 9
8 52 58
12 62 48
2e8 36 1
2e12 2 0
8el2 61 71
2,8e12 7 9
Subtotal 252 196
Total 448

Uma andlise detalhada do perfil de expressdo dos genes ao longo da série
temporal para definicAdo de grupos de genes que apresentam o mesmo perfil
transcricional e, portanto, podem ser regulados por um mesmo mecanismo ou
podem desempenhar funcdes relacionadas, requer uma analise por agrupamento,
utilizando algoritmos como K-means, que ainda nao foi realizada para estes dados.
O total cumulativo de genes diferencialmente expressos em cada ponto individual (2,
8 e 12 horas de caréncia de nitrogénio) foi: 77, 156 e 132 para os genes induzidos, e
19, 139 e 128 para os genes reprimidos, respectivamente. Estes dados indicam que
o numero de genes diferencialmente expressos alcangou o maximo no tempo de 8

horas e entédo teve um declinio no tempo de 12 horas (Figura 26).
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Figura 26: Numero de genes diferencialmente expressos em X. fastidiosa J1a12 apos
2, 8 e 12 horas de caréncia de nitrogénio. Os valores sdo cumulativos e um mesmo gene
pode estar representado em mais de um tempo. O numero de genes induzidos ou
reprimidos em cada tempo foi estabelecido a partir de andlises de microarranjo de DNA,
utilizando triplicatas biolégicas das amostras para cada ponto da série temporal. Foram
considerados diferencialmente expressos os genes com pelo menos 4 de 6 réplicas fora do
intervalo de confiabilidade, estabelecido a partir de hibridizagdes homotipicas.

Os 448 genes que tiveram sua expressao afetada por caréncia de nitrogénio
foram agrupados em categorias funcionais de acordo com as categorias definidas no
banco de dados do genoma de X. fastidiosa (Figura 27). Embora existam genes em
todas as nove categorias funcionais, algumas categorias apresentam maior nimero
de genes. Assim, 174 genes (38% do total) estdo na categoria VIII (proteinas
hipotéticas e hipotéticas conservadas), sendo 122 genes induzidos e 52 genes
reprimidos. Para os demais genes (274) € possivel atribuir uma provavel funcéo por
comparacao de sequiéncia em relagdo a genes ortélogos com funcao conhecida em
outras bactérias. Outras categorias contendo muitos genes diferencialmente
expressos sdo: categoria IlIB (metabolismo de RNA) com 30 genes; categoria |IA
(biossintese de aminoacidos) com 23 genes; categoria IC (metabolismo energético
de carbono) com 20 genes; categoria VA (transporte) com 20 genes; e categoria IlIC
(metabolismo de proteinas) com 19 genes. Das categorias com predominancia de
genes induzidos em relagdo aos genes reprimidos destacam-se: categoria ID
(funcdes regulatérias, 12 induzidos para 4 reprimidos) e categoria VIA (funcdes
relacionadas a fagos e profagos, 8 induzidos para 1 reprimido). Ja as categorias com
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predominancia de genes reprimidos em relacdo aos genes induzidos estao
relacionadas principalmente com fungdes do metabolismo: categoria IB
(metabolismo intermediario central, 10 reprimidos para 5 induzidos); categoria IC
(metabolismo energético de carbono, 17 reprimidos para 3 induzidos); categoria IlIC
(metabolismo de proteinas, 16 reprimidos para 3 induzidos); e categoria VIIC
(producao de toxinas e detoxificagdo, 10 reprimidos para 4 induzidos). As funcdes de
alguns dos genes diferencialmente expressos em resposta a caréncia de nitrogénio
serdo descritas abaixo.

Capacidade de Transporte. Alteracdo na expressdo de 20 genes codificando
proteinas relacionadas a transporte (8 genes induzidos e 12 genes reprimidos)
parece indicar que adaptacdo da capacidade de transporte da célula € uma das
respostas a caréncia de nitrogénio. H4 uma predominancia de transportadores do
tipo ABC, possivelmente envolvidos no transporte de agucares, aminodcidos e ferro.
Inducédo de sistemas de transporte de diferentes fontes alternativas de nitrogénio é
uma resposta tipica de caréncia de nitrogénio (Zimmer et al., 2000; Silberbach et al.,
2005), mas a repressdao de um numero até maior de genes parece indicar que o
transporte de certas substancias, inclusive aminoacidos, pode estar diminuido nesta
situacgao.

Metabolismo de nitrogénio e biossintese de aminoacidos. Em duas horas de
caréncia de nitrogénio foi observado um aumento na transcricdo dos genes gltD
(XF2709) e gltB (XF2710), que codificam as duas subunidades da enzima glutamato
sintase (GOGAT), mas o gene glnA (XF1842), que codifica a enzima glutamina
sintetase (GS), ndo teve sua expressao alterada. Assimilagdo de amobnia pela via de
alta afinidade GS/GOGAT € mais efetiva do que assimilacdo pela enzima glutamato
desidrogenase. Foi observada indugdo de alguns genes codificando enzimas
envolvidas no catabolismo de aminoacidos ou proteinas, como rocF (arginina
deaminase), tdcB (treonina desidratase), pip (prolina iminopeptidase) e pepQ
(prolina dipeptidase). A biossintese de aminoacidos foi bastante afetada, com 13
genes sendo induzidos e 10 genes sendo reprimidos. Em parte, isto se deve ao fato
que a caréncia de nitrogénio foi induzida a partir do meio XMD,, cuja fonte de
nitrogénio sdo os aminoacidos serina, metionina, asparagina e glutamina. De fato, os
genes induzidos codificam para enzimas que fazem parte das vias de biossintese de

glutamato, metionina e cisteina.
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Metabolismo de carbono e geracao de energia. Genes das principais vias do
metabolismo de carbono foram reprimidos em caréncia de nitrogénio, incluindo trés
genes da glicdlise, gene da enzima piruvato desidrogenase, sete genes do ciclo de
Krebs, trés genes da cadeia de transporte de elétrons e dois genes que codificam

para as subunidades alfa e beta da ATP sintase.

100

\ W induzidos @ reprimidos \

90 -

80

~
o

2]
o

Numero de genes
I3
S

40 -

30 A

20 A

10 | [
0 -

IA 1B IC ID A I.B I.C I.D I.E ILF HLA 1B G IVA IVB IVC IVD VA VB VLA VIB VIC VI.C VILE VILG VILH VIIA VIILB IX
Metabolismo Biossintese de Metabolismo de Estrutura Processos Elementos Patogenicidade, = Hipoté Indefi
Intermediario pequenas moléculas macromoléculas celular celulares genéticos viruléncia e ticas nidas

Categoria Funcional moéveis adaptagao

Figura 27: Genes diferencialmente expressos em resposta a caréncia de nitrogénio,
agrupados por categorias funcionais, de acordo com o banco de dados do genoma de
X. fastidiosa. 1. Metabolismo Intermediario: 1A. Degradacao, IB. Metabolismo intermediario
central, IC. Metabolismo energético do carbono, ID. Fungdes regulatérias. Il. Biossintese de
pequenas moléculas: IIA. Biossintese de aminoacidos, |IB. Biossintese de nucleotideos, IIC.
Biossintese de acucares e agucar-nucleotideos, I[ID. Cofatores, grupos prostéticos,
biossintese de carregadores, IIE. Biossintese de &cidos graxos e &acido fosfatidico, IIF.
Biossintese de poliaminas. Ill. Metabolismo de macromoléculas: IlIA. Metabolismo de DNA,
lIB. Metabolismo de RNA, IlIC. Metabolismo de Proteina. IV. Estrutura celular: IVA.
Componentes da membrana, IVB. Mureina sacculus, peptidoglicano, IVC. Polissacarideos,
lipopolissacarideos, e antigenos de superficie, IVD. Estruturas da superficie. V. Processos
celulares: VA. Transporte, VB. Divisao celular. VI. Elementos genéticos moveis: VIA.
Funcdes relacionadas a fagos e profagos, VIB. Funcdes relacionadas a plasmideos, VIC.
Fungbes relacionadas a transposon e intron. VII. Patogenicidade, viruléncia, e adaptacao:
VIIC. Producado e detoxificagdo de toxina, VIIE. Exopolissacarideos, VIIG. Adaptacdo a
condicoes atipicas, VIIH. Outros. VIII. Hipotéticas: VIIIA. Proteinas conservadas hipotéticas,
VIIIB. Proteinas hipotéticas. IX. ORFs com categoria indefinida.
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A identificagdo de membros do regulon o" de Xylella fastidiosa através de
analises de microarranjo de DNA foi iniciada com os experimentos comparando o
perfil transcricional das linhagens J1a12 e rpoN cultivadas em meio PWG (Tabela
10). Para tentar encontrar membros do regulon " envolvidos na resposta a caréncia
de nitrogénio foi feita andlise de microarranjo de DNA comparando o perfil
transcricional total da linhagem J1a12 em relagdo a linhagem rpoN, com as duas
linhagens cultivadas na condicao de duas horas de caréncia de nitrogénio. Analise
dos dados obtidos a partir de trés laminas, feitas com RNAs extraidos de trés
culturas biologicas independentes, revelou 22 genes diferencialmente expressos,
sendo que 7 genes tiveram expressdo reduzida (positivamente regulados por o") e
15 genes tiveram expressdo aumentada (negativamente regulados por ") no

mutante rooN em relagéo a linhagem selvagem J1ai12 (Tabela 12).

Tabela 12: Genes diferencialmente expressos na linhagem mutante rooN comparada a
linhagem J1a12 em condicado de caréncia de nitrogénio.

Gene.ID? Produto rpoN/J1a12°
Genes positivamente regulados por RpoN

XF2542 proteina estrutural da fimbria tipo IV 0,07
XF2272 5-metilltetrahidropteroiltriglutamato-homocisteina metiltransferase 0,22
XF1819 desidratase do catabolismo de treonina 0,33
XF1121 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase 0,35
XF2699 fator de terminacéo de transcricdo Rho 0,39
XF0180 proteina hipotética 0,49
XF2207 transportador de aminoacidos catiénicos 0,58
Genes negativamente regulados por RpoN

XF1109 proteina hipotética 3,71
XF2343 proteina de recombinagao N 3,10
XF0887 manosiltransferase 3,05
XF1830 ativador de nitrilo hidratase 2,87
XF2551 proteina hipotética conservada 2,75
XF1658 proteina repressora relacionada a fago 2,46
XF1781 proteina hipotética 2,45
XF1117 proteina hipotética 2,36
XF2555 lisil-tRNA sintetase 2,35
XF1469 proteina hipotética conservada 2,25
XF1078 proteina de uptake de DNA 2,23
XF0412 proteina ligadora de ATP de sistema de transporte ABC (nitrato) 2,20
XF0318 NADH-ubiquinona oxidoredutase, subunidade NQO14 2,11
XF0221 proteina hipotética 1,91
XF2377 proteina hipotética 1,75

2 Funcao predita baseada em similaridade de sequéncia. ° Expressdo relativa do gene nas linhagens
rooN/J1a12 submetidas a duas horas de caréncia de nitrogénio. Foram considerados
diferencialmente expressos 0s genes com pelo menos 4 de 6 réplicas fora do intervalo de
confiabilidade, estabelecido a partir de hibridizagdes homotipicas.
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Os sete genes positivamente regulados por o" foram diferencialmente
expressos em caréncia de nitrogénio (Tabelas S1 e S2) sendo que cinco deles foram
bastante induzidos em até mais de um ponto da série temporal. Assim, estes genes
(XFO180, XF1121, XF1819, XF2272 e XF2542) provavelmente sao induzidos em
caréncia de nitrogénio através de o". Destes provaveis membros do regulon oV,
apenas o gene pilA (XF2542, que codifica pilina da fimbria tipo IV) tinha sido
detectado na andlise do microarranjo comparando as linhagens em meio PWG
(Tabela 10). Os 15 genes que tiveram expressdao aumentada no mutante rooN em
relacdo a linhagem J1a12 sao regulados negativamente por este fator sigma
provavelmente por mecanismos indiretos. Onze destes quinze genes foram
diferencialmente expressos em caréncia de nitrogénio, sendo 6 induzidos e 5
reprimidos (Tabelas S1 e S2). A grande quantidade de dados gerados dos
experimentos de microarranjo de DNA descritos neste item (série temporal do perfil
transcricional da linhagem J1a12 submetida a caréncia de nitrogénio, e genes do
regulon " associados a esta limitagéo nutricional) foi obtida apenas recentemente, o
que impossibilitou uma analise mais detalhada de todos os processos envolvidos.

Inesperadamente, a expressao do gene ginA (XF2542), que codifica para a
enzima glutamina sintetase, ndo foi afetada em nenhuma das analises de
microarranjo de DNA, a despeito deste gene ser induzido em caréncia de nitrogénio
de modo dependente de o" e NitrC em varias bactérias. Considerando que foi
encontrado um bom sitio de ligacdo para 6" na regido promotora do gene ginA de X.
fastidiosa (Tabela 9) foram realizados ensaios de extensao de oligonucleotideo para
tentar mapear o inicio de transcricao deste gene e confirmar a existéncia deste sitio

de ligacdo de o

predito in silico. Foi detectado um produto de extenséo,
correspondendo ao sitio de inicio de transcricdo em uma citosina localizada 35
bases a montante do cdédon de inicio de tradugdo (ATG) na linhagem J1ai12, que
nao foi observado na linhagem rpoN, mostrando que a transcricdo deste gene é
iniciada em um promotor dependente de o™ (Figura 28A). Este inicio de transcricdo
permite 0 posicionamento perfeito dos elementos conservados -12 GC e -24 GG,
tipicos de um candnico promotor dependente de o e confirmam experimentalmente
a predicdo in silico de um promotor o™ para este gene (Tabela 9). Analisando com
mais detalhe a regido promotora de g/nA foi possivel reconhecer um provavel sitio

de ligacao para proteina IHF e duas provaveis seqléncias de ligacado para o ativador
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de o™ NtrC de Escherichia coli (Craig e Nash, 1984; Reitzer e Magasanik, 1986)
(Figura 28B).

A. XF1842

o
M13 ©
GCAT>S

rpoN

AACATGGGGGGATGGTTGAGAGCCAAAGGAGGGACAGC

GATCATTAATGCTTACCCGAAAAAAATCAATGGATTGC

T,( AAGGTTGGCAGACTTGGTATGCCAATTGCTTTAGCTGT
TTCTGACTGTTACCCCAATCCTAAAAGGTTTCCTICTGA

TGTCGCTGGAAAATGTTGAAAAGCTTGTCAAGGATAAA

AAGATCGAATTCGTCGATTTGCGCTTTGTTG

Figura 28: Mapeamento do inicio de transcricao do gene g/nA (XF1842) de X.
fastidiosa. (A). O inicio de transcricdo foi mapeado por ensaio de extensdo de
oligonucleotideo. RNA (50 ug) extraido da linhagem selvagem J1a12 e do mutante rpoN foi

hibridizado com oligonucleotideo marcado com 32P e o oligonucleotideo foi estendido com
transcriptase reversa. Os produtos de extensao foi analisado em gel de poliacrilamida junto
com reacoes de sequéncia de DNA do bacteriéfago M13. Seta indica o inicio de transcri¢ao.
(B). Seqliéncia promotora do gene ginA. A seta indica o oligonucleotideo utilizado no ensaio
de extensado de oligonucleotideo. O inicio de transcricdo e as sequéncias -12 /-24 estao
destacadas em vermelho (nucleotideos em verde sdo variagbes do consenso). Sequéncia
em azul (codon de inicio de tradugcdo em negrito) marca o inicio da ORF reanotada.
Sequéncias sublinhadas e tracejadas indicam provaveis sitios de ligagcdo de IHF e NtrC,
respectivamente.
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5 DISCUSSAO

O sequenciamento do genoma completo da linhagem de citros 9a5c de
Xylella fastidiosa (Simpson et al., 2000) impulsionou tremendamente a pesquisa
sobre uma bactéria até entdo pouco estudada. Os dados de sequiéncia revelaram
um genoma reduzido: um cromossomo circular com 2,679305 bp e dois plasmideos,
o0 megaplasmideo pXF51 com 51,158 bp e o miniplasmideo pXF1.3 com 1,285 b. O
restrito arsenal de ataque de X. fastidosa correlaciona-se com sua biologia. A
especializagdo em colonizar o xilema de suas plantas hospedeiras e a estrita
dependéncia de insetos vetores para transmissdo planta-planta provavelmente
foram pressdes evolutivas que ajudam a explicar a possivel reducdo no tamanho do
genoma deste fitopatégeno. Por outro lado, a aquisicdo de genes envolvidos em
adesao, alguns deles somente encontrados em patégenos de animais, pode ter
contribuido para garantir adesao aos tecidos do inseto vetor e aos elementos do
xilema, um ambiente caracterizado pelo fluxo ascendente da seiva bruta (Simpson et
al., 2000; Keen et al., 2000).

De forma surpreendente, ndo foram encontrados genes hrp e avr que
desempenham papel crucial nos mecanismos de patogenicidade em bactérias
patogénicas de plantas (Simpson et al., 2000; Lambais et al., 2000; Dow e Daniels,
2000; Keen et al., 2000). Fitopatdbgenos dos géneros Pseudomonas, Xanthomonas,
Ralstonia e Erwinia, por exemplo, injetam proteinas efetoras de viruléncia (produtos
dos genes avr) diretamente nas células da planta hospedeira via sistema de
secrecao do tipo Ill. Os genes que codificam esta maquinaria de secrecao sao ditos
hrp (sigla em inglés para hypersensitive response and pathogenicity), pois sao
necessarios para patogenicidade em plantas hospedeiras e para eliciar a resposta
de hipersensibilidade, uma rapida e localizada morte celular programada, em plantas
nao hospedeiras (Alfano e Collmer, 2004).

Esta correlacdo entre multiplicidade de estilos de vida e complexidade do
genoma também tem sido estendida para genes associados a funcdes regulatérias.
Um grande repertério de genes envolvidos em fungdes regulatérias € comumente
encontrado em bactérias de vida livre, que necessitam responder a flutuacoes de
uma ampla variedade de fatores ambientais, enquanto um menor numero é
encontrado em bactérias restritas a nichos pouco variaveis (Cases et al., 2003). De

fato, Xanthomonas axonopodis pv. citri, uma bactéria capaz de colonizar diversos
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tecidos da planta, possui 296 genes envolvidos em fungdes regulatérias (7,6% do
namero de genes do genoma), quatro vezes mais do que X. fastidiosa (77 genes,
4.2% do genoma), uma bactéria limitada ao xilema (Moreira et al., 2004). Neste
sentido, ndo é surpreendente que X. fastidiosa possua apenas quatro fatores sigma
em seu genoma (6%, 62, 6" e 6F), um nimero relativamente pequeno se comparado
a outras bactérias (7 em E. coli, 19 em Bacillus subtilis, 13 em Mycobacterium
tuberculosis). Excetuando-se o fator sigma primario 6’°, que deve ser responsavel
pela transcrigio da maioria dos genes da célula, os demais fatores sigma
provavelmente contribuem para reprogramacao da expressao génica por direcionar
a RNA polimerase para transcricdo de conjuntos de genes especificos em resposta
a estresses aos quais X. fastidiosa € submetida.

Embora os dados de sequiéncia tenham lan¢ado luz sobre varios aspectos da
biologia e patogenicidade de Xylella fastidiosa, o seqlienciamento de um genoma é
apenas o ponto de partida que deve impulsionar estudos pdés-genémicos
subsequentes. Classicamente, a determinacdo do conjunto de genes regulados
pelos diferentes fatores sigma foi baseada principalmente na analise do fenétipo de
linhagens mutantes e na verificacao da auséncia de expressao de genes candidatos
nestes mutantes. O grande numero de genomas bacterianos completamente
sequenciados tem permitido a transi¢cao desta fase de analise gene a gene para uma
escala de andlise global. Assim, comparacao de padrdes de expressao génica por
microarranjos de DNA e de proteinas por géis bidimensionais associados a
espectrometria de massa entre linhagens selvagens e linhagens mutantes ou super-
expressando os fatores sigma tem permitido a identificacdo de varios genes
regulados por estes fatores (Gertz et al., 2000; Asai et al., 2003; Rhodius e LaRossa,
2003). A presenca de seqliéncias conservadas na regiao promotora dos genes é
uma evidéncia de que a regulacao pelo fator sigma esta ocorrendo de forma direta.
A busca de tais sequéncias, através de algoritmos computacionais, e subsequiente
validacéao experimental tem sido uma abordagem freqliente atualmente (Cases et al.,
2003; Studholme, 2002; Dombrecht et al., 2002; Rhodius et al., 2006).

Como praticamente nao existiam ferramentas genéticas para X. fastidiosa,
entender a funcao dos fatores sigma e identificar genes por eles regulados nesta
bactéria pressupunha o desenvolvimento e o uso de metodologias ainda incipientes.
Infelizmente os dois vetores construidos para expressar elevados niveis das

proteinas 6%, 6" e 6 em X. fastidiosa ndo funcionaram como esperado. Os vetores
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vazios transformaram X. fastidiosa com sucesso, mas a presenca dos fatores sigma
resultou em construgdes incapazes de transformar a bactéria, indicando um possivel
efeito tdxico da super-expressdo dos sigma para X. fastidiosa. Esta abordagem de
comparacao do perfil transcricional da linhagem selvagem com uma linhagem super-
expressando o sigma tem sido bastante utilizada, pois em muitos casos mostrou-se
mais informativa do que a comparacdo em relacdo a linhagens mutantes, ja que
elevados niveis do fator sigma acarreta, muitas vezes, em aumento da expressao da
maioria dos genes do regulon (Rhodius e LaRossa, 2003). A utilizacdo desta
estratégia permitiu a identificacdo de varios membros adicionais dos regulons of
(Rhodius et al., 2008) e 6°2 (Zhao et al., 2005) em E. coli e a identificacdo de genes
regulados pelo fator sigma ECF SigL em M. tuberculosis (Hahn et al., 2005), por
exemplo. Em todos estes casos a elevagao dos niveis dos fatores sigma foi feita de
forma bastante controlada, a partir de promotores estritamente regulados para evitar
o efeito deletério que a elevada quantidade de um fator sigma pode acarretar na
célula. A construcao dos dois vetores de expressao para X. fastidiosa com base no
plasmideo enddgeno pXF1.3, que provavelmente esta presente em multiplas cépias
nesta bactéria, € o pouco conhecimento a respeito de promotores regulados em X.
fastidiosa, foram fatores que contribuiram para o malogro desta estratégia.

Quanto a técnica de mutagénese, inicialmente foi proposta a obtencido de
mutantes para os trés fatores sigma alternativos de X. fastidiosa, por recombinagao
homéloga direta, utilizando vetor hibrido replicativo baseado no miniplasmideo
pFX1.3, um sistema utilizado com sucesso em nosso laboratoério para interromper o
gene xpsD (da Silva Neto et al.,, 2002). No entanto, optou-se pela utilizacdo do
sistema baseado em vetores oriC que também mostrou ser eficiente para obter
mutantes em linhagens de citros de Xylella fastidiosa (Gaurivaud et al., 2002). Esta
opc¢ao pelo vetor oriC levou em consideracdo o fato de que este vetor deve ser
cdpia Unica na célula, enquanto o vetor baseado no pXF1.3 provavelmente tem
muitas cépias. Assim, a integracado das construcdes nos genes dos fatores sigmas
ocorreria mais rapidamente em um vetor copia Unica do que em um vetor multicopia.
No entanto, o vetor oriC possui uma regido com identidade com o0 cromossomo,
além do gene alvo clonado no vetor, podendo integrar na origem de replicagdo do
cromossomo. A presenca de uma origem de replicacao é necessaria porque varias
tentativas de utilizacdo de vetores suicidas em linhagens de citros de X. fastidiosa

nao tiveram sucesso.
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Utilizando esta estratégia foram geradas linhagens mutantes para os fatores
ot e oV, mas nio para o fator 6**de Xylella fastidiosa. A integracdo das construcdes
contendo fragmentos internos de cada um dos trés fatores sigma alternativos de X.
fastidiosa foi detectada ap6s poucas passagens para o gene rpoE, demorou varias
passagens para o gene rpoN e nao foi detectada para o gene rpoH. Na linhagem
J1a12 de Xylella fastidiosa foram utilizados fragmentos internos de diferentes
tamanhos do gene bga, clonados em um vetor oriC para obtencdo de mutantes por
recombinacdo homéloga direta. O que se observou foi integracdo no gene enddgeno
bga quando o fragmento clonado deste gene era igual ou maior que o fragmento
oriC (Gaurivaud et al., 2002). No entanto, esta relacdo entre tamanho do inserto e
integracdo nao foi direta no caso dos fatores sigma, pois a construcdo que tinha a
menor regido de homologia — o vetor pUCoriCrpoE450 — foi a que integrou mais
facilmente no gene rpoE. Isto demonstra que outros fatores também séao
importantes. Talvez o mais relevante deles seja a funcdo do gene do qual se
pretende obter a linhagem mutante. Caso o gene seja essencial para a
sobrevivéncia da bactéria sé & possivel a obtengdo de mutantes condicionais,
fornecendo uma copia que possa ser “desligada” na condicao desejada. No caso do
rpoH sao poucas as bactérias nas quais se tentou gerar mutantes para este gene.
Em E. coli mutantes nulos de 0% s6 foram obtidos quando a selegéo para a segunda
recombinacdo foi feita a 15 °C e os mutantes obtidos perdem totalmente a
viabilidade em temperaturas acima de 20 °C (Zhou et al.,, 1988). Com relacao aos
fatores sigma ECFs e ao fator o™ foram obtidos mutantes nulos na grande maioria
das bactérias, com excecdo do fator oF de E. coli (De las Pefas et al., 1997) e do
fator o" de Myxococcus xanthus (Keseler e Kaiser, 1997), que sdo essenciais.

Como a linhagem patogénica 9a5c que teve seu genoma sequenciado
mostrou-se refrataria a manipulacdo genética (Monteiro et al., 2001b; da Silva Neto
et al., 2002), foi escolhida a linhagem J1a12 para mutagénese dos fatores sigma.
Inicialmente isolada de laranjeiras com sintomas de clorose variegada de citros, esta
linhagem mostrou-se adequada para transformacao (Monteiro et al.,, 2001b) e para
geracdo de mutantes (da Silva Neto et al, 2002; Gaurivaud et al., 2002).
Posteriormente, verificou-se que a linhagem J1al2 ndo era patogénica, pois
mostrou-se incapaz de provocar sintomas em citros € em tabaco (Koide et al.,
2004a).
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Uma comparacdo genbmica entre as linhagens 9a5c e J1a12, feita por
microarranjos de DNA, revelou que os genomas destas duas linhagens sao bastante
parecidos. Apenas 14 genes da linhagem 9a5c mostraram-se ausentes ou com
seqUéncia altamente divergente na linhagem J1al2 e foi proposto que estas
diferencas genéticas poderiam explicar, pelo menos em parte, o fenétipo menos
agregativo e a baixa viruléncia da linhagem J1a12 (Koide et al., 2004a). A grande
similaridade entre estas duas linhagens permitiu a utilizagdo dos dados da
seqUéncia do genoma e dos microarranjos de DNA da linhagem 9a5c para estudos
de expressao génica na linhagem J1a12. Assim, a utilizacdo de uma linhagem néao
patogénica no presente trabalho impossibilitou a definicdo do papel dos fatores
sigma na patogenicidade de X. fastidiosa, mas permitiu desvendar varios
mecanismos regulatorios nesta bactéria. A alta conservacao de seqiiéncias entre as
linhagens de X. fastidiosa, embora com rearranjos cromossémicos, nos leva a crer
que 0s mecanismos regulatérios sejam conservados (van Sluys et al.,, 20083;
Bhattacharyya et al., 2002a).

Como nenhuma das ferramentas propostas para estudar a funcéo dos fatores
sigma de X. fastidiosa (obtencdo de linhagens mutantes ou de linhagens
expressando elevados niveis do sigma e obteng¢do de anticorpos) foi obtida para o
fator 0%, a despeito de numerosas tentativas, nao foi possivel caracterizar a fungao
deste fator sigma neste trabalho. No entanto, em um trabalho realizado
concomitantemente a este foi determinado o estimulon de choque térmico de X.
fastidiosa e, dentre os muitos genes diferencialmente expressos, varios genes
caracteristicos da resposta ao choque térmico de E. coli e outras bactérias foram
induzidos. A determinacdo do sitio de inicio de transcricdo de alguns destes genes
permitiu encontrar promotores com uma seqgliéncia consenso semelhante ao
consenso reconhecido pelo 0* de E. coli, indicando que, em X. fastidiosa, como na
maioria das bactérias, este fator sigma esta envolvido sobretudo na transcricdo de
genes cujos produtos protegem a célula do acumulo de proteinas desnaturadas no
citoplasma, geradas pelo calor (Koide et al., 2006).

5.1 PAPEL DO FATOR c" DE Xylella fastidiosa

A caracterizagao fenotipica do mutante rpoE indicou que ot de X. fastidiosa é

importante para resposta a estresse por etanol e choque térmico, mas nao parece
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ter papel importante na resposta a estresse osmaético e oxidativo. A sensibilidade de
mutantes de sigma ECFs a alta temperatura, estresse oxidativo, etanol, SDS, fase
estacionaria e envolvimento em patogenicidade tem sido verificada para varias
bactérias (Bashyam e Hasnain, 2004; Rowley et al, 2006). Em E. coli c* é a
principal via de resposta ao choque térmico extremo e linhagens mutantes para rpoE
que apresentavam extrema sensibilidade a alta temperatura demonstraram possuir
mutacdes compensatérias (Hiratsu et al.,, 1995), pois foi verificado posteriormente
que oF é essencial para E. coli, mesmo em condi¢gdes normais de crescimento (De
las Penas et al., 1997). Mutantes de rpoE de Vibrio cholerae sado sensiveis apenas a
etanol, ndo demonstrando sensibilidade a alta temperatura (43 °C), estresse
oxidativo e osmdético (Kovacikova e Skorupski, 2002). A complementacdo do
mutante rpoE em trans, o primeiro mutante a ter seu fenétipo complementado em X.
fastidiosa, comprova que a susceptibilidade a choque térmico foi devido realmente a
auséncia do fator oF na linhagem mutante, e ndo devido & mutacdes secundarias em
outros genes.

Considerando que o mutante rpoE mostrou susceptibilidade a choque térmico
e etanol, dois estresses que geram o acumulo de proteinas desnaturadas na célula,
e que 0% parece mediar a resposta a choque térmico citoplasmatica, foram
realizadas andlises por microarranjo de DNA para definir o regulon o de X.
fastidiosa em temperatura normal de cultivo e em resposta a choque térmico. A
comparacao do perfil de expressdo das linhagens J1a12 e rpoE em situacdo sem
estresse quase nao revelou genes diferencialmente expressos, enquanto a
comparagéo do perfil de expressdao das mesmas linhagens submetidas a choque
térmico revelou pelo menos 21 genes com expressao reduzida no mutante em
relacdo a linhagem selvagem. Dentre estes genes, alguns codificam para fatores
gue auxiliam no dobramento ou degradacao de proteinas no periplasma.

Em E. coli o regulon c© tem sido alvo de inimeros estudos. Os primeiros
membros deste regulon identificados foram o préprio operon &, a protease DegP e
o fator sigma de choque térmico o°2. Posteriormente, foram identificados 20

promotores que tiveram sua expressdo dependente de o©

, incluindo genes para
quatro chaperones envolvidas no dobramento de proteinas do envelope (dsbC, fkpA,
SkP e surA), proteases periplasmaticas (htrA e yael), fatores transcricionais (rpoE,

rpoH e rpoD) e varios genes envolvidos na sintese do envelope (Dartigalongue et al.,
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2001). Recentemente, um estudo comparando uma linhagem super-expressando ot
com a linhagem selvagem por microarranjo de DNA, associado a buscas de
consenso por bioinformatica, confirmou e expandiu o regulon 6= de E. coli para 49
promotores (Rhodius et al, 2006). Assim como no regulon ot de E. coli, foi
observada no regulon o de X. fastidosa a presenca de genes codificando peptidil-
prolil cis-trans isomerases (XF0644 e XF1212), provaveis peptidases (XF0167 e
XF2594) e a protease XF2241, que pode ser a ortbloga de HtrA. A principal
diferenca observada foi a auséncia de genes envolvidos na sintese do envelope e a
a auséncia do gene rpoH no regulon & de X. fastidosa.

Em P. aeruginosa um estudo combinando busca por consenso no genoma
através de algoritmos computacionais e mapeamento da regido 5 do mRNA em
linhagens selvagem e mutante, identificou 10 promotores dependentes do sigma
AlgU, o fator sigma ECF mais estudado de P. aeruginosa, envolvido na conversédo
ao fenédtipo mucdide virulento (Firoved et al., 2002). Os casos de bactérias com
multiplos fatores sigma ECFs melhor estudados sédo Bacillus subtilis, Streptomyces
coelicolor e Mycobacterium tuberculosis, onde os regulons de varios fatores sigma
ECFs tém sido determinados em escala global. A estratégia mais utilizada é a
analise do perfil transcricional de linhagens selvagens em relacdo a linhagens
mutantes, especialmente em condicbes que ativem o regulon em questdo (ou
induzindo o sigma artificialmente por super-expressdo ou repressao do anti-sigma)
combinada com métodos de busca por consensos, através de algoritmos
computacionais, para identificacdo de sequéncias promotoras (Helmann, 2002).

A determinacdo do sitio de inicio de transcricdo de alguns dos genes do
regulon oF de X. fastidiosa permitiu encontrar elementos de seqiiéncia conservados,
reconhecidos por fatores sigma ECFs em outras bactérias, como ot de E. coli
(Rhodius et al.,, 2006) e AlgU de P. aeruginosa (Firoved et al., 2002). Tem sido
observado que bactérias com multiplos sigma ECFs, caso de P. aeruginosa, tém
sequéncias consenso menos variaveis para evitar redundancia no reconhecimento
dos promotores entre eles, enquanto bactérias com poucos ECFs, caso de X.
fastidiosa e E. coli, suportam maior variacdo na sequéncia promotora dos genes que
estes fatores sigma regulam (Helmann, 2002).

Foi demonstrado que varios fatores sigma ECFs sdo induzidos por estresses

ambientais em nivel transcricional: sigV de Enterococcus faecalis, por caréncia de
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glicose, choque de calor e SDS (Benachour et al., 2005); rpoE de Salmonella
typhimurium, por choque frio, choque de calor, estresse osmoético e entrada na fase
estacionaria (Miticka et al., 2003); e algT de Pseudomonas syringae, por choque de
calor e estresses osmético e oxidativo (Keith e Bender, 1999). Nestes trés exemplos,
0 aumento da expressdo em resposta a estresse é dependente de um promotor
auto-regulado. Provavelmente, isto ndo ocorre para o gene rpoE de X. fastidiosa,
pois os niveis do mMRNA de rpoE praticamente ndo foram induzidos pelos estresses
testados e nao diminuiram na linhagem mutante rpoE quando comparado a

linhagem Jiai2, demonstrando que o°

ndo é necessario para sua propria
transcrigao.

Um gene codificando um provavel fator anti-sigma (rseA) esta localizado a
jusante do gene rpoE no genoma de X. fastidiosa e é co-transcrito com XF2241, que
codifica uma protease da familia HtrA, ortéloga de MucD. Enquanto o gene rpoE néao
mostrou indugédo por choque térmico, rseA e XF2241 foram induzidos por choque
térmico de modo dependente de 65, a partir de um promotor interno ao operon. Uma
organizacao gendmica similar € encontrada em Xanthomonas sp., onde 0s genes
XCC1267/XCC1268/XCC1269 codificam um fator sigma ECF, um possivel fator anti-
sigma e um ortélogo de MucD, respectivamente. Em outras bactérias, tais como
Enterobactérias e Pseudomonas, pode haver um ou dois genes a jusante de rseA
(chamados rseB/mucB e rseC/mucC), que codificam proteinas acessérias na
regulacdo da atividade de oF (Missiakas et al., 1997; Schurr et al., 1996). Ndo ha
ortélogos de rseB e rseC no genoma de X. fastidiosa, 0 que sugere que a atividade
de of deve ser regulada somente por RseA nesta bactéria. Como o aumento na
atividade de o em resposta ao choque térmico nio é resultante de um aumento nos
niveis do mRNA ou da proteina, propomos que oF é regulado em nivel de atividade
pela acao do provavel anti-sigma, codificado pelo gene XF2240.

A Figura 29 apresenta um possivel modelo de regulacdo para ot de Xylella,
que se assemelha a modelos gerais de regulagcdo de sigma ECFs de outras
bactérias em alguns aspectos, mas difere em outros. No modelo é proposto que os
genes rpoE (XF2239), rseA (XF2240) e XF2241 sao co-transcritos a temperatura
normal a partir de um promotor o’ localizado no inicio do operon, gerando um nivel
basal e permanente de o e anti-sigma na célula. Durante o choque térmico a

proteina oF seria liberada da membrana, por inativacdo do anti-sigma, ficando
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disponivel para associar-se ao cerne da RNA polimerase e transcrever os genes do
regulon oF, incluindo fatores de degradacdo e dobramento de proteinas
desnaturadas pelo calor e o gene do anti-sigma, a partir do promotor dependente de
oF, interno ao operon. Isto resultaria em altos niveis de RseA na célula e esta
proteina seqUiestraria 0 oF na membrana, mantendo-o na forma inativa ao término da

resposta.
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Figura 29: Um possivel modelo de regulacdo para o fator sigma ECF of de Xylella
fastidiosa. As ORFs XF2239 (rpoE), XF2240 (rseA) e XF2241 codificam para ¢, seu
provavel anti-sigma e uma protease periplasmatica, respectivamente. Em situagdo normal
os trés genes sao co-transcritos, garantindo a presenca do sigma na célula na forma inativa,
sequestrado na membrana pelo fator anti-sigma. Um sinal, no caso choque térmico, leva a
liberacdo do sigma que associa-se ao cerne da RNA polimerase (RNAP), levando a
transcricdo de genes do regulon o, incluindo o anti-sigma e a protease periplasmatica. O
gene que codifica para o ndo é autoregulado em resposta a choque térmico (provavelmente
é transcrito a partir de um promotor sigma 70, Pc’®), mas of regula positivamente o anti-
sigma em resposta a choque térmico a partir de um promotor interno ao operon (Pct). ME:
membrana externa; P: periplasma; MC: membrana citoplasmatica; C: citoplasma.

Este tipo de regulacdo observado em X. fastidiosa apresenta diferencas em
relacdo ao modelo mais comum de regulacdo para sigma ECFs. A grande maioria
dos ECFs formam operons sigma/anti-sigma autoregulados em resposta a estresse,
um mecanismo eficiente de amplificagdo e subseqlente desligamento da resposta
(Helmann, 2002). Uma excecao importante a este tipo de regulacdo sdo o subgrupo
de sigma ECFs de resposta a caréncia de ferro, que nao sao autoregulados (Braun
et al., 2003). Argumenta-se que por regular um conjunto reduzido de genes a
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amplificacdo da resposta por autoregulacao seria desnecessaria. Entretanto, o fator
ot de X. fastidiosa regula um grande nimero de genes e a transcricdo de rpoE é até
diminuida quando o esta ativado (choque térmico), enquanto a transcricio de rseA
€ bastante aumentada. Uma hipdtese para explicar esta diferenca de regulacéo
poderia ser a hipétese de que uma maior estabilidade da proteina ot de X. fastidiosa
substituiria a necessidade de um aumento na transcricdo do gene rpoE por
autoregulacdo, como observado em outras bactérias, ja que a transcricdo do gene
rpoE diminui durante o choque térmico, mas os niveis da proteina ot ndo se alteram,
indicando um controle pés-transcricional.

Para verificar se a estabilidade da proteina o© se altera em resposta a choque
térmico, os niveis de of foram analisados em diferentes tempos apés a adicdo de
antibioticos que param a sintese protéica (dados ndo mostrados). Esperava-se que
nos tempos subseqiientes a adicdo dos antibidticos os niveis de of diminuissem
gradativamente pelo fato da proteina degradada pelas proteases da célula néo
serem repostas devido a parada da traducdo. No entanto, inesperadamente os
niveis de of ndo se alteraram utilizando diferentes antibiéticos, em concentragdes
bem superiores as necessarias para inibir o crescimento de X. fastidiosa. Assim, nao
foi possivel confirmar nem refutar a hipétese de que a proteina oF teria sua
estabilidade aumentada durante o choque térmico.

Recentemente, foi descrito que o sigma ECF de caréncia a ferro Hasl de
Serratia marcescens nao € autoregulado, mas regula positivamente o anti-sigma
HasS (Biville et al., 2004), um mecanismo bastante semelhante ao encontrado para
ot de Xylella fastidiosa. Como foi o primeiro sigma ECF encontrado com este tipo de
regulacdo, os autores argumentam que poderia ser uma caracteristica restrita aos
ECFs de caréncia a ferro. Os dados deste trabalho e a descoberta recente de um
promotor dependente de oF para o anti-sigma de E. coli (Rhodius et al., 2006)
demonstram que este mecanismo regulatério € mais amplo, incluindo sigma ECFs
de resposta a estresse, embora em E. coli o seja também autoregulado.

O mecanismo de ativacdo do o= de X. fastidiosa talvez possa ocorrer de modo

semelhante a regulacédo do fator oE de E. coli em resposta a presenca de porinas
desdobradas no periplasma. Foi demonstrado que a via de transducédo deste sinal

ocorre por protedlise sequencial do anti-sigma RseA pelas proteases Yael e DegS,

liberando o o para transcricdo dos genes de seu regulon (Ades, 2004; Alba e
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Gorss, 2004). Além do anti-sigma ja discutido, X. fastidiosa possui ortdlogos para as
proteases DegS e Yael. O papel de DegS, perceber o estresse e realizar o primeiro
evento de protedlise do anti-sigma, poderia ser realizado pelo produto da ORF
XF0285 ou da ORF XF2241, as duas proteases da familia HirA de Xylella. Estes
dois genes foram induzidos por choque térmico, embora apenas a inducao de
XF2241 seja dependente de oF. A inducdo de XF0285 provavelmente é dependente
de 02, o outro fator sigma de choque térmico, pois verificamos um consenso para
02 na regido promotora deste gene. A ORF XF1047 apresenta um dominio de
peptidase da familia M50, dois dominios PDZ e trés dominios transmembrana, tendo
alta similaridade com a protease YaelL de E. coli, que realiza a protedlise intra-

membrana do anti-sigma, liberando o sigma da membrana.
5.2 PAPEL DO FATOR o" DE Xylella fastidiosa

Para identificar genes regulados pelo fator o" de Xylella fastidiosa,
inicialmente foi feita a comparacao do perfil de expressdo das linhagens J1a12 e
rmoN em meio rico PWG. A comparacdo nestas condigdes revelou 38 genes
diferencialmente expressos, dos quais somente 7 genes tiveram expressao
reduzida, enquanto 31 genes tiveram expressdo aumentada no mutante em relagao
a linhagem selvagem. Como os fatores sigma s&o primariamente ativadores de
transcricdo, genes com expressao aumentada no mutante sdo provavelmente
regulados indiretamente (menor expressao de um repressor, por exemplo) ou
pleiotropicamente. No entanto, j& foi demonstrado que o™ pode atuar diretamente
como regulador negativo, por manter-se ligado na forma de complexo fechado a
promotores transcritos por outros fatores sigma, um mecanismo conhecido como
antagonismo de fator sigma (Boucher et al.,, 2000). Assim, alguns dos genes com
expressao aumentada no mutante rpoN poderiam ser diretamente reprimidos por o™.

Por outro lado, os genes que tiveram expressao reduzida no mutante rpoN
podem ser regulados direta ou indiretamente por o". Uma evidéncia de que estes
genes sdo diretamente regulados por o" é a presenca de potenciais sitios de ligacdo
de o em suas regides promotoras. Dos 7 genes genes que tiveram expressdo
reduzida no mutante rpoN, foi encontrado um sitio de ligacdo de o" somente na
regido promotora do gene pilA (XF2542), que codica a subunidade estrutural da

fimbria tipo IV. Provavelmente o" de X. fastidiosa regula diretamente a transcrigao
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de mais de um gene, mas nestas condigdes testadas os demais genes-alvo de o"
devem apresentar baixa expressao na linhagem selvagem, de modo que uma
reducdo na expressao destes genes na linhagem mutante rooN nao foi detectada.
De fato, a iniciacdo da transcricdo pelo fator o requer a cooperacdo com ativadores
de o, denominados proteinas ligadoras de enhancer (EBPs), e X. fastidiosa possui
duas EBPs (XF2545 e XF1848) codificadas em seu genoma. Ambas as proteinas
preditas contém um dominio regulador de resposta e 0s genes parecem ser Co-
transcritos com genes codificando histidina quinases sensoras (XF2546 e XF1849),
sugerindo que estas EBPs sao ativadas por fosforilagao.

O lécus XF2545/XF2546 codifica proteinas que sdo bastante similares ao
sistema de dois componentes PilR/PilS que regula a produgédo de pilina em P.
aeruginosa (Ishimoto e Lory 1992) e localiza-se proximo ao gene pilA (XF2542) no
genoma de X. fastidiosa. A insercdo de um transposon no ortélogo de PilR da
linhagem Temecula de X. fastidiosa causou a perda da fimbria tipo IV (Li et al.,
2007). O segundo lécus (XF1848/XF1849) codifica proteinas que sao bastante
similares ao sistema de dois componentes NirB/NirC que controla assimilacdo de
nitrogénio em batérias entéricas (Reitzer e Schneider 2001) e localiza-se préximo a
genes envolvidos em metabolismo de nitrogénio no genoma de X. fastidiosa. Como
o mais importante controle da expressao dos genes regulados por " é a modulagdo
da atividade das EBPs (Shingler, 1996), provavelmente a biogénese de fimbrias e o
metabolismo de nitrogénio sao as duas principais funcoes fisiolégicas controlados
por oV em X fastidiosa. Nas condicdes experimentais utilizadas para os
experimentos iniciais de microarranjo de DNA, somente PilR deve estar ativo,
permitindo a expressao de pilA, enquanto NirC ndo deve estar ativo devido a alta
concentracao de nitrogénio presente no meio de cultura PWG (0os experimentos em
condicdes de caréncia de nitrogénio serao discutidos abaixo). Assim, os dados desta
primeira analise de microarranjo de DNA indicaram que o" regula positivamente o
gene que codifica a pilina da fimbria tipo IV e negativamente genes da maquinaria
de montagem da fimbria tipo I.

Em Pseudomonas aeruginosa o gene estrutural para fimbria do tipo IV é
transcrito por o™ e mutantes para o gene rpoN ndo apresentam fimbrias quando
analisados por microscopia eletrdnica (Totten et al, 1990). Nesta bactéria pelo
menos 40 genes foram identificados como importantes para montagem, funcdo e

regulacdo da fimbria do tipo IV (Mattick et al., 1996). Este tipo de fimbria esta
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presente na regidao polar de uma grande variedade de bactérias patogénicas, sendo
importante para adesao, agregacao, formacao de biofilme, patogénese e twitching
motility, um tipo de locomoc¢ao independente de flagelo (Mattick, 2002).

Em artigo recente, foi demonstrada para a linhagem Temecula de Xylella
fastidiosa a presenca de duas classes de fimbrias na célula, fimbria tipo | curta e
fimbria tipo IV longa (Meng et al., 2005). Estes autores demonstraram que a fimbria
tipo IV media twitching motility, enquanto a fimbria tipo | € importante para formagao
de biofilme. Linhagens mutantes de varios genes associados a fimbria tipo IV,
incluindo pilB, pilQ, fimT, pilX, pilY1, pilO e pilR, foram deficientes em fimbria tipo 1V,
nao exibiram fendtipo de twitching motility, mostraram aumentada formacédo de
biofilme e grandes agregados célula-célula. Por outro lado, o mutante fimA,
deficiente em fimbria tipo |, mostrou reduzida formacao de biofilme e exibiu maior
twitching motility (Meng et al., 2005; Li et al., 2007).

Este trabalho propbe que X. fastidiosa pode regular diferencialmente genes
destas duas classes de fimbrias através do fator sigma alternativo o". Os resultados
dos experimentos de microarranjos de DNA e gRT-PCR claramente demonstram
que o™ regula positivamente a transcricdo de pilA (XF2542), que codifica a proteina
estrutural da fimbria tipo IV, enquanto regula negativamente a transcricao do operon
que codifica proteinas envolvidas na montagem da fimbria tipo | (XFO080-81-82-83),
incluindo fimA (XF0083), que codifica a proteina estrutural. O mutante rpoN
apresentou aumentada formacéao de biofilme e grandes agregados de células, o que
esta de acordo com a reduzida expressao de pilA e a aumentada expressao de fimA
nesta linhagem, e de acordo com os fenétipos para mutantes de fimbrias tipo | e tipo
IV, descritos acima. Recentemente, foi demonstrado que mutantes da linhagem
J1al12 de X. fastidiosa para os genes gumB e gumF, dois genes do operon de
biossintese da goma exopolissacaridica, tém reduzida capacidade de formar biofilme
em meio BCYE, embora esta diferenca ndo seja observada em meio PW (Souza et
al., 2006). Também tem sido verificado que a adi¢do do fluido do xilema em culturas
de X. fastidiosa estimula a formacao de biofilme e a agregacao das células (Leite et
al., 2004; Andersen et al., 2007).

Entretanto, o mutante rooN ndo mostrou reducao em twitching motility quando
comparado a linhagem selvagem Jial2. Este efeito pode ser devido ao papel
compensatério dos outros paralogos de pilA que ndo sdo regulados por o". De fato,

somente XF2542 mostrou-se fortemente reprimido no mutante rpoN, enquanto
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expressao dos outros provaveis genes da pilina tipo IV foi pouco reduzida ou até
aumentada (como XF2539) no mutante. Analise da expressdo das fimbrias por
microscopia eletronica de transmissao nao mostrou diferencas significativas entre as
linhagens J1al2 e rpoN, sugerindo que os outros paralogos de pilA séao
provavelmente expressos.

O genoma da linhagem 9a5c apresenta um grande numero de genes
associados a fimbria tipo IV (Simpson et al., 2000; Moreira et al., 2004), incluindo
seis copias do gene pilA. Em outras bactérias que tém grande numero de paralogos
do gene da pilina, tais como, Francisella tularenis, que tem cinco cépias (Gil et al.,
2004), ou a linhagem Temecula de X. fastidiosa, que tem quatro cépias (Van Sluys
et al., 2003), a funcdo de cada um destes paralogos ainda nao foi estudada.
Portanto, neste trabalho sado fornecidas evidéncias de que X. fastidiosa pode
expressar diferencialmente genes de duas classes de fimbrias sob controle de oV,
influenciando, desta forma, importantes processos como formacédo de biofilme e
agregacao célula-célula.

O outro principal processo regulado por o™ em X. fastidiosa provavelmente é a
resposta a caréncia de nitrogénio. X. fastidiosa cresce exclusivamente no xilema, e
embora a seiva bruta contenha uma diversidade de compostos como aminoacidos,
acidos organicos e ions inorganicos, estes encontram-se em baixas concentracdes
(Andersen et al., 1995). Glutamina e asparagina sdo 0s principais aminoacidos
encontrados no fluido do xilema das plantas (Lea et al., 2007), e por esta razao
estes aminoacidos foram adicionados na composicao de varios meios de cultura
desenvolvidos para X. fastidiosa, incluindo os meios PW (Davis et al., 1981) e XDM;
(Lemos et al.,, 2003) utilizados neste trabalho. A glutamina é a principal fonte de
nitrogénio no xilema de videiras (Vitis vinifera) (Andersen et al., 2007), enquanto em
citros (Citrus sinensis) predominam asparagina € glutamina, com menores
quantidades de acido aspartico, serina, arginina e acido glutdmico (Purcino et al.,
2007). Assim, X. fastidiosa deve enfrentar limitacdo de nitrogénio em seu habitat
natural e deve ser capaz de utilizar aminoacidos como fonte de nitrogénio. Para
entender como esta bactéria enfrenta a caréncia de nitrogénio, o perfil de expressao
da linhagem selvagem J1ai12, submetida a caréncia total de nitrogénio por 2, 8 e 12
horas foi analisado por microarranjo de DNA.

Esta anadlise revelou alteracdo na expressdao de muitos genes, envolvidos em

processos celulares diversos. Os tempos de caréncia de nitrogénio, escolhidos com
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base na literatura, revelaram-se adequados, pois 0 numero de genes
diferencialmente expressos aumentou substancialmente de duas para oito horas e
comecou a declinar no ponto de doze horas, indicando que a série temporal abarcou
uma ampla gama de genes com expressao alterada em resposta a caréncia de
nitrogénio. Dentre os processos celulares afetados pela caréncia de nitrogénio em X.
fastidiosa destacam-se: a reorganizacao da capacidade de transporte da célula, a
alteracdo em vias metabdlicas de sintese e degradacado de moléculas; e repressao
nas vias de metabolismo de carbono e geragao de energia.

Pelo menos 20 genes codificando possiveis transportadores foram
diferencialmente expressos, embora muitos deles tenham sido reprimidos e néo
induzidos. Em E. coli (Zimmer et al., 2000) e Corynebacterium glutamicum
(Silberbach et al., 2005) a inducédo de sistemas de transporte € uma das principais
respostas a caréncia de nitrogénio. Outra caracteristica desta resposta em E. coli é a
indugcdo de genes de vias do catabolismo de compostos nitrogenados, como
aminoacidos e aminoacucares da parede celular (Zimmer et al., 2000). Embora a
expressdo de alguns poucos genes envolvidos na degradacdo de proteinas e
aminoacidos tenha sido afetada, houve uma mudanca mais substancial na
expressdo de genes de biossintese de aminodacidos, provavelmente como
decorréncia da transferéncia das células de um meio de cultura que tinha
aminoacidos como fonte de nitrogénio para um meio sem qualquer fonte de
nitrogénio.

As categorias funcionais que mostraram maior numero de genes reprimidos
foram o metabolismo intermediario central, o metabolismo energético de carbono e o
metabolismo de proteinas, indicando que a caréncia de nitrogénio provocou uma
reducdo na atividade geral das células. Na categoria metabolismo de proteinas
houve a repressdo da maioria dos genes tipicos da resposta ao choque térmico,
como groelL, groeS, hspA, dnad, dnaK, groE, clpB e mucD, que codificam os
principais sistemas de chaperones e proteases da célula. Quase todos estes genes
estdo entre aqueles que foram reprimidos em todos os pontos da série temporal.
Outra resposta interessante observada foi a alteracdo na expressdo de um grande
namero de genes (23 genes induzidos e 8 genes reprimidos) presentes no
megaplasmideo pXF51, sendo que varios destes genes codificam para proteinas do

sistema de secrecao do tipo IV, envolvido em conjugacao bacteriana.
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Em varias bactérias a limitacdo de nitrogénio provoca um aumento na
transcricdo dos genes gInA, que codifica a enzima glutamina sintetase (GS), e gltBD,
que codifica as duas subunidades da enzima glutamato sintase (GOGAT), pois nesta
situacdo a maior parte da assimilacdo de amoénia ocorre pela via GS/GOGAT
(Reitzer, 2003). Nas condi¢cbes de caréncia de nitrogénio utilizadas em X. fastidiosa
foi observado um aumento na transcricdo dos genes gltBD, mas inesperadamente o
gene ginA ndo teve sua expressdo alterada em nenhum dos pontos da série
temporal. O fato de glnA apresentar altos niveis de expressao ja sob condicoes de
crescimento em suficiéncia de nitrogénio, como revelado pela deteccao de seu
transcrito no ensaio de extensdo de oligonucleotideo com células cultivadas em
meio PWG (Figura 28) poderia justificar a auséncia de indu¢do. Em C. glutamicum o
gene glnA ja apresenta elevada expressdao em meio rico em nitrogénio e sofre
apenas pequena inducdo em caréncia de nitrogénio (Silberbach et al., 2005). De
qualquer modo, mesmo nao sendo detectado nas anélises de microarranjo de DNA,
0 gene gInA foi confirmado como membro do regulon o™ em X. fastidiosa, pois foi
encontrado um promotor dependente de o" e sitios de ligacdo de NtrC para este
gene.

Além da definicdo do estimulon de caréncia de nitrogénio, foram identificados
genes regulados em resposta a este estresse de modo dependente de o™ em X.
fastidiosa, pela comparacdo do perfil de expressao das linhagens J1a12 e rpoN
mantidas por duas horas em caréncia de nitrogénio. A comparacdo nestas
condicdes revelou 22 genes diferencialmente expressos, dos quais 7 genes tiveram
expressao reduzida, enquanto 22 genes tiveram expressdao aumentada no mutante
em relacdo a linhagem selvagem. Dos sete genes positivamente regulados por o,
cinco foram induzidos nos experimentos da série temporal, indicando que estes
genes provavelmente sao induzidos por caréncia de nitrogénio de modo dependente
de o™ em X. fastidiosa.

Portanto, os experimentos em caréncia de nitrogénio permitiram identificar um
grande numero de genes diferencialmente expressos e alguns deles possivelmente
devido ao envolvimento direto de o". Um maior aprofundamento na andlise destes
dados e a validacdo do padréo de expressao de alguns genes certamente permitira
tracar um panorama bastante completo da resposta a este estresse em X. fastidiosa.
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6 CONCLUSOES

v' A estratégia de mutagénese por recombinacao homéloga direta baseada em
vetor replicativo mostrou-se adequada para obtencéao de linhagens mutantes em X.
fastidiosa. Mutantes nulos foram obtidos para os genes rpoE (c%) e rpoN (o"), mas
nao foi obtido mutante para o gene rooH (6°?), sugerindo que este gene possa ser
essencial em X. fastidiosa.

v" O mutante rpoE mostrou-se sensivel a etanol e a choque térmico e o fenétipo
de sensibilidade a choque térmico foi complementado em ftrans, indicando o papel
deste fator sigma na resposta a estresses que provocam a desnhaturacdo de
proteinas na célula.

v' Dentre os genes identificados como membros do regulon oF, varios deles
codificam para fatores de dobramento ou degradacao de proteinas desnaturadas no
periplasma (chaperones e proteases).

v" Promotores induzidos por choque térmico de modo dependente de o foram
identificados e, a partir da determinacéo do inicio de transcricao de alguns genes, foi
definido um consenso para o de X. fastidiosa. Estes elementos conservados foram
identificados a montante de varios genes regulados por %, indicando que estes
genes podem ser diretamente regulados por este fator sigma.

v A resposta a choque térmico mediada por of provavelmente envolve
aumento na atividade de oF pré-formado, pois os niveis da proteina e do mRNA
deste fator sigma ndo aumentaram em resposta a este e a outros estresses.
Diferentemente da maioria dos fatores sigma ECFs, o gene rpoE de X. fastidiosa
nao apresentou autoregulacdo, mas regulou positivamente o gene do anti-sigma em
resposta a choque térmico, provavelmente como um mecanismo de desligamento da
resposta.

v As duas principais funcdes definidas para o fator " em X. fastidiosa foram a
regulacdo de genes que codificam estruturas fimbriais e a regulacdo de genes de
resposta a caréncia de nitrogénio.

v" Os dados de expressao e os dados de caracterizagao fenotipica do mutante
rooN forneceram evidéncias de que X. fastidiosa pode expressar diferencialmente
genes de duas classes de fimbria, pois o gene pilA, codificando a pilina da fimbria

tipo IV, é positivamente regulado por 6", enquanto o operon codificando proteinas da



Conclusobes 138

fimbria tipo | € regulado negativamente, explicando a maior formacao de biofilme e
auto-agregacao no mutante rpoN.

v' A caréncia de nitrogénio provocou alteracdo na expressdao de um grande
namero de genes, envolvidos em funcdes celulares diversas. De modo geral, foi
verificada a reorganizacdo da capacidade de transporte da célula, a alteracdo em
vias metabdlicas de sintese e degradagdo de moléculas e a repressao nas vias de
metabolismo de carbono e geracdo de energia. Alguns destes genes foram

induzidos por caréncia de nitrogénio de modo dependente de c™.
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Tabela S1: Genes induzidos em caréncia de nitrogénio na linhagem Jia12 de X.
fastidiosa. Os genes estao ordenados pelo padrao de indugédo na série temporal. M = log da
razdo da intensidade de fluorescéncia na caréncia de nitrogénio (XDM,) em relacdo a
condicao controle (XDM,). Os valores de M considerados induzidos estdo destacados em

negrito.
M = log2(XDMy/XDM,)

Gene.ID Produto Gene ?uar:?:?oor:; 2 horas hosras hc:rzas
XF0352 pentaphosphate guanosine-3'-pyrophosphohydrolase SPOT I.D 1.64 0.378 -0.751
XF0437 conserved hypothetical protein YBDG VIILA 1.01 0.522 0.0265
XF0568 conserved hypothetical protein RDGC VIILA 1.06 -0.246  -0.892
XF0830 hypothetical protein VIII.B 1.23 -0.846 0.654
XF0831 cysteine synthase CYSK 1LA.3 1.51 -0.606 0.0906
XF0847 beta-hexosaminidase precursor NAHA IV.A.2 1.03 1.99 -1.54
XF0873 outer membrane protein jhp1472 IV.A.2 1.04 0.507 -0.232
XF0928 conserved hypothetical protein SUN VIILA 1.5 -0.294 -0.964
XF1049 phosphatidate cytidylyltransferase CDSA I.LE 1.5 -1.58 -0.718
XF1078 DNA uptake protein COMA IX 1.7 1.73 -1.58
XF1117 hypothetical protein VIII.B 1.61 0.731 -0.886
XF1250 arginine deaminase rocF I.A.2 2.19 -0.496
XF1252 conserved hypothetical protein b2520 VIILA 1.19 0.808 -0.773
XF1255 hypothetical protein VIII.B 0.988 0.256 1.11
XF1311 rod shape-determining protein MRED IV.B 1.5 1.21 -1.75
XF1366 hypothetical protein VIIL.B 1.48 0.181 -1.27
XF1497 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate reductase CYSH 1.B.12 1.71 0.917 -0.56
XF1499 NADPH-sulfite reductase, flavoprotein subunit CYSJ 1.B.12 1.14 0.431 -0.567
XF1512 protoporphyrinogen oxidase HEMK 11.D.12 4.45 3.17 -1.44
XF1648 hypothetical protein VIII.B 1.13 0.899 -1.66
XF1719 hypothetical protein VIII.B 2.6 0.436 -1.17
XF1819 threonine dehydratase catabolic TDCB I.LA.2 1.09 -1.09 -0.624
XF1821 acetolactate synthase isozyme I, large subunit ILVG ILA.2 1.18 -1.29 -0.518
XF1822 ketol-acid reductoisomerase ILVC ILA.2 1.06 0.186  0.446
XF1841 undecaprenol kinase bacA VII.C 1.02 0.381 -0.165
XF2251 solute:Na+ symporter ppa V.A.7 1.37 0.727 0.0729
XF2274 hypothetical protein VIII.B 0.987 0.459  0.587
XF2342 heat-inducible transcriptional repressor HRCA I.D 2.38 2.63 -0.615
XF2427 hypothetical protein VIII.B 0.998 0.105 -0.41
XF2563 asparaginyl-tRNA synthetase ASNS 111.B.4 1.15 -0.691  -1.85
XF2709 glutamate synthase, beta subunit GLTD 1.AA 1.4 0.928 -0.722
XF2710 glutamate synthase, alpha subunit GLTB I.AA 1.06 0.0386 -0.586
XF0036 aromatic-amino-acid aminotranferase tyrB 1LA.4 0.569 0.969 0.564
XF0105 3-deoxy-D-manno-octulosonic acid transferase KDTA IV.C 1.55 1.28 -0.639
XF0122 LexA repressor lexA I.D 0.691 1.29 0.454
XF0128 cysteine synthase Y4XP 1LA.3 1.81 1.31 -1.02
XF0165 beta-lactamase induction signal transducer protein AMPG VII.C 0.48 0.866 0.724
XFo1gg  2denosyimethionine-8-amino-7-oxononanoate BIOA I1.D.1 0542  0.896 -0.549
XF0264 hypothetical protein VIII.B 0.0512 0.814 0.915
XF0284 hypothetical protein VIII.B 1.04 1.11 0.389



Anexo 1

158

XF0308
XF0320
XF0347

XF0356

XF0465
XF0474
XF0534
XF0675
XF0739
XF0862
XF0895
XF0897
XF0933
XF0998
XF1053
XF1054
XF1151
XF1152
XF1270
XF1510
XF1523
XF1556
XF1743
XF1755
XF1790
XF1815
XF1817
XF1881
XF1915
XF1919
XF1946
XF2066
XF2414
XF2422
XF2428
XF2478
XF2535
XF2546
XF2581
XF2682
XFa0022
XFa0028
XFa0048
XFa0049
XF0119
XF0159
XF0196
XF0220
XF0240
XF0335
XF0340
XF0374
XF0375
XF0388

NADH-ubiquinone oxidoreductase, NQO4 subunit nuoD
Mg++/citrate complex transporter CITN
D-lactate dehydrogenase did1
cytochrome P-450 hydroxylase SC}:J:OJ
GTP-binding protein YFGK
hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein H10457
50S ribosomal protein L35 RPMI
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

ferrous iron transport protein B feoB
ornithine carbamoyltransferase ARGF
outer membrane protein OMPP1
conserved hypothetical protein TM1087
30S ribosomal protein S10 RPSJ
50S ribosomal protein L3 RPLC
lipoate biosynthesis protein B LIPB
proline imino-peptidase pip
general secretory pathway protein K PEFK
hypothetical protein

esterase est
conserved hypothetical protein tiorf29
hypothetical protein

conserved hypothetical protein YCED
beta-ketoacyl-[ACP] synthase Il FABH
hypothetical protein

anthranilate synthase component Il TRPG
conserved hypothetical protein

folylpolyglutamate synthase/dihydrofolate synthase FOLC
conserved plasmid protein yacB
hypothetical protein

GTP-binding protein YHBZ
hypothetical protein

hypothetical protein

two-component system, sensor protein colS
two-component system, sensor protein pilS
hypothetical protein

periplasmic glucan biosynthesis protein MDOG
conserved hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

proline dipeptidase pepQ
conserved hypothetical protein SC1F2.1
hypothetical protein

disulfide bond formation protein B DSBB
hypothetical protein

inner membrane protein YJDB

hypothetical protein

I.C.A
V.A3
I.CA

11.D.1

IX
VIILB
VIIL.B
VIILA
I.B.2
VIIl.B
VIIl.B
VIILB
V.A4
ILAA
IV.A.2
VIILA
I.B.2
I.B.2
I1.D.3
l1.C.3
VIILH
VIIL.B
I.LA2
VIILA
VIIl.B
VIILA
ILE
VIIL.B
ILA.4
VIILA
I.D.2
VI.B
VIIl.B
IX
VIIl.B
VIIL.B
I.D
I.D
VIIL.B
VIL.G
VIILA
VIIl.B
VIIl.B
VIIL.B
VIIL.B
VIIL.B
VIILA
1.C.3
VIILA
VIIl.B
IV.AA
VIIL.B
IV.AA
VIIL.B

0.314
1.01
0.876

0.899

1.29
0.77
0.406
1.72
0.379
-4.27
0.85
0.904
0.979
0.258
0.497
0.236
0.31
0.0979
0.8
1.22
1.98
0.734

0.448
0.154
-0.427
-0.095
0.278
2.51
1.03
-0.021
-0.177
2.8
-0.00915
1.16
0.424
0.757
0.751
0.149
0.794
0.271
-0.478
0.899
-0.542
0.238
-0.195
0.45
0.249
0.452
-0.27
0.138
0.437
0.103
0.1

1.27
1.5
1.09

1.19

1.58
1.06
1.76
1.66
0.951
2.62
1.4
1.27
1.1
0.591
1.22
0.983
0.679
0.652
1.17
1.94
1.56
1.26
4.59
1.48
1.19
0.91
1.05
2.12
3.26
1.2
0.985
1.05
2.38
1.52
1.06
1.09
1.1
1.2
1.52
1.17
0.851
1.04
1.18
0.791
0.432
0.459
0.223
0.286
0.556
-0.027
-0.126
0.662
-0.028
0.649

-0.944
3.73
-0.326

0.0509

-0.869
-0.0103
0.878
-1.13
1.22
1.15
-0.432
-1.23
0.142
0.493
0.266
0.608
0.605
0.635
-2.47
-1.03
-1.11
-0.259
0.385
-0.394
0.67
0.315
0.814
1.27
-0.444
0.357
-0.0675
0.422
-1.54
0.471
-0.926
0.54
0.278
-0.56
0.943
0.631
0.155
1.74
-0.829
0.448
0.875
1.75
0.702
1.06
0.894
1.2
0.936
1.43
1.0
1.41
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XF0392
XF0403
XF0493
XF0535
XF0565
XF0602
XF0622
XF0663
XF0672
XF0737
XF0860
XF1007
XF1010
XF1035
XF1056
XF1102
XF1103
XF1153
XF1173
XF1181
XF1184
XF1379
XF1539

XF1547

XF1628
XF1890
XF1904
XF1949
XF2019
XF2081
XF2088
XF2102
XF2103
XF2185
XF2186
XF2187
XF2189
XF2380
XF2395
XF2421
XF2441
XF2514
XF2543
XF2594
XF2604
XF2608
XF2701
XFa0005
XFa0018
XFa0020
XFa0021
XFa0026
XF0221
XF0318

methionine adenosyltransferase
hypothetical protein
hypothetical protein
transposase OrfA

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

acyl carrier protein

initiation factor IF-3
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

DNA polymerase |

50S ribosomal protein L4

30S ribosomal protein S13
triacylglycerol lipase precursor
hypothetical protein

luciferase

S-adenosyl methionine decarboxylase proenzyme
peptidoglycan-associated outer membrane lipoprotein

precursor
hypothetical protein

glutathione peroxidase-like protein
holliday junction binding protein, DNA helicase
amidophosphoribosyltransferase

Na+:H+ antiporter
DNA-damage-inducible protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

rare lipoprotein A

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
acetylxylan esterase

30S ribosomal protein S20
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein

pterin-4-alpha-carbinolamine dehydratase
transcriptional regulator (LuxR/UhpA family)

hypothetical protein
conjugal transfer protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

NADH-ubiquinone oxidoreductase, NQO14 subunit

METK

TMO0696

ACPP
INFC

POLA

RPLD

rpsM
LIP

Y4WF
SPED

pcp

GPO
RUVA
PURF
YJCE

DINJ

RLPA
TP0982

axeA
RPST

b2494
PHHB
gacA

trbC

nuoN

1.B.10
VIIl.B
VIIl.B
VI.C
VIILA
VII.B
VIIl.B
VII.B
ILE
.C.1
VIIl.B
VIIl.B
VIIl.B
VIIl.B
VIIl.B
VIIl.B
I.AA
I.B.2
I.B.2
LA.2
VIIl.B
VILG
I.F

IV.A.2

VIIl.B
VII.C
I.A.4
I1.B.1
V.A4
I.A.4
VIILA
VIIl.B
VIIl.B
IV.B
VIILA
VIIl.B
VIIl.B
VIIl.B
.LA.2
I.B.2
VIIl.B
VIIl.B
VIIl.B
VIILA
11.D.16
I.D
VIIl.B
VI.B
VIIl.B
VIIl.B
VIIl.B
VIIl.B
VII.B
I.CA

0.0859
0.0843
-0.0801
-0.336
0.199
0.233
-0.232
-0.807
0.0679
0.0965
0.309
0.34
0.251
0.0333
0.0511
0.305
0.152
0.129
-0.188
0.0961
-0.0987
0.169
-0.0501

0.0793

0.347
-0.225
-0.269
-0.0212
0.339
-0.433
0.0414
0.137
0.222
0.182
0.0606
0.0834
0.0425
-0.0417
0.206
0.126
-0.122
0.0279
-0.33
0.0445
0.0913
0.111
-0.193
-0.528
-0.188
-0.163
0.0938
-0.256
1.15
1.04

0.905
0.568
1.32
0.547
0.43
0.541
0.291
-0.569
0.737
0.267
0.191
0.608
0.826
0.0715
0.0459
-0.004
0.492
0.706
0.658
0.993
0.15
0.293
0.328

0.707

0.275
0.186
0.676
0.289
0.476
0.371
0.475
0.675
0.51
0.656
0.693
0.278
0.413
0.488
-0.11
0.688
0.527
-0.089
-0.020
0.556
-0.79
0.848
-0.423
0.628
-0.173
0.862
0.461
0.08
1.1
1.02
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1.29
0.958
2.82
1.34
0.793
1.02
1.33
1.66
1.17
0.684
1.02
1.43
1.97
1.06
0.654
1.34
0.767
0.996
0.952
0.798
1.4
1.15
1.2

0.888

0.919
1.28
1.37

0.818

0.847
1.92
1.54
1.61
1.05

0.898
1.58
1.47
1.4

0.941

0.797
1.1

0.756
1.16
1.05
1.23

0.976

0.808
0.92

0.894

0.984
1.37
1.28

0.903

-0.0876
-0.0994
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XF0413
XF0463
XF0470
XF0475
XF0478
XF0567
XF0670
XF0775
XF0863
XF0881
XF0885
XF0950
XF0955
XF0959
XF1081
XF1109
XF1232
XF1316
XF1450
XF1462
XF1469
XF1658
XF1663
XF1692
XF1704
XF1804
XF1830
XF1877
XF2053
XF2222
XF2506
XF2510
XFa0029
XFa0047
XF1693
XF2273
XF0001
XF0034
XF0123
XF0142
XF0161
XF0164
XF0169
XF0180
XF0192
XF0197
XF0262
XF0324
XF0328
XF0330

XF0486

XF0532
XF0533
XF0704

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

fimbrial assembly protein
conserved hypothetical protein
malonyl CoA-ACP transacylase
hypothetical protein

homoserine O-acetyltransferase
hypothetical protein

hypothetical protein
riboflavin-specific deaminase
transcription termination factor
hypothetical protein

ABC transporter ATP-binding protein
hypothetical protein

hypothetical protein

ATP:GTP 3'-pyrophosphotranferase
cell division protein
glucose/galactose transporter
conserved hypothetical protein
phage-related repressor protein
phage-related protein
hypothetical protein

hypothetical protein

site-specific DNA-methyltransferase
nitrile hydratase activator
hypothetical protein

conjugal transfer protein
histidyl-tRNA synthetase
hypothetical protein

hypothetical protein

plasmid stabilization protein
nickase

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
chromosomal replication initiator
orotidine 5'-phosphate decarboxylase
recombination protein RecA
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
exodeoxyribonuclease
tyrosyl-tRNA synthetase
hypothetical protein
ATP-dependent RNA helicase
conserved hypothetical protein
colicin V precursor

periplasmic iron-binding protein
hypothetical protein

hypothetical protein
UDP-3-O-[3-hydroxymyristoyl] glucosamine N-
acyltransferase

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

phage-related protein

YIGN

YJCC

pilY1

FABD

MET2

RIBD
NUSB

MSBA

RELA
ftsK
GLUP
shf
Cl

sphiM
None

trbE
hisS

parkE
taxC

H10882
DNAA
PYRF
RECA

yydD
SCE87.2
TYRS

RHLE
DR2514
CVAC
afuA

IpxD

VIILA
VIILB
VIILA
VIILB
IvV.D
VIILA
ILE
VIIl.B
ILA.2
VIILB
VIILB
11.D.9
I1.B.5
VIIl.B
V.A7
VII.B
VIIL.B
I.D
V.B
V.A3
VIILA
VIA
VIA
VIIl.B
VIIL.B
I.A.5
I.D
VIIL.B
VI.B
I1.B.4
VIIl.B
VIIl.B
VI.B
VI.B
VIIL.B
VIILA
I.AA
I.B.2
I.A.3
VIILA
VIILA
I.A.4
11.B.4
VIIL.B
I1.B.5
VIILA
VII.C
V.A4
VIIL.B
VIIL.B

IvV.C

VIIL.B
VIILA
VIA

2.52
2.53
3.51
1.03
1.59
1.3
2.09
1.68
2.14
2.11
2.69
1.64
2.07
1.1
2.28
1.75
3.0
1.56
2.16
1.2
1.59
15
1.38
2.13
1.72
2.65
1.07
1.69
1.04
1.72
2.22
1.59
0.99
0.934
0.848
1.55
0.356
0.279
0.347
-0.00305
0.0656
0.0439
0.0957
0.453
-0.425
0.242
-0.0188
0.373
0.225
0.0673

0.371

0.241
0.367
-0.129

1.38
1.82
2.33
1.09
1.15
1.58
1.83
1.77
1.75
217
221
1.36
2.46
1.23
1.96
2.06
2.46
1.77
2.09
1.42
2.45
1.4
1.63
2.14
1.34
2.77
0.935
2.29
1.47
1.28
2.31
1.17
1.31
1.22
0.422
0.455
0.921
1.02
1.01
0.867
1.17
1.37
1.01
1.17
1.03
1.75
1.06
0.926
1.03
1.49

1.03

1.26
1.82
1.19
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-0.624
-1.13
-1.54
0.137

-0.456
-1.03
-1.09

-0.918
0.939
0.327
0.442

-0.165
-1.22
-1.93

-0.431

-1.5

0.411
-1.14
0.426
-1.16
0.549
0.017

-0.918

-0.917

-0.585
-1.54

-0.364

-0.5
0.45

-0.363
-1.03

-0.199
0.289

0.0277
0.817

1.1
1.02
1.46
0.92
1.26
1.58
1.65
0.891
1.52
0.968
1.61
0.73
0.992
1.3
1.69

1.09

1.14
2.47
1.16
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XF0738
XF0740
XF0997
XF1008
XF1133
XF1150
XF1185
XF1228
XF1287
XF1493
XF1502
XF1534
XF1655
XF1864
XF1865
XF1867
XF1868
XF1869
XF1870
XF1875
XF1876
XF2043
XF2188
XF2302
XF2308
XF2336
XF2366
XF2423
XF2424
XF2691
XF2781
XFa0001
XFa0002
XFa0003
XFa0004
XFa0023
XFa0024
XFa0025
XFa0034
XFa0035
XFa0036
XFa0045
XFa0046
XF0864
XF1121
XF1344
XF1500
XF1501

XF2272

XF2542

hypothetical protein

50S ribosomal protein L20
hypothetical protein

hypothetical protein

tryptophan repressor binding protein
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

virulence regulator

RNA polymerase omega subunit
50S ribosomal protein L31
hypothetical protein

phage-related protein

hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

phage-related protein

phage-related protein

phage-related protein

phage-related protein

hypothetical protein

hypothetical protein
glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomutase
hypothetical protein

two-component system, regulatory protein
GumeE protein

50S ribosomal protein L27

50S ribosomal protein L21

RNA polymerase sigma-32 factor
ribonuclease P

transcriptional regulator

conjugal transfer protein
topoisomerase |

hypothetical protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein

conjugal transfer protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

cystathionine gamma-synthase
5,10-methylenetetrahydrofolate reductase
ABC transporter sulfate binding protein
ATP sulfurylase, small subunit

ATP sulfurylase, large subunit

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine
methyltransferase

fimbrial protein

RPLT

AF0343

XrvA
RPOZ
RPME

None
None
None
None

HEML

colR
gumE
RPMA
RPLU

rpoH
RNPA

traL
TOPA

Rv0919
STMD1.8

troN

METB
METF
sbp
CYSD
NODQ

METE

VIIL.B
I.B.2
VIIL.B
VIIL.B
I.D
VII.B
VIIl.B
VII.B
VIIL.B
VIILH
11.B.5
I.B.2
VIIl.B
VIA
VIIl.B
VIIl.B
VIIL.B
VIA
VIA
VIA
VIA
VIIl.B
VIIl.B
I.D.12
VIIL.B
I.D
VILE
I.B.2
I.B.2
I.D
I1.B.4
I.D
VI.B
LA
VIIL.B
VIILA
VIIl.B
VIILA
VIILA
VIIl.B
VI.B
VIILA
VIIL.B
ILA.2
ILA.2
V.A2
1.B.12
1.B.12

ILA.2

IV.D

0.19
0.198
0.192
0.387
0.489
0.156
0.106
0.265
0.343
-0.568
0.0746
0.509
1.39
-0.00303

-0.0822
0.417
0.197

0.00965
-0.176
0.419
0.184
0.347
0.372
0.314
0.889
0.512
0.356
0.457
0.433
-0.11
0.463
0.233
0.771
-0.463
0.112
0.419
-0.118

0.35
0.325

0.0262
0.174

-0.0696

1.68
3.12
1.23
1.83
1.23

3.07

0.947

1.14
1.09
1.08
1.18
0.954
0.873
0.822
0.783
0.728
0.91
1.2
0.849
1.8
1.85
5.94
1.97
1.92
1.94
1.62
1.25
1.83
0.966
0.736
1.03
1.36
1.09
1.17
1.07
1.19
1.0
0.807
3.08
2.81
2.07
1.29
1.14
1.01
0.945
1.6
1.67
1.1
1.63
1.68
1.04
2.05
1.07
2.54
1.4

2.0

1.25
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1.62
1.05
1.03
1.97
0.864
1.26
1.12
0.935
1.1
1.49
1.78
0.82
1.77
2.73
6.08
2.24
1.81
2.21
1.14
1.89
1.69
1.28
0.975
1.29
1.23
0.96
0.943
0.867
1.04
0.936
1.33
2.1
2.71
1.49
1.68
1.14
0.867
0.733
1.28
1.37
0.851
1.97
2.11
1.2
1.95
1.25
2.34
0.996

2.25

34.224
1.51
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ANEXO 2

Genes reprimidos em caréncia de nitrogénio

Tabela S2: Genes reprimidos em caréncia de nitrogénio na linhagem J1a12 de X.
fastidiosa. Os genes estao ordenados pelo padrao de indugédo na série temporal. M = log da
razdo da intensidade de fluorescéncia na caréncia de nitrogénio (XDM,) em relacdo a
condicao controle (XDM,). Os valores de M considerados induzidos estdo destacados em

negrito.
M = log>(XDMo/XDM.)
Gene.ID Produto Gene ?uar:iigoor:: 2 horas ho?as hc:rzas
XF0821 transcriptional regulator (Fur family) ZUR I.D -0.878 -0.462  -0.798
XF1388  cytochrome O ubiquinol oxidase, subunit Il CYOC I.C.3 -0.906 -1.12 -0.763
XF1840 conserved hypothetical protein zm10orf9 VIILA -1.03 -1.12 -1.37
XF2218 histidinol-phosphate aminotransferase HISC ILA.5 -1.55 -0.827  -0.837
XF2221  conserved hypothetical protein yecD VIILA -1.88 -0.399  -0.399
XF2625  heat shock protein HTPX VIL.G -0.813 -0.584 -0.646
XF2728 xth'ylr::gm“o”'m"difica“o” system DNA HP0850 A5 1.05 0395 -0.667
XFa0050 conserved hypothetical protein orfB VIILA -0.686 0.0614 -0.118
XFa0051 hypothetical protein VIII.B -1.03 -0.562  -0.683
XF0067  hypothetical protein VIII.B -0.334 -1.58 -0.552
XF0082 chaperone protein precursor ECPD IV.AA1 -0.0527  -0.861  -0.553
XF0088  GTP-binding protein HFLX IX -0.317 -1.96  -0.754
XF0116  succinyl-diaminopimelate desuccinylase dapE 1.A.2 -0.0772  -0.964 -0.725
XF0254  electron transfer flavoprotein beta subunit ETFB I.C.3 0.0332 -0.987 -0.224
XF0282  hypothetical protein VIII.B -0.351 -1.34 -0.131
XF0396  hypothetical protein VIII.B -0.214 -0.833 -0.319
XF0417  hypothetical protein VIII.B -0.187 -1.86 -0.723
XF0430 DNA primase DNAG I.AA -0.325 -1.3 -0.417
XF0457  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPA 1.C.4 -0.183 -0.954 0.0279
XF0592  conserved hypothetical protein VIILA -0.213 -1.38 -0.312
XF0611  dTDP-glucose 4-6-dehydratase rfoB IV.C -0.523 -2.15 -0.806
XF0733  phage-related tail protein gpD VLA -0.144 -1.38 -0.214
XF0801  cell division protein FTSA V.B -0.232 -1.49 -0.37
XF0802 cell division protein FTSZ V.B -0.195 -0.868 -0.474
XF0857  L-isoaspartate O-methyltransferase PCM I1.C.1 0.13 -1.23 -0.957
XF0937  hypothetical protein VIII.B -0.301 -1.43 -0.977
XF0938  conserved hypothetical protein None VIILA -0.142 -1.71 -0.595
XF1002  N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate reductase AF2071 ILAA -0.167 -1.31 -0.638
XF1033  hypothetical protein VII.B -0.207 -1.06  -0.389
XF1162 508 ribosomal protein L14 RPLN I.B.2 -0.0859 -0.788 -0.591
XF1163 508 ribosomal protein L24 RPLX I.B.2 -0.214 -0.881 -0.626
XF1166  30S ribosomal protein S8 RPSH I1.B.2 -0.212 -0.757  -0.593
XF1248  hypothetical protein VIII.B 0.0928 -1.07 -0.488
XF1297  gluconolactonase precursor SCF11.04 11.C -0.261 -1.4 -0.813
XF1357  8-amino-7-oxononanoate synthase BIOF I1.D.1 0.257 -1.31 -0.532
XF1424  chitinase chi VIIL.H -0.498 -1.02  -0.362
XF1475  ABC transporter ATP-binding protein YNHD V.A7 -0.605 -1.43 -0.912
XF1495  conserved hypothetical protein VIILA -0.289 -0.927 0.235
XF1532  oxidative stress transcriptional regulator oxyR VII.C -0.446 -1.09 -0.764
XF1606  UDP-glucose dehydrogenase ugd I.B.11 0.0689 -1.05 -0.718
XF1639  beta-ketoacyl-[ACP] synthase Il FABF I.LE -0.148 -1.04 -0.501
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XF1762
XF1765
XF1818
XF1819
XF1821
XF1888
XF1902
XF1959
XF1996
XF2022
XF2048
XF2112
XF2171
XF2206
XF2209
XF2243
XF2249
XF2268
XF2533
XF2585
XF2693
XF2732
XFa0008
XFa0010
XFa0013
XFa0039
XF0005
XF0033
XF0147

XF0203
XF0243
XF0259

XF0373
XF0412
XF0455
XF0470
XF0614
XF0675
XF0901
XF0944
XF1029
XF1046
XF1061
XF1062
XF1078
XF1109
XF1197
XF1226
XF1269
XF1316
XF1319
XF1381
XF1427
XF1462

conserved hypothetical protein

drug:proton antiporter

2-isopropylmalate synthase

threonine dehydratase catabolic
acetolactate synthase isozyme I, large subunit
thiamine biosynthesis protein

holliday junction binding protein, DNA helicase
glycyl-tRNA synthetase beta chain
transcriptional regulator (PbsX family)
exodeoxyribonuclease |

conjugal transfer protein

conserved hypothetical protein

inorganic pyrophosphatase
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
conserved hypothetical protein

GTP binding protein
deoxyxylulose-5-phosphate synthase
glycerol kinase

hypothetical protein

protein-L-isoaspartate O-methyltransferase
hypothetical protein

hypothetical protein

conjugal transfer protein

hypothetical protein

conjugal transfer protein

conjugal transfer protein

DNA gyrase subunit B

PilE protein

arginyl-tRNA synthetase

acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl
transferase subunit alpha

acriflavin resistance protein

phosphomannose isomerase-GDP-mannose
pyrophosphorylase

fimbrial assembly protein

nitrate ABC transporter ATP-binding protein
adenylosuccinate synthetase

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

conserved hypothetical protein

polar amino acid transporter

ABC transporter ATP-binding protein
glutaryl-7-ACA acylase precursor

outer membrane antigen
2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconate aldolase
6-phosphogluconate dehydratase

DNA uptake protein

hypothetical protein

ribonucleoside-diphosphate reductase beta chain

hypothetical protein

lipoic acid synthetase

ATP:GTP 3'-pyrophosphotranferase
hypothetical protein

DNA helicase

succinylornithine aminotransferase
glucose/galactose transporter

SC3D9.16¢
MMR
LEUA
TDCB
ILVG
THIC
RUVB
GLYS
c2
SBCB
trbd

PPA
SERA
AQ_1979
LEPA
DXS
GLPK

PCM

traC

traO
trbJ
GYRB
pilE
ARGS
ACCA
yerP
XANB

PILQ
NRTD
PURA
YJCC

HI0457
YBEX
YJJK

gaa
oma
EDA
EDD
COMA

NRDB

LIPA
RELA

SC10A7.06c

ARGM
GLUP

VIILA
VIL.C
ILA.2
LA.2
ILA.2
I1.D.8
I.A.4
I1.B.4
I.D
I.A.4
VI.B
VIILA
1.B.10
ILA3
VIILA
IX
1.B.10
1.B.10
VIIL.B
.C.1
Viil.B
Viil.B
VI.B
Viil.B
VI.B
VI.B
LA
IV.A.2
I1.B.4

ILE
VIL.C
1.B.11

IV.D
V.A2
11.B.1
VIILA
Viil.B
VIILA
V.A4
V.A7
VIL.C
IV.A.2

1.B.2
1.B.2

IX
Viil.B
I.B.3
VIIL.B
I1.D.3

I.D
VIIL.B
I.A.3
ILAA
V.A3

-0.443
-0.187
0.558
1.09
1.18
-0.325
-0.427
-0.374
-0.0339
0.143
-0.184
-0.391
-0.478
0.111
0.346
-0.674
-0.255
0.177
-0.177
0.383
-0.214
-0.311
-0.14
-0.447
-0.524
-0.109
0.0255
-0.229
0.22

-0.335
0.0273
0.487

0.209
0.623
0.758
3.51
-0.339
1.72
-0.0411
0.237
0.0529
0.444
0.348
0.422
1.71
1.75
-0.305
0.0691
0.0606
1.56
-0.169
-0.0878
0.566
1.2

-1.19
-1.12
-1.32
-1.09
-1.29
-1.18
-1.05
-1.19
-1.21
-1.52
-1.15
-1.19
-0.915
-1.31
-0.83
-1.86
-1.48
-1.67
-0.956
-1.26
-1.09
-1.25
-0.915
-1.32
-1.3
-1.18

-1.55
-0.71

-1.39
0.147
-0.766

-0.447
0.133
0.233
2.33
-0.795
1.66
-0.373
-0.08
-0.932
0.385
-0.657
-0.835
1.73
2.06
-0.733
-0.717
-0.381
1.77
-0.719
-0.61
0.401
1.42

-0.948
-0.262
-0.316
-0.624
-0.518
-0.378
0.313
-0.244
0.219
-0.598
0.0581
-0.188
-0.279
-0.763
-0.0535
-0.881
0.15
-0.199
-0.065
-0.334
-0.217
0.136
-0.4
-0.176
-0.769
0.277
-1.84
-1.22
-1.05

-1.01
-0.99
-1.32

-1.31
-1.17
-0.889
-1.54
-1.1
-1.13
-1.44
-1.03
-1.22
-1.0
-1.39
-2.35
-1.58
-1.5
-1.07
-0.766
-1.05
-1.14
-0.881
-1.56
-1.32
-1.16
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XF1474
XF1504
XF1601

XF1726

XF1744
XF1747
XF1769
XF1944
XF1970
XF2094
XF2211
XF2301
XF2343
XF2414
XF2430
XF2448
XF2506
XF2551
XF2607
XF2616
XF2233

XF0049

XF0081
XF0167
XF0184
XF0229
XF0253
XF0274
XF0280
XF0286
XF0292
XF0381
XF0395
XF0445
XF0550
XF0576
XF0609
XF0610
XF0654
XF0669
XF0781
XF0816
XF0826
XF0978
XF0999
XF1001
XF1067
XF1073
XF1143
XF1145
XF1164
XF1165
XF1196
XF1217

ABC transporter membrane protein
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
2,5-dichloro-2,5-cyclohexadiene-1,4-diol
dehydrogenase

oxidoreductase

conserved hypothetical protein
hypothetical protein
peptidyl-dipeptidase

3-oxoacyl-[ACP] synthase llI
multidrug-efflux transporter
enolase-phosphatase

polysaccharide export protein
recombination protein N

hypothetical protein
inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
ABC transporter sugar-binding protein
hypothetical protein

conserved hypothetical protein
ribonuclease E

hypothetical protein

Dnad protein

biotin carboxylase subunit of acetyl CoA
carboxylase

outer membrane usher protein precursor
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase
electron transfer flavoprotein alpha subunit
6-phosphofructokinase

leucine aminopeptidase

cell division inhibitor

aconitate hydratase 2

ATP-dependent Clp protease subunit
bacterioferritin

prolyl-tRNA synthetase

conserved hypothetical protein
metallopeptidase

GDP-mannose 4,6 dehydratase
UDP-glucose 4-epimerase

conserved hypothetical protein

pyruvate dehydrogenase

lipase/esterase

zinc protease

fructose-bisphosphate aldolase

heat shock protein G

argininosuccinate synthase
acetylglutamate kinase

sugar ABC transporter ATP-binding protein
succinate dehydrogenase iron-sulfur protein
ATP synthase, beta chain

ATP synthase, alpha chain

50S ribosomal protein L5

30S ribosomal protein S14
ribonucleoside-diphosphate reductase alpha chain
hypothetical protein

YNHC
YICC

LINC

None
p23

DCP
RP772
ACRF
masA

MRP
RECN

GUAB
malE

At2g47390
RNE

DNAJ
ACCC

FIMD
RP407
DR2142
PANB
ETFA
PFKA
pepA
sulA
ACNB
CLPB
BFR
PROS

Rv0198c
GMD
GALE

ACEE
estA
SC9B10.04
None
HTPG
ARGG
argB
DR2153
SDHB
ATPD
ATPA
RPLE
RPSN
NRDA

V.A7
VIILA
VIIL.B

VII.C

IX
VIILA
VIIL.B
1.C.3

ILE
VII.C
ILA.2
V.A7
I.A.3
VIIL.B
11.B.1
V.A3
Viil.B
VIILA
11.B.3
VIIL.B
lN.c.2

ILE

IV.D
VIILA
VIILA
I.D.5
I.C.3
1.C.4
1.C.3
V.B
I.C.7
I1.C.3
V.A4
I1.B.4
VIILA
.C.1
1.B.11
LA2
VIILA
1.C.6
LA2
l1.C.3
I.C.4
I.c.2
ILAA
ILAA
V.A3
.C.7
I.C.8
I.C.8
l.B.2
I.B.2
I.B.3
Viil.B

0.00574
0.119
-0.126

-0.0133

0.265
0.228
1.33
0.0875
-0.219
0.113
-0.161
-0.179
0.49
2.8
0.274
0.701
2.22
0.924
-0.63
0.265
-1.26

-0.208

-0.333
-0.0834
-0.0724

-0.303

-0.175
-0.0146

-0.262

-0.456

-0.55
-0.48

-0.626

-0.143

-0.276

0.192

-0.296

-0.692

0.017

-0.637

-0.103

-0.108

0.121

-0.548

-0.419

-0.348
0.0256

-0.458

-0.484

-0.478

-0.225

-0.35

-0.473

-0.347

-0.522
0.138
-0.797

-0.724

0.329
0.68
-1.18
0.168
0.171

0.0569
-2.11

-0.265
2.38
-0.313
1.13
2.31
0.566
-0.457
0.129
-1.85

-1.22

-1.2
-0.964
-1.81
-0.865
-1.27
-1.79
-1.33
-1.39
-1.7
-1.21
-1.52
-1.39
-2.21
-0.975
-0.995
-1.62
-1.71
-1.77
-1.87
-2.67
-1.5
-0.93
-0.991
-1.32
-1.38
-1.19
-1.63
-1.33
-1.14
-1.02
-1.39
-2.43
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-0.905
-1.01
-0.893

-0.689

-1.35
-1.08
-2.08
-1.15
-0.959
-1.23
-1.35
-2.47
-1.38
-1.54
-1.24
-1.75
-1.03
-1.46
-0.819
-0.865
-2.53

-1.03

-1.13
-0.788
-1.2
-0.912
-0.789
-1.46
-0.855
-2.06
-1.58
-0.893
-1.67
-1.11
-1.54
-0.803
-0.965
-1.08
-0.908
-1.79
-1.01
-2.42
-1.21
-1.01
-0.902
-1.3
-1.21
-0.837
-1.61
-0.93
-0.952
-1.01
-1.24
-2.13
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XF1218
XF1219
XF1259
XF1286

XF1298

XF1468
XF1476
XF1477
XF1548
XF1549
XF1550
XF1621
XF1632
XF1633
XF1840
XF1887
XF1975
XF2111
XF2165
XF2174
XF2176
XF2205
XF2207
XF2237
XF2241
XF2244
XF2246
XF2385
XF2418
XF2444
XF2453
XF2544
XF2547
XF2586
XF2699
XF2713
XFa0014
XFa0017
XF0615
XF0616
XF0768
XF1216
XF2234
XF2339
XF2340
XF2341
XF2548

hypothetical protein
hypothetical protein
phosphoenolpyruvate synthase

topoisomerase IV subunit B

electron transfer flavoprotein ubiquinone
oxidoreductase

phosphomannomutase

ABC transporter membrane protein
conserved hypothetical protein
dihydrolipoamide dehydrogenase
dihydrolipoamide S-succinyltransferase
oxoglutarate dehydrogenase
beta-lactamase-like protein

twitching motility protein

twitching motility protein

conserved hypothetical protein
hypothetical protein

bifunctional purine biosynthesis protein
hypothetical protein
transcription-related protein
thioredoxin

leucyl-tRNA synthetase

conserved hypothetical protein
cationic amino acid transporter
conserved hypothetical protein
periplasmic protease

signal peptidase |

ribonuclease Il

acriflavin resistance protein D
isoleucyl-tRNA synthetase
pheromone shutdown protein
conserved hypothetical protein

pilus biogenesis protein

succinyl-CoA synthetase, beta subunit
outer membrane export factor
transcription termination factor Rho
conserved hypothetical protein
conjugal transfer protein

hypothetical protein

60kDa chaperonin

10kDa chaperonin

conserved hypothetical protein

colicin V secretion protein

low molecular weight heat shock protein
Dnad protein

DnaK protein

heat shock protein GrpE

succinyl-CoA synthetase, alpha subunit

PPSA
PARE

ETF-QO

MRSA
SLR0074
DR2094
LPD
SUCB
ODHA
pbp
pilU
PILT
zm10orf9

PURH

TEX
YBBN
LEUS

AlP2

SC1C3.02

mucD
LEPB
RNC
YEGN
ILES
traB
YCIL
PILB
SuUCC
TOLC
RHO
r4
traF

MOPA
GROES

CVAA
HSPA
DNAJ
DNAK
GRPE
SUCD

VIIL.B
VIIL.B
1.B.3
LA

I.C.3

I.B.11
V.A7
VIILA
I.C.7
I.C.7
I.C.7
VIL.C
IV.D
IV.D
VIILA
Viil.B
I1.B.1
Viil.B
I.D
11.D.10
11.B.4
VIILA
V.AA
VIILA
1.C.3
.C.1
I1.B.6
VIL.C
11.B.4
VI.B
VIILA
IV.D
I.C.7
VII.C
I1.B.5
VIILA
VI.B
VIIL.B
lN.c.2
I.c.2
VIILA
VII.C
VIL.G
lN.c.2
lN.c.2
lN.c.2
.C.7

-0.385
-0.657
0.00465
-0.018

0.0012

0.0835
-0.381
-0.451
-0.256
-0.606
-0.533
-0.0666
-0.18
-0.172
-1.03
-0.352
-0.262
-0.168
-0.393
-0.604
-0.196
0.0884
0.178
-0.21
-0.631
-0.725
-0.321
-0.669
-0.279
-0.539
-0.155
-0.523
-0.465
0.149
-0.482
-0.35
-0.461
-0.448
-0.73
-0.848
-1.36
-0.905
-1.02
-0.783
-1.34
-1.19
-0.762

-2.51
-2.69
-0.963
-0.947

-0.925

-0.918
-1.04
-1.56
-1.38

-2.7
-1.82
-1.17
-1.46
-1.18
-1.12
-1.12
-1.25

-0.933
-1.81
-1.72

-1.7

-0.937

-1.26
-1.2
-2.01
-2.15
-1.58
-1.42
-1.71
-1.32
-1.27
-1.66
-2.07
-2.08
-1.86
-2.25

-0.964

-0.855
-3.07
-3.19
-1.11
-1.53
-2.18
-1.23
-2.89
-3.32
-2.26
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-2.01
-2.76
-1.04
-1.45

-0.919

-1.12
-1.33
-0.922
-0.968
-1.74
-1.72
-1.07
-0.747
-0.849
-1.37
-1.17
-1.25
-0.809
-1.76
-1.61
-1.46
-0.897
-0.841
-0.729
-1.83
-1.04
-0.902
-1.31
-1.22
-1.25
-0.841
-1.22
-1.62
-1.12
-1.2
-2.02
-1.09
-0.869
-3.26
-2.74
-1.19
-1.13
-2.15
-1.6
-2.83
-3.74
-2.13
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