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RESUMO

Francischini, M.C.P. Caracterizacdo dos fatores sigma da RNA polimerase do
fitopatogenos Xanthomonas axonopodis pv. citri. 2010. 177p. Tese (Doutorado) Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias (Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o

Paulo, Sdo Paulo.

A citricultura é de grande importancia para as atividades agricolas brasileiras, uma vez que o
Brasil é o principal produtor e exportador de suco de laranja. O cancro citrico, causado pela
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é um grave problema nesse setor, causando
um elevado prejuizo na producéo de frutos e seus derivados. O fator sigma é a subunidade da
RNA polimerase que tem a funcdo de direcionar o nucleo da RNA polimerase a uma classe
especifica de sequéncias promotoras. Como a maioria das bactérias sintetiza diversos fatores
sigma, essa caracteristica proporciona a bactéria a oportunidade de manutencdo basal da sua
expressao génica, assim como, a regulacdo em resposta a alteracbes ambientais e a sinais
durante o desenvolvimento bacteriano. O genoma de Xac codifica para 14 fatores sigma.
Nesse presente trabalho, detectamos interacdes dos fatores o= (Xac2814. Xac3989,
Xac0922, Xac1319, Xacl380, Xacl682, Xac4129 e Xac2191) e seus fatores anti-c cognatos
(Xac2815. Xac3988, Xac0921, Xacl320, Xacl1379, Xacl681, Xac4130 e Xac2192). Além
disso, observamos interacdes entre o fator 6" (Xac1933) e 0 anti-ogigm (Xac1989), seu fator
anti-c cognato. A caracterizagdo das cepas nocautes para alguns fatores ¢ apontaram o0
envolvimento do fator 6>*xac1960 N0 Mecanismo de formacéo de flagelo, a contribuicdo do fator
GECFXaclesz na resposta ao choque térmico e a participacao do fator GECFXacglgl no crescimento
bacteriano em condigdes de caréncia de ferro.

Palavras-chave: Xanthomonas, fatores sigma, ECF (fator sigma funcéo extracitoplasmatica), TTSS
(Sistema de secregéo do tipo I11)



ABSTRACT

Francischini, M.C.P. Caracterization of RNA polimerase sigma factor of phythopathogen
Xanthomonas axonopodis pv. citri. 2010. 177p. Ph.D. Thesis — Graduate Program in

Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo.

Citriculture is an important sector of the economy of the State of S&o Paulo. Citrus canker,
caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), is a devastating disease responsible for
large agribusiness losses every year. several sigma factors. The sigma factor is the subunit of
RNA polymerase that serves to direct the RNA polymerase core to a specific class of
promoter sequences. Most bacteria code for more than one sigma factor, which provides the
cell with the means by which to maintain basal gene expression while at the same time
modulate the expression of specific genes in response in environmental changes and signals
during bacterial growth. The Xac genome codes for 14 sigma factors which are the objects of
study in this thesis. We demonstrate that many of the sigma factors of the o=" family
(Xac2814, Xac3989, Xac0922, Xacl319, Xac1380, Xacl682, Xac4129 e Xac2191) interact
with cognate anti-o factors (Xac2815, Xac3988, Xac0921, Xac1320, Xac1379, Xacl681,
Xac4130 e Xac2192). These sigma-anti-sigma pairs are all coded by neighboring genes.
Interactions between the sigma factor ¢ (Xac1933) and anti-origv (Xac1989) were also
observed. Xac strains with gene knockouts for several sigma factors were produced. The
characterization some these knockout strains point to the involvement of 6 *xacig69 in the
biosynthesis of flagella, participation of 6" Fac1682 iN the ability to survive heat shock and

involvement of 6= xac2101 iN the response to iron deficiency.

Keywords: Xanthomonas, sigma factors, ECF (Extracytoplasmic function), TTSS (Type 1l secretion
system).
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1. Introducéo
A citricultura € de grande importancia para as atividades agricolas brasileiras, uma vez

que o Brasil € o principal produtor e exportador de suco de laranja, produzindo cerca de 30%
da produgdo mundial de laranjas-doces (Citrus ssp) e 59% da producdo global de suco
concentrado congelado de laranja (Estanislau et.al., 2001). O sistema agroindustrial citricola
nacional movimenta cerca de R$9 bilhdes anuais, gerando em torno de 400 mil empregos de
forma direta e indireta (Neves et al., 2004).

Com o avango da tecnologia no campo no final do século XIX, as plantas citricas
passaram a ser multiplicadas por enxertia no Brasil, 0 que trouxe grandes vantagens em
termos de precocidade e uniformidades dos pomares. Por outro lado, essa metodologia
diminuiu a variabilidade, tornando a cultura de citros um alvo constante as inimeras pragas e
doencas, como por exemplo, as doencas do cancro citrico, clorose variegada dos Citrus

(CVO), o “greening”, a tristeza ¢ a morte subita dos citrus.

1.1 O cancro citrico e o fitopatégeno Xanthomonas axonopodis pv. citri

No ano de 1957, o cancro citrico foi constatado pela primeira vez no Brasil, mais
especificamente no municipio de Presidente Prudente (SP) (Rossetti, 1977). A doenca foi
posteriormente verificada nos Estados do Parana (1958), Mato Grosso (1959), Rio Grande do
Sul (1980), Santa Catarina (1985), Minas Gerais (1998) e mais recentemente no estado de
Roraima (2002) (Nascimento et. al., 2003).

Em Séo Paulo, conseguiu-se evitar até 1979 que a moléstia se alastrasse para a zona
citricola de exportacdo, utilizando-se de diversas medidas de controle. Em 2005, o cancro
citrico foi identificado em 170.165 plantas do Estado, sendo 7,5% em pomares comerciais. Os
sitios e chacaras foram responsaveis por 72% das ocorréncias, enquanto que 20,5% foram

encontrados em residéncias urbanas (Boletim Fundecitrus, 2005).
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1.1.1 Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac)

O género Xanthomonas é formado por bactérias Gram-negativas, pertencentes ao
grupo Gamma das Proteobactérias. Possui morfologia de bastonete reto, medindo entre 0,2 e
0,6 um de diametro ¢ 0,8 a 2,9 um de comprimento (Swings & Civerolo, 1993; Moreira et al.,
2005), respiracao aerobica e motilidade através de um flagelo polar (monotriquia) (Figura 1).
A colbnia possui um aspecto mucoéide de cor amarela, devido a producdo do pigmento

xanthomonadina e a producéo de exopolissacarideos (Goto & Hyodo, 1985).

Figura 1: Microscopia eletrénica de transmissdo mostrando o flagelo polar e a morfologia de bastonete reto de
Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac). Cortesia do Prof. Dr.E.W.Kitajima, NAP/MEPA-ESALQ/USP.

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é o agente causador do cancro
citrico. O fitopatdgeno penetra no hospedeiro através de aberturas naturais como estdmatos,
hidatédios e lenticelas ou por ferimentos causados por espinhos, materiais de colheita,
maquinas e também pela larva minadora dos citros (LMC) (Gottwald & Graham, 2000). Ao
atingir o espago mesofilico do hospedeiro, ocorre a multiplicacdo da bactéria nos espagos
intercelulares e a producdo de exopolissacaridios (EPS), principalmente a goma xantana.
Consequientemente, ha uma diminuicdo dos espacos intercelulares e um acumulo de goma
xantana, resultando em um aspecto de encharcamento (“water-soaking’) no tecido infectado.
O primeiro sintoma visivel é a hiperplasia, formada por pequenas manchas amarelas salientes

em ambos os lados das folhas, que tornam-se escuras a medida em que 0s sintomas
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progridem. A progressao da doenca leva a uma queda da producdo de clorofila, caroteno e
xantofila na regido de encharcamento, formando um halo clorético (Figura 2A)
(Padmanabham et al., 1973). Quando a doenca atinge um estagio avancado, as lesdes nas
folhas ficam corticosas (Figura 2B).

Nos frutos, a doenca se manifesta com o surgimento de pequenas manchas amarelas
com um ponto marrom no centro, podendo ocupar grande parte da casca. As manchas sdo
salientes, com aspecto verrugoso e de cor marrom, sendo que em estagios mais avangados
podem romper a casca (Figura 2C). Nos ramos, as lesfes sdo salientes e de cor parda (Figura
2D). A desfolhacdo e a absi¢cdo prematura dos frutos ocorrem em plantas altamente infectadas

(GOTO et al., 1979), provocando danos irreversiveis que comprometem a produtividade.

Figura 2: Doenga do cancro citrico causada por Xanthomonas axonopodis pv. citri. (A) Folhas com lesdes
circundadas por um halo clorético. (B) Escurecimento da lesdo com aspecto corticoso. (C) LesGes agluninadas

no fruto que podem romper a casca. (D) Lesdes salentes e de cor parda presente nos ramos. Fonte: http:// www.

fundecitrus.com.br/doencas/cancro.html.

A forma de disseminacdo da bactéria é rapida e ndo depende de um vetor especifico.
Um dos maiores agentes disseminadores é o proprio homem, através da circulacdo
indiscriminada de pessoas pelos pomares, materiais de colheitas, veiculos, mudas e outros
materiais contaminados. Outra forma de disseminacdo pode ser o vento e a chuva,
caracterizando uma disseminacdo de curta distancia, além da larva minadora de citros,
Phyllocnistis citrella, que ao formar galerias nas folhas, facilita a penetracdo e o
desenvolvimento da bactéria na planta.

Os riscos para 0 agronegocio decorrente da presenga do cancro citrico sdo

preocupantes e como ndo existe um controle quimico eficaz para a doenca, a melhor medida
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para eliminar o cancro citrico é a erradicacdo das plantas contaminadas. O cancro citrico é
uma doenca que possui caracteristicas fundamentais que torna a forma de erradicagéo viavel e
altamente desejavel: 1) incapacidade de sobreviver fora da lesdo por periodos prolongados; 2)
ndo possuir um vetor de disseminacao especifico; 3) os sintomas sao facilmente identificaveis,
0 que permite o diagndstico relativamente rapido; 4) o hospedeiro se restringe a um intervalo

perene de arvores frutiferas (GRAHAM et al., 2004).

1.2 Sistema imune das plantas

As plantas, diferentemente dos mamiferos, ndo possuem células somaticas
especializadas de um sistema imune adaptativo. No entanto, possuem um sistema de
imunidade inato de cada célula, que permite reconhecer e responder ao patdgeno de forma
autbnoma. Além disso, uma sinalizacdo sistematica pode ser desencadeada em resposta a
estimulos microbianos que preparam o tecido nativo para o atague iminente.

Os padrbes moleculares associados aos microbios ou patégenos (M/PAMPSs) sdo
reconhecidos através dos receptores PRRs (“pattern recognition receptors”) localizados na
superficie da célula da planta, responsaveis por desencadear a resposta imune primaria
(Agrios, 2005; Vivier & Malissen, 2005). A resposta priméaria induz mudancas na célula
vegetal, como o depdsito de calose e 0 acimulo de proteinas de defesa, como por exemplo
quitinases, glucanases e proteases, que afetam a colonizacéo do patégeno (Van Loon, 2006).

O segundo mecanismo de defesa desenvolvido pelas plantas esta relacionado com 0s
fatores de viruléncia. Muitos patdégenos desenvolveram mecanismos sofisticados que
reprimem o reconhecimento dos M/PAMPS (Martinon & Tschopp, 2005). Muitos patdgenos
bacterianos possuem um sistema de secre¢do do tipo Il (TTSS), importante para injetar
fatores de viruléncia no interior da célula hospedeira, onde atuam para reprimir a resposta de

defesa primaria. Como as plantas ndo possuem um sistema imume adaptativo para eliminar o
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patogéno do sistema vascular ou dos espacgos intercelulares, elas desenvolveram um
mecanismo de defesa que reconhecem os fatores de viruléncia (efetores) através das proteinas
NB-LRR, que possuem dominio de ligagdo a nucleotideos (NB “nucleotide binding”) e
repeticdes ricas em leucina (LRR “leucine rich repeat’). O mecanismo de defesa mediado
por proteinas NB-LRR é eficaz contra patdgenos que sobrevivem em tecidos vivos
(biotréficos), mas ndo tem efeito em patégenos que matam o tecido do hospedeiro durante a
colonizacao (necrotroficos) (Glazebrook, 2005).

O processo de evolucgdo da interacdo entre os patdgenos e o sistema imune da planta
pode ser representado como uma série de adaptacGes do hospedeiro e do patdgeno que tem
caracteristicas de uma corrida armamentista (Figura 3) (Jones & Dangl, 2006). Na primeira
fase, os M/PAMPs sao reconhecidos pelos receptores PRRs (“pattern recognition receptors”),
desencadeando a resposta imune mediada por PAMPs (PTI “PAMP-triggered immunity”),
que impede a colonizacdo do patdgeno. Na segunda fase, os patdgenos conseguem introduzir
efetores no interior da célula, contribuindo para a viruléncia e interferindo na PTI, resultando
assim em proteinas efetoras suscetiveis (ETS “effector-triggered susceptibility”’). Na terceira
fase, um efetor é reconhecido especificamente por uma proteina NB-LRR, resultando na
resposta imune desencadeada por efetores ETI (“effector-triggered immunity”’). Os efetores
ETI amplificam e aceleram a resposta PTI, ocasionando a resisténcia a doencas e, geralmente,
desencadeando uma morte celular no local da infec¢do, chamada de resposta de
hipersensibilidade (HR). Na quarta fase, a selecdo natural dos patdgenos evita a ETI e prioriza
sua sobrevivéncia no hospedeiro, desencadeando a aquisicdo de efetores adicionais que
conseguem suprimir a ETI. Uma nova selegéo natural desses efetores adicionais permite um

novo desenvolvimento da ETI (Figura 3) (Jones & Dangl, 2006).
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Figura 3. Modelo “ziguezague” ilustrando as etapas de desenvolvimento do sistema imunoldgico da planta
durante infeccdo. Neste esquema, a amplitude final da resisténcia da doenga ou suscetibilidade é proporcional a
[PTI-ETS+ETI]. Na primeira fase, as plantas detectam a populacdo microbiana (PAMPs, diamantes vermelhos),
desencadeando uma resposta de imunidade (PTI). Na segunda fase, patdgenos entregam com sucesso efetores
que interferem com a PTI, desencadeando a susceptibilidade por efetores (ETS). Na terceira fase, um efetor
(indicado na figura em vermelho, Avr) é reconhecido pelas proteinas NB-LRR, ativando a imunidade
desencadeada por efetores (ETI), uma versdo ampliada de PTI que muitas vezes induz a resposta de
hipersensibilidade (HR). Na quarta fase, novos efetores surgem através do fluxo horizontal de genes (em azul),
ajudando os patdgenos a suprimir a ETI. A selecdo por parte das plantas de novos alelos de proteinas NB-LRR,
gue podem reconhecer um dos efetores recém adquiridos, dispara novamente a ETI. Fonte: Jones e Dangl, 2006.

1.3 Processo de transcri¢éo em procariotos e o papel especial dos fatores sigma

Em procariotos, ao contrario do que ocorre em organismos eucariontes, uma unica
RNA polimerase é responsavel pela sintese de mMRNAs, rRNAs e tRNAs. A RNA polimerase
¢ uma das maiores proteinas bacterianas, sendo formada por duas subunidades o, uma
subunidade B, uma subunidade B' e uma subunidade o, também chamada fator sigma. As
subunidades alfa, beta e beta' sdo produtos dos genes rpoA, rpoB, rpoC, respectivamente, e
formam o ndcleo da RNA polimerase, também chamada de apoenzima (Archambault &

Friesen, 1993; Cramer et al., 2001). Esse por sua vez tem a capacidade de sintetizar RNA a
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partir de um molde de DNA, mas € incapaz de iniciar a transcricdo nos sitios apropriados,
pois ndo é capaz de distinguir entre promotores e outras sequéncias de DNA.

A RNA polimerase completa, conhecida como holoenzima, inclui o fator sigma,
responsavel pelo reconhecimento do DNA com alta afinidade nas regides promotoras dos
genes a serem transcritos, formando um complexo binario fechado e estavel
(holoenzima/DNA) (Gross et al., 1998). Bactérias utilizam um fator ¢'° para a transcricdo da
maioria dos genes, mas também possuem fatores ¢ alternativos para expressdo de genes
especificos em condi¢des especiais.

Na maioria dos casos estudados, as taxas com que 0S genes Sdo transcritos variam
diretamente com a taxa com que seus promotores formam complexos de iniciacdo estaveis
com a holoenzima RNA polimerase. Uma analise das sequéncias de 300 promotores de E.
coli reconhecidos pelo fator 6”°, identificou duas regides consenso importantes nas posicoes -
10 (TATAAT) e -35 (TTGACA) do inicio da transcri¢do, separados por 15-19 nucleotideos,
como sendo as regides de reconhecimento dos fatores sigma (Hawley & McClure, 1983;
Harley & Reymolds, 1987).

Apbds a formacdo do complexo fechado, a holoenzima promove a abertura local da
dupla hélice (bolha), através do rompimento das pontes de hidrogénio e a exposi¢do de cerca
de 17 pares de bases do promotor. Na regido consenso -10 predominam nucleotideos de
adenina e timina, o que facilita a formacdo do complexo aberto com a RNA polimerase
articulada corretamente a fita que sera utilizada como molde. Apos a formacdo da ligacdo
fosfodiéster entre dois ribonucleotideos trifosfatos complementares as bases expostas na fita
molde, a enzima move-se e dissocia-se da regido promotora, abrindo a dupla hélice mais a
frente e expondo novos nucleotideos. Este movimento é acompanhado pela liberagéo do fator
c através de uma mudanga conformacional no nucleo enzimatico da RNA polimerase,

tornando-a apta a promover o elongamento da cadeia. A dissociagdo do fator ¢ ¢ fundamental
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para que ocorra processo de elongamento da cadeia, caso contrario, a enzima permaneceria
fortemente ligada ao promotor e ndo poderia deslocar-se sobre 0 DNA (Travers et al., 1973;
Chamberlim, 1974).

O inicio da transcricdo é o passo mais importante para a regulacdo da expressdo génica
em bactéria. A transcricdo pode ser regulada por fatores transcricionais ativadores ou
repressores, que se ligam na regido promotora, pelo proprio promotor, através de variacdes da
sequéncia consenso, por pequenos ligantes e também pela estrutura do cromossomo
(Browning & Busby, 2004). Um exemplo de um pequeno ligante que afeta a iniciacdo da
transcricdo é o guanosina tetrafosfato (ppGpp), que é rapidamente sintetizada em resposta a
estresse nutricional. O ppGpp se liga a RNA polimerase nos sitios que incluem o N-terminal
da subunidade B" e o C-terminal da subunidade p (Toulokhonov et al., 2001). O mecanismo
de inibicdo ndo é totalmente conhecido, porém sabe-se que o ppGpp pode desestabilizar o
complexo aberto (Baker et al., 2001), pode competir com a ligagdo de NTPs ou pode mudar a
afinidade da apoenzima para fatores sigma diferentes (Jores & Wagner, 2003). Outra forma de
regulagdo génica ocorre através da inibi¢do do fator ¢ por um fator anti-c cognato que impede
que o fator ¢ reconhega o nticleo da RNA polimerase, resultando na inibigd0 de um conjunto

de promotores.

1.4 Classificacdo dos fatores sigma

A maioria das espécies bacterianas sintetiza um fator sigma principal (6"°) e outros
fatores sigma alternativos, os quais reconhecem diferentes seqiiéncias consenso do DNA em
familias de promotores especificos. Esses fatores tornam-se ativos ou tem sua concentra¢éo na
célula aumentada em resposta a variagdes ambientais, competindo com o fator ¢ principal
pelo ntcleo da RNA polimerase (Gruber & Gross, 2003). Logo, cada fator ¢ pode direcionar a

RNA polimerase a uma classe especifica de sequéncias promotoras, proporcionando a
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bactéria a oportunidade de manutencdo basal da sua expressdo génica, assim como sua
regulacao em resposta a alteracdes ambientais e a sinais durante o desenvolvimento. Baseados
na similaridade entre as suas seqiiéncias primarias, os fatores ¢ podem ser agrupados em duas

familias: os fatores 6'° e os fatores 6°* (Wosten, 1998).

1.4.1 Familia do fator ¢’

A familia do fator ¢’ foi subdividida em grupos de acordo com as caracteristicas
filogenéticas (Lonetto et al., 1992; Wosten, 1998). O grupo 1 é formado pelos fatores sigma
primarios, presentes em todas as bactérias. Eles sdo responsaveis pela transcricdo da maioria
dos genes que séo essenciais para a sobrevivéncia celular. O fator ¢ primario em E.coli é
codificado pelo gene rpoD, conhecido como fator ¢’°, enquanto que em bactérias Gram-
positivas, este fator sigma é conhecido como ¢ (Wosten, 1998). O grupo 2 compreende 0s
fatores sigma da familia 6’° com seqiiéncias similares aos fatores do grupo 1, mas que n&o
sd0 essenciais para o crescimento da célula, como por exemplo, os fatores ¢° de E.coli e ¢®
de B.subtilis, responsaveis pela resposta ao estresse. O grupo 3 compreende fatores sigma
alternativos, que diferem significativamente na seqiiéncia de aminoacidos em relacdo aos
fatores sigma primarios. Este grupo inclui também os fatores sigma que controlam a
expressao de genes responsaveis pela biossintese de flagelo, pela resposta ao choque térmico
e pela esporulacdo. Os membros do grupo 4, chamado de ECFs (fatores sigma de funcbes
extracitoplasmaticas) possuem baixa similaridade de sequéncia em relacdo aos demais grupos
da familia 6" e estdo envolvidos na resposta a sinais extracitoplasmaticos.

Através de uma andlise comparativa das sequencias das proteinas da familia c'% em
diferentes bactérias foi possivel identificar quatro regides conservadas (Helmann &
Charberlin, 1998), que por sua vez foram subdivididas em subregifes (Figura 4) (Lonetto et

al., 1992) A subregido 1.1 é bastante variavel e estd presente apenas nos fatores sigma
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primarios, atuando como um dominio inibitorio que impede a ligacdo do fator o livre ao
promotor reconhecido por ele, além de modular a ligacdo ao DNA e regular a formacéo do
complexo aberto, podendo assim induzir ou inibir um processo importante para o inicio da
transcricdo (Wilson & Dombroski, 1997; Vuthoori et al., 2001). A presenca dessa regido
somente nos fatores sigma primarios provavelmente é devido a necessidade de uma regulacao
mais rigida, uma vez que esses fatores estdo em concentracdes mais elevadas no citoplasma
em relacdo aos demais fatores sigma e assim podem competir melhor para a apoenzima. Os
fatores sigma primarios reconhecem um maior numero de promotores e a subregido 1.1
presente nos mesmos pode proporcionar uma maior flexibilidade no reconhecimento de
promotores distintos (Vuthoori et al, 2001).

A subregido 1.2 auxilia na formagdo do complexo aberto e no deslizamento da RNA
polimerase sobre 0 mesmo (Wilson & Dombroski, 1997) e estd presente em todos fatores
sigma, com excecdo da subfamilia ECF (Wosten, 1998). A regido NCR, localizada entre as
regides 1 e 2, é bastante divergente e esta presente somente nos fatores sigma primarios. A
sua funcdo é desconhecida, embora existam evidéncias de que a NCR tem um papel na
ligacdo com o nucleo da RNA polimerase (Vassylyev et al., 2002)

A regido 2 é a mais conservada e estad presente em todos os fatores sigma, sendo
dividida em 4 subregides (Lonetto et al., 1992). A regido 2.1 possui residuos para a interacdo
com o nucleo da RNA polimerase, a regido 2.3 atua na ligacdo ao DNA e na sua
desnaturacdo, enquanto que a regido 2.4 reconhece a regido -10 do promotor (Aiyar et al.,
1994; Rong & Helmann, 1994).

A regido 3 possui trés subregides e esta presente nos fatores sigma ECFs (Lonetto et
al., 1992). A regido 3.0 reconhece as regides -14 e -15 do promotor e as regides 3.1 e 3.2
estdo envolvidas na ligagdo ao DNA e ao nlcleo da RNA polimerase, respectivamente (Barne

etal., 1997; Bown et al., 1997; Voskuil & Chambliss, 2002)
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A regido 4 estd presente em todos os fatores sigma da familia ¢’° e possui duas
subregides. A subregido 4.1 é responsavel pela interacdo com ativadores transcricionais e a

subregido 4.2 reconhece a regido -35 do promotor (Sharp et al., 1999; Ross et al., 1993).

Figura 4: Arquitetura da sequéncia primaria dos fatores ¢. A regido 1.1, apresentada em branco, ¢ a menos
conservada. As regides altamente conservadas o, e o3 estdo representadas em cores. A regido 4 presente em
todos os fatores ¢ esta representada em bege para a subregido 4.1 ¢ em marrom para a 4.2. A regido NCR

presente somente nos fatores ¢ primarios estd destacada em preto (Murakami & Darst, 2003)

1.4.2 Familia do fator ¢°*

A familia do fator >* ¢ estrutural e funcionalmente distinta da familia do fator ¢°.
Baseado na homologia entre as proteinas ™, trés regides diferentes podem ser destacadas
(Figura 5): A regido I, rica em glutamina, que compreende 0s aminoécidos 1 ao 56; regido Il,
mais variavel e rica em aminoacidos acidos, que compreende os aminoécidos de 60 a 120 e a
regido 111, também chamada de C-terminal, que contém 400 amino&cidos e possui a regido de
ligagdo ao DNA que consiste de dois motivos conservados, um dominio HTH (hélice-volta-

hélice) e um “box rpoN”, ambos envolvidos no reconhecimento de regides promotoras

distintas (Taylor et al, 1996).
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Regiéo | Regiéo Il Regiéo lll
Ligacdo do ativador Ligacdo RNAp Ligacdo ao DNA
Ligagdo RNAp (Fracamente) (Fortemente)
1 56 120 215 329 477
1 320 346 366 386 454 463 477
N = c
X-Link HTH Lt
Box

Figura 5: Arquitetura da estrutura primaria do fator >*. Os dominios e os motivos envolvidos nas interacdes
com o DNA, nucleo da RNA polimerase e a proteina ativadora estdo indicados na figura. Na regido 111 estdo em
destaque os residuos importantes para a interagdo com o DNA: X-link, hélice-volta-hélice (HTH) e boxe RpoN
(Burrows et al., 2003). RNAp: RNA polimerase.

A RNA polimerase associada ao ¢°* reconhece promotores com regides conservadas
nas posicoes -24 (regido GG) e -12 (regido GC), juntamente ao sitio de inicio da transcricdo

(Figura 6) (Burrows et al., 2003).

regiao -24 regiao -12

-1
| | W —
5— CAGACGGICTGGCACGACTII TTGCALGATCAGCCCTGGG — 3
3— CTCTGCCGACCGTIGCTGARAACGTGCTAGTCGCCCCCC —§

Figura 6: Representaco das regides consensos -24 e -12 reconhecida pelo fator > (Burrows et al., 2003).

A iniciagdo da transcricdo da holoenzima da RNA polimerase associada ao c>* difere
da familia do 6’°. Enquanto a RNA polimerase contendo ¢'® pode iniciar a transcricdo na
auséncia de ativadores transcricionais, a transcri¢cdo de todos os promotores dependentes do

54

o" requer a presenca de uma proteina ativadora que se liga a uma regido de

aproximadamente 100 pb ou mais localizada a montante do inicio da transcricdo (Morris et
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al, 1994). Para aproximar a proteina ativadora do complexo RNA polimerase associada ao
fator 6>* é necessaria a curvatura do DNA entre os dois, formando um laco. Ao associar-se a
RNA polimerase contendo o fator 6%, as proteinas ativadoras, pertencentes a familia de
ATPases AAA (ATPases associadas a varias atividades celulares), hidrolizam ATP,
ocasionando mudancas conformacionais que sdo associadas a transicdo entre o complexo
fechado e o complexo aberto (Figura 7), permitindo o inicio da transcri¢do (Buck et al., 2000;

Zhang et al., 2002).

Proteinas ativadoras do o%4 _
0°4 RNA polimerase

s >

Complexo de Proteinas l

DNA Molde

ativadoras do o054

900 ’ Complexo fechado
—0000

+ATP l

Transicéo para o complexo aberto

l

0°4 RNA polimerase

Complexo aberto

20
0049

Figura 7: Esquema de formagio do complexo aberto pela RNA polimerase contendo o fator ¢**. Proteinas da
familia ativadoras do fator >* na forma de dimeros se ligam na regido a montante do inicio transcricio do
promotor reconhecido pela RNA polimerase contendo o fator ¢*, formando um complexo de proteinas
ativadoras. Na presenca de ATP ocorre a interagdo entre esse complexo e o complexo fechado, através da
formacdo de uma alca no DNA. Mudangas conformacionais ocasionam a abertura do complexo (Kustu et al,

1991, modificado).
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A familia de ativadores de fatores 6> é composta por proteinas que compartilham
uma organizacdo estrutural semelhante, contendo geralmente trés dominios: a regido C-
terminal, que contéem o motivo HTH (helice-volta-hélice) de ligacdo ao DNA; a regido

> sendo a regido mais conservada da

central, responsavel pela interagdo com o fator o
proteina e a regido N-terminal, composta por um dominio sensor que varia entre as diferentes
proteinas ativadoras e geralmente regula a atividade ATPasica do dominio central
(Studholme & Dixon, 2003).

As diferencas na arquitetura da regido N-terminal das proteinas ativadoras do fator ¢™*
estdo relacionadas com a forma e 0 mecanismo como elas atuam. As proteinas ativadoras que
possuem um dominio sensor regulador de resposta (CheY-like domain) séo ativadas através
da fosforilacdo de um residuo de aspartato presente na regidao N-terminal por uma histidina
quinase. Outros ativadores possuem um dominio sensor da familia PRD, que pode ser ativado
por fosforilacdo através do sistema de fosfotransferase dependente de fosfoenol-piruvato
(PTS). Ja outros ativadores usam dominios PAS, GAF e V4R como sensores de fatores
ambientais (Studholme & Dixon, 2003).

O fator 6> foi descoberto em estudos sobre a expressdo da glutamina sintetase e a
assimilacdo de nitrogénio em enterobactérias (Hunt & Magasanik, 1995). Estudos realizados
posteriormente confirmaram o papel do ¢>* na assimilagio de nitrogénio e também seu
envolvimento em outras funcles, incluindo resposta a caréncia de fonte de carbono,

processos fermentativos, biossintese de flagelo e na viruléncia (Kustu et al., 1989; Studholme

& Buck, 2000).
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1.5 Fatores sigma de fun¢des extracitoplasmaticas (6=")

As bactérias vivem em um ambiente que sofre constantes mudancas, por isso, a
alteracdo da expressdo de proteinas na superficie celular é essencial para a adaptacdo e a
sobrevivéncia do organismo. As mudancas ambientais incluem osmolaridade, pressao (Chi &
Bartlett, 1995), fatores ambientais que afeta a composicdo da membrana (Missiakas et al.,
1996), luz (Gorham et al., 1996), temperatura (Erickson & Cross, 1989) e concentracdo de
nutrientes e micronutrientes (Missiakas & Raina, 1998).

Uma variedade de mecanismos € utilizada para sinalizar condicgdes
extracitoplasmaticas para o citoplasma. Uma importante classe de mecanismos envolve a

ECF

ativacao de fatores sigma especificos (¢~ ), que por sua vez recrutam a RNA polimerase para

ativar a transcricdo de genes com a finalidade de expressar proteinas apropriadas para uma
determinada resposta. Além disso, foram descritos muitos casos em que fatores ct°'
controlam a expressdo de genes relacionados a viruléncia. Em Mycobacterium tuberculosis, a

C

letalidade em camundongos depende do fator ECF o, enquanto que em Salmonella

typhimirium, a viruléncia depende do fator 5. Em Pseudomonas aeruginosa , o fator c”'%
protege a bactéria de antibioticos, estresse oxidativo e da resposta imune do hospedeiro.
Alguns patégenos expressam genes relacionados a viruléncia em condices de caréncia de
ferro. Em Pseudomonas aeruginosa, o sideréforo (PvdA), que ajuda na captacdo de ferro,
depende do fator sigma PvdS.

Os fatores 6= respondem a sinais do meio extracitoplasmatico por um mecanismo de

ECF 550 co-transcritos com um fator anti-o

transducao de sinal conservado (Figura 8). Varios ¢
cognato, uma proteina de membrana interna. A maioria dos fatores anti-c possui um dominio
N-ternimal citoplasmatico e o dominio C-terminal periplasmatico separados por um segmento

de dominio transmembrana (Hughes & Mathee, 1998). De um modo geral, na auséncia do

sinal extracitoplasmatico, o == se encontra inativado, através da interacdo com um fator
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anti-o cognato. Esses sinais extracitoplasmaticos especificos sdo reconhecidos pelo dominio
. . . . . ~ ECF ECF
C-terminal do anti-o, resultando na sua ativagdo ¢ conseqiiente liberagdo do fatoro . O ©

liberado, em conjunto com o nucleo da RNA polimerase, ativa a transcricdo dos genes

relacionados a resposta ao sinal transmitido (Figura 8) (Raivio & Silhavy, 2001).

_ Inducgéo Fator anti-o

Fator ¢ inativo

Fator ¢ ativo ECFo  RNA
polymerase

!

Transcricao dos genes

Figura 8: Mecanismo de regulagio dos fatores 6=". Na auséncia do sinal, o fator o estd ligado ao fator anti-o
localizado na membrana interna. Na presenca de um sinal extracitoplasmatico o fator anti-c ¢é inativado,
liberando o fator ¢ para interacdo com o ntcleo da RNA polimerase, ativando, portanto, a transcrigdo dos genes

(Raivio & Silhavy, 2001).

Os fatores anti-c podem ser inativados por trés mecanismos diferentes: 1) a eliminag¢do do
fator anti-c por secregdo celular, mecanismo que serd descrito na secgdo 1.6, sobre
biossintese de flagelo; 2) degradacdo por protease, processo descrito na sec¢do 1.5.2, sobre
controle do fator o= através de Deg$S e YaeL; 3) através da interacdo com um fator anti-anti-o
que tem como func&o inibir a atividade do fator anti-o através da interagdo proteina-proteina.

Em alguns sistemas, a afinidade entre fator anti-anti-oc ¢ o anti-c é regulada pela estado de
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fosforilacdo. Estes tipos de mecanismos ocorrem, por exemplo, no controle da esporulacdo e

no controle de resposta a fatores estressantes em B. subtillis (Perego, 1998).

1.5.1 O fator ¢"*' e a captacdo de ferro

O ferro é um cofator de muitas enzimas com atividade redox e a maioria das bactérias
necessita de quantidades micromolares desse elemento para o crescimento normal (Guerinot,
1994). No entanto, a quantidade de ferro livre disponivel é muito baixa no ambiente terrestre e
aquatico, devido & rapida oxidacdo de produtos ferrosos (Fe?*) para fons férricos (Fe**), na
forma de hidroxidos (Ratledge & Dover, 2000). Em eucariotos superiores existem
quantidades substanciais de ferro, no entanto, o metal se encontra fortemente associado a
proteinas de transporte e de armazenamento de ferro, ndo sendo disponivel na forma livre para
as bactérias parasitas. Conseqiientemente, o nivel de ferro livre nos fluidos biolégicos é
estimado ser de 10"®M (Griffiths, 1978; Wienk et al., 1999). Dessa forma, as bactérias
desenvolveram uma série de estratégias que garante as mesmas adquirir o ferro do ambiente
através da reducdo de ions férricos para ferrosos, além de obter o metal diretamente das
proteinas que carregam ferro do hospedeiro e capta-lo através de siderdforos.

A captacdo de ferro mediada por sidero6foros é a forma mais comum de aquisicao de
ferro entre as bactérias. Os sideréforos sdo importantes para a sobrevivéncia e crescimento
desses organismos no solo e em ambientes aquosos (Guerinot, 1994) e sdo essenciais para a
viruléncia de muitos patogenos (Ratledge & Dover, 2000). Sistemas para a captacdo de ferro
mediada por sider6foros foram descritos em bactérias Gram-negativas, embora bactérias
Gram-positivas, como Bacillus, Staphylococcus e Streptomyces, também possuem sistemas de
captacdo de ferro por sideroforos.

A regulacdo da sintese de sideroforos ocorre através da proteina Fur, que requer ions

ferro (Fe?*) como cofator para dimerizar e se ligar a0 DNA. O complexo Fur-Fe®*se liga a
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uma regido especifica do promotor chamada fur-box e inativa a transcricdo de genes
relacionados com a captacdo de ferro. Em situacdes de caréncia de ferro, a apo-Fur € incapaz
de se ligar ao DNA, permitindo assim a transcricdo dos genes envolvidos no mecanismo de
captacdo de ferro (Hantke, 2001; Panina et al., 2001). A proteina Fur foi o primeiro regulador
da sintese de sideroforos descrito, mas ndo € o Unico. Em muitas espécies bacterianas, a
expressao dos genes de captacdo de ferro depende de ativadores transcricionais (Crossa et al.,
1997).

Outra forma de regulacdo da sintese de sideréforos e dos genes relacionados com a
captacdo de ferro envolve fatores o da subfamilia ECF, mecanismo que permite a bactéria
responder a determinados siderdforos e a disponibilidade de ferro do ambiente. Em E.coli, o

Fecl regula a expressdo do sistema de transporte de citrato de ferro (Fe**) (sistema Fec).

fator ¢
A atividade de Fecl é regulada por FecA e FecR. FecA é uma proteina de membrana externa
que recebe o sinal extracitoplasmatico (presenca de Fe** na forma de citrato) e transmite esse
sinal para o periplasma. A regido N-terminal de FecA é importante para a sinalizacdo de
FecR, um fator anti-c de membrana citoplasmatica que transmite o sinal para o citoplasma e
regula a atividade de Fecl (Figura 9) (Braun et al., 2003).

FecA pertence a familia de transportadores dependentes de TonB. A ligacdo da
membrana externa e do citoplasma esta acoplada ao conjunto de proteinas TonB, ExbB e
ExbD. A proteina TonB ativa a proteina transportadora através da ligacdo de um
heptapeptideo presente na regido C-terminal de TonB e um motivo de ligagdo de TonB (TonB
Box) presente na regido N-terminal de FecA (Figura 9) (Braun et al., 2005).

O fator o-* regula a transcricdo dos genes transportadores de citrato de ferro

fecABCD em E.coli. Os genes reguladores fecIR estdo localizados no genoma a montante dos

genes fecABCDE, formando outra unidade transcricional (Braun, 1997). Os genes fecBCDE
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codificam um complexo ABC de transporte associado a membrana citoplasmatica. As

transcricdes de fecIR e fecABCDE sdo reguladas pela proteina Fur (Figura 9).

FecA unloaded

(Fel-citrate),

ADP+P, ADP+P,
P Fe~ ATP
Prr P feciR Prr Paca fecABCDE
L
Fuf Fuf -
Fe Fexr ﬁ’“
Fe*

Figura 9: Modelo de transporte de citrato de ferro e mecanismo de regulacdo em E.coli. Mudancas estruturais
que ocorrem nos “loops” 7 e 8 de FecA apds a ligacdo do citrato férrico capturam o citrato férrico na cavidade de
FecA. A regido Box TonB no N-terminal de FecA interage com o fragmento periplasméatico de TonB. A
topologia do sistema de transdugdo de energia TonB-ExbB-ExbD é mostrada na membrana citoplasmética. A
figura representa as interacGes da regido N-terminal de FecA com o dominio chamado motivo de leucina
(LLLV) presente na regido C-terminal de FecR, a interacdo do N-terminal de FecR com a regido 4 de Fecl e
também a interacdo da regido 3 de Fecl com o nlcleo da RNA polimerase. A ativacdo da transcricdo dos genes
fecABCDE ocorre em baixos niveis de Fe?*, que resulta na dissociacéo da apo-Fur do Fur-boxe (Py,). O esquema

de transporte de ferro por FecBCDE é mostrado ao lado esquerdo da figura (Braun et al., 2003).
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O fator o' direciona o nicleo da RNA polimerase para o promotor dos genes
fecABCDE. A atividade de Fecl é controlada por FecR, que protege Fecl da degradacéo e da
acao de protease, mantendo-o estavel. Na auséncia de FecR praticamente ndo ha transcricdo
dos genes fecABCDE (Braun et al, 2003). Celulas mutantes que contém apenas a regido N-
terminal de FecR;.g7 apresentam transcricdo constitutiva dos genes fecCABCDE, e as células
que contém uma por¢cdo maior do FecR, ndo contendo a regido de interacdo com FecA,
também apresentam transcricdo constitutiva dos genes fecABCDE, porém, mais fraca (Braun,
1997; Enz et al., 2000). Quando o sinal da presenca de citrato de ferro (Fe®") é percebido por
FecA e transmitido para FecR, ocorre uma mudanca conformacional em FecR e conseqlente
liberacdo de Fecl para associar-se imediatamente ao nucleo da RNA polimerase. Nesse
modelo, o FecR atua tanto como uma chaperona quanto como fator anti-o, uma vez que Fecl
é mantido na forma inativa mas estavel quando ligado ao FecR e torna-se ativo ao ser liberado
(Enz et al, 2000).

O mecanismo de regulacdo da transcricdo do sistema Fec foi descrito em outras
espécies. Em Pseudomonas pudita, a expressdo do transportador de ferro ocorre através do
sideroforo pseudobactina, que induz a sintese de um transportador de membrana externa
(Lamont et al., 2002). Dois receptores de pseudobactina foram caracterizados, o receptor
PupA de pseudobactina nativa 358 (Bitter et al., 1991) e o receptor PupB de dois tipos de
pseudobactina, BN8 e BN7 (Koster et al., 1993; Koster et al., 1994). Dois genes pupl e pupR
estdo localizados a montante do gene pupB e a inducdo da transcricdo de pupB por
pseudobactina depende de pupl e pupR. Pupl e pupR apresentam, respectivamente, 42,8% e
36,6% de identidade ao fecl e fecR de E.coli. Apesar da semelhangca do mecanismo de
regulacdo da transcricdo de pupB ao sistema fecABCDE, PupR funciona apenas como um

fator anti-o, uma vez que na auséncia de PupR, a expressao de pupB é constitutiva.
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Em Pseudomanas aeruginosa, a sintese do sideréforo pioverdina e o transporte da
pioverdina férrica sdo controlados pelo sistema analogo ao FeclR. A pioverdina férrica
funciona como um indutor de pioverdina e também como um ativador dos genes
transportadores de pioverdina férrica, além de induzir a producdo da exotoxina A e de
endoproteinase extracelular (PrpL) (Wildermam et al., 2001). O complexo pioverdina férrica
é internalizado via proteina de membrana externa FpvA, um receptor dependente de TonB
(Poole et al., 1993). A ligacdo da pioverdina férrica a FpvA induz um sinal que é transmitido

PvdS (Lamont et al.,

via membrana citoplasmatica através do fator anti-c FpvR para o fator ¢
2002). O fator o7 se liga ao nicleo da RNA polimerase ativando a transcricdo dos genes
relacionados.

Sistemas analogos ao FecAIR também foram identificados em Bordetella pertussis
(VanderpooL & Armstrong, 2001), B. bronchiseptica (Pradel & Locht, 2001) e B. avium
(Kirby et al., 2001). B. pertussis e B. bronchiseptica codificam dois genes reguladores hurl e
hurR localizados a montante do conjunto de genes bhuRSTUV. A sintese de um possivel
transportador de sideroforos férrico de membrana externa (BfrZ) em B.bronchiseptica é
regulada por duas proteinas, Bupl e BupR, que sdo homdlogas a Fecl e FecR,
respectivamente. B. avium possui um sistema de utilizacdo do grupo heme onde a sintese da

BhuR, proteina de membrana externa relacionada ao transporte, € induzida na presenca do

grupo heme e necessita do fator o Rhul (Kirby et al., 2001).

1.5.2 O papel dos fatores 6="" na resposta ao estresse
O envelope celular das bactérias estd sujeito a véarias pertubacGes ambientais que
necessitam ser controladas para manter a integridade da célula. Em bactérias Gram-negativas,

a resposta ao estresse extracitoplasmatico necessita de uma via de transducdo de sinal
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intercompartimental, uma vez que os fatores de transcricdo necessarios para a resposta estdo
localizados no citoplasma (Raivio, 2005).

Estudos realizados em E.coli monstraram que o fator o é responsavel por respostas a
estresses extracitoplasmaticos como choque térmico e presenca de etanol (Mecsas et al.,
1993; Missiakas et al., 1996). O fator c° foi caracterizado como um regulador global da
adaptacdo ao estresse extracitoplasmatico e viruléncia em E.coli, P. aerunginosa e outras
bactérias (Helmann, 2002). O fator o= de P.aerunginosa (também conhecido como AlgU) foi
identificado como um regulador do fator ", relacionado & resposta ao choque térmico e
responsavel pela sintese do exopolissacarideo alginato (Govan & Deretic, 1996; Firoved et
al., 2002; Firoved & Deretic, 2003). O fator ¢~ também tem sido descrito como um regulador
de muitos outros genes, como os relacionados com adesdo, genes que codificam proteinas de
membrana, transportadores, proteases e enzimas metabdlicas (Firoved et al., 2002; Firoved &
Deretic, 2003). Em P. fluorescens, o fator = foi descrito ser importante para a resposta ao
estresse osmatico e por dessecacdo (Schnider-Keel et al., 2001). Em Salmonella entérica, o
fator o esta envolvido na resposta ao estresse oxidativo, pH &cido, choque térmico e caréncia
de carbono.

A via de transducfio de sinal que ativa o fator 6= em resposta a porinas de membrana
externa desenoveladas envolve um fator anti-o (RseA), uma proteina periplasmatica (RseB) e
as proteases DegS e YaeL (RseP) (Figura 10). As proteinas RseA e RseB sdo codificadas no
operon rpoE-rseABC dependente do fator 6= e sio autoreguladas pelo 6= (Missiakas et al.,
1997). Na auséncia do estresse, o fator anti-o (RseA) mantém o fator ¢" inativo. Na presenca
do choque térmico e na presenca de porinas, a quantidade de RseA é reduzida drasticamente
devido & acdo das proteases DegS e YaeL. O dominio PDZ de DegS interage com porinas
desenoveladas, ativando a funcdo proteolitoca de DegS e YaelL, que cliva o sitio

periplasmatico de RseA e o sitio intramembrana, respectivamente, liberando o c- para
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associar-se ao nucleo da RNA polimerase e transcrever os genes do seu regulon (Figura 10)

(Ades, 2004; Alba & Cross, 2004; Rowley et al., 2006).

(a) Porin Stress‘}:g

s REA e G & N
PRI

%ﬁ%@%

\
%r*IWI

, 3 PDZ domains
EE & Proteclytic domains

Figura 10: Mecanismo de transducio de sinal para ativagdo do fator 6= em resposta a estresses que levam ao
desenovelamento de porinas de membrana externa. (A) Inicio da degradacéo de RseA por DegS. Na auséncia de
estresse na célula, DegS e Yael estdo na conformacgdo inativa e os dominios PDZ estdo inibidos para as
interacBes. O dominio PDZ de Yael interage com uma regido rica em glutamina (representado de forma
simplificada na figura com a letra Q) no dominio periplasmatico de RseA. Na presenca do estresse celular, a
regido C-terminal das porinas desenoveladas interagem com o dominio PDZ de DegS, ativando DegS para clivar
0 dominio periplasmatico de RseA. (B) Apos a remogao do dominio periplasmatico de RseA, Yael degrada os
fragmentos remanescente de RseA, deixando o fator ¢ livre para associar-se ao nicleo da RNA polimerase e

ativar a transcricdo dos genes no regulon. OM: membrana externa e IM: membrana interna (Ades, 2004).
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1.6 Biossintese de flagelo

O flagelo bacteriano é uma estrutura altamente complexa e € responsavel pela
motilidade, processo pelo qual a bactéria pode se deslocar de um ambiente estressante para
um ambiente favoravel (Amsler et al., 1993). Embora a quantidade de energia exigida para a
formacdo e a movimentacdo do flagelo seja alta, as bactérias flagelares apresentam uma
grande vantagem adaptativa. O flagelo € formado por trés estruturas protéicas: corpo basal,
gancho e o filamento (Figura 11). O filamento é composto por repeticGes da proteina
flagelina (Abram et al., 1970) e a biossintese de flagelo foi bem estudada em Escherichia coli

e Salmonella entérica (Pallen et al., 2005).

Filamento

Exterior da célula

4 Gancho

Membrana externa

peptidioglicano
= Corpo basal

MSRING ,
| MOTAB |

Membrana interna MOTA/B I .

? Interior da célula

Figura 11: Esquema simplificado de representacdo do flagelo (Waters et al., 2007)

A expressdo dos genes flagelares é regulada de forma hierarquica por diferentes
reguladores (Appel & Surette, 2007; BrutineL & Yahr, 2008; Chevance & Hughes, 2008;

McCarter, 2006) (Figura 12). Em enterobactérias, os genes flagelares sdo divididos em trés
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classes: classe 1, corresponde aos genes fInDC dependentes do fator o™~ e controlam a

FliA

expressdao dos genes da classe II; classe II, inclui o fator 6 e as proteinas da estrutura do

FliA

flagelo; classe III, que dependem do fator ¢’ ativo e sdo responsaveis pela transcri¢cdo das

proteinas flagelinas. Varios mecanismos espécie-dependentes de controle da expressao dos

genes e a formacdo do flagelo tem sido descritos na literatura. O fator anti-c FIgM inibi a

FliA

atividade do fator o . Quando o complexo corpo basal-gancho estd completo, o FIgM é

expelido do citoplasma através da maquinaria secretoria do flagelo (Kutsukake & Lino,

1994). A duracdo da expressdo dos genes da classe 111 é limitada devido ao aumento da taxa

FliA

proteolitica do 6" na auséncia de FIgM (Barembruch & Hengge, 2007).

Um segundo tipo de regulacdo de formacdo do flagelo ocorre nas bactérias do género

Vibrio e Pseudomonas, que possuem um tnico flagelo polar. Nesses géneros, os fatores 6™ e

o " estdo envolvidos na regulagdo da expressdo dos genes flagelares. O fator 6°*, juntamente

com dois ativadores da familia NtrC, regulam a expressdo dos genes das classes Il e lll,

FliA

enquanto que o fator ¢ regula a expressdo dos genes da classe 1V, que codificam proteinas

flagelares e algumas proteinas relacionadas com a quimiotaxia, em conjunto com a regulacéo
negativa do FIgM (Figura 12) (Dasgupta et al., 2003).

Yang e colaboradores (2009) demonstraram que a expressao das trés classes de genes

flagelares em Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) sio dependentes dos fatores ',

54 54
9

e 6" FleQ, um ativador do o>, é requerido para ativar a transcricio dos genes

flagelares. Um dos dois genes rpoN que codificam ¢°* (rpoN2) é essencial para a flagelagéo.

O fator ¢°*, juntamente com FleQ direcionam a expressdo do fator o " A expressio de fliC

FliA

que codifica flagelina depende do fator ¢' ', enquanto que o fator anti-c FlgM controla a

FliA

atividade do fator ¢ e inibe a transcri¢do do regulon FliA (Figura 12). As cepas mutantes

dos fatores 6> (RpoN2) e do 6™ néo possuem flagelo e a cepa mutante do fator anti-c FlgM

apresenta uma estrutura flagelar menor e anormal. Dessa forma, em Xcc, o fator 6°* e 67"
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sdo essenciais para a biossintese do flagelo e o fator anti-o FIgM ¢ essencial para a formagdo

das suas estruturas normais.

Enterobactérias

o’ GFliA

\L Classe | Classe Il F Classe Il
flnDC fliA fliC (flagelina)
flgM
Complexo de ativadores Genes corpo basal e

FIhDC daestruturado
flagelo

Vibrio/Pseudomonas/ o5

Xanthomonas / ' ' ' '
N Genes corpo basal
I Ativadoresdo ¢4 I GFliA

FIrA e FIrC (Vibrio) \ \L Classe IV
FleQ (Pseudomonas/Xanthomonas) ﬁ --

Classe 11

- fliC (flagelina)
FliA Proteinas quimiotaxia
‘ Genes da estrutura do Proteinas motoras

Classe Il

flagelo

Figura 12: Representacdo esquematica do modelo de regulagdo dos genes flagelares. Em enterobactérias, o
fator ¢° transcreve os genes da classe | (fIhDC ), que correspondem aos ativadores transcricionais responsaveis

FliA

pela a transcricdo dos genes da classe 11, incluindo a transcrigdo do fator ¢ € 0S genes responsaveis pelo corpo

FliA transcreve os genes da classe 111, responsaveis pela transcrigdo

basal e da estrutura do flagelo. Assim, o fator ¢
de flagelina. Em Vibrio, Pseudomanas e em Xanthomonas, a transcri¢cdo dos genes flagelares das classes 11 e 111
depende do fator ¢** e dos ativadores do fator o>* (FIrA e FIrC em Vibrio; FleQ em Pseudomonas e

FliA

Xanthomonas). Ja o fator o' transcreve os genes da classe 1V, que codificam flagelina e algumas proteinas

relacionadas a quimiotaxia (Anderson et al., 2009; Dasgupta et al., 2003; Yang et al., 2009).

1.7 Sistema de secrecéo tipo 11 (TTSS)

A interacdo da bactéria com a célula hospedeira € mediada por efetores localizados na
superficie da célula bacteriana, que sdo secretados para o meio extracelular ou que sdo
injetadas para dentro da célula eucaridtica. O mecanismo mais comum adotado pelas bactérias

Gram-negativas para transferir efetores para a célula hospedeira é o sistema de secrecdo do
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tipo I (TTSS) (He et al., 2004). O TTSS foi identificado em varios patdgenos humanos,
como Yersinia spp., Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli enteropatogénica e
enterohemorragica, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus, Bordetella spp. e
Chlamydia spp. e também em fitopatdgenos, como Ralstonia solancearium, Pseudomonas
syringae, Erwinia spp. e Xanthomonas spp. (Hueck, 1998). A variedade de efetores
secretados na celula do hospedeiro varia consideravelmente entre as bactérias, sendo
relacionado ao estilo de vida exigido a um determinado hospedeiro em particular. No entanto,
muitos componentes do aparato do TTSS usados para o transporte de efetores sdo altamente
conservados na sequéncia e na funcédo entre as bactérias (Ghosh, 2004).

A estrutura do sistema de secre¢do do tipo Il € composta por aproximadamente 20
proteinas diferentes, sendo que metade dessas proteinas sdo conservadas na maioria dos
TTSS. Entre as proteinas conservadas, grande parte possui alta similaridade em sequéncia em
relacdo as proteinas que constituem o corpo basal do flagelo bacteriano, provavelmente
devido a uma histdria evolutiva comum entre os sistemas (Figura 13) (Blocker et al., 2003;
Tampakaki et al., 2004). Com base em evidéncias filogenéticas, foi levantada a hipdtese de
que o TTSS tenha surgido no inicio da evolugdo, através das duplicacbes de forma
independente de alguns genes flagelares (Nguyen et al., 2000; Saier, 2004). No entanto, outra
analise sustenta a hipotese de que o TTSS é tdo antigo quanto o sistema flagelar e que,

portanto, sdo derivados de um ancestral comum (Gophna et al., 2003; Preston et al., 2005).
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Flagellar Neadla
filament

Sacretin

= OM
PG

Flagellum 1TSS
Figura 13: Comparagdes das estruturas dos flagelos (& esquerda) e do Sistema de Secrecdo do tipo Il (a direita).
Estruturas homologas na regido basal estdo representadas com as mesmas cores e as estruturas ndo homdlogas
com corés diferentes. No flagelo, o anel-L interage com a membrana externa, o anel-P ancora as estruturas na
camada de peptideoglicano e a hidrolise de ATP através de ATPase fornece energia para a montagem do sistema
e para a exportacdo (Saier, 2004). (IM) membrana interna, (PG) camada de peptideoglicano e (OM) membrana

externa.

Em fitopatdgenos, o sistema secrecdo tipo Il é codificado por um grupo de
aproximadamente 20 genes hrp, organizados em um locus que contém Vvarios operons no
cromossomo ou no plasmideo do fitopatdgeno (Arnold et al., 2003). Os genes hrp
(“hypersensitive response and pathogenicity”) sao determinantes para a patogenicidade, pois,
sd0 essenciais para a bactéria se mutiplicar em plantas susceptiveis e desencadear a doenca.
Estes genes também sdo responsaveis pela inducdo da resposta de hipersensibilidade (HR) em
plantas ndo hospedeiras (Buttner & Bonas, 2002). Muitas vezes, 0 grupo dos genes hrp esta
flanqueado por genes que codificam proteinas efetoras do TTSS ou por genes relacionados a
viruléncia (Alfano et al., 2000; Arnold et al., 2003). A expressdo dos genes TTSS &
controlada por varios fatores ambientais e também por fatores do hospedeiro (Arlet et al.,

1992; Rahme et al., 1992; Schulte & Bonas, 1992; Wei et al., 1992; Xiao et al., 1992).
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Os padrdes de expressdes dos genes hrp sdo semelhantes em Erwinia, Pseudomonas,
Pantoea, Ralstonia e Xanthomonas. Os genes hrp sdo reprimidos quando as bactérias séo
cultivadas em meio liquido rico, mas sdo expressos em elevados niveis quando a bactéria
cresce no apoplasma da planta ou em contato com a célula da planta (Arlat et al., 1992;
Huynh et al., 1989; Wei et al., 1992; Xiao et al., 1992). A inducdo dos genes hrp ocorre logo
apos o contato com a planta e a expressédo varia de 5 a 70 vezes (Rahme et al., 1992; Brito et
al., 2002; Tang et al., 2006).

As substancias presentes no tecido vegetal capazes de induzir a expressdo dos genes
hrp ainda sdo desconhecidas. No entanto, 0s genes hrp sdo expressos quando a bactéria é
cultivada em meio minimo (Arlat et al., 1992; Huynh et al., 1989; Wei et al., 1992; Xiao et
al., 1992). Os fatores que afetam a expressao dos genes hrp em meio minimo sdo diferentes
entre as espécies e patovares, portanto, a composicao do meio de inducdo € um pouco variavel
em cada organismo. A elevada osmolaridade, fonte de nitrogénio, como peptona e
casaminoacidos, reprimem a expressdo dos genes hrp. A natureza da fonte de carbono
também desempenha um papel importante, jA& que o0s substratos possuem atividades
particulares para cada espécie. Por exemplo, o piruvato € ideal para induzir a expressdo dos
genes hrp em R. solancearun, no entanto, em P.syringae pv. glycinea e em Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria ndo ha inducdo. J& o manitol é ideal para Erwinia amylovora,
enguanto gque a sacarose, 0 agucar mais abundante no tecido folicular, é ideal para a inducao
dos genes hrp na maioria dos organismos, como por exemplo, P.syringae (Huynh et al.,
1989). Em E. amylovora e P.syringae, as expressées dos genes hrp também sdo afetadas pelo
pH, uma vez que 0s genes hrp sdo transcritos em pH proximo a 5,5, com excecdo de
Xanthomonas campestris pv.vesicatoria, onde a melhor inducéo ocorre em pH 6,5 a 7,5 (Wei

et al., 1992; Huynh et al., 1989; Schultle & Bonas, 1992).
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A transcricdo dos genes TTSS em fitopatdgenos é controlada por uma rede de
reguladores que integram diversos estimulos ambientais. Esses reguladores, no entanto,
diferem significativamente entre as espécies (Figura 14). De acordo com a estrutura do operon
hrp e 0 mecanismo de controle da expressao desses genes hrp, os reguladores foram divididos
em dois grupos. O grupo | é formado pelos genes hrp de Erwinia spp., Pantoea stewartii e
Pseudomonas syringae e séo regulados por um fator 6 HrpL (Figura 14A e 14B). Os fatores ¢
HrpL sdo altamente conservados entre essas espécies e reconhecem uma regido consenso
(GGAACC-N15/16-CCACNNA) chamada de “Box hrp”, presente nas regides promotoras
dos operons de hrp e de genes que codificam proteinas efetoras (Fouts et al., 2002; Frederick
et al., 2001; Wei & Beer, 1995). O HrpL é parcialmente regulado por HrpS, membro da
familia das proteinas ativadoras do fator 6>* e do sistema de dois-componentes HrpX-HrpY
em Erwinia spp. e Pantoea stewartii (Figura 14B). A expressdo do grupo de genes hrp é
modulada por condi¢des ambientais, como fonte de carbono, temperatura e pH (Wei et al.,
1992; Gaudriault et al., 1997; Gulrlebeck et al., 2006). Em Pseudomonas syringae, a
expressao do gene hrpL é mediada por HrpR e HrpS (Figura 14A), duas proteinas que se
ligam ao DNA como heterodimero na regido promotora de hrpL (Hutcheson et al., 2001; Xiao
et al., 1994). O heterodimero HrpR-HrpS ativa a transcricdo de hrpL por interacdo com o
fator o>* (Chatterjee et al. 2003; Hendrickson et al. 2000).

No grupo Il dos TTSSs, parte do locus hrp é ativado por um regulador transcricional
da familia AraC, denominado de HrpB em Ralstonia solanacearum (Genin et al., 1992) e
HrpX em Xanthomonas spp. (Kamdar et al., 1993; Wengelnik & Bonas 1996). As proteinas
HrpB e HrpX possuem grande similaridade de sequéncia. As regides promotoras do locus hrp
e dos genes que codificam proteinas efetoras reguladas por HrpB e por HrpX possuem um

regido consenso chamada de “PIP-box” (Plant-inducible promoter TTCGC-N15-TTCGC) em
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Xanthomonas spp. (Buttner & Bonas, 2002) e “hrpll-box” (TTCG-N16-TTCG) em R.
solanacearum (Cunnac et al., 2004).

A transcricdo de hrpX ou de hrpB € ativada em meio minimo e é regulada pelo o
produto de hrpG (Brito et al., 1999; Wengenilk et al., 1996). O gene hrpG codifica uma
proteina da subfamilia OmpR dos reguladores de resposta de sistema dois-componentes,
possui na regido N-terminal um dominio regulador de resposta e na regido C-terminal um
dominio de ligacdo ao DNA. Uma analise do regulon hrpG no genoma de Xcc revelou que
HrpG controla a expressdo dos genes que codificam reguladores transcricionais, adesinas e
efetores do tipo Il (Watt et al., 2009). Em Xanthomonas campestris pv.vesicatoria a
expressao do gene hrpG € baixa em meio rico e em meio minimo hd um aumento da
expressao de 4 vezes (Wengelnik & Bonas, 1996).

A via de transducdo de sinal que ativa os genes hrp foi muito bem estudada e
caracterizada em R. solanceraum (Aldon et al., 2000) (Figura 14C). A bactéria em contato
com a planta recebe um sinal de inducdo que é percebido por uma proteina de membrana
externa homologa aos receptores de sider6foros TonB dependente (PrhA) (Marenda et al.,
1998) e transmite o sinal para PrhR, uma proteina de membrana interna e para o fator ¢ Prhl.
O fator o Prhl ativa a transcrigdo do gene prhJ cujo produto codifica um regulador
transcricional que por sua vez ativa a transcricdo de hrpG (Brito et al., 1999; Brito et al.,
2002). O regulador HrpG € considerado o principal ativador dos genes hrp, pois ativa a
transcricdo de hrpB (Figura 14C). Apesar dos TTSS de Ralstonia spp e Xanthomonas spp
terem sido classificados no mesmo grupo, uma via de transducdo de sinal que regula a

expressdo de hrpG em Xanthomonas ainda ndo foi descrita.
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Figura 14: Modelo de regulacdo da cascata de ativagéo dos genes hrp. (A) Em P.syringae a expressao dos genes
hrp depende do fator 6 HrpL que por sua vez depende dos produtos do operon hrpRS. (B) Em E.amylovora a
expressdo dos genes hrp também depende do fator HrpL, no entanto, a expressao de hrpL é mediada por HrpS e
por um sistema de dois-compomentes HrpX-HrpY. (C) Em R.solanaceraum a proteina PrhA est4 envolvida na
detecgdo do sinal da planta e é transmitido ao PrhR que ativa o fator o =%, Prhl. Prhl induz a transcricéo do gene
que codifica um regulador transcricional PrhJ, levando a expressdo de hrpG. HrpG ativa a expressdo de hrpB, o
que resulta na ativacdo dos genes hrp. (OM) membrana externa e (IM) membrana interna (Brencic & Winans,
2005)

1.8 Fatores sigma de Xanthomonas axonopodis pv. citri

Xanthomonas axonopodis pv. citri possui um cromossomo circular de 5,1 Mb e dois
plasmideos, pXAC64, de 64Kb, e PXAC33, de 33Kh. Apos sequenciamento do genoma desse
organismo, um total de 4.313 possiveis regides codificantes (ORFs, “open reading frame”)
foram identificadas na época do seqlienciamento do genoma aproximadamente 2.710 ORFs
possuem homologia com proteinas existentes no banco de dados. Dessas proteinas, 1.272
apresentam homologia com proteinas de funcdo desconhecida (proteinas conservadas
hipoteticas) e 331 ndo apresentam nenhuma homologia com as proteinas existentes nos

bancos de dados publicos (proteinas hipotéticas).
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Muitas proteinas anotadas em Xac estdo relacionadas a patogenicidade, viruléncia e
adaptacdo, como por exemplo, as proteinas relacionadas ao TTSS, proteinas associadas a
degradacdo da parede celular do hospedeiro, enzimas associadas na sintese de
exopolissacarideos, biossintese de flagelo, proteinas envolvidas em mecanismos de adaptacédo
a condicdes estressantes, como proteinas de choque térmico e vias de transducéo de sinal. Os
fatores sigma sdo importantes na ativacdo da transcricdo de genes especificos a determinados
sinais ou condicgoes.

No genoma de Xac foram identificados 14 fatores sigma, entre eles o fator 07OXaC3788,
os fatores 654Xaclgeg e 054Xac2972, o fator GF”AXaclg;-;g, o fator (532)(303824 ¢ nove fatores ctC.
Também foram identificados potenciais reguladores dos fatores o, como por exemplo fatores
anti-c, fatores anti-anti-c e fatores ativadores do fator o>,

Segue uma breve descricdo de cada classe de proteinas encontradas em Xac, que serao
0S N0ssos principais objetos de estudo nesta tese:

D) ™A L ac1e3s, codificado pelo gene fliA. Em enterobactérias FliA € responsavel pela
expressao dos genes flagelares tardios. O genoma de Xac também codifica um homologo do
fator anti-oc FlgM, anti-oxac1989, responsavel pela inibi¢ao do fator GF“A( Helmann, 1999). A
designacéo de Xac1933 como verdadeiro fator ™' é apoiado por sua localizagdo dentro de
um grande lécus que codifica em torno de 26 proteinas associadas com o sistema flagelar.
Esta localizacdo génica ¢ similar ao encontrado para fatores " de Pseudomonas, Vibrio,
E.coli e Salmonella.

I1) 6%2xacas24, codificado pelo gene rpoH (Xac 3824) pertence ao grupo de fatores sigma de
choque térmico que inclui ¢" de E.coli.

1) 9 fatores 6" : 6™ xac2s14, O Xac3089, O Xac0922, O < Xac1319s O - Xac1380, O Xac1682s

65 xaca128, G xaca120 € O xacot91. OS papéis desta classe de fatores sigma em Xac ainda ndo

foram caracterizados. Em outros organismos, estes fatores sigma estdo envolvidos em
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respostas a mudancgas ambientais e controlam a sintese de alginato, captacdo de ferro, sintese
de carotendides, producdo de antibioticos, inducdo de fatores de viruléncia e resisténcia a
diferentes estresses como choque térmico, estresse oxidativo e presenca de etanol (Wosten,
1998).

IV) um anti-anti-oxacos70, homologo ao o fator anti-anti-o spollAA de B. subtillis. O spollAA
estd envolvido na regulacdo da esporulacdo (Perego, 1998). A presenca de um homologo de
spollAA em Xac € um enigma no momento, pois, Xac aparentemente ndo tem homdlogos de
o ou 0 outro componente da sua via regulatéria, o fator anti-c" spollAB.

V) rsbR (Xacl269), rshS (Xacl270), rsbT (Xacl271) que sdo reguladores positivos e
negativos do o em B. substillis. Eles estdo envolvidos na transmissdo de sinais ambientais
para rsbU, V e W que séo fatores anti-o° e anti-anti-s® (Hellman, 1999). Novamente, o papel
deste cluster de genes em Xac ndo ¢ claro, pois esta bactéria ndo possui homologos de ¢° e
nem dos outros componentes da rede de controle de o° (rsb U, V, W e X).

V1) Por Gltimo, o genoma de Xac codifica dois membros da familia 6. Em outras bactérias,
estdo envolvidos na fixacao de nitrogénio, utilizacdo de nitrato, sintese de fimbria e expressédo
de genes envolvidos na patogenicidade (Studholme & BucK, 2000). Os genes foram anotados
como Xac 969 e Xac2972. Enquanto a maioria das bactérias possuem uma copia de rpoN,
poucas possuem conhecidamente dois o> e, nesses casos, as funcdes especificas de cada
homologo nédo foram bem definidas (Studholme & BucK, 2000).

Como 0s mecanismos que associam essas proteinas as suas fungdes em Xac séo, na
maior parte, desconhecidos, o estudo envolvendo proteinas pertencentes aos grupos citados
acima pode ajudar na melhor compreensdo do papel desses fatores ¢ nesse organismo e
principalmente, na melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na

patogenicidade desse fitopatogeno.
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2. Objetivos

Nosso objetivo foi o estudo de interagdes e funcdes dos fatores sigma de Xanthomonas
axonopodis pv. citri.

Os nocautes génicos para alguns fatores sigma foram produzidos e utilizados na
investigacdo de seus papéis no processo de motilidade e resposta a diferentes estresses
ambientais, como choque térmico, caréncia de ferro e agentes oxidantes. Também foi
analisado a possibilidade do envolvimento dos fatores 6= xaco101 € 65 xaca129 Na cascata de

ativacdo dos genes hrp em Xac.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Clonagem dos genes Xac3788, Xacl969, Xac2972, Xac3824, Xac2814, Xac0922
Xacl682, Xacl319, Xac1380, Xac3989, Xac4128, Xac2191, Xac2192, Xac4129, Xac4130,
Xacl269, Xacl270, Xacl271 e Xac0571 no vetor pOBD

3.1.1 AmplificacgBes dos genes usados como isca no sistema duplo-hibrido de levedura

As amplificacGes dos genes que codificam os 14 fatores sigma, alguns fatores anti-
sigma e proteinas reguladoras utilizados como isca no sistema duplo-hibrido de levedura
foram feitas seguindo o protocolo de amplificagdo da “Platinum Tag DNA polimerase High
Fidelity” (Invitrogen,). Os oligonucleotideos usados e suas respectivas temperaturas de
anelamento sdo descritas na Tabela 1. Os produtos de PCR foram analisados em um gel de
agarose 1% e a purificagdo dos mesmos foi feita utilizando-se o kit “Concert Nucleic Acid
Purification System” (GibcoBRL).

Os genes amplificados e o vetor foram digeridos com os pares de enzimas de restricao
especificos para cada caso (Tabela 1 e Figura 15). Apos as digestdes, o vetor e os fragmentos
foram precipitados com etanol/acetato de sodio e ressuspendidos em tampdo TE (10mM Tris-
HCI pH 8 e ImM EDTA). O DNA obtido foi analisado em um gel de agarose 1% onde foram
verificadas a sua concentracdo e as quantidades a serem usadas nas reacdes de ligacdo. As
reacOes de ligacdo no vetor pOBD (Uetz et al., 2000) foram feitas utilizando a proporc¢édo 1:3
(vetor: inserto) e 1U da enzima T4 DNA ligase (Biolabs) em 10 pl finais. As reacdes foram

incubadas a 16°C por 12 h.
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Tabela 1: Lista de oligonucleotideos utilizados nas clonagens no vetor pOBD.

Oligonucleotideo Sequéncia

3788F(Ncol)
3788R(Xhol)
1969F(Ncol)
1969R(Xhol)
2972F(Ncol)
2972R(Xhol)
3824F(Ncol)
3824R(Xhol)
2814F(Ncol)
2814R(Ncol)
0922F(Pvull)
0922R(Xhol)
1682F(Ncol)
1682R(Xhol)
1319F(Ncol)
1319R(Xhol)
1380F(Ncol)
1380R(Xhol)
3989F(Ncol)
3989R(Xhol)
4128F(Ncol)
4128R(Xhol)

5" GCGAGCACCCATGGCCAACGAACGTC3’
5'GGTCGCGACTCGAGACTTAGTCGATATCCAGGAAC 3’
5'CGGAAGCGCTTCCATGGAGACGACCA 3’

5 TTTGCTCATCTCGAGCCTTATCCTGCCCGGGCAACC 3’
5’ATCCATGGAAGCCCGGCTCCAGACATCG 3’
5’AGCTCGAGATTTAGGCGATGCGCACGCG 3’
5'CTAAGATGGTGCCCATGGACCAGACTACCTC 3’
5'GCGCAAGACCTCGAGGATTAGGCGACGAACA 3’
5'GACCGGAGCCATGGCCCTGGACAC 3’
5'CGGTGGCCTCGACGCTTACAGCTGCGCCG 3’

5" TGGCTCCACCAGCTGATGCGGCCCGLCGY
5'GGTGTCGTGCTCGAGGTTTACAGGAAATCCTCGAAC3’
5'CATGCCTGCACCCATGGATGATACCGACACC 3’
5'CGCGATGAACTCGAGCTTTATTGCATGGTCT3’
5'CGGCCCGCCATGGCCGAAGTCGAC?
5'CATGGCAGACTCGAGGTTTATACGCGGTGTCGCTCAC 3’
5"AACGCCCGACCCCATGGGTGCCATTCC 3’
5'GATGGGAAACTCGAGACTAATCGTTCCAGACATGCCTTGAG 3’
5"ACGCCCGCCCATGGATGCTTTGGACG 3’
5'GTCGGGCGGCTCGAGGGTTATTTCAGGATCCTCAA 3’
5'GATGGGCTTCCATGGCCGAGCTGCCGAT3’
5'CGGTGGCCTCGACGCTTACAGCTGCGCCG 3

2191F(EcoRI/Ndel) 5" ATGAATTCCATATGTCCAGCGCCGTCGACGAATGG 3’
2191R(Ncol/BamHl) 5 TACCATGGTAGGATCCTTAATCTGCCTGCTGTCC 3’
2192F(EcoRI/Ndel) 5’ CGGAATTCCATATGGACAGCAGGCAGATTGAGC 3’
2192R(BamHl/Sal) 5’ GGATCCTGTCGACTATTAGCGGGCGTGGAGGAT3

4129F(Ncol)
4129R(Xhol)
4130F(EcoRlI)
4130R(Xhol)
1269F(Ncol)
1269R(Xhol)
1270F(Ncol)
1270R(Xhol)
1271F(Ncol)
1271R(Xhol)
0570F(Ncol)
0570R(Xhol)

5'GGAGGTTGCCATGGCGGCACATCCAAAGCG 37
5'CGCCAGCGACTCGAGGCTTACCACCACTG 3’

5’ GAGGGAGCGCAGAATTCGTGAGCGT3

5 TTGGCCTCGAGCCTTACCGGTT3’
5'CCCAACCTCTTTTCCCATGGTGGGTGATCTCA 3’

5 TCGGAATACCTCGAGTGTTAGTCCGCCCTGCTGACGS
5 TCGGAATACCTCGAGTGTTAGTCCGCCCTGCTGACGS
5'CGGTTGCGACTCGAGCGTTATGGAGCCGCAT 3’
5"AACGCCCGACCCCATGGGTGCCATTCC 3’
5'GATGGGAAACTCGAGACTAATCGTTCCAGACATGCCTTGAG 3’
5’AGGCCCTGCCATGGCCACGCTCGC 3’
5'CGGTAGGACCTCGAGGCTTAGGCTTCGGCGAAG 3’
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Figura 15: Mapa génico do vetor pOBD e pOAD (Uetz et al., 2000). As figuras mostram as marcas de selecéo

(bla-resisténcia & ampicilina) e a de sele¢do auxotréfica (TRP1-pOBD e LEU2-pOAD); a origem de replicacéo

em bactéria (ori) e de levedura (CEN4/ARS) e a sequéncia da regido de clonagem (sitio multiplo de clonagem).

3.2 Transformagdes de células competentes E.coli DH10B

Cinco mililitros de pré-inoculo de uma cultura saturada da linhagem E.coli DH10B
foram transferidos para 500 mL de meio 2xTY (1,6% triptona, 1% extrato de levedura e 0,5%
de NaCl) e posteriormente incubado sob agitacdo a 37°C. Apds atingir uma DOggonm de 0,6, a
cultura foi centrifugada e ressuspendida em 250 mL de uma solucdo de 10% glicerol

esterilizada. Apds centrifugacéo, o precipitado de células foi novamente lavado com a solucao
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de glicerol e entdo ressuspendido em 1 mL de solucdo GYT (10% glicerol; 0,125% extrato de
levedo e 0,25% triptona). As células foram aliquotadas e estocadas a —80°C.

As transformac6es das células bacterianas foram realizadas através da eletroporacao
em cubeta de 0,2 mm (GenePulser Cuvette). Um volume de 40 pl de células competentes foi
eletroporado com 1 uL da reacdo de ligagao (100, 50 uF ¢ 2,5 kV), e ressuspendido em 1mL
de meio SOC (2% triptona; 0,5% extrato de levedo; NaCl 10mM; MgCl, 10mM e glicose
20mM). A suspensdo foi incubada por 60 min a 37°C sem agitagdo e em seguida, 100 pl da
mesma foram plaqueados em meio 2xTY agar (1,6% triptona; 1% extrato de levedo e 0,5% de

NaCl) contendo carbenicilina (100 pg/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 12 h.

3.3 Extragédo de DNA plasmidial em pequena escala

As extragcbes de DNA plasmidial em pequena escala foram feitas de acordo com

Sambrook e colaboradores, 1989.

3.4 Reacbes de sequenciamento

As reacoes de PCR para seqiienciamento foram realizadas utilizando o kit “Big Dye
Terminator Ready Reaction Mix” (Applied Biossystems) com algumas modificacdes
referentes ao protocolo do fabricante. Para cada reacdo, utilizou-se 6 uL de tampao “save
money” (200 mM de Tris-HCI pH 9,0 e 5 mM de MgCl,), 3,2 pmols de oligonucleotideo,
200-500 ng de DNA, 1,5 puL de “Terminator Ready Reaction Mix” e dgua para um volume
final de 20 uL. As condigdes da reacdo foram 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e
60°C por 4 minutos para 40 ciclos. A precipitacdo e a aplicacdo no seqiienciador automatico
ABI 377 da Perkin Elmer seguiram o protocolo do equipamento. Foram utilizados
oligonucletideos que possibilitam as identificagdes dos clones no vetor pOBD. As sequéncias
dos oligonucleotideos utilizados foram

pOBD(MCS)F5'CAAAGACAGTTGACTGTATCGAACTATC3 /pOBD(MCS)R5 TTGAG
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ATGGTGCACGATGCACAGS"). As seqliéncia obtida foi analisada através da comparagéo
das sequéncias com a do genoma de Xac por meio do programa BLASTn

(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/).

3.5 Identificacdo de interagdes proteina-proteina por ensaios de duplo-hibrido em
leveduras

A linhagem PJ69-4a Saccharomyces cerevisiae (MATa trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52
his3-200 gal4A gal80A LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ) foi usada para
os ensaios de duplo-hibrido (James et al, 1996). A metodologia de transformacdo foi feita
segundo o protocolo descrito por Gietz e colaboradores (1998) obtido em

www.research.bomn.com. A levedura foi estriada em meio SC (base de nitrogénio 0,66%,

glicose 2%, mistura de aminoacidos 0,083%, agar bacterioldgico 1,6%, pH 5,6) ou YAPD
(extrato de levedura 1%, peptona 25%, glicose 2%, adenina 0,008%, 1,5% &gar bacterioldgico
pH 5,6) e incubada por 16-24 horas a 30°C. Um volume de 25 pL de células foi coletado da
placa e ressuspendido em 1mL de agua ultrapura em um tubo de microcentrifuga,
centrifugados por 30 segundos e ao precipitado foram adicionados os reagentes na seguinte
ordem: 240uL PEG MW 3350 (50%), 36 pL acetato de litio (1M), 50 pL ss-DNA de esperma
de salmdo (2mg/mL, Sigma), 2uL do plasmideo pOBD (50 ng/uL) contendo o gene de
interesse e agua ultrapura para 360 pL finais. Apds a ressuspensdo, as células foram
submetidas ao choque térmico a 42°C durante 30 minutos, centrifugadas e o precipitado de
células foi ressuspendido em 400uL de agua ultrapura e incubado a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Uma aliquota de 200uL de células foram plagueadas em meio Sc-W (Sc
sem triptofano) e incubadas a 30°C durante 2-4 dias. As células transformadas com o vetor

pOBD foram selecionadas em meio sem triptofano (Sc-W).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.research.bmn.com/
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3.6. Teste de auto-ativacdo com os genes usados como isca no sistema duplo-hibrido

Para os testes de auto-ativacdo do repdrter GAL1 HIS3, apos transformacdo da
levedura PJ69-4a com o clone de interesse, as células crescidas na auséncia de triptofano,
foram repicadas em meio Sc-W e incubadas por 16-24 h a 30°C. Apds crescimento, uma
alcada de células foi transferida para um tubo de microcentrifuga contendo 1mL de agua
estéril e 0 material foi diluido na propor¢édo 1:1000. A absorbancia da diluicdo foi medida em
ODs0o (ODgoonm 0,1=1x10° UFC/mL) e um volume correspondente a 1000 colénias foi
plagueado em meio Sc-W (controle) e Sc-HW (Sc sem triptofano e histidina), em
concentragdes crescentes de 3-amino triazol (3-AT) iguais a 0OmM, 3mM, 5mM, 10 mM, 25
mM e 50 mM 3-AT. As placas foram incubadas a 30°C por 5 dias e a concentracdo de 3-AT
necessaria para inibir o crescimento (auto-ativacdo) foi determinada para cada clone (Tabela
2).

Para os testes de auto-ativacdo do reporter GAL2 ADE, apos transformacdo da
levedura PJ69-4a com o plasmideo pOBD contendo a isca, o clone com o gene de interesse
foi isolado e estriado em meio SC-WA (Sc sem triptofano e adenina) e incubado a 30°C por 5
dias. A levedura que foi capaz de crescer nesse meio indicou a ativacdo do gene repdrter

(Tabela 2).



60

Tabela 2: Ensaio de auto-ativacdo para HIS3 e ADE2. As colunas SC-WH indicam as unidades formadoras de
coldnias (UFC) obtidas em placas contendo concentracfes crescentes de 3-AT. Na coluna SC-WA, (-) indica

auséncia de crescimento e (+) representa crescimento obtido apds estriagem em placa.

Gene de interesse Sc-W Teste Sc—WH + 3amino triazol Teste

(UFC/placa) | omM 3mM 5mM  10mM  25mM  50mM | Sc-WA

Xac3788 0”° 24 2 0 0 0 0 0 _
Xac1380 o 251 0 0 0 0 0 0 B
Xac1682 o 239 145 112 2 0 0 0 B
Xac1319 o 200 100 15 3 2 0 0 B
Xac2972 o™ 100 53 0 0 0 0 0 _
Xac1969 o™* 55 0 0 0 0 0 0 a
Xac3824 o> 156 0 0 0 0 0 0 B
Xac2814 ¢ °* 312 0 0 0 0 0 0 _
Xac4128 o *F 149 2 0 0 0 0 0 a
Xac3989 o 240 102 0O 0 0 0 0 a
Xac0922 o 315 0 0 0 0 0 0 _
Xac4129 o ¢ 273 0 0 0 0 0 0 _
Xac2191 o ¢ 100 0 0 0 0 0 0 a
Xac4130 ant-o 41 0 0 0 0 0 0 _
Xac1989 ant-o (FigM) 236 0 1 0 0 0 0 _
Xac1269 reg .posit o 31 0 0 0 0 0 0 _
Xac1270 reg. neg. o 200 50 2 1 0 0 0 _
Xac1271 efetor neg. o° 130 0 0 0 0 0 0 _
Xac0570 anti-anti-o 226 22 10 3 0 0 0

3.7 Transformacédo em larga-escala da linhagem PJ69-4a com a biblioteca de Xac

Uma biblioteca gendmica de Xac contendo fragmentos entre 500 a 3000pb inseridas
no vetor de presas pPOAD (UETZ et al.,2000) foi produzida em nosso laboratorio (Alegria et
al, 2004; Alegria et al, 2005). Esta biblioteca consiste de aproximadamente 2 x 10° clones
independentes. Considerando que o genoma de Xac codifica pouco menos que 5000 genes
com um tamanho médio de aproximadamente 1Kb, o rastreamento das interacdes entre as
proteinas de interesse requer um grande numero de transformantes para que uma boa

cobertura da biblioteca seja obtida. Dessa forma, as transformagdes dos vetores na cepa PJ69-
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4a foram realizadas em larga escala, utilizando-se grande volume de células competentes e
aproximadamente 30 pg de DNA de cada vetor, resultando em uma eficiéncia de 1,0 x 10°
UFC

Nesse procedimento, a linhagem contendo o gene de interesse (presenca do vetor
pOBD) foi inoculada em 50 mL de meio Sc-W e incubada sob agitacdo a 30°C por 16 horas.
Apods este periodo, foi medida a ODggonm € calculado 0 volume de pré-indculo necessario para
a obtencdo de um total de 7,5x10° células, as quais foram centrifugadas, inoculadas em 150
mL de meio YAPD e incubadas a 30°C por aproximadamente 4h, sob agitacdo. Apods a
incubacdo, foi verificada a quantidade de células necessaria para uma densidade Optica em
ODsoonm,= 2,0 0 que corresponde a aproximadamente 2,0 X 10" UFC/mL. A cultura foi entdo
dividida em 3 tubos de 50 mL e centrifugada a 4.000 rpm por 5 min a temperatura ambiente.
Foi descartado o sobrenadante e as células foram lavadas em 25 mL de agua estéril, as células
foram ressuspendidas em um Unico tubo com 3 mL de acetato de litio (100mM). Em seguida,
a solucdo foi incubada a 30°C por 15 minutos em banho-maria e centrifugada. Ao precipitado
de célula foram adicionados os seguintes componentes: 7,2 mL de PEG (50%); 1,08 mL de
LiAc (1,0M); 1,5mL de ss-DNA esperma de salmao (2mg/mL); 30 pL (30ug da biblioteca de
presas de Xac) e 970 pL de agua ultrapura. A mistura foi homogeneizada em vortex e
incubada em banho-maria a 30°C por 30 minutos, agitando-se bem o tubo a cada 10 minutos.
Apos este procedimento, a mistura foi submetida ao choque-térmico por 45 minutos a 42°C,
invertendo-se o tubo a cada 5 minutos. A mistura foi entdo centrifugada a 4.000 rpm por 5
minutos e o sobrenadante ressuspendido em 10 mL de agua ultrapura estéril. Um volume de
700 pL foi plagueado em 14 placas (150x15mm) contendo meio Sc-WLH + 3mM 3-AT (para
os clones negativos em auto-ativacdo GAL-HIS). Em outra placa contendo Sc-WL, foram
plaqueados 100 pL de uma diluicdo 1:100 da mistura (controle do nimero de transformantes

totais). As placas foram incubadas a 30°C durante 14 dias.
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Os clones que cresceram em meio Sc-WLH + 3mM de 3-AT foram repicados em
placas contendo meio Sc-WLHA+ 3mM de 3-AT e incubados a 30°C por 4 dias. Somente
foram considerados positivos os clones capazes de ativar simultaneamente 0s genes repérteres
GAL2-ADE2 e GALI1-HIS3, ou seja, capazes de crescer em meio Sc-WLH e Sc-WLHA

(Tabela 3).

Tabela 3: Lista das proteinas utilizadas como iscas nas triagens de duplo-hibrido.

Iscas N°de transformantes N°de clones positivos N° de ensaios de
(meio Sc-WLHA) duplo hibrido
Xac3788 ¢”° 2,7 x 10° UFC 64 1
Xac1380 ¢* 7,6 x 10°/0,5 x 10° UFC 60 2
Xac1682 o™ 2,71x10°UFC 9% 2
Xac1319 ¢* 1,28x10°%/2,6 x 10° UFC 9% 2
Xac2972 ¢™* 5,8 x 10° UFC 9% 1
Xac1969 o™ 1,0 x 10° UFC 9% 2
Xac3824 ¢ 2,25 x 10°%/4,7 x 10° UFC 33 2
Xac2814 ¢ °* 7,1x10°/2,6 x 10° UFC 74 2
Xac4128 ¢ °* 2.6 x 10°/8,0 x 10° UFC 33 2
Xac3989 o °* 3,6 x 10°/9,0 x 10° UFC 14 2
Xac0922 ¢ °* 2,09 x 10%/1,17 x 10° UFC 27 2
Xac4129 o °F 3,04 x 10° /1,57 x 10° UFC 28 2
Xac2191 ¢ °* 6,1 x 10° UFC/ 1.28 x 10° UFC 2/96 2
Xac2192 anti-o 1,35 x 10°UFC 9% 1
Xac4130 ant-o 1,7 x 10° /6,7 x 10° UFC 38 2
Xac1989ant-o (FlgM) 5x 10°/8,0 x 10° UFC 52 2
Xac1269 (RsbR) 4,5x10°/3,56 x 10° UFC 20 2
Xac1270 (RsbS) 2,69 x 10° UFC 64 1
Xac1271 (RsbT) 6,52 x 10°/1,44 x 10° UFC 120 2

Xac0570 anti-anti-c" 3,20 x 10%/2,34 x 10° UFC 9% 2
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3.8 Extragéo do DNA plasmidial de levedura em placa

As extracOes de DNA plasmidial de levedura em placa de 96 pocos foram realizadas
conforme protocolo Sambrook, 1989.

Em cada placa, 96 colbnias positivas foram inoculadas em 2 mL de meio minimo Sc-L
e incubadas a 30°C e 250 r.p.m. por 36-48 h. Em seguida, as células foram precipitadas por
centrifugacdo a 4°C e 2700 r.p.m. por 8 minutos e o sobrenadante foi descartado por inversao.
O material precipitado foi ressuspendido por agitacdo no volume residual de meio e 1 mL de
“rescue buffer” (50 mM Tris-Cl pH 7,5; 10mM EDTA; 0,3% [-mercaptoetanol) foi
adicionado a cada poc¢o. Apds este procedimento, a placa foi agitada por vortex e as células
foram precipitadas por centrifugacdo a 4°C e 2700 r.p.m. por 8 minutos. O material
precipitado foi entdo ressuspendido em 25 pL de solucdo de lise (2 mg/mL de zymoliase, 0,2
mg/mL de RNAse em “rescue buffer”) e incubado a 37°C por 1 hora, sendo 25 pL de uma
solucdo SDS 10% adicionada posteriormente a cada po¢o. A placa foi mantida em repouso
por 5 minutos a temperatura ambiente e um volume 100 pL de acetato de potéassio 3M foi
adicionado e incubado em freezer a —80°C por 15 min. Apds o descongelamento, a placa foi
centrifugada a 4°C e 4000 rpm por 15 minutos e 120 pL do sobrenadante foi recolhido em
placa MicroAmp (Applied Biosystem, cat No. N801-0560). Para cada 120 pL, 84 pL de
isopropanol foram adicionados, centrifugado a 4000 r.p.m. por 30 min, descartado o
sobrenadante e o precipitado lavado com etanol 70%. Apds a secagem do precipitado, 0 DNA
foi ressuspendido em 10 L de agua.

Para a analise dos clones positivos, 0 DNA plasmidial extraido da levedura foi
transformado por eletroporagdo na linhagem bacteriana KC8 (hsdR, leuB600, trpC9830,
pyrF:: tn5, hisB463, lacDX74, strA, galU,K) e plagueadas em meio de cultura minimo M9
(1x solucéo de sais, ImM MgSO,, 0,4% glicose, 0,1 mM CaCl,) acrescido somente de uracil

(20mg/L), histidina (20mg/L), triptofano (40mg/L) e carbenicilina (100pug/mL), no caso de
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selecdo de bactérias contendo do vetor pOAD. As placas foram incubadas a 37°C por 24/48
horas e 0 DNA plasmidial foi extraido (item 3.3 de Materiais e Métodos). Nas reacGes de
sequenciamento foi utilizado 0 oligonucleotideo pOAD(MCS)-F 5
CAGGGATGTTTAATACCACTACAATG 3’que hibridiza no sitio multiplo de clonagem do
plasmideo pOAD.

Ap0s o seqlienciamento, foram feitas as analises das seqiiéncias no banco de dados e

no sitio de Xanthomonas (http://genoma4.ig.usp.br), através do programa de alinhamento

BLAST. As seqiiéncias foram submetidas diretamente a analise atraves do programa
BLASTX ap6s a remocao da sequéncia de nucleotideos do vetor. Informag6es como a fase de

leitura e a posicdo do inicio e final da traducdo foram anotadas.

3.9 Cotransformacdes dos vetores pOAD e pOBD na levedura PJ69-4a

Para analisar as interacdes envolvendo o sistema Xac2193-Xac2192-Xac2191 e o
Xac4131-Xac4130-Xac4129 os oligonucleotideos foram sintetizados para amplificar por PCR
as regides de interesse dos genes, como descrito na Tabela 4. Os fragmentos amplificados
foram clonados nos vetores pOBD e pOAD (Tabela 4). O procedimento de transformacao em

levedura e selecdo dos clones positivos estdo descrito em nos itens 3.7 e 3.8.


http://genoma4.iq.usp.br/
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Tabela 4: Lista de oligonucleotideos utilizados nas clonagens nos vetores pOAD e pOBD para 0s ensaios de

duplo-hibrido e no vetor de expressao pET28a para a expressao das proteinas recombinantes.

Gene Regiao da Sequéncias dos oligonucleotideos Vetor clonagem e

(Xac) protéina sitio de clonagem

Xac41311. 468 N-terminal F5'TTAATTCCATATGGCCATGGGTAGTCGCCGCATCGCC3’ pOAD(Ncol/Sall)
R5°'ATATGTCGACTTAGCGCAGCGCGGCGCTGAGGCT3’

Xac2193 ;55 N-terminal F5 TTAATTCCATATGGCCATGGTGTTGCTGCAGGACACCC3’ pOAD(Ncol/Sall)
R5'ATACGTCGACTTCGCGTGCGATGCGCGAGCCGGT3'!

Xac4130;3535¢  C-terminal F5 TTAATTCCATATGGCCATGGCCTGGCCGCGCACCACG3’  pOBD(Ncol/Sall)
R5 TATGGATCCCTCGAGTTACCGGTTGGCGGTCGCCGG3’

Xac41304.117 N-terminal F5 TTAATTCCATATGGCCATGGTGAGCGTGTCGCTGGCG3’  pOAD(Ncol/Sall)
R5'TATGGATCCCTCGAGTTAATGCCAGTGCGACCGGCGT3’  pET28a(Ncol/Xhol)

Xac2192455.4, alca 5'GGAATTCCATATGGCCATGGACCACGCCCCATCCGCAC3’  pOBD (Ncol/Sall)

periplasmatica R5CATGGATCCCTCGAGTTACGGAGGCTGGGGCTTGCCA3’

Xac21921. 197 N-terminal F5°'GGAATTCCATATGGCCATGGACAGCAGGCAGATTGA3’ pOAD(Ncol/Sall)
R5'CATGGATCCCTCGAGTTACGAAAGCTTCCAGCGGCGT3’  pET28a(Ncol/Xhol)

Xac2191 inteira F:5’ATGAATTCCATATGTCCAGCGCCGTCGACGAATGG3’ pET28a(Ndel/BamHI)
R:5'TACCATGGTAGGATCCTTAATCTGCCTGCTGTCC3’

Xac4129 inteira F: 5’AGCATATGTCGCACATCCAAAGCGCG3’ pET28a(Ndel/BamHlI)

R: 5"’ACGGATCCTTACCACCACTGCGCTCC3’

3.10 Expressdo de proteinas recombinantes

Para a producdo de proteinas recombinantes foi utilizado o sistema de expressdo pET

(plasmid for Expression by T; RNA polimerase). O pET é um sistema otimizado para a

clonagem e expressdo de proteinas recombinantes em E.coli. Os genes de interesse sdo

clonados sob o forte controle de um promotor do bacteriéfago T; e a expressao é induzida

através da expressdo do gene da T; RNA polimerase na célula hospedeira. O gene que

codifica a T; RNA polimerase no genoma da célula bacteriana BL21(DE3) e seus derivados

esta sob o controle de lacUV5 e a sua expressdo é induzida por isopropyl-1-thio-f-D-

galactoside (IPTG ) (Rosenberg et al, 1987). Os genes Xac2191, Xac2192;.19;, Xac4129 e

Xac4130;.117 foram amplificados por PCR utilizando os pares de oligonucleotideos (Tabela 4)

e clonados no vetor de expressédo pET28a (Figura 16).
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pET-28a-c(+) cloning/expression region

Figura 16 : Mapa do vetor pET28a(+), mostrando e o sitio maltiplo de clonagem (Novagen).

Um procedimento padrdo de inducdo em pequena escala foi usado para testes iniciais
de indugdo das proteinas recombinantes em E.coli. As linhagens de E. coli testadas para a
expressdo das proteinas recombinantes foram BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS,
BL21(DE3)pLysS(RP), BL21(DE3)pLysS(Ril) e BL21(DE3)Star (Studier and Moffatt, 1986,

Studier et. al., 1990). Primeiramente, uma colonia isolada contendo o vetor de expressao
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PET28a com o gene de interesse foi inoculada em 6 mL de meio 2xYT contendo 0s
antibioticos necessarios. As culturas foram incubadas a 37°C e 200 r.p.m. até O.Dgqo igual a
0,8. Aliguotas de 1 mL foram entdo retiradas e usadas como controle das amostras nao
induzidas. Em seguida, 0.4 mM de isopropil-tiogalactosideo (IPTG) foi adicionado para
inducdo da expressdo das proteinas. Apos 4 horas de inducdo, aliquotas de 1 mL foram
retiradas e usadas como controle de amostras induzidas. As amostras de inducdo e nao-
inducdo foram centrifugadas a 14000 r.p.m. por 5 minutos a temperatura ambiente,
ressuspendidas em tampao de amostra (50% glicerol, 260 mM de Tris-HCI pH 6.8, SDS 10%
, 0.5% azul de bromofenol e B- mercaptoetanol), fervidas durante 10 minutos e corridas em
gel SDS-PAGE 15% (Sambrook et al., 1989).

Para inducédo de proteinas em larga escala, uma alcada de colénias transformadas com
0 plasmideo de expressdo foi transferida para 150 mL de 2xYT contendo os antibioticos
necessarios e crescida a 37°C e 200 r.p.m. até ODgo igual a 0,8. Posteriormente, uma aliquota
de 25 mL foi utilizada como in6culo para 500 mL de 2xYT contendo os antibioticos
necessarios e incubada a 37 °C sob agitacdo de 200 r.p.m. até ODgo igual a 0,8. Apds a
retirada de uma aliquota de 1 mL para controle de células ndo induzidas, a cultura foi induzida
com 0.4mM de isopropil-tiogalactosideo (IPTG) por 4 horas a 37 °C. Um volume de 1 mL foi
entdo retirado e as células foram coletadas por centrifugacdo a 4°C e 5000 r.p.m. por 15
minutos. As amostras controles (ndo induzida e induzida) foram centrifugadas, ressuspendidas

em tampao de amostra, fervidas e corridas em gel SDS-PAGE 15% (Sambrook et al., 1989).
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3.11 Purificagdes das proteinas recombinantes induzidas em larga escala

Todos os procedimentos cromatograficos foram realizados utilizando um aparelho de
FPLC (modelo Akta GE Healthcare). Celulas coletadas ap6s inducdo de proteinas
recombinantes em larga escala foram ressuspendidas em 20 mL de tampéo de lise (25 mM
Tris-HCI pH8, 1 mM EDTA e 20% Sacarose) e lisadas ap0s trés passagens por uma célula em
“French Press”. Posteriormente, o material foi centrifugado por 45 minutos a 15000 rpm e a
4°C para separar a fracdo soluvel e a fracdo insolGvel. Ambas as fragdes foram analisadas por
SDS-PAGE. Xac2192;.197 € Xac 4129 foram encontradas nos corpusculos de inclusdo. Para
solubilizar estas protéinas foi adicionada uréia 8M e foi mantido em todos os tampdes
utilizados nas etapas subseqtientes da purificagéo.

A solubilizacdo de Xac2191 foi feita utilizando o detergente N-Lauroil-Sarcosil. Apds
a expressao de Xac2191 em larga escala, as bactérias foram centrifugadas a 4000 rpm por 15’
a 4°C. O precipitado de células foi ressuspendido em 25 mL de tampdo STE (20mM de Tris-
HCI pH 8, 100mM NaCl, 1mM EDTA e 14mM 2-mercaptoetanol) para cada 1 L de larga
escala. As células foram lisadas em “French Press” e aos corpusculos de inclusdo (fragao
insoltvel) contendo a proteina recombinante foram adicionados 0.3% N-Lauroil-Sarcosil em
tampdo STE sob agitacdo a 25°C (Zhuo et al., 2005). As amostras foram centrifugadas a
16000 rpm por 40 minutos a 4°C para obtencdo do sobrenadante contendo Xac2191. O
detergente foi retirado por didlise contra o tampdo contendo 20 mM de Tris-HCI pH 8 e
100mM NaCl. Com retirada do detergente apenas 50% da proteina permaneceu no
sobrenadante.

A purificagdo de Xac2191 foi feita por cromatografia de afinidade em coluna de
Niquel equilibrada em tampdo A (20 mM Tris-HCI pH 8 e 100 mM de NaCl). As proteinas
retidas na resina foram eluidas usando um gradiente de concentracdo de 0 mM a 500 mM de

imidazol no mesmo tampdo. Parte da proteina Xac2191 ficou retida na coluna, no entanto
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durante a lavagem em tampéo A, a proteina foi eluida com um grande grau de purificagéo.
Para a purificacdo de Xac4129 tambem foi utilizada a cromatografia de afinidade em coluna
de niquel, no entanto, a coluna foi equilibrada em tampédo A (50 mM de Tris-HCI pH 8, 20
mM de imidazol, 500 mM de NaCl e 8 M de uréia) e para a elui¢éo foi utilizado um gradiente
de concentracdo de 20 mM a 500 mM de imidazol. O reenovelamento de Xac4129 foi feito
através de didlise em tampao 50 mM de Tris-HCI pH 8 em concentracdes decrescentes de
uréia (6 M, 3Me 0 M).

A purificacdo da regido N-terminal de Xac2192;.107 foi feita por cromatografia de
troca catibnica (SP-sepharose, Amersham Bioscience) equilibrada em 50 mM de Tris-HCI pH
8, ImM de EDTA, 8M de uréia e 14 mM de 2-mercaptoetanol. A coluna foi lavada com 100
mL desse tampao e as proteinas retidas na coluna foram eluidas utilizando um gradiente de
concentracdo de 0 a 500 mM de NaCl no mesmo tampdo. A proteina Xac21921.107 ndo ficou
retida na coluna, sendo eluida juntamente com alguns contaminates durante a lavagem. Apos
a concentracdo dessa fracdo para 4 mL utilizando um concentrador AMICON (Ultrafiltration
membranes, dia 44,5mm, NMWL 10,000, “Milipore”), a proteina foi submetida a uma
cromatografia de exclusdo molecular em uma coluna de gel filtracdo (Superdex 75,
Amersham Bioscience) equilibrada em tampdo 50 mM de Tris-HCI pH 8, 1mM de EDTA,
8M de uréia, 100 mM de NaCl e 14 mM de 2-mercaptoetanol. A proteina purificada foi
reenovelada através de dialises em tampdo 50 mM de Tris-HCI pH 8, 10% glicerol e 2-

mercaptoetanol em concentra¢fes decrescentes de uréia (6 M, 3 M e 0 M).

3.12 Ensaios de “Far-Western blot” ou “Overlay”

Para estudar as interagdes proteina-proteina, umas das técnicas utilizadas foi “Far-
Western blot” ou “Overlay”. Esta técnica € baseada no ensaio de “Western blot”. As

proteinas recombinantes (sec¢do 3.11) foram fracionadas em SDS-PAGE 18% e
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eletrotransferidos a 350 mA para membranas de nitrocelulose em solucdo tampdo de
transferéncia, através de sistema de transferéncia Umida Biorad (Biorad Biosystems). As
membranas foram incubadas com 10% (m/V) de leite desnatado Molico® em PBS-T, e apds
trés lavagens de 10 min com PBS-T, as mesmas foram incubadas com a proteina de interesse
em uma concentragdo de 50 pug/mL, durante 2 horas sob agitacdo constante e a temperatura
ambiente.

Seguindo uma repeticdo de lavagens com PBS-T conforme descrito acima, as
membranas foram incubadas com o anticorpo especifico para a proteina em solucdo (anti-
6xHis diluido 1:5000, Sigma), em leite desnatado Molico®-PBS-T 5% por 90minutos.
Novamente, as membranas foram lavadas com PBS-T e incubadas com o anticorpo
secundario anti-lgG camundongo conjugado com peroxidase, diluido 1:10 000 (Sigma) em
5% leite desnatado Molico®-PBS-T por 1h, lavadas e reveladas com reagente ECL (GE

Healthcare).

3.13 Producéo dos nocautes ndo polares

3.13.1 Producéo do fragmento de 2000pb para a clonagem no vetor pNPTS138

As regides que flaqueiam os genes de interesse foram amplificadas por PCR utilizando
os oligonucleotideos descritos na Tabela 5 (Figura 17). Em seguida os produtos de PCR
foram analisados em um gel de agarose 1%, purificados, digeridos utilizando as enzimas de
restricdo Ndel ou Notl e ligados. Os fragmentos de 2000 pb gerados nas reacdes de ligacdo
foram purificados e utilizados como molde para reacdo de PCR utilizando os
oligonucleotideos F1 e R2 (Figura 17). O produto de PCR foi utilizado na clonagem no vetor
pPNPTS138 (Figura 18). Este vetor é derivado do vetor Litmus 38 que contém o marcador de

resisténcia a kanamicina, o gene levansucrase SacB e a capacidade de se transferir por
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conjugacdo para uma grande diversidade de bactérias. (Dickon Alley M.R.K, trabalho néo

publicado). Os clones foram confirmados por ensaios de restri¢cdao e por seqlienciamento.

1000pb

1000pb
- ATG TAA
F1—b +—) O—
R1 NdelNotl p2
3 ATG - TAA
F1

Figura 17: Esquema representando as regides flaqueadoras dos genes selecionados para a dele¢do. O sitio de

ligacdo entre as regides e a nomenclatura utilizada para identificar a regido de amplificagdo dos
oligonucleotideos (F1/R1 e F2/R2).

Tabela 5: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a produgdo dos nocautes.

Gene Sequéncia dos Oligonucleotideos Sitios de restrigao
(Xac)
F1 5’"TACTGCAGGAATTCCTCCAGGCCTGGGCATGA3’ Pstl/EcoRl
2191 R1 5" TAGCTTAACCATATGGACAAACCATTCGTCGACGGC3’ Ndel
F2 5" TAGCTTAACCATATGAAGTCGACGCGCGATGGACAG3’ Ndel
R2 5’"TATCTCGAGGGATTCGGCGCGTATTGGATAG3 Xhol
F1 5°"ATAAAGCTTGAATTCAGGAGCACAGCCGCTGCC3’ Hindlll/EcoRl
R1 5" TAGCTTAACCATATGCGCCAGCCACTGCGC3’ Ndel
2192 F2 5 TAGCTTAACCATATGCGCGCCGAATCCCGC3' Ndel
R2 5'TATCTCGAGATAGCCGCTGGAGATCGCCAACTG3’ Xhol
F1 5'CGTAAGCTTCTGGCGTCGTCGCCGGCC3’ Hindlll
4129 R1 5" ATAATCATATGCGGCCGCGAATTCTGGATGTGCCGACAC 3’ Notl/EcoRl
F2 5'ATAATCATATGCGGCCGCGAATTCGCGCAGTGGTGGTGA3’ Notl/EcoRlI
R2 5"’ACGTGTCGACCGCAGGCCGGGCTGC3’ Sall
F1 5°"ATAAAGCTTGAATTCTCGCGACGCAGTTCGCGC3’ Hindlll/EcoRl
4130 R1 5" TAGCTTAACCATATGCGCTTCCTCGGTCAGGC3’ Ndel
F2 5" TAGCTTAACCATATGCCGGCGACCGCCAAC3’ Ndel
R2 5" TATCTCGAGACGCGCTGCAGGGCTTCGGCC Xhol
F1 5’"TACTAGATAAGCTTCGTCCGCCGACCTGGGGCAC 3’ Hindlll
1682 R1 5" TAGCTTAACCATATGGCATCGCCCAGGGTGTCGGTATCA Ndel
F2 5" TAGCTTAACCATATGGCGGCGCCCCTTACACGGAG 3’ Ndel
R2 5'TATCTCGAGAGCGCAATACAGGCCCAGCGAGGTGAT Xhol
F1 5'TATTCGATGAATTCCCCCGGGACTGCAGGACG3’ EcoRlI
1969 R1 5" TAGCTTAACCATATGGCCAAGCTGGGCGGAAATGG3’ Ndel
F2 5"TAGCTTAACCATATGACTAAACCGCTGCTTGCCCG3’ Ndel
R2 5’'TATCTCGAGTTTCCAGCAGATCCGGCGGGA3’ Xhol
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Figura 18: Mapa do vetor suicida pNPTS138 utilizado na producdo dos nocautes apolares (Dickon Alley
M.R.K, trabalho ndo publicado)

3.14 Transformagéo em células competentes de Xanthomonas
3.14.1 Preparo de células competentes de Xanthomonas

Dois mililitros de pré-in6culo de uma cultura saturada de Xanthomonas axonopodis pv
citri foram transferidos em 200 mL de meio circlegrow 40 g/L (Q-BlOgene), a 28°C com
agitacdo de 200 rpm, até atingirem DOgy de 0,5. A cultura de células foi centrifugada e o
precipitado foi lavado trés vezes com agua estéril gelada. As células foram aliquotadas em 50

pL para serem transformadas.

3.14.2 Transformacdes das células competentes por eletroporacéo

A transformacéo das células foi realizada através da eletropora¢do. Em uma cubeta de
0,2 mm (GenePulser Cuvette), adicionou-se uma mistura contendo 2 pl de DNA plasmidial
em 50 pl de células competentes. As condigdes de eletroporacdo foram 200 Q, 25 uF e 2,0
kKV. Apols a eletroporacdo, foi adicionado a cubeta 800 pL de meio LB e a suspensédo
transferida para tubo de microcentrifuga e incubada por 3 h a 28 °C. A suspensédo foi
plagueada em meio LB (10 g/L Triptona, 5 g/L extrato de levedura, 5 g/L NaCl, 1% agar )

contendo carbenicilina (100 pg/mL) e kanamicina (100 pg/mL) e incubada a 30 °C por 48 h.
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3.15 Selecéo dos clones positivos

O vetor pNPTS138 contendo um cépia mutada do gene em questdo foi inserido em
Xac por eletroporacdo. O plasmideo pNPTS138 contém o gene de resisténcia a kanamicina e
0 gene de selecdo sacB de B.subtilis que codifica a enzima levansucrase, responsavel pela
conversdo da sacarose presente no meio em um produto toxico para a célula. Alem disso, o
vetor é capaz de se replicar em E.coli, no entanto atua como suicida em Xac devido a
incapacidade de replicar na célula de forma autbnoma. Por isso é necessario a integracdo no
genoma de Xac para permanecer na célula. Uma maneira pela qual o plasmideo pode integrar
no genoma da bactéria é através da recombinacdo homdloga no locus do gene alvo. Os
transformantes que sdo resistentes a kanamicina e sensiveis a sacarose sdo candidatos
positivos de ter sofrido esse tipo de recombinacéo.

Apbs as transformacdes em Xac as colonias que cresceram em meio LB contendo
carbenicilina (100 pg/mL) e kanamicina (100 pg/mL) foram repicadas nos meios:
LB/carbenicilina, LB/carbenicilina-kanamicina e LB/5% sacarose-carbenicilina. Somente as
colbnias que cresceram na presenca de kanamicina e ndo cresceram em meio LB/5%
sacarose-carbenicilina foram selecionadas. Essas colonias foram inoculadas em 3 mL de meio
2xXTY contendo carbenicilina e crescidas a 28°C durante 24h. Para a selecdo do segundo
evento de recombinacdo foram feitas diluicGes dessa cultura saturada e diferentes quantidades
foram plaqueadas em meios LB/carbenicilina-kanamicina, LB/5% sacarose-carbenicilina e
LB/5% sacarose-carbenicilina-kanamicina. Assim, as col6nias que foram capazes de crescer
em presenca de sacarose e que apresentaram sensibilidade a kanamicina foram selecionadas
(Figura 19). Essas coldnias foram repicadas novamente nos meios LB/5%sacarose-
carbenicilina e LB/carbenicilina-kanamicina para certificagdo do fendtipo. A confirmagéo da

delecéo do gene de interesse foi feita por PCR de colbnia
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Figura 19: Representacdo esquematica da sele¢do das coldnias que sofreram a dupla recombinacdo homologa.

3.16 Construcéo do plasmideo de expressao do gene hrpG em Xac

A complementacdo do gene hrpG na cepas AhrpG foi feita utilizando o vetor de
complementacdo pUFR047 (De Feyter et. al., 1993), que possui 0s genes de resisténcia aos
antibidticos ampicilina e gentamicina (Figura 20). Os oligonucleotideos foram sintetizados
para amplificar um fragmento que contém a sequéncia codificadora de HrpG e a regido de
aproximadamente 348 pb a jusante do codon de iniciacdo (F-348pb_upG
(BamHI)5" TTAAAGGATCCCGGACCGATGTCTCTGGT3";RcompG(Hindl1)5"ATTAAA
AGCTTTCAGCAGGCGGCTGCGTGATS3"). Dessa maneira foi possivel amplificar gene
inteiro juntamente com a regido provavel do promotor, totalizando um fragmento de 1140pb.
A clonagem foi feita no vetor de complementacdo nos sitios de Hindlll/BamHI. Os clones
foram confirmados por sequenciamento e por PCR de colénia. Em seguida foram
transformados na cepa AXachrpG competente e selecionados em meio LB contendo

gentamicina (100pg/mL).
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pUFRO47
86 kb

Figura 20: Mapa do vetor pUFR047 (De Feyter et. al., 1993) utilizado para a complementacdo do gene
nocauteado em Xac.

3.17 Ensaios de mobilidade eletroforética (EMSA)

A regido de 300 pb a jusante do cddon de iniciacdo da traducdo para cada um dos
genes da Tabela 6 foi amplificada por PCR utilizando os pares de oligonucleotideos indicados
na Tabela 6 a partir do DNA gendmico de Xac. O DNA foi marcado utilizando o kit de
Random Primers DNA Labeling System da Invitrogen e (a-*2P) dATP (Amersham), que
amplifica a seqiiéncia de interesse com o fragmento Klenow da DNA polimerase | de E.coli,
de acordo com o protocolo do fornecedor.

Para cada reac¢do de ligagdo “in vitro”, foram utilizados 1 uM da proteina Xac2191,
0,6 pL do nucleo RNA polimerase (Epicentre), 0,2 ug de ssDNAe 2 uLL de DNA marcado em
tampé&o de ligacdo contendo 50 mM de Tris-HCI pH 8, 1 mM de MgCl,, 100 mM de KCI,1
mM de DTT e 100ug/mL de BSA (Soro de albumina bovina). Apds incubagéo por 1 a 2 horas
a temperatura ambiente e adicdo de 4 pL de tampdo de amostra (6X), as reagdes foram
separadas por eletroforese em gel 5% de acrilamida ndo desnaturante em tampdo TBE 1X,

seguido de secagem e exposi¢ao em “Storage Phosphor screen” (Molecular Dynamics).
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Tabela 6: Lista dos oligonucleotideos utilizados para amplificar os fragmentos de 300pb utilizados nos ensaios
de EMSA.

Gene (promotor) Sequiéncia dos primers
Xac 1229p F5' TATAGTCGACCCACGTGCTGCTGCGCGC3’
R5'ACGGAATTCAACACTCCTTGGGTCACG3’
Xac 1970p F5'TATAGTCGACCGCAACCAGCCACCCACC3’
R5'ACGGAATTCGGCGCAGAAGAGACCTTT3’
Xac 4180p F5' TATAGTCGACCTGGCGCGCTGACGCGCT3’
R5'CTAGAATTCGGTGGGGCCGGGAATCGG3’
Xac 3480p F5' TATAGTCGACTGCAGGTTGAGATGAGATGCG3
R5'ACGGAATTCGGCGCCAAGTCTGGCACA3’
Xac 3421p F5 TATAGTCGACATGTGCCTCCGAACGCGC3’
R5'CTTGAATTCTTAGAGGCGAGAGCGGCCG3’
Xac 0898p F5 TATAGTCGACACCTTGTGCGGGTTGCCG3’
R5°'ATTGAATTCAGTTTCGCTCTAGGCCG3’
Xac 2169p FSTATAGTCGACACGCCAATGCCACCGG3’
R5'ATTGAATTCTGGAAGTCTCCGTGGATC3’
Xac 3993p F5 TATAGTCGACCAGGCGGTGCTGGAGATC3’
R5'ATTGAATTCGGTCGCGCTCGTATGCATG3’
Xac 0136p F5 TATAGTCGACGCAGATCGATGCCGACG3’

R5'ATTGAATTCACCGGTAGTCTCGCGATC3’

3.18 Caracterizacdes das cepas de Xac mutantes
3.18.1 Teste de patogenicidade em plantas

Os testes de patogenicidade foram realizados em colaboracdo com o Dr. Alexandre
Morais do Amaral do Laboratério de Biotecnologia Centro APTA Citros "Sylvio Moreira"—
IAC. As culturas bacterianas foram crescidas em meio 2xTY, a 200 rpm e 30 °C até atingirem
uma DO goonm de 0,3. As suspensdes foram infiltradas na superficie abaxial das folhas de
laranja péra (Citrus sinensis (L.) Osbeck), utilizando seringas de 1mL. O monitoramento e 0
desenvolvimento dos sintomas da infeccdo foram feitos atraves de fotografias retiradas em

dias diferentes (5 a 15 dias) apos a inoculacgéo.

3.18.2 Ensaios de motilidade
Para os ensaios de motilidade foi utilizada uma superficie semi-solida. Em meio SB (5

g/L de sacarose, 5 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona, 1 g/L de acido glutdmico pH
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7,0 e 0,5% de agar) foram inoculados 2 puLL de uma cultura na fase exponencial de crescimento
(10 cél/mL) crescida em SB & 28°C. As placas foram incubadas & 28°C durante 2 dias.

Para os ensaios de motilidade do tipo “swimming” foram utilizados tubos de ensaio de
contendo 4 mL de meio XVM2 (20 mM de NaCl, 10 mM de (NH4),SO4, 1 mM de CaCly,
0.01 mM de FeSQ4, 5 mM de MgSQOy4, 0.16 mM de KH,POy,, 0.32 mM de K;HPO,4, 10 mM de
frutose, 10 mM de sacrose ,0,03% casaminoacido, pH 6,7 e 0,3% de agar). As culturas na fase

exponencial foram inoculadas na superficie do meio e incubadas a 28°C durante 2 dias.

3.18.3 Teste de sobrevivéncia a diferentes estresses (choque térmico, estresse oxidativo e
presenca de etanol)

Culturas de Xac selvagem e mutantes saturadas foram diluidas para uma DOggonm 0,1 €
incubadas por 4-5h até atingir a fase exponencial de crescimento (DOgoonm 0,5). As células
foram expostas ao choque térmico de 45°C em banho-maria e aliquotas foram retiradas antes
do choque e durante 20, 30 e 40 minutos apds a exposicao. Para os testes de sobrevivéncia ao
estresse oxidativo as células foram expostas a 2,5 mM de H,0, e aliquotas foram retiradas
durante os tempos de 10, 20 e 30 minutos. As aliquotas foram diluidas e plaqueadas em meio
LB e a porcentagem de sobreviventes foram obtidas a partir dos nimeros de sobreviventes na
auséncia do estresse.

Para analisar a resisténcia ao etanol, as culturas saturadas de Xac selvagem e mutantes
foram diluidas para DO gponm 0,1 em meio LB na auséncia e na presenca de 1,5% etanol. O

crescimento das culturas foi monitorado pela leitura da absorbéancia a 600nm.
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3.18.4 Curva de crescimento em caréncia de ferro
Culturas saturadas de Xac selvagem e mutantes foram diluidas para um DO gyonm 0,1
em meio LB na auséncia e na presenca do quelante de ferro (50uM de 2,2"dipiridil, Sigma). O

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

3.19 Ensaios de PCR quantitativo em tempo real

Os oligonucleotideos foram desenhados através do programa PrimerExpress (Applied
Biosystems), de modo a obter produtos de PCR pequenos (em torno de 100pb) (Tabela 7).
Para a extracdo do RNA total de Xac cepas selvagem e mutantes foram crescidas em 50mL de
meios: LB (acrescido de 100 pg/ml de ampicilina) e XVYM2 (20 mM de NaCl, 10 mM de
(NH4)2504, 1 mM de CaCl2, 0.01 mM de FeSO4, 5 mM de MgSO4, 0.16 mM de KH2PO4,
0.32 mM de K2HPO4, 10 mM de frutose, 10 mM de sacarose e 0.03% de casaminoacidos, pH
6.7 e 100pg/ml de ampicilina) até uma DOgoonm 0,6. As células foram precipitadas por
centrifugacdo e a extracdo do RNA total segui o protocolo sugerido pelo fabricante do kit
“RNAspin Mini RNA Isolation”(GE Healthcare). A quantificagdo foi feita em
espectrofotdbmetro (Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer) nos comprimentos de onda 260 e
280 nm e estocados a -80°C. A sintese de cDNA seguiu o protocolo do fabricante do kit
“Superscript ™ TII first Strand”(Invitrogen), utilizando 5 pg de RNA total foram utilizados
para cada reacdo, 1 UL de oligos hexameros randémicos, 1 puL de tampdo de anelamento e
agua DEPC para um volume final de 8 pL. A reacdo foi incubada por 5 minutos a 65°C e 1
minuto no gelo. Em seguida foi adicionado 10 pL de 2xFirst-Strand reaction mix e 2 pL de
Super Script III/RNAse OUT™ mix. A sintese de cDNA foi realizada 5 minutos a 25 °C, 50
minutos a 50 °C e a terminacédo a 85 °C durante 5 minutos. O produto da reagéo foi estocado a

-20 °C.
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Para as reacdes de Real Time PCR foi utilizado o reagente SYBR® Green Dye
(Applied Biosystems). Esse corante possui a afinidade por sequéncias pequenas de dupla fita
de DNA. Quando estd ligado ao DNA simples fita, emite uma pequena fluorescéncia no
comprimento de onda de 520 nm, portanto, quando ligado a dupla fita de DNA, a
fluorescéncia aumenta aproximadamente 100 vezes, permitindo a deteccdo do produto de
PCR em tempo real a cada ciclo de amplificacdo. Na reacao foi utilizado 1uL de cDNA (1ng);
2,4 uL de solucdo contendo os primers forward e reverse na concentracdo final de 600 nM;
10pL de SYBR® Green mix e 6,6 pL de agua Milli-Q. O SYBR® Green mix contém todos
0S componentes necessarios para a realizacdo das reacdes de amplificacdo. Essas reacOes
foram feitas no termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) nas
seguintes condigdes: 50 °C por 2 minutos; 95 °C por 10 minutos; 40 ciclos de 95 °C de
15segundos e 60 °C por 1 minuto. Em todos os experimentos foram realizadas as curvas de
dissociacdes das reacBes para confirmar a auséncia de dimeros e de produtos inespecificos. Os
niveis de expressdo relativa foram calculados pelo método do 24“T (Livak & Schimittgen,
2001) utilizando o gene Xac4291 que codifica a subunidade 16S do RNA ribossomal como

normalizador.



Tabela 7: Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de qRT-PCR.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos
Xac0136 F5'CTGGCCGGCGGCTATT3’

R 5’ATGCCCAGCTTTTCCAGGAT3’
Xac0898 F 5 CCGCGCGGACTCACTAAC3’

R5'GGTGCGATCTTTTACCTCAAGTTT3
Xac1229 F 5GGCGAGCGGGTTTTCC3’

R 5’CGTACGCCGAGCTTGGA3’
Xac1970 F 5’ ATTTGGGCATCAGCGTCAAG3’

R 5" ACCCGAGCGACTCCATCAT3’
Xac2168 F 5’AATATCGCCGCCCATGTG3’

R 5’CACTGCCGATCTGCTTGTTG3’
Xac3421 F 5’ATACCCAACGTCAGCAGGAAGT3’

R 5’GTGTCCGGGTCCAGATCGT3’
Xac3480 F 5’CGATGGCCTGCTCAACAAG3’

R 5’GCTGTAGCAGTCGAGTTTTTTCAG3’

F 5’"CCGCCAGCGAGATTGC3’
Xac3993

R 5’AGGCTTCGATGCGATTGG3’

F 5’TCAACAAACAGATCGCCTACGA3’
Xac4180

R 5’GCCTGGGTGCGATTGGT3’
HreU F 5 TTCCAGACTGGGCTGAATGC 3’

R 5 GGCTTCGCAACGAAAAGAGT3’
HIPG F 5’ CCGCCGATGACAGTTCACT3’

R 5’ CCAGAATGTTGTCTGCGCAAT3’
HrpX F 5 CCACGTCAGCGACGATATCTC3'

R 5 GCGGCCACTTCGTTGATC3’
Xac4291 F 5’GAATGAGCCGATGTCGGATT3’
(normalizador) R 5’CTCAGTTCCAGTGTGGCTGATC3’
Xac1631 F 5’CCTGTATCAGCAGACCCAGATG3’

(normalizador)

R 5’ GGATGAACGCCTCCAGCAT3
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4. Resultados

4.1 Selecéo das proteinas de Xac para serem analisadas em ensaios de duplo-hibrido

Como foi mencionado no item Objetivos, um dos interesses desse trabalho foi realizar
uma triagem de interagBes proteina-proteina envolvendo fatores sigma de Xac atraves do
sistema duplo-hibrido em leveduras (Fields & Song, 1989, Bartel & Fields, 1995, Alegria et
al., 2004). Ap6s sequenciamento do genoma de Xanthomonas axonopodis pv. citri, 14 fatores
sigma foram identificados (Tabela 8) (da Silva et al., 2000). Entre esses fatores sigma esta o
sigma primario codificado pelo gene rpoD (Xac3788), também conhecido como c'°. Este
fator sigma esta presente em todas as bactérias e possui funcao essencial para a sobrevivéncia
celular, uma vez que atua na ativacdo da transcricdo de genes relacionados com o
crescimento, diferenciacio e divisdo celular (Wosten, 1998). Além do ¢, foram identificados
dois fatores sigma da familia o>, que em outras bactérias estdo relacionados com a
biossintese de flagelo, resposta a caréncia de nitrogénio e viruléncia, e também onze fatores
sigmas alternativos da familia ¢’°, que atuam na ativacéo da transcricdo de genes especificos
para um determinado estimulo, sendo considerados ndo essenciais para a sobrevivéncia
(Helman & Chamberlin, 1998). Dentre esses fatores nio essenciais estdo nove fatores 6=,
que em outras bactérias desempenham a funcdo de ativar a transcricdo de genes em resposta a
um determinado estimulo percebido no meio extracelular. Finalmente, Xac codifica um
homoélogo do fator 6 (ou ™) de E.coli, descrito ser responsavel pela resposta ao choque
térmico e também um homologo a o™ (Tabela 8).

Apols seqlienciamento do genoma, tambem foram identificados alguns possiveis
reguladores positivos e negativos dos fatores o. Todos o0s genes que codificam esses
reguladores foram selecionados para triagens no sistema duplo-hibrido com a finalidade de

identificar proteinas com qual elas interagem (Tabela 8).



Tabela 8: Lista dos genes selecionados para os ensaios de duplo-hibrido.

Gene Posi¢do no genoma Produto codificado
(Inicio...Final)

Xac3788 4458049...4456175 0" acazss

Xac1933 2258953...2258169 0" Mac1033

Xac3824 4498888...4498016 0 ac3824

Xac1969 2301869...2300469 0" Xac1969

Xac2972 3474236...3475672 0™ \ac2072

Xac0922 1085242...1084580 0" yac0922

Xac1319 1524062...1524679 0" ac1319

Xac1380 1589024...1588464 0" xac1380

Xac1682 1940316...1939738 0" M yaci682

Xac2191 2564057...2564629 0" yaca191

Xac2814 3302023...3302517 0" yac2814

Xac3989 4681452...4680940 0 “yacaogs

Xac4128 4849929...4849393 0" M yacarzs

Xac4129 4850278...4850802 0" facar20

Xac1414 1630319...1628976 anti-o* y,c1414

Xac1989 2321035...2321343 anti-o"™yac1089

Xac2192 2564613...2565659 anti-o"" xac2192

Xac4130 4850802...4851869 anti-6"“ 4130

Xac1269 1452953...1453807 Regulador positivo ¢®

Xac1270 1453812...1454171 Regulador negativo c®

Xacl271 1454171...1454563 Efetor negativo o

Xac0570 671535...671119 anti-anti-o"

82
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4.2 Analises das interacfes proteina-protéina através dos ensaios de duplo-hibrido de
levedura

Os genes listados na Tabela 8 de cada uma das proteinas foram clonados no vetor
pOBD e utilizados como isca na triagem contra uma bilblioteca de presas derivadas de DNA
genémico de Xac (Alegria et al., 2004). As interacdes identificadas nestes ensaios de duplo-

hibrido em levedura estio resumidas na Tabela 9.



Tabela 9: Resumo das interagcdes obtidas na triagem no sistema duplo-hibrido de levedura utilizando as diferentes iscas de interesse.

84

Gene Proteina Proteina Gene que Nome do gene Numero de vezes
(isca) (presa) codifica a isoladas
presa
Xac2814 (RfaY) O_ECanc2814 anti'OXaczgls Xac2815 rfaX 22
(RfaX)
Xac3989 (Prtl) 0" oca080 anti-Oyacsoss Xac3988 prtR 1
Xac0922 0" yaco022 anti-Oyaco021 Xac0921 - 1
Xac4129 0" a1z anti-Oyaca130 Xac4130 - 3
Chaperona molecular Dnak Xac1522 dnak 4
Xac4130 anti-Oxacar3 0 xaca12o Xac4129 5
anti-Oy,ca130 Xac4130 - 1
Xac2191 0" oca101 anti-Oyac102 Xac2192 - 4
Xac2192 anti-Oyac2192 cECFXaczlgl Xac2191 @ - 9
Xac4128 oECFXang Reg. diacido de carboidratos Xac4359 - 1
Xac1682 0" oct6m2 anti-o™ yaci681 Xac1681 1
Xac1380 0 xac1380 anti-c™ xae1379 Xac 1379 8
Xac1319 O'ECF)(aclglg Proteina RhsD Xac2529 rhsD 3
Proteina hipotética com dominio GGDEF Xac2446 - 1
Proteina de transporte Xac3985 yhhT 1
Proteina hipotética Xac2307  ----- 1
Xac3824 o’ Receptor- dependente TonB Xac4131 = - 2
Regulator transcricinal Xac2515 = - 2
Xac1969 o’ Pirofosfato sintetase Xac1417 uppS 1
Regulador transcricional Xac4191 kdgR 1
Regulador transcricional familia LysR Xac4350 - 1
Desidrogenase monofosfato 5'iosina Xac2288 guaB 1
Proteina hipotética Xac0107 = --—-- 1
Alcool desidrogenase Xac0031 yahK 3
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Xac2972 Fator o™ Prot. Reg. do sistema de dois-componentes -NtrC Xac0208 ntrC 1
Proteina hipotética Xac3753 - 3
Sintetase fosforibosilformilglicinamidina Xac3549 purL 1
Proteina de divisdo celular Xac2006 ftsK 1
Proteina hipotética Xac0115 - 1
Regulador transcricional do regulon fosfato Xac1573 phoU 1
Xac1989 Fator anti-c & 0 1933 Xac1933 fliA 18
Xac1269 RsbR Regulador negativo ¢ Xac1270 rsbS 7
Xac1270 RsbS Regulador positivocsB Xac1269 rsbR 3
Efetor negativo o Xac1271 rsbT 1
Xac1271 RsbT Prot.histidina quinase de dois-componentes Xac1273 - 4
Xac0570 Fator anti-anti-c  Alcool desidrogenase Xac0031 yahK 3




86

Os resultados obtidos mostraram que muitas iscas utilizadas interagiram com proteinas
de funcbes desconhecidas. Por outro lado, as analises das interagdes com proteinas de funcbes
conhecidas possibilitaram a divisdo desses resultados em quatro grupos: 1) interacdes
envolvendo fator 6" "\xac1033 descrito ser responsavel pela biossintese de flagelo; 2) interacdes
envolvendo o putativo estressomo RsbRST; 3) interagdes envolvendo os fatores o> 4)
intera¢des envolvendo os fatores ¢ da subfamilia ECF. A relevancia das interagdes em cada
um desses grupos sera discutida abaixo. Os ultimos dois grupos foram abordados em mais
detalhes neste trabalho e por isso, serdo apresentados posteriormente (sec¢do 4.5 e 4.6,

respectivamente).

4.3 Interagdo do fator anti-oxaciess € 0 fator 6™ “xac1033

O genoma de Xac codifica homologos para o fator GF”AXaclggg e para o fator anti-
Oxac19809, que SA0 responsaveis pela biossintese de flagelo em diferentes bactérias, como
S.typhimurium, E.coli e Xcc (Chicott & Hughes, 2010; Yang et al., 2009). Nos ensaios de
duplo-hibrido, o fator anti-oxacisee interagiu com o fator ' “xac1033 (Tabela 9), indicando um

mecanismo de controle da expressdo génica semelhante aos descritos na literatura.

4.4 Interag0es envolvendo o putativo estressomo RsbRST

O genoma de Xac codifica homélogos de algumas proteinas que compdem o chamado
“estressomo”, responsavel pela ativacdo do fator o em B.subtilis (Hecker et al., 2007). Nas
analises de interacbes proteina-proteina, utilizando como isca os homologos de RsbR
(Xac1269), RsbS (Xacl1270) e RsbT (Xacl271), foram verificadas interagcbes entre RsbR
(Xac1269) e RsbS (Xac1270) e entre RsbS (Xac1270) e RsbT (Xac1271), além da interacdo
de RsbT (Xacl271) com uma proteina sensora histidina quinase (Xac1273) (Tabela 9).

Também foram identificadas as interacfes de uma proteina histidina quinase Xac3673 com
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RsbT, com um anti-anti-c (Xac0570) e com 0 6 xac1682 (Tabela 9). Hip6teses sobre a possivel

relevancia dessas interacfes serdo abordadas na Discussdo (Seccéo 5.3).

4.5 Caracterizacoes dos fatores ¢>* de Xac

O genoma de Xac possui dois genes que codificam fatores 6°*, chamados de rpoN1 e
rpoN2 (Xac2972 ou 6™xacze72 € Xacl969 ou 6 *xaci0s0), respectivamente. A maioria das
bactérias apresenta apenas uma copia do gene rpoN, envolvido em diversas funcbes (Wosten,

4

1998). Poucas possuem conhecidamente dois fatores * e, no caso de Xac, as funcdes

especificas de cada homdlogo ainda ndo foram bem definidas.

4.5.1 Interacées envolvendo fatores 6>*observadas no sistema duplo-hibrido

Ensaios de duplo-hibrido realizados em nosso laboratorio pelo doutorando Maxuel de
Oliveira Andrade e o Dr. Marcos Alegria mostraram interacdes entre 0 dominio HD-GYP de
RpfG (uma proteina ativadora da expressdo dos genes da goma xantana, celulases, pectinases
e proteases) e a proteina NtrC. Também foi observada a interacdo entre as proteinas RpfC e
NtrB. Adicionalmente, nesse presente trabalho, foi observada a interacdo entre o fator
6> *xaczo72 € NtrC (Xac0208) (Tabela 9) (Andrade et al, 2006). NtrB e NtrC formam um
sistema de dois componentes, sendo NtrB uma proteina constituida pelos dominios PAS e
quinase e NtrC uma proteina contendo os dominios regulador de resposta (RR), ativador do
fator 6> e de ligacdo ao DNA (hélice-volta-hélice ~HTH) (Hisrchmam et al., 1985; Kustu et
al., 1989). Essas observagdes sugerem que os diversos sinais “input” detectados pelos
dominios sensores de RpfC, proteinas com dominio GGDEF e NtrB podem ser integrados,
processados e convertidos em sinais “output” na forma de c-diGMP (2° mensageiro) ou na
atividade promotora do fator ¢>*. Estudos recentes tém demonstrado o envolvimento de

homoélogos de NtrC com o dominio ativador do fator 6>* nos processos de quorum-sensing de
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Vibrio harveyi e Vibrio Cholerae (Lenz et al., 2004). Estudos realizados com o0 homdlogo do
fator 6>*xac2072 €M Xanthomonas campestris vesicatoria demonstraram que esse fator sigma é
essencial para utilizacdo de nitrato quando essa é a unica fonte de nitrogénio no meio (Horns
& Bonas, 1996). Em adicdo a essas informacdes, ainda resta investigar se a interacdo do fator
6> *xacz072 cOM NtrC (Xac0208) e a interagdo desta com o dominio RpfG HDGYP é capaz de
desempenhar outros papéis regulatorios adicionais a regulacdo da via do nitrogénio em
Xanthomonas.

Ensaios de duplo-hibrido utilizando o fator 6% ac1960 COMO iSCa mostraram a interacdo
da proteina com um regulador transcricional que apresenta um dominio LysR (Xac4350)
(Tabela 9). Trabalhos recentes tém demonstrado que a familia de reguladores transcricionais
com o dominio LysR atua como repressores ou ativadores da transcricdo de genes que
codificam fatores de viruléncia em  Erwinia carotovora, Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Vibrio cholerae (Harris et al., 1998; Cao et
al.,, 2001; Kim et al., 2004; Kovacikova et al., 2005), além de luminescéncia em Vibrio
harveyi (Chatterjee et al., 2002), formacdo de flagelo em Erwinia carotovora e adaptacéao
fisiologica em bactéria durante o quorum-sensing (Harris et al., 1998; Kovacikova et al.,
2005). Interessantemente, o gene que codifica o fator o> yac1060 €Sta localizado de forma
adjacente a um locus de aproximadamente 20Kpb constituido por genes relacionados a
formacdo do flagelo em Xac (este locus contém o gene do fator anti-oxac1989). Dessa forma, €
possivel que esse fator 6>xac1060 €M Xac possa estar envolvido na regulagdo da expressdo

desses genes.

4.5.2 Estudo da relagao do fator 6" yac1960 NA formacao de flagelos
Em procariotos, a biossintese de flagelo & um processo que envolve mais de 40 genes.

Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) possui um anico flagelo polar que é essencial
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para sua motilidade (Yang et al., 2009). Os fatores sigma c°* (RpoN2) e ¢°® (FliA) estdo
relacionados com a ativacdo dos genes flagelares de forma hierarquica. O nocaute de RpoN2
de Xcc resultou em auséncia de flagelo e alteragdo da motilidade (Yang et al., 2009). Em
Xanthomonas axonopodis pv citri (Xac), o gene que codifica 0 6*xac1069 POSSUi 92% de
identidade com RpoN2(Xcc1935) de Xcc, indicando que esse gene pode apresentar 0 mesmo
papel em Xac.

Com a finalidade de investigar a participagdo do fator sigma (554)(,3(;1969 de Xac no
processo de biossintese de flagelo, foi gerado um nocaute apolar do gene Xac1969. Iniciamos
sua caracterizacdo através de ensaios de motilidade em superficie semi-solida (agar). Os
ensaios de motilidade realizados em meio SB contendo 0,5% de agar mostraram um fendtipo
de hipermotilidade para a cepa AXac1969 quando comparada com as cepas selvagem e AfliC,
cepa nocaute do gene que codifica a flagelina, a subunidade principal do flagelo (cedida pelo

doutorando Maxuel de Oliveira Andrade) (Figura 21).

Figura 21: Ensaio de motilidade realizado com a cepa AXac1969 em meio SB semi-solido contendo 0,5 % de
agar. Como controle do experimento, foi utilizada a cepa mutante AfliC, que ndo apresentou total auséncia da
motilidade, mas somente uma pequena diminuicdo. A) foto retirada com 24h de crescimento. B) e C) e fotos

retiradas em 48h de crescimento.

Os resultados obtidos nos ensaios de motilidade mostrados na Figura 21 foram

contraditorios ao esperado para AXacl1969. Uma caracteristica bastante evidente dessa cepa
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foi a grande quantidade de goma xantana produzida. A quantificacdo dessa goma foi realizada
através de um ensaio de precipitacdo com etanol (empregando o protocolo original descrito
por Garcia-Ochoa et al., 1993). O resultado mostrou uma producdo média de 80% a mais de

goma xantana quando comparada com a cepa selvagem (Figura 22).
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Figura 22: Quantificacdo da produgdo de goma xantana, a porcentagem foi feita em relacdo a cepa selvagem. O

grafico representa a média de trés experimentos independentes.

Gotting e colaboradores (2009) analisaram a capacidade de motilidade em superficie
da cepa AgumD, gene que codifica uma enzima glicosiltranferase participante da primeira
reacdao quimica envolvida na sintese de goma xantana (Chou et al., 1997). Eles observaram a
auséncia de motilidade da cepa AgumD em superficies semi-sélidas (meio SB 0,5% é&gar
demonstrarando, portanto, que esse tipo de motilidade de Xac depende diretamente ou
indiretamente da producdo do exopolissacarideo goma xantana.

As bactérias utilizam uma variedade de mecanismos de motilidade para colonizar
ambientes, entre eles o “swarming”, mecanismo de motilidade especializado em superficie
dependente de flagelo. Ao realizarmos experimentos de motilidade com a cepa mutante AF1iC
foi observada uma zona de motilidade somente um pouco menor que a cepa selvagem (Figura
21). A cepa AFIliC apresenta hipermotilidade em meio Eiken-agar (0,6%) (Maxuel O.

Andrade, dados ndo mostrados). Essas observacgdes indicam que a motilidade observada em
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meio SB 0,5% agar ndo e dependente da formacdo de flagelo e, por isso, ndo pode ser
classificada como “swarming”. Nossos resultados sdo consistentes com os resultados de
Gotting e colaboradores (2009), e apoiam a hipotese de que o aumento de motilidade da cepa
AXac1969 seja uma conseqiiéncia da grande quantidade de goma e ndo de um aumento da
atividade do flagelo.

Para analisar a motilidade da cepa sem a interferéncia da producdo da goma xantana,
foram realizados ensaios de motilidade do tipo “swimming”, mecanismo de locomogdo das
bactérias flagelares em meio liquido. Nesse ensaio, o0 meio de cultura utilizado (XVMZ2)
diminui a producdo de goma. Os experimentos realizados em meio XVVM2 contendo 0,3% de
agar mostraram uma diminuigdo de 50% da motilidade tipo “swimming” para a cepa mutante
AXac1969 e para a cepa controle AfliC, quando comparadas a linhagem selvagem (Figura 23).
Esse resultado indica que o fator 6>*xac1065 pode estar envolvido na ativacdo dos genes
envolvidos na formacao de flagelo, assim como tem sido observado em homologos de outros
organismos.
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Figura 23: Ensaio de motilidade do tipo “swimming” das cepas selvagem, AXac1969 e AfliC. (A) ensaio
realizado em tubos de ensaio de vidro contendo meio XVVM2 com 0,3% de &gar. Fotos retiradas apés 48h. (B)
Grafico representando a zona de “swimming”, ou seja, a distancia da motilidade em milimetros (mm). Os dados

apresentados sdo a média de quatro experimentos independentes e o desvio padrdo.
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4.5.3 Estudo da relagdo do fator 6>*xac1969 NA Viruléncia

Em algumas bactérias, como Pseudomonas syringae e Erwinia spp., por exemplo, o
fator > tem sido relacionado com a viruléncia (Wei et al., 1992; Gaudriault et al., 1997;
Gurlebeck et al., 2006) (seccdo 1.7). Para testar uma possivel capacidade do fator
054(Xac1969) induzir os sintomas de cancro citrico, a cepa mutante AXac1969 foi inoculada
em folhas de laranja péra (ver Materiais e Métodos) e analisada quanto ao desenvolvimento
dos sintomas da doenca. O resultado mostrou que a cepa mutante foi capaz de desenvolver

todos os sintomas do cancro, como encharcamento, hiperplasia e necrose (Figura 24).

Figura 24: Ensaio de patogenicidade da cepa AXac1969 realizado em folhas de laranja péra. Fotos retiradas 15

dias ap0s a inoculacéo.

4.6 InteracOes envolvendo fatores sigma da subfamilia ECFs

Os o7 s3o fatores sigma sensiveis a sinais extracitoplasmaticos. Estes fatores sdo
altamente diferenciados em suas estruturas primarias dos outros fatores ¢'°. Em muitos casos,
os 6= sdo cotranscritos com um ou mais reguladores negativos e fregiientemente, o
regulador é uma proteina de transmembrana apresentando um dominio sensorial

extracitoplasmético e um dominio inibitorio que funciona como um fator anti-o (Yoshimura

et al, 2004). Muitas bactérias patogénicas utilizam os fatores 65" para responder as mudancas
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ambientais que elas encontram no interior do hospedeiro durante a infeccdo (Bashyam &
Hasnain, 2004).
O genoma de Xanthomonas axonopodis pv. citri possui nove genes que codificam

fatores 6=, conforme mostrado na Tabela 10. Os ensaios de duplo-hibrido realizados durante

ECF CF

esse presente trabalho, utilizando os fatores ¢~ como iscas, mostraram que todo oF
interage com proteinas produzidas por genes localizados ao lado dos genes que codificam os
respectivos fatores 6= no genoma de Xac. Durante o projeto genoma de Xac, essas proteinas
foram anotadas como proteinas hipotéticas, no entanto, todas sdo agora consideradas
provaveis fatores anti-sigma, uma vez que possuem um dominio transmembrana,

caracteristica comum dessa classe de proteinas (Figura 25). As interacfes observadas para

cada fator =" estdo listadas na Tabela 9 e serdo descritas nas secgdes abaixo.

Tabela 10: Lista dos fatores o "™ de Xac e seus provéveis fatores anti-o cognatos.

Provavel fator anti-o

Identificagdo no genoma Nomenclatura identificado em ensaios
duplo-hibrido

Xac0922 0" xac0922 Xac0921

Xac1319 0 yac1319 N3o identificado

Xac1380 0" yac1380 Xac1379

Xac1682 0" yact6s2 Xac1681

Xac2191 0 yacr101 Xac2192

Xac2814 0" yac2814 Xac2815

Xac3989 0" yac3089 Xac3988

Xac4128 0" yacains N3o identificado

Xac4129 05 yoca120 Xac4130
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N,I TM 'I'IBC Xac0921
(50-66)
N‘I T 296': Xac1320
(103-119)
N1 T 2811: Xac1379
(116-132)
N1 T . 25:;: Xac1681
(141-157)
N T _LLLY | Xac2192
1 M 350
(109-124) (244-258)
N ™ LLY c Xac2815
! (72-88) 218
N . T . c Xac3988
1 e 250
N T™ LLLY c Xac4130
! (119-133) 356

Figura 25: Representacdo esquematica dos dominios transmembrana (TM) dos fatores anti-c identificados em

Xac. Predicdes de localizagdo de hélices transmembrana foram obtidas utilizando o programa PSORT.

4.6.1 Interacio do fator GECFXac2814 com o fator anti-oxacs1s

0 65“Fxacos14 codificado pelo gene rfaY (Xac2814) possui 77% de identidade com RfaY
(Xcc2643) de Xanthomonas campestris (Xcc). Utilizando o fator 6= xac 2614 COMO isca no
ensaio do sistema duplo-hibrido, observou-se a interacdo com o provavel fator anti-oxacos1s,
que apresenta 66% de identidade com o homélogo anti-c"™ de Xcc (Tabela 9). Em
Xanthomonas campestris (Xcc), os genes rfaY e rfaX estdo localizados no locus responsavel
pela biossintese de lipopolissacarideos (LPS), o componente principal da parede celular (Dow
et al., 1995). Em Xac, 0s genes Xac2814 e Xac2815 também estdo localizados ho mesmo
locus. Em bactérias patogénicas, a parede celular € um importante fator de viruléncia, pois,

protege a bactéria contra a resposta imune da célula hospedeira (Wilson et al., 2002).
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O mutante de rfaX de Xcc é deficiente na biossintese de lipopolissacarideo. A
capacidade de penetracdo de Xcc pelo hidatodio € muito reduzida nas cepas mutantes de rfax
guando comparada com o tipo selvagem (Hugouvieux et al., 1998). O mutante ArfaX de Xcc é
conhecido por ser mais sensivel a determinados compostos antimicrobianos, como
novobiocina e plumbagina, no entanto, ndo € mais sensivel ao paraquat, peroxido de
hidrogénio, Tween20 e Nonidet NP40 e apresenta uma resisténcia ao Triton X-100 superior

ao tipo selvagem (Hugouvieux et al., 1998).

4.6.2 Interacdo do 6= xaczese COM 0 anti-6xacsess, homodlogos de Prtl e PrtR

Em Pseudomonas fluorescens a producdo de proteases extracelulares em temperaturas
elevadas (29°C) é dependente de ambos os genes prtl e prtR. O gene prtl codifica o fator ="
e 0 segundo gene prtR codifica uma proteina de transmembrana com funcao de fator anti-c

"R ainda é

(Burger et al., 2000). A natureza do sinal que é percebido pelo fator anti-o"
desconhecida, provavelmente a propria mudancga de temperatura ou a presenca de proteinas
periplasmaticas e de membrana externa desenoveladas provocam uma mudanca
conformacional no PrtR. Dessa forma, PrtR libera o fator sigma e ativa a transcri¢cdo de genes
que codificam proteases.

Aparentemente, ortélogos de Prtl e PrtR sdo encontrados em espécies dos géneros de
Pseudomonas, Xanthomonas e Burkolderia. Nessas bactérias, 0s genes se encontram ao lado
dos genes de catalase e de um dos membros da familia cytb561. No ensaio de duplo-hibrido
realizado, Xac3989, um homologo de Prtl com 45% de identidade, interagiu com Xac3988,
um anti-c com um dominio transmembrana predito (residuos 82 a 98) que apresenta 36% de
identidade com PrtR de P.fluorescens (Tabela 9). Além disso, o codon de parada de Xac3989

e 0 codon de iniciagdo de Xac3988 sdo sobrepostos, indicando um possivel controle rigido e

coordenado de producdo desses dois polipeptideos em quantidades estequiometricas.
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4.6.3 Interacdes do fator 6= xacoe22 COM 0 fator anti-exacoez:

Xac0922 ¢ um fator =7 que interagiu em ensaios de duplo-hibrido com Xac0921,
uma proteina de dominio transmembrana codificada por um gene localizado ao lado de
Xac0922 no genoma (Tabela 9). A Dra.Céassia Docena em seu trabalho de doutorado
identificou a intera¢do de Xac1991 (uma histidina quinase) com o 6 ac00z22 € também com
Xacl1992, uma proteina que possui os dominios GGDEF, EAL e regulador de resposta.
Xacl991 e Xacl1992 estdo localizados no genoma proximo ao grupo de genes responsaveis
pela formacdo de biossintese de flagelo (operons fli e flg). Estas observacdes levantam a
hipétese, ainda ser testada, de que o fator 6= xac0e22 pode desempenhar funcéo na regulagdo

de motilidade dependente de flagelo em Xac.

4.6.4 Interacdes dos fatores 6= com os fatores anti-¢

ECF similares aos fatores ot de E.coli e P.

Xanthomonas possui trés fatores o
aeruginosa (chamado de AlgU) (Figura 26). Estas proteinas sdo codificadas pelos genes
Xac1319, Xac1380 e Xac1682 e foram anotados como rpoE1, rpoE2 e rpoE3 (da Silva et al.,

2002).
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Figura 26: Alinhamento dos fatores ot de E.coli, P.aeruginosa e seus homélogos mais similares em Xac

(Xac1319, Xac1682 e Xac1380). Os alinhamentos foram produzidos utilizando o programa Clustal W.

Os fatores 6" s80 caracterizados por desempenhar diversas funces em bactérias, como

controle da producdo de exopolissacarideo, respostas ao estresse oxidativo, choque térmico,

viruléncia, densidade celular e caréncia de nutrientes (Alba & Cross, 2004; Miticka et al,

2003; Flavier et al, 1998). Ensaios de duplo-hibrido utilizando os fatores o=°"

Xac1380 €

6= xac1682 COMO isca mostraram a interagdo com Xac1379 e Xac1681, respectivamente. Essas

proteinas possuem caracteristica comum aos anti-c, apresentando um dominio transmembrana

e 30% de identidade ao fator anti-c RseA (Rse regulador de sigma E) de Escherichia coli
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(Tabela 9). Embora 0 65Fxac1310 Nd0 tenha interagido com o provavel fator anti-oxaciaz0, €558
proteina possui a regido N-terminal de 100 aminoacidos com grande similaridade a mesma
regido de RseA, no entanto, o resto da molécula ndo apresenta homologia com nenhuma
proteina conhecida e apresenta caracteristica de uma proteina desenovelada, com uma

sequéncia de 25% de alanina e 12% de prolina. Desses trés fatores o= (ct°"

Xac1319;
05 Fxac1ag0 € 0 xac1682), 0 O xac1319 & Claramente o mais similar ao oF de E.coli (54%
identidade) e AlgU de P.aeruginosa (62% identidade), enquanto que 0s outros dois
apresentam identidades de somente 26% e 30%. Portanto, as observacdes acima sobre
Xac1320 levantam questdes sobre o possivel papel do 6= Fyac1310 € a similaridade com o
mecanismo de regulacdo observado para os fatores - e AlgU.

Uma vez que os fatores o sdo relacionados a diversas funcdes importantes nas
bactérias, nos decidimos gerar nocautes apolares com a finalidade de caracterizar suas funcées
em Xac. Apesar dos esforcos para obter as construcdes no vetor pNPTS138, somente o

nocaute de Xacl682 foi obtido (AXacl1682). O nocaute AXacl682 foi testado quanto a

viruléncia, motilidade, resisténcia ao choque térmico e ao estresse oxidativo.

4.6.4.1 Investigacdo da relacdo do fator 6= x,c1682 COM a viruléncia e motilidade

Para analisar a capacidade da cepa mutante AXacl1682 induzir o cancro citrico,
culturas de células de Xac das cepas selvagem e AXacl1682 foram inoculadas em folhas de
laranja péra (Citrus sinensis (L. Osbeck)). A cepa AXacl682 apresentou o mesmo fenotipo
que a cepa tipo selvagem, demonstrando que o 6 acioey NAO € requerido para o

desenvolvimento dos sintomas associados a doenca do cancro citrico (Figura 27).
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Figura 27: Teste de patogenicidade da cepa mutante AXac1682 realizado em folhas de laranja péra. A cultura da

cepa de Xac selvagem (Wt) foi usada como controle. Foto retirada 15 dias ap6s de infeccéo.

A motilidade bacteriana é considerada um fator de viruléncia importante para a
colonizagdo e capacidade de invasdo celular de varias bactérias patogénicas. A motilidade em
superficie semi-solida da cepa AXac1682 foi analisada em meio SB contendo 0,5% de agar.
Os resultados mostraram motilidades equivalentes para as cepas selvagem e mutante (Figura

28).

Figura 28: Ensaios de motilidade da cepa AXac1682 realizado em meio SB contendo 0,5% &gar. Foto retirada

apos 48 horas.

4.6.4.2 Investigacgado da participagdo do fator GECFXaclsgz na resposta aos estresses
Para determinar se o GECFXaclsgz ¢ importante para Xanthomonas sobreviver a
diferentes estresses, as culturas de Xac dos tipo selvagem e mutante AXacl682 foram

submetidas ao choque térmico a 45°C por diferentes tempos e a porcentagem de
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sobreviventes foi determinada (Figura 29A). Os resultados desse ensaio mostraram que a cepa
mutante AXacl1682 foi mais sensivel em relacdo a cepa selvagem a temperaturas elevadas,
indicando que o fator 6= xac1682 CONtribui para a protecdo ao choque térmico. Esses resultados
estdo de acordo com o que tem sido descrito para P.aeruginosa e E. coli , onde o fator o= é
envolvido na adaptacdo ao choque térmico (Firoved et al., 2002; Firoved & Deretic, 2003 e
Alba & Gross, 2004). Em P.aeruginosa, o fator oF atua através da regula¢do do o 0
principal fator sigma de choque térmico, enquanto que em E. coli, o fator o" pode atuar tanto
na regulagio do " quanto na ativacio de genes envolvidos nas funcdes do envelope celular,
como por exemplo, na biossintese de lipopolissacarideo e proteases (Dartigalongue et al.,
2001; Rezuchova et al., 2003).

Para avaliar se o fator 6= xaci682 participa da resposta ao estresse oxidativo, foram
realizados ensaios de sobrevivéncia apds a exposicdo a 2,5 mM de H,O,. Os ensaios
demonstraram que a cepa mutante AXac1682 apresentou 0 mesmo perfil de sensibilidade que
o tipo selvagem (Figura 29B), indicando que a adaptagdo da bactéria ao estresse oxidativo é
independente do fator 6= xaci682.

A resposta ao estresse induzida pela presenca de etanol (1,5%) também foi
investigada. Os resultados obtidos indicaram que a cepa mutante apresentou a mesma
sensibilidade (reducdo da taxa de crescimento) a esse estresse que a cepa tipo selvagem

(Figura 29C).
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Figura 29: Investigacio da resposta do nocautes do fator 6= ' y,165, @ diferentes tipos de estresses. (A) Grafico
representando ensaios de sobrevivéncia das cepas Xac selvagem (Wt) e mutante AXac1682 ao choque térmico a
45°C. Culturas de Xac saturadas foram diluidas para uma DOgyonm= 0,1 € incubadas por 4-5 h até atingir a fase
exponencial de crescimento. Em seguinda, as células foram expostas ao choque térmico em banho maria e
aliquotas foram retiradas antes do choque e durante diferentes tempos de exposi¢do (B) Grafico representando
resultados de ensaios de sobrevivéncia das cepas Xac selvagem (Wt) e mutante AXac1682 ao estresse oxidativo.
As culturas na fase exponencial de crescimento foram expostas a 2,5 mM de H,0, e aliquotas foram retiradas
antes e durante a exposicdo. A porcentagem de sobreviventes foi calculada com referéncia ao nimero de
sobreviventes na auséncia do estresse. (C) Grafico representando as curvas de crescimento das cepas Xac Wt e
mutante AXac1682 em meio LB na auséncia e na presenga de 1,5% de etanol. Os graficos apresentam médias de

medidas obtidas em trés experimentos independentes.
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4.6.5. Interacgoes dos fatores 6 o101 € 65 xacatng COM 0s fatores anti-o xaco100 € anti-o
Xac4130

Em Xanthomonas axonopodis pv citri, a proteina Xac2191 é um fator sigma ECF que
possui 38% de similaridade com Prhl de Ralstonia solanacearum e 47% de similaridade com
Fecl de E.coli, enquanto que o fator anti-c Xac2192 possui 31% de similaridade com PrhR de
Ralstonia solanacearum e 46% de similaridade com FecR de E.coli. A proteina Xac4129
também é um fator sigma ECF com 42% de similaridade com Prhl e 49% de similaridade
com Fecl, enquanto que o fator anti-c Xac 4130 apresenta 46% de similaridade com PrhR e
com FecR.

Como descrito na Introducdo, em Ralstonia solanacearum a proteina sensora, o fator
sigma e o fator anti-sigma PrhA-Prhl-PrhR constituem uma via de transducdo de sinal que
controla a expressdo do sistema de secrecao do tipo Il (Aldon et al., 2000), enquanto que em
E.coli, o complexo ortdlogo FecA-Fecl-FecR possui a funcdo de sinalizacdo de caréncia de
ferro (Braun et al., 2003). Em ensaios de duplo-hibrido, foram observadas interagdes entre as
proteinas 6t xaco101 € aNti-Oxacz102 © entre as proteinas 6= xacarzo € aNti-oxacarzo (Tabela 9).
Dessa forma, foi decidido realizar uma investigacdo mais detalhada da funcao desses genes de
Xanthomonas axonopodis pv citri com o intuito de verificar uma possivel relacdo dos mesmos
com a cascata de ativacdo dos genes hrp (“hypersensitive response and pathogenicity”) do
sistema de secrecdo tipo II(TTSS) e/ou com o processo de captacdo de ferro numa situacao

de caréncia desse elemento quimico.



103

4.6.5.1 Organizacdo genomica e identificacdo das regibes conservadas dos fatores
GECFXaczlgl € GECFXac4129

Em Xanthomonas axonopodis pv. citri, 0s genes Xac2191, Xac2192, Xac2193 e
Xac4129, Xac4130 e Xac4131 apresentam a mesma organizacao gendmica de FeclR e FecA
em E.coli (Figura 30).

Os fatores sigma ECFs possuem as regides conservadas dos fatores sigma principais.
A regido 2 é a mais conservada e possui grande importancia tanto para o reconhecimento da
RNA polimerase quanto para o reconhecimento de regides especificas no promotor. Um
alinhamento dos fatores 6= xaco101 € 67 xaca120 COM a regido 2 de outros fatores sigma
conhecidos foi realizado com a finalidade de identificar a regido 2 dos fatores de Xac. O
resultado mostrou que a regido 2 do fator 6= s acoton compreende 0s residuos de aminoacidos
de 8 a 82 e a regido 2 do fator 6= xac129 05 residuos de 8 a 80 (Figura 31). Quando foi
comparada somente a sequéncia correspondente a regido 2 dos fatores sigma Prhl, Fecl,
Xac2191 e Xac4129, alguns residuos altamente conservados foram identificados em Xac2191
(L20, D36, P57, L61, A65 e R75) e em Xac4129 (L20, D35, P58, L62, A66 e R76) (Figura
31). Esses dados fortalecem a hipotese de que os fatores sigma GECFXaczlgl € GECFXac4129 podem

desempenhar fungdes similares aos seus homdlogos de E.coli e de R.solanacearum.

I ﬁeC’ v - - Escherichia coli
W i (... 28 genes...) i Ralstonia solancearum

L2191 fx - - Xanthomonas axonopodis pv. citri
l 4129 f“ - - Xanthomonas axonopodis pv. citri

Figura 30: Comparacéo da organizacdo génica do sistema fecIR fecA de E.coli, prhIR prhA de R.solanacearum

e 0s homdlogos em Xac.
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PrhI -MQQACTLPATEVASDWFRQHYAWMAGRMGRKTGCRFGAEBLASEAFAQLLOMPDWQG--T 57
FecI MSDRATTTASLTFESLYGTHHGWEKSWLTRKLQSAFDADPIAQDTFLRVMVSETLST--1 58
PupI -MLPSSDPLLCDVALLYRQOHSWHTRWLRORLNCSQSAABLAQDTFIRLLNKEQVPQ--1 57
XAC4129 --—-MSAHPKRAWARLFTEHGPVERGFFVRR-GANEDAEBLVOETYTLRLLRAHOQPGQAT 55
XAC2191 --—--MSSAVDEWFVQHILTHETARVAYLRRCWPNPDDVHBLRQEVYARVYESASRQLP-- 54
* - Lo Fe
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Pupl HABRTFAKVBOSVLCNHYREOKLERAYLEALAMLPEPVVP--SLETQAILLETLIALDA 115
XAC4129 ANEEAYEY TVBVNLAREQAARRRQAPLRIEDMEQFAQRLVAGDDVEDSAQRQORQORLOT 115
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ook . % *
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PupI ALDGLERPVREAFLLSQVDGLGHTEIAQRLAVSVTTVKRYIIKAGALCIMLDHSLDLP-- 173
XAC4129 VLAGLPERVRAVLVMQYRDGLSYKQIAERLGVSSHMVKKYVVRGLSACRSALADEGAQWW 175
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Figura 31: Alinhamento dos fatores o Xac4129 e Xac2191 e seus homélogos Prhl, Fecl e Pupl. Na figura, as
regifes destacadas em roxo representam os residuos altamente conservados. Os alinhamentos foram produzidos

utilizando o programa Clustal W.

4.6.5.2 ldentificagbes dos dominios transmembrana presentes nos fatores anti-exaci92 €
anti-oxac4130

Como todo fator anti-sigma, PrhR possui um dominio transmembrana que corresponde
aos aminoacidos de 88 a 104 e FecR possui um dominio transmembrana que corresponde aos
aminoaciodos de 61 a 76 (Figura 32). Para verificar a existéncia de um possivel dominio
transmembrana presente nos fatores anti-oxac192 € anti-oxaca1zo, foi utilizado o programa

PSORT (www.psort.org), que identificou dois dominios para 0 anti-oxac2192, COrrespondendo

aos aminoacidos de 109 a 124 e de 244 a 258. Para 0 anti-oxacs130, apenas um dominio

transmembrana foi identificado, que corresponde os residuos de 119 a 133 (Figuras 25 e 32).


http://www.psort.org/
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Os dominios identificados nos fatores anti-cxacz192 € anti-oxaca130 COMpreendem 16 residuos de
aminoéacidos e estdo localizados no alinhamento na mesma regido (Figura 32).

Estudos realizados em E.coli revelaram que a regido N-terminal do fator anti-sigma
FecR interage com o fator sigma Fecl (Enz et al, 2000). Alem disso, residuos de aminoacidos
especificos (motivo LLLV) presentes no dominio periplasméatico de FecR sdo importantes
para a interacdo com a proteina sensora FecA (Enz et al, 2000). Este motivo LLLV é
aparentemente importante para as interacdes de fatores anti-c com os dominios de sinalizagao
de receptores dependentes de TonB. Considerando a grande similaridade entre PrhR, FecR,
Xac2192 e Xac4130, um alinhamento das sequéncias primarias dessas proteinas foi realizado
no programa ClustalW e a presenca do motivo de leucina (LLLV) em Xac2192 e Xac4130 foi
identificada (Figura 33). A mesma analise foi realizada com os outros fatores anti-o, no
entanto, sO foi identificado o motivo LLLV no fator anti-c xac2e15 (Figura 25), reforcando a
hipdtese de que o motivo LLLV é importante para 0 mecanismo de sinalizacdo dependente de
TonB.

Dessa forma, os resultados dos alinhamentos mostrando a presenca do dominio de
transmenbrana e também do motivo de LLLV indicam que as proteinas Xac2192 e Xac4130
devem atuar como fatores anti-sigma e responder a sinais mediados por receptores
dependentes de TonB. Baseando-se em todas essas analises, podemos especular que o
mecanismo de transducdo de sinal entre a protéina sensora e esses fatores devem ocorrer de
forma similar ao que tem sido descrito para o sistema Fec e Prh em E.coli e R. solanacearum

(Enz et al, 2000; Brito et al., 2002).



Dominio de transmembrana

(61-76)
N LLLV C FecR
Dominio citoplasmatico Dominioperiplasmatico
(1-60) (77-317)
Dominio de transmembrana
(88-104)
N LLLV C PrhR
Dominio citoplasmatico Dominioperiplasmatico
(1-87) (105-316)
Dominio de transmembrana
(119-133)
N LLLV C Xac4130
Dominio citoplasmatico Dominioperiplasmatico
(1-118) (134-356)
Dominio de transmembrana Dominio de transmembrana
(109-132) (244-258)
N LLLV

Dominio citoplasmético‘
(1-108)

Dominioperiplasmatico

Dominio citoplasmatico
(259-350)

C Xac2192

106

Figura 32: Representacdo das estruturas primarias dos fatores anti-c FecR (E.coli), PrhR (R.solanacearum),

Xac4130 e Xac2192 (Xac). O dominio citoplasmatico esta representado em laranja, o dominio periplasmatico em

azul e o dominio transmembrana em verde.
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Figura 33: Alinhamento dos fatores anti-sigma Xac2192 e Xac4130 com os homolgos FecR (E.coli). e PrhR

(R.solacearum). A regido destacada em amarelo representa as regifes transmembrana e o destaque em roxo 0s

residuos LLLYV conservados. Alinhamentos produzidos utilizando o programa Clustal W
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4.6.5.3 Andlise das proteinas sensoras Xac2193 e Xac4131 em comparacdo com as
proteinas FecA de E.coli e PrhA de R.solanacearum

As proteinas sensoras Xac2193 e Xac4131 sdo homdlogas as proteinas FecA e PrhA
de E.coli e R.solanceraum, respectivamente. Essas proteinas pertencem a familia de proteinas
sensoras/receptores da familia TonB (Kobnik, 2005). Esses receptores estdo envolvidos no
transporte e na transducdo de sinal percebida na membrana externa da bactéria. A sua
arquitetura possui trés regides importantes: uma extensdo N-terminal, o “plug” e o barril

(Kobnik, 2005). As analises de Xac2193 e Xac4131 realizadas através do programa Pfam

(www.sanger.ac.uk) identificaram duas regifes em comum: o “plug”, que corresponde ao
residuos de aminoacidos de 59 a 186 em Xac2193 e os residuos de aminoacidos de 160 a 281
em Xac4131 e o barril, que correspondem aos residuos de aminoacidos de 603 a 936 de
Xac2193 e de 717 a 983 em Xac4131. Além dessas regides, Xac4131 possui uma extensdo da
regido N-terminal (STN) (Figura 34). Em comparacdo com as proteinas FecA e PrhA,
Xac4131 possui a mesma arquitetura de FecA, incluindo a regido STN. Ja Xac2193 apresenta

a mesma arquitetura de PrhA. (Figura 34).

N H—[ plug I barril | C FecA
(56-107) (129-244) (525-773)
N —— . plug e barril | ¢ prha
(154-250) (542-767)
N H——L plug — barril d C Xac4131
(93-121) (169-281) (717-983)
N L plug —1} barril L ¢ Xac2193
(59-180) (603-936)

Figura 34: Representacdo das estruturas primarias dos receptores dependentes de TonB, FecA (E.coli), PrhA
(R.solanacearum), Xac4131 e Xac2193 (Xac). O dominio “plug” estd representado em verde ¢ o dominio

“barril”, presente em receptores dependente de TonB, em laranja. STN: extensdo do N-terminal de Xac4131.


http://www.sanger.ac.uk/
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Como ja foi descrito na Introducéo (seccdo 1.4.1), o mecanismo de transducdo de sinal
envolvendo FecARI de E.coli ocorre através de uma série de interacdes proteina—proteina, ou
seja, durante o mecanismo de captacdo de ferro, a regido N-terminal de FecA interage com a
regido C-terminal de FecR (regido periplasmatica que contém o motivo LLLV) e a regido N-
terminal de FecR interage com o fator 6 Fecl. Dessa forma, baseando-se nas analises descritas
acima, uma hipotese a ser testada € se os mesmos tipos de interacdes proteina-proteina
ocorrem com o0s homologos em Xac. Para checar essa possibilidade, fragmentos
correspondendo as regides N-terminais de Xac2193 (residuos 1-58) e de Xac4131 (residuos 1-
68 no) foram clonados no vetor pOAD e os fragmentos periplasmaticos dos anti-oxac2192
(residuos 125-242) e do anti-oxacs130 (residuos 135-356) foram clonados no vetor pOBD.
Ensaios de duplo-hibrido foram feitos com a finalidade de checar as interacdes das regifes N-
terminal de Xac2193;s5 € de Xac4131;.45 com as regides periplasmaticas dos fatores anti-o
Xac2192195.040 € Xac4130135.356, respectivamente. No entanto, nenhuma interacdo foi
observada. Os resultados dos ensaios mostraram interagcdes das regides N-terminal dos fatores
anti-o Xac21921.197 @ Xac41301.117 com 0s fatores 65 xaco101 € 6 xaca1ze, reSpectivamente
(Figura 35). Dessa forma podemos concluir que o mecanismo de traducdo de sinal
envolvendo fator anti-c ¢ fator 6 em Xac pode ocorrer de forma similar ao observado em E.

coli e também em outros organismos (Figura 36).
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Figura 35: Ensaios de duplo-hibrido realizados para confirmar as interagdes observadas em ensaios de triagem
utilizando a biblioteca gendmicade Xac. (Sc-W) placa contendo meio de cultura Sc sem triptofano. Neste caso,
somente as cepas de levedura contendo o vetor pOBD s8o capazes de crescer. (Sc-L) placa contendo meio de
cultura sem leucina, onde somente a cepa de levedura contendo o vetor pOAD é capaz de crescer. (Sc-WLHA)
placa contendo meio de cultura SC sem triptofano, leucina, histidina e adenina. Neste caso, so é capaz de crescer

a cepa que contém a interacdo positiva da regido N-terminal do fator anti-c com o fator o.

ME

Xac4131c:_’7~ Xac2193

| LLLV | LLLV
anti-O xaca130 anti-0 y,2192

= NG = W

ECF ECF
0~ Xac4129 0™ Xac2191

Figura 36: Representacdo esquematica das interagdes observadas nos ensaios de duplo-hibrido. Na membrana
externa estdo representadas as proteinas homologas a proteina sensora FecA de E.coli (Xac4131 e Xac2193) e na

membrana interna os fatores anti ¢ (Xac4130 e Xac2192).
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4.6.5.4 Anélise das interacBes entre Xac2191-Xac2192;.1¢7 € entre Xac4129-Xac4130;.117
“in vitro”

Para confirmagdo “in vitro”das interagdes obtidas no sistema duplo-hibrido, o gene
Xac2191 que codifica o fator 6= xac2101 (23 KDa) e a sequéncia que codifica a regido N-
terminal de Xac2192;.107 (11,8 KDa) foram clonados no vetor pET28a. Apds ensaios de mini-
inducdo em diferentes cepas de E.coli, optamos pela BL21(DE3)RP para as expressdes em
larga escala.

Apds indugdo da expressdo e lise, 65 xaco101 fOi encontrada nos corplsculos de
inclusdo. Para solubiliza-la, o precipitado dos corpusculos de inclusdo foi tratado com N-
lauroil-sarcosine (protocolo descrito em Materiais e Meétodos, sec¢do 3.11). Este
procedimento permitiu a solubiliza¢do do fator 6 aco101. A remocdo do detergente foi feita
por dialise contra um tampédo de 20mM de Tris-HCI pH 8 e 100mM de NaCl. A purificacdo
foi feita por cromatografia de afinidade em coluna de niquel. O grau de pureza obtido na

purificacdo foi analisado em gel de SDS-PAGE (Figura 37).

Figura 37: Gel de SDS-PAGE 15% da purificacdo da proteina Xac2191. M) marcador de peso molecular, 1)
induzido, NI) ndo induzido, P) precipitado de corpusculo de incluséo apos a lise celular, S) sobrenadante apds a
lise, P) precipitado ap6s o tratamento com 0,3% N-lauroil-sarcosil, S) sobrenadante ap6s o tratamento com 0,3%
N-lauroil-sarcosil. A) Amostra que contém 6" xaco101 Na forma soltvel , utilizada para a purificacdo na coluna
de Niquel L) eluido apds lavagem com tampé&o A ( 20mM de Tris-HCI pH 8 e 100mM de NaCl ) anteriormente a
aplicacdo do gradiente de concentragdo de imidazol.
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A regido N-terminal do fator anti-c Xac2192 (Xac2192;.197) também foi encontrada nos
corpusculos de inclusdo e para solubiliza-la, foi utilizado solucdo 8M de uréia. A purificacdo
foi feita em cromatografia de troca cati6nica (SP-sepharose) seguida por uma cromatografia
de gel filtracdo (Superdex-75), ambas na presenca de 8M de uréia (Figura 38). O
reenovelamento foi feito através de dialises em tampéao (50mM Tris-HCI pH 8, 10% glicerol e

2-mercaptoetanol) com concentracdes decrescentes de uréia (6M, 3M e OM).
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-
“'Q*q
| 4-‘
-— i,-
. g4
-
M

,2KDa

o
M

Figura 38: Gel de SDS-PAGE 18%. Representagdo das etapas de purificacdo da regido N-terminal de Xac2192;.
107- (A) Procedimento de purificacdo de Xac2192,.,y; em cromatografia de troca catidnica (SP-sepharose). M)
marcador de peso molecular, 1) inducéo, P) corplsculo de inclusdo apos a lise, F) Eluido durante a aplicacdo da
amostra na coluna. Circulo em vermelho representa a amostra contendo Xac2192,.14; € impurezas utilizada para
aplicacdo na coluna de Niquel e Fracfes de elui¢des utilizando um gradiente de concentragdo de NaCl (0 a
500mM ). (B) Concentracdo do eluido durante lavagem da coluna contendo Xac2192,.,o; em 4mL. M) marcador
de peso molecular, 1) inducéo, [P] eluido antes da concentracdo, F eluido durante a concentracdo e [A] Amostra
concentrada utilizada para na cromatografia de gel filtrago. (C) Procedimento de purificacdo de Xac2192; 10;em
cromatografia de gel filtracdo.
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A sequéncia que codifica 0 6™ xaca129 (22 KDa) foi clonada no vetor pET28a e as
expressdes em larga escala foram feitas na cepa de E.coli BL21(DE3) RP (Figura 39). A
sequéncia que codifica a regido N-terminal do fator anti-c xacs130 (Xac4130;.117) foi clonada
no vetor pET28a os testes de mini-indugdo foram feitos nas cepas BL21D3, BL21(D3)PIlysS,
BL21(D3)RP, BL21(D3)Ril e BL21(D3)Star utilizando 0,4 mM de IPTG (isopropil-p-D-
tiogalactoperanocidio) durante 4 e 16 horas a 30°C e a 37°C, respectivamente. Infelizmente, a

expressao de Xac4130;.117 ndo foi detectada em nenhuma destas condi¢des (Figura 40).

29 KDa
_—
24 KDa
—_—

20KDa 22 KDa*

Figura 39: Gel de SDS-PAGE 15%. Representacdo da inducdo em larga escala do fator 6=Fy,c129 Na cepa
BL21(D3)RP. M) marcador de peso molecular, NI) N&o induzido e I) induzido. O simbolo (*) indica o padrdo de

migragao diferente do 6= x,c4120, OU seja, a proteina de 22KDa migra no gel abaixo 20KDa.
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30°C 37°C

1.BL21D3

2. BL21(D3)pLysS
3. BL21(D3)RP

4. BL21(D3)RIil

Figura 40: Gel de SDS-PAGE 18% que apresenta o resultado dos testes de mini inducdo de Xac4130; 117
realizados em diferentes cepas de expressao e em diferentes temperaturas (30°C e 37°C). NI) ndo induzido e I)

induzido.

Apbs expressdo em E.coli, o fator 6°°" xaca120 foi encontrado nos corplsculos de
inclusdo. A proteina foi solubilizada em tampao contendo 8M de uréia. A purificacdo foi feita
através da cromatografia de afinidade em uma coluna de niquel e a qualidade da purificacao
foi analisada em gel de SDS-PAGE (Figura 41). Mesmo ap6s muitas tentativas de
reenovelamento em diferentes tampdes, ndo foi possivel obter a protéina na forma soltvel.
Devido as dificuldades em expressar a regido N-terminal do fator anti-c xac4130 € Obter
GECFXaC4129 na forma solivel, ndo foi possivel realizar ensaios de interagdes “in vitro” desse

par de proteina.

NE_E P21 2 23 &
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Figura 41: Gel de SDS-PAGE 15%. Purificacdo de Xac4129 em coluna de niquel. NI) ndo induzido, I)
induzido, P) precipitado de corpusculo de inclusdo ap6s a lise. Os nimeros 1, 2, 3, e 4 representam as fracoes

onde a proteina foi eluida utilizando gradiente de concentracdo de imidazol (20mM a 500mM).

A interagdo entre o fator 6= xaco101 € @ regido N-terminal do fator anti-oxacz1g2 foram
analisadas por “ Far-Western blot” ou “Overlay”(ver secgdo 3.12). A regido N-terminal de
Xac2192;.19; foi submetida a eletroforese SDS-PAGE (18%) e transferida para uma
membrana de nitrocelulose. Uma membrana contendo a proteina Xac2192;.17 foi incubada
com a proteina Xac2191(com cauda de histidina) em solugdo. A interacdo entre as duas
proteinas foi detectada com anticorpo anti-His, demonstrando a interacdo positiva entre as
proteinas (Figura 42). Como controle negativo, a membrana contendo Xac2192;.15; foi
incubada com o anticorpo anti-His e anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase e
como controle positivo, a membrana contendo Xac2191 (com cauda de histidina) foi incubada
com o0s anticorpos anti-His e anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase,

comprovando a deteccdo de Xac2191 pelos anticorpos (Figura 42).

anti-camundongo/ + + +
peroxidase

anti-6xHis + + +
Xac2191g,4is +

Xac2192, 17— .

1 2 3

Xac2192, 447 Xac2191

Figura 42: “Far-Western blot” ou “overlay” das proteinas Xac2191g,is-Xac2192;10;. As proteinas
Xac2191gumis € Xac2192, 14; foram submetidas a eletroforese (Gel de SDS-PAGE 18%) e transferidas para
membrana de nitrocelulose. Em (1) Xac2192;.,4; foi imobilizada e incubada com a proteina Xac2191g4is €m
solucdo, em (2) Xac2192,.4; foi imobilizada e incubada com os anticorpos anti-6xHis e anti-lgG camundongo
conjugado com peroxidase (controle negativo) e em (3) Xac2191eis pura foi imobilizada e incubada com os

anticorpos anti-6xHis e anti-lgG camundongo conjugado com peroxidase (controle positivo).
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4.6.6 Investigacdo da relacdo dos fatores 6=  xacr101 € 65" xacarzo € dos fatores anti-o
xac2192 € anti-6 xacs130 COM a cascata de ativacao do sistema TTSS em Xac

Os fatores 6°" xaco101 € G°C xacarzo S80 homologos ao Prhl e os fatores anti-oxaco102 €
anti-oxaca130  S80 homdlogos ao PrhR de Ralstonia solanacearum. Baseado nessas
informacdes, nos realizamos ensaios para investigar se esses fatores atuam na via de
sinalizacdo responsavel pela ativagdo do conjunto de genes hrp (“hypersensitive response and

pathogenicity”) de Xac.

4.6.6.1 Ensaios de EMSA realizados com o fator 6= xac2101 € as regides promotoras dos
possiveis homdlogos a prhJ

Em Ralstonia solanacearum, a cascata de transducdo de sinal PrhA-PrhR-Prhl esta
integrada com os reguladores PrhJ, HrpG e HrpB (vide sec¢do 1.7 na Introducéo) (Brito et al,
2002). O fator o Prhl é um ativador do gene prhJ, ou seja, o fator ¢ Prhl, juntamente com o
nacleo da RNA polimerase, reconhece a regido promotora do gene prhJ e ativa a sua
transcricdo. PrhJ é um fator de transcricdo da familia LuxR que controla a expressdo do gene
hrpG, enquanto que a proteina HrpG ativa a expressao do gene hrpB, requerido para induzir a
expressdo dos genes hrp na presenca de células vegetais (Brito et al, 2002). Em Xac, foram
encontradas nove proteinas com dominio LuxR que sdo potenciais homologos a PrhJ de
Rasltonia solanacearum (Tabela 11). Uma hipdtese para ser testada é se uma dessas proteinas

de Xac pode desempenhar uma funcdo similar a de PrhJ de R.solanacearum.
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Tabela 11: Proteinas de Xac homélogas a PrhJ de R. Solanacearum. Na coluna a esquerda estdo representadas as
proteinas em Xac. Em parénteses estdo indicados os nimeros de residuos de cada proteina e 0 nimero de
residuos do dominio regulador da familia LuxR. Na coluna a direita estdo representadas as arquiteturas dessas
proteinas em comparacao com a proteina PrhJ em R. Solanacearum:RR: dominio regulador de resposta, LUxR:

dominio regulador da familia LuxR e TPR: repeticao tetratricopeptideo.

Homologos de Prh) em Xac Dominios
(residuos totais/dominio LuxR ) (Arquitetura de PrhJ de R. solanacearum, 175 aa)

(dominioLuxR = residuos 105-162)

Xac1229 (214 aa/ residuos 147-212) LuxR —

LuxR —
LuxR —
LuxR —

Xac3421 (923 aa/ residuos 846-907) TPR TPR LuxR

Xac0898 (235 aa/ residuos 171-228)
Xac2168 (213 aa/ residuos 146-207) @_
LuxR —
LuxR —

Xac1970 (210 aa/ residuos 141-206)

Xac4180 (222 aa/ residuos 143-208)

Xac3480 (212 aa/ residuos 142-207)

Xac3993 (200 aa/ residuos 133-198)

Xac0136 (210aa/ residuos 143-208)

Se a hipotese estiver correta, espera-se que o promotor de um ou mais dos homdlogos
a PrhJ sejam reconhecidos pela RNA polimerase contendo um dos fatores ¢ mais similares a
Prhl. Uma das estratégias utilizadas na tentativa de identificar essas possiveis interacdes foi
realizar ensaios de mobilidade eletroforética (EMSA). Para isso, a regido de 300 pb a jusante
do codon de iniciacdo da traducdo para cada uma das proteinas da Tabela 11 foi amplificada
por PCR utilizando os pares de oligonucleotideos indicados na Tabela 6 (Materiais e

Métodos) a partir de DNA gendmico de Xac (Figura 43).
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1.Xac 1229p
2.Xac 1970p
3.Xac 0898p
4.Xac 2168p
5.Xac 3993p
6.Xac 0136p
7.Xac 4180p
8.Xca 3480p
9.Xac 3421p

Figura 43: Produtos de PCR gerados a partir do DNA genémico de Xac, utilizando par de oligonucleotideos que
amplifica a regido de 300 pb a jusante do cddon de iniciacéo da traducéo para cada uma das proteinas homologas

a PrhJ. Esses fragmentos foram marcados com [y*2P]-ATP e utilizados nos ensaios de EMSA.

Para os ensaios de mobilidade eletroforética, o fator o ECFXacglgl fusionado a uma
cauda de histidina foi purificado utilizando cromatografia de afinidade a niquel (Figura 37) e
combinado com a apoenzima da RNA polimerase de E.coli, conforme descrito na sec¢do 3.17
de materiais e métodos. As regides promotoras dos possiveis homélogos a PrhJ foram
marcadas com [o*’P]-ATP utilizando o fragmento Klenow da DNA polimerase | de E.coli. Os
ensaios de interagdo foram realizados diversas vezes, no entanto, ndo foi possivel detectar

nenhuma ligagdo entre o fator o "“"xac2101 € as regides promotoras testadas (Figura 44).
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- promotor Xac1970
- promotor Xac1229
- promotor Xac0898
- promotor Xac3993
- promotor Xac2168
- promotor Xac4180
- promotor Xac0136
- promotor Xac3480
- promotor Xac3421

O oo ~NOULDE WN -

Figura 44: Ensaios de EMSA utilizando as provaveis regides promotoras dos homologos a PrhJ de R.
solanacearum. A RNA polimerase foi reconstituida com a apoenzima de E.coli e o fator 6=y ac101. Para cada
reacio de ligagdo foi utilizado 1uM do 65" x.c101, 0,6 L da apoenzima da RNA polimerase de E.coli e 0,2 uL
do DNA marcado. As reacOes de ligaces foram separadas por eletroforese em gel ndo desnaturante com 5% de

acrilamida.

Mediante aos resultados negativos observados, duas hipoteses foram levantadas: 1) O
fator sigma Xac2191 nédo esta relacionado com a ativacdo da transcricdo de homdlogos de
PrhJ ou 2) A proteina purificada ndo possui a conformacdo nativa apropriada, visto que a
mesma se encontrou insolGvel no primeiro passo de inducdo e teve que ser reenovelada com
adicdo de N-Lauroil-Sarcosine (Figura 37).

O experimento de mobilidade eletroforética com o fator 6 Xac4129 ndo pode ser
realizado devido as dificuldade em obter a proteina na forma soltvel (Secgdo 4.6.5.4 e Figura

41).
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4.6.6.2 Producdo dos nocautes nio polares dos fatores 6-C' xaco101, 6 xaca1zo € 00S
fatores anti-chchgz e anti-GXaC4130

Foram produzidos nocautes apolares dos fatores 6" aco101 € 0 xacarng € dos fatores
anti-oxac2192 € anti-oxacsa130, além do duplo nocaute para os dois fatores sigmas. As delecdes
dos genes foram confirmadas por PCR de colbnia e analisadas em gel de agarose (Figura 45).

PM A2191

A 1500pb e B

1000pb

PM 24130 Wt

PM Wt Wra2192 A2192

PM  A4120  A4120 A4120/A2101

Figura 45: Fotos do gel de agarose das reacfes de PCR de colénia para confirmagdo dos nocautes dos genes de
interesse. A) Produtos de PCR utilizando um par de oligonucleotideos que gera um fragmento de 1020 pb para a
cepa mutante do fator o Xac2191. B) Produtos de PCR empregando um par de oligonucleotideos que gera um
fragmento de 1500 pb para a cepa tipo selvagem e de 1000 pb para a cepa mutante do fator ¢ Xac4129. C)
Produtos de PCR empregando par de oligonucleotideos que gera fragmento de 2000pb para a cepa tipo selvagem
e de 1000pb para a cepa mutante do fator anti-c Xac2192. D) Produtos de PCR empregando par de
oligonucleotideos que gera um fragmento de 2000 pb para a cepa mutante e de 1020pb para a cepa mutante do
fator anti-c Xac4130 e E) Produtos de PCR empregando um par de oligonucleotideos que amplifica um
fragmento de 1020pb, referente ao gene Xac 4129, ou seja controle positivo para a cepa mutante de Xac4129
(coluna 1) e produtos de PCR empregando par de oligonucleotideo que amplifica um fragmento de
aproximadamente 1500pb para o gene de Xac2191 na cepa mutante de Xac4129 (coluna 2). A confirmacdo da
cepa mutante para os dois fatores o Xac4129 e Xac2191 foi feita por PCR utilizando um par de

oligonucleotideos que amplifica um fragmento de 1100 pb referente ao gene Xac2191(coluna 3).



121

4.6.6.3 Ensaios de patogenicidade realizados em folhas de laranja péra

Ensaios de patogenicidade foram realizados para avaliar as participacfes dos fatores
6 xaca101 € 6" xaca129 € dos fatores anti-oxaco102 € anti-oxaca130 NO processo de infeccdo e na
capacidade de desenvolver o cancro citrico. As cepas selvagens (Wt) e as cepas mutantes
AXac2191, AXac2192, AXac4129, AXac4130 e AXac4129/AXac 2191 foram inoculadas em
folhas de laranja péra (Citrus sinensis (L.) Osbeck). Apds 15 dias, as linhagens mutantes
apresentaram o mesmo fendtipo observado para a cepa selvagem (Figura 46). Em
comparacdo, as cepas mutantes de prhl e prhR em R.solanacearum apresentaram os sintomas

da doenca significativamente atenuados (Brito et al., 2002)

Figura 46: Teste de patogenicidade das cepas mutantes AXac2192, AXac4130, AXac2191, AXac4129 e
AXac4129/AXac2191 em folhas de laranja péra. A cepa Xac selvagem (Wt) foi utilizada como controle negativo.

As fotos foram tiradas apds 15 dias das inoculagGes.
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4.6.6.4 Analise das expressdes dos genes hrpG, hrpX, hrcU e dos homodlogos a prhJ
(Xac0136, Xac0898, Xac1229, Xac1970, Xac2168, Xac3421, Xac3480, Xac3993 e Xac4180)
por gRT-PCR

Outra estratégia foi adotada para investigar a hipotese de que existe uma via em Xac
homologa a via PrhA-PrhR-Prhl-Prh) de R. solanacearum. Para isso, experimentos de PCR
em tempo real foram realizados com as cepas tipo selvagem (Wt), AXac2191, AXac4129,
XacA4129/A2191, AXac2192 ¢ AXac4130. As analises das expressdes dos genes hrpG, hrpX
e hrcU foram analisadas com objetivo de verificar a inducéo do sistema de TTSS.

Dados da literatura mostram que em Xanthomonas a expressdo dos genes hrp
(“Hypersensitive response and pathogenicity”) é induzida em meio XVM2 (aumento de 4
vezes) (Schulte & Bonas, 1992; Wengelnik & Bonas, 1996). Dessa forma, o primeiro teste
realizado foi para certificar que o meio XVVM2 utilizado no crescimento das cepas é de fato
capaz de induzir o TTSS em Xac. Para isso, as expressdes dos genes hrpG, hrpX e hrcU,
foram analisadas por RT-PCR quantitativo (qRT-PCR), comparando-se 0s niveis de
expressoes desses genes com as cepas selvagens crescidas tanto em meio LB quanto em meio
XVM2. HrpX controla a ativacdo dos genes hrp, responsaveis pela formacdo de toda a
maquinaria do TTSS, e HrcU é uma subunidade conservada em todos os TTSSs conhecidos.
As andlises das expressGes dos genes hrpG, hrpX e hrcU em meio XVM2 mostraram um
aumento na expressédo de 10 vezes para hrpX e de 17 vezes para hrcU, no entanto, a expresséo

do gene hrpG ndo foi alterada (Figura 47).
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Figura 47: Anélise por gRT-PCR comparando a expressfes dos genes hrpG, hrpX e hrcU na cepa selvagem
(Wt) de Xac. Os RNAs foram extraidos da cepa Wt crescida em meio LB e XVVM2. O PCR em tempo real foi
feito utilizando oligonucleotideos especificos, como descrito em materiais e métodos (Tabela 7). Os niveis das
expressdes relativas foram calculados pelo método 2 2°T, utilizando o gene XAC4291 (16S do RNA
ribossomal) como normalizador. Os dados apresentados correspondem a média e o desvio padrdo de trés

experimentos independentes.

4.6.6.5 Efeito da mutacdo dos genes Xac2192 e Xac4130 nas expressdes dos genes hrpG,
hrpX e hrcU

A cascata de transducdo de sinal que ativa a transcricdo dos genes hrp em R.
solanacearum esta integrada com o fator anti-c PrhR e com o fator ¢ Prhl. O fator anti-c
controla o fator ¢ por interagdo proteina-proteina, ou seja, na presencga do fator anti-o, o fator
o esta inibido. Experimentos de qRT-PCR foram efetuados para analise das expressdes dos
genes hrpG, hrpX e hrcU nas cepas selvagens, AXac2192 e AXac4130 crescidas em meio
rico. A nossa hipotese para ser testada era que na auséncia do fator anti-o relacionado com a
ativagdo TTSS, as expressdes dos genes hrpG, hrpX e hrcU estariam induzidas em meio LB,
uma vez que o fator ¢ ndo estaria sob seu controle inibitdrio. Os resultados de qRT-PCR
mostraram que as mutacOes dos genes Xac2192 e Xac4130 néo alteraram as expressdes dos

genes hrpG, hrpX e hrcU (Figura 48).
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Figura 48: Analise por gRT-PCR comparando as expressdes dos genes hrpG, hrpX e hrcU na cepa selvagem e
nas cepas mutantes AXac2192 e AXac4130. Os RNAs foram extraidos das cepas Wt e mutantes crescidas em
meio LB . O PCR quantitativo em tempo real foi feito utilizando oligonicleotideos especificos (Tabela 7). As
expressdes relativas foram calculadas pelo método 2 T, utilizando o gene XAC4291 (16S ) como
normalizador. Os dados apresentados correspondem a meédia e o desvio padrdo de trés experimentos

independentes.

4.6.6.6 Efeito das mutac6es dos genes Xac2191 e Xac4129 nas expressoes dos genes hrpG,
hrpX , hrcU e nos genes homologos a prhJ

Para avaliar a participacdo dos fatores 6= xac2101 € G- xacar2e Na Via de ativacéo do
sistema de secrecdo tipo Il (TTSS), foram realizados experimentos de qRT-PCR. O objetivo
do experimento foi de analisar os niveis de expressdes dos genes hrpG, hrpX e hrcU nas
cepas de Xac selvagem, AXac2191, AXac4129 e AXac4129/AXac2191 quando crescidas em
meio XVM2. Os resultados apresentados na Figura 49 demonstram que as expressdes dos
genes hrpG, hrpX e hrcU ndo sofreram variagdes significativas nas cepas mutantes para 0s

dois fatores o testados.
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Figura 49: Andlise por gRT-PCR comparando a expressfes dos genes hrpG, hrpX e hrcU nas cepas selvagem e
nas cepas mutantes AXac2191, AXac4129 e no duplo mutante AXac4129/AXac2191.0s RNAs foram extraidos

da cepa Wt e mutantes crescidas em meio XVVM2 . O PCR em tempo real foi feito utilizando oligontcleotideos

-AACT
2

especificos (Tabela 7). As expressdes relativas foram calculadas pelo método , utilizando o gene

XAC4291 (16S) como normalizador. Os dados apresentados correspondem a média e o desvio padrdo de trés

experimentos independentes.

Na via de ativacdo do TTSS em Ralstonia solanacearum, o fator o Prhl ativa a
transcricdo de prhJ, que codifica um regulador transcricional da familia LuxR. Se essa via for
similar para Xac, uma maneira de identificar o verdadeiro ortélogo de PrhJ (Tabela 11) seria
através da analise das expressdes desses genes em relacdo as cepas mutantes dos fatores
6" xaco101 € 6 EFxacaize. Dessa forma, seria esperado uma diminuicdo da expressdo do
verdadeiro homélogo de prhJ. Para testar essa hipotese, foram realizados experimentos de
gRT-PCR com a finalidade de analisar os niveis de expressdes dos genes homologos a prhJ
(Xac0136, Xac0898, Xac1229, Xac1970, Xac2168, Xac3421, Xac3480, Xac3993 e Xac4180)
nas cepas selvagem e mutantes AXac2191, AXac4129 e AXac4129/A2191 crescidas em meio
XVM2. Os resultados mostraram que as expressdoes dos homologos a prhJ nédo tiveram

grandes variagdes nas cepas mutantes dos fatores o, permitindo concluir que os fatores
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05 Fxaco101 € 0 xaca120 N30 controlam as expressdes dos homélogos de prhd contendo

dominios LuxR (Figura 50).
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Figura 50: Anélise por gRT-PCR comparando as expressdes dos genes homdlogos a prhJ (Xac0136, Xac0898,
Xac1229, Xacl1970, Xac2168, Xac3421,Xac3480, Xac3993 e Xac4180) nas cepas selvagem e mutantes
AXac2191, AXac4129 e AXac4129/A2191. Os RNAs foram extraidos da cepa Wt e mutantes crescidas em meio

XVM2. O PCR em tempo real foi feito utilizando oligonucleotideos especificos (Tabela 7). As expressdes

-AACT
2

relativas foram calculadas pelo método , utilizando o gene XAC4291 (16S ) como normalizador. Os dados

apresentados correspondem a média e o desvio padrdo de trés experimentos independentes.

4.7 Efeito da mutacdo do gene hrpG na patogenicidade em Xac

O fator de transcricdo HrpG ativa a transcricdo do gene hrpX. O produto de hrpX, por
sua vez, ativa a transcricdo de todos os outros operons do locus hrp em Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Wengelnik et al., 1996). Portanto, HrpG é o principal regulador de
todo o locus hrp. Em Xac, esta proteina possui 263 aminoacidos e contém um dominio N-
terminal do tipo regulador de resposta (RR) do sistema de dois componentes (Varughese,
2002).

Para testar a relacdo do gene hrpG de Xac na ativacdo do sistema de secrecdo do tipo

I11, o nocaute apolar do gene foi produzido (em estreita parceria com a doutoranda Paola
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Alejandra Cappelletti). Os ensaios de patogenicidade realizados para avaliar a capacidade do
mutante de desenvolver o cancro citrico mostraram que a cepa AhrpG ndo foi capaz de
desenvolver a doenca no hospedeiro (Figura 51). Estes resultados demonstraram que HrpG de
Xac deve controlar a via de ativacdo do genes hrp de forma direta, similarmente ao que tem
sido observado em R.solanacearum (Brito et al, 2002) e Xanthomonas campestris pv

vesicatoria (Wengelnik et al., 1996).

Figura 51: Teste de patogenicidade realizado com a cepa mutante do gene hrpG e com a cepa complementada
com o gene hrpG no vetor pUFRO47 (AhrpG +hrpG) em folhas de laranja péra. Fotos retiradas com 15 dias apds

as inoculagoes.

Para confirmar o fenotipo observado para o nocaute AhrpG, a complementacdo do
gene hrpG foi feita utilizando-se o vetor pUFRO47 (Figura 52) (De Feyter et. al., 1993). A
estratégia adotada para a complementacdo do gene hrpG foi de clonar um fragmento contendo
348pb a jusante do cddon de iniciagdo do gene hrpG e toda a sequéncia codificadora de Hrp
(vide Materiais e Métodos, sec¢édo 3.14). Os resultados mostraram que ndo houve reversao do
fenotipo observado na folhas de laranja péra (Figura 51), provavelmente porque a regido de
348pb selecionada como regido promotora do gene ndo corresponde a toda a sequéncia

necessaria para a ativacdo do gene.
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Figura 52: Gel de agarose 1%. A) Amplificacdo do gene hrpG (792 pb) e da sequiéncia de 348 pb a jusante do
cédon de iniciacdo do mesmo (total = 1140 pb). B) PCR de colbnia para confimar a clonagem na vetor

pUFRO47 utilizando par de oligonucleotideos que amplifica o gene hrpG.

Outra evidéncia de controle da transcrigédo dos genes hrpX e do locus hrp por HrpG foi
observada em ensaios de PCR em tempo real realizados com as cepas tipo selvagem e
mutante AhrpG crescidas em meio XVM2_ A expressdo do gene hrpX néo foi detectada nos
ensaios com o mutante AhrpG, confirmando que a expressao do gene hrpX depende de HrpG.
Além disso, a expressdao de hrcU ndo foi detectada, consistente com a hipdtese que a

transcrigdo dos demais genes hrp depende de HrpX (Figura 53).
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Figura 53: Analise por gRT-PCR comparando as expressdes dos genes hrpG, hrpX e hrcU nas cepas selvagem e
na mutante AhrpG. Os RNAs foram extraidos da cepa Wt e mutante crescida em meio XVM2 e PCR em tempo
real foi feito utilizando oligontcleotideos especificos (Tabela 7). As expressdes do genes hrpG, hrpX e hrcU nao

foram detectadas.
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4.8 Caracterizacoes das cepas mutantes AXac2191, AXac4129 e AXac4129/AXac2191 nas
respostas a diferentes tipos de estresse
4.8.1 Crescimento na caréncia de ferro

O ferro € o quarto metal mais abundante na Terra, sendo encontrado no meio ambiente
como componente insolivel na forma de hidroxidos e também em sistemas biologicos,
apresentando-se quelado por proteinas de alta afinidade (Weinberg, 1984). O ferro é essencial
para a maioria dos organismos, pois sua forma idnica é chave para os citocromos, centros
ferro-enxofre e para outros componentes metabolicos. As bactérias desenvolveram
mecanismo de controle para captar ferro do meio e também de protecao contra efeitos toxicos
provocados pela geracdo de espécies reativas de oxigénio estimuladas pelo ferro (Touati,
2000). Um mecanismo de controle ocorre através do proprio ferro, ou seja, a elevada
concentracdo desse metal ocasiona uma inibicdo da expressdo dos genes relacionados com a
absorcdo do mesmo. Esse controle ocorre em conjunto com a proteina Fur que age como um
repressor da transcricdo. Outro mecanismo de controle ocorre em situagdes ambientais de
caréncia de ferro (Frost & Rosenberg, 1973; Waggeg & Braun, 1981).

Em E.coli o transporte de ferro para o citoplasma é sinalizado pela baixa concentracéo
de citrato de ferro, através do sistema dicitrato férrico (FecABCDE), que por sua vez é
reprimido pela proteina Fur em condicGes de alta concentracdo de ferro (Braun, 1997). O
sistema de transporte de citrato de ferro é formado por uma proteina sensora e transportadora
de membrana externa chamada FecA, pela proteina periplasméatica FecB, proteinas de
membrana citoplasmatica FecCD e pela proteina de ligacdo a ATP FecE (Braun & Mahren,
2005). O Fe** ¢ transportado para o periplasma por FecA através da membrana citoplasmatica
na forma de complexo dicitrato de ferro. A ligacéo do dicitrato de ferro a proteina FecA induz
um sinal que é transferido da membrana externa para a membrana citoplasmatica e

posteriormente para o citoplasma, através de FecR, uma proteina de transmembrana. Dessa
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forma o fator o Fecl ¢ ativado e ativa a transcri¢do dos genes feCABCDE, juntamente com o
nucleo da RNA polimerase (Braun & Mahren, 2005). Mutagdes na regido 2 do fator o Fecl
impedem o reconhecimento do nucleo da RNA polimerase, afetando a expressédo de fecB.

Os 65 yaco101 € 65 wacatro possuem similaridade ao fator ¢ Fecl de E.coli (Figura 31).
Na tentativa de investigar uma relagao desses fatores ¢ na capta¢do de ferro, foram feitas
curvas de crescimento em condi¢gdes normais (meio LB) e também em condicdo de caréncia
de ferro. As culturas de Xac selvagem e as mutantes AXac2191, AXac4129 e
AXac4129/A2191 foram crescidas em meio LB na presenca ¢ auséncia de 50 pM de
2,2 dipiridil, um potente quelante de ferro durante a fase exponencial de crescimento. Na
presenca de 2,2°dipiridil, as cepas AXac2191 e AXac4129/A2191 apresentaram um
crescimento mais lento quando comparadas com as cepas selvagem ¢ AXac4129 (Figura 54).
Em condicao de caréncia de ferro, o tempo de duplicagdo das cepas mutantes AXac2191 e
AXac4129/A2191 foram de 6 horas, tempo 50% maior que o tempo de duplicacdo das cepas
selvagem e mutante AXac4129, de aproximadamente 4 horas. Dessa forma, pode-se sugerir
que a mutagdo de Xac2191 deve afetar a ativacdo dos genes relacionados com a captagédo de

ferro em condicgéo de caréncia desse metal.



131

>

0,8

DO (600nm)
o
o
DO (600nm)

0 2 4 6 8 10 16 0 2 4 6 8 10 16
tempo (h) tempo (h)

== Wt(+Fe) == Wt(-Fe) A2191(+Fe) ==>¢=A2191(-Fe) == Wt(+Fe) =lll=Wt(-Fe) A4129(+Fe) ==>¢=NA4129(-Fe)

DO (600nm)

0 2 4 6 8 10 16

tempo (h)
=&—Wt(+Fe) == Wt(-Fe) N4129/A2191(+Fe) =>4=A4129/A2191(-Fe)

Figura 54: Curva de crescimento das cepas de Xac Wt, AXac2191(A), AXac4129(B) e
AXac4129/AXac2191(C). As culturadas de Xac em fase estacionaria foram diluidas para uma DOgynm 0,1 €
inoculadas em meio LB na auséncia de 2,2"dipiridil (+Fe) e na presenca de 50uM de 2,2"dipiridil (-Fe). A figura

mostra a média de trés experimentos independentes.

4.8.2 Investigacio dos fatores 6 xaco101 € 6° xaca120 NA resposta ao choque térmico, ao
estresse oxidativo e na presenca de etanol

Para investigar uma possivel relacio dos 6= xac101 € 6 xacarzo @ diferentes tipos de
estresse, as cepas mutantes AXac2191, AXac4129 e AXac4129/AXac2191 foram submetidas a
estresses, como choque térmico a 45°C, estresse oxidativo na presenca de 2,5mM de H,0; e
também na presenca de 1,5% de etanol. Para os estresses de chogue térmico e oxidativo, as
culturas de células em fase estacionaria foram diluidas para uma DOggonm de 0,1 e crescidas
até atingirem a DOgoonm de 0,5 (fase exponencial). Para calcular a porcentagem de células

viaveis, as aliquotas retiradas em diferentes tempos foram diluidas e plaqueadas em meio LB
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(Figura 55). Na avaliacdo ao estresse provocado pela presenca de 1,5% de etanol, as culturas
saturadas foram diluidas para uma DOgoonm de 0,1 e 0 crescimento foi monitorado atraves da
leitura da DOgoonm (Figura 56). Os resultados dos ensaios mostraram que as cepas AXac2191,
AXac4129 e AXac4129/A2191 apresentaram os mesmo perfis que a cepa selvagem em todas
as condigBes de estresse testadas. Portanto, pode-se concluir que os fatores 6t xaco101 €

6= Fyacarne NF0 atuam na resposta aos estresses de choque térmico, oxidativo e de etanol.
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Figura 55: Analise dos mutantes AXac2191, AXac4129 e AXac4129/A2191 em resposta ao choque térmico e ao
estresse oxidativo. A) Sobrevivéncia das cepas Wt e mutantes AXac2191, AXac4129 e AXac4129/A2191
submetidos ao choque térmico de 45°C. B) Sobrevivéncia das cepas Wt e mutantes AXac2191, AXac4129 e
AXac4129/A2191 submetidos ao estresse oxidativo (2,5 mM H,0,). Os resultados sdo expressos em
porcentagem de sobreviventes em relagdo ao tempo zero (antes da exposicdo ao estresse). Cada experimento foi
plaqueado em triplicata e foi feito com trés replicas bioldgicas independentes. Os resultados mostrados

representam a média e os desvio padréo.
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Figura 56: Curva de crescimento das cepas de Xac selvagem (Wt), AXac2191(A), AXac4129(B) e
AXac4129/AXac2191(C). As culturadas de Xac em fase estaciondria foram diluidas para uma DO600nm 0,1 e

inoculadas em meio LB na auséncia e na presenca de 1,5% de etanol. A figura mostra a média de trés

experimentos independentes.
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4.8.3 Investigacio dos fatores ¢ ECF, aeo101 € 6 EC yacarng € dos fatores anti-oxacrigy € anti-
6" xaca130 NO processo de motilidade bacteriana
Com a finalidade de investigar uma possivel participagao dos fatores GECFXaczlgl e
65 Fxacazo € dos fatores anti-oxaczier € anti-oxacaizo NO processo de motilidade foram
realizados ensaios de motilidade em meio SB contendo 0,5% de &gar com as cepas selvagem
(Wt), AXac2191, AXac2192, AXac4129, AXac4130 e o duplo mutante AXac4129/AXac2191.
As cepas mutantes apresentaram o mesmo fenotipo do tipo selvagem. Portanto, os fatores ¢
P 2101 € O xaca1ze € 05 fatores anti-oxacz102 € anti-oxacaizo NA0 S30 essenciais para a

capacidade de Xac se espalhar em superficie imidas (Figura 57).

&4129/52191

£4129/42191

44129142191

Figura 57: Ensaios de motilidade realizado meio SB contendo 0,5% de agar. A) ensaios realizados com as cepas
mutantes dos fatores ¢ Xac e com o duplo mutante dos fatores ¢ ¢ em B) ensaios realizados com as cepas

mutantes dos fatores anti- ¢ Xac4130 e Xac2192. Fotos retiradas com 2 dias de crescimento.
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5 Discussao
5.1 Interacdes dos fatores 6=~ com os fatores anti-¢=“" cognatos

Os fatores =" s&0 pequenas proteinas regulatdrias bastante divergentes em relagio a
sequéncia da maioria dos outros fatores c. As bactérias que apresentam um genoma mais

ECF

complexo contém vérios fatores o-- Por exemplo, B. subtilis (7 ¢5°F), Mycobacterium

ECF ECF ECF)

tuberculosis (10 6-"), Caulobacter crescentus (13 ¢ "), Pseudomonas aeruginosa (19 o

ECF

e Coelicolor streptomyces (50 o) (Helmann, 2002). A funcdo e o mecanismo de regulacdo

ECF muitas vezes sdo desconhecidos, mas de um modo geral, a maioria sdo co-

desses ©
transcritos com um regulador negativo, uma proteina de transmembrana com a funcéo anti-o,
capaz de ligar e inibir o 6=, O fator anti-o funciona como um sensor (direto ou indireto) de
moléculas de sinalizacdo, permitindo a bactéria uma resposta adaptativa as mudancas
ambientais especificas. Ao receber o estimuloambiental, o fator o=CF ¢ liberado do fator anti-c
cognato e se liga ao nucleo da RNA polimerase ativando a transcricdo dos genes especificos.
Além de sua atividade como inibidor, alguns fatores anti-c também contribuem para a
estabilidade do fator sigma, protegendo-o da atividade de proteases.

Em muitos aspectos, os fatores ¢ e anti-c funcionam como um sistema de regulacéo de
dois-componentes composto por uma proteina de transmembrana com um dominio de
histidina quinase e um dominio regulador de resposta que, ao ser fosforilada, se liga ao DNA
e ativa a transcricdo. Tanto o mecanismo de regulacdo de dois-componentes quanto o
mecanismo de regulagdo por fator anti-c coordenam a resposta aos sinais de transcri¢do
citoplasmaticos percebidos por um dominio sensor, localizado no periplasma.

No genoma de Xac foram anotados nove fatores =", no entanto, ainda néo haviam
sido identificados os possiveis fatores anti-c cognatos (da Silva et al., 2002). Ao realizarmos

ensaios de interacdo proteina-proteina através do sistema de duplo-hibrido, utilizando uma

biblioteca de presas derivada de fragmentos de DNA genémico de Xac, foram observadas
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interacdes com proteinas hipotéticas. Uma andlise mais detalhada revelou que sete dos nove

fatores ctC"

testados interagiram com potenciais fatores anti-c cognatos, uma vez que
apresentam possiveis dominios transmembrana e sdo codificados por genes localizados ao
lado dos gene que codificam os fatores 6=". Dessa forma, podemos concluir que assim como
nas demais bactérias, pelo menos sete dos nove fatores o=°F de Xac possuem um mecanismo
de controle através dos fatores anti-c.

Os fatores =" que ndo interagiram com potencias fatores anti-o foram 0 6= xac1310 €
6= Fxacarzs. No caso de 65 xac1a10, fOi descrito (na seccdo 4.6.4) que a proteina codificada
pelo gene ao lado, Xacl1320, possui uma regido N-terminal de 100 aminoacidos com
similaridade a proteina RseA, seguida por uma potencial hélice transmembrana (Figura 25).
No entanto, o resto da molécula, o que corresponde ao provavel dominio periplasmatico, ndo
apresenta similaridade de sequéncia com nenhuma outra proteina conhecida. A sequéncia do
dominio periplasmatico de Xac1320 (residuos 120-296) apresenta caracteristicas de uma
proteina desenovelada, com contetido de 27% de alanina e 17% de prolina. Para o dominio
citoplasmatico, os valores sdo 18% de alanina e 6% de prolina e para a proteina inteira, 0s
valores sdo 25% de alanina e 12% de prolina. Devido a isso, ainda ndo é claro de que forma
este dominio periplasmatico pode atuar como um sensor e a qual sinal 0 mesmo responde.

No caso do fator 65 xaca128, 0 gene que codifica essa proteina se encontra ao lado,
porém na direcdo aposta ao operon que codifica os genes do par 6" F acatze € anti-o= yaca130.
Logo, existe a possibilidade de que o fator anti-c=“"xacs130 pode desempenhar uma funcéo,
direta ou indireta, no controle da atividade ou da expressdo de ambos os fatores 6" F acatog €
6" xacar20. Um bom inicio para testar esta hipotese é realizar experimentos de RT-PCR
quantificando a expressdo do gene Xac4128 nas cepas AXac4129, AXac4130 e tipo selvagem.
Outra observacédo interessante ¢ o fato de que o gene Xac4128 se localiza no inicio de um

grande trecho de 32 kb que contém 17 genes (de Xac4128 até Xac4112) co-lineares, a maioria



137

dos quais codificam componentes de um sistema de secrecdo de macromoléculas do tipo VI,
ainda ndo caracterizado em Xanthomonas spp. Sistemas de secrec¢do do tipo VI, descobertos
somente em 2006, ja foram relacionados tanto em processos de viruléncia quanto em
respostas ao estresse (Pukatzki et al., 2006; Mougous et al., 2006; Bingle et al., 2008;
Cascales, 2008). Testes de expressao deste locus poderiam ser feitos empregando os mutantes

AXac4129 e AXac4130.

5.2 Interagio envolvendo o fator 6 “xac1033 responsavel pela biossintese de flagelo

Como ja foi descrito de forma detalhada na seccdo 1.6, na maioria das espécies
bacterianas, a expressdo dos genes tardios na formacgdo do flagelo é regulada de forma
positiva pelo fator sigma FliA e de forma negativa pelo fator anti-sigma FIgM. O fator sigma
FliA é mantido na forma inativa por interacdo com FIgM, sendo assim incapaz de associar-se
com o nlcleo da RNA polimerase. Na medida em que a estrutura do corpo basal e o gancho
estdo completos, o FIgM é secretado através da maquinaria de exportacdo flagelar para o meio
extracelular, permitindo que o fator FliA livre possa se associar a RNA polimerase, ativando
assim a transcricdo dos genes tardios (Correa et al, 2004). Em Xac, o fator anti-sigma FIgM
(Xac1989) interagiu com o fator sigma FliA (Xac1933) (Tabela 9) através de ensaios de
duplo-hibrido, indicando um mecanismo de controle da ativacdo dos genes responsaveis pela
formagéo de flagelo em Xac similar ao descrito para Salmonella typhimurium, E.coli e mais

recentemente para Xcc (Figura 58) (Chicott & Hughes, 2010; Yang et al., 2009)
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Figura 58: Modelo de regulagéo entre o fator sigma FliA e o fator anti-sigma FIgM. Durante a biossintese do
flagelo, o fator sigma FliA esta na forma inativa, devido a interagdo com o fator anti-sigma FIgM. Na medida em
gue a estrutura intermediaria do flagelo é formada, um sinal é enviado, o fator anti-sigma é exportado pela
prépria estrutura do flagelo e o fator sigma FliA interage com o nicleo da RNA polimerase, ativando a

transcricdo dos genes tardios, responsaveis pelo término da sintese de flagelo.

5.3 O papel do putativo estressomo RsbRST em Xac

A ativagido do regulon do fator 6® em Bacillus subtilis & governada por dois médulos
“partner-switching” seqiiencialmente ligados (Kang et al., 1996). O primeiro modulo (RsbR-
RsbS-RsbT) é requerido na transmissdo de sinais de estresse ambiental como, por exemplo,
concentracdo de sais, choque-térmico e presenca de alcool. Ja o segundo modulo (RsbU-
RsbV-RsbW) é requerido para transmitir sinais em resposta aos sinais enviados do primeiro
maodulo (Fouet et al., 2000) (Figura 59). Em Xac, foram encontrados homdlogos para RsbR
(Xac1269), RsbS (Xac1270) e RsbT (Xac1271). No entanto Xac nao codifica homologos para

. B
o segundo mddulo e nem para o fator ¢ .
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Figura 59: Na auséncia de estresse, RsbW se liga ao fator ¢°, impedindo que ocorra a transcricdo dos genes
dependentes do 6°. RsbW também é uma quinase e tem a fungéo de fosforilar e inativar o seu antagonista RsbV.
Em condi¢des de crescimento que gera um estresse energético onde a concentracdo de ATP é baixa, ha um
acumulo de RsbV ndo fosforilado e inibicdo de RsbW, consequentemente ativacdo dos genes dependentes do
fator 6. Na auséncia de estresse, RsbT esta livre para interagir com RshU, impedindo assim a desfosforilagao de
RsbV. Nessa condigido, RsbW esta livre para inibir o fator 6°. RsbT é uma quinase que fosforila e inibe RsbS. Na
presenca de estresse ambiental, RsbX esta inibido e RshS-PO4 fosfatase esta ativa para desfosforilar RsbS-PO4.
O estresse induz a desfosforilagdo de RsbR. RshS néo fosforilado esta livre para interagir com RsbT e/ou RsbR,
interrompendo o complexo RsbT-RsbU. RsbU livre desfosforila RsbV-PO4 e RsbV néo fosforilado esté livre
para interagir com RsbW. O fator o® livre interage com o ndcleo da RNA polimerase e ativa 0s genes

relacionados ao estresse (Hughes & Mathee, 1998).

Nas analises de interacGes proteina-proteina utilizando os homoélogos a RsbR
(Xac1269), RshS (Xac1270) e RsbT (Xac1271) como isca, foram verificadas interagdes entre
RsbR (Xac1269) e RsbS (Xac1270) e entre RsbS (Xacl1270) e RsbT (Xac1271), além da
interacdo de RsbT (Xacl1271) com uma proteina sensora histidina quinase (Xac1273) (Tabela
9). A Dra Cassia Docena, em seu trabalho de doutorado realizado no nosso laboratorio,
estendeu esta rede de interagcdes quando ela identificou a interagdo de Xac1273 com Xac1271.
O gene Xac1272 esta localizado a jusante de Xac1271 e codifica uma proteina que possui um
dominio HATPase (dominio de ligagdo a ATP) na regido N-terminal com similaridade a
proteina RsbW de B. subtilis, além de um dominio com similaridade a SpollE, uma proteina

fosfatase também de B. subtilis. Esses resultados indicam a possibilidade de que Xac1272
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desempenhe fungdes similares a proteina RsbU de B.subtilis. Além disso, 0s genes Xac1273 e
Xacl274, que codificam proteinas de dois-componentes, também estdo associados a esse
modulo (Figura 60). A Dra Céssia Docena também identificou a interacdo de Xac1274 com
um regulador de transcricdo da familia LysR. Os reguladores de transcri¢do da familia LysR
estdo presentes em diversos géneros de bactéria e sdo envolvidos em diferentes funcdes
celulares, incluindo a fixacdo de nitrogénio, resposta ao estresse oxidativo e a viruléncia
(Galperin, 2004). Também foram identificadas as interacdes de uma proteina histidina quinase
Xac3673 com RsbT, com um anti-anti-c (Xac0570) ¢ com o 6 xac1682. O fator anti-anti-o
Xac0570 esta localizado num operon formado por Xac0570-Xac0571-Xac0572, sendo que o
gene Xac0571 codifica uma proteina homologa de RsbW de B.subtilis.

Dessa forma, os resultados das interacdes obtidas indicam que da mesma maneira que
as proteinas do regulon do fator ot (RsbR, RsbS, RsbT, RsbU, RsbV, RsbW e RsbX)
interagem para controlar a atividade do ¢® em B. subtilis (Figura 60), em Xanthomonas,
Xac1269/Xac1270/Xac1271/Xac0570/Xac0571/Xac0572 interagem para talvez controlar a

atividade do fator o= (Xac1682) através da proteina histidina quinase Xac3673 (Figura 60).
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Figura 60: Representacdo esquemdtica das interacfes observadas envolvendo o putativo estressomo Xac
1269/Xac1270/Xacl271 em Xac e a comparagdo com as interacdes envolvendo os dois mddulos
RsbR/RsbT/RsbT e RsbU/RsbV/RsbW conhecidos em B.subtilis. A legenda em cores representa os dominios
presentes nas proteinas Rsh de B.subtilis e de Xac. STAS: dominio presente em transportadores de fosfato e nos
fatores antagonista dos fatores anti-oc; HATPase: dominio quinase presente em proteinas de sistema de dois-
componentes; PP2C: proteina fosfatase 2C dependente de Mn+2/ Mg+2; HK: dominio histidina quinase presente
em proteinas de sistema de dois componentes; PAS: dominio sensor de sinais; RR: dominio regulador de
resposta. As setas em vermelho indicam o provavel mecanismo de controle do fator %, ou seja, as interagdes do

putativo estressomo Xac1269/Xac1270/Xac1271 e de Xac0570/Xac0571/Xac0572 mediada por Xac3673.

5.4 O fator 6= xac168 €5ta envolvido na resposta ao choque térmico em Xac

E depende do microorganismo

A resposta ao estresse controlada pelo fator o
hospedeiro. Por exemplo, em Salmonella typhimurium, esse fator & necessario para a
viruléncia, para a resposta ao choque térmico e para a sobrevivéncia na fase estacionaria
(Testerman et al., 2002; MacMeechan et al., 2007), enquanto que em Mycobacterium
tuberculose e E. coli, 0 mesmo é induzido por dodecil sulfato de sodio (SDS), H,O, e choque

térmico (Erickson & Gross, 1989; Raman et al.,2001). Em Pseudomonas aeruginosa, o c-
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(conhecida como AlgU) esta relacionado com a biossintese de alginato (Schurr et al., 1996) e
0os mutantes de AlgU apresentam uma sensibilidade maior aos produtos halogenados
qguimicamente ou enzimaticamente e também uma maior sensibilidade a acdo fagocitica
(Humphreys et al., 1999). Outros fatores 6" sd0 importantes para proteger as células de danos
no envelope celular (Hong et al., 2002; Butcher & Helmann, 2006).

Em E.coli, o fator & (codificado pelo gene rpoE) é induzido por choque térmico e por
etanol, através da geracdo de proteinas desenoveladas no periplasma (Mecsas et al., 1993;

Missiakas et al., 1996). Mutantes do ot

apresentam uma sensibilidade maior a altas
temperaturas, mas sdo viaveis a 30°C, indicando que esse fator ndo € essencial para a
sobrevivéncia da bactéria em temperaturas baixas (De Las Pefias et al., 1997).

O fator o= é regulado por um fator anti-o (RseA) e por uma proteina periplasmatica
(RseB). Dessa forma, foi verificado que a superexpressdo de RseA prejudica o crescimento da
bactéria (De Las Pefias et al., 1997; Missiakas et al., 1997). Algumas explicacbes para a
toxicidade observada para a superexpressao de RseA séo: (I) inibi¢do do fator ¢=; (1) inibicdo
de uma outra proteina essencial para o crescimento celular; (111) outros efeitos toxicos, como
alteracdes na membrana devido ao aumento da quantidade de RseA e do complexo RseA-c.

Recentemente foi demonstrado que o= em Burkholderia pseudomallei desempenha um
papel crucial na tolerancia ao estresse e na formacéo de biofilme. Mutantes ¢© mostraram-se
mais sensiveis ao estresse oxidativo e ao estressse osmotico, além de apresentarem uma
diminuicdo na sobrevivéncia intracelular. Como Burkholderia pseudomallei é um saproéfita
encontrado no solo e pode sobreviver em células eucaritticas, bem como em fagocitos, a
bactéria desenvolveu mecanismos de regulacdo para a adaptacdo a esses ambientes
estressantes, de alta osmolaridade e particularmente enriquecidos em radicais livres ou

espécies reativas de oxigénio (Thongboonkerd et al., 2007). Uma analise do mutante c= em

Burkholderia pseudomallei indicou uma diminuicdo da viruléncia em relacdo a cepa
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selvagem, provavelmente devido a auséncia de alguns fatores de viruléncia e de reguladores
transcricionais de grande importancia para a sobrevivéncia da bactéria na célula hospedeira.
Estes dados ressaltam a importancia do o= em diferentes bactérias.

Como ja foi mencionada na sec¢édo 4.6.4, durante a anotacdo do genoma de Xac, foram
identificados trés genes que codificam homologos ao fator o= de E.coli. Através de uma
analise mais apurada de comparacdes entre 0s genomas de Xac, E. coli, P. aeruginosa, X.

fastidiosa e B. pseudomallei, foram observadas as identidades apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12: Identidade entre os trés fatores 6= (Xac1319, Xac1682 e Xac1380) de Xac e os fatores o- de E.coli,

P. aeruginosa, X. fastidiosa e B. pseudomallei (dados obtidos utilizando Blastp).

Fator o° E.coli P. aeruginosa X. fastidiosa B. pseudomallei
(rpok) (algU) (rpok) (rpoE)
T aetae 59% 63% 73% 61%
6" yaci6s2 32% 31% 30% 27%
6" yac380 29% 33% 35% 34%

Estas comparacBes nos permitem afirmar que em Xac, o fator GECFXaclglg
provavelmente corresponde ao verdadeiro ortélogo do fator 6= de E. coli (ver também a secéo
anterior, 5.1, sobre a provavel funcdo do anti-oxac1320). NO entanto, ainda resta a davida dos
papéis dos outros dois homdlogos em Xac. Nesse trabalho, foram realizadas diversas
tentativas de gerar nocautes individuais para os trés homoélogos de o, no entanto, ap6s
inimeras dificuldades enfrentadas, foi possivel obter apenas a cepa mutante AXacl682.

Para analisar se o GECFXaclsgz esta envolvido na regulacdo da adaptacdo a estresses
ambientais, as culturas de Xac selvagem ¢ mutante AXac1682 foram submetidas ao choque
térmico a 45°C, ao estresse a 1,5% de etanol e ao estresse oxidativo. Os resultados revelaram

que o fator 6= xac1682 NA0 contribui nem para a adaptacéo da bactéria ao estresse oxidativo e
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nem para o provocado por etanol. No entanto, em comparagdo com a cepa selvagem, a cepa
mutante AXacl682 apresentou maior sensibilidade ao choque térmico a 45°C (Figura 29).
Quanto a patogenicidade e a motilidade, tanto a cepa selvagem quanto a cepa mutante
apresentaram o mesmo fenotipo, indicando que o fator 6" F ac1682 NEO € requerido para essas
funcBes nas condicdes testadas.

Portanto, os resultados das andlises sugerem que o fator GECFXaclegz regula genes
essenciais para a sobrevivéncia em resposta ao choque térmico. Esse dado é coerente com
trabalhos publicados recentemente que descrevem resultados semelhantes para o fator 6= em
Xylella fastidiosa (da Silva Neto et al., 2007) e Burkholderia cepacia (Devescovi & Venturi,
2006). Ainda nesse trabalho, foi identificada a interagdo de 6=y aci682 COM A proteina
Xac1681, que foi portanto designada como um fator anti-oxaci6s1, apesar do fato de apresentar
baixa similaridade com outros fatores anti-c e de apresentar homoélogos somente em bactérias
do género Xanthomonas (dados ndo mostrados). Os genes Xacl682 e Xacl68l estdo
localizados ao lado do gene Xac1680, que codifica uma serina protease (Figura 61). Dessa
forma, uma hipétese a ser testada é a de que outro mecanismo de transducao de sinal que ativa
o fator 65 xac1682 POSSa ocorre através da degradacéo do anti-oxaciss1, provavelmente mediada

pela protease Xac1680 (Figura 62).

3 14 19 16 11 19
R A

T

Figura 61: Representacdo da organizacdo génica do locus de 22kbp no genoma de Xac, contendo 0s genes que

codificam o fator 65 xac1682, O ANti-Gxac1ge1 € @ Serina protease (Xac1680).
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Figura 62: Representagdo do putativo mecanismo de transdugio de sinal que ativa o fator 6 sactosn A liberacdo

do fator 65168, OCOITeria através da degradacéo do fator anti-ox.16s1 pela protease Xac1680.

Finalmente, uma observacdo importante é a de que 0s genes Xacl681 e Xac1682 se
localizam dentro de um locus de 22 kpb composto por 14 genes (Xacl673-Xacl686), dos
quais quase todos codificam citocromos ou enzimas envolvidas na sintese ou transporte dos

seus cofatores (Figura 61 e Tabela 13).

Tabela 13. Proteinas codificadas pelo locus de 22 Kpb contendo os genes Xac1681 e Xac1682.

Gene Anotagdo*

Xac1686 homdlogo citocromo B561

Xac1685 citocromo C

Xac1684 citocromo C2

Xac1683 proteina hipotética

Xac1682 fator sigma ECF, rpoE

Xac1681 proteina hipotética (putativo fator anti-o )
Xac1680 serina protease

Xac1679 proteina biogénese citocromo C, ccmC, proteina C exportadora de heme
Xac1678 proteina D exportadora de heme

Xac1677 proteina CcmE, biogénese citocromo C, cyc)
Xac1676 proteina CcmF, biogénese citocromo C, cyck
Xac1675 proteina CcmG, biogénese citocromo C
Xac1674 proteina CcmH , biogénese citocromo C, cycL
Xac1673 proteina hipotética

*Anotacdes derivadas da database KEGG (http://www.genome.jp)

5.5 O fator 6 *xac1960 € €Nvolvido no mecanismo de formacao de flagelo
Xanthomonas axonopodis pv.citri € uma bactéria monotrica, ou seja, possui um Unico

flagelo polar (Swings & Civerolo, 1993; Moreira et al., 2005). Existe uma variedade de
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maneiras pelo qual as bactérias se locomovem e a motilidade bacteriana é importante tanto
para a colonizagdo de ambientes quanto para a quimiotaxia. Os diferentes modos de
motilidade incluem “swimming” e “swarming”, que sdao dependentes de flagelo, e
“twitching”, “gliding” e “sliding”(Harshey, 2003). Os flagelos sdo organelas filamentosas e
complexas, capazes de impulsionar as bactérias através de meio liquido (“swimming”), em
ambientes viscosos e também ao longo de uma superficie (“swarming”), de modo que as
bactérias possam se mover em direcdo a um ambiente mais favoravel. Na estrutura da base de
um flagelo, localizada no envelope celular, existe um motor rotativo e reversivel, no qual a
energia necessaria € adquirida da forca motriz de protons ou de sédio. O motor é composto
por duas partes: a parte rotativa (rotor), conectada ao gancho e ao filamento, e a parte ndo
rotativa, que conduz ions acoplados para a producao de energia (Terashima et al., 2008).

O mecanismo de expressdo génica de forma hierarquica permite que a bactéria
controle a producdo e a montagem das subunidades do flagelo em resposta a sinais
ambientais e a organelas estruturais intermediarias. O mecanismo de regulacdo de expressao
foi muito bem estudado e caracterizado em E.coli (Komeda, 1986) e Salmonella typhimurium
(ver seccdo 1.6) (Kutsukake et al., 1990). No entanto, a existéncia de trés niveis de controle
da expressdo dos genes flagelares coordenados por FIhD e FIhC néo se generaliza para os
sistemas peritricosos.

Algumas cepas de E.coli possuem um sistema flagelar adicional semelhante ao de

Vibrio parahaemolyticus, onde os fatores 6> e o'

controlam as expressdes dos genes
flagelares de classe Il , 11l e IV (Dasgupta et al., 2003). Em comparagéo, o controle da
expressao dos genes flagelares em Caulobacter crescentus € regulada por fosforilagdo do
regulador do ciclo celular CtrA e a expressdo dos genes “tardios”, ou seja, a classe 1V,

dependem do fator de transcrigdo dependente do fator >* FIbD (Jones et al., 2001). Em P.

aeruginosa, Legionella pneumophila e Vibrio cholerae, a expressdo dos genes “precoces”
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depende de reguladores dependentes do fator 6>*, enquanto que a expressdo génica tardia na

FIiA & pelo anti-c FlgM (Dasgupta et al., 2003;

maioria das vezes ¢é controlada pelo fator
Weissenberger et al., 2010; Syed et al., 2009).

A motilidade do tipo “swarming” ¢ uma forma especializada de locomo¢ao em
superficie, realizada por bactérias flageladas, sendo distinta da motilidade do tipo
“swimming”, que ocorre em meio liquido (também dependente de flagelo). As bactérias dos
géneros Proteus, Vibrio, Bacillus, Clostridium, Serratia, Salmonella e Escherichia, quando
cultivadas em uma superficie Umida e rica em nutrientes, sofrem a inducdo de diferenciacédo
celular para “swarmer cell”, formando células geralmente alongadas, multinucleadas e
hiperflageladas (Fraser & Hughes, 1999; Allison & Hughes, 1991; Harshey, 1994; Eberl et
al., 1999). Em Pseudomonas e em Salmonella as col6nias secretam grandes quantidades de
“slime”, uma mistura complexa de polissacarideo, surfactantes, proteinas, peptideos e
aminoacidos, que sdo importantes para o contato célula-célula durante o “swarming”. A
diferenciagdo para o “swarmer cell” ¢ estimulada pela superficie de contato, por exemplo,
quando a viscosidade do meio aumenta ou quando o flagelo esta associado com anticorpos do
hospedeiro. Este ultimo caso pode ser uma forma de defesa da bactéria para escapar do
sistema imune do hospdeiro (Fraser & Hughes, 1999). Associag¢des de células “swarmers”
aderidas ao tecido do hospedeiro pode aumentar a resisténcia e facilitar a patogénicidade.

Em Vibrio parahaemolyticus, cada célula é adaptada para a locomoc¢do em diferentes
circunstancias. As células “swimmer” possuem um unico sistema flagelar polar (Fla),
responsavel pela natacdo da célula em meio liquido, enquanto que as células “swarmer”
sintetizam um sistema flagelar adicional, o flagelo lateral (LAF), importante para o
movimento através de um substrato sélido (McCarter, 2001).

Recentemente, foi demonstrado em Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) a

N A 7 4 . _FliA
expressao de trés classes de promotores flagelares, dependentes dos fatores o 0 6% eo
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respectivamente. O nocaute do fator 6>* (RpoN2) de Xcc resultou em auséncia de flagelo e
alteracdo da motilidade (Yang et al., 2009).

Em Xac, o fator 6>*xac1960 POSSUi 92% de identidade com RpoN2 (Xcc1935) de Xcc. O
gene Xacl969 esta localizado no genoma proximo ao locus de 20 kpb constituido por genes
responsaveis pela biossintese de flagelo da bactéria, sugerindo que o fator 054XaC1969 possa
estar envolvido na regulacdo desses genes. Andlises de interacdo no sistema duplo-hibrido
mostraram que esse fator interage com um regulador transcricional com o dominio LysR,
presente em proteinas que atuam como repressores ou ativadores da transcricdo de genes que
codificam fatores de viruléncia e formacdo de flagelo. Em ensaios de patogenicidade
realizados com a cepa mutante AXac1969 mostraram o mesmo feno6tipo que a cepa selvagem
de Xac.

A relagio entre o fator 6°*xac1060 € @ Motilidade foi observada através de ensaios do tipo
“swimming” com a cepa nocaute AXac1969. Os resultados mostraram que a motilidade do
tipo “swimming” foi alterada no mutante, uma vez que a zona de natagdo foi menor dessa
cepa quando comparada com a cepa selvagem (Figura 23). Estes resultados sugerem que o
fator 6>*xac1960 pOde estar envolvido na ativagdo dos genes relacionados com a formacéo de
flagelo, assim como tem sido observado em homélogos de outros organismos.

A motilidade do tipo “swarming”, mecanismo de locomocao da bactéria em superficies
umidas ou semi-sélidas, também é dependente de flagelo. Supreendentemente, a cepa mutante
AXac1969 apresentou uma hipermotilidade em ensaios de swarming (Figura 21), ou seja, um
fenotipo oposto ao esperado. Outros estudos em nosso laboratorio revelaram que a motilidade
na superficie do meio SB &gar (0,5%) ndo foi reduzida drasticamente no mutante AfliC
(Figura 21), e até mesmo um aumento significativo da motilidade deste mutante foi observado

em placas de Eiken agar (0,6%) (Maxuel O. Andrade, dados ndo mostrados). Dessa forma,
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nos concluimos que a motilidade observada nesses ensaios € diferente da motilidade
“swarming”.

Uma explicacdo para a observacdo de motilidade inesperada é que colbnias exibindo
“swarming” muitas vezes produzem biosurfactantes ou moléculas de superficie que atuam
como agentes umidificantes. Em Pseudomonas aeruginosa, os surfactantes sdo conhecidos
como “rhamnolipideos” e a biossintese dos mesmos depende dos genes rlhAB. Mutacbes no
gene rlhA inibem a motilidade “swarming” e nao afeta a motilidade “swimming” (Kldler et
al., 2000; Tremplay et al., 2007). Gotting e colaboradores (2007) demonstraram que a cepa
AgumD de Xac (gene responsavel pela producdo de goma xantana) sofreu uma reducdo
dréstica em ensaios de motilidade similares aqueles descritos nesta tese, indicando a
dependéncia com a producdo de goma xantana Por isso, quantificamos a producao de goma
xanthana na cepa AXacl969 e observamos um aumento de 80% na producdo deste
polissacarideo, sugerindo que a hipermotilidade observada seja relacionada a essa alta
producao.

Murray e Kazmierczak (2008), demonstraram que P. aeruginosa pode exibir uma
motilidade denominada “sliding” em superficies de agar na auséncia de flagelo e de pilus do
tipo IV (Murray & Kazmierczak, 2008). “Sliding” ¢ um mecanismo de transporte passivo
correlacionado com a secrecdo de surfactantes, como rhamnolipideos, lipopeptideos,
lipopolissacarideos e glicolipideos que reduzem a tensdo superficial entre a célula e a
superficie. Dessa forma as forgas de expanséo da cultura em crescimento sdo empregadas para
a locomocao. (Harshey, 2003; Brown & Hase, 2001). Com base nesses dados, nos sugerimos
entdo que a hipermotilidade observada para o mutante AXac1969 e também para o mutante
AfliC em algumas condigdes, deve ser denominada como motilidade “sliding”. Este fendtipo
tambem foi observado para mutantes de Xac deficientes na formagéo de pilus do tipo IV

(Guzzo et al., 2009).
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5.6 Investigacdo dos possiveis papéis dos fatores sigma Xac2191 e Xac4129 e dos fatores
anti-sigma Xac2192 e Xac4130 na cascata de ativacao do sistema TTSS em Xac

Pesquisas realizadas sobre a patogenicidade bacteriana tém permitido uma melhor
compreensdo das interacdes entre patdgenos e hospedeiros nos niveis celulares e moleculares.
As analises genéticas dos fatores de viruléncia das bactérias tém demonstrado que o0s
patdgenos sdo distintos dos ndo patdgenos. Os genes especificos para a patogenicidade muitas
vezes sdo organizados em grupos de genes (“ilhas de patogenicidade”) e aparentemente sdo
herdados durante a evolucdo através da transferéncia genética por via horizontal. Um
importante determinante patogénico empregado por muitas bactérias Gram-negativas é o
sistema de secrecao do tipo Il (TTSS). Codificado por um conjunto de aproximadamente 20
genes, 0 TTSS é empregado para secretar e injetar fatores de viruléncia no citosol das células
hospedeiras.

A expressao do sistema de secrecdo do tipo 111 € dependente das condi¢es ambientais,
que geralmente correspondem as condicGes encontradas pela bactéria durante a infecgdo no
hospedeiro. Em muitos casos, a transcricdo dos genes responsaveis pela montagem da
maquinaria do sistema de secrecdo do tipo Il é controlada por uma rede de multiplos
reguladores, que integram um conjunto diversificado de estimulos ambientais. Em
fitopatdgenos, o l6cus que codifica o0 TTSS é denominado hrp (“hypersensitive response and
pathogenicity”).

Em R. solanacearum, os genes hrp sdo induzidos quando a bactéria entra em contato
com a célula da planta (Aldon et al., 2000). Nessa situacdo, a bactéria recebe um sinal de
indugéo, que é percebido por uma proteina de membrana externa PrhA, e transmite o sinal
para PrhR, uma proteina de membrana interna, e para o fator o Prhl. O fator o Prhl ativa a

transcricdo do gene prhJ, que codifica um regulador transcricional capaz de ativar a
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transcricao de hrpG. O regulador HrpG é considerado o principal ativador dos genes hrp, pois
ativa a transcri¢do de hrpB (Brito et al., 1999, 2002). Mutacdo em prhA inibe a inducdo dos
genes TTSS contato dependente, no entanto, em meio minimo, o sistema € induzido,
sugerindo que um sinal distinto é percebido da célula do hospedeiro e do meio de cultura
(Marenda et al.,1998). As proteinas HrpG e HrpB sao requeridas para a expressao dos genes
TTSS tanto em meio minimo quanto em contato com a planta, enquanto PrhR, Prhl e PrhJ sdo
requeridas especificamente para a inducdo do sistema em contato com a planta (Brito et al.,
2002).

Como descrito na sec¢do 1.7 os TTSS foram divididos em dois grupos, chamados de |
e Il. O grupo Il inclui os TTSS de R. solanacearum e de Xac (Aldon et al., 2000). Em Xac, 0s
fatores 6 xac2191 € G xacarzg € 05 fatores anti-oxacz102 € anti-oxacarzo POSsuem grande
similaridade ao fator ¢ Prhl e anti-c PrhR de R. solanceraum, respectivamente. Um dos
principais focos desse presente trabalho foi investigar a possibilidade do envolvimento de um
destes dois fatores sigmas na cascata de ativagdo dos genes hrp em Xac. Ensaios de duplo
hibrido revelaram as interacdes entre as regides N-terminal dos fatores anti-oxac2192 € anti-
Oxaca130 COM 08 fatores 65 xaco101 € 6- " xaca120, FESpectivamente (Figura 35).

Os estudos funcionais incluiram a producdo das cepas mutantes dos genes Xac2191,
Xac4129, Xac2192, Xac4130 e do duplo mutante dos genes Xac2191 e Xac4129. Os
resultados dos ensaios em folhas de laranja péra demonstraram que os mutantes dos fatores
6" xacz101 € O xacarzo € dos fatores anti-oxacziez € anti-oxaca1zo NA0  alteraram a
patogenicidade (Figura 46). Além disso, a expressdo dos genes hrpG, hrpX e hrcU ndo foram
alteradas nas cepas mutantes. Estes resultados ndo apoOiam a hipotese de que os fatores

ECF

- xaco101 € O xaca1z0 SAO absolutamente requeridos para a expressdo do TTSS e o

desenvolvimento dos sintomas do cancro citrico nas condigdes testadas.



152

Em R.solanacearum, a disrup¢do do gene prhJ aboliu completamente a expressdo do
TTSS e a patogenicidade (Brito et al., 2002). PrhJ é um fator de transcri¢do da familia LuxR
que ativa a transcricdo de hrpG. Xanthomonas codifica nove proteinas com o dominio LuxR
que séo potenciais ativadores do gene hrpG. Com a finalidade de identificar o provavel PrhJ
em Xac, foram realizados experimentos de EMSA com o fator 6= xaco101 € @S regioes
promotoras provaveis dos homologos a Prh) de Xac (Xac0136, Xac0898, Xac1229, Xac1970,
Xac2168, Xac3421, Xac3480, Xac3993 e Xac4180). Os resultados ndo mostraram interacdo
em nenhum caso testado (Figura 44). Mediante a isso, duas hipdteses foram levantadas: 1) O
fator 65 xaco101 N30 esta relacionado com a ativagéo da transcricdo de homélogos de prhJ; 2)
A proteina 6™ xac2101 recombinante purificada ndo possui a conformacdo nativa apropriada,
visto que a mesma se encontrou insollvel no primeiro passo de inducdo e teve que ser
reenovelada com adicdo do detergente nao-ionico N-lauroil-sarcosil.

Condicbes ambientais, incluindo a temperatura, composicdo do meio e pH também
afetam a expressdo dos genes do TTSS (Arlet et al., 1992; Huynth et al., 1989; Rahme et al.,
1992; van Dijk et al., 1999; Wei et al., 1992). Os genes do TTSS dos fitopatdgenos sdo
reprimidos em meio rico, no entanto, sdo induzidos em meio minimo. A acéo inibitéria em
meio rico é exercida pelo elevado pH, osmolaridade e fontes complexas de carbono e
nitrogénio. A inducdo no meio minimo é exercida pelo meio mais acido, baixa osmolaridade e
pela presenca de determinados agucares como fonte de carbono. As expressdes dos genes hrp
sdo induzidas em meio XVVM2 em Xanthomonas campestris pv.vesicatoria (Xcv) (Schulte &
Bonas, 1992; Wengelnik & Bonas, 1996 ) e em Xac (Astua-Monge et al., 2005).

Uma segunda alternativa para investigar a existéncia de uma via em Xac homologa a
PrhA-PrhR-Prhl-PrhJ de R. solanacearum foi atraveés da analise da expressdo génica em
experimentos de gRT-PCR. As expressdes dos genes hrpG, hrpX e hrcU foram analisadas em

meio XVM2. Enquanto HrpG e HrpX sédo reguladores transcricionais, o produto codificado
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pelo gene hrcU é uma subunidade conservada do TTSS, que possui um N-terminal
constituido por varias hélices transmembrana e um dominio C-terminal citoplasmatico. Em
nosso laboratério, a Dra. Paola Alejandra Cappelletti demonstrou durante o seu trabalho de
doutorado, que o disrupc¢éo no gene hrcU aboliu completamente a patogenicidade de Xac em
laranja doce.

As andlises de qRT-PCR mostraram que as expressdes dos genes hrpX e hrcU foram
induzidas em meio XVVM2, no entanto, a expressdo de hrpG néo foi alterada. As expressdes
dos genes hrpG, hrpX e hrcU ndo foram alteradas nas cepas mutantes dos fatores anti-cxac2192
e anti-oxaca130 €M meio ndo indutivo do TTSS (LB). Esses resultados demonstraram que a
auséncia dos fatores anti-c ndo foram capazes de ativar as expressdes dos genes hrpG, hrpX e
hrcU nesse meio. Também ndo foram alteradas, em relagcdo a cepa selvagem, as expressoes
dos genes hrpG, hrpX e hrcU nas cepas mutantes dos fatores GECFXacglgl, GECFXac4129 e no duplo
mutante para esses fatores, indicando que a via de ativacdo dos genes hrp em Xac ocorre de
forma diferente a descrita em R. salancearum.

Como mencionado na secc¢do 4.6.6.4, na via de ativagdo do TTSS em Ralstonia
solanacearum, o fator o Prhl ativa a transcri¢ao de prhJ. Dessa forma, se essa via fosse
similar em Xac, seria possivel identificar o verdadeiro homoélogo de PrhJ (Xac0136, Xac0898,
Xacl1229, Xac1970, Xac2168, Xac3421, Xac3480, Xac3993 ou Xac4180) através da analise
das expressoes desses genes nas cepas mutantes dos fatores 6, uma vez que na auséncia desse
fator o ndo ¢é esperado que ocorra transcricdo do homologo prhJ regulado pelo mesmo. Os
resultados de PCR quantitativo mostraram que 0s niveis de expressdo para todos o0s
homélogos prhJ analisados foram semelhantes (Figura 50), ou seja, 0s fatores 6= xaco101,
o= Fxaca120 CEIrtamente ndo controlam a transcricio desses genes.

Recentemente, Yoshimochi e colaboradores (2009), demonstraram uma segunda via

de ativacdo do gene hrpB em R. solanacearum através de um sistema de dois-componentes
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que ativa HrpG. Essa segunda via envolve uma modificacdo pos-traducional em HrpG por
fosforilacdo (Yoshimochi et al., 2009). Em nosso laboratério, foi verificado através de ensaios
de duplo-hibrido em levedura, a interacdo de HrpG com Xac3683, uma proteina com um
dominio regulador de resposta (RR) e um dominio histidina quinase (HK) (Alegria et al.,
2004). No entanto, também em nosso laboratorio, foi demonstrado pelo aluno Maxuel de
Andrade que a mutacdo dessa histidina quinase ndo alterou a viruléncia. Dessa forma,
podemos especular que a fosforilagdo de HrpG pode estar relacionado com outras histidinas
quinases ainda ndo identificadas.

A funcéo do gene hrpG foi observada através de analises do seu nocaute apolar. Os
testes de patogenicidade feitos com a cepa nocaute mostraram que HrpG é o regulador
principal do locus hrp, uma vez que a viruléncia foi totalmente abolida em folhas de laranja
péra (Figura 51). Também foram analisados os niveis de expressdo dos genes hrpX e hrcU em
meio XVVM2 em comparacdo com a cepa tipo selvagem e a mutante de hrpG. Os resultados
revelaram que HrpG é fundamental para ativar a transcricdo de hrpX e, dessa forma, podemos
especular que HrpX provalvelmente ativa a transcricdo dos genes hrp, incluindo hrcU (Figura
53), de acordo com o observado em R. solanacearum (Brito et al, 2002), Xanthomonas
campestris pv vesicatoria (Wengelnik et al., 1996) e Xanthomonas oryzae pv.oryzicola (Zou
et al., 2006).

Nosso conhecimento e compreensdo da cascata de regulacdo dos genes hrp em
Xanthomonas axonopodis pv. citri ainda é pouco desenvolvida. Os resultados acumulados
neste trabalho indicam fortemente que a ativacdo dos genes hrpG, hrpX e hrcU em Xac
aparentemente é controlado por uma via diferente da via de transducdo de sinal mediada por
PrhA-PrhR-Prhi-PrhJ-HrpG-HrpX descrita em R.solanacearum, uma vez que mutantes para

os fatores o e fatores anti-c de Xac mais similares a Prhl e PrhR de R. solanacearum nao
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afetaram a patogenicidade em folhas de laranja péra, nem a expressao dos genes hrpG, hrpX,
hrcU e dos potenciais ortologos de prhJ.

Trabalhos publicados nos ultimos anos tém demonstrado que a ativacéo do TTSS pode
ocorrer via um sistema de dois-componentes como, por exemplo, em Salmonella (Ganesh et
al., 2009; Aguirre et al., 2006) e em Edwarsiella (Tan et al., 2005). Sistemas de regulacdo de
dois-componentes presentes em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas sao responsaveis
por regular uma grande variedade de processos bioldgicos em resposta a mudancas
ambientais. Entre esses processos, incluem a producdo de antibidticos, a expressao de varias
toxinas e a producdo de proteinas relacionadas com a viruléncia e patogenicidade (Falke et
al., 1997; Stock et al., 2000; West & Stock, 2001; Beier & Gross, 2006). Os sistemas de dois-
componentes sdo geralmente constituidos de duas proteinas, uma histidina quinase (HK) e um
regulador de resposta cognato (RR). Estes dominios podem se encontrar no mesmo
polipeptideo ou em polipeptideos diferentes. Uma HK tipica € uma proteina receptora de
membrana com um dominio sensor N-terminal extracelular e um dominio C-terminal
citossolico. Este ultimo é formado por dominios de dimerizagdo (HisKA) e de ligagdo ao ATP
(HATPase), necessarios para a autofosforilacdo no residuo de histidina e transferéncia do
grupo fosfato para residuos de aspartato na proteina reguladora de resposta (RR). A
fosforilagéo induz uma mudanga conformacional no C-terminal, o que resulta na sua ativagao
e na transmisséo do sinal. Em muitos casos, os dominios RR sdo associados a outros dominios
que funcionam como fatores de transcricdo (Stock et al., 2000).

Um dos exemplos de sistema de dois-componente muito bem caracterizado € o
mediado por PhoPQ em bactérias Gram-negativa, como por exemplo, Salmonella
typhimurium (Regelmann et al., 2002), Neisseria meningitidis (Rustam et al., 2006), Yersinia
pseudotuberculosis (Marceau et al., 2004) e P. aeruginosa (Lesley & Waldburger, 2001). O

sistema € essencial para a viruléncia, pois regula uma variedade de funcdes, incluindo
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invasdo, motilidade, transporte de pequenas moléculas, tolerdncia a ambiente &cido,
resisténcia a peptideos antimicrobianos e remodelamento da superficie bacteriana (Fields et
al., 1989; Behlau & Miller, 1993; Soncini et al., 1996; Guo et al., 1997; Bearson et al., 1998;
Adams et al., 2001). PhoQ é uma proteina sensora histidina quinase e PhoP é um regulador de
resposta da familia OmpR com dominio que atua com um ativador de transcri¢cdo (Miller,
1991). Barder e colaboradores (2005) demonstraram que o reconhecimento de peptideos
antimicrobianos por PhoQ é importante para desencadear a viruléncia em patdgenos (Barder
et al., 2005). O mecanismo de viruléncia mediado por PhoP em Xoo é similar ao observado
em patogenos animais (Monsieurs et al., 2005) e no fitopatdgeno Erwinia chrysanthemi
(Llama-Palacio et al., 2003; Llama-Palacio et al., 2005). A presenca de sinais ambientais
como concentracéo de Ca?*, Mg?*, fosfato e presenca de peptideos é percebida por PhoQ, que
sofre autofosforilacdo e transfere o grupo fosfato para um residuo de aspartato na proteina
PhoP. A proteina PhoP fosforilada torna-se ativa, ligando-se ao DNA e ativando a transcri¢céo
de genes dependentes de PhoP (Gunn & Miller, 1996).

Em Xanthomomas oryzae pv. oryzae (X00), o sistema de dois-componentes PhoPQ é
regulado negativamente por outro sistema de dois-componentes RaxRH, uma vez que PhoP é
altamente expresso na cepa mutante de RaxRH e mutantes de PhoP e PhoQ perdem a
viruléncia, tornando-se mais sensiveis a agentes microbianos. Lee e colaboradores (2008)
descreveram que o controle da expressdo de hrpG e as respostas dependentes de HrpG séo
mediados pelo sistema de dois-componentes PhoPQ, principalmente através das
concentracdes de Ca’*, Mg”* e fosfato em Xoo (Lee et al., 2008). Em Xanthomonas
axonopodis pv. citri, 0 gene Xac4022 codifica a proteina PhoQ e o gene Xac4023 a proteina
PhoP, que possuem grande similaridade em seqtiéncia com as proteinas de dois-componentes
PhoPQ de outras Xanthomonas spp. Os resultados obtidos nesse trabalho permitem especular

que a ativagéo transcricional de hrpG provavelmente ocorre de forma semelhante ao descrito
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em Xoo (Figura 63). No entanto, ainda ndo esta claro a maneira pelo qual o sistema PhoPQ
regula a expressao de hrpG em Xanthomonas. Diversos estudos ainda sdo necessarios para

esclarecer os mecanismos de ativacdo de HrpG em Xac.

Sinais ambientais
ME Baixas concentracdes de Ca?* e Mg?*

Histidina quinase
MI F desconhecida
L PhoQ J

hrpG \L
—
fosforilagdo fosforilagdo
Ativagéo da transcrigéo @
PhoP
/P .ﬂ.

l hrpX N HrpX

Ativacdo da m
transcricéo

genes hrp

PhoP >

Formagéo do Sistema de Secrecdo tipo 111 (TTSS)

Figura 63: Representacdo esquematica da via PhoQP de ativacdo transcricional de hrpG e da ativagdo pos-
traducional do regulador de viruléncia HrpG em Xanthomonas. A presenca de sinais ambientais como baixa
concentracdo de Ca®*, Mg?** e fosfato é percebida por PhoQ, uma quinase de membrana interna que sofre
autofosforilagcdo no residuo de histidina e transferéncia do grupo fosfato para o residuos de aspartato proteina
PhoP, um ativador transcricional. A proteina PhoP fosforilada torna-se ativa, ligando-se ao DNA e ativando a
transcricdo de hrpG. HrpG ¢é fosforilado por uma proteina quinase desconhecida, tornando-o ativo e capaz de

ativar a transcricdo de hrpX, que por sua vez ativa a transcricdo do TTSS.

5.7 A participacdo do fator 6= x.c210: Na resposta a caréncia de ferro

O ferro é um dos nutrientes mais importantes para o crescimento bacteriano. Embora
seja abundante na natureza, sua disponibilidade é limitada devido a baixa solubilidade (Braun
&. Killmann, 1999). As bactérias possuem multiplos mecanismos de absorcéo desse elemento

quimico, que fornecem especificidade e afinidade as diferentes formas de ferro captado. Em
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condicdes limitantes, as bactérias secretam sideréforos que facilitam a aquisicdo de ions
férricos (Fe*").

Os mecanismos mais comuns de transporte de ferro em bactéria sdo aqueles que
permitem a absorcdo de complexos de ferro, como por exemplo, sider6foros-ferro, complexos
de grupo heme, transferrina-ferro, lactoferrina-ferro e citrato de ferro. Conforme descrito na
seccdo 1.5.1, o transporte de complexo ligante-ferro depende de um receptor dependente de
TonB na membrana externa, uma proteina periplasmatica e um complexo de permeases (ABC
transportadores) na membrana interna. Em E.coli, o transporte de ferro para o citoplasma é
sinalizado pela baixa concentracdo de citrato férrico (Fe®"), através do sistema dicitrato
férrico. O Fe>* é transportado para o periplasma através da membrana citoplasmética. A
ligacdo do dicitrato de ferro a proteina FecA induz um sinal que é transferido da membrana
externa para a membrana citoplasmatica, e posteriormente para o citoplasma, através de FecR,
uma proteina de transmembrana. Dessa forma, o fator ¢ Fecl ¢ ativado e ativa a transcri¢ao
dos genes fecABCDE, juntamente com o nucleo da RNA polimerase (Figura 9 da introducéo)
(Braun & Mahren, 2005). Além disso, outros mecanismos de transporte de ferro livre podem
ser empregados, entre eles ABC permease-metal e transportadores SitABCD e MntH em
Salmonella (Kehres et al., 2002; Zaharik et al., 2004).

A principal via de captacdo de fons ferroso (Fe?*) ocorre através do sistema Feo
(transporte de ferro ferroso-ferrous iron transport) codificado pelo operon feoABC (Cartron et
al., 2006). O gene feoB codifica um transportador de ferro com dominio citoplasmatico
hidrofilico e um dominio de transmembrana (Kammler et al., 1993). O dominio
citoplasmatico da proteina FeoB em E.coli atua como uma GTPase e possui sequéncias
similares a proteina G em eucariotos (Marlovits et al., 2002). A conversdo GTP/GDP ¢é
necessaria para absorcéo eficiente do Fe?* através do sistema de transporte FeoB dependente.

Os papéis de feoA e feoC ainda sdo desconhecidos, no entanto, o gene feoA codifica uma
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proteina ativadora GTPase (GAP) e o gene feoC um regulador transcricional. Em patdgenos
como E.coli, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Salmonella typhimurium,
Porphyromonas gingivalis e Campylobacter jejuni, a mutacdo do gene feoB apresenta
deficiéncia na captagdo de Fe** e diminuicdo da viruléncia (Boyer et al., 2002; Dashper et al.,
2005, Naikare et al., 2006; Robey & Cianciotto, 2002; Stojiljkovic, 1993; Velayudhan et al.,
2000).

Ja em P. aeruginosa, foram identificados homdélogos de FecA, FecR Fecl de E.coli
(Poole & McKay, 2003; Vista et al., 2002; Ochsner et al., 2002), no entanto ndo foram
identificados genes homologos para os transportadores fecBCDE. O mecanismo de ligagéo de
citrato férrico (Fe®") a receptores de membrana tem sido relatado nesse organismo (Harding &
Royt, 1990). Em E.coli, o gene fecA e os genes adicionais responsaveis pelo transporte
(fecBCDE) séo induzidos em condic6es de caréncia de ferro e na presenca de citrato de ferro
exogeno (Braun, 2003, Braun & Mahren, 2005; Braun et al., 2006; Visca et al., 2002). A
auséncia de genes homologos para o transporte de citrato férrico, como permease, € o relato
de que o mutante FeoB compromete a aquisicdo de ferro através do citrato, destacam um
mecanismo de captacdo de ferro em P.aeruginosa diferente ao observado em E. coli. Esse
sistema envolve o receptor de membrana externa FecA e o transportador citoplasmatico de
ferro (Fe’*) FeoB (Marshall et al., 2009). Também foi relatado em Leptospira biflexa um
mecanismo de captagdo de ferro mediado por FecA e FeoB. Essa bactéria também nédo possui
homdlogos aos transportadores FecBCDE de E. coli (Louvel et al., 2005).

Recentemente, foi descrito em Xanthomonas oryzae pv. oryzae a existéncia de
sistemas de captacdo de ferro mediado por FeoB e por sideroforos (Pandey & Sonti, 2010).
Em Xac, os fatores 6= xaco101 € 6" xacarzo POSSuem identidade de sequéncia de 47% e 49%,
respectivamente, ao Fecl de E. coli e 42% e 46%, respectivamente, ao Pupl de Pseudomonas

putida. No entanto, ndo foram encontrados homoélogos para os transportadores de ferro
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FecBCDE de E. coli em Xac, mas por outro lado, foram identificados os genes feoB
(Xac1855) e feoA (Xac1856). No presente trabalho, curvas de crescimento realizadas em meio
com caréncia de ferro mostraram que as cepas mutantes AXac2191 e AXac2191/AXac4129
apresentaram crescimento lento quando comparadas com as cepas selvagem e AXac4129.
Dessa forma, pode-se especular que o fator =" xaco101 deve estar relacionado com o sistema
de captacdo de ferro mediado por Xac2193 (receptor dependente de TonB) e por FeoB, de
forma similar ao descrito em bactérias que ndo possuem homadlogos para os transportadores
FecBCDE de E. coli, como por exemplo, X.oryzae, P. aeruginosa e L. biflexa (Pandey &

Sonti, 2010; Marshall et al., 2009; Louvel et al., 2005).
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6. Conclusoes

Xanthomonas axonopodis pv. citri € o agente causador do cancro citrico, uma doenca
caracterizada por causar principalmente grande danos aos frutos. Os frutos infectados
apresentam menor valor comercial ou ndo sdo comercializados, ocorrendo perdas econdémicas
significativas para a citricultura brasileira. O sequenciamento do genoma de Xac revelou a
existéncia de genes para 14 diferentes fatores sigmas. Esta diversidade poderia servir como
fonte pelo qual esse fitopatdgeno pode adaptar e sobreviver em diferentes ambientes.
Iniciamos uma variedade de abordagens experimentais com o0 objetivo de entender a
importancia da grande variedade de fatores sigma em Xac.

Comecamos com uma abordagem para identificar interacBes proteina-proteina
envolvendo esses fatores sigmas. Ensaios de duplo-hibrido identificaram: Interacdes dos
fatores o=~ (Xac2814. Xac3989, Xac0922, Xac1319, Xac1380, Xac1682, Xac4129 e
Xac2191) e os fatores anti-c cognatos (Xac2815. Xac3988, Xac0921, Xac1320, Xac1379,
Xac1681, Xac4130 e Xac2192). Além disso, observamos interacdes entre o fator o'
(Xac1933) e o0 anti-origm (Xac1989), seu fator anti-c cognato. Também detectamos interagdes
que apontam para uma possivel ligagdo entre 0 putativo  estressomo
RsbR(Xac1269)/RshS(Xac1270)/RsbT(Xac1271) e Xac0570/ Xac0571/Xac0572 no controle
do fator o= (Xac1682) através da proteina histidina quinase Xac3673.

Nocautes génicos de alguns fatores sigmas foram produzidos. Estas cepas foram
empregadas em experimentos que apontaram para 0 envolvimento do fator c°*xaci06s NO
mecanismo de formaco de flagelo, a contribuicdo do fator 6= xac1682 Na resposta ao choque
térmico e a participagio do fator 6= xac2191 NO Crescimento bacteriano em condicées de
caréncia de ferro.

Finalmente, executamos uma série de experimentos para testar a hipdtese que a

expressao dos genes hrp em Xac é regulada por um mecanismo similar a via PrhARIJ
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caracterizada em R.solanacearum. Cepas de Xac com nocautes nos genes mais similares a
prhl e prhR de R.solanacearum foram produzidos: fator ¢ Prhl (Xac2191 e Xac4129) ¢ o
fator anti-o PrhR (Xac2192 e Xac4130). Os resultados obtidos nos permitem fazer algumas
colocacdes:
» O mecanismo de ativacdo dos genes hrp em Xac ocorre de maneira diferente ao
observado em R.solanacearum ( via PrhAIRJ)
» A ativacao dos genes hrp depende de HrpG e HrpX
» HrpG é essencial para a patogenicidade
Diante disso, o presente trabalho contribuiu para o inicio de uma caracterizacdo de
alguns fatores ¢ em Xac. Nossos resultados deram o0s primeiros passos para futuras

investigagdes sobre os papéis dos fatores ¢ desse importante fitopatogeno.
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