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RESUMO

Conhecida como uma das principais fitopatologias que assolam a citricultura mundial,
0 cancro citrico € causado, principalmente, pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
(XAC) e é responsavel por ocasionar a queda prematura e reducéo na qualidade dos
frutos, afetando diretamente a produtividade e acarretando em um relevante impacto
econdmico. Por meio de analise protedmica anterior de nosso grupo de pesquisa foi
possivel identificar a enzima trealase periplasmatica (codificada pelo gene XAC 0604)
como uma proteina expressa em XAC quando cultivada em meio indutor de
patogenicidade (XAM-M). Para fins de estudos funcionais, foi também obtida
anteriormente em nosso grupo uma linhagem mutante deletada no gene que codifica
a enzima trealase (XACA0604), assim como construido o vetor para a obtencéo da
proteina trealase recombinante por expressao heteréloga em E. coli. Considerando a
escassez de trabalhos na literatura sobre a funcionalidade dessa enzima,
especialmente em XAC, o presente trabalho teve como objetivo verificar se ocorre
interacdo entre a trealase e outras proteinas celulares e se ha alteracédo no perfil da
interacdo quando se utiliza o lisado da linhagem mutante (XACA0604),
comparativamente a linhagem selvagem (XAC). Assim, a trealase recombinante foi
imobilizada em coluna para experimento de pull-down (in vitro), seguida da adi¢cao do
lisado de células das linhagens selvagem (XAC306) ou mutante (XACAO0604),
cultivadas em duplicata (réplicas A e B) em meio indutor de patogenicidade (XAM-M).
Apés sucessivas lavagens o complexo foi eluido da coluna com imidazol 250 mM e 2
M. A analise dos perfis das proteinas constituintes do eluato foi realizada por meio de
SDS-PAGE, sendo isoladas as bandas mais evidentes e as mesmas digeridas por
tripsina para posterior analise por espectrometria de massas. Para a linhagem
selvagem foram observadas bandas que co-eluiram com a banda de tamanho
esperado para a trealase (~61kDa) para a réplica A, com valores de massa molecular
aproximados de 51, 46, 27 e 19 kDa, enquanto que para a réplica B, as bandas que
se destacaram foram as com valores de 51, 46 e 27 kDa. O eluato obtido com o lisado
da linhagem mutante apresentou pelo SDS-PAGE bandas de 51 e 27 kDa, similares
para ambos os cultivos A e B (réplicas), além da banda predita para a trealase. Dessa
forma, as bandas de 51 e 27 kDa foram recorrentes entre as duas linhagens. A etapa
de identificacdo por espectrometria de massas das proteinas presentes nas bandas
isoladas foi impossibilitada devido a interrupcédo das atividades do LNBio-Campinas
durante a pandemia da COVID-19, o que foi um contratempo importante para a
finalizacao do presente trabalho. Assim, realizamos a predicao de interacdo proteina-
proteina pela ferramenta de bioinformatica STRING, onde péde-se antever que uma
provavel parceira de interacdo da trealase em XAC € a proteina trealose-6-fosfato
fosfatase (OtsB), envolvida na biossintese de trealose, a qual possui massa molecular
de 27,0 kDa que corresponde a massa de uma das bandas recorrentes identificadas
pelo pull-down tanto no selvagem como no mutante. Os resultados de pull-down, apos
posterior identificacdo das proteinas parceiras da trealase de XAC por espectrometria
de massas, poderdo complementar a andlise protedmica diferencial realizada
anteriormente em nosso grupo, entre o mutante de delecdo de trealase e XAC, e
podera contribuir para uma maior compreenséao da funcionalidade da trealase em XAC
e da sua relacdo com a patogenicidade.

Palavras-chave: Xanthomonas; cancro citrico; trealase; pull-down.



ABSTRACT

Known as one of the main phytopathologies that affect the citrus industry worldwide,
citrus canker is caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (XAC) and is
responsible for causing premature drop and reduction in fruit quality, directly affecting
productivity and causing a relevant economic impact. Through previous proteomic
analysis of our research group, it was possible to identify the periplasmic trehalase
enzyme (encoded by the XAC 0604 gene) as a protein expressed in XAC when
cultivated in pathogenicity-inducing medium (XAM-M). For the purpose of functional
studies, a mutant strain deleted in the gene encoding the trehalase enzyme
(XACA0604) was previously obtained by our group, as well as the construction of the
vector to obtain the recombinant trehalase protein by heterologous expression in E.
coli. Considering the scarcity of works in the literature about the functionality of this
enzyme, especially in XAC, the present work aimed to verify if there is an interaction
between trehalase and other cellular proteins and if there is a change in the interaction
profile when using the mutant strain lysate (XACA0604), compared to the wild strain
(XAC). Thus, the recombinant trehalase was immobilized in a column for a pull-down
experiment (in vitro), followed by the addition of cell lysate from wild (XAC306) or
mutant (XACA0604) strains, cultivated in duplicate (A and B) in pathogenicity-inducing
medium (XAM-M). After successive washing steps, the complex was eluted from the
column with 250 mM and 2 M imidazole. Analysis of the profiles of the constituent
proteins of the eluate was performed by SDS-PAGE, the most evident bands were
isolated and digested using trypsin for further analysis by mass spectrometry. For the
wild strain, bands that co-eluted with the expected size band for trehalase (~61kDa)
for replica A were observed, with approximate molecular mass values of 51, 46, 27
and 19 kDa, while for the replica B, the bands that stood out were those with values of
51, 46 and 27 kDa. The eluate obtained with the mutant strain lysate showed bands of
51 and 27 kDa by SDS-PAGE, similar for both cultures A and B (replicas), in addition
to the band predicted for trehalase. Thus, the 51 and 27 kDa bands were recurrent
between the two strains. The identification step by mass spectrometry of the proteins
present in the isolated bands was made impossible due to the interruption of LNBio-
Campinas activities during the COVID-19 pandemic, which was an important setback
for the completion of the present work. Thus, we performed the protein-protein
interaction prediction by the STRING bioinformatics tool, where it could be foreseen
that a likely interaction partner of trehase in XAC is the protein trehalose-6-phosphate
phosphatase (OtsB), involved in trehalose biosynthesis, which has a molecular mass
of 27.0 kDa, which corresponds to the mass of one of the recurrent bands identified by
the pull-down both in the wild and in the mutant. The pull-down results, after further
identification of the XAC trehalase partner proteins by mass spectrometry, may
complement the differential proteomics analysis previously performed in our group,
between the trehalase deletion mutant and XAC, and may contribute to greater
understanding the functionality of trehalase in XAC and its relationship to
pathogenicity.

Keywords: Xanthomonas; citrus canker; trehalase; pull-down
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1 INTRODUCAO

Dentre as adversidades que afligem o setor de producéo agricola mundial, o
cancro citrico € considerado uma das mais importantes fitopatologias responséavel por
acometer uma grande variedade de citros de interesse comercial, tais como laranjas,
lima, liméao, dentre outros (AMARAL, 2003), afetando diretamente a produtividade e
acarretando em relevante impacto econémico. Com relacdo a sua origem geografica,
diversos estudos sugerem que areas tropicais da Asia, como sul da China, Indonésia
e India tenham sido territérios primordiais do surgimento da doenca, posteriormente
disseminada para outros continentes (DAS, 2003).

O cancro citrico é uma das doencas mais antigas que acometem a citricultura
mundial (OLIVEIRA et al., 2008), tendo como principal espécie causadora a bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (XAC). Os principais danos causados pelo patégeno nas
plantas infectadas estdo associados a desfolha e consequente comprometimento da
area fotossintética da planta, como também les@es significativas nos frutos que podem
provocar queda prematura dos mesmos, reduzindo a qualidade do produto e o
potencial de comercializacdo da fruta (MANEIRA; DANELLA NETO, 2019).

Os primeiros indicios da doenca em territorio brasileiro remetem ao ano de
1957 no municipio de Presidente Prudente no estado de S&o Paulo, tendo a
introducéo ocorrido por meio de material propagativo de citros contaminados vindos
do Japédo (BITANCOURT, 1957). Logo em seguida, o patdogeno se disseminou para
outras regides, assim como para os estados do Mato Grosso do Sul, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul (NAMEKATA et al.,, 1996). Em 1975, foi criada a
Campanha Nacional de Erradicacdo do Cancro Citrico (CANECC), pelo Ministério da
Agricultura, e, em 1977, o Fundo Paulista de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS),
por iniciativa do setor produtivo e com o apoio da Secretaria da Agricultura do Estado
de Sdo Paulo (OLIVEIRA et al.,, 2008), sendo esses responsaveis por inUmeras
iniciativas no combate e controle da doenca em territério nacional.

A maior concentracado de laranjais do pais encontra-se no estado de S&o Paulo
e Triangulo Mineiro, no chamado cinturdo citricola, regido altamente favoravel ao
cultivo e detentora de méo de obra qualificada. Entretanto, ha uma ampla difuséo da
citricultura por outros estados brasileiros, 0 que auxiliou o pais a tornar-se o maior
exportador de suco de laranja do mundo. De janeiro a novembro de 2016 foram

exportados US$ 765,9 milhdes em suco de laranja concentrado e congelado (477,4
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mil toneladas), US$ 437,66 milhdes do suco ndo concentrado, pronto para beber (1,3
milhdes de toneladas), e U$ 524,17 milhdes de outras bebidas derivadas do suco de
laranja, como refrescos e aguas saborizadas (338 mil toneladas) (FRANCO, 2016).

Dada a grande relevancia econdmica dessa fitopatologia, desde 1957 os
governos federal e estadual possuem legislacbes especificas para o controle e
medidas legais, implementadas com a finalidade de reduzir os impactos causados
pela doenca. Contudo, no estado de S&o Paulo o indice de talhdes contaminados
aumentou 893%, entre 2009 e 2012, logo apoOs alteracdes na legislacdo paulista
(SANCHES et al., 2014).

Nos ultimos anos observou-se um aumento significativo do cancro citrico no
estado de Sao Paulo e em outros estados, 0 que resultou em alteracdes na legislacéo
federal que regula o controle da doenca e permitindo que, pela primeira vez, o cancro
citrico fosse controlado através de medidas de manejo em substituicdo a erradicacdo
de arvores em areas com alta incidéncia da doenga (BEHLAU, 2020). Dessa forma,
em 2017 foi adotado o status de sistema de mitigacao de risco (SMR) do cancro citrico
no estado, possibilitando a producédo e comercializacdo de frutas livres de sintomas
da doenca. Entretanto, observa-se uma tendéncia de aumento no nimero de plantas
infectadas, uma vez que o programa de erradicacdo tornou-se insustentavel e foi
paralisado (BEHLAU, 2019).

A constante incidéncia do cancro citrico atrelada ao seu impacto negativo na
produtividade e consequente prejuizo econbmico ao setor agricola evidenciam a
importadncia de pesquisas realizadas na area, podendo estas contribuir com o
desenvolvimento de novas politicas de defesa agropecuaria. Ndo obstante, o presente
trabalho busca agregar novos conhecimentos a fim de complementar o acervo

cientifico dedicado ao combate dessa doenca e seus males.
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1.1 O CANCRO CITRICO

O cancro citrico € uma doenca bacteriana que acomete diversas espécies
importantes para a citricultura mundial, causando prejuizos econémicos significativos
e preocupantes, principalmente por se tratar de uma patologia de dificil manejo, ter
um alto custo de controle e ndo possuir cura (AMARAL, 2003).

A disseminacao do patdgeno € auxiliada pela incidéncia de chuvas associadas
com a acao de ventos, que resulta na formagao de um aerossol de goticulas d’agua
que transportam as células bacterianas em seu interior. Entretanto, o homem é
considerado o principal agente de disseminacdo, uma vez que pode transportar as
bactérias em suas roupas, por meio do deslocamento de mudas, equipamentos
contaminados e restos de cultura (EFROM; SOUZA, 2018). As condi¢Oes favoraveis
para a disseminacéo e o ciclo da doenca estao ilustradas pela Figura 1.

Quando em contato com a planta, a bactéria penetra nos tecidos vegetais
através de aberturas naturais como os estdbmatos, ou entdo por meio de ferimentos
causados por equipamentos agricolas, atritos entre partes da propria planta e pela
atividade de insetos, como o minador dos citros e outros mastigadores. A existéncia
de lesdes pré-existentes no vegetal favorece significativamente a infeccdo pelo
patégeno, assim como a presenca de agua na superficie do tecido também é um fator
agravante (BEHLAU, 2019).

A infeccéo bacteriana acomete toda a parte aérea da planta, causando lesdes
e erupcdes caracteristicas na superficies dos frutos, o que inviabiliza a manipulacao
e comercializacdo do fruto contaminado (AMARAL, 2003). O maior impacto
econdmico é, contudo, proveniente da queda prematura dos frutos (SCHUBET, 2001)
decorrente de um aumento na producéo do fito-horménio etileno como uma tentativa
de resposta a infeccdo (CROZIER, 2001).

Os sintomas de cancro citrico manifestam-se também em folhas e ramos sendo
que, de modo geral, as lesdes da doenga sdao semelhantes nas diferentes partes da
planta. Os sintomas tornam-se visiveis em folhas de duas a cinco semanas apés a
infeccéo pela bactéria enquanto que nos ramos as lesdes surgem quando ainda estao
jovens e tenros. E importante salientar que o cancro citrico ndo provoca a morte das
arvores doentes (BEHLAU, 2019).
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Figura 1 - Ciclo do cancro citrico. Condi¢des favoraveis para a disseminacdo da doenca e o0s
sintomas nas diferentes partes da planta.

Fonte: BEHLAU, 2019.

O controle da doenca pode se dar a partir de medidas como a selecao de
mudas sadias e certificadas para a formacéo dos pomares, plantio de variedades mais
resistentes ou menos suscetiveis ao desenvolvimento da doenca, uso de quebra
ventos como medida protetiva, aplicacdo de cobre afim de reduzir a quantidade de
sintomas assim como a queda dos frutos nas plantas contaminadas, e também pelo
controle da incidéncia de insetos como os mineradores de citros (MANEIRA;
DANELLA NETO, 2019).

Visto a dificuldade de se interferir no ciclo propagativo da doenca, as
estratégias basicas de manejo para o cancro citrico consistem em métodos baseados
no principio de evitar, excluir, proteger tecidos suscetiveis a infeccdo ou erradicar a
existéncia do patégeno (CIVEROLO, 1982). Ou seja, minimizar a disseminagao

reduzindo a quantidade de possiveis fontes de infeccao.

1.1.1 Xanthomonas citri subsp. citri

No meio ambiente, as bactérias do género Xanthomonas encontram-se sempre
associadas a uma planta hospedeira, sendo quase todas de crescimento endofitico.
Em relacéo a outras variedades de bactérias fitopatogénicas, Xanthomonas possuem
uma grande diversidade em relacdo a sua gama de hospedeiros, incluindo ao menos
68 familias e mais de 240 géneros de plantas. Entretanto, cada cepa € estritamente
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limitada ao seu hospedeiro em especifico, 0 que torna esse grupo de fitobactérias
ideal para o estudo de especificidades na relacdo entre planta e patdgeno
(BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

O agente causal do cancro citrico € uma bactéria gram-negativa, aerobia
restrita, baciliforme e que pode ser facilmente isolada e cultivada em meios de cultura
laboratorial. O crescimento bacteriano ocorre em uma faixa 6tima de temperatura
entre 28°C e 32°C, sendo as colbnias visiveis a olho nu entre 48 a 72 horas apos o
in6culo. Em meio de cultura sélido as colonias bacterianas apresentam bordas lisas,
aspecto viscoso (BEHLAU; BELASQUE JUNIOR, 2014) e coloracdo amarelada
ocasionada pela producao do pigmento xantomonadina (STALL; CIVEROLO, 1991).

Essas proteobactérias sdo responsaveis pela producdo de goma xantana, um
polissacarideo com relevante aplicacdo nos mais diversos ramos industriais, incluindo
a industria farmacéutica, quimica e alimenticia (LOPEZ et al., 2001). Todavia, em sua
producdo natural, acredita-se que esse polissacarideo desempenha papéis
importantes relacionados com a patogenicidade e a sobrevivéncia do organismo,
proporcionando protecdo contra raios UV e dessecacdo (MEYER; BOGDANOVE,
2009).

A atual classificacdo das bactérias do género Xanthomonas é baseada em
andlise do espaco intergénico 16S-23S, AFLP e homologia DNA-DNA, o que permite
a distincdo dos organismos em trés espécies distintas: Xanthomonas citri subsp. citri
(= X. axonopodis pv. citri), X. fuscans subsp. aurantifolii (= X. axonopodis pv.
aurantifolii) e X. alfalfae subsp. citrumelonis (= X. axonopodis pv. citrumelo) (JACIANI,
2012). Além disso, possuem variantes distribuidas em cinco grupos descritos como
cancroses A, B, C e D (EFROM; SOUZA, 2018).

Em territério brasileiro ocorre uma ampla incidéncia da X. citri subsp. citri
responsavel pela cancrose do tipo A (XAC), considerada a forma mais agressiva da
doenga, enquanto a X. fuscans subsp. aurantifoli do tipo C (Xau-C) ocorre
restritamente em pomares do estado de S&do Paulo, sendo especifica da limeira acida
“Galego”. A cancrose B ou sul americana ocorre na Argentina, Paraguai e Uruguai e
€ causada pela X. axonopodis pv. aurantifolii (Xau-B). Ademais, a X. citri subsp.
aurantifolli € o agente etiolégico da cancrose D, incidente no territério mexicano, e a
X. alfalfae subsp. citrumelonis é responsavel por causar a denominada mancha

bacteriana dos citros, ou cancrose E, que acomete pomares em regifes da Florida
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(SCHUBERT et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2017; EFROM; SOUZA, 2018). A relacao
entre os dados de espécies, variantes, hospedeiros e distribuicdo mundial pode ser

melhor visualizada na Tabela 1.

Tabela 1 - Relacdo entre a classificacdo das espécies, suas variantes (Cancroses A, B, C e D),
hospedeiros e distribuicdo mundial.

Espécie Cancrose Hospedeiro Distribuicio
A Mmtas espécies da familia Butaceae, laranjas Ampla distribuicio
X cifri subsp. citri A doces, tangerina, liméo dece, pomelo e Sudeste da Africa
A grapefimit Sul da Flomda
B Lim&o-galego, laranja azeda, imdo-verdademro Argentina, Paraguai e
Uruguai
X fuscans subsp. C Limé@n-galego, laranja areda, limdo-verdadairo
aurantifolit Brazil (580 Paulo)
D Lima-comum Mexico
X alfafae subsp. - -
ci lonis E Cifrus spp. Flonda

FONTE: EFROM; SOUZA, 2018

1.2 APROTEOMICA E O CANCRO CITRICO

A sequéncia dos residuos de aminoacidos das proteinas é determinante para
sua estrutura tridimensional, especificidade e funcéo dentro do organismo. Além disso,
as proteinas sdo capazes de interagir umas com as outras, assim como com outras
macromoléculas biolégicas, formando montagens complexas e promovendo
atividades nao observadas quando desempenham seu papel individual (STRYER et
al 2002; LEHNINGER et al., 2006).

O termo “protedmica” foi cunhado no ano de 1995, sendo definido como uma
caracterizacdo em larga escala de todo o contetdo proteico de uma linhagem celular,
tecido ou organismo. Suas abordagens podem se restringir a andlises sistematicas
envolvendo unicamente as proteinas resultantes de um produto génico, ou entéao
combinar o estudo das moléculas proteicas com seu contexto genético (GRAVES&
HAYSTEAD, 2002).

Contudo, a definicdo mais ampla abrange o estudo de interagdes proteina-
proteina, modificacbes estruturais das moléculas, andlise de funcédo e localizagédo
celular de proteinas (GRAVES& HAYSTEAD, 2002), sendo essa Ultima considerada
uma estratégia determinante para a compreensao da funcao de proteinas inseridas
em redes celulares complexas (PHIZICKY et al. 2003). Essas andlises podem ser

realizadas, por exemplo, pela combinacéo de técnicas como gel de eletroforese em
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gel bidimensional (2-DE) e espectrometria de massas (GYGI; PENG, 2001), as quais
permitem identificar proteinas de interesse em meio a extratos proteicos complexos.

Impulsionadas pela importéancia do patégeno e seu poder devastador nas
lavouras de citros atrelado aos grandes impactos econdmicos gerados pela doenca,
diversas pesquisas surgiram e promoveram avangos significativos por meio das
abordagens “Omicas”. Esses trabalhos foram iniciados com o projeto de
sequenciamento completo do genoma das bactérias Xanthomonas axonopodis pv.
citri e Xanthomonas campestris pv. campestris (SILVA et al., 2002), duas espécies de
grande relevancia do género Xanthomonas. Em 2010 foi publicado o primeiro mapa
de referéncia protebmica para a linhagem Xanthomonas citri subsp.citri (XAC)
(SOARES et al., 2010), enquanto outras abordagens utilizaram ferramentas da
protedmica para agregar informacdes a respeito de biofilmes e sua importancia no
processo de infec¢éo e viruléncia bacteriana (ZIMARO et al., 2013).

Ao longo dos anos, trabalhos de prote6mica também foram desenvolvidos em
nosso grupo de pesquisa (Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular Aplicada -
LBBMA) no departamento de Genética e Evolugdo — UFSCar. Em 2010, foi realizada
uma analise de proteémica diferencial da fracdo periplasmatica obtida apds cultivo in
vitro de XAC em meio XAM-M indutor de patogenicidade, comparada com a mesma
fracdo resultante de células de XAC cultivadas em condi¢des ndo indutoras (meio NB)
(ARTIER et al., 2017). A adaptacdo das células em condi¢bes induzidas de
patogenicidade mostrou uma drastica alteracdo na quantidade e também na
localizacdo de muitas enzimas que ndo haviam sido, até entdo, correlacionadas com
a capacidade de infeccéo do organismo (ARTIER et al., 2017).

Ferramentas da protedmica foram também utilizadas para comparar fracdes
periplasmaticas entre as estirpes XAC e XauB como também entre XAC e XauC
qguando cultivadas em meio indutor e ndo indutor de patogenicidade, XAM-M e CN
(Caldo Nutriente) respectivamente. A fracao proteica de cada cultivo foi extraida e as
proteinas separadas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) (ZANDONADI, 2012).
A andlise de expresséo diferencial demonstrou um perfil protedmico muito distinto das
fracOes periplasmaticas entre XAC e XauB, sendo que algumas proteinas diferenciais
foram exclusivas ou aumentadas para XAC apenas em condi¢cdes infecciosas

(ZANDONADI et al., 2020). Uma das proteinas apontadas como diferentemente
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expressas entre XAC e XauC, em condicao de inducdo da patogenicidade in vitro, foi
a trealase periplasmatica de XAC (ZANDONADI, 2012).

1.3 METABOLISMO DE TREALOSE

A trealose é um dissacarideo ndo redutor composto por duas moléculas de
glicose que se apresenta altamente distribuido na natureza, podendo ser isolado de
organismos como bactérias, fungos, invertebrados e plantas. Nas plantas, esse
dissacarideo mostra-se essencial para seus estagios de desenvolvimento, regulacdo
do metabolismo de carbono, fotossintese e também na interagdo com
microrganismos. Por conta de suas propriedades fisico-quimicas, a trealose possui
uma vasta gama de aplicacdes biotecnoldgicas, podendo ser utilizada, por exemplo,
na preservagao de alimentos e vacinas (ITURRIAGA; SUAREZ; NOVA-FRANCO,
2009).

A biossintese natural de trealose pode ocorrer por meio de trés rotas distintas,
sendo a via que envolve a expressao dos genes que codificam para a trealose-6-
fosfato sintase (otsA) e trealose fosfatase (otsB) considerada a mais difundida entre
0S organismos procarioticos e eucarioticos e a Unica encontrada em plantas (PAUL et
al., 2008). Conforme mostrado na Figura 2, essa reacdo envolve a formacao de
trealose-6-fosfato a partir da UDP-glicose e glicose-6-fosfato pela acdo da enzima
trealose-6-fosfato sintase (TPS), sendo esse produto posteriormente defosforilado em
trealose pela enzima trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) (CABIB; LELOIR, 1958;
GODDIJN; SMEEKENS, 1998).

Figura 2 - Esquema da principal rota de biossintese da trealose (OtsA-OtsB).

—_—

Bactérias Via OtsA-OtsB
Trealose-6-fosfato fosfatase
Arquea (TPP)
Fungos = UDP-Glicose + GIicose—G-fosfatoT Trealose-6-fosfato + UDPJ—' Trealose +Pi
Plantas Trealose-6-fosfato sintase
(TPS)
Artropodes

—_—

FONTE: Adaptado de PAUL et al., 2008.
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Um estudo publicado por Piazza et al. no ano de 2015 permitiu a identificacéo
de uma natureza dual da trealose em relacéo ao cancro citrico. A via metabdlica para
a sintese da trealose em Xanthomonas citri subsp. citri foi eliminada pela delecéo do
gene otsA, permitindo a construcao da linhagem mutante XccAotsA. Como resultado,
posteriores andlises evidenciaram que a linhagem obtida produziu uma quantidade
significativamente menor de trealose em comparacdo com sua linhagem selvagem,
como também apresentou baixa resisténcia a estresse salino e oxidativo e foi menos
capaz de colonizar os tecidos da planta hospedeira em ensaios in vivo.

Em concluséo, observou-se que a trealose de origem bacteriana sintetizada
pela via otsA-otsB tem o papel de modificar o metabolismo da planta hospedeira de
acordo com as suas necessidades, possibilitando que a bactéria sobreviva nas
superficies inéspitas do vegetal até ser capaz de consumar a infeccdo. A0 mesmo
tempo, funciona como um sinal de aviso, alertando sobre a presenca do patégeno ao
hospedeiro e ativando os mecanismos de defesa da planta contra a infecgao (PIAZZA
et al., 2015).

Uma segunda via de grande importancia no metabolismo da trealose é a sua
hidrolise, a qual também pode correr de diferentes maneiras de acordo com o
organismo. Como exemplo, em Euglena gracilis e Pichia fermentans a reacdo ocorre
por intermédio da trealose fosforilase, jA em Escherichia coli sucede-se pela
fosforilacdo e subsequente hidrélise pela trealose-6-fosfato hidrolase. Enquanto que
em animais, plantas, fungos e bactérias, essa reacdo se da por acdo da enzima
trealase (GODDIJN; SMEEKENS, 1998), sendo essa, portanto, a responsavel por
hidrolisar a molécula de trealose em XAC.

De forma geral, como ilustrado pela Figura 3, a enzima trealase catalisa a
reacdo de hidrélise da ligacdo a-O-glicosidica da molécula de trealose (a-D-
glucopiranosil-1,1-a-D-glucopiranosideo) liberando duas moléculas de D-glicose
como produto (PAUL et al., 2008).
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Figura 3 - Esquema da reacdo de hidrdlise da trealose por acdo da enzima trealase. A enzima
catalisa a hidrélise da ligagao a-O-glicosidica do dissacarideo trealose liberando duas moléculas de D-
glicose.

OH Tl't'dldbt: OH
HO Q
O OH . G HO
OH
OH

Trealose Glicose Glicose

Fonte: ALEXANDRINO, 2015

1.4 ANALISE FUNCIONAL DA TREALASE DE XAC

Como previamente mencionado, estudos anteriores inferiram a relacdo entre a
patogenicidade bacteriana com as funcdes do metabolismo de trealose assim como a
expressao diferencial da enzima trealase em condi¢cfes indutoras de patogenicidade
(PIAZZA et al., 2015; ZANDONADI, 2012). Nesse contexto, utilizando a metodologia
de nocaute génico na dupla recombinacdo homodloga entre o DNA genbmico e o vetor
suicida pNPTS138, tornou-se possivel a obtencao da linhagem mutante deletada no
gene que codifica a trealase periplasmatica (XACA0604) (ALEXANDRINO, 2015;
ALEXANDRINO; GOTO; NOVO-MANSUR, 2016). Como pode ser visualizado na
Figura 4, o mutante obtido permitiu analises da funcionalidade do gene pela realizagéo
de ensaios in vivo em Citrus aurantifolia, os quais demonstraram uma acentuada
patogenicidade de XACA0604 em relacdo a linhagem selvagem XAC
(ALEXANDRINO, 2015; ALEXANDRINO; GOTO; NOVO-MANSUR, 2016), o que
reforcou os indicios de que a trealose, substrato da reacéo catalisada pela trealase,

seja promotora de patogenicidade em fitopatdgenos.

Figura 4 - Ensaio in vivo em Citrus aurantifolia. Utilizou-se uma planta de Citrus aurantifolia para
avaliagdo comparativa da patogenicidade de XAC e XACAQ0604. Para cada uma das condigbes foram
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infiltradas quatro folhas de um ramo independente. A | XAC selvagem. B | XACA0604. C | Agua
destilada estéril. As fotografias foram obtidas no quinto dia apos as infiltragdes.

TR,
00 00
I
64

Fonte: ALEXANDRINO; GOTO; NOVO-MANSUR, 2016.

Dessa forma, conclui-se que uma suposta maior quantidade de trealose,
ocasionada pela falta da enzima trealase que atua em sua hidrélise, é fator relevante
para um aumento no nivel de patogenicidade da bactéria (ALEXANDRINO; GOTO;
NOVO-MANSUR, 2016), assim como uma menor producdo dessa molécula pelo
patdgeno o torna menos capaz de colonizar os tecidos do hospedeiro (PIAZZA et al.,
2015). Portanto, os resultados obtidos por Alexandrino et al. (2016) corroboram com
agueles alcancados por Piazza et al. (2015), validando a premissa de que o
dissacarideo possui papel fundamental na relacdo entre a bactéria e a planta
hospedeira.

Uma segunda ferramenta importante decorrente das pesquisas de Alexandrino
et al. (2016) foi a producdo da enzima recombinante da trealase, sendo essa
produzida através da subclonagem do gene que a codifica em vetor de expressao
para producdo heterdloga, seguida da purificacdo do produto recombinante por
cromatografia de afinidade. A proteina recombinante apresentou 42.7% das estruturas

secundarias em a-hélices e 13% em folhas-3 e uma constante de Michaelis-Menten
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(Km) de 0,077 mM com Vmax de 55.308 glicose.min"t.mg proteina por molécula de
trealose.

Utilizando-se da ferramenta de 2D-DIGE, Antdo (2019) realizou uma analise
protedmica diferencial entre a linhagem mutante XACA0604 deletada no gene que
codifica a enzima trealase e sua linhagem selvagem XAC306, apdés ambas serem
cultivadas em meio indutor de patogenicidade (in vitro). O comparativo entre os dois
perfis indicou diferencas significativas atreladas a delecdo do gene, uma vez que
manifestou perturbacfes na expressdo de pelo menos uma dezena de proteinas
existentes no proteoma total. A identificac@o das proteinas diferencialmente expressas
detectadas por esse trabalho estd em andamento pelo emprego da técnica de

espectrometria de massas.

1.5 INTERACOES PROTEICAS E SUAS FERRAMENTAS DE ANALISE

O perfil de conexdes entre as proteinas e suas inexploradas funcfes constituem
uma das aplicacbes mais ambiciosas e potencialmente promissoras dentro da
prote6bmica. Analises sobre a interacdo entre proteinas podem fornecer dados valiosos
nao apenas associados a atividade individual de uma proteina especifica como
também a respeito de todas as vias e possiveis complexos relacionados a ela
(TWYMAN; GEORGE, 2007; LIEBLER, 2002).

As abordagens que se relacionam diretamente com a protedbmica sdo capazes
de caracterizar com precisdo um maior nimero de complexos e as associacfes entre
eles por meio das técnicas de captura por afinidade associadas aos métodos de
protedmica analitica (LIEBLER, 2002). Algumas técnicas mostram-se fundamentais
para a expansao desta area de pesquisa, incluindo ensaios genéticos como o sistema
de duplo hibrido realizado in vivo, que consiste na deteccdo de sinais transcricionais
através da interacao entre uma proteina fusionada a um dominio de ligagdo de DNA
com outra proteina fusionada a um dominio de ativacdo de transcricdo (YANG; WU,
FIELDS, 1995).

O método de duplo hibrido foi primordialmente desenvolvido no ano de 1989 e
revolucionou o processo de investigacao e identificacdo das interacbes proteicas
(FIELDS; SONG, 1989), tendo sido amplamente modificado e melhorado nos ultimos

anos, uma vez que o sistema apresenta notérias vantagens por analisar as proteinas
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em suas conformagdes nativas, 0 que proporciona um aumento na sensibilidade e
maior precisdo de deteccdo (LIN; LAI, 2017). Pode-se ressaltar também a aplicacdo
desse sistema para complementar metodologias como o pull-down seguido por
analise de espectrometria de massas, afim de se obter um mapa de interacdes mais
completo e confiavel (STASI; LUCA; BUCCI, 2015)

As técnicas de captura por afinidade denominadas “pull-down” podem abordar
diferentes metodologias e procedimentos no intuito de identificar possiveis interacdes
entre uma proteina sonda e alvos desconhecidos. Um exemplo da aplicacdo desse
tipo de técnica € o GST pull-down, no qual a proteina sonda é uma fusdo GST, cuja
sequéncia codificadora é clonada em vetores de expressao induzidos por IPTG, e as
proteinas alvo sdo geralmente provenientes de lisados celulares. O lisado celular e a
proteina de fusdo GST sé&o incubados com granulos de agarose-glutationa para que
os complexos formados possam ser recuperados desses granulos por eluicdo, sendo
posteriormente resolvidos por SDS-PAGE e examinados por Western blotting,
autorradiografia ou coloragao (LIRA, 2011). Um esquema geral de um ensaio de pull-
down é apresentado no ANEXO I.

Até o presente momento ndo foram identificadas proteinas capazes de interagir
fisicamente com a enzima trealase de XAC em um contexto de patogenicidade, fator
gque vem motivando nosso grupo de pesquisa a investir no desenvolvimento de
metodologias que possam verificar in vitro possiveis parceiras com essa proteina, de
modo a colaborar no entendimento sobre o papel da enzima e sua relacdo com a
fitopatogenicidade da bactéria.

Em nosso grupo de pesquisa, Antédo (2019) elaborou um protocolo de pull-down
com o intuito de encontrar proteinas no lisado de células de XAC que interagissem in
vitro com a enzima trealase recombinante. Esse sistema consistiu na imobilizacéo da
trealase recombinante de XAC em uma coluna contendo niquel por intermédio de sua
cauda de histidinas. A coluna foi entdo percolada com o lisado celular de XAC
permitindo que proteinas presentes no citoplasma bacteriano interagissem e se
ligassem a enzima recombinante aderida na coluna. Apds etapas de lavagens para
retirada de interacbes ndo especificas, as possiveis proteinas que interagiram no
sistema foram eluidas com uma alta concentracdo de imidazol, podendo ser
separadas por SDS-PAGE, isoladas e posteriormente identificadas por espectrometria

de massas.
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A espectrometria de massas tornou-se um recurso analitico indispensavel em
diversos campos da quimica e ciéncias da vida, particularmente na area da
protedbmica, onde existe uma necessidade vigente de se gerar e trabalhar com
grandes quantidades de dados (MARQUIONI; NUNES; NOVO-MANSUR, 2021). Essa
ferramenta compreende algoritmos e bancos de dados projetados para a identificagéo
de proteinas, permitindo com que milhares dessas moléculas possam ser separadas,
quantificadas e caracterizadas, possibilitando também analises de expressdes
diferenciais e caracterizacdo de modificacdes pos-traducionais (TWYMAN; GEORGE,
2007).

Em um emprego tipico da técnica, uma Unica proteina ou um pequeno conjunto
de proteinas é isolado pela excisdo de uma banda presente em um gel de
poliacrilamida ou por outro método. Essa molécula é entdo fragmentada em peptideos
por meio de tratamento com protease, geralmente a enzima tripsina, produzindo assim
um grupamento especifico de peptideos, os quais sdo determinados pela
especificidade de digestdo da enzima empregada (MARQUIONI; NUNES; NOVO-
MANSUR, 2021). Utilizando-se da técnica denominada Tandem MS ou MS/MS, torna-
se possivel entdo sequenciar esses peptideos por comparacéo de suas sequéncias
com bancos de proteinas anotadas a partir do genoma do organismo em questao,
extraindo assim uma vasta gama de informacdes das sequéncias presentes na
amostra (LEHNINGER, 2006).

Estudos baseados em dados protebmicos podem redefinir a compreensao
sobre os sistemas bioldgicos, assim como revelar novas conexdes entre 0S processos
e vias bioguimicas atuantes (AEBERSOLD; MANN, 2003), permitindo com isso a
concepcao de novas hipoteses sobre o funcionamento dos organismos e possiveis

aplicacdes de moléculas biologicas na biotecnologia.
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2 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo verificar possiveis proteinas parceiras

de interacdo da enzima trealase de XAC.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos deste trabalho consistiram em:

e Verificar a existéncia de interacdo entre a trealase recombinante com
proteinas provenientes do lisado de células de XAC306 cultivadas in
vitro em meio indutor de patogenicidade (XAM-M) por meio de pull-down;

e Verificar a existéncia de interacdo entre a trealase recombinante com
proteinas provenientes do lisado de células de XACA0604 cultivadas in
vitro em meio indutor de patogenicidade (XAM-M) por meio de pull-down;

e Analisar e comparar perfis de interacdo da trealase recombinante com o
lisado celular das linhagens selvagem (XAC306) e mutante (XACA0604)
por meio de SDS-PAGE;

e Avaliar o perfil de interacédo da trealase de XAC fornecido pelo STRING
e comparar com as massas das proteinas parceiras obtidas por pull-

down.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LINHAGENS BACTERIANAS

Foram utilizadas para as analises a linhagem selvagem de Xanthomonas citri
subsp. citri (XAC306) e a linhagem mutante XACA0604 com delecdo no gene que
codifica para a enzima trealase, a qual foi obtida por nosso grupo de pesquisa
(ALEXANDRINO; GOTO; NOVO-MANSUR, 2016).

3.2 CULTIVO DAS LINHAGENS BACTERIANAS

Aliguotas das bactérias descritas no item 3.1 foram armazenadas a -80°C em
meio Luria Bertani (LB, Difco) adicionado de glicerol 20%. Para o crescimento em meio
sélido e obtenc&o das colnias foi utilizado meio Agar Luria Bertani (Agar-LB, Difco)
incubando-se a uma temperatura de 30°C por, aproximadamente, 3 dias. As colonias
obtidas foram inoculadas em 100 mL de meio liquido indutor de patogenicidade XAM-
M, cuja constituicdo é: 7,57 mM (NH4)2SO4; 33,06 mM KH2PO4; 60,28 mM K2HPOy;
1,7 mM citrato de sédio, 1 mM MgSOgs; 0,03% (m/v) casaminoédcidos; 10 mM frutose;
10 mM sacarose; 1 mg/mL BSA; pH 5,4 (ARTIER et al., 2017). Tais cultivos foram
incubados a 28°C sob uma agitacdo de 250 rpm e o crescimento aferido por meio de

leitura da densidade 6ptica (D.O.s90nm).
3.3 PROTEINA TREALASE RECOMBINANTE
A enzima recombinante da trealase foi produzida por Alexandrino A.V. a partir

de clone contendo o] gene XAC0604 de XAC

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1154675), inserido entre os sitios Ndel e Xhol do

vetor pET28a, excluindo a porcdo codificadora do peptideo-sinal predita pela
ferramenta SignalP 4.0 (ALEXANDRINO, 2015; ALEXANDRINO et al., 2016). Sua
obtencéo deu-se por um sistema de expresséo heteréloga induzivel por isopropil-3-D-
tiogalactosideo (IPTG) em E. coli e purificagdo por cromatografia de afinidade por ions

metélicos imobilizados, no qual um gradiente crescente de concentra¢des de imidazol


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1154675
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foi aplicado para eluicdo da proteina recombinante (ALEXANDRINO; GOTO; NOVO-
MANSUR, 2016).

O gene da trealase de XAC codifica uma proteina de 530 residuos com massa
molecular de 61,48 kDa quando adicionados 2 kDa referentes a cauda de histidina N-
terminal, e possui coeficiente de extingdo molar A2gonm=113345/cm.M1 em 280 nm
(Abszsonm 0.1% (g/L) = 1,904) (ALEXANDRINO; GOTO; NOVO-MANSUR, 2016).

3.4 PULL-DOWN E SDS-PAGE DOS ELUATOS

Os procedimentos foram realizados segundo a metodologia descrita por Antao
(2019) e conforme ilustrado pela Figura 5. Ambas as linhagens, mutante e selvagem,
foram cultivadas em duplicata (réplicas A e B) em 100 mL de meio XAM-M até atingir
uma D.O.seonm 0,6. As células foram centrifugadas a 10.000 xg durante 15 minutos, o
sobrenadante foi entdo descartado e o pellet ressuspendido em 5 mL de tampao Tris-
HCI 50 mM NaCl 100 mM pH8 para posterior lise por 5 pulsos de ultrassom (30s on ~
30s off) em equipamento Sonic Desmembrator 500 (Fisher Scientific) obtendo-se,
apos uma nova centrifugacdo a 10.000 xg por 10 minutos, a fracao solavel do lisado
celular. Ao mesmo tempo, a coluna de niquel (Ni-NTA — Novagen), previamente
equilibrada com tampé&o, foi incubada por uma hora a temperatura ambiente com 330
Hg de trealase recombinante (item 3.3) contida em 6 mL de tamp&o para adeséo da
proteina a coluna por interac@o His-tag.

ApoOs o periodo de adesdo, seguido da liberacdo da solucdo da coluna,
adicionou-se 10 mL do mesmo tampao ja citado e seguiu-se duas lavagens, cada uma
das quais com 15 mL de tampao contendo imidazol 10 mM. A fracao soluvel coletada
do lisado celular foi entdo adicionada, permanecendo em contato com a coluna por
uma hora a temperatura ambiente. Em sequéncia a liberacdo da solucéo, foram
realizadas trés lavagens para remover possiveis ligacdes nao especificas, todas com
10 mM de imidazol contido em 15 mL do tamp&o. Por fim, as proteinas retidas na
coluna foram eluidas com imidazol 250 mM contido em 15 mL de tampé&o e com 3 mL
de solucédo de imidazol 2 M, respectivamente, sendo essas etapas entremeadas por
uma quarta lavagem com imidazol 10 mM semelhante as anteriores. Todas as

solucdes de percolacéo e lavagens descritas foram individualmente coletadas.
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Para cada amostra, uma aliquota de 41,7 pL foi retirada e adicionou-se 8,3 puL
de tampdo Laemmli 6x (4% SDS, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0,004%
bromophenol blue e 0,125 M Tris HCI, pH ~ 6,8), tais solu¢des foram mantidas a 100°C
em banho por 10 minutos e, em seguida, aplicou-se um volume de 10 pL em SDS-
PAGE 12%. Os mesmos passos aplicaram-se para a trealase recombinante, sendo
utilizados 41,7 uL de solucdo contendo 3,3 pg de proteina, a fim de utilizi-la como
controle positivo.

A corrida foi realizada em sistema Mini-Protean Il (BioRad) em tampéao 0,3%
Tris, 1,5% glicina e 0,1% SDS sob voltagem constante de 150V por,
aproximadamente, 1h30 minutos utilizando como padrdo de massa molecular o
marcador BlueEye Prestained Protein Marker (11 a 245 kDa) (Cellco). O gel obtido foi
corado com Silver Blue, descorado com solucao contendo 10% de etanol e 2% &cido
fosforico 85%, e documentado em equipamento ChemiDoc MP Imaging System
(BioRad).
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Figura 5 - Esquema da metodologia de pull-down. Os nimeros de 1 a 6 representam as principais etapas do processo e as setas indicam as correntes de saida
gue sao individualmente coletadas ou, no caso da fracdo solUvel obtida pela etapa 2, redirecionada para uma etapa posterior. Etapas: 1 | Centrifugacao do cultivo
celular. 2 | Lise das células por ultrassom e obtencao da fracéo sollvel. 3 | Adesao da enzima recombinante da trealase na coluna de niquel por meio de sua cauda
de Histidina. 4 | Percolacao da fragdo solGvel pela coluna contendo a enzima recombinante. 5 | Eluicdo da coluna com imidazol 200 mM em tampao. 6 | Eluicdo da
coluna com imidazol 2 M. Correntes de saida: PC1 | Pés-coluna apos percolacdo da enzima contida em tampéao. L1 | Percolado apo6s lavagem da coluna com
tampaéo. L2a e L2b | Percolado de duas lavagens consecutivas com tampéo contendo imidazol 10 mM. PC2 | Pés-coluna ap6s percolagéo da fragao solavel. L3a,
L3b e L3c | Percolado de trés lavagens consecutivas com tampéo contendo imidazol 10 mM. E1 | Eluato com imidazol 200 mM. LE | Lavagem com tamp&o contendo
imidazol 10 mM. E2 | Eluato com imidazol 2 M.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021.
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3.5 DIGESTAO IN GEL DAS PROTEINAS PARA POSTERIOR ANALISE EM
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As bandas obtidas nos géis foram cuidadosamente excisadas com auxilio de
um bisturi e depositadas em tubos eppendorff de 1,5 mL, cada qual devidamente
identificado para realizagdo da digestdo com tripsina segundo metodologia descrita
pelo protocolo do Laboratorio Nacional de Biociéncias - LNBio, CNPEM/Campinas-
SP.

A fim de realizar a descoloragéo das bandas, adicionou-se, em cada tubo, 0,5
mL de solucdo Destain (metanol 50% &cido acético 2,5 % em agua purificada) e
manteve-se incubado por 2h a temperatura ambiente. A solucao foi entdo descartada
e a etapa repetida com uma incubacdo de 1h a temperatura ambiente. Para a
desidratacdo das bandas, a solucdo de Destain foi removida e adicionou-se 200 pL
de acetonitrila (100%), deixando-a em contato com o gel por 5 minutos, removendo-a
e repetindo novamente esta etapa.

Em seguida, adicionou-se 30 pL de solucéao ditiotreitol (DTT) 10 mM (1 mL de
DTT em 1 mL de bicarbonato de aménio 100 mM), mantendo incubado por 30 minutos
a temperatura ambiente. Apés incubacédo, os tubos foram centrifugados em um rapido
spin e a solucao retirada, sendo os mesmos direcionados a etapa de alquilacdo, na
qual sdo adicionados 30 pL de solucao iodocetamida (IAA) 50 mM (10 mg de IAA em
1 mL de bicarbonato de aménio 100 mM). A solucéo foi mantida em contato com 0s
géis por 30 minutos a temperatura ambiente, os tubos foram rapidamente
centrifugados e a solucdo removida.

Os fragmentos de géis foram entdo lavados com a adicdo de 100 uL de
bicarbonato de aménio 100 mM (100 mM de bicarbonato de aménio em agua
purificada), permanecendo em contato por 10 minutos e sendo prontamente
descartado. Em sequéncia, foram submetidos a uma terceira desidratacéo
adicionando-se 200 pL de acetonitrila 100%. Ap6s uma incubacdo de 5 minutos a
temperatura ambiente a acetonitrila foi removida e os géis reidratados por 10 minutos
em uma solucdo de 200 pL de bicarbonato de amonio 100 mM, sendo esta retirada
apos um rapido spin em centrifuga. Seguidamente, a etapa de desidratacdo com

acetonitrila foi executada por mais duas vezes consecutivas.
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A protease tripsina foi utilizada em uma concentragcéo de 20 ng/pL (20 pL de
tripsina em 1000 pL de bicarbonato de aménio 50 mM gelado). Adicionou-se 50 pL
dessa solucdo em cada tubo, reidratando os geéis por 30 minutos em banho de gelo.
Os tubos foram centrifugados em um rpido spin, o0 excesso de solucéo de tripsina foi
removido e adicionou-se 20 pL de bicarbonato de am6énio 50 mM, mantendo a solu¢ao
em contato com os geéis overnight a uma temperatura de 37°C em estufa.

Para a posterior etapa de extracao utilizou-se uma primeira solucéo contendo
acido formico 5% em agua purificada e uma segunda solucéo contendo acido férmico
5% em acetonitrila 50%. Respectivamente, adicionou-se 30 pL da primeira solucéo
incubando-a por 10 minutos a temperatura ambiente, um spin rapido foi entdo
realizado e o sobrenadante coletado em um tubo sobressalente, sendo 0 mesmo
realizado duas vezes para a segunda solucdo. As amostras resultantes da coleta dos
sobrenadantes foram armazenadas em freezer -20°C e serdo analisadas no LNBio em
Campinas (SP) quando do reinicio das atividades, as quais se encontram paralisadas
devido a pandemia da COVID-19 (ANEXO II).

3.6 STRING
No intuito de buscar evidéncias sobre as interacdes proteicas da enzima

trealase em XAC, foi utilizada a ferramenta STRING, a qual pode ser acessada

gratuitamente através do link: https://string-db.org/, fornecendo como input os

respectivos nomes da proteina alvo (Trehalase) e organismo (Xanthomonas
axonopodis pv. citri str. 306)

O STRING consiste em um banco de dados que busca coletar, pontuar e
integrar todas as fontes publicamente disponiveis que contenham informacéo acerca
de interacdo proteina-proteina em mais de cinco mil organismos, como também
complementa-las com predicdes computacionais, incluindo referéncias sobre
interacOes diretas (fisicas) e indiretas (funcionais) (SZKLARCZYK et al. 2019).


https://string-db.org/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PULL-DOWN

4.1.1 Linhagem selvagem

Para verificar a existéncia de interacdo entre a trealase recombinante com
proteinas provenientes do lisado de células da linhagem XAC306 cultivadas em meio
indutor de patogenicidade, foi realizado o pull-down para dois cultivos celulares
(réplicas A e B), obtidos nas mesmas condi¢des de crescimento, sendo os eluatos de

cada uma das etapas submetidos a SDS-PAGE conforme apresentados na Figura 6.

Figura 6 - SDS-PAGE das amostras obtidas a partir de pull-down para os lisados A e B de XAC306
(selvagem). MW | Padrdao de massa molecular (11 a 245 kDa). TREA | Trealase recombinante
(controle). PC1 | Pés-coluna da enzima recombinante. L1 | Lavagem da coluna com tampéo Tris-HCI
50 mM NaCl 100 mM pH8. L2 (a e b) | Lavagens da coluna com tamp&o contendo imidazol 10 mM. FS
| Fracéo solavel do lisado celular. PC2 | Pds-coluna da fragéo sollvel do lisado. L3 (a, b e ¢) | Lavagens
consecutivas da coluna com tampdao contendo imidazol 10 mM. E1 | Eluato com imidazol 250 mM. LE
| Lavagem com tamp&o contendo imidazol 10 mM. E2 | Eluato com imidazol 2M. E possivel identificar
a presencga de quatro principais bandas de 51, 46, 27 e 19 kDa que co-eluiram com a banda de ~61kDa
(tamanho esperado da trealase) para as elui¢cdes do cultivo A e trés bandas de 51, 46 e 27 kDa, para
o cultivo B, cada qual indicada por uma seta.

Kda MW TREA PCl1 L1 L2a L2b FS PC2 MW L3a L3b L3¢ El LE E2 TREA




32

Como é possivel observar pela Figura 6, as bandas em destaque que co-
eluiram com a banda de ~61kDa esperada para a trealase apresentaram valores de
massa molecular aproximados de 51, 46, 27 e 19 kDa para o cultivo A, enquanto para
o cultivo B sdo observadas trés bandas de 51, 46 e 27 kDa.

As bandas oriundas das eluicdes com imidazol 250 mM e 2 M, para ambos 0s
cultivos, podem compreender proteinas que possuem interacdes com a enzima
trealase, uma vez que nao foram detectadas nas demais etapas de lavagem com 10
mM de imidazol da coluna. Dessa forma, as proteinas permaneceram interagindo com
0 sistema até o momento em que maiores concentracdes de imidazol (250 mM e 2
M), capazes de competir com a enzima recombinante pelo niquel da coluna, foram
aplicadas; os eluatos assim obtidos indicam uma possivel interacao fisica entre certas
proteinas do lisado e a enzima recombinante imobilizada. A presenca de uma banda
adicional no cultivo A em relagcdo ao cultivo B pode ser talvez explicada por uma
interacao instavel ou de menor intensidade com a trealase e portanto ndo reprodutivel.

Comparando esses resultados com o pull-down realizado por Ant&o (2019) para
a linhagem selvagem, pode-se verificar uma recorréncia da banda de
aproximadamente 27 kDa na eluicdo com imidazol 2 M, indicada por uma seta

vermelha na Figura 7.
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Figura 7 - SDS-PAGE das amostras obtidas por pull-down para os lisados A e B de XAC306
(selvagem) em trabalho anterior realizado por Antdo (2019). MW | Padrao de massa molecular (11
a 245 kDa). TREA | Trealase recombinante (controle). PC1 | Pés-coluna da enzima recombinante. L1 |
Lavagem da coluna com tampéo Tris-HCI 50 mM NaCl 100 mM pH8. L2 (a e b) | Lavagens da coluna
com tampao contendo imidazol 10 mM. FS | Fracao soluvel do lisado celular. PC2 | Pés-coluna da
fracdo soltvel do lisado. L3 (a, b e c) | Lavagens consecutivas da coluna com tampao contendo imidazol
10 mM. E1 | Eluato com imidazol 250 mM. E2 | Eluato com imidazol 2M. A seta vermelha indica a banda
em comum de aproximadamente 27 kDa obtida pelo presente trabalho na eluicdo com imidazol 2 M
para ambos os cultivos A e B, enquanto a segunda banda de 15 kDa (indicada pela seta preta) nao foi
recorrente.
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4.1.2 Linhagem mutante

A fim de verificar a existéncia de interacdo entre a trealase recombinante com
proteinas provenientes do lisado de células da linhagem XACA0604 cultivadas em
meio indutor de patogenicidade, foi realizado o pull-down para dois cultivos celulares
(réplicas A e B) obtidos nas mesmas condi¢des de crescimento, sendo os eluatos de
cada uma das etapas submetidos a SDS-PAGE conforme apresentados pela Figura
8.
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Figura 8 - SDS-PAGE das amostras obtidas a partir de pull-down para os lisados A e B do
mutante de delegio XACA0604. SDS-PAGE das amostras obtidas a partir de pull-down para os
lisados A e B do mutante de dele¢cado XACA0604. MW | Padrdo de massa molecular (11 a 245 kDa).
TREA | Trealase recombinante (controle). PC1 | Péds-coluna da enzima recombinante. L1 | Lavagem
da coluna com tampé&o Tris-HCI 50 mM NaCl 100 mM pH8. L2 (a e b) | Lavagens da coluna com
tampéo contendo imidazol 10 mM. FS | Fragéo soluvel do lisado celular. PC2 | Pds-coluna da fragdo
soluvel do lisado. L3 (a, b e ¢) | Lavagens consecutivas da coluna com tampéao contendo imidazol 10
mM. E1 | Eluato com imidazol 250 mM. LE | Lavagem com tamp&o contendo imidazol 10 mM. E2 |
Eluato com imidazol 2M. E possivel identificar a presenca de trés principais bandas de 51 e 27 kDa que
co-eluiram com a banda de ~61kDa (tamanho esperado da trealase) para as eluigdes dos cultivos A e

B, cada qual indicada por uma seta.
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Os géis SDS-PAGE permitem visualizar a presenca de trés bandas de 51 e 27
kDa que eluiram em conjunto com a banda de tamanho esperado para a trealase
(~61kDa) em ambos os cultivos A e B nas eluicbes com imidazol 250 mM e 2 M. Da
mesma forma que para a linhagem selvagem, tais bandas (destacadas na Fig. 8)
devem possuir uma interagcdo fisica com a enzima trealase periplasmética
recombinante de XAC.
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4.1.3 Comparacao dos perfis de interagéo

Para fins comparativos entre os pull-down realizados com linhagens mutante e
selvagem foram obtidos géis SDS-PAGE apenas dos eluatos com imidazol 250 mM e
2 M para ambos os cultivos de suas respectivas linhagens. As bandas em evidéncia

foram devidamente apontadas como se pode visualizar na Figura 9.

Figura 9 — SDS-PAGE para comparacdo entre os eluatos da linhagem selvagem (XAC306) e
mutante (XACA0604). MW | Padrdo de massa molecular (11 a 245 kDa). TREA | Trealase
recombinante (controle). E1.1 | Eluato com imidazol 250 mM no cultivo A. E1.2 | Eluato com imidazol
250 mM no cultivo B. E2.1 | Eluato com imidazol 2M no cultivo A. E2.2 | Eluato com imidazol 2M no
cultivo B. As bandas que constituem possiveis proteinas parceiras da trealase estdo indicadas pelas
setas.
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Os géis de eluatos demonstram as similaridades entre as bandas resultantes
para ambos os cultivos das linhagens selvagem e mutante, sendo a banda para o
eluato com imidazol 250 mM com tamanho aproximado de 51 kDa e duas bandas para
o eluato com imidazol 2 M com tamanhos aproximados de 51 e 27 kDa, além das
bandas com tamanho previsto para a trealase de aproximadamente 61 kDa.

Embora os eluatos da Figura 9 tenham sido retirados das mesmas amostras
gue constituiram os géis de pull-down apresentados pelas Figuras 6 e 8, pode-se
observar que, para a linhagem selvagem, duas bandas estao ausentes para o cultivo
A e uma esta ausente para o cultivo B. E provavel que a as amostras possam ter se
alterado até esta segunda aplicacédo no gel. Além disso, tais bandas poderiam ser
indicadas como diferencialmente expressas entre as linhagens através de uma

posterior analise dos eluatos totais por espectrometria de massas, especialmente pela
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andlise do eluato com 2 M de imidazol. Na elui¢cdo prévia com 250 mM de imidazol
eventuais proteinas ainda ligadas inespecificamente a coluna (e ndo na trealase
imobilizada) poderiam ter sido eluidas da coluna, estando, portanto, ausentes no
eluato final de 2 M.

Para fins comparativos da reprodutibilidade das bandas entre as linhagens
selvagem e mutante em suas respectivas réplicas de cultivo (A e B) foi elaborada a
Tabela 2. Pode-se observar a banda de eluicho esperada para a trealase
recombinante de ~61 kDa em todos os eluatos, a banda de 51 kDa presente nas duas
eluicdes para ambas as réplicas (A/B) de mutante e selvagem, a banda de 46 kDa
visualizada apenas no eluato 2 das réplicas (A/B) da linhagem selvagem, a banda de
27 kDa reprodutivel no eluato 2 em ambas as réplicas (A/B) para a selvagem e
mutante e a banda de 19 kDa presente no eluato 2 apenas para a réplica A da

linhagem selvagem.

Tabela 2 — Reprodutibilidade das bandas entre as linhagens selvagem e mutante em suas
respectivas réplicas de cultivo (A/B).

SELVAGEM A/B MUTANTE A/B

Banda Eluato 1 (E1) Eluato 2 (E2) Eluato 1 (E1) Eluato 2 (E2)
(kDa) (imidazol 250 mM) (imidazol 2 M) (imidazol 250 mM) (imidazol 2 M)

61 +/+ +/+ +/+ +/+

51 +/+ +/+ +/+ +/+

46 +/+

27 +/+ +/+

19 +

(+) representa presenga de banda, conforme tamanho determinado pelo SDS-PAGE, em cada uma das
condi¢cdes/amostras indicadas.
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4.2 DIGESTAO IN GEL DAS PROTEINAS PARA POSTERIOR ANALISE POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Para a digestao foram selecionadas as bandas de maior evidéncia a partir dos
géis de pull-down para a linhagem selvagem e para a linhagem mutante. Cada banda
foi delimitada e propriamente nomeada de acordo com as Figuras 10 e 11.

Figura 10 - Géis de SDS-PAGE obtidos do pull-down para os cultivos A e B dalinhagem selvagem
com demarcacdo das bandas excisadas para digestdo in gel para posterior analise por
espectrometria de massas.

MW L3 L% L& El LE E2 TREA MW L3 L3 L3 El LE  E2 TREA

Figura 11 - SDS-PAGE de eluatos obtidos do pull-down para cultivos A e B da linhagem mutante
com demarcacdo das bandas excisadas para digestdo in gel para posterior analise por
espectrometria de massas.
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As demarcagdes permitiram a constru¢ao da Tabela 3 contendo os nomes das
bandas, sua descricdo quanto ao local de eluicdo no pull-down, suas respectivas
linhagens e cultivos, e a massa aproximada calculada pela relacéo linear entre o
logaritmo da massa molecular aferida pelo marcador e a distancia (mm) de migracao

da banda no gel (resultados ndo mostrados).

Tabela 3 — Dados das bandas isoladas para digestdo in gel e espectrometria de massas. Os
nomes representam a demarcacdo da banda no gel de seus respectivos cultivos e linhagens, e a
descricao indica seu local de eluic&o no pull-down. A massa molecular aproximada é também indicada.

(continua)
XAC306
Massa .
Nome Descricéo aproximada Cultivo
(kDa)
BT1A Banda da trealase na eluicdo com imidazol 250mM 61
B1E1A Banda 2 no Eluato 1 com imidazol 250mM 51
BT2A Banda da trealase na eluicdo com imidazol 2M 61
B1E2A Banda 1 no Eluato 2 com imidazol 2M 51 A
B2E2A Banda 2 no Eluato 2 com imidazol 2M 46
B3E2A Banda 3 no Eluato 2 com imidazol 2M 27
B4E2A Banda 4 no Eluato 2 com imidazol 2M 19
BT1B Banda da trealase na eluicdo com imidazol 250mM 61
B1E1B Banda no Eluato 1 com imidazol 250mM 51
BT2B Banda da trealase na eluicdo com imidazol 2M 61 B
B1E2B Banda 1 no Eluato 2 com imidazol 2M 51
B2E2B Banda 2 no Eluato 2 com imidazol 2M 46
B3E2B Banda 3 no Eluato 2 com imidazol 2M 27
XACA0604
Nome Descricédo apmiféida Cultivo
(kDa)
BTE1A | Banda da trealase na eluicdo com imidazol 250mM 61
B1E1A Banda no Eluato 1 com imidazol 250mM 51
BTE2A | Banda da trealase na eluicdo com imidazol 2M 61 A
B1E2A Banda 1 no Eluato 2 com imidazol 2M 51
B2E2A Banda 2 no Eluato 2 com imidazol 2M 27
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Tabela 3 — Dados das bandas isoladas para digestdo in gel e espectrometria de massas. Os
nomes representam a demarcacdo da banda no gel de seus respectivos cultivos e linhagens, e a
descricao indica seu local de eluigdo no pull-down. A massa molecular aproximada calculada também

é indicada.
(concluséo)
L Massa .
Nome Descricéo aproximada Cultivo
(kDa)
BTE1B Banda da trealase na eluicdo com imidazol 250mM 61
B1E1B Banda no Eluato 1 com imidazol 250mM 51 B
BTE2B Banda da trealase na eluicdo com imidazol 2M 61
B1E2B Banda 1 no Eluato 2 com imidazol 2M 51
B2E2B Banda 2 no Eluato 2 com imidazol 2M 27
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4.3 STRING

O perfil de interacdo proteina-proteina da enzima trealase no organismo
XAC306 obtido pelo STRING pode ser observado na Figura 12. A lista das parceiras
funcionais preditas e suas massas moleculares averiguadas através do UniProt

(www.uniprot.org) foi adaptada na Tabela 4.

Figura 12 - Perfil de interacdo proteina-proteina da enzimatrealase em Xanthomonas axonopodis
pv. citri str. 306 fornecido pelo STRING com linhas conectoras baseadas em evidéncias de
interagdo (evidence). E possivel visualizar a conexdo de 10 proteinas. As associagdes fornecidas
pelas linhas conectoras entre as proteinas sdo derivadas de interacdes baseadas em: contexto
genbmico, que abrange vizinhancga (verde), fusdo de genes (vermelho, ndo presente nas intera¢des
obtidas) e coocorréncia de genes (azul escuro), interagcdes conhecidas por curadoria em banco de
dados (azul esverdeado) ou determinadas experimentalmente (rosa), ou por outros tipos de contextos
incluindo co-expressdo (preto), text-mining (amarelo) e homologia de proteina (azul claro)
(SZKLARCZYC et al. 2019).

XAC2070

N

E importante ressaltar que, de acordo com instru¢ées fornecidas pelo proprio
site da ferramenta, as linhas conectoras que caracterizam as associa¢gbes entre
proteinas evidenciadas pela Figura 12 devem ser analisadas como especificas e
significativas, ou seja, as proteinas contribuem conjuntamente para funcbes
compartilhadas, o que nao significa, necessariamente, que elas possam estar

fisicamente vinculadas umas as outras.


http://www.uniprot.org/
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Tabela 4 — Parceiras funcionais preditas pelo STRING, seu score de interacdo e suas massas
moleculares averiguadas através do UniProt. A pontuacdo ou Score gerada pelo STRING
representa a confianca aproximada (em uma escala de 0 a 1) de ser uma associacdo verdadeira
baseada em evidéncias aferidas em bancos de dados disponiveis (SZKLARCZYC et al. 2019).

Parceira funcional predita Score kDa

ostB Trealose-6-fosfato fosfatase 0,980 | 27,030
XAC0155 Trealose sintase 0,936 | 125,383
XAC0427 Malto-oligosiltrealose trealohidrolase 0,929 | 63,914
XAC3070 Glicose quinase 0,922 | 36,532
XAC2070 Glucoquinase 0,920 | 35,183
XAC3120 Glicose quinase 0,919 | 36,532
galM Aldose 1-epimerase 0,901 | 40,147
tspO Tryptophan-rich sensory protein 0,794 | 18,522
pgi Glicose-6-fosfato isomerase 0,687 | 54,454
gfo Glicose-frutose oxidoredutase 0,641 | 41,619

Uma alteracéo nos parametros das linhas conectoras de evidence para physical
network nos traz indicacfes de interacdo entre proteinas que fazem parte de um
complexo fisico, sendo o perfil resultante ilustrado pela Figura 13. Enquanto as
interacOes fornecidas pela ferramenta séo definidas como funcionais, a organizagao
das proteinas em um complexo fisico prové fortes evidéncias de um relacionamento
bioldgico entre elas (SZKLARCZYK et al. 2021).

Figura 13 - Perfil de interagdo proteina-proteina da enzima trealase no organismo Xanthomonas
axonopodis pv. citri str. 306 fornecido pelo STRING com linhas conectoras baseadas em

complexos fisicos (physical network).
mscL

treA

ostB

@
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A restricdo no tipo de interacao fornece como resultado apenas duas proteinas
preditas. Uma delas é a proteina com massa molecular de 15,39 kDa

(https://www.uniprot.org/uniprot/Q8PHE9) responsavel por formar o canal i6nico

mecanossensivel de larga condutancia (mscL) encontrado na membrana
citoplasmatica de bactérias gram-negativas e responsavel por proteger as células de
possiveis lises causadas por alteracoes no ambiente osmotico (BLOUNT et al. 2007).
Curiosamente, uma banda correspondente a esse tamanho de proteina parceira foi
observado no resultado de pull-down realizado por Antédo (2019) embora nédo tenha
sido reprodutivel (Figura 7); outra curiosidade é que a trealose tem sido descrita como
conferindo protecdo contra estresse osmoético (ALEXANDRINO et al, 2016). Mais
estudos sdo necessarios, no entanto, para confirmar tal proteina como sendo parceira
de interacao da trealase.

A segunda interacdo obtida € com a proteina trealose-6-fosfato fosfatase ou
TPP (OstB) com uma massa molecular anotada de 27,030 kDa de acordo com o

UniProt (https://www.uniprot.org/uniprot/Q8PHPO0). A trealose-6-fosfato fosfatase é

uma enzima fundamental na via de biossintese conhecida como OtsBA, atuando na
remocdo do fosfato da molécula de trealose-6-fosfato e permitindo a producdo do
dissacarideo trealose (CROSS et al. 2017), sendo este o substrato da reacédo
catalisada pela enzima trealase.

Em vista aos resultados obtidos pelo STRING, corroboram-se evidéncias de
uma possivel interacdo entre a OstB e a trealase, uma vez que os géis de pull-down
para ambas as linhagens mutante e selvagem em duplicata apresentaram bandas
com tamanho molecular de aproximadamente 27 kDa. Apesar das conexdes
apontadas pelo STRING indicarem uma relevante associacdo de funcdes bioldgicas
entre as duas proteinas, até o presente momento ndo foram encontrados dados na
literatura que indiquem a existéncia de uma interacdo fisica entre as moléculas
proteicas da trealase e trealose-6-fosfato fosfatase.

Outras proteinas que se destacaram por apresentarem massas moleculares
similares ou proximas as bandas obtidas nas eluicdes com imidazol do pull-down
foram a malto-oligosiltrealose trealohidrolase com massa de 63,9 kDa, podendo esta
ter co-eluido com a banda esperada para a trealase recombinante, de massa similar,

e a proteina sensorial rica em triptofano (Tryptophan-rich sensory protein) com massa


https://www.uniprot.org/uniprot/Q8PHE9
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8PHP0
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de 18,5 kDa, sendo possivel observar uma banda com esse valor aproximado (~19
kDa) no gel para o cultivo A da linhagem selvagem.

Contudo, a relacédo entre os resultados obtidos experimentalmente por este
trabalho com as informacdes prospectadas de bancos de dados s6 podera ser
validada futuramente por meio da identificagdo das proteinas das bandas por
espectrometria de massas, etapa que foi impossibilitada pela pandemia de COVID109.
Tal identificacdo permitira tracar novas estratégias para o estudo de interacédo entre a
trealase e as proteinas identificadas. Adicionalmente, os eluatos totais também serao
analisados por espectrometria de massas a fim de que possam ser identificadas
proteinas parceiras ndo detectadas pela andlise do gel.



44

5 CONCLUSAO

O presente trabalho cumpriu com seu objetivo de evidenciar a existéncia de
possiveis proteinas parceiras de interacdo in vitro da enzima trealase de XAC através
da metodologia de pull-down para os lisados celulares de ambas as linhagens
selvagem e mutante cultivadas em meio indutor de patogenicidade, e também
possibilitou verificar semelhancas entre os perfis de interacdo obtidos entre o
selvagem e o mutante de delecdo da trealase. Dessa forma, € possivel concluir que
existem proteinas que, em um contexto de inducdo de patogenicidade, possuem

afinidade e interagem com a enzima trealase de XAC.
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6 PERSPECTIVAS

No intuito de cumprir com os objetivos propostos anteriormente a pandemia de
COVID19, sendo eles identificar por espectrometria de massas as proteinas de
interacdo obtidas nos perfis mutante e selvagem assim como apontar as proteinas
diferencialmente expressas entre os dois perfis, as bandas digeridas, bem como os
eluatos totais, serdo encaminhadas para um laboratorio externo ao LBBMA para ser
dada continuidade as andlises. Com esses resultados esperamos ser possivel obter
uma maior elucidacdo do papel da trealase e suas relacdes com outras proteinas no

metabolismo e patogenicidade de XAC.
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Esquema geral de um ensaio de pull-down. Um ensaio de pull-down consiste em uma técnica de
captura por afinidade em pequena escala semelhante a imunoprecipitacédo, exceto ao fato de que o
anticorpo é substituido por outro sistema de afinidade envolvendo uma proteina. Neste caso em
especifico, o sistema de afinidade consiste em uma proteina fusionada com glutationa s-transferase
(gst) ou estreptavidina marcada ou dominio de ligagdo que é capturado e imobilizado por glutationa,
quelato de metal (cobalto ou niquel) ou granulos de agarose revestidos com biotina, respectivamente.
A proteina imobilizada atua entdo como uma “isca” para capturar parceiros de interagdo. Em um tipico
ensaio de pull-down, a proteina “isca” € incubada com um lisado celular e, apds sucessivas etapas de
lavagens, os complexos séo eluidos seletivamente utilizando analitos competitivos, tampdes redutores
ou diminuicéo de pH, sendo entéo redirecionados para andlise em gel ou western blot.

Step 1. Immobilize the fusion-tagged
“bait” from the lysate.
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Step 2. Wash away unbound protein.
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Step 3. Bind “prey” protein to
immobilized "bait™ protein.

0. WG
\ B
Prey Protein-
Containing Lysate

Step 4. Wash away unbound protein.
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Step 5. Elute protein-protein
interaction complex.
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Step 6. Analyze protein-protein
interaction complex by SDS-PAGE.
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>] =Fusion Tag (GST, polyHis or Biotin)

. = Affinity Ligand (Glutathione, Co™ Chelate or Streptavidin)

Fonte: THERMOFISHER SCIENTIFIC. Pull-Down Assays. Disponivel em: https://bityli.com/dOSa5
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“Prezado usuario,

Devido a pandemia de COVID-19 o LNBio esta com uma forgca tarefa instalada para atender as demandas
necessarias para enfrentamento dessa situagdo. Por esse motivo ndo sera possivel o atendimento da sua proposta
esse ano. Informamos que sua proposta sera automaticamente alocada para execugdo em 2021 seguindo as
disponibilidades das agendas da instalacdo MAS.

Qualquer duvida, estamos a disposicéo.

Atenciosamente,

SAU - Servigos de apoio ao usuario. “
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