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Resumo

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) é a principal causadora do cancro
citrico, uma doenca que acomete todas as cultivares citricas de interesse comercial,
ocasionando prejuizos ao setor citricultor devido a queda na produtividade e qualidade
dos frutos, e a auséncia de medidas eficazes de controle e cura. Em trabalhos de
andlise proteémica diferencial previamente conduzidos por nosso grupo de pesquisa,
fosfomanose isomerase (PMI) e xilose isomerase (XI) foram proteinas identificadas
como potencialmente envolvidas na patogénese do cancro citrico, sendo a PMI
detectada pela primeira vez na superficie de Xcc. A PMI de Xcc é predita como uma
enzima bifuncional com atividades cataliticas de interconversdo de D-manose-6-
fosfato e D-frutose-6-fosfato, bem como de D-manose-1-fosfato em GDP-D-manose.
A Xl de Xcc também é classificada como uma enzima bifuncional que interconverte D-
xilose em D-xilulose e D-glicose em D-frutose. O presente trabalho teve como objetivo
geral a caracterizacao funcional dos genes codificantes da PMI e da XI (xanB e xylA2,
respectivamente), especialmente no tocante a relacdo com a patogenicidade de Xcc,
partindo de estratégias que envolveram a construcdo de sistemas de expressao
heterd6loga induziveis por IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo) em E. coli, os quais
permitiram a confirmacdo das atividades bioldgicas preditas das proteinas-alvo. A
dupla recombinacdo homologa entre o DNA gendmico bacteriano e o vetor suicida
pPNPTS138 contendo regides flanqueadoras do gene-alvo a ser deletado foi utilizada
para a construcdo de linhagens mutantes deletadas nos genes xanB e xylA2
(XccAxanB e XccAxylA2, respectivamente). Uma linhagem complementante para o
primeiro mutante (XccACxanB) foi obtida com sucesso pela reinser¢cdo do gene no
l6cus original utilizando o pNPTS138, uma metodologia inédita em Xcc. Ensaios in
vivo em Citrus aurantifolia foram conduzidos utilizando as linhagens Xcc, XccAxanB,
XccACxanB e XccAxylA2, os quais permitiram a avaliagao da relacdo dos genes-alvo
com a patogenicidade de Xcc. A delecdo do gene xylA2 desencadeou um aumento na
viruléncia de Xcc, o0 que pode ser explicado pelo consequente acumulo de xilose e um
possivel aumento da expressao de genes hrp. A delecdo do gene xanB, por sua vez,
resultou na perda de patogenicidade de Xcc, com reducdo de suas propriedades
relacionadas ao processo infeccioso, como motilidade, formagéo de biofilme e
resisténcia a radiacao ultravioleta, com todos esses fenotipos sendo integralmente
restaurados pela complementacao génica. Sendo assim, a constatacéo de que o gene
xanB é essencial para a patogenicidade de Xcc o torna um alvo inédito e bastante
promissor do ponto de vista biotecnoldgico, propiciando uma perspectiva de controle
e/ou cura do cancro citrico por meio da utilizacéo de inibidores da PMI e, também, do
desenvolvimento de cultivares citricas que neutralizem a acéo de tal enzima durante
0 processo infeccioso.

Palavras-chave: Xanthomonas citri subsp. citri; fosfomanose isomerase; xilose
isomerase; patogenicidade; viruléncia.
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Abstract

Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) is the main bacterium that causes citrus canker, a
disease that affects all citrus cultivars of commercial interest, causing damages to the
citrus sector due to the decrease in fruit productivity and quality, and the lack of
effective control and cure measures. In differential proteomic analysis previously
conducted by our research group, phosphomannose isomerase (PMI) and xylose
isomerase (XI) were proteins identified as potentially involved in the pathogenesis of
citrus canker, the first being detected for the first time on the Xcc surface. Xcc PMI is
predicted as a bifunctional enzyme with catalytic activity of interconverting D-mannose-
6-phosphate into D-fructose-6-phosphate and D-mannose-1-phosphate to GDP-D-
mannose. Xcc Xl is also classified as a bifunctional enzyme that interconverts D-xylose
into D-xylulose and D-glucose into D-fructose. The present work had as general
objective the functional characterization of the coding genes of PMI and Xl (xanB and
xylA2, respectively), especially regarding the relationship with the Xcc pathogenicity,
starting from strategies that involved the construction of IPTG-inducible heterologous
expression systems in E. coli, which allowed the confirmation of the predicted biological
activities of the target proteins. Homologous double recombination between the
genomic DNA and the suicide vector pNPTS138 containing flanking regions of the
target gene to be deleted was used to construct mutant strains deleted in the xanB and
xylA2 genes (XccAxanB and XccAxylA2, respectively). A complementing strain for the
first mutant (XccACxanB) was successfully obtained by reinserting the gene in the
original locus using pNPTS138, an unprecedented methodology in Xcc. In vivo assays
in Citrus aurantifolia were conducted using the Xcc, XccAxanB, XccACxanB and
XccAxylA2 strains, which allowed the evaluation of the relationship of the target genes
with the Xcc pathogenicity. Deletion of the xylA2 triggered an increase in Xcc virulence,
which may be explained by the consequent accumulation of xylose and a possible
increase in hrp gene expression. Deletion of the xanB resulted in loss of Xcc
pathogenicity, with reduction of its properties related to the infectious process, such as
motility, biofilm formation and resistance to ultraviolet radiation, with all these
phenotypes being fully restored by gene complementation. Thus, the finding that the
xanB is essential for the Xcc pathogenicity makes it a novel and promising target from
a biotechnological point of view, providing the perspective of control and/or cure of
citrus canker through the use of PMI inhibitors and also the development of citrus
cultivars that neutralize the action of such protein during the infectious process.

Keywords: Xanthomonas citri subsp. citri; phosphomannose isomerase; xylose
isomerase; pathogenicity; virulence.
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15

Capitulo 1 — Introducéo

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja, com uma producédo estimada
em mais de 17 milhdes de toneladas em 2017 (FAO STAT, 2017), sendo o estado de
Séao Paulo responsavel por 78,7% de toda a producdo nacional (IBGE, 2018). Em
2016 as exportacdes de suco de laranja concentrado somaram US$ 1,43 bilh&o, valor
que colocou tal commoditie na décima posi¢céo no ranking de exportacdes brasileiras
(FAO STAT, 2017).

A producéo de citros influencia também o mercado interno brasileiro, uma vez
gue em 2016 o PIB gerado por todos os elos da cadeia produtiva citrica foi de US$
6,5 bilhdes e, além disso, a citricultura gerou 200 mil empregos diretos e indiretos
(NEVES; TROMBIN, 2017). Entretanto, o potencial econémico da citricultura é
limitado, em parte, pelas doencas que afetam a sua produtividade, como o cancro
citrico, causado principalmente pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc)
(KOLLER, 1994; LANZA et al., 2018), que € uma doenca causadora de prejuizos ao
setor citricultor devido a queda na produtividade e qualidade dos frutos e a auséncia
de medidas eficazes de controle e cura (FERENCE et al., 2018).

Desde 1995, o cancro citrico vem se alastrando de maneira alarmante,
principalmente no Brasil e nos EUA, evidenciando a suscetibilidade dos citros frente a
esse fitopatégeno (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE JUNIOR, 2016). Até 2009, o
manejo da doenca era realizado por meio de medidas preventivas com a erradicacao
de plantas sintomaticas e suspeitas, concomitantemente ao uso de inseticidas para
controle do minador dos citros, um inseto facilitador da infec¢cdo por Xcc (BEHLAU;
FONSECA; BELASQUE JUNIOR, 2016; SANCHES et al., 2014).

Porém, o abrandamento da legislacéo e a extingcdo do programa de erradicacao
de plantas contaminadas ocorridos a partir de 2013, juntamente com a ineficiéncia dos
setores de fiscalizagdo, refizeram do cancro citrico um problema para o setor
citricultor, uma vez que a incidéncia da doenca em 2018 atingiu preocupantes 16,43%
dos talhfes contaminados (BEHLAU; BELASQUE JUNIOR, 2014; FUNDECITRUS,
2018). Assim, independentemente da ado¢do de uma estratégia de manejo integrado
ou de erradicacdo, atualmente ndo ha estratégias eficientes no controle ou cura do
cancro citrico (FERENCE et al., 2018).

Diante do contexto apresentado, estudos que contribuam para um melhor

entendimento da infec¢cdo bacteriana, da patogénese do cancro citrico e,
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adicionalmente, que subsidiem o desenvolvimento de insumos de controle e cura da
doenca tornam-se necessarios e valiosos. Dessa forma, € nesse cenario que se insere
a presente tese de doutorado, utilizando-se da biologia molecular como uma
ferramenta para caracterizar funcionalmente os genes codificantes das proteinas
fosfomanose isomerase e xilose isomerase (genes xanB e xylA2, respectivamente),
as quais foram previamente identificadas por nosso grupo como potencialmente
relacionadas a patogenicidade de Xcc (CARNIELLI et al., 2017; ZANDONADI et al.,
dados néo publicados). Os genes-alvo deste trabalho podem ter relacdo do ponto de
vista metabdlico (Figura 1.1), embora tal relacdo ainda necessite de investigacédo, nao

sendo ainda totalmente compreendida.

GK (XAC3120; XAC3070; XAC2070) I XI (XAC4225; XAC1776)
[ D-Glicose-6-fosfato ] [ D-Xilulose ]
PGl (XAC1788) ] I XK (XAC4244)
A Via das
[ D-Frutose-6-fosfato ] — Pentoses — [ D-Xilulose-5-fosfato ]
1 Fosfato
PMI (XAC3580)
[ D-Manose-6-fosfato ] . > [ D-Manose-1-fosfato ]

PMM/PGM
(XAC3912; XAC3579)

PMI (XAC3580)

Via de biossintese

> [ GDP-D-Manose ]

de xantana

Figura 1.1 A possivel relacdo metabdlica entre PMI e XI. A via das pentoses fosfato pode ser utilizada
para correlacionar as funcdes metabdlicas da PMI e da Xl, proteinas-alvo deste trabalho. GK:
glicoquinase. PGI: fosfoglicose isomerase. PMM/PGM: fosfomanomutase/fosfoglicomutase. XK:
xiluloguinase. Fonte: proprio autor.

Para isso, foram produzidas linhagens mutante e complementante para o gene
xanB, além de uma linhagem mutante para o gene xylA2. Estas linhagens foram
testadas quanto a viruléncia em Citrus aurantifolia, bem como o mutante para xanB
foi caracterizado in vitro quanto a fenoétipos relacionados a patogenicidade,
relativamente a linhagem selvagem, o que permitiu a avaliagdo do papel dos genes

xanB e xylA2 no processo infeccioso de Xcc.
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Além disso, foram construidos sistemas de expressao heteréloga e de
purificacdo das enzimas fosfomanose isomerase (PMI) e xilose isomerase (XI), os
quais possibilitaram a confirmacéo das atividades enzimaticas preditas e, também, a
producdo de anticorpos contra tais moléculas. Devido aos resultados obtidos neste
trabalho, a enzima recombinante PMI esta sendo utilizada em ensaios com inibidores
obtidos por modelagem estrutural in silico da PMI de Xcc (BARCELOS et al., 2020),
para avaliacdo da potencialidade desses compostos como novos insumos de controle

do cancro citrico.

1.1 Origem, controle e incidéncias do cancro citrico

O cancro citrico constitui uma das mais importantes doencas da citricultura e a
sua origem é ainda incerta. Entretanto, o Sul da China, a Indonésia e a india s&o os
locais mais provaveis para o surgimento da doenca, a partir dos quais houve a
disseminacgao para os outros continentes (DAS, 2003). Nos EUA, um dos principais
paises produtores de citros, o cancro citrico foi identificado pela primeira vez em 1912,
sendo o sudeste do pais a porta de entrada para a doencga, a partir de mudas
contaminadas oriundas do Japdo (DOPSON, 1964).

Embora a doenca tenha sido considerada erradicada nos EUA 21 anos apos a
sua identificacdo, a doenca reapareceu em meados da década de 1980 na Flérida,
sendo novamente declarada erradicada no ano de 1994 (STALL; CIVEROLO, 1991).
Porém, em 1995, uma area residencial de 36,3 km? préxima ao Aeroporto
Internacional de Miami foi infectada pela doenca e, desde 1997, novos surtos da
doenca vém acometendo os EUA, afetando a produtividade do setor citricultor norte-
americano (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002).

No Brasil, 0 ber¢o do cancro citrico foi o Estado de Sao Paulo, especificamente
o municipio de Presidente Prudente, no ano de 1957 (BITANCOURT, 1957). Desde o
seu surgimento, a doenca se alastrou para diversos estados brasileiros, como Mato
Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (NAMEKATA; ROSS],
CERAVOLO, 1996).

Em decorréncia da importancia econémica da citricultura para o Estado de Séo
Paulo, a Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA) atuou em campanhas de

erradicacao e manejo do cancro citrico desde a década de 50 e, a partir de 1984, em
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parceria com o Fundecitrus, mantendo a doenca sob controle em boa parte deste
periodo (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE JUNIOR, 2016).

Durante muitos anos, o controle da doenga foi alcancado por meio de um
programa de erradicagcdo de plantas contaminadas e, também, de plantas sem
sintomas localizadas nas imediacdes (inicialmente 12 m e, depois, 30 m de raio), bem
como pela instauracdo de inspec¢des periddicas (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE
JUNIOR, 2016). Retrato da eficiéncia do programa de erradicacado do cancro citrico
foi a taxa de incidéncia mensurada no ano de 2009, com apenas 0,14% dos talhdes
contaminados (BELASQUE JUNIOR et al., 2010).

Em 2009, produtores de areas mais atingidas pelo cancro citrico pressionaram
a SAA com o objetivo de modificar as diretrizes do programa de erradicacado da
doenca, o que foi acatado. Entdo, de 2009 a 2013, o nivel de incidéncia deixou de ser
considerado um parametro do programa de erradicacdo, fazendo com que o0s
produtores localizados em areas de baixa incidéncia também erradicassem as plantas
contaminadas e as assintomaticas localizadas em um raio de 30 m (BEHLAU,
BELASQUE JUNIOR, 2014).

A mudanca na legislacdo fez com que o Fundecitrus rescindisse o acordo com
a SAA, sob a alegacdo de que o niumero de inspetores teria de ser vertiginosamente
aumentado para atender o Estado todo e manter a doenca sob controle. Como
resultado, somente a SAA passou a regulamentar a erradicacao pelos produtores das
plantas contaminadas e, em 2012, o indice de talhdes contaminados aumentou quase
dez vezes em relacdo a 2009, chegando a 1,39% (BEHLAU; BELASQUE JUNIOR,
2014).

A partir de 2013, a legislagdo foi modificada no sentido de desobrigar esta
erradicacao de plantas suspeitas e, em 2017, uma nova resolucao instituida pela SAA
do Estado de S&o Paulo passou a permitir a presenca de plantas sintomaticas nos
pomares, exigindo apenas um Sistema de Mitiga¢gao de Riscos (SMR) para o controle
da doenca (SAO PAULO, 2013, 2017).

Apoés o abrandamento da legislacdo em relacdo ao manejo do cancro citrico,
houve um demasiado e preocupante aumento na incidéncia da doenca nos ultimos
dez anos. Em 2009, o indice de talh6es contaminados no cinturdo citricola era de
0,14%, valor que permitia a classificagdo da doenga como “controlada” (SANCHES et
al., 2014). Porém, o ultimo levantamento, realizado em 2018, mostrou que 16,43% dos
talhdes apresentaram sintomas da doenca (FUNDECITRUS, 2018).



19

Atualmente, uma das principais estratégias de mitigacdo da incidéncia da
doenca é a pulverizacédo dos pomares infectados com uma solucéo de cobre metélico
0,1%. Contudo, em elevadas concentracdes, metais pesados como 0 cobre s&o
toxicos aos microrganismos e aos ecossistemas e sua utilizacao tem levado a selecéo
de linhagens de Xcc resistentes ao cobre (BEHLAU et al., 2011), nas quais foram
inclusive identificados genes relacionados a essa resisténcia (TEIXEIRA et al., 2008).
Tal evento pode requerer a utilizacdo de concentracdes crescentes de cobre, o que €
fator ainda maior de preocupacéo ambiental.

1.2 Caracteristicas gerais e ciclo do cancro citrico

ApGs atingirem os tecidos vegetais, as bactérias causadoras do cancro citrico
penetram principalmente pelas folhas por meio de aberturas naturais, como 0s
estbmatos e os hidatédios, e também por ferimentos causados pelo minador dos
citros, por espinhos, pelo contato de maquinas e equipamentos e pelo atrito provocado
por graos de areia transportados pelo vento (GRAHAM et al., 2000).

Uma vez posicionada no apoplasto, Xcc reconhece as células hospedeiras por
meio do pilus Hrp ou do pilus tipo IV, componentes do Sistema de Secrecéo Tipo Il
(T3SS, type IV secretion system), deixam de ser plancténicas e iniciam a fase de
multiplicacéo e agregacao como consequéncia da formacgéo de biofilme (BRUNINGS;
GABRIEL, 2003; GRAHAM et al., 2004).

Em seguida, inicia-se o ataque as células hospedeiras, também por meio do
T3SS, que resulta na translocacao de fatores de viruléncia como a PthA, proteina que
atua como reguladora da expresséo do gene upa20 da planta hospedeira, elicitando
uma resposta de hipertrofia e hiperplasia (KAY et al., 2007; SCHUBERT et al., 2001).
Como consequéncia do aumento do volume e numero das células, os espagos
intercelulares sédo diminuidos e passam a ser preenchidos pela goma xantana,
polissacarideo produzido por Xcc durante a formacédo de biofilme, que, por ser
extremamente higroscopico, causa um dos sintomas caracteristicos do cancro citrico,
0 encharcamento do tecido vegetal (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

Além disso, a inje¢cdo da PthA modula a expressdo de genes relacionados a
sintese de auxina e giberelina em citros, além de aumentar a producao do fito-
horménio etileno (PEREIRA et al., 2014).
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O cancro citrico ocorre em uma grande diversidade de cultivares de citros e
desencadeia lesGes nas partes aéreas das plantas, sobretudo nas folhas e nos frutos,
nos quais o tecido vegetal é induzido a hipertrofia e a hiperplasia (SWARUP et al.,
1992), causando erupc¢fes de 2 a 10 mm, de aspecto corticoso e aspero (Figura 1.2)
devido ao rompimento da epiderme vegetal (ROSSETTI, 2001), com margens
elevadas, centros afundados e circulares (DEWDNEY; GRAHAM; ROGERS, 2014).

pr
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Figura 1.2 Lesdes caracteristicas do cancro citrico. Lesdes tipicas do cancro citrico em folha_, fruto e
ramo infectados por Xcc, da esquerda para a direita. Fonte:  Fundecitrus
(http://www.fundecitrus.com.br/ImageBank/PageFlip/pageflip.aspx?idPage=66)

O desbalanco na producdo de pigmentos em decorréncia da infecgcdo pode
ocasionar o aparecimento de halos amarelos ao redor das erupgfes, 0 que esta
associado ao decréscimo de clorofilas a e b, caroteno e xantofila (PADMANABHAN et
al.,, 1973). Além disso, lesbes em estagios avancados podem se apresentar
escurecidas em decorréncia da colonizacdo por fungos sapréfitos, como
Colletotrichum spp. (DEWDNEY; GRAHAM; ROGERS, 2014).

Ambas as superficies foliares sdo acometidas pelas les6es do cancro citrico,
mas principalmente a abaxial, por conta da elevada concentracdo de estématos,
fazendo das folhas a regido mais importante no processo de infeccdo (GOTTWALD;
GRAHAM; SCHUBERT, 2002). Adicionalmente, a atividade do minador dos citros
(Phyllocnistis citrella) pode facilitar a penetracdo do patdégeno e intensificar a
incidéncia do cancro citrico (HALL; GOTTWALD; BOCK, 2010).

Os periodos de maior suscetibilidade ao cancro citrico ocorrem apos as
brotagbes e, também, no inicio do desenvolvimento dos frutos, podendo ser
agravados pela ocorréncia de grandes tempestades e elevagdo abrupta de
temperatura (SCHUBERT et al., 2001).

Entretanto, os sintomas apresentados pelas plantas contaminadas pelo cancro
citrico ndo constituem o principal problema da doenca, uma vez que raramente tais

manifestagdes s&o letais para a planta. Todavia, um dos efeitos adicionais do cancro
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citrico € o aumento na producéo do fito-horménio etileno em resposta a infeccédo, como
mencionado anteriormente, 0 que provoca a abscisdo prematura de folhas e frutos,
tornando estes inapropriados para o comércio de frutas frescas e ndo comercializaveis
para a industria (CROZIER et al., 2000).

A chuva e o vento sao relevantes agentes disseminadores do cancro citrico. Ao
serem molhadas pela chuva, as lesbes cancrosas sao exsudadas e 0s potenciais
indculos bacterianos tém a sua propagacao facilitada pelo vento, o que as permite
atingir distancias consideravelmente longas, da ordem de alguns quildbmetros em
situacdes extremas (DAS, 2003). Frutos em estagio avancado de infec¢cdo também
atuam como dispersores da doencas pois apresentam ruptura na casca, o que facilita
a distribuicdo do patdgeno (AMARAL, 2003).

A elevada taxa de sobrevivéncia de Xcc nas lesbes nas frutas e em variadas
superficies faz do homem um outro importante agente disseminador, por meio do
transporte de mudas, restos de cultura e do manuseio de equipamentos
contaminados, principalmente quando as plantas estdo molhadas (BOCK et al., 2006).

O manejo do cancro citrico pode envolver medidas drasticas como a
erradicacdo de plantas contaminadas, principalmente em areas endémicas, como
ocorreu por um longo periodo de tempo no Brasil (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE
JUNIOR, 2016). Paralela e concomitantemente a erradicacao, diversos citricultores
desenvolveram estratégias de controle, restringindo a aquisicdo de mudas de citros
oriundas de locais vigorosamente atingidos pelo cancro citrico (LEITE JR; MOHAN,
1990).

A desinfeccdo completa de roupas, sapatos, maguinas e egquipamentos
utilizados em campo também tem sido uma préatica de controle da disseminacéo do
patdogeno, uma vez que a capacidade de sobrevivéncia de Xcc em materiais de
madeira, metalicos, plasticos e de couro atinge até 72 horas dependendo das
condicdes climaticas (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002).

Dado que o vento € um dos principais agentes dispersores da doenca, a
implantagédo de quebra-ventos é uma das mais efetivas medidas de controle da
dispersdo de Xcc (LEITE JR; MOHAN, 1990), principalmente quando utilizada
concomitantemente a pulverizacdo de cobre nos pomares, embora este metal seja
toxico ao ambiente (BEHLAU et al., 2017) e ja tenham sido identificadas linhagens
resistentes (BEHLAU et al., 2011).
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Outras medidas de controle do cancro citrico incluem a aplicacéo de indutores
de resisténcia (GRAHAM et al., 2000; GRAHAM; MYERS, 2009), controle do minador
dos citros (HOY; NGUYEN, 1997) e, mais recentemente, o uso de produtos com
atividade bactericida contra Xcc como metabodlitos de Pseudomonas sp. (DE
OLIVEIRA et al., 2011), dihidroxibenzoatos de alquila (NAZARE et al., 2018), galatos
de alquila (SILVA et al., 2013) e o desenvolvimento de cultivares geneticamente
modificadas (BARBOSA-MENDES et al., 2009; JIA et al., 2016, 2017; PENG et al.,
2017; YANG et al., 2011).

Entretanto, as medidas de controle e manejo do cancro citrico sdo mitigadoras
de risco e paliativas, ndo sendo constatadas no campo medidas eficazes de controle

e cura para a doenca (SILVA et al., 2013).

1.3 O género Xanthomonas

O género Xanthomonas compreende um grupo economicamente importante de
fitopatbgenos com estreito espectro de hospedeiro para cada espécie, mas que na
totalidade das espécies conhecidas acomete 240 géneros de plantas distribuidas em
68 familias diferentes, especialmente a das rutaceas (HAYWARD, 1993).

Este grupo € composto por bactérias aerdbicas restritas, Gram-negativas,
portadoras de um unico flagelo polar, ndo fastidiosas, com morfologia de bastonete e
nao redutoras de nitrato (GRAHAM et al., 2004; SCHAAD; JONES; CHUN, 2001).

As colbdnias sao circulares, lisas, convexas e, por conta da producédo de um aril-
polieno-brominado denominado xantomonadina, apresentam coloracdo amarelada
(SCHAAD; JONES; CHUN, 2001). Seu aspecto visual € mucoso (STALL; CIVEROLO,
1991), em decorréncia da producao da goma xantana, um polissacarideo plurivalente
com aplicagbes nas industrias alimenticia, farmacéutica, quimica e petroquimica
(GOTTIG et al., 2010; LOPEZ; MORENO; RAMOS-CORMENZANA, 2001).

Dentre as espécies causadoras do cancro citrico, destaca-se a Xanthomonas
citri subsp. citri (Xcc), que infecta a maioria das espécies conhecidas de citros
(DEWDNEY; GRAHAM; ROGERS, 2014). Encontrada no Uruguai, Paraguai e
Argentina, Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo B (XauB) € menos virulenta e
provoca a cancrose B principalmente em Citrus limon (STALL; SEYMOUR, 1983).
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC), causadora da cancrose C,

ataca um unico hospedeiro, Citrus aurantifolia (CIVEROLO, 1984).
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Apesar de haver variacoes a respeito da suscetibilidade de espécies de Citrus
em relacdo ao cancro citrico, a resisténcia a infeccdo artificial por Xcc néo foi
identificada, o que sugere que as flutuacdes de vulnerabilidade dos hospedeiros a
bactéria decorram de componentes ambientais (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

1.4 Goma xantana

Dentre os fatores de viruléncia produzidos por Xanthomonas spp., a goma
Xantana merece especial atencdo, uma vez que, além de ser um produto de interesse
industrial (CARMONA et al., 2017), esse exopolissacarideo (EPS) possui relacdo com
a formacéo de biofilme e, também, com o processo infeccioso (BUTTNER; BONAS,
2010).

A xantana € um heteropolissacarideo constituido por um esqueleto central
formado por dois residuos de D-glicose unidos por ligagbes B-1,4, sendo que o
segundo é substituido em seu oxigénio 3 (O-3) por um trissacarideo composto por
manose-(3-1,4)-acido glicurénico-(p-1,2)-manose, com o primeiro residuo de manose
podendo ser acetilado e o ultimo piruvatado (Figura 1.3).

O grau de acetilagcéo e piruvatacéo dos residuos de manose € variavel entre as
diversas espécies (e até mesmo entre as linhagens) de Xanthomonas, podendo sofrer
influéncia adicional de fatores ambientais (CADMUS et al., 1976; KOOL et al., 2013;
STANKOWSKI; MUELLER; ZELLER, 1993). Em Xanthomonas campestris pv.
campestris, a piruvatacao € essencial para a patogenicidade por suprimir a deposi¢ao
do polissacarideo calose, uma importante estratégia de defesa das plantas (BIANCO
et al., 2016)

A via de biossintese de xantana é bem compreendida em Xanthomonas
campestris pv. campestris, sendo primariamente composta pelo operon
gumBCDEFGHIJKLM, cujos genes codificam principalmente glicosiltransferases e
proteinas transportadoras, as quais possuem atividade concentrada na membrana
celular, local de sintese desse EPS (KATZEN et al., 1996).
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Figura 1.3 Estrutura quimica da goma xantana. A figura apresenta a unidade pentassacaridica que
compde o exopolissacarideo xantana. Fonte: HUTCHISON et al., 2019.

Os mais importantes precursores da via de biossintese de xantana sdo UDP-
glicose, UDP-4cido glicurdnico, fosfoenolpiruvato e GDP-manose, sendo este Ultimo
um composto produzido pela fosfomanose isomerase (PMI) a partir de manose-1-
fosfato, que por sua vez tem como precursor a manose-6-fosfato, originada também
pela acdo da PMI sobre a frutose-6-fosfato (Figura 1.4) (KOPLIN et al., 1992).

Embora ndo seja essencial para a patogenicidade de Xcc (DUNGER et al.,
2007), a goma xantana esta envolvida na sobrevivéncia epifitica por promover
protecdo contra a radiacdo ultravioleta, ao congelamento e a dessecacédo (MEYER;
BOGDANOVE, 2009).

A relagdo entre a biossintese de xantana e o processo infeccioso de
Xanthomonas spp. tem sido estudada nas ultimas décadas. Dunger e colaboradores
(2007) produziram linhagens deficientes na producdo de xantana por meio da delegéo
do gene gumD de Xcc. Apesar de nado ter afetado a extensdo dos sintomas
provocados pela bactéria e a capacidade de induzir a resposta de hipersensibilidade,
a defectividade na producéo de xantana reduziu a resisténcia ao estresse oxidativo,

além de comprometer a sobrevivéncia no ambiente epifitico.
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Figura 1.4 A relacdo entre a PMI e biossintese de xantana. A via de biossintese de xantana é
alimentada por diversos precursores, dentre os quais se destaca a GDP-D-Manose, a qual € produzida
a partir de D-manose-1-fosfato pela fosfomanose isomerase (PMI). GK: glicoquinase. PGI: fosfoglicose
isomerase. PMM/PGM: fosfomanomutase/fosfoglicomutase. Fonte: proprio autor.

Em Xanthomonas campestris, a delecdo do mesmo gene supracitado resultou
em reducdo da viruléncia bacteriana por conta da alteracdo da via de biossintese de
xantana em experimentos utilizando repolho (KATZEN et al., 1998) e brécolis (CHOU
et al., 1997) como hospedeiros.

A disrupcdo de um outro gene do operon gum, relacionado a biossintese de
xantana, gumG, que codifica uma acetiltransferase, levou a diminuicdo na producéo
de exopolissacarideos e a reducado severa da viruléncia de Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (DHARMAPURI; SONTI, 1999).

1.5 Xilano: estrutura e vias de degradacgéo

Os carboidratos complexos (oligossacarideos e polissacarideos) séo formados
por uma gigantesca variedade de combinacbes de subunidades de residuos de
monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas e possuem fungbes estruturais e
de armazenamento de energia, constituindo o maior depésito de carbono passivel de
metabolizacdo da biosfera (GRONDIN et al., 2017).
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Unidades de D-xilose, uma aldopentose, estdo unidas por ligagcbes 3-1,4 para
formar o esqueleto central de um dos maiores componentes das hemiceluloses
presentes na parede celular vegetal (Figura 1.5), o heteropolissacarideo xilano
(CHOW et al., 2015), que pode conter uma diversidade enorme de substituintes em
suas ramificacdes (BUSSE-WICHER et al., 2016).

Sendo um heteropolissacarideo, o xilano apresenta composicdo heterogénea,
podendo apresentar ramificagdes com L-arabinofuranose ligada as posi¢ées C-3 dos
residuos de D-xilose, os quais sdo denominados arabinoxilanos (AX) (SCHENDEL et
al., 2015). Os glicuronoxilanos (GX) possuem o acido D-glicurénico ou 4-O-metil-
glicurénico ligado as posicdes C-2 dos residuos de D-xilose (TOGASHI; KATO;
SHIMIZU, 2009), ao passo que o0s heteroxilanos que contém uma mistura de L-
arabinofuranose e &cido D-glicurénico sdo chamados de arabinoglicuronoxilanos
(AGX) (EBRINGEROVA, 2005).
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Figura 1.5 Esquema da estrutura geral do xilano. Estrutura do heteropolisscararideo xilano com a
indicacdo das enzimas xilanoliticas, bem como de suas ORFs codificantes em Xanthomonas
campestris pv. campestris (modificado a partir de DEJEAN et al., 2013).
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Sistemas enzimaticos xilanoliticos tém sido identificados em bactérias, fungos
e leveduras (CHADHA et al., 2019) e sdo basicamente compostos por xilanases e
outras glicosidases (GH, glycoside hydrolases), carboidrato esterases (CE) e mono-
oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs, Lytic polysaccharide
monooxygenases), compondo vias metabolicas responsaveis pela degradacéo
completa de xilano (MALGAS et al., 2019).

As carboidrato-esterases (CEs) sao enzimas presentes em alguns
microrganismos e tém como fungdo sobrepujar uma estratégia de protecdo que
diversas plantas desenvolveram, baseada na esterificacao parcial de polissacarideos
com acido acético. Por exemplo, residuos de glicosil acetilados ndo podem ser
hidrolisados pelas glicosidases, mas apo0s serem desacetilados pelas esterases
especificas, tornam-se acessiveis as GH (BIELY, 2012).

A degradacao das cadeias laterais de xilano inclui as a-arabinofuranosidases
(EC 3.2.1.55), que hidrolisam as ligacbes glicosidicas entre os residuos de a-L-
arabinofuranosideo em AXs e xilo-oligossacarideos (XOS) (LAGAERT et al., 2014).
Da mesma forma, as a-glicuronidases (EC 3.2.1.139) atuam sobre os GX, liberando
0s substituintes de acido D-glicurénico (SHALLOM; SHOHAM, 2003).

Ja a degradacao do esqueleto central xilano tem a participacao principal das -
xilosidases (E.C.3.2.1.37) e endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8), enzimas que atuam na
hidrélise das ligagdes glicosidicas -1,4 entre os residuos de xilopiranosil, liberando
xilose, xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4) e até xilo-oligossacarideos
(XOs) mais longos ou também ramificados (BURLACU; CORNEA; ISRAEL-ROMING,
2016).

Importante salientar também a recente descoberta de estratégias auxiliares de
hidrélise de polissacarideos, baseadas em um mecanismo oxidativo ainda pouco
compreendido, que atuam sinergicamente com as enzimas dos sistemas xilanoliticos
na desconstrucdo dessas macromoléculas e na disponibilizacdo de biomassa vegetal
(MOREAU et al., 2019), como ja descrito em Xanthomonas (SANTOS et al., 2014).

Diversos fitopatdégenos, incluindo Xcc, tém desenvolvido eficientes vias
metabdlicas de assimilagdo da D-xilose liberada pelas enzimas xilanoliticas como
fonte de energia, envolvendo o transporte dessa pentose através da membrana
citoplasmatica, seguida por sua isomerizacdo a D-xilulose, catalisada pela xilose
isomerase, e fosforilagdo a D-xilulose-5-fosfato, um componente que é finalmente

metabolizado pela via das pentoses-fosfato (CHOW et al., 2015). Dessa forma, a
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xilose isomerase, um dos alvos deste trabalho, esta envolvida na utilizacédo de fontes

de carbono oriundas do xilano.

1.6 Estudos gendmicos e pos-gendmicos

A importancia econémica da citricultura associada a falta de controle e cura
eficazes do cancro citrico motivou estudos em bactérias do género Xanthomonas
utilizando diversas estratégias, dentre as quais destacam-se a genémica comparativa
(FONSECA et al., 2019a, 2019b), protedmica diferencial (ARTIER et al., 2018;
CARNIELLI et al.,, 2017; MOREIRA et al., 2017), analise de expressdo génica
(ASTUA-MONGE et al., 2005), analise funcional por delecéo génica (ALEXANDRINO;
GOTO; NOVO-MANSUR, 2016; UCCI et al.,, 2014), bem como a elucidacéo da
estrutura e funcéo de proteinas relacionadas ao processo infeccioso (CABREJOS et
al., 2019; GOTO et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2018).

Tais estudos foram impulsionados pela conclusdo dos projetos de
sequenciamento dos genomas de bactérias do género Xanthomonas, principalmente
Xcc (DA SILVA et al., 2002), ampliaram o conhecimento sobre a patogénese do cancro
citrico e estdo imersos em um contexto de busca por estratégias de controle para a
doenca.

A protebmica, considerada uma anélise em larga escala da expressao proteica,
€ uma das areas centrais no estudo do metabolismo, sendo amplamente utilizada em
nosso grupo de pesquisa para a identificacdo de proteinas envolvidas no processo
infeccioso de Xcc (ARTIER et al., 2018; CARNIELLI et al., 2016, 2017).

No trabalho de Carnielli e colaboradores (2017), proteinas superficiais de
células intactas de Xcc foram marcadas com fluoréforos, apds a exsudacdo das
bactérias de folhas de citros infectadas (ensaio in vivo em Citrus aurantifolia) ou apos
cultivo em condic&o de néo infecc¢ao (cultivo in vitro em meio rico em nutrientes). Apos
lise celular, as proteinas totais foram separadas por eletroforese bidimensional (2D-
DIGE) e os spots diferenciais entre as duas condi¢cdes foram excisados do gel,
digeridos com tripsina e identificados por espectrometria de massas.

Uma das proteinas encontradas como mais abundantes na condi¢cdo de
inducdo de patogenicidade foi a fosfomanose isomerase (PMI). Embora a PMI nao
apresente peptideo sinal conhecido, relacionado ao transporte a membrana, a sua

identificacdo na superficie de Xcc desperta interesse, uma vez que tal exposicdo
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facilita a utilizacdo de substancias inibidoras, caso a proteina se revele um bom alvo.
Assim, a localizacdo celular, juntamente a identificacdo inédita em Xcc em uma
situacdo de inducdo de patogenicidade in vivo foram motivagdes para a escolha do
gene codificante da PMI como alvo para este trabalho.

Em um outro trabalho desenvolvido em nosso grupo de pesquisa, Zandonadi
(2012) comparou o perfil de extratos proteicos enriquecidos em periplasma de Xcc e
XauB (Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, tipo B), esta tltima causadora de uma
forma mais branda da doenca, a cancrose. As bactérias foram cultivadas nos meios
XAM-M (indutor de patogenidade) ou em caldo nutriente (CN), um meio rico em
nutrientes e ndo indutor da expresséao de fatores de viruléncia do sistema de secrec¢ao
tipo 1l (CARVALHO, 2006). Dezenas de proteinas foram identificadas como
diferencialmente expressas entre Xcc e XauB nas diferentes condigbes, e a xilose
isomerase foi encontrada exclusivamente em Xcc quando cultivada em XAM-M. Por
conta desse indicio de participacdo da xilose isomerase no processo infeccioso de
Xcc, o seu gene codificante, xylA2, foi também escolhido como alvo para esta tese de
doutorado.

1.7 Genes-alvo e seus produtos

1.7.1 xanB

Fosfomanose isomerases (EC 5.3.1.8) sdo enzimas envolvidas no metabolismo
de manose por meio da interconversdo de D-manose-6-fosfato e D-frutose-6-fosfato,
mas em alguns casos, sdo capazes de converter D-manose-1-fosfato em GDP-D-
manose (Figura 1.4), um intermediario imprescindivel para a sintese de EPS, como a
xantana (JENSEN; REEVES, 1998; MILES; GUEST, 1984; PAPOUTSOPOULOU;
KYRIAKIDIS, 1997; SMITH et al., 1992).

Foram identificadas trés classes de PMI em bactérias e fungos, as quais
possuem sequéncias peptidicas significativamente diferentes. As PMI tipo | possuem
uma Unica atividade catalitica, a de interconversdo de D-manose-6-fosfato e D-
frutose-6-fosfato. Além da atividade apresentada pelas PMI tipo |, a converséo de D-
manose-1-fosfato em GDP-D-manose é uma atividade catalitica adicional
apresentada pelas PMI tipo Il, também chamadas de PMI-GMP (fosfomanose

isomerase-GDP-D-manose pirofosforilase). O terceiro tipo de PMI possui a mesma
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atividade catalitica da PMI tipo | e ocorre somente em Rhizobium meliloti, sendo
incluida em uma categoria Unica por conta de sua sequéncia peptidica notadamente
distinta das PMI do tipo | (JENSEN; REEVES, 1998; SCHMIDT et al., 1992).

A PMI de Xanthomonas campestris foi categorizada na classe Il por sua
atividade catalitica bifuncional, sendo também identificada como uma enzima zinco-
dependente, uma vez que este ion metdlico atua como um cofator enziméatico
(PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997).

Dado que a sequéncia peptidica predita a partir do gene xanB de Xcc
compartilha uma identidade de 88,22% e semelhanca de 99,78% com a sequéncia de
Xanthomonas campestris (Figura 1.6), € possivel inferir que a enzima de Xcc também

se enquadra no tipo Il.

citri MSDVLPIILSGGSGTRLWPLSRESYPKQFLPLVGDKSMLQSTWLRAAPVAGHAPIVVANE 60
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citri QOSYLASGEYYWNSGMFLFRASRYLEELRKFHPATADACQKAWENGKRDADFTRLDKDAFA 240
campestris QOGYLASGEYYWNSGMFLFRASRYLEELRKFQPATIADACQKAWEGGKRDADFTRLDKDAFA 240
T R N R
citri ASPSDSIDYAVMEKTADAVVVPLDAGWNDVGSWSSLLDVSNQDAQGNAHHGDVIQLDCQON 300
campestris SSPSDSIDYAVMEKTADAVVVPLDAGWNDVGSWSSLLDVSEQDGQGNAHHGDVIQLDCKN 300
B P R R
citri TYAYGSRLIAMVGLEDVVVVETE@DAVLVGHRDRIQEVKDVVSQIKTAGRSEATWHRKVYR 360
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R R P R
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campestris QSTYIPLGVTHRLKNPGKLPLELIEVQSGSYLGEDDIVRFEDTYGRT 467
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Figura 1.6 Alinhamento entre sequéncias peptidicas de PMI. As sequéncias peptidicas preditas a partir
da PMI de Xcc e Xanthomonas campestris pv. campestris foram alinhadas utilizando o algoritmo
CLUSTAL 0O(1.2.4), resultando em uma identidade de 88,22% e semelhanca de 99,78%. O Unico par
de residuos de aminoacidos sem similaridades quimicas esta destacado em vermelho. Xcc e
Xanthomonas campestris pv. campestris estdo mencionadas como citri e campestris, respectivamente.
Residuos idénticos e com caracteristicas principais conservadas sdo mostrados por (*) e (3),
respectivamente. Residuos com caracteristicas secundarias conservadas sao mostrados por (.). Fonte:
préprio autor.
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A relacdo entre o gene xanB e a patogenicidade de Xcc nao havia sido
estabelecida, mas ha trabalhos que associam a PMI de Xanthomonas campestris ou
outras espécies a processos como a sintese de xantana (KOPLIN et al., 1992;
PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997), adesdo celular e reconhecimento
(WIEDERSCHAIN, 2013), formacao de biofilme (AMOS et al., 2011; SOUSA et al.,
2007) e producéo de lipopolissacarideos (VORHOLTER; NIEHAUS; PUHLER, 2001),
processos estes relacionados com a patogenicidade.

No PDB (Protein Data Bank), existem vinte estruturas cristalogréficas de
fosfomanose isomerases pertencentes a somente quatro espécies, as quais possuem
0s seguintes cédigos de acesso: Candida albicans (1PMI e 5NW7), Salmonella
typhimurium (3H1M, 3H1W, 3H1Y, 5ZT4, 5ZT5, 5ZT6, 5ZUW, 5ZUY, 5ZV0, 5ZVR,
5ZVU, 5ZVX e 2WFP), Pyrobaculum aerophilum (1X9H, 1X9l, 1TZB e 1TZC) e
Bacillus subtilis (1QWR).

1.7.2 xylA

A xilose isomerase (EC. 5.3.1.5), também conhecida como glicose isomerase
(Figura 1.7), é uma enzima responsavel por catalisar as reacdes de isomerizacao
reversiveis de D-xilose em D-xilulose e D-glicose em D-frutose (STEVIS; HO, 1985),
porém, sua afinidade pela xilose é 160 vezes maior do que pela glicose em Aeromonas
hydrophila (BHOSALE; RAO; DESHPANDE, 1996).

No contexto do processo infeccioso de Xanthomonas spp., a fonte de
carboidratos foi identificada como um componente significativo na expressédo de
fatores de viruléncia. Por exemplo, o cluster hrp (resposta de hipersensibilidade e
patogenicidade) em Xanthomonas oryzae possui alguns membros com regulacao
positiva somente na presenca de xilose (IKAWA; TSUGE, 2016).

Em Xanthomonas spp., o0s componentes desse cluster hrp codificam para o
sistema de secrecdao tipo lll, cuja funcéo € injetar proteinas efetoras nas células do
hospedeiro, de modo que o fitopatégeno aproveite a degradacdo da parede celular
lignoceluldsica de maneira ideal, utilizando os seus residuos tanto como moléculas de
sinalizacdo quanto como fonte energética (BUTTNER; BONAS, 2010).
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Figura 1.7 Esquema das reacdes catalisadas pela xilose isomerase. A enzima catalisa as
isomerizacdes reversiveis entre D-xilose e D-xilulose, bem como de D-glicose e D-frutose (modificado
a partir de BHOSALE; RAO; DESHPANDE, 1996).

Diferentemente das leveduras industriais, bactérias do género Xanthomonas
tém a capacidade de metabolizar xilose, um dos principais componentes da massa
lignocelulésica, que € negligenciada na producao de biocombustiveis (SIEVERT et al.,
2017). E pela capacidade de aproveitar essa biomassa abundante e barata que o
género Xanthomonas tem sido objeto de estudos voltados a producdo de
biocombustiveis e goma xantana (ZHANG; CHEN, 2010).

O metabolismo da xilose envolve uma série de genes frequentemente
organizados em operons que respondem a essa aldopentose. Em Bacillus spp. e
Lactobacillus pentosus, o operon xylAB é composto pelos genes xylA (codificante da
xilose isomerase) e xylB (codificante da xiluloquinase) e é inibido pelo regulador da
familia Lacl, chamado XyIR (DAHL; SCHMIEDEL; HILLEN, 1995; LOKMAN et al.,
1997).

Em Caulobacter crescentus, XyIR se liga ao operador xyl-box na auséncia de
xilose, inibindo a expressao dos genes regulados por xyl-box, mas se dissocia quando
ligado a xilose, (STEPHENS et al., 2007). Em Xanthomonas oryzae, XyIR também
reprime a expressdo de varios genes envolvidos no metabolismo da xilose que séo
regulados por xyl-box, além de estar envolvido na regulacdo negativa dos genes hrp
(IKAWA et al., 2018).
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A delecédo do gene xyIR em Streptomyces lividans aumentou quase cinco vezes
a expressado do gene codificante da xilose isomerase, uma das principais enzimas do
metabolismo da xilose (HEO et al., 2008).

O genoma de Xcc possui dois genes anotados como codificantes de xilose
isomerase (Figura 1.8) e, para facilitar a identificacdo, esses genes foram aqui
denominados xylA1 (ORF XAC1776) e xylA2 (ORF XAC4225), sendo este ultimo o
alvo do presente trabalho.

Embora as sequéncias peptidicas preditas a partir dos dois genes compartilhem
99,32% de identidade, os contextos gendmicos sao bastante distintos, uma vez que
apenas xylA2 esta inserido em um operon regulado por xyl-box, isto é, sob provavel
acdo de XyIR ou outra proteina analoga.

Apesar do metabolismo de xilose ter sido relacionado a patogenicidade de
Xanthomonas spp., ndo ha estudos sobre o papel desempenhado pela xilose
isomerase no processo infeccioso de Xcc, uma das enzimas centrais de via metabdlica

dessa aldopentose.
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Figura 1.8 Contextos gendmicos dos genes xylA em Xcc. Os dois genes codificantes de xilose
isomerase estao destacados em negrito. Apesar de compartilharem identidade de aproximadamente
99% em relacdo as suas sequéncias nucleotidicas, apenas xylA2 (ORF XAC4225) esta sob provavel
controle de xyl-box (ZANDONADI et al., dados n&o publicados).

No PDB (Protein Data Bank), existem inUmeras estruturas cristalograficas de
xilose isomerases, com destaque para as espeécies Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes (cédigo de acesso 1A0C), Bacillus stearothermophilus (1A0D),
Thermotoga neapolitana (1AOE), Thermus thermophilus (1BXB), Thermus caldophilus
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(1BXC), Streptomyces diastaticus (1CLK), Streptomyces rubiginosus (4ZB2, 4DUO),
Streptomyces olivochromogenes (1MUW, 1S5N, 1S5M, 2GYI), Actinoplanes
missouriensis (1BHW), Pseudomonas aeruginosa (2H5A) e Arthrobacter sp (4XIA,
5XIA).

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo geral

O objetivo foi a analise funcional dos genes xanB e xylA2 de Xcc.

1.8.2 Objetivos especificos

e Expressdo heteréloga das ORFs XAC3580 e XAC4225 e purificagdo por
cromatografia de afinidade dos produtos recombinantes;

e Caracterizacao da atividade biologica dos produtos de expresséo heterdloga
dos genes xanB e xylA2 de Xcc.

e Obtencéo de linhagens de Xcc mutantes deletadas nos genes xanB e xylA2
(XccAxanB e XccAxylA, respectivamente);

¢ Obtencéao de linhagem complementante para o gene xanB (XccACxanB);

e Estudos in vivo dos efeitos da delecdo dos genes xanB e xylA2 em relacdo a
patogenicidade e viruléncia de Xcc em Citrus aurantifolia;

e Avaliacédo dos efeitos da delecdo do gene xanB na motilidade, formacéo de

biofilme e resisténcia a radiacao ultravioleta.
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Capitulo 2 — Material e Métodos

2.1 Linhagens bacterianas, meios e condi¢des de cultivo

A linhagem Xanthomonas citri subsp. citri 306 (Xcc) foi gentilmente fornecida
pelo Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus, Araraquara, SP, Brasil) e
armazenada a -80 °C em meio Luria-Bertani (LB, Sigma) com 10% de glicerol.

Os cultivos de Xcc, E. coli DH5a e E. coli BL21(DE3) em meios sélido e liquido
foram realizados em agar-LB (Sigma) e caldo LB (Sigma), respectivamente. Para Xcc,
os cultivos foram incubados a 30 °C e 200 rpm, e para as linhagens de E. coli, a
temperatura foi de 37°C e 250 rpm.

Para os ensaios de caracterizacéo da linhagem XccAxanB (mutante deletada
no gene que codifica a fosfomanose isomerase), os cultivos foram feitos em meio
indutor de patogenicidade XAM-M, que consiste no meio XAM-1 (CARVALHO, 2006),
com modificagdes. A composi¢ao do meio XAM-M (ARTIER et al., 2018) foi a seguinte:
(NH4)2S04 7,57 mM; KH2POs4 33,06 mM; KzHPOs4 60,28 mM; citrato de sdédio
(CeHsNasz07.2H20) 1,7 mM; MgSO4 1M; casaminoacidos 0,03%; Frutose 10 mM,
Sacarose 10 mM; BSA 1 mg.mlt; pH 5,4.

2.2 Enzimas, kits e procedimentos em biologia molecular

Para a extracdo de DNA gendmico de Xcc foi utilizado o kit PureLinkTM
Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen). DNA polimerase (Phusion High Fidelity
DNA Polimerase), enzimas de restricdo, vetor de propagacdo e demais kits de
extracdo de DNA foram adquiridos da Fermentas-Thermo Scientific e da Cellco Biotec.
Os antibi6ticos ampicilina, canamicina e gentamicina foram obtidos da Sigma.

Quando néo detalhados, os procedimentos de biologia molecular foram

conduzidos exatamente como descritos anteriormente (AUSUBEL, 2002).
2.3. Desenho e sintese de oligonucleotideos
Os oligonucleotideos utilizados na amplificacdo por PCR (Polymerase Chain

Reaction, Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase) das regides codificantes da

fosfomanose isomerase e da xilose isomerase de Xcc foram projetados com base nas
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sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), cujos
codigos de acesso sdo XAC3580/AAM35493.1 (GDP-mannose pyrophosphorylase) e
XAC4225/AAM39060.1 (xylose isomerase), respectivamente, de tal forma a
coincidirem 15-20 bases da regido 5' da fita codificante e da sua respectiva fita reversa
complementar (3' do fragmento génico).

As andlises in silico das ORFs XAC3580 e XAC4225 utilizando o software
SignalP 4.0 (PETERSEN et al.,, 2011) (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
indicaram auséncia de peptideos sinais nas sequéncias peptidicas preditas.

Para a construcdo dos plasmideos de delecdo dos genes-alvo, foram
projetados oligonucleotideos designados a amplificacdo por PCR das regides de 1 kb
upstream e downstream as ORFs XAC3580 e XAC4225, com base na sequéncia do
genoma completo de Xcc, depositada no GenBank sob o codigo de acesso
NC_003919.1.

Para a confirmacédo da delecdo e complementacéo génicas, foram desenhados
pares de oligonucleotideos que hibridizam em segmentos adjacentes as regides
flanqueadoras upstream e downstream de 1 kb. Como tais oligonucleotideos néo
hibridizam nos vetores de delecdo e complementacéo, tal estratégia foi adotada
criteriosamente no sentido de certificar que os produtos de PCR obtidos a partir das
linhagens mutantes e complementante sdo oriundos de hibridizacdo dos
oligonucleotideos no DNA cromoss6mico das linhagens.

Para a construcdo de um primeiro plasmideo de complementacao do gene que
codifica a fosfomanose isomerase (pLAL6_ CxanB), foram desenhados
oligonucleotideos destinados a amplificacdo por PCR da regido predita como
promotora do operon xanAB, bem como da regido codificante do gene xanB, com base
na sequéncia do genoma completo de Xcc.

Um segundo vetor de complementacao do gene xanB (pNPTS138_CxanB) foi
construido a partir do vetor de delegdo pNPTS138_xanB, utilizando um par de
oligonucleotideos destinados a amplificacdo de um fragmento génico correspondente
a regido codificante do gene xanB.

Todos os oligonucleotideos possuem sitios de restricdo estrategicamente
posicionados para a posterior clonagem dos produtos de PCR nos vetores de
propagacao, expressao, delecado e/ou complementacao.

Foi utilizado o software Lasergene 7.1 (www.dnastar.com) para a analise das

sequéncias nucleotidicas, bem como para a escolha e posicionamento dos sitios de
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restricdo das endonucleases adotadas, de modo que tais sitios ndo estivessem
presentes nas sequéncias nucleotidicas a serem clonadas.

Foram inseridas bases adicionais as extremidades 5' de alguns
oligonucleotideos para possibilitarem, caso necessério, clonagem direta no vetor de
expressao e, também, otimizacdo dos parametros termodinamicos como temperatura
de transicdo de fase (melting temperature) e temperatura de formacédo de
superestruturas indesejaveis como hairpins, homo e hetero dimeros de hibridizacéo
oligo-oligo. Tais otimizacdes foram feitas com o software OligoAnalyzer 3.1
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer). Os oligonucleotideos
foram sintetizados pela Exxtend (Paulinia-SP, Brasil).

A Tabela 2.1 apresenta a sequéncia de todos os oligonucleotideos (e
respectivos vetores utilizados) e a Tabela 2.2 mostra a relagdo entre os pares de
oligonucleotideos e os correspondentes produtos de PCR, especificando suas

respectivas funcdes no presente trabalho.

Tabela 2.1 Desenho dos oligonucleotideos. Ao final do processo de otimizacdo, os oligonucleotideos
resultantes estéo apresentados, sendo indicados os vetores pET28 (ou 29), pLAL6 e pNPTS138
(negrito) nos quais os fragmentos amplificados com os respectivos oligonucleotideos foram clonados.
Bases em vermelho indicam regides de sobreposi¢do com o fragmento génico de interesse. Em letras
minUsculas estdo as bases adicionadas para otimizagdo nas regifes 5'. Sitios de restricdo estédo
grifados em amarelo, com as respectivas enzimas de restricdo identificadas acima e pontos de clivagem
representados por “/". As bases que séo transcritas nos cddons de fim de traducgao (stop codon) estdo
grifadas em azul. Os residuos de aminoacidos das tradu¢des conceituais previstas da regido N-terminal
de cada proteina de interesse estdo mostrados em verde. As temperaturas de melting (TM) dos
oligonucleotideos estéo indicadas. FW e RV se referem aos oligonucleotideos direto e reverso para o
fragmento indicado. KO indica os oligonucleotideos utilizados na confirmagdo da delecdo e
complementacdo génicas. pPMI denota a regido promotora predita (aqui denominada xanP) do gene
que codifica a PMI. cPMI indica a regido codificante do gene xanB, clonada em pLAL6 ou pNPTS138
para fins de complementacdo génica do mutante de dele¢do. 1kb_Up e 1kb_Down consistem nos
fragmentos flanqueadores de 1 kb das respectivas ORFs a serem deletadas.

pET2829 PMI
Ndel
pET2829PMI_FW 5' gtaaCA/TATGAGCGACGTCCTACCC 3 TM 65,1°C
M S D V L P
Xhol
pET2829PMI_RV 5' tatataC/TCGAGTTAGGCGCGGCCGTA 3 TM 68,8 °C
Xhol

pET2829PMI_RV_C 5' tatataC/TCGAGGGCGCGGCCGTAG 3' TM 69,4 °C
1kb _Up PMI

Hindlll
Up_PMI_FW 5' tatataA/AGCTTATACCGCAGCGCCAGGC 3 TM 68,8 °C

EcoRlI

Up_PMI_RV 5' cgtataGIAATTCGGGCGGGGGAAACTC 3' TM 68,7 °C
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Tabela 2.1 (Continuagao) Desenho dos oligonucleotideos.

1kb_Down_PMI
EcoRlI

Down_PMI_FW 5' ttaaca GIAATTCTCGCGCGTCTCAACGTAG 3'
Nhel

Down_PMI_RV 5' ataatt G/ICTAGCTTGTACGACAACCTGTACCC 3

KO_PMI

KO_PMI_FW 5 GATCAGCTCGGACACCGG 3
KO_PMI_RV 5 GGACCGACAACATCATCTTCTCG 3'

pLALG6_pPMI
EcoRl

pLAL6_pPMI_FW 5' tatata G/ AATTCACGAAATCATCTTGCGGATCTG 3

Xhol
pLAL6 pPMI_RV 5' tatata C/TCGAGGGGCAAATCCTGAAGT 3

pLAL6_cPMI
Xhol
pLAL6 cPMI_FW 5' tattaa C/TCGAGATGAGCGACGTCCTAC 3
M S D V L
Xbal
pLAL6 cPMI_RV 5'tata T/ICTAGATTAGGCGCGGCCGTAG 3

PNPTS_cPMI
EcoRlI
pNPTS _cPMI_FW 5' tatata G/AATTCATGAGCGACGTCCTACCCAT 3'
M S D V L PI
EcoRlI
pNPTS _cPMI_RV 5'tatata GIAATTCTTAGGCGCGGCCGTAGG 3'

pET2829 XI
Ndel
pET2829 XI_FW 5' tatata CAITATGAGCAACACCGTGTACAT 3
M S N T V Y |
Xhol
pET2829XI_RV 5' C/TCGAGITCAACGCGTCAGATACTG 3
Xhol
pET2829X1_RV_C 5' tatat C/TCGAGACGCGTCAGATACTGAT 3'

1kb Up_ XI
HindlIll
Up_XI_FW 5' tata AAAGCTTGGTCACGCCATGCGTC 3'
BamHI
Up_XI_RV 5' ttaata G/IGATCCGGGGTGAAGCTCCTG 3

1kb Down_XI
BamHI

Down_XI_FW 5' tatatata G/GATCCGCCTTGCCACTGCAC 3'
Sall

Down_XI_RV 5' tatata G/TCGACGGTGGCATCGCGTAC 3'

TM 68,7 °C

TM 68,5°C

TM 63,2°C
TM 63,8 °C

TM 66,1 °C

TM 66,0 °C

TM 66,0 °C

TM 65,9°C

TM 67,3°C

TM 67,8°C

TM 65,4 °C

TM 65,3°C

TM 65,3 °C

TM 68,0 °C

TM 68,0 °C

TM 68,0 °C

TM 67,9°C
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Tabela 2.1 (Continuagao) Desenho dos oligonucleotideos.

KO_XI
KO_XI_FW 5 GATGGTGGCCGAGCGCGAT TM 68,5 °C
KO XI RV 5 GCTGCTGGGCGTGTTGCG TM 68,1 °C

Tabela 2.2 Pares de oligonucleotideos e seus respectivos produtos de PCR (pPCR), funcdes e vetores
nos quais foram clonados.

Par de

Produto de PCR (pPCR) Funcéo
oligonucleotideos
pET2829PMI_FW e Regido codificante do gene xanB (pPCR1) Expressao
pET2829PMI_RV Heterologa
pET2829PMI_FW e Regiédo codificante do gene xanB sem o stop Expresséo
pPET2829PMI_RV_C codon nativo do gene (pPCR2) Heterbéloga
pPNPTS_cPMI_FW e Regido codificante do gene xanB a ser Expressao
pPET2829PMI_RV clonada no vetor pET41a (pPCR3) Heterbloga
Up_PMI_FW e Regido de 1 kb upstream ao gene xanB Delecéo
Up_PMI_RV (pPCR4) Génica
Down_PMI_FW e Regido de 1 kb downstream ao gene xanB Delecéo
Down_PMI_RV (PPCR5) Génica
KO_PMI_FW e Regido de 2 kb (linhagem mutante XccAXanB) Confirmac¢éo da delegdo e
KO_PMI_RV ou 3,4 kb (linhagem selvagem Xcc) complementacgdo génicas
pLAL6_pPMI_FW e Regido promotora predita do gene xanB Complementacéo génica
pLAL6_pPMI_RV (PPCRS6)

pLAL6_cPMI_FW e Regido codificante do gene xanB (pPCR?7) Complementacéo génica
pLAL6_cPMI_RV

pNPTS_cPMI_FW e Regido codificante do gene xanB (pPCRS8) Complementacéo génica
pNPTS_cPMI_RV

PET2829XI_FW e Regido codificante do gene xylA Expressao
pET2829XI_RV (pPCR9) Heterbloga
pET2829XI_FW e Regido codificante do gene xylA sem o stop Expressao
pET2829XI_RV_C codon nativo do gene (pPCR10) Heterdloga
Up XI FW e Regido de 1 kb upstream ao gene xylA Delecao
Up_XI_RV (pPCR11) Génica
Down_XI_FW e Regido de 1 kb downstream ao gene xylA Delecéo
Down_XI_RV (pPCR12) Génica
KO_XI_FW e Regido de 2 kb (linhagem mutante XccAXylA) Confirmacéo da delecéo

KO_XI_RV ou 3,4 kb (linhagem selvagem Xcc) génica
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Foram projetados dois oligonucleotideos reversos que hibridizam na regido 3°
dos fragmentos génicos codificantes da fosfomanose isomerase e da xilose
isomerase, objetivando o aumento da variabilidade de produtos de expressdo quanto
a presenca e posicionamento da(s) cauda(s) de histidinas. Além disso, um par de
oligonucleotideos permite a amplificacdo de um fragmento génico que resulta na
obtencdo da PMI recombinante fusionada a glutationa-S-transferase (GST) quando

clonado no vetor pET41a (Tabelas 2.3 e 2.4).

Tabela 2.3 Variacdes de posicionamento da cauda de histidinas e fusdo a glutationa-S-transferase
(GST) na fosfomanose isomerase recombinante utilizando diferentes combinacbes de

oligonucleotideos.

. i Uso de Caudade Fuséo a
Par de oligonucleotideos Vetor ) o
Trombina Histidinas GST
PET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV pET28a Néo N-terminal N&o
pET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV pET28a Sim Nao Nao
N-terminal e
pET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV_C pET28a Nao ) Nao
C-terminal
pPET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV_C pET28a Sim C-terminal Nao
pET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV pET29b Nao Nao Nao
pET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV_C pET29b Nao C-terminal Nao
pNPTS_cPMI_FW e pET2829PMI_RV pET41a N&ao N-terminal N-terminal

Tabela 2.4 VariagBes de posicionamento da cauda de histidinas na xilose isomerase recombinante
utilizando diferentes combinacdes de oligonucleotideos.

Par de oligonucleotideos Vetor UtiIizagéo Cauda de Histidinas
de Trombina

PET2829XI_FW e pET2829XI_RV pET28a Néo N-terminal

PET2829XI_FW e pET2829XI_RV pET28a Sim Nao
PET2829XI_FW e pET2829XI_RV_C pET28a N&o N-terminal e C-terminal
PET2829XI_FW e pET2829XI_RV_C pET28a Sim C-terminal

pET2829XI_FW e pET2829XI_RV pET29b Nao Nao
pPET2829XI_FW e pET2829XI_RV_C pET29b Nao C-terminal

Sendo assim, os diferentes produtos de PCR voltados a expressao génica de
cada um dos genes-alvo puderam ser utilizados para a obtencédo de distintas proteinas
recombinantes (sem cauda de histidinas, com cauda N-terminal de histidinas, com

cauda C-terminal de histidinas e até com as duas caudas de histidinas).
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2.4 Extracdo de DNA gendmico

Para a extragdo de DNA gendmico de Xcc, uma coldnia isolada foi inoculada
em 10 ml de caldo LB, seguida de incubacdo a 30 °C e 200 rpm até que o cultivo
atingisse a DOsgsnm igual a 0,5. As células foram coletadas por centrifugacéo e lavadas
trés vezes com PBS (Tampao 50 mM fosfato de sodio pH 7,4; 150 mM NacCl).

Em seguida, o pellet de bactérias foi utilizado para a extracdo de DNA genémico
por meio do kit PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen), segundo
instrucdes do fabricante. O DNA foi suspendido em agua mili-Q e quantificado por

espectrometria a 260 nm.

2.5 Amplificagao e clonagem dos fragmentos génicos de interesse

Os fragmentos génicos de interesse descritos na Tabela 2.2 (pPCR1 a
pPCR12) foram amplificados por PCR utilizando DNA gendémico de Xcc como molde
e os oligonucleotideos correspondentes (Tabela 2.2).

As amplificacBes foram realizadas em um termociclador C1000 Touch (Bio-

Rad) segundo o descrito a seguir:

50 ng de DNA genémico
0,25uM de oligonucleotideo FW
0,25 uM de oligonucleotideo RV (ou RV_C)
1 U de Phusion DNA polimerase
1,5 mM de MgCl2
0,2 mM de dNTP
H20 MilliQ g.s.p 50 ul

Os ciclos utilizados nas amplificacées por PCR destinadas ao isolamento dos

fragmentos génicos de interesse estdo descritos na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5 Ciclos de PCR utilizados na amplificacdo dos fragmentos génicos.

PPCR 1,2,3,4,5,6,7,8¢e9 10,11 e12
Etapa
Temperatura Tempo Temperatura Tempo
da PCR
Desnaturacdo o 10 o 10
inicial 98°C minutos 98°C minutos |
Desnaturacéo 98 °C 30 98 °C 30
segundos segundos
Hibridizaco 62 °C 30 64 °C 30 - 35x
segundos segundos
Extensédo 72 °C milr;gto 72 °C 1 minuto
Extenséo final 72 °C mir}l?tos 72 °C mir}l?tos

Apos a purificacdo por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8% contendo
brometo de etideo, os produtos de PCR foram utilizados em reacéo de ligacao (com
T4 DNA ligase) para clonagem no vetor pJET 1.2 (Fermentas, Anexo I), seguindo a
razdo molar de 3:1 (inserto:vetor).

As reacoes de ligacao foram utilizadas na transformacédo de células de E. coli
DH5a0. competentes por tratamento com cloreto de calcio (AUSUBEL, 2002). As
células transformadas foram plaqueadas em meio agar-LB contendo ampicilina 100
pg.mit,

Colbnias resistentes a ampicilina foram submetidas a extracdo de DNA
plasmidial para averiguacdo de clones positivos para cada um dos insertos pPCR 1-
pPCR 12; Tabela 2.2) por dupla digestdo do DNA plasmidial com as endonucleases
especificas (Tabela 2.1), seguida de analise por eletroforese em gel de TAE agarose
0,8% contendo brometo de etideo.

Os clones positivos (insertos com tamanho préximo ao esperado) tiveram o
DNA plasmidial sequenciado pelo método do didesoxinucleotideo marcado de Sanger
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) no Centro de Pesquisas sobre o Genoma
Humano e Células-tronco (CEGH-CEL), do Instituto de Biociéncias da USP (Sao
Paulo-SP). As reacdes foram feitas utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied BiosystemsTM), segundo as instru¢des do fabricante, em um

equipamento 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems™).
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2.6 Construcao dos vetores de expressao

Os insertos referentes aos produtos de PCR 1, 2, 3 e 9 (Tabela 2.2) foram
digeridos com as endonucleases especificas (Tabela 2.1), purificados por eletroforese
em gel de TAE agarose 0,8% e clonados nos vetores pET28a (Novagen, Anexo Il),
PET29b (Novagen, Anexo Ill), pET4la (Novagen, Anexo [V) e pET28a,
respectivamente, em reacdes de ligagdo com T4 DNA ligase (razdo molar inserto:vetor
de 3:1) com os vetores previamente digeridos com as enzimas de restricdo especificas
para cada uma das construcdes (Ndel e Xhol para pET28a e pET29b; EcoRI e Xhol
para pET41a).

As reac0es de ligacdo foram utilizadas na transformacéo de células de E. coli
DH5a quimiocompetentes. As células transformantes foram plaqueadas em meio
agar-LB contendo canamicina 30 yg.ml* e os clones resistentes foram cultivados em
caldo LB adicionado de canamicina 30 pg.ml! para fins de extragdo do DNA
plasmidial, seguida da confirmacé&o da presenca dos insertos por eletroforese em gel
de TAE agarose 0,8% ap0s a dupla digestdo com as endonucleases especificas.

Apbs a confirmacdo do sucesso das clonagens, os vetores foram denominados
pET28a_PMI, pET29b PMI_C, pET4la GST PMI e PpET28a _Xl, o0s quais
possibilitam a obtencéo das seguintes proteinas recombinantes: PMI fusionada a uma
cauda de histidinas N-terminal, PMI fusionada a uma cauda de histidinas C-terminal,
PMI fusionada a GST na regido N-terminal e XI fusionada a uma cauda de histidinas
N-terminal, respectivamente (ver Tabelas 2.3 e 2.4).

2.7 Expresséao heterologa e purificacdo por cromatografia de afinidade

Células quimiocompetentes de E. coli BL21(DE3) (Novagen) foram
separadamente transformadas com os vetores de expresséo obtidos e plaqueadas
em 4gar-LB contendo canamicina 30 ug.ml?.

Colbnias isoladas de cada uma das construcdes foram inoculadas em caldo LB
adicionado de canamicina 30 pg.mlt e submetidas aos ensaios de expressdo
induzidos por IPTG 0,1 mM, adicionado na fase mid-log de crescimento populacional
bacteriano (DOses nm = 0,4). Somente para os ensaios relativos a PMI, foi adicionado

cloreto de zinco (Sigma) 0,2 uM ao meio de cultura de expresséao heterdloga, uma vez
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gue o zinco é um cofator da PMI de Xanthomonas campestris, proteina com elevada
identidade em relacdo a PMI de Xcc (PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997).

Os ensaios de expressao foram incubados por 16 horas a 18 °C em agitador
orbital a 250 rpm. Ao final da inducgé&o, as células foram coletadas por centrifugacao,
ressuspendidas em tampéao 50 mM Tris-HCI (pH 8), NaCl 100 mM e lisadas por cinco
pulsos de ultrassom (Sonic Dismembrator 500, Fisher Scientific, gentilmente cedido
pela Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza) com duracdo de 30 segundos e
amplitude de 30%, com intervalos de um minuto entre os pulsos, sob banho de gelo.
Para a separacéo da fracdo soluvel, o lisado celular foi submetido a centrifugacéo a 4
°C, 12.000 x g por 30 minutos.

A purificagdo de todas as proteinas recombinantes foi realizada por
cromatografia de afinidade utilizando ions metalicos imobilizados (IMAC, Immobilized
Metal Affinity Chromatography) para as proteinas fusionadas somente a cauda de
histidinas, ou glutationa para a proteina fusionada a GST.

Para IMAC, a fracdo solavel do lisado celular foi aplicada em uma coluna de
niquel imobilizado Ni-NTA (Novagen) e as proteinas foram eluidas da coluna por meio
da aplicacdo de um gradiente crescente de concentracdes de imidazol (de 5 mM a
500 mM). Aliquotas das fracfes soluvel e insoltvel, bem como aliquotas do p6s-coluna
(apés a passagem da fracdo soluvel do lisado pela coluna cromatografica de
afinidade) e dos eluatos em imidazol foram submetidas a analise em SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970) para averiguar a funcionalidade dos sistemas de expressao e
purificacao.

Para a PMI fusionada a GST na regido N-terminal (XccGST_PMI), o
procedimento de purificacéo foi realizado utilizando 800 ul de uma resina de sefarose
imobilizada com glutationa (Glutathione Sepharose® 4 Fast Flow, GE Healthcare),
gentilmente cedida pela Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza. A coluna foi
lavada com cinco volumes de coluna de agua destilada, seguida de uma etapa de
equilibrio com dez volumes de coluna com tampé&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 100 mM
NacCl.

Em seguida, a fracdo soluvel do lisado celular foi aplicada a coluna por
gravidade, e a eluicdo foi realizada com 5 ml de glutationa reduzida (Sigma) a uma
concentracdo de 10 mM. Nesta etapa de eluicdo, foram coletadas aliquotas de 1 ml

para averiguacao da eficiéncia do processo de purificacao, por SDS-PAGE.
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Para os experimentos de atividade enzimatica (item 2.8), os ensaios de
expressao foram repetidos e otimizados quanto a purificacdo, utilizando apenas as
solugdes de imidazol 25 mM ou de tampé&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), NaCl 100 mM
para lavagem da coluna de niquel ou de glutationa imobilizados, respectivamente,
para eliminacdo de contaminantes, e 500 mM de imidazol para eluicdo das proteinas
XccPMI, XccPMI_C e Xcc_ Xl purificadas, aléem de 10 mM de glutationa reduzida para
a eluicao da proteina XccGST_PMI.

Essas ultimas fragBes foram dialisadas contra tamp&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
100 mM NaCl, e quantificadas pela medida da absorcdo no UV em comprimento de
onda de 280 nm, em um espectrofotometro NanoVue Plus™ (Biocrhom) utilizando
como base o coeficiente de extingdo molar de cada uma das proteinas recombinantes

obtidas.

2.8 Ensaios de atividade enzimatica

2.8.1 Avaliacédo da atividade enzimatica da PMI

A PMI catalisa a isomerizacao reversivel de D-manose-6-fosfato em D-frutose-
6-fosfato e, portanto, o teste de Seliwanoff foi usado para detectar a formacao desta
cetose.

O teste de Seliwanoff (Figura 2.1) € um teste convencionalmente utilizado para
a deteccéo de cetoses, como frutose, xilulose, ribulose e tagatose (CHAWLA, 2014),
e € baseado em um reagente composto por resorcinol (benzeno-1,3-diol) 0,05% (m/v,
concentracgédo final) em acido cloridrico (HCI) diluido em agua (1:1).

A funcdo do &cido cloridrico é desidratar a cetose e produzir um composto
chamado hidroximetilfurfural, o qual reage com o resorcinol formando uma molécula
de coloracdo avermelhada (ou esverdeada, dependendo da cetose), cuja intensidade

€ proporcional a quantidade de cetose presente na solucao (ROE, 1934).
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Figura 2.1 Esquema das reac¢fes envolvidas no Teste de Seliwanoff (modificado a partir de KATOCH,
2011).

As reac0Oes foram constituidas por 30 yg de XccPMI_C (cauda de histidinas na
extremidade C-terminal) ou XccGST_PMI (fusionada a GST e com cauda de histidinas
na extremidade N-terminal) recombinantes, D-manose-6-fosfato (sal dissédico,
Sigma) em concentragédo final de 0,5 mM, considerando volume final de 500 pl. Apos
2 horas de reacéao, foram adicionados 3 ml de reagente Seliwanoff com a coloracéo
formada sendo registrada por fotografia. Para a reacéo de controle negativo, o volume
da enzima foi substituido pelo tamp&o no qual a mesma foi solubilizada (50 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 100 mM NacCl).

O controle positivo teve a mesma constituicdo da reacdo anterior, substituindo
D-manose-6-fosfato por D-frutose-6-fosfato, também em concentracdo 0,5 mM. Os

testes foram realizados em triplicata.

2.8.2 Avaliacao da atividade enzimatica da Xl

A Xl catalisa a isomerizacdo da D-xilose em D-xilulose e, portanto, o teste
Seliwanoff foi utilizado para detectar a formacdo dessa cetose em uma reacao
contendo XccXI recombinante (com cauda histidinas na regiao N-terminal), D-xilose e
reagente de Seliwanoff (ROE, 1934). Para este fim, trés ensaios foram preparados
com as seguintes concentracdes de enzima recombinante purificada: 0,05, 0,15 e 0,25
mg.mlL.

Cada ensaio recebeu 20 pl de resorcinol a 1%, 600 pl de HCI 30%, 300 ul de
D-xilose 0,5 M e seus volumes foram completados para 1,4 ml com agua destilada,

resultando em concentracéo final de 0,1 M de xilose.
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Dois outros ensaios também foram preparados para servirem como branco e
controle positivo. O branco recebeu 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NacCl,
substituindo o volume de enzima, mantendo todas as propor¢cdes dos outros
compostos. O controle positivo consistiu em D-frutose 0,5 M e n&o recebeu enzima.

Primeiro, XccXIl e seu substrato foram incubados por 2 e 3 horas. Depois disso,
HCI com resorcinol e agua destilada foram adicionados a todos os tubos. Em seguida,
todos os tubos foram agitados vigorosamente e incubados a 80 °C por 30 minutos,
com as verificagdes de cores realizadas a cada cinco minutos.

A segunda atividade prevista de XccXl é a interconversao de D-frutose em D-
glicose. Para verificar esta atividade, um teste baseado nas reac¢des acopladas de
glicose oxidase e peroxidase foi empregado para detectar D-glicose em solucéo
(TRINDER, 1969).

Para isso, a D-frutose foi utilizada como substrato e a deteccédo de D-glicose
realizada com o kit Glucose Liquiform (Labtest), composto por tampéo fosfato 30 mM,
pH 7,5, fenol 1 mM, glicose oxidase 12500 U/l, peroxidase 800 U/l, 290 uM de 4-
aminoantipirina, 7,5 mM de azida de sodio e surfactantes.

A D-glicose resultante da isomerizacdo de D-frutose é oxidada pela glicose
oxidase (GOD) do kit supracitado, formando acido glucénico e perdxido de hidrogénio.
O peroxido de hidrogénio formado participa de uma reacédo de oxidacédo envolvendo
4-aminoantipirina e fenol, catalisada pela peroxidase (POD), resultando em agua e um
composto avermelhado, a antipirilquinonimina, cuja intensidade de cor é diretamente
proporcional a concentracdo de glicose liberada (Figura 2.2).

Foram utilizadas trés concentragdes diferentes de XccXl: 20, 60 e 100 ug.ml-1.
A producao de D-glicose foi medida analisando, em triplicata, a absorbancia a 490 nm

das solucdes apos 2 e 3 horas de reacéo a temperatura ambiente.

GOD )
D-Glicose + O2 + H20 _— > Acido Gluc6bnico + H202

POD
2 H202 + 4-aminoantipirina + fenol ——— > Antipirilquinonimina + 4 H20

Figura 2.2 Esquema simplificado do método de detecgdo de D-glicose. A D-glicose resultante da
isomerizacdo da D-frutose, catalisada pela xilose isomerase, é oxidada pela glicose oxidase (GOD),
formando &cido gluconico e peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, sob agdo catalisadora da peroxidase (POD), através de uma reagéo oxidativa
de acoplamento formando uma antipirilguinonimina vermelha, cuja intensidade de cor é proporcional a
concentracdo de D-glicose na amostra. Adaptado do Manual de Instrucdes de Uso do produto Glicose
Liquiform (Labtest).
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2.9 Delecbes génicas

2.9.1 Construcéo dos vetores de delecao

As linhagens mutantes foram obtidas usando o vetor suicida pNPTS138,
gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira (UNESP — Rio Claro), seguindo
metodologia padronizada por nosso grupo de pesquisa (ALEXANDRINO; GOTO;
NOVO-MANSUR, 2016; CABREJOS et al., 2019; GOTO et al., 2016).

Os genes-alvo xanB e xylA2 foram deletados utilizando uma metodologia
baseada na dupla recombinac&o homoéloga (Figura 2.3) entre o vetor pNPTS138 (5,36
kb, Anexo V), no qual foram clonados in tandem dois fragmentos de aproximadamente
1 kb correspondentes, no DNA cromossomal de Xcc, as regides upstream e
downstream aos genes-alvo a serem deletados, resultando nos vetores de delecéo do
gene xanB, denominado pNPTS138 xanB, e do gene xylA2, denominado
pNPTS138_xylA (Figura 2.4).
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1kb Upstream Y xanB ou xylAX__1kb Downstream ")

>< Cromossomo

1kb Upstream  "Y(_1kb Downstream
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Integracao do plasmideo
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(1 kb Upstream _Y_1kb Downstream Kb Upstream X xanB ou xylAX_1 kb Downstream

Segundo evento de recombinacdo

1 kb Downstream

X

(T TKb Upstream ) xanB ou xylAX_1 kb Downstream
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1kb Upstream 1kb Downstream
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Figura 2.3 Esquema simplificado da metodologia de delecéo génica. A metodologia de delecdo génica
€ baseada na dupla recombinacdo homdloga entre o vetor de delecdo pNPTS138 e o DNA
cromossomal de Xcc. O primeiro evento de recombinacgdo ocorre com um primeiro fragmento clonado
no pNPTS138 (upstream), e resulta na integracdo do vetor de dele¢cdo no DNA cromossomal de Xcc,
fazendo com que as linhagens transformantes sejam resistentes a canamicina, marcador de resisténcia
do referido vetor. O segundo evento de recombinac¢do ocorre com um segundo fragmento clonado no
pNPTS138 (downstream) e resulta na delecdo génica, com a transferéncia do gene-alvo ao vetor de
delecéo. As regifes upstream e downstream (de 1 kb), amplificadas e clonadas no vetor pNPTS138,
sdo as que ladeiam, no cromossomo de Xcc, o gene a ser deletado. O vetor pNPTS138 € um vetor
suicida e, portanto, ndo se replica nas células-filhas de Xcc. Fonte: proprio autor.



50

/:T_":::Q_N\ '/;::::::—‘::r::%\
A P d RN B e Ty
// ! 7 [acza
/ 4 W /’; = e
'y & Q&
/ < of
/4*/ &"Q’» / /// &,s:"' Hind 111
/ /
F/
& 4
3 A\ /5 \~
© [/ ‘\
f; ‘:\ f \.\\
| | [ \\
pNPTS138_xanB | PNPTS138_xylA
7360 bp ghl 7360 bp 8
i 5 / 8
\ , ,

Figura 2.4 Esquemas simplificados dos plasmideos de dele¢do. O gene que confere resisténcia a
canamicina esté representado por KanR. sacB denota o gene de Bacillus subtilis, que codifica a enzima
levansucrase, a qual converte sacarose em um composto téxico para as células. As regibes de 1000
pb que flanqueiam no genoma de Xcc os genes-alvo xanB (A) ou xylA (B) estdo representadas por 1
kb downstream e 1 kb upstream, com os respectivos sitios de restricdo estrategicamente posicionados
para clonagem dos fragmentos in tandem. Fonte: préprio autor.

Para isso, os insertos referentes aos produtos de PCR 4, 5, 11 e 12 foram
excisados dos vetores de propagacdo pJET 1.2 (Fermentas) pela digestdo com as
endonucleases especificas para cada um deles (ver item 2.5) seguida de purificacdo
por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.

Para iniciar a construcao de cada vetor de dele¢éo, o plasmideo pNPTS138 foi
previamente digerido com as endonucleases Hindlll e EcoRI para xanB e Hindlll e
BamHI para xylA2 e purificado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.

Em seguida, os fragmentos de 1 kb upstream purificados foram utilizados em
reacao de ligacdo com T4 DNA ligase (razdo molar inserto:vetor de 3:1) juntamente
com o vetor pNPTS138 digerido.

Tais reacdes de ligacao foram utilizadas na transformacgéao de células de E. coli
DH5a quimiocompetentes (AUSUBEL, 2002) seguida de plaqueamento em agar-LB
contendo canamicina 30 yg.ml.

Colbnias transformantes foram cultivadas em LB contendo canamicina para
extracdo do DNA plasmidial, seguida de digestdo com as endonucleases especificas

para confirmacao da clonagem por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.
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Para a clonagem dos fragmentos de 1 kb downstream a cada gene-alvo,
seguiu-se 0 mesmo procedimento, utilizando os vetores ja clonados com a regiao de
1 kb upstream, digerindo-os com EcoRI e Nhel para xanB e BamHI e Sall para xylA2.

Novamente, os vetores digeridos e purificados compuseram reacgdes de ligacao
com os fragmentos de 1 kb downstream, seguida da transformacéo de células de E.
coli DH5a quimiocompetentes (AUSUBEL, 2002) e posterior plaqueamento em agar-
LB contendo canamicina 30 ug.ml=.

Ao final da clonagem in tandem, colbnias transformantes de ambas as
construgdes foram cultivadas em LB contendo canamicina 30 ug.ml-* e tiveram o DNA
plasmidial extraido e digerido com as endonucleases especificas de cada vetor,
permitindo a confirmacdo da construcdo dos vetores de delecdo como foram

planejados.

2.9.2 Preparacao de células de Xcc eletrocompetentes

Células de Xcc foram cultivadas em 100 ml de caldo LB, sob agitacdo de 200
rpm, a 30 °C até atingirem DOsgs nm igual a 0,5. Em seguida, as células foram
centrifugadas por 20 minutos a 10.000 x g a 4 °C e lavadas trés vezes com agua estéril
gelada (AUSUBEL, 2002). As células foram concentradas 25 vezes em relacdo ao

volume de cultivo original, aliguotadas e armazenadas a -80 °C.

2.9.3 Transformacgéo de Xcc por eletroporacéo

Cem nanogramas dos vetores de delecdo pNPTS138 xanB e pNPTS138 xylA
foram independentemente utilizados na eletroporacdo de células de Xcc
eletrocompetentes. A eletroporacdo foi realizada com cubetas de 0,2 cm em um
eletroporador Gene Pulser Xcell Electroporation Systems (Bio-Rad), gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Iran Malavazi, sob as seguintes condi¢des: 2,5 kV, 50 Q e 50 uF.

ApOs o pulso elétrico, foram adicionados 2 ml de caldo LB isento de antibioticos
e o cultivo foi incubado por 2 horas sob agitagdo de 200 rpm a 30 °C. Em seguida, o

cultivo foi plaqueado em agar-LB contendo canamicina (30 ug.mi?).
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2.9.4 Selecao de mutantes deletados

O vetor pNPTS138 possui uma copia do gene sacB (Figura 2.4), que codifica
para a enzima levansucrase (SacB de Bacillus subtilis), que converte a sacarose em
um composto toxico para as células (BRAMUCCI; NAGARAJAN, 1996). Desse modo,
0 crescimento em sacarose 10% somente ocorre para as bactérias que o eliminaram
(ou seja, quando h& excisdo do plasmideo com o gene do cromossomo seguido de
cura plasmidial).

Além disso, células resultantes de recombinacao Unica também sao eliminadas
por possuirem o plasmideo integrado no genoma. Para aumentar as chances de cura
plasmidial nos mutantes que sofreram o duplo crossing-over, os mesmos foram
cultivados repetidamente em meio de cultivo na auséncia de canamicina.

Colbnias mutantes de Xcc obtidas foram analisadas quanto a delecéo por PCR
utilizando oligonucleotideos que hibridizam em regiées adjacentes aos fragmentos
flanqueadores. Aliquotas dos cultivos bacterianos oriundos dos mutantes confirmados
foram armazenadas a -80 °C.

O processo de screening de possiveis mutantes deletados envolve uma série
de plaqueamentos e repiques, 0s quais estdo descritos a seguir. Apds a
eletroporacéo, coldnias transformantes resistentes a canamicina foram repicadas em
duas condi¢Ges diferentes: agar-LB contendo canamicina a 30 ug.ml e sacarose 10%
(Meio B) e agar-LB contendo sacarose 10% (Meio C).

Em seguida, colbnias que nao tiveram crescimento nos meios B e C foram
cultivadas em caldo LB isento de antibiéticos (Meio D) por 12 horas, sob agitacédo de
200 rpm, a 30 °C, para possibilitar o primeiro evento de recombinacédo, que resulta na
integracao do vetor de dele¢cdo ao DNA cromossomal de Xcc.

Para cada processo de delecdo, tal cultivo foi estriado em agar-LB para

isolamento de colbnias, as quais foram repicadas em trés diferentes condicdes:

Meio A: Agar-LB contendo canamicina a 30 ug.ml;
Meio B: Agar-LB contendo canamicina a 30 ug.ml! e sacarose 10%;

Meio C: Agar-LB contendo sacarose 10%.

O repique de cada uma das colonias nos trés meios supracitados facilita o

screening dos possiveis mutantes deletados, uma vez que colbnias resistentes a
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sacarose e sensiveis a canamicina podem ser resultantes da dupla recombinacao
seguida da eliminacéo do plasmideo de delecéo.

A Figura 2.5 ilustra o procedimento adotado na sele¢éo das possiveis coldnias
mutantes deletadas. Foram isoladas colonias com capacidade de crescimento no
meio contendo sacarose (meio C, etapa 6, Figura 2.5) e também incapazes de crescer
em meio contendo canamicina (meio A, etapa 6, Figura 2.5), sendo que tais colbénias
tinham se originado inicialmente de colbnia capaz de crescer nesse antibiético (meio
A, etapa 2, Figura 2.5); isto denota que a célula adquire o plasmideo mas o “elimina”
posteriormente, eventos estes essenciais para a obtencdo do mutante e sua
confirmacéo, considerando que no intermédio desses dois eventos varios repiques

sdo realizados.
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Meio A: Agar-LB contendo

canamicina
1 2
Transformagao de Xcc com
pNPTS138_xanB ou >
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Meio E: Agar-LB

Meio B: Agar-LB Meio C: Agar-LB
contendo contendo sacarose
canamicina e
sacarose

\ )
Meio D: Caldo-LB

Meio C: Agar-LB Meio B: Agar-LB Meio A: Agar-LB
contendo sacarose contendo contendo

canamicina e canamicina
sacarose

Figura 2.5 Metodologia para selecdo dos possiveis mutantes deletados. Diferentes cultivos foram
realizados para facilitar o screening de linhagens mutantes deletadas. 1-2 | Células de Xcc
eletrocompetentes foram transformadas por eletroporacdo com cada vetor de delecdo e, em seguida,
plagueadas em &gar-LB adicionado de canamicina (Meio A). 3 | Colbnias transformantes foram
repicadas em agar-LB contendo canamicina e sacarose (Meio B) e agar-LB contendo somente
sacarose (Meio C). 4-5 | Coldnias que ndo apresentaram crescimento nos meios B e C foram cultivadas
em caldo-LB (Meio D) e entdo estriadas em agar-LB (Meio E) para seu isolamento. 6 | Coldnias isoladas
foram repicadas nos meios A, B e C, para selecdo dos possiveis mutantes deletados (aqueles que
apresentaram crescimento apenas no meio C). Fonte: proprio autor.



55

2.9.5 Confirmacéao das dele¢cdes dos genes-alvo

Pares de oligonucleotideos (KO_PMI_FW e KO_PMI_RV para 0 gene xanB;
KO_XI_FW e KO_XI_RV para o gene xylA, ver Tabelas 2.1 e 2.2) que hibridizam nas
regides do DNA cromossomal adjacentes as regides flanqueadoras de 1 kb aos
genes-alvo (distantes cerca de 50 pb) e ndo hibridizam nos respectivos vetores de
delecdo pNPTS138 xanB e pNPTS138_xylA foram projetados para a confirmacéo
das delec¢des por PCR.

A PCR utilizando esses pares de oligonucleotideos permite diferenciar uma
colénia mutante deletada de uma selvagem de acordo com os tamanhos dos produtos
de PCR obtidos.

Pelo screening citado no item anterior, foram isoladas coldnias com capacidade
de crescimento no meio contendo sacarose e incapazes de crescer nos meios
contendo canamicina. Cada uma dessas colbnias foi ressuspendida em 49 pl de agua
destilada estéril e fervida por 5 minutos.

Cinco pl desse material foram utilizados como DNA molde juntamente com 5 pl
de um mix de PCR preparado suficiente para 10 reacdes (descrito abaixo) de volume
final de 10 pl.

150 pMol de oligonucleotideo KO_PMI_FW ou KO_XI_FW
150 pMol de oligonucleotideo KO_PMI_RV ou KO_XI_RV
0,8 mM de dNTP (0,2 mM de cada)
5x Phusion Green High-Fidelity Buffer
2 U de Phusion High-Fidelity DNA polimerase
H20 MiliQ g.s.p 19 pl

As amplificacdes foram realizadas em um termociclador C1000 Touch (Bio-
Rad), segundo as etapas descritas na Tabela 2.6, sendo o produto da amplificacao

analisado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.
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Tabela 2.6 Etapas de PCR utilizadas na confirmacéo das delecbes génicas.

Etapa da PCR Temperatura Tempo
Desnaturagéo inicial 98 °C 10 minutos
'\
Desnaturagao 98 °C 30 segundos
Hibridizacao 60 °C 30 segundos = 45x
Extenséao 72 °C 4 minutos
Extensao final 72 °C 10 minutos

2.10 Confirmacdo da deplecdo da sintese de PMI no mutante de delecéo

Complementarmente a confirmacédo da delecdo génica realizada por PCR, a
delecado do gene xanB foi também avaliada por Western blot, por meio da constatacao
da deplecédo da sintese da PMI na linhagem mutante XccAxanB.

As linhagens selvagem (Xcc) e mutante (XccAxanB) foram cultivadas em 25 ml
de meio XAM-M até que atingissem a DOsgs nm igual 0,4. Em seguida, os cultivos foram
centrifugados a 4 °C, 12.000 x g por 30 minutos, ressuspendidos em 5 ml de tampéao
50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl e lisadas por cinco pulsos de ultrassom (Sonic
Dismembrator 500, Fisher Scientific, gentilmente cedido pela Profa. Dra. Dulce Helena
Ferreira de Souza) com duracado de 30 segundos e amplitude de 30%, com intervalos
de um minuto entre os pulsos, sob banho de gelo. Para a separacao da fracéo soluvel,
o lisado celular foi submetido a centrifugacéo a 4 °C, 12.000 x g por 30 minutos.

Vinte ul de cada fracdo soluvel do lisado celular juntamente com 20 ug da PMI
recombinante (XccPMI_C) foram submetidos a SDS-PAGE em duplicata de géis. Um
dos géis foi corado com Coomassie Blue G-250 e o outro foi utilizado para a
transferéncia a uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, GE Healthcare) sob
voltagem constante de 600 V por 2 horas.

Apos a transferéncia, a membrana foi cuidadosamente retirada do sistema e
com a face contendo as proteinas voltadas para cima foi corada com 0.5% Ponceau
S (Sigma) em 0,1% de acido acético para verificar o “carregamento” homogéneo entre
as amostras (PEDRAS; MINIC, 2012).
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A membrana foi descorada com trés lavagens com agua destilada e, apos isso,
foi adicionada uma solucdo de bloqueio composta por 9% (m/v) de leite em poé
desnatado e liofilizado (Nestlé Molico®) em tampao TBST (20 mM Tris-HCI pH 7,4,
0,5 M NacCl, 0,05% v/v Tween-20), seguida de incubacao overnight a 4 °C.

Apos a incubacao, a membrana foi lavada trés vezes com TBST por 5 minutos
e incubada overnight com o anticorpo primario IgG (anti-PMI) diluido 1:5000 em TBST.
Tal anticorpo foi produzido pela empresa Proteimax (Sao Paulo-SP) utilizando coelhos
imunizados com a proteina recombinante XccPMI obtida neste trabalho.

A membrana foi lavada trés vezes com TBST por 5 minutos e incubada
overnight com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com HRP,
produzido em cabras (RheaBiotech, Campinas-SP), diluido 1:3000 em TBST.

ApGs a incubagdo com o anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés
vezes com TBST por 5 minutos, seguida da detecg¢ao das proteinas utilizando o “ECL
Western Blotting kit” (GE Healthcare), com as imagens sendo geradas no software
ImageLab (Bio-Rad) acoplado ao equipamento ChemiDOC MP Imaging System (Bio-
Rad).

2.11 Complementacédo génica com o vetor pLAL6

2.11.1 Construcéo do vetor de complementacdo pLAL6_CxanB

O pLALSG (Anexo VI), gentiimente cedido pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira, € um
vetor de complementacao integrativo, sendo construido para recombinar com o DNA
cromossomal de Xcc no gene que codifica a a-amilase (Xcc_amy) (LACERDA et al.,
2017).

Originalmente, o vetor apresentava um promotor induzivel por arabinose
(araC), o qual foi retirado quando da construcdo do vetor de complementagcao
pLAL6_CxanB, pois a linhagem complementante resultante seria testada in vivo, 0
que tornaria impraticavel a inducdo da expressdo do gene xanB por requerer
inoculacao de arabinose.

Como alternativa ao promotor araC e visando construir uma linhagem
complementante contendo o promotor nativo do gene xanB, foi utilizada uma regido
de 390 pb (aqui denominada xanP) localizada imediatamente upstream ao gene xanA

(codificante da fosfoglicomutase), identificada in silico como uma regiao promotora do
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operon xanAB por meio do algoritmo BPROM (Softberry, Inc), que realiza uma
predicdo baseada em promotores de genes regulados pelo fator 670 de E. coli.

Assim, a regido referente ao promotor predito (xanP) e a regido codificante do
gene xanB foram amplificadas por PCR e clonadas separadamente no vetor de
propagacdo pJET 1.2 (Fermentas), como detalhado na secdo 3.5. Em seguida, o
fragmento xanP foi excisado do vetor de propagacao pela digestdo com as enzimas
Xbal e Xhol, purificado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8% e utilizado em
uma reacao de ligagdo com T4 DNA ligase com o vetor pLAL6 previamente digerido
com as mesmas enzimas supracitadas e purificado.

Essa reacdo de ligacdo foi utilizada na transformacdo de células
guimiocompetentes de E. coli DH5a, seguida de plagueamento em &gar-LB
suplementado com gentamicina 20 ug.mlt. Col6nias transformantes foram cultivadas
em caldo LB contendo gentamicina 10 pg.ml?! para permitir a extracdo do DNA
plasmidial, o qual foi digerido com as enzimas Xbal e Xhol para confirmacdo da
clonagem por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.

ApGs a clonagem da regido xanP, o vetor pLAL6 recombinante foi digerido com
as enzimas Xhol e EcoRl, purificado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8% e
utilizado em reacdo de ligacdo com T4 DNA ligase juntamente com o fragmento
referente a regido codificante do gene xanB, previamente excisado do vetor de
propagacéo pela digestdo com as mesmas enzimas anteriormente citadas.

Células de E. coli DH5a quimiocompetentes foram transformadas com a reagao
de ligacdo supracitada e plaqueadas em agar-LB contendo gentamicina 20 ug.mi™.
Do mesmo modo como foi realizado para a primeira clonagem, colénias
transformantes foram cultivadas e tiveram seu DNA plasmidial digerido com as
enzimas de restricdo utilizadas na clonagem para confirmacéo por eletroforese em gel
de TAE agarose 0,8%, resultando no vetor de complementacéo pLAL6_CxanB (Figura
2.6).
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Figura 2.6 Representacdo do vetor de complementacdo pLAL6 CxanB. Painel A | Esquema da
organizacdo genbmica de Xcc na regido do operon xanAB com as indicacdes dos pares de
oligonucleotideos (FW e RV) utilizados para isolamento e amplificacao independentes das regides xanP
(regido promotora predita do operon xanAB) e da regiéo codificante do gene xanB. Painel B | Esquema
simplificado da configuracdo do vetor de complementacdo pLAL6_CxanB contendo a regido Xcc_amy,
utilizada para a recombinacéo entre o vetor de complementacéo e o DNA cromossomal de Xcc, o gene
que confere resisténcia a gentamicina (genR) e as regides xanP e xanB, clonadas in tandem. As
enzimas de restricdo utilizadas na construcdo do vetor de delecdo estdo mostradas. Fonte: proprio
autor.

2.11.2 Selecao de complementantes

O vetor de complementagdo pLAL6_CxanB foi utilizado em diferentes
quantidades (1, 10, 50, 100 e 1000 ng) na eletroporagédo de células de XccAxanB
eletrocompetentes. A eletroporacgéo foi realizada com cubetas de 0,2 cm de largura
em um eletroporador Gene Pulser Xcell Electroporation Systems (Bio-Rad),
gentilmente cedido para utilizagdo pelo Prof. Dr. Iran Malavazi, sob as seguintes
condigbes: 2,5 kV, 50 Q e 50 pF.

Apobs a eletroporacao, foram adicionados 2 ml de caldo LB isento de antibioticos
e o cultivo foi incubado por 2 horas sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C. Em seguida, o
cultivo foi plaqueado em agar-LB contendo gentamicina (20 pg.ml) para selecdo dos

transformantes.
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A distincdo entre colbnias transformantes contendo o plasmideo integrado no
cromossomo (recombinantes) e colonias transformantes com o plasmideo na forma
epissomal (ndo recombinantes) foi possivel pelo repique de cada um dos clones
resistentes a gentamicina em meio agar-LB contendo amido 1% (m/v) seguido da
sublimagéo de iodo (I2) nas placas, uma vez que tal molécula interage com as cadeias
de amilose do amido formando um complexo de coloracéo azul intensa (FUWA, 1954).
As colGnias recombinantes teriam o vetor de complementagéo integrado no gene
cromossomal amy (que codifica a a-amilase), de forma a torna-lo inativo. Assim
apenas as colénias recombinantes ndo possuem um halo de degradacdao do amido,
estando a coloracéo azul presente ao redor desses transformantes, pois estas seriam
incapazes de degradar o referido polissacarideo (LACERDA et al., 2017).
Analogamente, para as colbnias ndo recombinantes sdo esperados halos visiveis de

degradacéo.

2.12 Complementag&o génica com o vetor pNPTS138

2.12.1 Construcéo do vetor de complementacdo pNPTS138 CxanB

Como alternativa para obtencdo de complementante da linhagem mutante
XccAxanB, foi realizada uma tentativa inédita em Xcc de reinsercdo do gene xanB no
mesmo l6cus cromossomal do qual foi originalmente deletado, utilizando o mutante
de delecédo e o vetor de delecdo do gene xanB (pNPTS138_ xanB). A metodologia
aplicada, também baseada na dupla recombinacdo homologa entre o inserto no vetor
(regides flanqueadoras ao gene de interesse) e 0 DNA cromossomal bacteriano, foi,
no entanto, a inversa a utilizada para a delecdo no sentido de que o gene de interesse
estd agora inserido no vetor pNPTS138 e ausente no cromossomo. Assim, foi
realizada a construgéo do vetor de complementacgao pela clonagem do gene xanB no
vetor recombinante pNPTS138 xanB (utilizado na delecdo de xanB, o qual ja contém
as regides flanqueadoras ao referido gene).

A regido codificante do gene xanB foi amplificada por PCR a partir dos
oligonucleotideos pNPTS cPMI_FW e pNPTS_cPMI_FW (ver Tabela 2.2), ambos
com sitios de restricdo para enzima EcoRlI, sob as mesmas condi¢bes utilizadas para

o fragmento obtido para a constru¢ao do vetor de expressao pET4la_GST_PMI.
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O produto de PCR foi clonado no vetor pJET 1.2, como descrito anteriormente.
Em seguida, este fragmento génico foi clonado no vetor de delecdo pNPTS138 xanB
(Figura 2.4A), previamente digerido com EcoRI, cujo Gnico sitio de restricao se localiza
entre os dois fragmentos flanqueadores de 1 kb, produzindo o vetor de
complementacdo pNPTS138 CxanB. A confirmacdo dessa construcao foi realizada

por analise de restricdo por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.
2.12.2 Confirmacéao da orientagéo de clonagem de xanB no pNPTS138_CxanB

Como o fragmento génico de xanB utilizado na clonagem que resultou no
pNPTS138 CxanB (item 2.12.1.) apresenta sitio de restricdo para EcoRI em ambas
as extremidades, seriam possiveis duas orientacbes de clonagem no vetor
pNPTS138_ xanB.

Para certificar de que a clonagem ocorreu na orientacéo esperada, foi realizada
uma PCR utilizando oligonucleotideos que hibridizam nas seguintes regides:
codificante do gene xanB, 1 kb upstream e 1 kb downstream (Figura 2.7).

o )

1 Kb Upstream xanB (1,4 kb) 1 Kb Downstream

pNPTS_cPMI RV

Figura 2.7 Representacéo dos oligonucleotideos utilizados na confirmacéo da orientagédo da
clonagem no vetor pNPTS138_ CxanB. Fonte: proprio autor.

Por meio dessa estratégia, foi possivel confirmar a orientacdo da clonagem
realizada no vetor pNPTS138 CxanB, uma vez que a PCR utilizando os
oligonucleotideos Up_PMI_FW e pNPTS_cPMI_RYV resulta em um produto de PCR
com 2,4 kb no caso da orientagéo correta da clonagem, e nenhum produto de PCR no
caso de insercédo de xanB em orientagdo nao apropriada.

A combinacéo dos oligonucleotideos Up_PMI_FW e pNPTS_cPMI_FW resulta
na auséncia de produtos de PCR em caso de orientacdo correta da clonagem, e um

produto de PCR de 2,4 kb no caso da orientacdo inversa.
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2.12.3 Selecdo de possiveis complementantes e confirmacdo da

complementacédo génica

ApoGs a confirmacdo da correta clonagem no pNPTS138_CxanB, células de
XccAxanB eletrocompetentes foram transformadas com o referido vetor de
complementacdo, seguindo-se o mesmo procedimento utilizado na obtencdo da
linhagem mutante.

Apbs o screening das possiveis coldnias complementantes (resistentes a
canamicina, marcador de resisténcia do pNPTS138), foi utilizada a mesma
metodologia de confirmacdo da delecdo génica (PCR) para atestar a obtencdo da

linhagem complementante pela reinser¢ao do gene xanB no mutante.

2.13 Estudos funcionais das linhagens mutantes e complementante

2.13.1 Testes de patogenicidade em Citrus aurantifolia

As linhagens Xcc, XccAxanB, XccACxanB e XccAxylA foram testadas quanto a
patogenicidade em plantas de Citrus aurantifolia em estufas com temperatura e
umidade controladas, gentilmente disponibilizadas pelo Fundecitrus (Araraquara-SP)
e pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira (UNESP — Rio Claro). Para o conjunto de linhagens
relacionadas ao gene xanB, foram utilizados os métodos de aspersao e infiltracao,
enguanto para o gene xylA somente a ultima metodologia.

Tanto para os ensaios de aspersdo quanto de infiltracdo, colbnias isoladas
foram cultivadas em 5 ml de caldo LB até atingirem ODses nm de 0,4. Em seguida, o
volume de 100 pl dessas culturas foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C
e os pellets foram ressuspendidos em 10 ml de solugéo salina a 0,9%, resultando em
uma suspensdo contendo aproximadamente 106 UFC.ml.

Para os testes de infiltracdo (Figura 2.8), 150 ul dos cultivos celulares (ou
solugdo salina a 0,9% para o controle negativo) foram “injetados” na face abaxial das
folhas com uma seringa de 5 ml. Para cada uma das condi¢gdes foram infiltradas quatro
folhas de ramos independentes, atentando-se para que todas as plantas tivessem
folhas infiltradas com as linhagens bacterianas e o controle negativo com solucéo

salina.
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Figura 2.8 Exemplares de Citrus aurantifoli_a, tilizadas como ospedeiro no ensaio de patogenicidade
in vivo por infiltragdo. As plantas, localizadas na casa de vegetacdo do Fundecitrus, na UNESP em
Araraquara-SP, foram cedidas pelo Fundecitrus. Fonte: préprio autor.

Para o teste de aspersao (Figura 2.9), 10 ml das culturas bacterianas (ou
solucéo salina a 0,9% para o controle negativo) foram pulverizados em quadruplicata
de plantas, que tiveram as folhas mais suscetiveis demarcadas no inicio do
experimento.

Os testes de infiltracdo e aspersédo foram repetidos em dois dias diferentes,
utilizando duas réplicas bioldgicas (culturas independentes) em cada dia e quatro
repeticbes experimentais (quatro folhas para o teste de infiltragdo e quatro plantas
para o teste de aspersdo) para cada linhagem. As folhas foram registradas
fotograficamente apos vinte dias (infiltracdo) e 28 dias (aspersdo) para comparar
visualmente os sintomas do processo infeccioso. Este ensaio foi realizado na estufa
do Fundecitrus em Araraquara, com a colaboracdo do Dr. Franklin Behlau e da Me.

Tamiris Garcia.
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Figura 2.9 Ensaio de patogenicidade in vivo das linhagens selvagem, mutantes de delecdo e
complementante por aspersdo. Painel A | Plantas de Citrus aurantifolia utilizadas no experimento de
aspersdo, apos o procedimento e recobertas com plastico transparente para inducéo de camara umida.
Painel B | Exemplares de Citrus aurantifolia utilizadas no experimento na casa de vegetacdo do
Fundecitrus, em Araraquara-SP. Fonte: proprio autor.

2.13.2 Curvas de crescimento

As linhagens Xcc e XccAxanB foram caracterizadas quanto ao perfil de
crescimento em meio XAM-M em triplicata. Para isso, as duas linhagens foram pré-
inoculadas em 5 ml de caldo LB até que atingissem DOsgs nm igual a 0,5. O volume
total dos pré-indculos foi transferido para 100 ml de meio XAM-M e o crescimento foi
monitorado pela retirada de aliquotas de 300 pl seguida da leitura da densidade o6tica
a 595 nm em um leitor de microplacas iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad).

As leituras foram realizadas em triplicata e as médias dessas réplicas juntamente com
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0os desvios-padrdo amostrais foram utilizados para construir uma curva de

crescimento.

2.13.3 Ensaio de formagéo de biofilme

As capacidades de adesédo celular e de formacéao de biofilme s&o atributos
determinantes no sucesso do processo infeccioso de Xanthomonas citri subsp. citri. A
mensuracdo da capacidade de formacdo de biofiilme nas linhagens mutante e
complementante de xanB produzidas, comparativamente a Xcc (selvagem) foi
realizada da seguinte forma.

As linhagens Xcc, XccAxanB e XccCxanB foram cultivadas em 150 pl de meio
XAM-M dispostos em placas de 96 pogos com DOsgs nm inicialmente ajustada para 0,3.
Os cultivos foram incubados sem agitacdo a 30 °C durante 24, 48 e 72 horas. Ao final
de cada tempo, os pocos foram lavados com NaCl 0,9% por trés vezes e corados com
150 pl de cristal violeta 0,1%.

Apés trinta minutos de incubacdo com o corante, os pocos foram lavados trés
vezes com agua destilada. Por fim, o cristal violeta residual foi solubilizado em 150 pl
de etanol 70% e quantificado por absorbancia a 595 nm (O’'TOOLE; KOLTER, 1998).

2.13.4 Avaliagdo de motilidade

Para avaliar a motilidade “swarming”, as linhagens Xcc, XccAxanB e XccCxanB
foram cultivadas em meio LB contendo 0,7% de agar. Para este ensaio, as linhagens
foram previamente cultivadas overnight em meio caldo LB a 30 °C sob agitacéo
constante de 200 rpm. Em seguida, as densidades oOpticas a 595 nm foram medidas
e os cultivos ajustados para DOsgs nm igual a 0,3.

A partir de tais cultivos, foram pipetados 3 pl no centro das placas de Petri de
5,1 cm de diametro com LB 0,7%. ApOs isso, as placas foram incubadas a 30 °C por
48 horas sem agitacao. Por fim, as placas foram registradas digitalmente e o diametro
das colonias obtidas foi mensurado utilizando o software ImageJ
(https:/limagej.nih.gov/ij/) (MALAMUD et al., 2011).

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel de

confianca de 95% por meio do software Minitab (15.2).
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2.13.5 Sobrevivéncia a radiacao ultravioleta

A avaliacdo da resisténcia a radiagcéo ultravioleta (UV) foi realizada a partir de
um cultivo das linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB em 5 ml de LB a 37 °C por 16
horas. Em seguida, a DOsos nm foi ajustada para 0,1 (aproximadamente 3.10” UFC/ml).

Em triplicata, 100 pl destes cultivos contidos em tubos do tipo “Eppendorf”
foram expostos a radiagdo UV da cabine de fluxo laminar, a uma distancia de 60 cm
da fonte de luz, segundo descrito anteriormente (LI; WANG, 2011a). Ap6s 15 minutos
de exposicéo, foi feita diluicdo seriada e o plagueamento em agar-LB para contagem
de UFC.

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel de
confianga de 95%, utilizando o software Minitab (15.2).
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Capitulo 3 — Resultados e Discusséao

3.1 Amplificagéo por PCR e clonagem

Os pares de oligonucleotideos desenhados foram sintetizados para permitir a
amplificacdo dos fragmentos génicos de interesse por PCR, seguida da clonagem em
vetor de propagacdo pJET 1.2 (Fermentas), exceto os pares KO_PMI_FW-
KO_PMI_RV e KO_XI_FW-KO_XI_RV, os quais foram utilizados apenas para
confirmacédo da delecdo e complementacao génicas.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etideo (Figura 3.1), isolados a partir do gel e clonados no vetor
de propagacao pJET 1.2.

Os produtos das reacdes de ligacdo foram utilizados na transformacéo de E.
coli DH5a quimiocompetentes por tratamento com cloreto de calcio e plagueadas em

agar-LB adicionado de ampicilina.
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Figura 3.1 Analise dos produtos de amplificacdo por PCR a partir de DNA gendmico de Xcc. Aliquotas
de 3 pL de cada reacdo de PCR foram analisadas em eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. M |
Padrédo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 1 | Produto de PCR
referente a regido codificante da PMI madura (1404 pb), utilizada para clonagem no vetor pET28a. 2 |
Produto de PCR referente a regido codificante da PMI madura sem stop cédon nativo (1401 pb),
utilizada para clonagem no vetor pET29b. 3 e 4 | Produtos de PCR referentes aos fragmentos de 1kb
upstream e downstream ao gene xanB, respectivamente. 5 | Produto de PCR referente a regido
promotora predita do gene xanB (390 pb). 6 | Produto de PCR referente a regiao codificante da PMI
madura (1404 pb), utilizada na construcao do vetor de complementacdo pLAL6_CxanB. 7 | Produto de
PCR referente a regido codificante da PMI madura (1404 pb), utilizada na construcdo do vetor de
complementagcdo pNPTS138_CxanB. 8 | Produto de PCR referente a regido codificante da PMI madura
(1404 pb), utilizada na construcéo do vetor de expressdo pET4la_GST_PMI. 9 | Produto de PCR
referente a regido codificante da XI madura (1338 pb). 10 | Produto de PCR referente a regido
codificante da XI madura sem stop cédon nativo (1335 pb). M2 | Padrdo de tamanho molecular EZ
Load™ 1 kb Molecular Ruler (Bio-Rad). 11 e 12 | Produtos de PCR referentes aos fragmentos de 1 kb
upstream e downstream ao gene xylA, respectivamente. Bandas do padrao mais proximas ao tamanho
dos produtos estéo indicadas a esquerda. Fonte: proprio autor.

Colbnias isoladas foram cultivadas em caldo LB contendo ampicilina para
propagacéo e purificacdo do DNA plasmidial dos transformantes. Em seguida, o DNA
plasmidial referente a cada clonagem foi submetido a analise de restricdo com as
respectivas endonucleases para confirmacdo da clonagem dos insertos no vetor de
propagacéo pJET 1.2 (Figura 3.2). Por fim, os vetores de propagac¢ao obtidos a partir
das colbnias positivas (tamanho dos insertos correspondente ao esperado) foram
sequenciados (Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e células-tronco —
USP) e os insertos apresentaram 100% de identidade com as sequéncias dos

fragmentos génicos de interesse presentes no GenBank®.
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Figura 3.2 Andlise de restricdo dos DNAs plasmidiais para confirmacao da clonagem dos fragmentos
de interesse no vetor de propagacéo pJET 1.2. Entre 500 e 1000 ng de DNA plasmidial dos vetores de
propagacdo foram submetidos a dupla digestdo com as endonucleases especificas e analisados em
eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. M | Padrao de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Fermentas). Cada vetor de propagacéo pJET 1.2 (2974 pb, Anexo I) foi digerido para excisdo
dos seguintes fragmentos. 1 | Regido codificante do gene xanB. 2 | Regido codificante do gene xanB
sem o respectivo stop cédon nativo. 3 | Regido de 1 kb upstream ao gene xanB. 4 | Regido de 1 kb
downstream ao gene xanB. 5 | Regi@o promotora predita (xanP) do operon xanAB. 6 | Regido
codificante do gene xanB para montagem do vetor de complementacdo pLAL6_CxanB. 7 | Regido
codificante do gene xanB para montagem do vetor de complementagdo pNPTS_CxanB. 8 | Regido
codificante do gene xanB para montagem do vetor de expressdo pET4la GST_PMI. 9 | Regido
codificante do gene xylA. 10 | Regido de 1 kb upstream ao gene xylA. 11 | Regido de 1 kb downstream
ao gene xylA. Tamanhos de bandas do padrdo mais préximos aos insertos e vetor estdo indicados.
Uma seta indica a altura da banda do vetor de propagac¢do pJET 1.2 (aproximadamente 3 kb), comum
em todas as amostras. Fonte: proprio autor.

3.2 Expressao heterologa e purificacdo das proteinas recombinantes

3.2.1 Construcéo dos vetores de expressao

Apoés a dupla digestdo dos vetores de propagacéo, os insertos referentes as
regides codificantes com stop codon nativo e, também, sem o referido cédon (que
resulta na PMI com cauda de histidinas na regido C-terminal, XccPMI_C) foram
purificados a partir do gel de agarose, quantificados e utilizados em reacdes de

ligacao, utilizando T4 DNA ligase, com os vetores de expressao pET28a (PMl e Xl) e



70

PET29b (apenas para a PMI) (Tabela 2.2), previamente digeridos com Ndel e Xhol
(Tabela 2.1).

Além disso, o vetor de propagacao contendo a regido codificante da PMI com
sitios de restricdo para clonagem no pET41a foi digerido com EcoRI e Xhol (Tabelas
2.1 e 2.2) e o inserto resultante foi purificado para utilizacdo em uma reacéo de ligacao
com o referido vetor de expressdo previamente digerido com as mesmas
endonucleases.

As reacOes de ligagdo foram transformadas em E. coli DH5a
guimiocompetentes por tratamento com cloreto de calcio e os clones foram
confirmados por digestdo do DNA plasmidial sob eletroforese em gel de TAE agarose
0,8% (Figura 3.3).

Os clones positivos foram nomeados como pET28a_PMI, pET29b PMI_C,
pET4la GST_PMI e pET28a Xl, sendo estes respectivamente 0s vetores de
expressdo da PMI com cauda de histidinas na regido N-terminal (XccPMI), da PMI
com cauda de histidinas na regiao C-terminal (XccPMI_C), da PMI fusionada a GST
na regido N-terminal (XccGST_PMI) e da Xl com cauda de histidinas na regiao N-

terminal (Xcc_Xl), respectivamente.

5000 pb

1500 pb

Figura 3.3 Andlise de restricdo dos DNAs plasmidiais para confirmagdo da clonagem das regifes

codificadoras da PMI e da Xl nos vetores de expressao da série pET. Os vetores de expressao
recombinante foram digeridos com as endonucleases especificas e analisados em eletroforese em gel
de TAE agarose 0,8%. M | Padrao de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | Vetor de expressdo pET28a_PMI digerido com Xhol e Ndel. 2 | Vetor de expressao
pPET29b_PMI_C digerido com Xhol e Ndel. 3 | Vetor de expressdo pET4la_GST_PMI digerido com
EcoRI e Xhol. 4 | Vetor de expressdo pET28a_XI digerido com Xhol e Ndel. Tamanhos de bandas do
padrdo mais proximos ao inserto e vetor estao indicados. Os plasmideos pET28a e pET29b possuem
cerca de 5,3 kb (Anexos Il e lll), ja o pET41a possui 5,9 kb (Anexo V), e os insertos referentes as
regibes codificantes da PMI e da Xl possuem 1404 ou 1401 pb e 1338 pb, respectivamente. Fonte:
proprio autor.
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3.2.2 Analise da expressao heterologa e da purificacdo por cromatografia de

afinidade

Os vetores de expressao foram individualmente transformados em E. coli
BL21(DE3) quimiocompetentes por tratamento com cloreto de calcio e o
plagueamento feito em agar-LB contendo canamicina. Uma coldnia isolada de cada
um dos transformantes foi utilizada para o ensaio de expressédo heteréloga sob
inducédo de IPTG. Apds a inducgdo, as células foram coletadas por centrifugacéo,
ressuspendidas em tampao e lisadas por pulsos de ultrassom, sob banho de gelo.

Para purificacdo dos produtos de expressao heteréloga obtidos a partir dos
vetores pET28a e pET29b, a fracédo soluvel do lisado de cada cultivo foi aplicada em
coluna de niquel imobilizado. Em seguida, a coluna foi lavada com tampao de
ressuspensao (50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl) e um gradiente crescente de
concentracfes de imidazol (de 5 a 500 mM) foi aplicado para elui¢cdo da proteina.

J& para a purificacdo da PMI fusionada a GST (pET41a_GST_PMI), a proteina
foi eluida da coluna de glutationa imobilizada (Glutathione Sepharose 4 Fast Flow, GE
Healthcare) com 5 ml de glutationa reduzida 10 mM.

Para todas as construcdes dos produtos de expresséo aliquotas das fracdes
soluveis e insoluveis, bem como aliquotas do pds-coluna e dos eluatos em imidazol e

glutationa reduzida foram submetidas a anélise em SDS-PAGE (Figuras 3.4 — 3.8).
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Figura 3.4 Andlise da expressao, solubilidade e purificagdo da XccPMI por SDS-PAGE. A figura mostra
a purificacdo da XccPMI (aproximadamente 53 kDa), obtida a partir do vetor de expresséo
pET28a_ PMI. | | Fracdo insolluvel do lisado. S | Fracdo soltvel do lisado. D | Depois da indug&o por
IPTG. A | Antes da inducéo por IPTG. M | Padréo de massa molecular Pierce Unstained Protein MW
Marker (Thermo). PC | Fracao sollvel apds passagem pela coluna de purificacdo. A proteina foi eluida
pela aplicacdo de um gradiente crescente de concentracdes de imidazol (concentragdes em mM,
mostradas em azul e ordem decrescente de concentracao). As elui¢cdes foram realizadas com volumes
de imidazol referentes a cinco volumes de coluna. O ensaio de expressao teve um rendimento de 5 mg
de proteina recombinante por litro de meio de cultura. Massas do padrdo estédo indicadas a direita.
Fonte: préprio autor.
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O padrao de bandas no gel da Figura 3.4 permite concluir que os sistemas de
expressdo e purificacdo funcionam a contento, uma vez que a massa molecular
predita da proteina recombinante € de, aproximadamente, 53 kDa, adicionando-se a
massa referente a cauda de histidinas N-terminal, pois a sequéncia peptidica madura
da PMI consiste em aproximadamente 51 kDa.

Embora o sistema de expressao e purificacdo da PMI com his-tag N-terminal
tenha funcionado satisfatoriamente, a proteina se mostrou instavel em tampdes TRIS,
PBS, adicionados ou ndo de glicerol. Em todas as condi¢des testadas, a proteina
recombinante formou precipitados em diferentes temperaturas de armazenamento,
incluindo -20, 4 e 25 °C.

Com o intuito de melhorar a solubilidade da proteina, foi testado o sistema de
expressdo e purificacdo da PMI fusionada a cauda de histidinas C-terminal
(XccPMI_C), utilizando o vetor pET29b_PMI_C (Figura 3.5).

A analise da Figura 3.5 possibilita inferir que os sistemas de expresséo e
purificacdo também funcionaram satisfatoriamente, como pode ser evidenciado pela
presenca de uma banda com suficiente grau de pureza na eluicdo com 500 mM de
imidazol.

Além disso, a proteina se mostrou mais estavel em temperaturas de 4 a 8 °C,
permanecendo sollvel por 24 horas sob tais condi¢cdes. Apesar da melhoria em

relacdo a XccPMI, o tempo de estabilidade da XccPMI_C ainda nao foi plenamente

satisfatorio.
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Figura 3.5 Analise da expressao, solubilidade e purificacdo da XccPMI_C sob SDS-PAGE. A figura
mostra a purificagdo da XccPMI_C (aproximadamente 53 kDa), sintetizada a partir do vetor de
expressdo pET29b_PMI_C. M | Padrdo de massa molecular Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-
Rad). A | Antes da inducéo por IPTG. D | Depois da inducéo por IPTG. S | Fracao soltvel do lisado. | |
Fracao insoluvel do lisado. PC | Fracao solluvel apés passagem pela coluna de purificagcdo. A proteina
foi eluida pela aplicagcdo de um gradiente crescente de concentragdes de imidazol (concentragdes em
mM, mostradas em azul). As elui¢cdes foram realizadas com volumes de imidazol referentes a cinco
volumes de coluna. O ensaio de expresséo teve um rendimento de 5 mg de proteina recombinante por
litro de meio de cultura. Massas do padrao estéo indicadas a esquerda. Fonte: préprio autor.



73

Nesse sentido, foi testada a expressao, purificacdo, solubilidade e estabilidade
da PMI fusionada a GST (XccGST_PMI), a partir do vetor pET41la_GST_PMI (Figura
3.6), que resulta em uma proteina com 79 kDa, uma vez que a GST apresenta 26 kDa.

Os resultados obtidos a partir da expressédo heteréloga utilizando o vetor
pET41la _GST_PMI permitem inferir que os sistemas de expressao e purificacdo
funcionaram de maneira adequada, fornecendo proteina relativamente pura. Ademais,
a proteina purificada XccGST_PMI apresentou-se mais estavel, suportando dez dias
na temperatura de 4 a 8 °C, o que tornou este sistema o mais adequado para as
aplicacdes downstream da proteina recombinante.

As tags mais comumente utilizadas em proteinas recombinantes sdo 6xHis,
Glutationa-S-transferase (GST), Proteina de ligacdo a maltose (MBP), Proteina verde
fluorescente (GFP) e diversos epitopos imunogénicos. Além de permitirem a
purificacdo, essas tags podem conferir vantagens a proteina-alvo durante a expressao
heter6loga, aumentando a solubilidade, protegendo de protedlise, melhorando a
conformacao e aumentando o rendimento da producao (ARNAU et al., 2006; WOOD,
2014).

A utilizacdo de proteinas fusionadas a GST tem sido amplamente empregada
em trabalhos de expressao heterdloga de proteinas. Junior (2017) utilizou um vetor
gue permite a producao heterdloga de proteinas de Trypanosoma cruzi fusionadas a
GST, resultando no correto enovelamento proteico e no aumento da solubilidade de
tais proteinas. Em outro trabalho, a utilizacdo da tag de GST também demonstrou ser
eficiente, resultando em altos niveis de expressdo do gene-alvo e, também, a
otimizacao do processo de purificacdo, devido a alta afinidade da GST pela coluna de
cromatografia (KAPPAUN; MARTINELLI; RITT, 2008).

Dessa forma, os aumentos de solubilidade e estabilidade atingidos com a
XccGST_PMI serdo valorosos para a caracterizagdo estrutural da proteina, cuja
estrutura desse género ainda nao foi elucidada, segundo consulta no banco de dados
PDB (Protein Data Bank). Além disso, a obtencdo da proteina recombinante pode
contribuir em futuros estudos que busquem aumentar a compreensao do seu papel

na interacdo planta-patégeno, bem como de ensaios de inibicdo enzimética.
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Figura 3.6 Analise da expressao, solubilidade e purificagdo da XccGST_PMI por SDS-PAGE. A figura
mostra a purificacdo da XccGST_PMI (aproximadamente 79 kDa) em coluna de glutationa imobilizada,
a partir do vetor de expressdo pET4la_GST_PMI. M | Padrdo de massa molecular Precision Plus
Protein™ Dual Color (Bio-Rad). A | Antes da inducéo por IPTG. D | Depois da inducdo por IPTG. S |
Fracédo soluvel do lisado. | | Fragdo insoluvel do lisado. A proteina foi eluida pela aplicagdo de 5 volumes
de coluna (5 ml) de glutationa reduzida a 10 mM, sendo E1-E5 (mostrados em vermelho) os eluatos
referentes a cada um dos volumes aplicados (1 ml). Massas do padrdo estdo indicadas a esquerda. .
O ensaio de expressédo teve um rendimento de 6 mg de proteina recombinante por litro de meio de
cultura. Experimento realizado durante a orientacdo do aluno Carlos Henrique Alves de Moraes. Fonte:
préprio autor.

Um importante ponto a ser destacado € que o vetor pET41la_GST_PMI resulta
em uma proteina recombinante fusionada a GST e com cauda de histidinas na regiao
N-terminal da PMI (entre a GST e a PMI), possibilitando a purificacdo in tandem por
meio da utilizag&o de resinas com niquel e glutationa imobilizados (Figura 3.7).

A purificagdo in tandem da proteina recombinante GST_PMI n&o resultou em
um grau de eficiéncia satisfatério, uma vez que grande parte do produto recombinante
atravessou a coluna de glutationa imobilizada sem adsorgéo pela mesma (Figura 3.7,
PC1). Além disso, 0 mesmo ocorreu no segundo passo de purificacdo, quando o
eluato da primeira coluna foi aplicado a coluna com niquel imobilizado (Figura 3.7,
PC2).

A pouca afinidade pelas colunas poderia ser explicada pela conformacéao

tridimensional do produto proteico, na qual tanto a cauda de histidinas quanto a GST
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podem ndo estar tdo expostas quanto o desejado para uma purificacdo por
cromatografia de afinidade. Porém, mais ensaios devem ser feitos para corroborar tal
hipotese.

Por outro lado, o nivel de pureza obtido nos eluatos de imidazol a 500 e 2000
mM foi consideravelmente superior (Figura 3.7) se comparado ao encontrado na

purificacdo de etapa Unica, utilizando a coluna com glutationa imobilizada (Figura 3.6).
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Figura 3.7 Andlise da expressao, solubilidade e purificacdo in tandem da XccGST_PMI por SDS-PAGE.
A figura mostra a purificacdo in tandem da XccGST_PMI (aproximadamente 79 kDa), obtida a partir do
vetor de expressdo pET41la_GST_PMI. M | Padrao de massa molecular Precision Plus Protein™ Dual
Color (Bio-Rad). PC1 | Fragéo soltvel do lisado celular apés passagem pela coluna de purificagdo com
glutationa imobilizada. L | Lavagem da coluna com tamp&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NacCl.
G10 | Eluato a 10 mM de glutationa reduzida. PC2 | Eluato G10 apds a passagem pela coluna de
purificagcdo com niquel imobilizado. 15 | Eluato a 15 mM de imidazol. 500 | Eluato a 500 mM de imidazol.
2000 | Eluato a 2000 mM de imidazol. Massas do padrdo estéo indicadas a esquerda. Fonte: préprio
autor.

A partir da andlise da expressédo e da purificacdo da Xcc_XI (Figura 3.8) foi
possivel averiguar que tais sistemas funcionaram de modo satisfatorio, dado que a
massa molecular predita da proteina recombinante é de 49,6 kDa que, somada a

massa referente a cauda de histidinas N-terminal, deveria apresentar massa

molecular de aproximadamente 51,6 kDa, o que é compativel com o observado.
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Figura 3.8 Analise da expresséo, solubilidade e purificacdo da XccXI| por SDS-PAGE. A figura mostra
a purificacdo da XccXl recombinante (aproximadamente 51,6 kDa), obtida a partir do vetor de
expressdo pET28a_Xl. A | Antes da inducdo por IPTG. D | Depois da induc¢éo por IPTG. | | Fracédo
insoluvel do lisado. S | Fracdo soluvel do lisado. M | Padrdo de massa molecular Pierce Unstained
Protein MW Marker (Thermo). PC | Frac@o sollivel ap6s passagem pela coluna de purificacdo. A
proteina foi eluida pela aplicacdo de um gradiente crescente de concentra¢cdes de imidazol
(concentragbes em mM, mostradas em azul). As eluigbes foram realizadas com volumes de imidazol
referentes a cinco volumes de coluna. Massas do padréo estdo indicadas a esquerda. O ensaio de
expressdo teve um rendimento de 8 mg de proteina recombinante por litro de meio de cultura
Experimento realizado durante a co-orientagdo da aluna Nicole Castro Silva Nicolela. Fonte: proprio
autor.

3.3 Avaliacéo das atividades enzimaticas das proteinas recombinantes

Para a analise da atividade biologica das proteinas recombinantes, 0s
procedimentos de expressdao e purificacdo foram repetidos, com algumas
modificacdes para permitir a obtencédo de proteinas puras e livres dos tampdes de
eluicdo que continham imidazol e glutationa.

Assim, para a XccPMI_C, o processo de expressao foi refeito e a purificacéo
envolveu a passagem da fragdo soluvel do lisado celular seguida de uma unica
lavagem com tampéo contendo imidazol 25 mM e a eluicdo com tampao contendo
imidazol 500 mM. Apos a eluicédo, foi realizada diélise contra tampdo 50 mM Tris-HCI
(pH 8,0), 100 mM NacCl, para a retirada do imidazol do eluato.

Apos dialise, a proteina recombinante purificada (0,5 ml a 0,3 mg/ml) foi
utilizada em reacgdes contendo 0,1 M de manose-6-fosfato (substrato da XccPMI_C).
Para a deteccao da frutose-6-fosfato produzida pela enzima, adicionou-se 1 ml do

reagente de Seliwanoff, que produz, sob altas temperaturas, uma molécula de
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coloracdo vermelho-amarronzada na presenca de cetoses, como a frutose-6-fosfato
(Figura 3.9).

» : R s

Figura 3.9 Avaliacdo da atividade enzimatica da XccPMI_C. A XccPMI_C purificada foi submetida a
um teste qualitativo de atividade enzimatica utilizando o reagente de Seliwanoff, o qual permite a
identificacdo de cetoses, como a D-frutose-6-fosfato. Branco | Composto por 0,1 M de D-manose-6-
fosfato, tampéo e o reagente de Seliwanoff. Reacdo | Reagdo contendo 0,1 M de D-manose-6-fosfato,
XccPMI_C (0,3 mg/ml) em tampéo e o reagente de Seliwanoff. F6P | Controle positivo contendo 0,1 M
de D-frutose-6-fosfato, tampéo e o reagente de Seliwanoff. A coloragdo vermelho-amarronzada no tubo
“Reagao” permitiu a conclusdo de que a XccPMI_C é capaz de desempenhar a sua atividade predita
de conversdo de D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato. Todos os tampdes utilizados foram
compostos de 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl. Fonte: préprio autor.

Apesar das concentracdes de manose-6-fosfato (Reacgéo, Figura 3.9) e frutose-
6-fosfato (F6P, Figura 3.9) serem as mesmas, as coloracdes apresentadas apls a
adicdo do reagente de Seliwanoff foram significativamente distintas, o que pode ser
atribuido a ndo conversao total da D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato pela
XccPMI_C, uma vez que o equilibrio quimico entre os dois monossacarideos deve ter
sido atingido.

Embora a XccPMI_C tenha apresentado a atividade enzimatica esperada, a
sua instabilidade dificultou a sua utilizacdo downstream, como as tentativas de
cristalizacdo. Tal proteina apresentou perda de atividade apos 24 horas a 4 °C e,
também, depois de um ciclo de congelamento-descongelamento.

Sob as mesmas condi¢cdes testadas no ensaio anterior, a fosfomanose
isomerase fusionada a GST (XccGST_PMI) foi testada quanto a atividade enzimatica

de converséo de D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato (Figura 3.10).
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Branco Reacao F6P

Figura 3.10 Avaliagdo da atividade enzimatica da XccGST_PMI. A XccGST_PMI purificada também foi
submetida ao teste qualitativo de atividade enzimatica utilizando o reagente de Seliwanoff. Branco |
Composto por 0,1 M de D-manose-6-fosfato, tampéo e o reagente de Seliwanoff. Reacédo | Reacao
contendo 0,1 M de D-manose-6-fosfato, XccGST_PMI (0,3 mg/ml) em tamp&o e o reagente de
Seliwanoff. F6P | Controle positivo contendo 0,1 M de D-frutose-6-fosfato, tampéo e o reagente de
Seliwanoff. A coloracdo vermelho-amarronzada no tubo “Reag&o” permitiu a conclusdo de que a
XccGST_PMI também possui a atividade catalitica predita de conversdo de D-manose-6-fosfato em D-
frutose-6-fosfato. Todos os tampd@es utilizados foram constituidos de 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM
NaCl. Fonte: préprio autor.

Assim como a XccPMI_C (fosfomanose isomerase fusionada a cauda de
histidinas na regido C-terminal), a XccGST_PMI também apresentou a atividade
catalitica predita, sendo capaz de converter D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-
fosfato.

Dessa forma, tal construcdo foi capaz de sobrepujar a inconveniéncia da
instabilidade apresentada pela proteina XccPMI_C, uma vez que permaneceu estavel
e com atividade enziméatica apods dez dias de armazenamento a 4 °C e, também, apés
ciclos de congelamento-descongelamento.

De modo semelhante aos ensaios anteriores, a xilose isomerase recombinante
(XceXl) também teve as suas atividades enzimaticas preditas avaliadas. Assim, o
ensaio de expressao heteréloga foi repetido e a purificacdo compreendeu a passagem
da fracdo soluvel do lisado celular seguida de uma Unica lavagem com tampéao
contendo imidazol 25 mM e a eluicdo com tampéo contendo imidazol 500 mM. Apoés
a eluicao, foi realizada dialise contra tampao 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM Nacl,

para a retirada do imidazol do eluato.
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Primeiramente, foi testada a atividade catalitica de conversédo de D-xilose em
D-xilulose, utilizando o reagente de Seliwanoff. Para isso, apos dialisada, a xilose
iIsomerase recombinante purificada foi utilizada em trés diferentes concentragdes
(0,25 mg.ml%, 0,15 mg.mlt e 0,05 mg.mlt) em reacdes contendo 0,1 M de D-xilose.

Para a deteccdo da D-xilulose produzida pela enzima, adicionou-se 1 ml do
reagente de Seliwanoff, sendo constatada a formacdo de um composto coloracao
amarelo-esverdeada. Como controle positivo para o reagente de Seliwanoff, foi
utilizada D-frutose 0,1 M (Figura 3.11).

Apesar do teste ter sido conduzido de maneira qualitativa, a utilizacdo de
diferentes concentracdes da proteina recombinante permitiu a verificacdo da relacéo
diretamente proporcional (e esperada) entre a concentragdo da enzima e a
intensidade da coloracao exibida.

B 5x 3x 1x F

Figura 3.11 Avaliacao da atividade enzimética da XccXI. B | Branco contendo tampao e reagente de
Seliwanoff. 5x | Tubo contendo Xl (0,25 mg.ml?), D-xilose 0,1 M e reagente de Seliwanoff. 3x | Tubo
contendo XI (0,15 mg.ml1), D-xilose 0,1 M e reagente de Seliwanoff. 1x | Tubo contendo XI (0,05 mg.ml-
1), D-xilose 0,1 M e reagente de Seliwanoff. F | Tubo utilizado como controle positivo, composto de D-
frutose 0,1 M, tampéo e reagente de Seliwanoff. A coloracdo amarelo-esverdeada observada nos tubos
5x, 3x e 1x, cujas intensidades sdo diretamente proporcionais as quantidades de enzima utilizadas
permite a inferéncia de que a Xl recombinante apresentou sua atividade predita de converséo de D-
xilose em D-xilulose. Todos os tampdes utilizados eram compostos de 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100
mM NaCl. Experimento realizado durante a co-orientagdo da aluna Nicole Castro Silva Nicolela. Fonte:
proprio autor.

A avaliacdo da atividade de converséo de D-frutose a D-glicose catalisada pela
enzima Xl foi realizada por meio da deteccéo de D-glicose (método de GOD-Trinder)
formada ap6s a incubacdo por 2 e 3 horas da enzima (em trés diferentes
concentragdes) juntamente com 0 seu substrato D-frutose, a temperatura de 25°C
(Figura 3.12).

A comparagdo entre as médias obtidas de cada ensaio com as diferentes

concentracdes de enzima nos distintos intervalos de tempo permitiu a constatacao de
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que, ao estender o tempo de reacdo, obtém-se um aumento da absorbancia nas
reacoes e, portanto, aumento da presenca de D-glicose em solucao, resultante da
acao da XccXIl sobre a D-frutose.

Além disso, foi possivel verificar que quanto maior a concentracdo da enzima,
maior a quantidade de D-glicose formada. Tais dados confirmam a existéncia da

atividade de conversao de D-frutose em D-glicose da XccXI recombinante.
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Figura 3.12 Avaliacdo da atividade enziméatica da XccXI. Foi avaliada a atividade enzimatica da XccXI|
recombinante purificada na conversdo de D-frutose em D-glicose. Para isso, foi utilizado um kit de
deteccdo de D-glicose e trés ensaios com diferentes concentracdes da enzima foram realizados. As
concentragdes de enzima utilizadas (em ug.ml1) foram 20, 60 e 100. Verificou-se que a absorbancia
em 490 nm nas reacgdes teve um aumento em funcdo do tempo e da concentracdo de XccXIl adotados.
O grafico mostra as médias das medidas realizadas em ftriplicata, a 25 °C, apdés duas e trés horas de
reacdo. Experimento realizado durante a co-orientacéo da aluna Nicole Castro Silva Nicolela. Fonte:
préprio autor.

3.4 Delecéo génica
3.4.1 Construcéo dos vetores de delecao

As regides de 1 kb que flangueiam os genes-alvo foram amplificadas por PCR
usando o DNA de Xcc como molde e os pares de oligonucleotideos mostrados nas
Tabelas 2.2 e 2.3, sob as condi¢des exibidas na Tabela 2.5. Os produtos de PCR
foram clonados no vetor de propagacéo pJET 1.2 e sequenciados, apresentando
100% de identidade com as sequéncias dos fragmentos génicos de interesse

presentes no GenBank®.
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Para cada vetor de delecéo, os fragmentos génicos referentes as regides de 1
kb upstream e downstream aos genes-alvo foram excisados dos vetores de
propagacéo e clonados sequencialmente in tandem no vetor de delecdo pNPTS138,
entre os sitios de restricdo Hindlll e Nhel para o gene xanB (Figura 3.13A) e entre 0s
sitios de restricdo Hindlll e Sall para o gene xylA2 (Figura 3.14A). A analise de
restricdo dos vetores de delecédo confirmou os resultados esperados (Figuras 3.13B e
3.14B).

A yN PTS1 38_xani(
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Figura 3.13 Andlise de restricdo do vetor de delecdo pNPTS138 xanB. DNA plasmidial do vetor de
delecdo do gene xanB foi submetido a diversas digestdes com as endonucleases utilizadas para a sua
construcdo e analisado em eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. Painel A | Representacao grafica
de um segmento do vetor de delecado pNPTS138_xanB. Painel B | Analise de restricdo do vetor de
delecdo pNPTS138_xanB. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | pNPTS138_xanB digerido somente com EcoRI. 2 | pNPTS138_xanB digerido com
Hindlll e EcoRI. 3 | pNPTS138_xanB digerido com EcoRI e Nhel. 4 | pNPTS138_xanB digerido com
Hindlll e Nhel. 5 | pNPTS138_xanB digerido com Hindlll, EcoRI e Nhel. Tamanhos de bandas do
padrdo estao indicados. Fonte: proprio autor.
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Figura 3.14 Andlise de restricdo do vetor de delecdo pNPTS138_ xylA. DNA plasmidial do vetor de
delecéo do gene que codifica a Xl foi submetido a diversas digestdes com as endonucleases utilizadas
em seu desenho e analisado em eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. Painel A | Representacéo
gréafica de um segmento do vetor de delecdo pNPTS138_xylA. Painel B | Andlise de restricdo do vetor
de delecdo. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 1 |
pNPTS138_xylA digerido com Hindlll e BamHI. 2 | pNPTS138_xylA digerido com BamHI e Sall. 3 |
pNPTS138_xylA digerido com Hindlll e Sall. 4 | pNPTS138_xylA digerido com Hindlll, BamHI e Sall.
Tamanhos de bandas do padréo estéo indicados. Fonte: proprio autor.

Assim, em termos de organizagcdo génica, o0s vetores de delecdo séo
semelhantes ao genoma de Xcc, exceto pela substituicdo dos genes-alvo pelo sitio de

restricdo de uma enzima: EcoRI para xanB e BamHI para xylA2.

3.4.2 Confirmacéo das dele¢cdes génicas

Os vetores de delecéo foram utilizados para transformacéo de células de Xcc
eletrocompetentes por eletroporacéo, seguida de plaqueamento em &gar-LB contendo
canamicina. Em seguida, col6nias transformantes foram cultivadas por varias
geracdes na auséncia de antibidticos para permitir os eventos de recombinacao
homologa.

Apos isso, esse cultivo foi estriado em placas contendo sacarose, o0 que permite
a selecdo de possiveis mutantes de delecéo, pois o vetor pNPTS138 carrega um gene
denominado sacB, o qual codifica para a enzima levansucrase, que converte a
sacarose em um composto toxico para a bactéria (BRAMUCCI; NAGARAJAN, 1996).
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Colbnias crescidas em meio de cultura contendo sacarose (0 que indica cura
plasmidial) foram avaliadas quanto a delec&o génica por meio de PCR de colbnia, em
reacOes utilizando os oligonucleotideos KO_PMI_FW e KO_PMI_RV (para o gene
xanB) e KO_XI_FW e KO_XI_RV (para o gene xylA), os quais hibridizam nas regides
adjacentes as regides flanqueadoras dos genes-alvo.

Desse modo, é possivel distinguir colonias selvagens de mutantes de delecéao
pelo tamanho dos produtos de PCR: para o gene xanB, colbnias selvagens resultam
em produtos de PCR de 3,404 kb de tamanho (1 kb da regido upstream + 1,404 kb da
regido codificante do gene xanB + 1 kb da regido downstream); colénias mutantes
resultam em produtos de PCR com 2 kb de tamanho (1 kb da regido upstream + 1 kb
da regiao downstream).

Ja para o gene xylA2, colénias selvagens resultam em produtos de PCR de
3,338 kb de tamanho (1 kb da regido upstream + 1,338 kb da regido codificante do
gene xylA2 + 1 kb da regido downstream); colénias mutantes resultam em produtos
de PCR com 2 kb de tamanho (1 kb da regido upstream + 1 kb da regido downstream).

A analise dos produtos de PCR (Figuras 3.15 e 3.16) permite concluir que as
delecdes dos genes que codificam a PMI e a Xl foram realizadas com sucesso,
resultando nas linhagens denominadas XccAxanB e XccAxylA2.

Objetivando uma certificacdo adicional de que os produtos de PCR resultantes
das reacdes utilizando DNA gendémico de XccAxanB e XccAxylA2 como moldes se
referem as regides cromossOémicas de interesse, tais produtos foram digeridos com as
enzimas de restricdo cujos sitios de restricdo foram inseridos apds dupla
recombinacdo homoéloga (EcoRI para o gene xanB e BamHI para o gene xylA2).

Além disso, a auséncia de produtos de PCR em reac¢fes cujos moldes foram
0s proprios vetores de delecdo confirma que os oligonucleotideos utilizados néo

hibridizam nestes vetores.
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Figura 3.15 Confirmagé&o da dele¢é@o do gene xanB por PCR. Andlise dos produtos de PCR resultantes
das reacdes utilizando oligonucleotideos que hibridizam em regides externas as regifes upstream e
downstream de 1 kb ao gene xanB, com DNA molde de col6nias de Xcc selvagem, XccAxanB e o vetor
de delecdo pNPTS138_xanB. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas); 1 | Produto de PCR utilizando Xcc selvagem como molde. 2 | Produto de PCR utilizando
XccAxanB como molde. 3 | Produto de PCR utilizando XccAxanB como molde, digerido com a
endonuclease EcoRI. 4 | Produto de PCR utilizando o vetor pNPTS138_xanB como molde. As bandas
relevantes do padréo de tamanho molecular estéo indicadas. Fonte: préprio autor.

M 1 2 3 4

4000 pb—
3000 pb—_

2000 pb——
1500 pb——

1000 pb——

Figura 3.16 Confirmacédo da delecdo do gene xylA2 por PCR. Analise dos produtos de PCR resultantes
das reacdes utilizando oligonucleotideos que hibridizam em regifes externas as regides upstream e
downstream de 1 kb ao gene xylA2, com DNA molde de coldnias de Xcc selvagem, XccAxylA2 e o vetor
de delecdo pNPTS138 xylA. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | Produto de PCR utilizando Xcc selvagem como molde. 2 | Produto de PCR utilizando
XccAxylA2 como molde. 3 | Produto de PCR utilizando XccAxylA2 como molde, digerido com a
endonuclease BamHI. 4 | Produto de PCR utilizando o vetor pNPTS138_xylA como molde. As bandas
relevantes do padrao de tamanho molecular estdo indicadas. Fonte: préprio autor.
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3.4.3 XccAxanB € incapaz de sintetizar a PMI

Como uma certificagao adicional da delecdo do gene xanB, o extrato total de
proteinas de XccAxanB, ap0s crescimento em meio indutor de patogenicidade XAM-
M, foi avaliado quanto a presenca da PMI por Western blot, utilizando como controles
0 extrato total de proteinas de Xcc, além da proteina recombinante XccPMI (Figura
3.17).

XccAxanB XccPMI Xcc

Figura 3.17 Confirmacéo da deplecéo da sintese da PMI por Western blot. Os extratos proteicos totais
das linhagens Xcc e XccAxanB cultivadas em meio XAM-M foram avaliados acerca da presenca da
proteina PMI por Western blot. No ensaio, a proteina recombinante XccPMI foi utilizada como controle
positivo. Fonte: préprio autor.

A auséncia de bandas na revelacdo do Western blot obtida para a linhagem
XccAxanB corrobora a delecdo do gene xanB. Para Xcc, foi possivel observar que a
proteina PMI é produzida em meio indutor de patogenicidade, XAM-M. A presenca de
banda fortemente marcada para a proteina recombinante assegura a funcionalidade

do sistema de avaliacdo da expresséo génica baseado em Western blot.
3.5 Complementacéo génica utilizando o vetor pLALG6
3.5.1 Construcéo do vetor pLAL6_CxanB

Os clones de propagacgédo referentes as regides promotora e codificante do
gene xanB foram digeridos com suas endonucleases especificas, purificados do gel
por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8% e quantificados por espectrometria a
260 nm.

Em seguida, os dois fragmentos foram clonados in tandem no vetor de
complementacdo pLAL6 (LACERDA et al., 2017), gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Henrique Ferreira (UNESP — Rio Claro), resultando no vetor de complementacao
denominado pLAL6_xanB.

A andlise de restricdo do vetor pLAL6_ xanB mostra que o plasmideo foi
construido a contento (Figura 3.18).
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Figura 3.18 Analise de restricdo do vetor de complementacao pLAL6_xanB. DNA plasmidial do vetor
de complementagdo pLAL6_CxanB foi digerido com endonucleases utilizadas em sua construcéo e
analisado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. M | Padrao de tamanho molecular EZ Load™
1 kb Molecular Ruler (Bio-Rad). 1 | pLAL6_xanB digerido com EcoRI e Xhol, excisando o fragmento
referente a regido predita como promotora do gene-alvo (390 pb). 2 | pLAL6_xanB digerido com EcoRI
e Xbal, excisando a construcao integral, ou seja, regido promotora in tandem com a regiao codificante
do gene xanB, resultando em um fragmento de 1794 pb. Tamanhos de bandas do padrdo estdo
indicados. Fonte: préprio autor.

3.5.2 Screening de possiveis complementantes

ApoOs a confirmacao da sua construcao, o vetor pLAL_xanB foi quantificado e
utilizado para transformacdo de células de XccAxanB eletrocompetentes por
eletroporacdo, seguida do plagueamento em agar-LB contendo gentamicina e amido
1% (m/v).

Uma vez que o vetor foi projetado para permitir a sua integragcao no gene que
codifica a a-amilase, o sucesso da transformacao implicaria na incapacidade do
transformante em degradar amido, cuja avaliacao foi feita pelo contato de vapor de
iodo com as placas de transformantes.

Como o iodo (I2) possui a capacidade de interagir com as cadeias de amilose
do amido formando um complexo de coloracdo azul intensa (FUWA, 1954), foi
possivel constatar que as colbnias transformantes obtidas ndo tinham o vetor
pLAL6_xanB integrado no gene que codifica a a-amilase, pois foi observado um halo

de degradacgao de amido ao redor de tais colbnias (Figura 3.19).
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Figura 3.19 Screening das colbnias transformantes quanto a capacidade de degradar amido. Células
de XccAxanB eletrocompetentes foram eletrotransformadas com o vetor de complementagao
pLAL6_CxanB, plaqueadas em &gar-LB contendo gentamicina, sendo repicadas individualmente em
meio contendo gentamicina e amido 1% e, em seguida, realizada sublima¢&o com iodo (I2). De acordo
com o esperado, coldnias de Xcc selvagem (WT) degradaram amido e apresentaram um halo resultante
na auséncia de iodo, ou seja, degradacdo de amido. Entretanto, as possiveis col6nias
complementantes também apresentaram o mesmo halo, indicando que a integracdo do vetor de
complementacdo n&o ocorreu na regido esperada do genoma e, consequentemente, a
complementacéo nao ocorreu como o planejado. Fonte: préprio autor.

E possivel que a integracdo do vetor tenha ocorrido em outros locais do genoma
bacteriano, uma vez que o pLAL6 xanB apresenta, além da regido codificante do
gene xanB, a sua regido promotora predita, a qual pode ter permitido uma
recombinacdo homéloga com o cromossomo bacteriano, o que nao foi testado.

Dessa forma, ap0s dezenas de tentativas sem sucesso de transformacédo da
linhagem mutante XccAxanB com o pLALG_xanB, tal vetor foi desconsiderado para a

construcdo da linhagem complementante.
3.6 Complementacéo génica utilizando o vetor pNPTS138
3.6.1 Construcéo do vetor pNPTS_CxanB
Para a construcdo do vetor de complementacdo do gene xanB

(PNPTS138_CxanB), a regido codificante do gene xanB foi clonada no vetor de
delecdo pNPTS xanB no sitio de restricdo para a enzima EcoRIl. Dessa forma, a



88

regido codificante foi inserida entre as regides de 1 kb upstream e 1 kb downstream
do vetor de delecéo (Figura 3.20).

A clonagem da regido codificante do gene xanB no vetor de delecao
pNPTS_xanB para construir o vetor de complementacdo pNPTS_CxanB requereu
uma confirmacdo da orientacdo de tal sequéncia no vetor, uma vez que o inserto
apresentava o mesmo sitio de restricdo em ambas as extremidades.

Para isso, foram utilizados dois pares de oligonucleotideos Up_PMI_FW-
pPNPTS_cPMI_RV e Up_PMI_FW-pNPTS_cPMI_FW em PCR utilizando o vetor de
complementacdo pNPTS_CxanB como DNA molde, o que permitiu a confirmacéo da

correta orientacdo da clonagem do gene xanB (Figura 3.20).

M 2 3

7000 pb

1500 pb

L )

1 Kb Upstream xanB (1,4 kb) 1 Kb Downstream

pNPTS_cPMI_RV

Figura 3.20 Construgdo do vetor de complementacdo pNPTS_CxanB e confirmagdo da orientacao da
clonagem do gene xanB. A confirmacdo da constru¢@o do vetor de complementacdo pNPTS_CxanB
foi realizada por digestdo com endonuclease, seguida pela andlise por eletroforese em gel de TAE
agarose 0,8%. No painel superior: M | Padrédo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | pPNPTS_CxanB digerido com a enzima de restricdo EcoRI. O padréo de digestdo do
vetor mostra que a montagem do vetor foi realizada com sucesso, uma vez que a regido codificante
apresenta 1404 pb, um tamanho compativel com o observado no gel. 2 | Produto de PCR utilizando o
par de oligonucleotideos Up_PMI_FW-pNPTS_cPMI_RV e o vetor pNPTS_CxanB como molde. 3 |
Produto de PCR utilizando o par de oligonucleotideos Up_PMI_FW-pNPTS_PMI_FW e o vetor
pNPTS_CxanB como molde. A observacdo de uma banda na altura de 2,4 kb na coluna 2 e a
inexisténcia de bandas na coluna 3 comprova que a orienta¢cdo da clonagem da regido codificante do
gene xanB no vetor de complementagdo € a esperada. No painel inferior esta representada a
organizacdo gendmica da regido do gene xanB, bem como os oligonucleotideos utilizados na PCR de
confirmacéo da orientacédo da clonagem. Fonte: préprio autor.
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3.6.2 Confirmacdo da complementacado génica

A linhagem XccAxanB (mutante deletada no gene que codifica a PMI) foi
transformada com o plasmideo de complementacdo pNPTS_CxanB por eletroporacéo
e plaqueada em LB contendo canamicina. Apos isso, foram seguidos os passos de
selecéo de duplos recombinantes entre o plasmideo e o genoma, utilizando o mesmo
meétodo da delecdo génica.

Ao final, colénias foram testadas por PCR utilizando os oligonucleotideos
KO_PMI_FW e KO-PMI_RV, os quais hibridizam nas regifes adjacentes as regides
flanqueadoras do gene-alvo para a confirmacédo da complementacdo génica (Figura

3.21), sendo a linhagem complementante denominada XccACxanB.

4000 pb
3000 pb

1500 pb

1000 pb

Figura 3.21 Confirmagao da complementac&o génica do mutante XccAxanB. Andlise dos produtos de
PCR resultantes das reac¢fes utilizando oligonucleotideos que hibridizam em regifes externas as
regibes upstream e downstream de 1 kb ao gene xanB, com DNA gendmico de Xcc selvagem e
XccACxanB como molde. M | Padrao de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas); 1 | Produto de PCR utilizando Xcc selvagem como molde. 2 | Produto de PCR utilizando
Xcc selvagem como molde, digerido com a enzima EcoRI. 3 | Produto de PCR utilizando XccACxanB
como molde. 4 | Produto de PCR utilizando XccACxanB como molde, digerido com a enzima EcoRI. A
restricdo por EcoRI do fragmento amplificado ocorreu para XccACxanB e néo para Xcc, conforme
esperado, resultando em duas bandas (um fragmento de 1,4 kb e dois fragmentos de 1 kb), o que &
compativel com o tamanho de xanB e das duas regides flanqueadoras. As bandas relevantes do padrao
de tamanho molecular estdo indicadas. Fonte: proprio autor.

Esta estratégia permitiu a diferenciacdo das colonias selvagens das

complementantes pois, apesar de os produtos de PCR de ambas as linhagens
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apresentarem 3,4 kb de tamanho, apenas o produto de PCR da linhagem
complementante XccACxanB pode ser digerido com a enzima EcoRl, resultando em
trés fragmentos: a regido codificante do gene xanB, cujo tamanho é 1,4 kb e as regides
flanqueadoras ao gene-alvo, as quais apresentam 1 kb de tamanho cada.

Dessa forma, foi possivel distinguir as colbnias selvagens das coldnias
complementantes, confirmando a complementacéo génica de uma linhagem de Xcc
deletada utilizando o vetor pNPTS138, uma estratégia inédita na literatura para esta

espécie.

3.7 Caracterizacao fenotipica das linhagens mutantes e complementante

3.7.1 Delecéo de xanB néo afeta o perfil de crescimento

As linhagens Xcc e XccAxanB foram cultivadas em meio XAM-M e tiveram suas

densidades Opticas em 595 nm mensuradas para a comparacdo dos perfis de
crescimento (Figura 3.22).
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Figura 3.22 Curva de crescimento das linhagens Xcc e XccAxanB. As linhagens Xcc e XccAxanB foram
avaliadas e comparadas quanto aos perfis de suas curvas de crescimento em meio XAM-M, indutor de
patogenicidade. Barras de erro indicam o desvio-padrao de triplicatas biologicas. Fonte: préprio autor.
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A analise das curvas de crescimento de Xcc e XccAxanB permite concluir que
a delecdo do gene xanB ndo comprometeu a capacidade de crescimento da linhagem
mutante e, além disso, que o padrdo de crescimento foi semelhante entre as duas

linhagens.

3.7.2 xanB é essencial para a patogenicidade de Xcc

As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram avaliadas quanto a
patogenicidade e viruléncia em plantas de Citrus aurantifolia por meio de duas
metodologias distintas — aspersédo e infiltracdo. Para ambos os experimentos, as
linhagens foram cultivadas em caldo LB e ressuspendidas em solucao salina (0,9%
de NaCl) de modo que a concentracéo final ficasse em 106 UFC.ml2.

No ensaio de aspersdo, 10 ml de cada suspensao bacteriana e de solucéao
salina, para o controle positivo, foram pulverizados com o uso de um borrifador
doméstico estéril em quadruplicata de plantas. As folhas foram registradas
digitalmente apds 28 dias da asperséo (Figura 3.23).
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Figura 3.23 Ensaio de patogenicidade in vivo por aspersao de Xcc, XccAxanB e XccACxanB em Citrus
aurantifolia. Plantas de Citrus aurantifolia foram utlizadas para avaliagdo comparativa da
patogenicidade e viruléncia de Xcc, XccAxanB e XccACxanB. Foram pulverizados 10 ml de cada cultivo
bacteriano e 0 mesmo volume de solugéo salina (controle negativo) em quadruplicatas de plantas. Apés
serem destacadas das plantas, as folhas foram fotografadas no vigésimo oitavo dia apés a aspersao.
Fonte: préprio autor.
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Para o ensaio de infiltracdo, as linhagens ou a solugcdo salina (controle
negativo) foram infiltradas na superficie abaxial de folhas de quatro plantas, de forma
que todas as plantas receberam os quatro tratamentos diferentes, de forma a
minimizar o efeito do hospedeiro sobre os resultados, quando da comparagéo entre
os fendtipos apresentados. Apods vinte dias das infiltracbes, as folhas foram
destacadas e registradas digitalmente para comparacéo da infeccao (Figura 3.24).

Os ensaios de asperséao e infiltracdo apresentaram um padrdo fenotipico em
relagdo aos sintomas de cancro citrico observados, a partir do qual foi possivel
constatar que a delecdo do gene xanB fez com que a bactéria perdesse a
patogenicidade. Além disso, a reversdo do fendtipo observada nos ensaios com a
linhagem complementante XccACxanB corrobora a hipotese de que o gene xanB é
essencial para a patogenicidade de Xcc.

Comparando-se os fenotipos apresentados pelas linhagens selvagem (Xcc) e
complementante (XccACxanB), observou-se semelhangca nos graus de
encharcamento e necrose do tecido vegetal, além da mesma frequéncia e intensidade
das pustulas acastanhadas, sintomas caracteristicos do cancro citrico.

Embora sejam necessarios estudos posteriores para a elucidacédo dos efeitos
da delecdo na expressao de fatores de viruléncia, a presente constatacdo de que o
gene xanB é essencial para a patogenicidade de Xcc possibilita a futura prospecc¢ao
de ferramentas biotecnoldgicas de controle e cura para doenca, por meio da utilizacédo
de inibidores da PMI e, também, do desenvolvimento de cultivares citricas que

neutralizem a acao de tal proteina no processo infeccioso.
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Figura 3.24 Ensaio de patogenicidade in vivo por infiltracao de Xcc, XccAxanB e XccACxanB em Citrus
aurantifolia. Plantas de Citrus aurantifolia foram utlizadas para avaliagdo comparativa da
patogenicidade e viruléncia de Xcc, XccAxanB e XccACxanB. Para cada uma das condigbes foram
infiltradas quatro folhas de ramos independentes, atentando-se para que todas as plantas tivessem
folhas infiltradas com as trés linhagens bacterianas e o controle negativo com solu¢éo salina (0,9% de
NaCl). As fotografias foram obtidas no vigésimo dia apés a infiltracdo. Fonte: préprio autor.
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3.7.3 xanB esta envolvido na motilidade, formacdo de biofilme e resisténcia a

radiacao UV

A capacidade de motilidade foi avaliada nas linhagens Xcc, XccAxanB e
XccACxanB (Figura 3.25), segundo metodologia padronizada por (MALAMUD et al.,
2011). Resumidamente, as linhagens foram cultivadas até que atingissem a DOsg5 nm
igual a 0,3 e 3 pl destes cultivos foram pipetados no centro das placas de Petri com
LB 0,7%.

O diametro das coldnias de Xcc, XccAxanB e XccACxanB foide 2,703 £ 0,016,
1,05 + 0,02 e 2,716 + 0,093 cm, respectivamente. Assim, em média a linhagem
XccAxanB apresentou motilidade 61,15% e 61,34 % inferior as linhagem selvagem Xcc
e complementante XccACxanB, respectivamente, indicando que o gene xanB esta
relacionado a esta importante caracteristica do processo infeccioso.

Em Stenotrophomonas maltophilia, a mutacdo do gene xanB utilizando um
transposon comprometeu a motilidade bacteriana, o que pode ser atribuido a
constatacdo da auséncia do flagelo polar nas células mutantes (HUANG; SOMERS;
WONG, 2006).

A reducéo da motilidade pode ter contribuido para a perda de patogenicidade
de XccAxanB (Figuras 3.23 e 3.24). Os fitopatdogenos utilizam mecanismos de
motilidade para atingirem superficies ricas em nutrientes e os tecidos vegetais.
Especificamente para Xcc, a motilidade esta relacionada ao seu unico flagelo polar,
gue a permite deslizar no ambiente epifitico e, também no apoplasto (GRAHAM et al.,
2004; HARSHEY, 2003).
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Figura 3.25 Ensaio de motilidade. As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram avaliadas quanto
a motilidade segundo metodologia padronizada por Malamud e colaboradores (2011). As linhagens
foram cultivadas até que atingissem DOsgs nm igual a 0,3. Trés pl de cada cultivo foram pipetados no
centro das placas de Petri de 5,1 cm de didmetro com agar-LB 0,7%. Apos isso, as placas foram
incubadas a 30 °C por 48 horas sem agitacdo e registradas digitalmente (Painel superior). O didametro
das colbnias obtidas foi mensurado utilizando o software ImageJ e a média das medidas esta
apresentada no painel inferior. Barras de erro indicam o desvio-padrdo absoluto de cada uma das
triplicatas. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel de confianca de
95% por meio do software Minitab (15.2). Fonte: préprio autor.
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O envolvimento da PMI na sintese de GDP-D-manose, um precursor nas vias
de producao de lipopolissacarideos (LPS), também pode contribuir no entendimento
da diminuicdo da motilidade de XccAxanB. Em Xcc, a disrupgdo do gene wxacO,
participante da sintese de LPS, afetou negativamente a motilidade do fitopatogeno (LI,
WANG, 2011a).

Assim, embora seja necessaria a comprovagao de que XccAxanB apresenta
defectividade na producado de LPS e na formacao do flagelo polar, é possivel sugerir
gue a reducéo de motilidade tenha relacdo com esses dois componentes atuantes na
patogénese do cancro citrico.

A formacéo de biofilme é uma capacidade que boa parte das bactérias tem de
formar agregados em matrizes que permitem adesao a superficies, possibilitando um
modo de vida dindmico as populac¢des bacterianas (FLEMMING; WINGENDER,
2010).

As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram avaliadas quanto a formagéao
de biofilme ao longo de 24, 48 e 72 horas, segundo metodologia padronizada por
O'Toole e Kolter (1998). Apds 24 horas, a linhagem XccAxanB apresentou formagao
de biofilme consideravelmente superior as linhagens selvagem Xcc e complementante
XccACxanB. Em Photorhabdus luminescens, a PMI foi relacionada somente ao
estagio de maturacdo do biofilme, e ndo ao estagio inicial do seu desenvolvimento
(AMOS et al., 2011).

Em 48 e 72 horas houve uma inversdo significativa desse padrdo, com a
linhagem XccAxanB apresentando formagao de biofilme 4,5 e 14,5 vezes menor (48
e 72 horas, respectivamente) em relacdo a linhagem selvagem Xcc (Figura 3.26).

Importante ressaltar que o comportamento da linhagem complementante
XccACxanB foi extremamente semelhante ao de Xcc, indicando que os efeitos
depletivos da formagéo de biofilme em XccAxanB apds 48 e 72 horas parecem ser,

de fato, decorrentes da delecdo do gene xanB.
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Figura 3.26 Ensaio de formacédo de biofime. As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram
avaliadas quanto a formagao de biofilme segundo metodologia padronizada por O’Toole e Kolter (1998).
Os resultados estdo apresentados como a média da razdo entre a absorbéancia de cristal violeta em
595 nm e a densidade Optica de cada cultivo bacteriano imediatamente antes da mensuragdo da
formacéo de biofilme (Asgs nm/DO 595 nm). As medidas foram auferidas em 24, 48 e 72 horas. Barras de
erro indicam o desvio-padrdo absoluto de cada uma das sextuplicatas. Fonte: préprio autor.

Li e Wang (2011b) utilizaram uma abordagem de mutagénese em larga escala
por meio de transposons e identificaram 92 genes de Xcc relacionados a formacao de
biofilme, dentre os quais esta incluido xanB, o que reforca os dados aqui obtidos
utilizando uma metodologia diferente para a mutagcéo do gene-alvo.

O processo de formacao e maturacdo dos biofilmes tem a participacdo de EPS
e LPS, substancias poliméricas que atuam na coesdo das células e, também, na
comunicacao intercelular (DONLAN, 2002).

Especificamente para Xcc, estudos recentes tém demonstrado que a motilidade
e a adesdo sdo caracteristicas necessarias aos estagios iniciais da formacao de
biofilme, enquanto maturacdo do biofiime depende de LPS e EPS, como a goma
xantana (LI; WANG, 2011a, 2011b). Portanto, a participacdo do gene xanB nas vias
de biossintese de LPS e EPS também pode explicar, em parte, o fenétipo apresentado
pela linhagem mutante deletada no referido gene.

Ademais, a formacdo de biofilme atua como uma estratégia para a

sobrevivéncia epifitica de Xcc (RIGANO et al., 2007), e a reducédo na formacéo de



99

biofilme apresentada por XccAxanB pode explicar a perda de patogenicidade desta
linhagem apds a delecao do gene xanB.

Os biofilmes atuam efetivamente na protecdo contra estresses ambientais,
como aresisténcia a radiacdo ultravioleta, e também na defesa contra os mecanismos
responsivos do hospedeiro (KARATAN; WATNICK, 2009).

Complementarmente, as linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram
avaliadas quanto a resisténcia a radiacdo ultravioleta (UV). Para isso, as linhagens
foram cultivadas até que atingissem a mesma densidade celular e foram expostas a
luz ultravioleta por 15 minutos a 60 cm da fonte de luz. A porcentagem de
sobrevivéncia de cada linhagem foi calculada em triplicata (Figura 3.27).

A linhagem XccAxanB apresentou uma sobrevivéncia trés vezes menor do que
a linhagem selvagem Xcc, um fenédtipo que foi restaurado pela complementagéo
génica.

A maior suscetibilidade de XccAxanB a radiagao ultravioleta pode ser explicada
pela atuacdo da PMI na via de biossintese de xantana, uma vez que esse EPS tem
sido relacionado a resisténcia a diversos estresses ambientais, incluindo a exposicao
a radiacdo UV (MEYER; BOGDANOVE, 2009).
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Figura 3.27 Ensaio de resisténcia a radiacdo ultravioleta. As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB
foram avaliadas quanto a sobrevivéncia apés exposicao a radiacdo ultravioleta por 15 minutos a uma
distdncia de 60 cm da fonte de luz. Os resultados estdo apresentados em porcentagem de
sobrevivéncia (% de sobrevivéncia), a qual foi calculada a partir dos controles de cada linhagem
bacteriana ndo exposta a radiacao ultravioleta. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste
de Tukey, com nivel de confianga de 95% por meio do software Minitab (15.2). Fonte: proprio autor.
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3.7.4 A delecado do gene xylA2 aumenta a viruléncia de Xcc

A linhagem mutante XccAxylA2, juntamente com Xcc, foi avaliada quanto a
patogenicidade e viruléncia em Citrus aurantifolia. Resumidamente, as linhagens
foram cultivadas em caldo LB e infiltradas na superficie abaxial das folhas na
concentragdo de 10° UFC.ml?, utilizando quatro plantas, nas quais todos os
tratamentos foram testados, a fim de minimizar a variagdo biolégica da resposta de
defesa do hospedeiro. Vinte dias apos a infiltracdo, as folhas foram destacadas das
plantas e registradas digitalmente para comparacao da infeccéo (Figura 3.28).

Para permitir uma avaliacdo minuciosa e integral do envolvimento da xilose
iIsomerase no processo infeccioso de Xcc, foram avaliadas outras duas linhagens
mutantes adicionais, uma mutante deletada na ORF XAC1776 (XccAxylA1) e outra
deletada nas duas ORF codificantes de xilose isomerase (XccAxylA1xylA2), ou seja,
um duplo mutante (PRIETO, 2019, dados nao publicados).

O grau de intensidade dos sintomas apresentados pelas folhas infectadas pelas
diferentes linhagens testadas foi visualmente diferente. Como esperado, a infiltracao
com solucao salina (NaCl a 0,9%) nédo resultou no desenvolvimento de sintomas,
mostrando que as plantas utilizadas ndo estavam infectadas anteriormente (Figura
3.28). Para a linhagem selvagem Xcc (Figura 3.28), os sintomas foram caracteristicos
do cancro citrico, com alto grau de encharcamento e clorose, presenca de pustulas
(principalmente na superficie abaxial) e algumas é&reas de tecido necrotico
(GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002).

Nas folhas infiltradas com XccAxylAl (PRIETO, 2019, comunicacéo pessoal),
houve um desenvolvimento acentuado dos sintomas, principalmente devido ao
aparecimento de regibes mais necroticas quando comparadas ao tipo selvagem,
sugerindo que essa delecdo implica em aumento da viruléncia de Xcc.

Tanto o XccAxylA2 (Figura 3.28) quanto o XccAxylAlxylA2 (duplo mutante,
resultados ndo mostrados) apresentaram sintomas semelhantes, que foram
consideravelmente mais intensos quando comparados a linhagem selvagem e
também a XccAxylAl. Quando as folhas foram infiltradas com essas linhagens, as
por¢cdes dos tecidos necroéticos das plantas foram mais abundantes, indicando que o
metabolismo da xilose estéa relacionado a viruléncia de Xcc e que ha uma variagcao no

envolvimento de cada gene que codifica a xilose isomerase nesse processo.
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0,9% NaCl

Xcc

XccAxylA2

Figura 3.28 Ensaio de patogenicidade in vivo por infiltragdo de Xcc e XccAxylA2 em Citrus aurantifolia.
Plantas de Citrus aurantifolia foram utilizadas para avaliacdo comparativa da patogenicidade e
viruléncia de Xcc e XccAxylA2. Para cada uma das condi¢des foram infiltradas quatro folhas de ramos
independentes, atentando-se para que todas as plantas tivessem folhas infiltradas com as duas
linhagens bacterianas e o controle negativo com solugéo salina (0,9% de NaCl). As fotografias foram
obtidas no vigésimo dia ap6s a infiltracdo. Fonte: proprio autor.

O processo infeccioso de Xanthomonas spp. depende de uma conjuntura de
condicbes que incluem adesao bacteriana (DUNGER et al.,, 2014), adaptacéo e
sobrevivéncia ao estresse inerente a filosfera (DARSONVAL et al., 2008), colonizacdo
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do apoplasto (FATIMA; SENTHIL-KUMAR, 2015) e degradacdo da parede celular
vegetal (CHOW et al., 2015).

Neste ultimo processo, a bactéria utiliza enzimas de degradacédo da parede
celular (cell wall degradation enzymes, CWDES), as quais atuam na desconstrucao
dos componentes desta barreira fisica das células vegetais por meio de enzimas liticas
(BUTTNER; BONAS, 2010). Algumas dessas enzimas atuam na disrupcdo da
estrutura do xilano, uma hemicelulose que compde a maior parte da parede celular
das plantas, usando principalmente sistemas xilanoliticos que incluem xilanases, (-
xilosidases, arabinofuranosidases, carboidrato esterases e a-glicuronidases (CHOW
et al., 2015; DEJEAN et al., 2013).

Na ultima década, o papel de enzimas envolvidas na degradacao de xilano e
na utilizacdo de seus produtos tem sido extensamente avaliada em varias espécies
do género Xanthomonas, levando a um entendimento de que tais sistemas
enzimaticos estdo relacionados a patogenicidade e viruléncia dessas bactérias
(SANTOS et al., 2014).

Apos a liberacdo dos monémeros de xilose pelos sistemas xilanoliticos, as
enzimas xilose isomerase e xilulogquinase atuam na conversao de xilose em xilulose e
desta em xilulose-5-fosfato, respectivamente, permitindo a integracdo desta via
metabdlica com a via das pentoses fosfato (DEJEAN et al., 2013).

Neste trabalho, a caracterizagéo funcional de um dos genes codificantes da
xilose isomerase contribuiu para o estabelecimento da relagcdo desta enzima na
patogénese do cancro citrico, sugerindo que a xilose pode atuar como um fator
promotor da viruléncia de Xcc.

O genoma de Xcc possui duas ORFs preditas como codificantes de xilose
isomerase, anotadas como XAC1776 (xylAl) e XAC4225 (xylA2). Embora as preditas
sequéncias peptidicas resultantes de tais genes sejam 99% idénticas (alinhamento
ndo mostrado), os contextos gendmicos e regulatérios de xylAl e xylA2 sdo
efetivamente distintos (Figura 1.8). Enquanto xylAl esta contido em um operon, xylA2
apresenta-se como uma regiao codificante de um RNAmM monocistrénico, porém com
uma hipotética e regulatéria regido chamada xyl-box. Em Xanthomonas campestris
pv. campestris (DEJEAN et al., 2013), Xanthomonas oryzae pv. oryzae (IKAWA et al.,
2018), Caulobacter crescentus CB15 (HOTTES et al., 2004; STEPHENS et al., 2007)

e Lactobacillus pentosus (LOKMAN et al., 1997), xyl-box € uma regido regulatéria a



103

qual se liga uma proteina repressora denominada XylR, codificada pela ORF
XAC4226 em Xcc.

Em X. campestris pv. campestris e X. oryzae pv. oryzae, a presenca de xilose
inativa a proteina XyIR e desreprime a transcricdo dos genes regulados por xyl-box, a
maioria dos quais é codificante de enzimas envolvidas na degradacao de xilano e na
utilizacado de xilose. Também, para X. oryzae pv. oryzae, a interacdo entre XyIR e
xilose resultou em um acumulo de HrpX, um regulador positivo da expresséo de genes
hrp (DEJEAN et al., 2013; IKAWA et al., 2018) e de genes do Sistema de Secrecio
Tipo Il (T3SS) em X. fuscans subsp. fuscans (DARSONVAL et al., 2008).

Entdo, o mecanismo regulatério de XylR pode fornecer uma explicacao para 0s
fendtipos apresentados pela linhagem mutante aqui obtida (XccAxylA2) e, também,
para as linhagens mutantes obtidas por Prieto (2019, dados n&o publicados). Uma vez
gue ndo ha rotas metabdlicas alternativas para a degradacéo de xilose em Xcc, a
delecdo dos genes codificantes da xilose isomerase poderia resultar em aumento da
concentragéo de xilose no ambiente intracelular, permitindo a inativagao de XyIR, o
qgue levaria a um consequente aumento da expressao de genes envolvidos na
degradacéo de xilano e, também, de genes hrp, estes ultimos induzidos pelo possivel
acumulo de HrpX ocasionado por XylR quando associada a xilose.

O ensaio in vivo com Citrus aurantifolia revelou que a linhagem XccAxylA1 é
mais virulenta do que Xcc, mas ainda mais branda que XccAxylA2 e XccAxylAlxylA2
(linhagem duplo mutante). Neste caso, pode-se inferir que a delecdo da ORF
XAC1776 (xylAl) restringiu o uso de xilose pela xilose isomerase expressa a partir do
gene xylA2, cuja regulacao € dependente de XyIR.

Para as infeccbes com XccAxylA2 e XccAxylAlxylA2, os sintomas
apresentados foram similares entre as duas linhagens e notadamente mais intensos
que XccAxylA1 e Xcc, indicando que a possivel regulacédo por XyIR, que atua apenas
em XxylA2, parece ser determinante na conversao de xilose em xilulose pela xilose
isomerase, considerando que seu papel em Xcc seja analogo ao de X. campestris e
X. oryzae. Assim, embora seja necessaria uma confirmacgédo adicional de que XylA2
tenha um papel metabdlico predominante sobre XylAl, o aumento da viruléncia
causada pela delecdo de xylA2 (XccAxylA2 e XccAxylAlxylA2) sugere um papel
diferencial dos dois genes codificantes da xilose na patogénese do cancro citrico

causado por Xcc.
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Assim, é possivel sugerir que a alta disponibilidade de xilose em XccAxylA2 e
XccAxylAlxylA2 devido ao papel principal de XylA2 intensifica a desrepressao de
XyIR. Portanto, a modulagéo diferencial da viruléncia poderia ser explicada pelo
aumento hipotético e gradual da disponibilidade de xilose nas linhagens mutantes, o
que diminuiria o papel do XylR como repressor dos genes regulados por xyl-box e

aumentaria sua atividade como ativador da expressao dos genes hrp.
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Capitulo 4 — Conclusdes

v

As ORFs XAC3580 e XAC4225 codificam para uma fosfomanose isomerase e
uma xilose isomerase, respectivamente;

O gene xanB é essencial para a patogenicidade in vivo de Xcc no hospedeiro
Citrus aurantifolia, estando inclusive envolvido na formacéo de biofilme, motilidade
e resisténcia a radiacdo ultravioleta, aspectos que podem explicar a sua relacao
com a patogenicidade.

A delecado do gene xylA2 acentuou a viruléncia de Xcc, o que pode ser explicado
pelo fato de xilose ndo atuar apenas como um substrato energético metabolizavel
por Xcc, mas também como uma molécula sinalizadora, cujo acGmulo poderia
levar ao aumento da expressdo de genes relacionados a patogenicidade, seja
pela ligacdo desse acucar a proteinas repressoras do operon hrp, ou pela
regulacdo positiva da expressédo de genes codificantes de proteinas do sistema
xilanolitico.

xanB codifica uma proteina candidata para o desenho de drogas destinadas ao
controle do cancro citrico, inclusive por estar possivelmente acessivel na
superficie bacteriana; por outro lado, xylA2 codifica uma proteina que ndo pode
ser utilizada para tal finalidade.

Embora a infeccdo causada por Xcc esteja relacionada a inUmeros genes e
proteinas, inclusive do sistema de secrecao tipo Ill e a mecanismos bastante
complexos, a auséncia de um Uunico gene, no caso xanB, foi capaz de
comprometer toda a capacidade infectiva de Xcc no hospedeiro citrico, o que
possivelmente pode indicar um envolvimento desse gene nas fases iniciais da

infeccéo.
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Dira 1115127}
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Cla 2117}
Mru K40a3)

pET-28a(+)

(5365bp)

EcobT karrz)

AbwN P840
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BspLUT1 Igzi)
p lataay
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Tth111 Igass)
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Fi?-ugd rllm':n
Sal j179)
Sac Ij1a0)
EcoR Ij132)
BamH |{198)
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Nde l238)
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SgrA lg4z)
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BstE IIi304]

Apa 11334}

(eep-g. 1) PO

BesH 11534}
EcoR V{1573
Hpa ljazay

Psh 1s8a)

Pens llgzany

T7 promoter primer #69348-3

pET UpStr%aﬂ Ipr1mer #69214-3 T7 promoter lac operator

Xbal

AGATCTCGATCCCGLGAAATTAATACGACTCAC TATT’.GG GGAATTGTGAGCGEATAACAATTCCCCTCTAGARATAATTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGA

Ncol His*Tag

Nde| Nhel T7+Tag

TATACCATGEGCAGCAGLCATCATCATCATCATCACAGCAGCEGCCTEETECLGCGCGGCAGCCATATEGLTAGCATCACTEGOTGGACAGCAA

NetGIySerSerHlsHlsHlsHlsHlsHlsSerSerGIyLeuVolProAr?GIzSerH|sHetAIaSerHetThrGlyGlyGlnGIn

Eagl throml?in
BanH | EcoR | _Sacl Sall Hind Ill __Notl  Xhol His*Tag

ATGGGTCGCGEATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGLGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGLCE
MetClyArgGlySerGluPheGluleuArgdrgGinAlalysCGlyArgThrArghlaProProProProProleudrgSerGlyCysEnd

pET-28al+)
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. GGTCGGGATCCEAATTCEAGETCCGT CGACAAGCT TGCGGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGELC
.GlyArghspProAsnSerSerSerVaolAsplysLeuAloAdloAlaleuGludisHisHisHisHisHI sEnd

. GGTCGGATCCGAAT TCGAGCTCCGTCGACAAGE TTECGGLCGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGL TAACAAAGCCE
GlyarglleArglledrghlaPreSerThrSerLeuArgProtisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysPro

pET-28h1(+)

pET-28c{+]

Bpul102 |

T7 terminator

GAAAGGAAGCTGAGT TGECTEC TECCACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGECTC TARACGEGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

Mapa do vetor pET28
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Tthi11 lj2a71) P
T7 promoter primer #59348-3
pET upstream primer #69214-3 T7 promoter lac operator ba | 1bs
AGATCGATCTCGATC LA GAAAT TAATACGACTCACTATAGGGGAATTETGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Ndel S Tag NspV_ Bgill  Kpnl

TATACATATGAAAGAAACCGCTGETGCTAAATTCGAACGCEAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCCTGGTGCCAEGCGGTTE
MetlLysGluThrAladloAlalysPheGluArgGlinHisHetAspSerProdspleuGlvThrieuVa lProdrgG lvSer

. Pre—
Eagl thrombin
Neol EcoRV BamH | FcoR1 _Sacl Sall Hind Il _ Aot Xhol His*Tag

ATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTCAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE pET-28al+}
MetAloAsplleGlvSerG luPheG luLeudrghrgGinAlaCysGlvArgThrArghlaProProProProProleulrgSerGlyCysEnd

.. GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCBAL AAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCALCACCACCACCACCACTGAGATCCGGLTGCTAACAMAGLCCC pET-28b(+}
.. AlalleSerbdspProdsnSerSerSerYalAsplysLeudlahlofd laoleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

L GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGLTCCGTCGACAAGCTTGCGGLCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTRAGATCCGRCTGLTAACAAAGCCC PET-29c (+}
GlyTyrLeuTrplleArgl|leArgAlaProSerThrSerLeuhirgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul [eArgleuleuThrlysPro. .

Bpu1102 1 T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGECTGCCACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGEEGCCTCTAAACGGRTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

Mapa do vetor pET29
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T7 promoter lac operator Xbal rbs Neel

AT TAATACGACTCACTATAGEGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCLTCTAGAAATAATTTTGT T TAACT T TAAGAAGGAGATATACATATGTCCCCT
Het Ser Pro

GST-Tag Spel His*Tag Sacll
ATACTAGGTTAT.. . 627bp. . . GACCATCCTCCAAAATCGGATGGTTCAACT GTTCTGGTCATCACCATCACCATCACTCCGLGGGTLTGGTGCCACGCGLTAGT

e Leu Gly Tyr .. .20%aa. . . Asp His Pra Pro Lys Ser Asp Gly Ser Thr

r Gly Ser Gly His His His His His His Ser Ala Gly Leu Val Pr Gly Ser

; thrombi
Pind|
funl S'Tﬂﬂ S+Tag primer #69945-3 Balil KonT PshAl

ARACCECTGCTCCTAMATTCGAACCCCACCACATGGACAGCCCAGATCTECETACCGGTELTGLCTCCELTGATGACCACGALAAL
Glu Thre Ale Ma Ala Lys Phe Glu Arg Gin His Met Asp Ser Pro Asp Leu Gly Thr Gly Gly Gly Ser Gly Asp Asp Asp Asp Lys

ACTECAATTGOTATGAA

The Ala lle Gly Met Ly

enterokinase
sso03871 Fal i

BamH| EcoR| BsrGl Stul Ascl 95883871 gap|  say  Hindll Nt Xhol His*Tag

G TACAGGLCTTGECGCGLCTELAGGLEAGLTL CAAGCTTGCEGCCELACTCGAGLACCACCACCACCACCACCACCACTAATTEATTAL  pET-41a(+)
Ser Pro Met Gly Tyr Arg Gly Ser Glu Phe Lys The Gy Leu Gly Mo Pro Ala Gly Glu Leu 8 g Gin Ala © Gly drg The Arg Ala Pro Pro Pre Pro Pro Pro Pro Leu [le AspEnd
AGTCCCATEEATATCGGEEATCCGAATTCTGTACAGGCCT TGGCGCGECTGCAGGCGAGETCLG ACAAGCTTGCGGECGLAC TCGAGCACCACCACCACCACCACCACCACTAATTGATTAA pET-41b(+)

sp lle Gly Asp Pro Ser Val Gin ANa Leu Ala ey Gln Mo Ser Ser Vol dsp Lys Leu Ala Ala Ao Leu Blu His His His His His Hi s His End
GGATCCGAATTCTGTACAGECCT cT GGLGAGCTCCETCGACAABCTTGLGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACCACCACTAATTEATTAL pET-41c(+)

Ser Pro Met Ma lle Ser Gly lle Arg lle Leu Tyr Arg Pro Trp Arg Ala Cys Arg Arg Ala Pro Ser Thr Ser Leu Arg Pro His Ser Ser Thr Thr Thr Thr Thr The Thr Thr AsnEnd

Avil
TACCTAGGCTGCTAAATARAL

Mapa do vetor pET41
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ANEXO V

Snabl T7 SpeLApal. Munl.NgoMLK ssLHind L Pstl.EcoRV.BamH LEcoRLNhel.Eagl MluL BspELBsrG LSphl SalL

Mapa do vetor suicida pNPTS138 (Dickon Alley M. R. K., trabalho n&o publicado)
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ANEXO VI

PfoI* (3)

(6432) Psil BseRI (396)

AclI (808)

BpmlI (968)
Bsal (971)
AhdI (1037)

BspHI (1205)

(5908) BsgI - HindIII

(5513) BbvCI
(5456) SexAI*
(5416) Stul*

X
(5232) BclI Apall (1611)

pLALG_final

(5077) Xbal 6810 bp

BssSal (1752)

(4678) Sacl
(4676) Eco53kI

EcoRI (2281)
(4428) Alel

(4253) BstXI AfIII (2581)

(4101) Mrel Tatl (2699)

Sspl (2916)

(3676) Apal BspEI (2995)
(3672) Eco0109I - PspOMI
(3606) PaeR7I - THI - Xhol Agel (3354)

BStEII (3357)

Mapa do vetor pLAL6 (FERREIRA, comunicacéo pessoal).



