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RESUMO

O cancro citrico impde prejuizos ao setor citricultor por ocasionar queda na
produtividade e qualidade dos frutos e pela auséncia de medidas eficazes de controle e cura.
Assim, o potencial econdmico dos citros é limitado, em parte, por essa doenga causada
principalmente pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (XAC), que apresenta maior
viruléncia e largo espectro de hospedeiros citricos, comparativamente as bactérias
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipos B (XauB) e C (XauC). Em um trabalho de
andlise protedbmica anteriormente realizado por nosso grupo de pesquisa, a trealase
periplasmatica foi identificada como uma proteina cuja expressao foi diferencial entre XAC e
XauC, em condicdo de inducdo da patogenicidade in vitro. A trealase € uma enzima que
catalisa a reacdo de hidrolise da trealose, um dissacarideo formado por duas unidades de
glicose, cujo papel na interacdo planta-patdgeno é ainda pouco compreendido. Um dos
objetivos do trabalho foi obter esta enzima purificada, utilizando um sistema de expressao
heter6loga induzivel por IPTG (isopropil-g-D-tiogalactosideo) em E. coli, para fins de
caracterizagdo parcial da sua estrutura e atividade. A trealase periplasméatica de XAC de
origem heter6loga apresentou-se como um mondmero relativamente estavel em relacdo ao
pH, e de cinética Michaeliana,. A constante de Michaelis-Menten (Km) da enzima para a
trealose foi de 0,124 + 0,015 mM e a Vma 17,319 + 0,035 puMol de glicose.min.mg de
proteinal. Andlise de dicroismo circular resultou na seguinte composicdo de estruturas
secundarias: 42,7 % de a-hélices e 13 % de folhas-f. Uma metodologia de nocaute génico
baseada na dupla recombinacdo homologa entre o DNA genémico e 0 vetor suicida
pNPTS138 viabilizou a obtencdo de uma linhagem mutante deletada no gene que codifica a
trealase periplasmatica (XACA0604), o que possibilitou avaliar a relacdo entre tal gene e a
patogenicidade de XAC em Citrus aurantifolia. Folhas infiltradas com a suspensdo de
XACA0604 apresentaram maior encharcamento e necrose do tecido vegetal, além de intensas
pustulas acastanhadas quando comparadas com as folhas infiltradas com XAC selvagem,
sugerindo maior viruléncia da linhagem mutante. A atividade da trealase periplasmética foi
comparada em extratos celulares brutos provenientes de cultivos de XAC e XauC em dois
meios de cultura, ndo-indutor de patogenicidade (CN) e indutor de patogenicidade (XAM-
M). A bactéria XauC apresentou maior atividade enzimatica de trealase em relacdo a XAC em
XAM-M. Sendo assim, a acentuada patogenicidade de XACA0604 em relacdo a linhagem
selvagem XAC e a maior atividade da trealase periplasmatica de XauC em relacdo a XAC
reforcam os recentes trabalhos que indicam a trealose como promotora da patogenicidade em
fitopatdgenos.

Palavras-chave: cancro citrico; Xanthomonas citri subsp. citri; expressdo heter6loga; trealase
periplasmatica; trealose; patogenicidade; nocaute génico.



ABSTRACT

Citrus canker imposes damages to citriculture by causing drop in productivity and fruit
quality and the absence of effective control and cure. Thus, the economic potential of citrus is
limited in part by this disease mainly caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri
(XAC) that presents the greatest virulence and broad spectrum of citrus hosts, compared to
bacteria Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii types B (XauB) and C (XauC). In a
proteomic analysis previously performed by our research group, periplasmic trehalase was
identified as a protein which expression differed between XAC e XauC in an in vitro
induction of pathogenicity. Trehalase is an enzyme that catalyzes hydrolysis reaction of
trehalose, a disaccharide composed of two glucose units, which role in the plant-pathogen
interaction is poorly understood. One of the objectives of the study was to obtain this enzyme
in purified form using an IPTG-inducible heterologous expression system in E. coli, for
purposes of partial characterization of its structure and activity. The recombinant XAC
periplasmic trehalase is a monomer bearing wide pH stability and showed Michaelian
kinetics. The Michaelis-Menten constant (Km) for trehalose was 0,124 + 0,015 mM and Vmax
17,319 + 0,035 puMol glucose.mint.mg protein™. Circular dichroism spectroscopy indicated
the following composition of secondary structures: 42.7% a-helices and 13% f-sheets. A gene
knockout method based on double homologous recombination between the genomic DNA and
suicide vector pNPTS138 has made possible to obtain a strain deleted in the gene encoding
the periplasmic trehalase (XACA0604), which enabled to evaluate the relationship between
this gene and the XAC pathogenicity in Citrus aurantifolia. Infiltrated leaves with
XACA0604 showed drenching and necrosis of plant tissue and intense brownish pustules
compared with wild XAC, suggesting greater virulence of the mutant strain. The periplasmic
trehalase activity was compared in XAC and XauC cell extracts from two culture mediums,
non-pathogenicity-inducing (CN) and pathogenicity-inducing (XAM-M). Interestingly, XauC
has showed higher enzyme activity compared to XAC in XAM-M. Thus, the noticeable
higher XACA0604 pathogenicity and the greater activity of XauC periplasmic trehalase
compared to XAC are indicatives that trehalose may promote pathogenicity.

Keywords: citrus canker; Xanthomonas citri subsp. citri; heterologous expression;
periplasmic trehalase; trehalose; pathogenicity; gene knockout.
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1 Introducéo

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja, com uma producdo estimada em mais
de 18 milhdes de toneladas, tendo sido sendo responsavel por 33% do suco de laranja
concentrado comercializado no mundo em 2012. Nesse mesmo ano, a producdo de laranjas
ocupou o sétimo lugar no ranking (em valores) entre as commodities brasileiras, o que
consolida a citricultura como destaque na economia brasileira e contribui para o superavit na
balanca comercial do pais (< http://faostat3.fao.org/ >, Food and Agriculture Organization —
FAO).

Em 2009, as exportacdes do complexo dos citros somaram US$ 1,84 bilhédo, valor que
correspondeu a 3 % das exportacdes do agronegocio. A producdo de citros influencia também
0 mercado interno brasileiro. Ainda em 2009, foram arrecadados US$ 189 milhdes em
impostos e contribuicbes e, além disso, a citricultura gerou 230 mil empregos diretos e
indiretos (NEVES, 2009).

O cancro citrico causa reducdo da produtividade e qualidade dos frutos citricos,
agravada pela auséncia de medidas efetivas de controle e cura para a doenca. A bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (XAC) é a principal espécie causadora desta doenca que
acomete culturas em vérios continentes (KOLLER, 1994; NAMETAKA et al., 1996).

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 fitopatogeno
(BROWN, 2001). Préatica necessaria, mas que causa prejuizos ao setor, a erradicacdo das
plantas contaminadas com XAC ainda é adotada pelo Estado de S&o Paulo, no sentido de
erradicar e/ou suprimir o cancro citrico dos pomares paulistas. Além disso, tornou-se
obrigatdria a pulverizacdo, que deve ser repetida a cada brotagdo, de uma solucdo 0,1 % de

cobre metalico nas plantas de citros localizadas em um raio de até 30 metros, a partir de uma
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planta contaminada (SAO PAULO, 2013). Geralmente, metais em elevadas concentraces sio
toxicos aos microrganismos, e a utilizacdo de cobre como bactericida na citricultura tem sido
extensamente empregada. Porém, tal procedimento ndo deve ser permanentemente eficaz,

uma vez que ha registros de linhagens de XAC resistentes ao cobre (BEHLAU et al., 2011).

1.1 Cancro citrico

Uma das doencas mais importantes da citricultura, o cancro citrico tem sua origem
ainda controversa. Entretanto, acredita-se que areas tropicais da Asia, como o Sul da China, a
Indonésia e a India tenham sido o seu berco, de onde se disseminou para 0s outros continentes
(DAS, 2003).

No Brasil, o primeiro relato de cancro citrico ocorreu em 1957, no municipio de
Presidente Prudente, localizado na regido oeste do Estado de Sdo Paulo (BITANCOURT,
1957). A partir de entdo, a doenca se espalhou para outros estados, como Mato Grosso do Sul,
Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (NAMETAKA et al., 1996).

Apesar de fracassar na eliminag&o do cancro citrico, Sdo Paulo, estado responsavel por
76% da producdo nacional de laranja, mantivera controlada a doenga pela adogédo de medidas
de contencéo e erradicacdo de plantas contaminadas (BELASQUE JR, 2009; IBGE, 2012).
No entanto, o ultimo relatorio anual do Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus) acionou
um estado de alerta na comunidade citricultora, ja que o nivel de talhdes contaminados atingiu
0,99 %, o mais alto desde 1999 (FUNDECITRUS, 2011). Tal aumento pode ser intensificado
nos proximos levantamentos devido a mudancga nas regras de controle do cancro citrico no
Estado de Séo Paulo. A partir de novembro de 2013, a erradicacdo das plantas que estdo em
um raio de 30 metros de uma planta contaminada n&o é mais obrigatéria (SAO PAULO,

2013).
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A bactéria causadora do cancro citrico penetra nos tecidos vegetais por meio de
orificios naturais como 0s estdmatos ou causados por danos mecanicos como ferimentos por
espinhos, graos de areia e atividade de insetos (AMARAL, 2003). O cancro citrico ataca todas
as variedades de citros lesionando as partes aéreas das plantas, sobretudo as folhas e a
superficie dos frutos (Figura 1), causando erupcBes de aspecto corticoso, devido ao
rompimento da epiderme vegetal (ROSSETTI, 2001). As erup¢des podem ser circundadas ou
ndo por um halo amarelo, associado ao decréscimo de clorofilas a e b, caroteno e xantofila
(PADMANABHAN et al., 1973). Em folhas, as lesdes ocorrem tanto sobre a face abaxial
guanto adaxial. Por possuirem elevada concentracdo de estbmatos, as folhas constituem a
regido mais importante no processo de infec¢do. Frutos em estdgio avancado de infeccédo
apresentam ruptura na casca, o que facilita a dispersao do patégeno (AMARAL, 2003).

Entretanto, os sintomas supracitados ndo representam o principal problema da doenca,
pois raramente tais manifestacdes sdo letais para a planta. Todavia, um dos efeitos adicionais
do cancro citrico é o aumento na producdo do fito-horménio etileno em resposta a infeccao, o
que provoca queda prematura de folhas e frutos, tornando estes inapropriados para 0 consumo

(CROZIER et al., 2001).

o P/
ey

Figura 1 — LesGes caracteristicas do cancro citrico. Lesdes tipicas do cancro citrico em folha, fruto e ramo
infectados por XAC, da esquerda para a direita.
Fonte: Fundecitrus (http://www.fundecitrus.com.br/ImageBank/PageFlip/pageflip.aspx?idPage=66)

'
|

A disseminacdo do cancro citrico ocorre de diversas formas. Um importante
disseminador ¢ o préprio homem, por meio do transporte de mudas, restos de cultura e

equipamentos contaminados. A chuva também atua como um dispersor da doenca, uma vez
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que as gotas d’agua se chocam com a massa bacteriana exsudada pelas lesées do cancro
citrico, transportando o fitopatdgeno para outros ramos ou até mesmo outras plantas (GOTO,

1992).

1.2 Xanthomonas citri subsp. citri

O género Xanthomonas compfe um grupo economicamente importante de bactérias
aerobicas, gram-negativas, flageladas, ndo fastidiosas, com morfologia de bastonete
(GRAHAM et al., 2004; MADIGAN et al., 2010). Sdo produtoras da goma xantana, um
polissacarideo de notavel aplicacdo na industria alimenticia, farmacéutica, quimica e
petroquimica, suscitando interesse na industria biotecnolégica (LOPEZ et al., 2001).

Xanthomonas citri subsp. citri (XAC) ataca a maioria das espécies conhecidas de
citros e ocasiona a cancrose A, forma mais severa da doenca. Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii tipo C (XauC), causadora da cancrose C, ataca um unico hospedeiro, Citrus
aurantifolia (CIVEROLO, 1984). Encontrada no Uruguai, Paraguai e Argentina,
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo B (XauB) é menos patogénica e provoca a
cancrose B principalmente em Citrus limon (STALL; SEYMOUR, 1983).

N&do ha registros de espécies de citros resistentes a infeccdo artificial por XAC,
sugerindo a inexisténcia de resisténcia genética dos citros contra esta bactéria e que a variagdo
ambiental deve ser o componente responsavel pela toleréncia de algumas espeécies de citros no
campo (BRUNINGS:; GABRIEL, 2003).

No inicio do processo de infeccdo, a planta precisa identificar a presenca da bactéria e
ativar alguma resposta de defesa especifica a esta. Sendo assim, ha uma interacdo entre
patogeno e hospedeiro de modo que para cada gene ativado, ou para cada proteina de ataque

produzida por uma das partes, uma resposta € induzida pela producdo de uma proteina de
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defesa pela contraparte (FLOR, 1971). Em casos nos quais a bactéria sobrepuja o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro, ocorre a manifestacdo dos sintomas da doenca por meio
dos mecanismos de patogenicidade e viruléncia da bactéria. Esses mecanismos envolvem a
secrecdo de enzimas liticas extracelulares, producdo de toxinas e liberacdo de fatores de
viruléncia nos meios extra e intracelular da planta hospedeira.

Dessa forma, em consequéncia da ativacdo dos mecanismos de infeccdo do patdgeno,
a resposta da planta pode ser modificada. Entretanto, geralmente essa resposta de defesa néo é
suficiente para evitar a infec¢do bacteriana, devido ao fato de o hospedeiro ndo conseguir

responder em intensidade e tempo suficientes para conter a bactéria (WHITE et al., 2000).

1.3 Estudos gendmicos e pds-gendmicos

A importancia econémica da citricultura para o pais aliada ao poder destrutivo do
cancro citrico e a falta de medidas de controle dessa doenca dos citros foram tdpicos
conspicuos que estimularam o projeto de sequenciamento completo do genoma da bactéria
XAC, linhagem 306 (DA SILVA et al., 2002). A conclusdo do projeto tem possibilitado o
estudo de caracteristicas particulares de XAC, as quais podem estar relacionadas com a
capacidade de adaptacdo da bactéria ao hospedeiro.

A protedmica, considerada uma analise em larga escala da expressdo proteica, é uma
das areas centrais da gendmica funcional. Os atuais avancos técnicos permitem resolver e
identificar centenas ou milhares de proteinas a partir de extratos proteicos complexos.
Trabalhos utilizando a protedmica diferencial de fracOes periplasmaticas de XAC apds
inducdo da sua patogenicidade in vitro, comparada a condicdo de ndo inducdo da
patogenicidade (ARTIER, 2010), ou entre XAC, XauB e XauC (ZANDONADI, 2012) foram

previamente realizados em nosso laboratério (LBBMA) no Departamento de Genética e



16

Evolucdo — UFSCar. Ainda nesse contexto, foi realizada a andlise de proteinas superficiais da
membrana de XAC em interacdo com o hospedeiro (CARNIELLI, 2013).

No trabalho de Zandonadi (2012), fracGes ricas em proteinas periplasmaticas foram
extraidas de XAC e XauC cultivadas em meio XAM-M, uma modificacdo do meio XAM-1,
conhecido por ser indutor de patogenicidade (CARVALHO, 2006). Tais proteinas foram
separadas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e analisadas quanto a sua expressao
diferencial.

Os dados obtidos foram utilizados na identificacdo das proteinas por pesquisa em
bancos de sequéncias anotadas a partir do genoma de XAC, disponivel no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Uma das proteinas identificadas como diferentemente
expressas entre as bactérias XAC e XauC cultivadas em meio XAM-M foi a trealase

periplasmatica (codigo de acesso no GenBank XAC0604/AAM35493.1).

1.4 O gene-alvo e seu produto

Trealases (EC 3.2.1.28) sdo enzimas que catalisam a hidrdlise da trealose, um
dissacarideo ndo redutor (a-D-glucopiranosil-1,1-a-D-glucopiranosideo), resultando em dois

monomeros de glicose (Figura 2) (PAUL et al., 2008).

OH Trealase OH
HO 0
O O HO
OH
OH

Trealose Glicose Glicose

Figura 2 — Esquema da hidrdlise da trealose, catalisada pelas trealases. A enzima catalisa a hidrdlise da
ligacdo a-O-glicosidica do dissacarideo trealose liberando duas moléculas de D-glicose (modificado a partir de
PAUL et al., 2008).



17

A trealose é um acUcar amplamente distribuido entre os seres vivos, sendo encontrada
em bactérias, fungos, animais (exceto mamiferos) e vegetais. Este dissacarideo exerce
variadas funcdes biologicas, desde reserva energética, protecdo de proteinas e membranas
contra diversos estresses ambientais (dessecacdo, congelamento, estresse 0smotico e escassez
de nutrientes) até a sinalizacdo de vias metabdlicas e de crescimento (CROWE et al., 1984;
ELBEIN, 2003; PAUL et al., 2008). Curiosamente, estudos contemporaneos indicam a
trealose como um promotor de fitopatogenicidade (DJONOVIC et al., 2013; FACINCANI et
al., 2014).

Trealases periplasmaticas bacterianas parecem estar relacionadas com mecanismos de
resposta a perturbacdes ambientais (STROM, 1993), o que é cabivel sob o ponto de vista de
XAC respondendo ao estresse imposto pelo hospedeiro no decorrer da colonizagéo.
Compreender o papel da trealase periplasmatica neste contexto pode contribuir para o
entendimento do processo de infecgéo.

N&o ha registro de estudos envolvendo trealases em fitopatdgenos, tampouco em
XAC. Ha apenas quatro estruturas resolvidas de trealases periplasmaticas depositadas no
Protein Data Bank <http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do>, todas de E. coli (GIBSON,
2007). A analise utilizando o algoritmo BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) indica que o gene
que codifica a trealase periplasméatica de XAC possui 98 % de identidade em relagdo aos
genes de XauB e XauC, os quais possuem 99 % de identidade entre si (alinhamentos néo
mostrados). Os trés tipos bacterianos possuem apenas um gene que codifica para trealase

periplasmatica em todo seu genoma.
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2 Objetivos

O objetivo do projeto foi agregar informacdes bioldgicas que possam contribuir para o
entendimento do papel da trealase periplasmatica no processo infeccioso da bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri por meio da analise funcional do gene codificante e da proteina

recombinante.

2.1 Objetivos especificos

Isolamento (amplificacdo por PCR) e clonagem da regido codificante referente ao gene-

alvo.

e Subclonagem, producdo heteréloga e purificacdo do produto de expressao recombinante do
gene em E. coli;

e Estudos sobre o produto de expressdo heter6loga do gene com a finalidade de caracterizar
parcialmente sua estrutura e atividade bioldgica;

e Obtencdo de uma linhagem de XAC mutante deletada no gene que codifica a trealase
periplasmatica;

e Avaliacdo in vivo do efeito da delecdo do gene da trealase periplasméatica em XAC em

relacdo a patogenicidade em Citrus aurantifolia.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Linhagens bacterianas, meios e condi¢6es de cultivo

As linhagens de XAC (linhagem 306) e XauC (linhagem IBSBF 338) foram
fornecidas pelo Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus). As bactérias foram estocadas a
-80 °C em meio caldo nutriente (Difco) adicionado de glicerol 10 %.

Cultivos de XAC em meio sélido foram realizados em agar nutriente (Difco) ou agar-
LB (Sigma) em incubadora a 28 °C. Caldos Luria-Bertani (LB) e Nutriente (Difco) foram
utilizados para cultivos em meio liquido.

Para a analise da atividade enzimatica em XAC e XauC, os cultivos foram feitos em
caldo nutriente e no meio indutor de patogenicidade, XAM-1 (CARVALHO, 2006), com
modificacdes. A composicdo do meio XAM-1 modificado, denominado XAM-M (ARTIER,
submetido) é a seguinte: (NH4)2SO4 7,57 mM; KH2PO4 33,06 mM; K;HPO4 60,28 mM;
citrato de sodio (CsHsNaz07.2H20) 1,7 mM; MgSO4 1M; casaminoacidos 0,03%; Frutose 10
mM, Sacarose 10 mM; BSA 1 mg/mL; pH 5,4.

As linhagens DH5a. e BL21(DE3) de E. coli foram cultivadas em caldo LB e &gar-LB.

3.2 Enzimas, kits e procedimentos em biologia molecular

Para a extracdo de DNA genémico de XAC foi utilizado o kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega). DNA polimerase (Phusion High Fidelity DNA Polimerase),
enzimas de restricdo, vetor de clonagem e demais kits de extracdo de DNA foram adquiridos
da Fermentas-Thermo Scientific. Ampicilina e canamicina foram obtidas da Sigma.

Técnicas de biologia molecular seguiram métodos padronizados (AUSUBEL, 2002)

ou entdo como detalhadas.
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3.3. Desenho e sintese de oligonucleotideos

O par de oligonucleotideos destinados a amplificacdo por PCR (Reacdo em Cadeia da
DNA Polimerase) da regido codificante da trealase periplasmatica de XAC foi desenhado com
base na sequéncia depositada no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), cddigo de
acesso XAC0604/AAM35493.1 (periplasmic trehalase), de tal forma a coincidirem 15-30
bases da regido 5' da fita codificante e da sua respectiva fita reversa complementar (3' do
fragmento génico). A andlise in silico da ORF XAC0604 no software SignalP 4.0
(PETERSEN et al., 2011) (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) indicou um provavel
peptideo sinal, codificado por uma regido de 117 pb, o qual foi excluido quando do desenho
do oligonucleotideo pET2829TREA_FW (Tabela 1).

Para a construcdo do plasmideo de delecdo do gene-alvo, foram projetados
oligonucleotideos designados a amplificacdo por PCR das regiGes de 1 kb upstream e
downstream a ORF XACO0604, com base na sequéncia do genoma completo de XAC,
depositada no GenBank, codigo de acesso NC_003919.1.

Todos os oligonucleotideos possuem sitios de restricdo para endonucleases adequadas
para a posterior subclonagem nos vetores de propagacéo, expressdo e/ou delecdo. O software
Lasergene 7.1 (www.dnastar.com) foi utilizado para o estudo das sequéncias e escolha das
endonucleases, de modo que fossem adotadas endonucleases cujos sitios ndo estivessem
presentes nas sequéncias nucleotidicas originais dos fragmentos génicos e estivessem
presentes e adequadamente posicionados nos vetores.

Bases adicionais foram inseridas as extremidades 5' de alguns oligonucleotideos de
forma a possibilitarem, caso necessario, clonagem direta (sem propagacdo no vetor de
clonagem), e também para otimizacdo dos parametros termodinamicos como temperatura de

transicdo de fase (melting temperature) a mais proxima a 65 °C e temperatura de formacdo de
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superestruturas indesejaveis como hairpins, homo e hetero dimeros de hibridizacdo oligo-
oligo, a mais baixa possivel. Otimizacdo dos oligonucleotideos foram feitas por meio do
software OligoAnalyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer).
Os oligonucleotideos foram  sintetizados pela Integrated DNA  Technologies
(https://www.idtdna.com). A Tabela 1 apresenta o desenho de todos os oligonucleotideos

utilizados.

PET2829 treA

Ndel
PET2829%treA FW 5' TAACA/TATGgcgccgctggacgctccggtce 3 ™ 67.5°C
M A P L D A P V
Xhol
pET2829treA RV 5' TATC/TCGAGtcagcgcgcggeccgecte 3! ™ 67.5°C
Xhol
pET2829treA RV _C 5' C/TCGAGgcgcgcggccgccteg 3! ™ 67.5°C
lkb Up treaA
BamHT
Up treA FW 5' TATG/GATCCggtaaacgaccggtgtggcgg 3' ™ 65.9°C
EcoRT
Up treA RV 5' AGCG/AATTCgtccatccggtgccattgcac 3 ™ 65.9°C
lkb Down treA
HindIII
Down_treA FW 5' CGACTA/AGCTTgtcggtgaccagttccggtgt 3! ™ 65.9°C
BamHT
Down treA RV 5' TATAG/GATCCggacggtgccgctgctgc 3' ™ 65.9°C

Tabela 1 — Desenho dos oligonucleotideos. Ao final de todo o processo de otimizacdo, os oligonucleotideos
resultantes estdo apresentados. Em letras mindsculas, as regides de sobreposi¢do de bases com o fragmento
génico de interesse. Em letras maitsculas, bases adaptadas nas regies 5'. Sitios de restricdo estdo grifados em
amarelo, com a respectiva enzima de restricdo identificada acima e ponto de clivagem representado por /. Cédon
de fim de tradugdo estd grifado em azul. Um coédon de iniciagdo ndo-nativo (ATG) foi incluido no
oligonucleotideo pET2829TREA_FW. A tradugdo conceitual prevista da regido N-terminal da proteina de
interesse estd mostrada em verde. As temperaturas de melting estéo indicadas (TM).

Para a expressao heter6loga foram projetadas duas versdes do oligonucleotideo
reverso (3' do fragmento génico que codifica a trealase periplasmatica), o que torna possivel a
expressdo fusionada a uma cauda N-terminal de histidinas no vetor pET28a (Novagen, Anexo
1), expressdo em fusdo com cauda de histidina C-terminal no vetor pET29a (Anexo Il) ou

livre de fuséo (pPCR1 no vetor pET29a, Tabela 2). Sendo assim, as duas versdes de produtos
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de PCR voltadas a expressao génica podem facilmente ser utilizadas para a obtencdo de até
quatro construcdes diferentes quanto a presenca e posicionamento da cauda de histidina (sem
nenhuma, N-terminal, C-terminal e até com duas caudas).

A Tabela 2 mostra a relacdo entre os pares de oligonucleotideos e os correspondentes

produtos de PCR, especificando suas respectivas fung¢des no presente trabalho.

Par de oligonucleotideos Produto Funcéo
pET2829%treA_FW e Trealase periplasmatica Expressdo
PET2829treA_RV (pPCR1) heterdloga
pPET2829%treA FW e Trealase periplasmatica sem o stop cédon nativo Expressdo
pPET2829%treA RV _C do gene (pPCR2) heter6loga
Up_treA FWe Regido de 1 kb upstream ao gene que codifica a Delecdo
Up_treA RV trealase periplasmética de XAC (pPCR3) génica
Down_treA FW e Regido de 1 kb downstream ao gene que codifica Delecéo
Down_treA RV a trealase periplasmatica de XAC (pPCR4) génica

Tabela 2 — Pares de oligonucleotideos e seus respectivos produtos de PCR (pPCR) e funcdes

3.4 Extragdo de DNA gendmico

Células de XAC foram cultivadas em 500 mL de caldo nutriente, coletadas por
centrifugacdo e lavadas trés vezes com PBS (Tampdo fosfato de sédio 50 mM pH 7,4; 150
mM NaCl). Cerca de 0,1 g da massa de células resultante (peso umido) foi utilizado para
extracdo de DNA gendmico por meio do kit Wizard Genomic DNA Purification Kit

(Promega).

3.5 Isolamento e clonagem dos fragmentos génicos de interesse

O isolamento dos fragmentos génicos de interesse (Tabela 2) foi feito por PCR

utilizando DNA gendmico de XAC como molde.
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As amplificacBes foram realizadas em um termociclador C1000 Touch (Bio-Rad)

segundo o descrito abaixo:

500 ng de DNA genbmico
100 pMol de oligonucleotideo FW
100 pMol de oligonucleotideo RV (ou RV_C)
2,5 U de tag DNA polimerase
1,5 mM de MgCl;
0,8 mM de dNTP (0,2mM de cada)
H20 MilliQ g.s.p 50 pL

A Tabela 3 mostra a programacéao dos ciclos de PCR destinados ao isolamento dos

fragmentos génicos de interesse.

pPCR le2 3e4
Etapa Temperatura Tempo Temperatura Tempo
da PCR
Desnaturacéo inicial 97°C 10 minutos 98°C 10 minutos
Desnaturacéo 94°C 30 segundos 98°C 30 segundos
Hibridizacdo 61,5°C 30 segundos 60,9°C 30 segundos | 35X

Extensédo 72°C 2 minutos 72°C 1 minuto

Extenséo final 72°C 10 minutos 72°C 10 minutos

Tabela 3 — Descricdo dos ciclos de PCR utilizados na amplificagéo dos fragmentos génicos

Os produtos de PCR foram purificados por eletroforese em gel de TAE agarose (0,8
%) contendo brometo de etideo e utilizados em reacdo de ligacdo (com T4 DNA ligase) para
clonagem no vetor pJET 1.2 (Fermentas, Anexo Ill), seguindo a razdo molar de 3:1
(inserto:vetor). Os produtos da ligacdo foram utilizados na transformacéo de células de E. coli
DH5a competentes por tratamento com cloreto de célcio (AUSUBEL, 2002). As células
transformadas foram plaqueadas em meio agar-LB contendo ampicilina 100 ug.mL™.

Algumas coldnias ampicilina-resistentes foram submetidas a extracdo de DNA

plasmidial para averiguacdo de clones positivos (para cada um dos insertos pPCR1, pPCR2,
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pPCR3, pPCR4; Tabela 2) por dupla digestio do DNA plasmidial com as endonucleases
especificas, seguida de analise por eletroforese em gel de TAE agarose (0,8 %) contendo
brometo de etidio.

Os clones positivos foram submetidos a sequenciamento de DNA pelo método do
didesoxinucleotideo marcado de Sanger (SANGER, 1977) em um aparelho 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems), segundo as instrucdes do fabricante. O sequenciamento foi
realizado em colaboracdo com o Grupo de Biofisica Molecular "Sérgio Mascarenhas"”, no

Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC/USP).

3.6 Construcao do sistema de expressao

O DNA plasmidial de um clone para o qual a presenca de inserto foi confirmada
(construcdo utilizando como inserto o pPCR1) foi digerido com as enzimas Ndel e Xhol e 0
produto da digestdo submetido a eletroforese em gel de TAE agarose (0,8 %) para purificacdo
do fragmento clonado. O fragmento purificado foi utilizado em reagdo de ligagdo com T4
DNA ligase (razédo molar inserto:vetor de 3:1) juntamente com o vetor pET28a (Novagen,
Anexo 1), previamente digerido com as enzimas Ndel e Xhol. A reagdo de ligacdo foi utilizada
na transformacdo de células de E. coli DH5a para fins de propagacdo e extracdo de DNA
plasmidial.

As células foram plaqueadas em meio agar-LB contendo canamicina (40 pg.mL™).
Clones resistentes & canamicina foram confirmados para a presenca de inserto por dupla
digestdo do DNA plasmidial com as endonucleases Xhol e Ndel em eletroforese em gel de

TAE agarose (0,8 %).



25

3.7 Expressao heterologa e purificacdo por cromatografia de afinidade

O vetor de expressdo obtido foi utilizado na transformacdo de E. coli BL21(DE3)
(Novagen), sendo as células plaqueadas em &gar-LB contendo canamicina 40 pg.mL™.
Colbnias isoladas dos transformantes foram inoculadas em caldo LB adicionado de
canamicina 40 pg.mL? para ensaios de expressdo pela inducdo com IPTG 0,1 mM,
adicionado na fase mid-log de crescimento populacional bacteriano (D.O.e00 nm = 0,5). Os
ensaios de expressao foram incubados por 16 horas a 18 °C em agitador orbital a 250 rpm. Ao
final da inducdo, as células foram coletadas por centrifugacédo, ressuspendidas em 50 mL de
tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCl 100 mM e lisadas por 5 pulsos de ultrassom (Sonic
Dismembrator 500, Fisher Scientific, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Flavio Henrique da
Silva), com intervalos de 1 minuto entre os pulsos, sob banho de gelo. A fracdo soltvel do
lisado foi separada do particulado insoltvel por centrifugacdo a 4 °C, 12.000 x g por 10
minutos.

Para a purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade por ions
metalicos imobilizados (IMAC, Immobilized Metal Affinity Chromatography), a fracdo
soltvel do lisado celular foi aplicada sobre uma coluna de niquel imobilizado Ni-NTA
(Novagen) e a proteina foi eluida da coluna aplicando-se um gradiente de concentracdes de
imidazol (de 5 mM a 250 mM). Aliquotas das fra¢6es soltvel e insoltvel, bem como aliquotas
do pos-coluna (apo6s a passagem da fracdo soltvel do lisado pela coluna cromatogréfica de
afinidade) e dos eluatos em imidazol foram submetidas a analise em SDS-PAGE (LAEMMLLI,
1970) para averiguar a funcionalidade dos sistemas de expressao e purificagéo.

Para os experimentos de atividade e cinética enzimatica (item 3.10) e estruturais (item
3.11), repetiu-se o ensaio de expressao otimizando a purificagdo ao utilizar apenas as solucoes

de imidazol 5 mM (lavagem da coluna de niquel imobilizado para eliminagdo de
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contaminantes) e 50 mM (eluicdo da proteina purificada). Esta ultima fracdo foi dialisada
contra tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8; NaCl 100 mM, e quantificada pelo método de absor¢édo

no UV em comprimento de onda de 280 nm.

3.8 O sistema de delecdo génica

A delecdo do gene-alvo foi feita utilizando o vetor pNPTS138 (Anexo V),
gentilmente cedido pelo Prof. Henrique Ferreira (UNESP/Rio Claro). Resumidamente, dois
fragmentos de aproximadamente 1 kb correspondentes as regides upstream e downstream ao

gene-alvo a ser deletado foram clonadas in tandem no vetor pNPTS138 (Figura 3).

PNPTS138_treA

1kb Downstream T 1kb Upstream

Hindlll BamHl EcoRI
Figura 3 — Esquema simplificado do plasmideo de delecdo do gene-alvo, pNPTS138_treA. O gene que
confere resisténcia & canamicina esta representado por KanR. SacB denota o gene de Bacillus subtilis, que
codifica a enzima levansucrase, a qual converte sacarose em um composto toxico para as células. As regides
de 1000 pb que flanqueiam o gene-alvo estdo representadas por 1 kb Downstream e 1 kb Upstream, com os
respectivos sitios de restricdo para Hindlll, BamHI e EcoRl, estrategicamente posicionados para clonagem
dos fragmentos in tandem.

Tal construcdo foi utilizada na transformacédo de XAC por eletroporacdo. Colonias
transformantes potencialmente contendo um primeiro evento de recombinagdo por crossing-
over entre 0 DNA cromossomal e o plasmideo introduzido (o qual resulta na incorporacéo do
plasmideo ao cromossomo bacteriano) foram selecionadas em meio contendo canamicina.

Para selecionar mutantes carregando um segundo evento de crossing-over (o qual resulta na



27

remocao do vetor e também do gene-alvo do DNA cromossdmico) os mutantes selecionados
na primeira fase foram cultivados em sacarose 10 %.

O vetor pNPTS138 carrega uma coépia do gene que codifica para a enzima
levansucrase (SacB de Bacillus subtilis), a qual converte a sacarose em um composto toxico
para as células (Figura 3) (BRAMUCCI, 1996). Desse modo, somente as bactérias que
transferiram o gene para o plasmideo por dupla recombinacao e o eliminaram (ou seja, houve
excisdo do plasmideo do cromossomo seguido de cura plasmidial) serdo capazes de crescer no
meio contendo sacarose 10 %. Células resultantes de recombinacdo Unica também sédo
eliminadas por possuirem o plasmideo integrado no genoma. Para aumentar as chances de
cura plasmidial nos mutantes que sofreram o duplo crossing-over, 0os mesmos foram
cultivados repetidamente em meio de cultivo na auséncia de canamicina. Col6nias mutantes
de XAC obtidas foram analisadas por PCR e aliquotas do cultivo bacteriano dos mutantes

confirmados foram armazenadas a -80 °C.

3.8.1 Construcéao do vetor de delecdo pNPTS138

Como mencionado na se¢do 3.5, os produtos de PCR pPCR3 e pPCR4 foram
separadamente clonados no vetor pJET 1.2 (Fermentas) e os clones confirmados por dupla
digestdto do DNA plasmidial com as endonucleases BamHI e EcoRI (pPCRS3, regido
upstream) e BamHI e Hindlll (pPCR4, regido downstream), seguida de analise por
eletroforese em gel de TAE agarose (0,8 %). Clones positivos foram cultivados em caldo LB
para fins de extracdo do DNA plasmidial. Apds a dupla digestdo do DNA plasmidial dos dois
diferentes clones em pJET 1.2 (Fermentas) com o0s respectivos pares de endonucleases, as

regides 1 kb upstream e downstream foram purificadas em gel de TAE agarose (0,8 %).
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Para iniciar a construcdo do vetor de delecdo do gene que codifica a trealase
periplasmatica (pNPTS138_treA, Figura 3), o plasmideo pNPTS138 foi digerido com as
endonucleases Hindlll e BamHI e purificado em gel de TAE agarose (0,8 %). Em seguida, o
fragmento de 1 kb downstream purificado foi utilizado em reacdo de ligacdo com T4 DNA
ligase (razdo molar inserto:vetor de 3:1) juntamente com o vetor pNPTS138 previamente
digerido e purificado. Tal construcdo foi utilizada na transformacdo de células de E. coli
DH5a seguida de plagueamento em agar-LB contendo canamicina (40 pg.mL™). Col6nias
resistentes & canamicina tiveram seu DNA plasmidial extraido e digerido com as
endonucleases Hindlll e BamHI. A confirmagédo da clonagem foi feita em eletroforese em gel
de TAE agarose (0,8 %).

Para a clonagem do segundo fragmento flanqueador (1 kb upstream) ao gene-alvo,
seguiu-se 0 mesmo procedimento, utilizando o vetor com a primeira regido clonada e

substituindo-se a endonuclease Hindlll por EcoRl.

3.8.2 Preparacéo de células de XAC eletrocompetentes

Células de XAC foram cultivadas em 100 mL de caldo LB, sob agitacdo de 200 rpm, a

28 °C ate que atingissem D.O.s00nm de 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. As células foram

concentradas 10x, aliquotadas e armazenadas a -80 °C.

3.8.3 Transformacéao de XAC por eletroporacao

O vetor de delecdo pNPTS138_treA foi utilizado na transformacéao de células de XAC

eletrocompetentes. A eletroporacéo foi realizada com cubetas de 0,2 cm em um eletroporador
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Gene Pulser Xcell Electroporation Systems (BIO-RAD), gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Iran Malavazi, sob as seguintes condi¢des: 2,5 kV, 50Q e 50 uF. Apos o pulso elétrico, foram
adicionados 2 mL de caldo LB isento de antibidticos e o cultivo foi incubado por 2 horas sob
agitacdo de 200 rpm. Em seguida, o cultivo foi plaqueado em agar-LB contendo canamicina

(40 pg.mLY).

3.8.4 Selecdo de mutantes deletados

Colonias transformantes resistentes a canamicina foram repicadas em duas condi¢des
diferentes: agar-LB contendo canamicina e sacarose 10 % (Meio B) e &gar-LB contendo
sacarose 10 % (Meio C). Em seguida, col6nias que ndo tiveram crescimento nos meios B e C
foram cultivadas em caldo LB isento de antibi6ticos (Meio D) por 12 horas, sob agitacdo de
200 rpm, a 28 °C, para possibilitar o primeiro evento de recombinagéo, o que resultaria em
integracdo do vetor ao DNA cromossomal de XAC. Tal cultivo foi estriado em 4gar-LB para
obtencdo de coldnias isoladas. Apos isso, algumas colbnias isoladas foram repicadas em trés

diferentes condicdes:

Meio A: Agar-LB contendo canamicina;
Meio B: Agar-LB contendo canamicina e sacarose 10 %:

Meio C: Agar-LB contendo sacarose 10 %;

O cultivo de cada uma das colbnias (repicadas) nestas trés diferentes condicdes facilita
0 screening das possiveis coldonias mutantes deletadas, isto porque colbnias resistentes a
sacarose e sensiveis a canamicina podem ser resultantes da dupla recombinacdo seguida da
eliminacdo do plasmideo de delecdo. A Figura 4 ilustra o procedimento adotado na selecdo

das possiveis col6nias mutantes deletadas.
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Meio A: Agar-LB contendo
canamicina

Transformacao de XAC com o
pPNPTS138_treA

Y

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 4 — Metodologia para sele¢do dos possiveis mutantes deletados. Diferentes cultivos foram realizados
para facilitar o screening de linhagens mutantes deletadas. 1-2 | Células de XAC eletrocompetentes foram
transformadas por eletroporacdo com o plasmideo de delecdo do gene de interesse e, em seguida, plagueadas em
agar-LB adicionado de canamicina (Meio A). 3 | Coldnias transformantes foram repicadas em agar-LB contendo
canamicina e sacarose (Meio B) e agar-LB contendo somente sacarose (Meio C). 4-5 | Colbnias que néo
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 | Colbnias isoladas foram repicadas nos meios A, B e C, para selecdo dos
possiveis mutantes deletados (aqueles que apresentaram crescimento apenas no meio C).
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3.8.5 Confirmacéao da delecdo do gene-alvo

Oligonucleotideos (treA_ KO _FW e treA KO_RV, Tabela 4) que hibridizam nas
regibes do DNA cromossomal adjacentes as regides flanqueadoras de 1 kb do gene-alvo
(distantes cerca de 50 pb) e néo hibridizam no plasmideo de delecdo pNPTS138 treA, foram
projetados para a confirmacdo da delecdo por PCR. Desse modo, é possivel diferenciar uma

col6nia mutante deletada de uma selvagem de acordo com os tamanhos dos produtos de PCR

obtidos.
treA KO _FW 5' TATatctgcaggctttcgcccgageccge 3! ™ 65.0°C
treA KO RV 5' ATCacccgccatgccagctcgtccatc 3! ™ 65.1°C

Tabela 4 — Oligonucleotideos para a confirmacao da delecéo do gene-alvo. Em letras minusculas, as regifes
de sobreposicdo de bases com DNA gendmico. Em letras mailsculas, bases adaptadas nas regides 5. As
temperaturas de melting estéo indicadas (TM).

Col6nias selecionadas como possiveis mutantes deletados foram isoladamente
ressuspendidas em 49 pL de &gua destilada estéril e fervidas por 5 minutos. Cinco pL deste
material foram utilizados como 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 treA KO_FW
150 pMol de oligonucleotideo treA KO_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
DMSO 5%

H>0 MiliQ g.s.p 19 pL

As amplificacbes foram realizadas em um termociclador C1000 Touch (Bio-Rad)

programado para realizar o seguinte ciclo:
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Etapa da PCR | Temperatura | Tempo
Desnaturagio inicial 98°C 10 minutos
'\
Desnaturago 98°C 30 segundos
Hibridizagio 60°C 30 segundos | >x 45
Extens&o 72°C 4 minutos
_/
Extens#o final 72°C 10 minutos

Tabela 5 — Descricéo dos ciclos de PCR utilizados na confirmacéo da dele¢do génica

3.9 Teste de patogenicidade em Citrus aurantifolia

As linhagens de XAC e XACA0604 (mutante deletada para o gene da trealase
periplasmatica) foram testadas quanto a patogenicidade em Citrus aurantifolia, em uma estufa
com temperatura e umidade controladas, gentilmente disponibilizada pelo Fundecitrus, em
Araraquara-SP.

Colonias isoladas de XAC e XACA0604 foram cultivadas em 25 mL de caldo LB até
que atingissem D.O.s00nm de 0,4. As células foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos
a 28 °C e os “pellets” foram ressuspendidos em 25 mL de agua destilada estéril. Tais
suspensdes foram utilizadas na infiltracdo das folhas (na face abaxial) com auxilio de uma
seringa, em pontos levemente perfurados com agulha. Em cada folha, foram feitas de 8 a 12
infiltracdes, totalizando até 1 mL de suspensdo bacteriana ou agua destilada estéril (controle
negativo) por folha.

Um ramo da planta foi utilizado para cada uma das trés condigdes testadas (XAC,
XACA0604 e controle com &gua destilada estéril), sendo infiltradas quatro folhas de cada
ramo. No quinto dia apds as infiltracdes, as folhas foram destacadas e fotografadas para

constatacdo e comparagdo do processo infeccioso de XAC e XACA0604.
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3.10 Atividade enzimatica da trealase periplasmatica

3.10.1 Método de avaliacdo da atividade enzimatica

A trealase periplasmatica catalisa a hidrolise de uma molécula de trealose, resultando
na formacdo de duas moléculas de glicose. Assim, a avaliacdo da atividade enzimatica da
enzima foi realizada com um teste de deteccdo de glicose baseado no método de acoplamento
da glicose oxidase e peroxidase (TRINDER, 1969), utilizando trealose como substrato e o kit
Glicose Liquiform (Labtest), composto de uma solucdo contendo tampéo fosfato 30 mM (pH
7,5), fenol 1 mM, glicose oxidase 12500 U/L, peroxidase 800 U/L; 4-aminoantipirina 290
UM, azida sodica 7,5 mM e surfactantes. Uma solucdo contendo glicose 100 mg/dL foi
utilizada como padréo calibrador de acordo com instrucdes do fabricante.

A glicose resultante da hidrdlise da trealose é oxidada pela glicose oxidase (GOD) do
kit, formando acido gluconico e peréxido de hidrogénio. O peroxido de hidrogénio formado
participa de uma reacdo de oxidacao envolvendo a 4-aminoantipirina e o fenol, catalisada pela
peroxidase (POD), resultando em &gua e um composto avermelhado, a antipirilquinonimina,
cuja intensidade de cor é diretamente proporcional a concentracdo de glicose liberada (Figura
5).

Todos os ensaios referentes a atividade enzimatica da trealase periplasmética foram
realizados em replicatas a 25 °C sob comprimento de onda de 490 nm no leitor de
microplacas iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad). Os dados sdo representados
pelas médias entre replicatas e barras de erro representam variacdo dentro de cada ponto. A
relacdo entre a absorbancia e a quantidade de glicose foi obtida por uma curva padrdo de
quantidade de glicose utilizando 270 pL do kit Glicose Liquiform e 30 uL de cada uma de 12

concentracdes de glicose utilizadas (de 0,268 a 550 uM).
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GOD )
Glicose + O; + Ho0 ——  Acido Glucbnico + H202

POD
2 H20, + 4-aminoantipirina + fenol —— > Antipirilquinonimina + 4 H>0O

Figura 5 — Esquema simplificado do método de deteccdo de glicose. A glicose resultante da hidrolise da
trealose é oxidada pela glicose oxidase (GOD), formando acido glucdnico e peréxido de hidrogénio. O peroxido
de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, sob acéo catalisadora da peroxidase (POD), através
de uma reacdo oxidativa de acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha, cuja intensidade de cor é
proporcional a concentracdo de glicose na amostra. Adaptado do Manual de Instrucdes de Uso do produto
Glicose Liquiform (Labtest).

3.10.2 Atividade da trealase periplasmatica em extrato celular de XAC, XACA0604 e

XauC

A atividade da trealase periplasmatica foi comparada em extratos proteicos celulares
de XAC e XauC apds crescimento em dois meios de cultura, Caldo Nutriente (CN) e XAM-
M, um meio indutor de patogenicidade. Para XACA0604, foi feito o cultivo apenas em CN.

Colonias isoladas de XAC, XACA0604 e XauC foram cultivadas em 30 mL dos meios
de cultura até que atingissem a D.O.e00nm de 0,4. Os cultivos foram centrifugados a 12.000 x g
por 15 minutos e os “pellets” ressuspendidos em 4 mL de Tris-HCI 25 mM pH 8,0, NaCl 50
mM e lisados por 6 pulsos de ultrassom (Sonic Dismembrator 500, Fisher Scientific,
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Flavio Henrique da Silva), com intervalos de 1 minuto entre
o0s pulsos, sob banho de gelo. Em seguida, os lisados celulares foram centrifugados a 12.000 x
g por 15 minutos a 4 °C e os sobrenadantes coletados para os testes.

Para analise da atividade da trealase periplasmatica de XAC, XACA0604 e XauC,
foram montadas cinco reagdes em triplicata, todas contendo 100 pL de cada lisado celular, 15
puL de trealose 0,8 M e 185 pL do kit Glicose Liquiform. O controle negativo foi feito
substituindo o volume do lisado celular por 100 pL do tampé&o de ressuspenséo.

A formacéo de glicose foi registrada em fungdo do tempo e, a partir desses dados,

foram calculadas as velocidades iniciais das reagdes (Vo).
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3.10.3 Cinética enzimatica

A atividade enzimatica da trealase periplasmatica foi analisada quanto ao
comportamento das velocidades iniciais das reagdes (Vo) com a variagdo da concentragdo de
trealose, utilizando uma concentracdo de enzima dentro da faixa de resposta de reacdo
proporcional a quantidade de proteina, determinada previamente (ndo mostrado).

Para o ensaio cinético, foram realizadas cinco reacdes, com as seguintes concentragdes
de trealose: 0,1563 mM, 0,3125 mM, 0,625 mM 2,5 mM e 5 mM. Todas as rea¢bes foram
compostas de 270 pL do kit Glicose Liquiform (Labtest), 15 uL de trealase periplasmatica
(concentracdo final de 0,1 puM) e 15 pL de trealose (concentracdo final de 40 mM),
totalizando 300 pL de volume final.

Cada uma das reac0es registrou a quantidade de glicose para cada intervalo de tempo,
sendo as velocidades iniciais representadas em funcdo das concentracdes de trealose. Os
dados foram modelados segundo a equacdo de Michaelis-Menten, possibilitando a estimativa
dos valores de Ki e Vmax para a enzima (MICHAELIS; MENTEN, 1913).

O controle (sem enzima) teve o volume de enzima substituido por tampdo 50 mM

Tris-HCI, 100 mM NacCl, pH 8 e foi subtraido das medidas dos ensaios.

3.10.4 Teste de estabilidade de pH

Para o teste de estabilidade de pH, foram preparadas 11 solucdes de acetato-borato-
fosfato de sodio 0,02 M, variando o pH em uma unidade, de 2 a 12. Aliquotas da trealase
periplasmatica recombinante foram separadamente incubadas (diluicdo de 8 vezes) nestas 11
solugdes por 30 minutos e centrifugadas a 14.000 x g por 2 minutos. A seguir, 0s

sobrenadantes foram utilizados em 11 reagOes individuais em triplicata contendo 30 pL da
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enzima diluida (concentracao final de 0,1 uM), 15 uL de trealose 0,8 M (concentracéo final
de 40 mM) e 255 pL do kit Glicose Liquiform, totalizando 300 pL de volume final.

Os dados foram utilizados para o célculo das velocidades iniciais das reacdes (Vo) e
representados como porcentagem média de atividade enzimatica em todos os pHs.

Todos os tampdes foram testados e ndo houve interferéncias inespecificas sobre os

reagentes da reacéo.

3.10.5 Teste de estabilidade térmica

O teste de estabilidade térmica foi feito incubando-se a enzima purificada em
diferentes temperaturas, seguida da medida de sua atividade enzimatica. Para isso, a enzima
foi diluida em tampdo acetato-borato-fosfato de sédio 0,02 M pH 3, de modo que sua
concentracdo ficasse em 1 pM. Tal solucdo foi incubada por 5 minutos em diferentes
temperaturas (de 20 °C a 55 °C, com intervalos de 5 °C). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 x g por 2 minutos a 4 °C e os sobrenadantes utilizados nos testes. Para
a analise da atividade enzimatica remanescente, foram feitas rea¢fes contendo 30 pL da
enzima incubada em cada temperatura (concentracdo final de 0,1 uM), 15 pL de trealose 0,8
M (concentracao final de 40 mM) e 255 uL do kit Glicose Liquiform (Labtest).

Os dados obtidos foram utilizados para o célculo das velocidades iniciais das reacfes
(Vo). Os dados foram representados como porcentagem média de atividade enzimatica em

cada temperatura.
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3.11 Estudos estruturais

3.11.1 Dicroismo Circular

A constituicdo de estruturas secundarias da trealase periplasmatica foi avaliada por
dicroismo circular (CD, circular dichroism), uma técnica espectroscOpica baseada na
diferenca entre as absor¢des das luzes circularmente polarizadas a esquerda e a direita. Tal
disparidade é caracteristica em moléculas que contém um ou mais cromoéforos quirais. O
espectro de CD foi obtido no espectropolarimetro J-815 (Jasco), utilizando trealase
periplasmatica 1,625 puM em Tris-HCI 6,25 mM pH 8, NaCl 12,5 mM. As medidas foram
realizadas em cubetas de quartzo, de 0,1 cm de caminho 6ptico e registradas como a média de
8 leituras consecutivas entre os comprimentos de onda de 195 a 260 nm, com intervalos de
0,5 nm. O conteldo das estruturas secundarias da proteina foi analisado com a Ultima versdo
do pacote de programas CDPro (SREERAMA; WOODY, 2000), utilizando um banco de
dados de 43 proteinas distribuido com o pacote.

O experimento foi realizado em colaboracdo com o Grupo de Biofisica Molecular

"Sérgio Mascarenhas", no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC/USP).

3.11.2 Cromatografia de Exclusdo por Tamanho

A cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC, Size Exclusion Chromatography) €
uma técnica que permite a separacao de moléculas de acordo com seu tamanho e forma, e ndo
precisamente massa molecular. Entretanto, uma curva de calibracdo com proteinas de massas
moleculares conhecidas e seus respectivos volumes de eluicdo de SEC permitem a estimativa

da massa molecular da amostra, uma vez que o volume de eluicdo é inversamente
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proporcional ao logaritmo da massa molecular aproximada. A Tabela 6 resume as proteinas

usadas na curva de calibracéo.

Proteina Massazkrgg)e cular Fonte
Ferritina 440 Baco de cavalo
Aldolase 158 Musculo de coelho
Conalbumina 75 Ovo branco de galinha
Ovalbumina 44 Ovo de galinha
Anidrase carbbnica 29 Eritrocito bovino
Ribonuclease A 13,7 Pancreas bovino

Tabela 6 — Proteinas utilizadas na constru¢do da curva de calibracéo da SEC

A fase estacionaria da SEC é composta, geralmente, por polimeros quimicamente
modificados como dextrano, agarose e poliacrilamida. Neste ensaio, foi utilizado o Superdex
200 (GE Healthcare Life Sciences), um polimero formado pela ligacdo covalente entre
cadeias de dextrano e uma matriz de agarose.

Por permitir a estimativa da massa molecular em condi¢des préximas ao estado nativo,
a SEC possibilita a inferéncia sobre a estrutura quaternaria de proteinas, objetivo desta
abordagem no presente trabalho.

Para a SEC, trealase periplasmatica recombinante em Tris-HCI 25 mM pH8, NaCl 50
mM foi aplicada em uma coluna pré-empacotada Superdex 200 10/300 GL equilibrada no
mesmo tampao. O ensaio foi realizado em um cromatografo AKTA purifier (GE Healthcare
Life Sciences) sob vazao de 0,5 mL/minuto do mesmo tampao, monitorando a absorbancia em
280 nm.

O experimento foi realizado em colaboragdo com o Grupo de Biofisica Molecular

"Sérgio Mascarenhas", no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC/USP).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Amplificacdo por PCR e clonagem

Oligonucleotideos especificos foram desenhados de forma a amplificarem
isoladamente: a regido codificante do gene da trealase periplasmatica e os fragmentos de 1kb
upstream e downstream ao gene alvo. Os produtos de PCR 1 e 2, referentes a regido
codificante do gene-alvo incluem sitios de restricdo com enzimas adequadas para clonagem
nos vetores de propagacao e expressao (pET28 e 29). J& os produtos de PCR 3 e 4, referentes
as regibes adjacentes ao gene-alvo possuem sitios de restricdo para clonagem nos vetores de
propagacdo e delecdo (pNPTS138). Todos os fragmentos génicos de interesse foram

amplificados (Figura 6).

pPCR1 pPCR2 M  pPCR3 pPCR4

2000 pb
1500 pb

1000 pb
1000 pb

Figura 6 — Anélise dos produtos de PCR. Aliquotas de 3 pL de cada reacdo de PCR foram analisadas em
eletroforese em gel de TAE agarose (0,8 %). M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Fermentas). pPCR1 | Produto de PCR referente a regido codificante da trealase periplasmatica madura
(1593 pb). pPCR2 | Produto de PCR referente a regido codificante da trealase periplasmatica sem stop codon.
pPCR3 e pPCR4 | Produtos de PCR referentes aos fragmentos de 1kb upstream e downstream ao gene-alvo,
respectivamente. Bandas do padrdo mais préximas ao tamanho dos produtos estdo indicadas a esquerda.

Cada fragmento génico amplificado foi individualmente clonado no vetor de
propagacdo pJET 1.2 (Fermentas). As ligagdes foram transformadas em E. coli DHSa e
plaqueadas em agar-LB adicionado de ampicilina. DNA plasmidial dos transformantes foi

submetido a andlise de restricdo (Figura 7) com as respectivas endonucleases para
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subclonagem dos insertos no vetor de expressao (pPET28a, Novagen) e do vetor de delecédo
(pPNPTS138). Os insertos foram completamente sequenciados e correspondem aos fragmentos

génicos de interesse.

3000 pb 3000 pb 3000 pb
2000 pb
1500 pb [ 2000 pb 2000 pb

1500 pb
1000 pb

1500 pb
1000 pb

1000 pb

Figura 7 — Analise de restricdo dos vetores de propagacao. Cerca de 500 ng de DNA plasmidial dos vetores
de propagacdo foram submetidos & dupla digestdo com endonucleases especificas e analisados em eletroforese
em gel de TAE agarose (0,8 %). M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | Vetor de propagacdo da regido codificante da trealase periplasmatica (pPCR1). 2 | Vetor de
propagacdo da regido codificante da trealase periplasmatica sem stop cédon (pPCR2). 3 | Vetor de propagacéo da
regido upstream ao gene alvo (pPCR3). 4 | Vetor de propagacdo da regido downstream ao gene alvo (pPCR4).
Tamanhos de bandas do padrdo mais préximos aos insertos e vetor estdo indicados. Uma seta indica a altura da
banda do vetor de propagacdo pJET 1.2 (aproximadamente 3 kb).

4.2 Expressao heteréloga e purificacdo da trealase periplasmatica recombinante

4.2.1 Construgéo do vetor de expressio

O inserto referente ao pPCR1 foi excisado (Ndel e Xhol), purificado e clonado no
vetor de expressdo pET28a. A reacdo de ligagcdo foi transformada em E. coli DH5a e 0s
clones foram confirmados por digestdo do DNA plasmidial sob eletroforese em gel de TAE
agarose (0,8 %) (Figura 8). Um dos clones positivos foi nomeado pET28a_treA, o vetor de

expressao da trealase periplasmatica recombinante de XAC.
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Figura 8 — Andlise de restrigdo do vetor de expressdo. Cerca de 500 ng de DNA plasmidial do vetor de
expressdo da trealase periplasmética, pET28a_treA foram submetidos & dupla digestdo com as endonucleases
Ndel e Xhol e analisados em eletroforese em gel de TAE agarose (0,8%). M | Padrdo de tamanho molecular
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 1 | DNA plasmidial do vetor de expressdo pET28a_treA digerido.
Tamanhos de bandas do padrdo mais proximos ao inserto e vetor estdo indicados. Uma seta indica a altura da
banda do plasmideo pET28a (cerca de 5,3 kb).

4.2.2 Anédlise da expressdo heterdloga e da purificacdo por cromatografia de afinidade

O vetor pET28a_treA foi transformado em E. coli BL21(DE3) (Novagen) e o
plaqueamento feito em agar-LB adicionado de canamicina. Uma col6nia isolada dos
transformantes foi utilizada para o ensaio de expressdo heteréloga sob inducdo por IPTG. Ao
final da inducdo, as células foram coletadas por centrifugacdo, ressuspendidas em tampao e
lisadas por pulsos de ultrassom, sob banho de gelo.

Para purificacdo do produto de expressdo heterdloga, a fracdo soltvel do lisado foi
aplicada em coluna de niquel imobilizado. Em seguida, a coluna foi lavada com tamp&o de
ressuspensdo e um gradiente crescente de concentragdes de imidazol foi aplicado para eluicéo
da proteina.

Aliquotas das fragdes soluveis e insoluveis, bem como aliquotas do pds-coluna e dos

eluatos em imidazol foram submetidas a analise em SDS-PAGE (Figura 9).
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Figura 9 — Analise da expressao, solubilidade e purificacdo da trealase periplasmatica recombinante sob
SDS-PAGE. Células de E. coli BL21(DE3) foram transformadas com o vetor de expressdo pET28a_treA e
submetidas a teste de expressao, solubilidade e purificacdo em coluna de niquel. M | Padrdo de massa molecular
Pierce Unstained Protein MW Marker (Thermo). | | Fragéo insoluvel do lisado. S | Fracdo solGvel do lisado. PC
| Fracdo soltvel apds passagem pela coluna de purificagdo. A proteina foi eluida pela aplicagdo de um gradiente
crescente de concentracBes de imidazol (concentragdes em mM, mostradas em azul). As elui¢es foram
realizadas com volumes de imidazol referentes a cinco volumes de coluna. Seta indica a altura da banda de
superexpressao da proteina recombinante. Massas do padrédo estdo indicadas a esquerda.

O fragmento clonado prediz uma proteina de 530 residuos com massa molecular de
59,53308 kDa e coeficiente de extingdo molar A2gsonm=113345/cm.M* em 280 nm (AbSzgonm
0.1% (g/l) = 1,904). Adicionando-se 2 kDa referentes a cauda de histidinas N-terminal, o

produto possui massa molecular de aproximadamente 61,4 kDa, compativel com o observado.

4.3 Delecdo génica

4.3.1 Construcao do vetor de delecao

Os fragmentos referentes aos pPCR 3 e 4 (regides de 1kb upstream e downstream,

respectivamente) foram sequencialmente subclonados in tandem no vetor de delecéo

pNPTS138 (transformacéo em E. coli DH5a a cada fragmento adicionado) entre os sitios de

restricdo Hindlll e EcoRI. A construcdo substitui o local da regido codificante do gene-alvo



43

por um sitio de BamHI (6 pb), o que néo altera o quadro de leitura de outras ORFs do genoma
do mutante.

Resumidamente, o sistema de delecdo prevé a troca da porcdo codificante pelo sitio de
BamHI por dupla recombinacdo homologa entre as regides flanqueadoras de 1 kb do gene-
alvo no genoma e as clonadas no vetor. A analise de restricdo do vetor pNPTS138 treA

indica sucesso na sua construcdo (Figura 10).
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Figura 10 — Andlise de restricdo do vetor de delecdo pNPTS138_treA. DNA plasmidial de uma col6nia
transformante foi submetido a digestdo com combinagdes das enzimas de restricdo Hindlll, BamHI e EcoRlI e
analisado por eletroforese em gel de TAE agarose (0,8 %). M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder (Fermentas); 1-5 | DNA plasmidial pNPTS138 _treA digerido respectivamente com: EcoRl
somente; Hindlll e BamHI; BamHI e EcoRlI; Hindlll e EcoRlI; Hindlll, BamHI e EcoRI. As bandas relevantes do
padrdo de tamanho molecular estdo indicadas. O plasmideo pNPTS138 possui cerca de 5,36 kb.

4.3.2 Confirmacéao da delecdo génica

O vetor de delecdo da trealase periplasmatica, pNPTS138 treA, foi utilizado na
transformacdo de XAC seguida de plaqueamento em agar-LB contendo canamicina. Em
seguida, colbnias transformantes foram cultivadas em caldo LB isento de antibiéticos para
possibilitar o primeiro evento de recombinac&o, ou seja, a integra¢do do plasmideo de delecdo
no DNA cromossomal de XAC. A cultura em caldo LB foi estriada em agar-LB para
obtencdo de colbnias isoladas, as quais foram repicadas em trés cultivos em &gar-LB — um

contendo canamicina, outro canamicina e sacarose e o Ultimo, somente sacarose.
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Neste Gltimo repique em trés cultivos em &gar-LB, as possiveis col6nias mutantes
deletadas no gene da trealase periplasmatica (XACA0604) e que tenham eliminado o
plasmideo seriam aquelas que apresentassem crescimento apenas no meio agar-LB contendo
sacarose, pois a presenca do plasmideo, epissomal ou integrado ao DNA cromossomal,
permitiria 0 crescimento em meios contendo canamicina além de impossibilitar o crescimento
em meio contendo sacarose, pela presenca do gene SacB.

Colbnias que apresentaram tal configuracdo (crescimento somente em agar-LB
contendo sacarose) tiveram seu DNA extraido e utilizado como molde na PCR de
confirmacdo da delecdo g@énica, juntamente com o0s oligonucleotideos especificos
treA_KO_FW e treA_KO_ RV (Tabela 4), os quais hibridizam em regiGes adjacentes as
regides flanqueadoras ao gene-alvo. Tais oligonucleotideos ndo hibridizam nas proprias
regides flanqueadoras ou no pNPTS138_treA.

A Figura 11 mostra os produtos da PCR de confirmacao da delecdo génica submetidos
a eletroforese em gel de TAE agarose (0,8 %). Foram feitas quatro reacdes utilizando como
moldes XAC selvagem, XACA0604 e DNA plasmidial pNPTS138 treA. Além disso o
produto de PCR resultante da amplificacdo utilizando o XACA0604 foi digerido com a
endonuclease BamHI, cujo sitio de restricdo estd posicionado entre os fragmentos

flanqueadores.
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Figura 11 — Confirmacé&o da delecdo génica. Produtos de PCR resultantes da utilizacdo de diferentes moldes
foram analisados por eletroforese em gel de TAE agarose (0,8 %) para confirmacdo da dele¢do génica. M |
Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas); 1 | XAC selvagem como molde. 2
| XACA0604 como molde. 3 | Produto de XACA0604 como molde, digerido com a endonuclease BamHI. 4 |
DNA plasmidial do vetor pNPTS138_treA como molde. As bandas relevantes do padréo de tamanho molecular
estdo indicadas.

Os tamanhos dos produtos de PCR foram compativeis com o esperado. O produto da
reacdo utilizando XAC selvagem como molde apresentou tamanho compativel com 3,6 kb, o
somatdrio entre 1 kb da regido upstream ao gene-alvo, aproximadamente 1,6 kb da regido
codificante da trealase periplasmatica e 1 kb da regido downstream ao gene-alvo.

J& quando o molde foi 0 mutante deletado (XACA0604), o produto da PCR se mostrou
com 2 kb, correspondente aos 1 kb das regibes upstream e downstream ao gene-alvo,
confirmando a auséncia da regido codificante da trealase periplasmatica. Para certificacdo
adicional de que tal produto de PCR correspondia a regido de interesse, foi feita a digestao
deste com a endonuclease BamHI, cujo sitio de restricdo foi projetado para estar entre as
regides flanqueadoras ao gene-alvo. O resultado dessa digestdo foi exatamente o esperado,
uma unica banda de 1 kb, referente aos dois fragmentos flanqueadores separados.

A auséncia de produtos de PCR nas reag0es utilizando o vetor de delegdo como molde

confirma que os oligonucleotideos ndo hibridizam no pNPTS138_treA.
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4.4 Ensaio in vivo em Citrus aurantifolia

A linhagem XACA0604 foi testada quanto a patogenicidade em uma planta de Citrus
aurantifolia. Foram feitas infiltracdes na face abaxial de folhas utilizando suspensfes de
XACA0604, XAC selvagem e agua destilada estéril como controle negativo.

No quinto dia apo6s as infiltracdes, as folhas foram destacadas da planta para registro
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Figura 12 — Ensaio in vivo em Citrus aurantifolia. Uma planta de Citrus aurantifolia foi utilizada para avaliacdo
comparativa da patogenicidade de XAC e XACA0604. Para cada uma das condicGes foram infiltradas quatro
folhas de um ramo independente. a | XAC selvagem. b | XACA0604. ¢ | Agua destilada estéril. As fotografias
foram obtidas no quinto dia apds as infiltragdes.

fotografico (Figura 12).
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As folhas infiltradas com a suspensdo de XACA0604 apresentaram maior
encharcamento e necrose do tecido vegetal, além de intensas pudstulas acastanhadas quando
comparadas com as folhas infiltradas com XAC selvagem. Analisando a extensdo dos
sintomas produzidos por XACA0604, é possivel sugerir que XACA0604 pode ser mais
virulenta que a linhagem selvagem.

A relacdo entre a maior viruléncia de XACA0604 em relacdo a XAC pode ser
entendida no contexto da trealose, substrato da enzima ndo produzida pelo mutante. A
auséncia de trealase periplasméatica em XACA0604 implica em maior quantidade de trealose,
ja que esta ndo é hidrolisada em glicose. A trealose tem acdo protetora em situacdes de
estresse, como dessecagdo, congelamento, estresse osmotico e escassez de nutrientes
(ITURRIAGA, 2009), o que pode explicar, em parte, a maior patogenicidade de XACA0604,
dado o estresse cominado pelo hospedeiro durante a infeccgéo.

Embora o mecanismo de atuacdo da trealose ndo esteja completamente elucidado, é
frequente a diminuigdo da patogenicidade de microrganismos que ndo a sintetizam. Em
Pseudomonas aeruginosa, a delecdo de dois operons (treYZ e treS) relacionados a sintese de
trealose ocasiona expressiva diminuicdo do seu crescimento em folhas de Arabidopsis, em
comparacdao com a linhagem selvagem. Além disso, quando o mutante foi coinoculado com
trealose, o fendtipo selvagem foi restaurado. Curiosamente, a diminuicdo da patogenicidade
de tal linhagem que ndo produz trealose foi observada em Arabidopsis, mas ndo em
Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster, também hospedeiros de P. aeruginosa.
Como o nitrato de amdnio também fez com que o fenotipo selvagem fosse resgatado sugeriu-
se que somente em plantas a trealose estivesse envolvida no mecanismo de obtencdo de
compostos nitrogenados, os quais seriam fatores limitantes do éxito na colonizacéo do tecido

hospedeiro (DJONOVIC et al., 2013).
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A delecdo do gene ostA de XAC, que codifica a trealose-6-fosfato sintase (da via de
biossintese da trealose em XAC), resultou na incapacidade do mutante em produzir lesdes em
folhas de Citrus sinensis e Citrus limonia (FACINCANI et al., 2014).

Portanto, a acentuada patogenicidade de XACA0604 é factivel quando se considera a

trealose um promotor da patogenicidade em fitopatégenos.
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4.5 Avaliacdo da atividade enzimatica em extratos celulares de XAC, XauC e XACA0604

Lisados celulares de XAC e XauC provenientes de dois meios de cultura, caldo
nutriente (CN) e XAM-M, foram analisados quanto a atividade da trealase periplasmatica. Do
mesmo modo, porém apenas em CN, tal atividade foi avaliada no mutante XACA0604.

Colonias isoladas de XAC, XACA0604 e XauC foram cultivadas nos meios de cultura
até que atingissem D.O.s0onm de 0,4. Ap0s a centrifugagdo, os cultivos foram ressuspendidos
em tampdo e lisados por pulsos de ultrassom. Para as analises, 100 puL da fracdo soltvel
desses lisados celulares compuseram as rea¢fes enzimaticas juntamente com trealose e o kit
de deteccédo de glicose Glicose Liquiform (Labtest). Para o controle negativo, substituiu-se o
volume do lisado por tampéo.

A formacdo de glicose em funcdo do tempo (Figura 13) foi utilizada para o calculo das
velocidades iniciais (Vo) de cada uma das reacGes feitas em triplicata. Aqui, o célculo das
velocidades iniciais ndo tem funcdo de caracterizar ou comparar 0 comportamento cinético
das trealases periplasmaticas nas diferentes linhagens e cultivos, mas sim, avaliar a expressao
do gene-alvo, utilizando-se da atividade enzimatica como ferramenta. Desse modo, uma
comparacdo entre as velocidades iniciais das diferentes reacOes pode sugerir diferencas nas

quantidades da enzima, ou seja, maior ou menor expressao do referido gene.
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Figura 13 — Avaliacdo da atividade enzimatica em XAC, XauC e XACA0604. As fracdes sollveis dos
lisados celulares de XAC e XauC em CN e XAM-M, e XACA0604 em CN foram utilizadas em reacdes
contendo trealose e o kit de deteccdo de glicose Glicose Liquiform (Labtest) para avaliacdo da atividade da
trealase periplasmatica. A média da formacao de glicose em funcéo do tempo foi registrada no gréfico para cada
lisado celular. As velocidades inicias das reagdes em pM de glicose.L.s* utilizando os lisados celulares de
XAC em CN, XauC em CN, XAC em XAM-M e XauC em XAM-M foram: 0,0164; 0,007; 0,0952; 0,1998,
respectivamente. J& a reacdo utilizando o lisado celular de XACA0604 em CN néo registrou formacéo de glicose,
corroborando a delegdo génica. Barras de erro indicam o desvio-padrdo absoluto de cada uma das triplicatas.

Nas reagdes utilizando o lisado celular de XACA0604 ndo houve atividade enzimatica,
0 que também ratifica a delecdo do gene que codifica a trealase periplasmatica.
Interessantemente, no meio indutor de patogenicidade XAM-M, XauC apresentou velocidade
inicial de 0,1998 uM de glicose.L.s™, o dobro do valor obtido para XAC no mesmo meio.
Tal constatacdo sustenta as indicagdes de que a trealose desempenha um importante papel no
processo infeccioso, uma vez que XauC causa a cancrose C, mais branda que a cancrose A,
causada por XAC. Sendo assim, considerando a possivel promocdo da patogenicidade em
plantas e a atuacdo como molécula protetora da bactéria por parte da trealose, € possivel que a
maior expressdo de trealase periplasmatica em XauC e, consequentemente, a maior hidrolise

da trealose em glicose, esteja relacionada com a reducao de sua patogenicidade.
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4.6 Estudos estruturais e funcionais

O mecanismo de acdo de uma enzima pode ser investigado por meio do conhecimento
de sua estrutura tridimensional e/ou da sua cinética enzimatica. Apesar das inumeras ORFs
anotadas como sendo trealases, ha apenas uma estrutura resolvida no banco de dados PDB
(Protein Data Bank), cujo codigo de acesso € 2JGO. O estudo envolvendo a resolucdo da
estrutura da trealase periplasmatica de E. coli em complexo com 4 ligantes determinou a
constituicdo e disposicdo das estruturas secundarias e, também, indica quais aminoacidos
participam do sitio-ativo da enzima. Os dados mostram uma proteina composta por 47 % de
a-hélices e 8 % de folhas-f (GIBSON et al., 2007).

O alinhamento entre as sequéncias primarias das trealases periplasmaticas maduras
(sem os respectivos peptideos sinal) de XAC e E. coli, realizado com o software ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) apontou 81 % de semelhanca e 53,4 % de
identidade (Figura 14). Além disso, dos 22 residuos que compdem o sitio-ativo da trealase
periplasmatica de E. coli, apenas um difere da sequéncia predita de XAC, o que reflete uma

forte homologia estrutural entre as proteinas.
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Figura 14 — Alinhamento das trealases periplasmaticas de XAC e E. coli. Sequéncias primarias das trealases
periplasmaticas maduras (sem peptideos sinal) de XAC e E. coli foram alinhadas utilizando o software
Clustalw2. XAC indica a sequéncia da trealase periplasmatica de Xanthomonas citri subsp. citri e E. coli, a de
Escherichia coli. Residuos idénticos sdo mostrados por (*). Residuos conservados sdo mostrados por (:).
Residuos que apresentam caracteristicas secundarias conservadas sdo mostrados por (.). Estdo grifados em
amarelo os residuos que compdem o sitio-ativo da enzima. Grifado em vermelho o Unico residuo dentre os
constituintes do sitio-ativo que difere mas é conservado entre XAC e E. coli. O alinhamento mostra que as
sequéncias compartilham aproximadamente 53,4 % de identidade e 81 % de semelhanca

4.6.1 Cinética enzimatica

Cinética enzimatica € uma area que avalia o comportamento da velocidade da reacéo

em funcdo da alteracdo de parametros experimentais, como por exemplo, a concentracdo do

substrato da enzima.
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A alteracdo da concentracdo de substrato em uma reacdo enzimatica pode ser
problematica, uma vez que a concentracdo do substrato varia durante sua conversdo em
produto. Entretanto, uma alternativa para contornar esta situacdo é medir a velocidade da
reacdo no seu inicio (velocidade inicial, Vo), quando a concentracdo de substrato é
consideravelmente maior que a concentracdo de enzima. Dessa forma, se o intervalo de tempo
utilizado para os calculos for curto, é possivel negligenciar as alteragdes na concentracdo do
substrato.

A relacdo entre a absorbancia e a quantidade de glicose foi alcangcada pela construgédo
de uma curva padrdo de quantidade de glicose utilizando o kit Glicose Liquiform e 12

concentracgdes de glicose (Figura 15).
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Figura 15 — Curva padréo de glicose. Doze rea¢des em triplicata foram realizadas, contendo 270 pL do kit
Glicose Liquiform (Labtest) e 30 uL de cada uma das diferentes concentracGes de glicose testadas. As reagdes
foram incubadas a 25 °C por 15 minutos e as absorbancias em 490 nm foram monitoradas para correlacdo entre
valores de absorbéncia e quantidade de glicose. O coeficiente de correlacdo linear (r) foi de 0,995. Barras de erro
indicam o desvio-padréo absoluto de cada uma das triplicatas.
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Cinco reacgdes independentes em replicatas com diferentes concentracfes de trealose
foram realizadas a fim de se calcular suas velocidades iniciais (Vo) (Figura 16). A média
dessas velocidades iniciais pode ser representada, segundo a equacdo de Michaelis-Menten
(Figura 17), em funcdo das concentracBes de trealose. O modelo Michaelis-Menten foi
modelado (Figura 18) para obten¢do dos parametros cinéticos Km (constante de Michaelis-

Menten) e Vmax (velocidade méaxima).
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Figura 16 — Avaliacdo da atividade enzimatica em fungdo da concentracdo de trealose. A atividade
enzimatica da proteina purificada a concentracéo final de 0,1 uM foi avaliada em cinco reagfes com diferentes
concentragdes de trealose, juntamente com o kit de deteccéo de glicose. As concentracGes de trealose (em mM)
usadas nas reacdes foram: 0,1563; 0,3125; 0,625; 2,5 e 5. Para maior clareza visual, as curvas referentes as
concentragdes de 0,3125 e 5 mM ndo sdo mostradas no gréafico. As medidas foram feitas a 25 °C coletando a
absorbancia em 490 nm em intervalos de 8 segundos e representadas como a média das concentra¢Ges de glicose
em funcdo do tempo. Barras de erro representam o desvio-padréo absoluto das replicatas.

A velocidade maxima (Vma) € um pardmetro virtual e, portanto, tem de ser

extrapolado, uma vez que indica a velocidade da reagdo quando todas as moléculas da enzima
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estdo complexadas com o substrato. Ja a constante de Michaelis-Menten (Km) € um parametro

que indica a concentracao de substrato na qual a Vo € igual a metade de Vmax.

_ Vmax [S]
°= Km+[5]

Figura 17 — Equacdo de Michaelis-Menten. Equacdo da cinética enzimética de estado estacionario, cujo
pressuposto € de que a concentracdo do complexo enzima-substrato [ES] permanece constante ao longo da
reacéo.

Embora os parametros Vmax € Km ndo sejam completamente elucidativos em relacéo ao
namero, velocidade e natureza quimica das etapas da reacdo, eles podem ser utilizados para

caracterizar e comparar as eficiéncias cataliticas das enzimas.
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Figura 18 — Cinética enzimatica da trealase periplasmética de XAC. Proteina purificada a concentracéo final
de 0,1 uM foi utilizada em cinco reacBes com diferentes concentragdes de trealose, juntamente com o kit de
deteccdo de glicose, Glicose Liquiform (Labtest). Para cada uma das reaces, foi calculada a velocidade inicial,
cujos valores foram registrados no grafico em funcdo das concentracdes de trealose. Os dados foram modelados
segundo a equacdo de Michaelis-Menten para estimativa dos parametros cinéticos Vmax e Km. Barras de erro
representam o desvio-padrdo absoluto de cada uma das triplicatas.
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Para a trealase periplasmatica de XAC, o Kn, para a trealose foi de 0,124 + 0,015 mM
e a Vmax 17,319 + 0,035 uMol de glicose.min™t.mg de proteina™. Trealase periplasmatica de E.
coli parcialmente purificada registra Km de 0,8 mM, Vmsx = 132 pMol de glicose.min™t.mg de
proteina? (TOURINHO-DOS-SANTOS et al., 1994). Tais dados mostram uma similaridade
em termos de eficiéncia catalitica, condizente com o elevado grau de homologia entre as

enzimas (53,4 % de identidade e 81 % de semelhanca, Figura 14).

4.6.2 Estabilidade em relagdo ao pH

A proteina foi incubada em tampdes Acetato, Borato, Fosfato de Sédio 20 mM, com
pHs de 2 a 12. Aliquotas da enzima incubada nos diferentes tampdes foram utilizadas na
avaliacdo da atividade enzimatica, juntamente com trealose e o kit Glicose Liquiform
(Labtest). Posteriormente, as velocidades iniciais (Vo) relativas de cada reagdo foram
determinadas e representadas em fungdo do pH (Figura 19).

A trealase periplasmética demonstra estabilidade na faixa de pH de 2 a 8 e a atividade
da enzima persistiu em toda a faixa de pH analisada. A enzima apresentou estabilidade
ligeiramente maior no pH 3, um dado consistente uma vez que o pH 6timo de trealases tende
a acidez (TOURINO-DOS-SANTOS et al.,, 1994; PRASAD; MAHESHWARI, 1978;
VALAITIS; BOWERS, 1993). Entretanto, as rea¢Ges ocorrem no pH 7,5 do kit Glicose
Liquiform (Labtest) e obviamente ndo se pode afirmar que o pH 6timo para a atividade da

enzima tenha sido registrado.
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Figura 19 — Curva de atividade enzimética relativa em funcéo do pH. Trealase periplasmatica purificada e
em concentragdo final de 0,1 uM foi incubada em 11 solugdes de tampdo Acetato, Borato, Fosfato de Sddio 20
mM, variando o pH de 2 a 12. Apos isso, foi medida sua atividade enzimatica, em uma reagdo contendo trealose
e o kit de deteccdo de glicose, Glicose Liquiform (Labtest). As velocidades iniciais relativas das reacdes foram
representadas no grafico em funcéo do pH. Barras de erro representam o desvio-padrao relativo.

4.6.3 Estabilidade térmica

Trealase periplasmatica diluida em tampao Acetato, Borato, Fosfato de S6dio 20 mM
pH 3 foi incubada em diferentes temperaturas e, em seguida, teve sua atividade enzimatica
medida em reagOes contendo trealose e o kit Glicose Liquiform (Labtest). As velocidades
iniciais das reacfes (Vo) foram calculadas e representadas como porcentagem média de

estabilidade em cada temperatura (Figura 20).
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Figura 20 — Ensaio de desnaturacdo térmica da trealase periplasmética. Proteina purificada a concentracdo
final de 0,1 uM em tampdo Acetato, Borato, Fosfato de So6dio 20 mM pH 3 foi incubada em diferentes
temperaturas e sua atividade enzimatica remanescente estimada. As velocidades iniciais relativas médias de
triplicatas das reacGes foram registradas. Uma curva de desnaturacdo foi modelada e confirma uma temperatura
de transicéo de fase em torno dos 33 °C. Barras de erro representam o desvio padréo de cada triplicata.

Metade da atividade relativa (temperatura de melting) foi perdida em torno de 33° C e
a enzima mostrou estabilidade térmica até os 30° C, condizente com a natureza de XAC, cuja

temperatura 6tima de crescimento gira em torno dos 30 °C (DALLA-PRIA, 2006).

4.6.4 Analise da estrutura secundaria por dicroismo circular

Trealase periplasmatica recombinante em uma concentracdo de 1,6 uM em Tris-HCI

6,25 mM pH8, NaCl 12,5 mM foi submetida a analise por CD e o espectro registrado na faixa

UV-far de 195 a 260 nm (Figura 21) utilizado para estimativas de estrutura secundaria.
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Figura 21 — Espectro de dicroismo circular (CD). Trealase periplasmatica foi submetida a anélise por CD e o
espectro registrado na faixa de 195 a 260 nm. Os valores obtidos estdo apresentados em elipcidade molar média
do residuo medio (Ag). As medidas foram realizadas num espectropolarimetro J-815 (JASCO) a temperatura
ambiente em cubetas de quartzo de 0,1 cm de caminho Optico. O espectro foi registrado como a média de 8

leituras consecutivas sobre a amostra.

O espectro de CD da trealase periplasmatica mostra duas bandas minimas a 219 nm e

208 nm e um crossover negativo-positivo a 201 nm, tipico de estruturas majoritariamente em

a-hélices. Anéalises do espectro de CD realizadas com os programas CDSSTR, CONTIN e

SELCON 3 indicam a predominéncia de estruturas do tipo a-hélices (Tabela 7).

Estrutura | a(r) |a(d) | B(r) | p(d) | Turn | Unrd.
Programa
CDSSTR 261 | .172 | .079 | .062 | .169 | .256
CONTINLL 240 |.181 | .072 | .062 | .174 | .272
SELCONS3 241 | .187 | .058 | .061 | .173 | .295
Média 247 1.180 | .069 | .061 | .172 | .274
% 42,7 13 17,2 | 274

Tabela 7 — Desconvolucao do espectro de CD da trealase periplasmatica. Estimativas da composicdo de
estruturas secundarias foram feitas pela andlise do espectro de CD da trealase periplasmatica com o pacote de
programas CDPro (CDSSTR, CONTINLL e SELCON3). a e g indicam a contribuicdo em estruturas tipo o-
hélice e folha-B, respectivamente. Estruturas secundarias regulares e distorcidas sdo designadas por (r) e (d),
respectivamente. Unrd indica as contribuicBes de estruturas ndo ordenadas.
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A desconvolucdo do espectro de CD da proteina recombinante indica 42,7 % de
estruturas secundarias em a-hélices e 13 % de folhas-f, uma composicdo condizente com o
esperado dada a extensa identidade com a trealase periplasmatica de E. coli (Figura 14), que

apresenta 47 % de a-hélices e 8 % de folhas-f (GIBSON et al., 2007).

4.6.5 Cromatografia de Exclusdo por Tamanho

A cromatografia de exclusdo por tamanho pode ser utilizada para estimar a massa
molecular de proteinas em um ambiente proximo ao nativo. Uma das metodologias para essa
estimativa € o calculo do coeficiente de particdo (Kav), que normaliza o comportamento de
uma amostra.

A trealase periplasmatica foi submetida a cromatografia de exclusdo por tamanho em
uma coluna Superdex 200 sob vazao de 0,5 mL/minuto, monitorada por absorbancias aos 280
nm. A eluicdo da trealase foi comparada com uma curva de calibracdo com as proteinas
ferritina (440 kDa), aldolase (158 kDa), conalbumina (75 kDa), albumina (44 kDa), anidrase
carbonica (27 kDa) e ribonuclease A (13,7 kDa).

Uma equacdo de reta a partir dos dados da calibracdo foi utilizada na modelagem do
valor do Kav para a trealase como sendo mondmero ou dimero ideal (pontos indicados em
cinza no grafico). Utilizando os dados do cromatograma, o valor experimental do Kav para a
trealase periplasméatica (ponto mostrado em azul no grafico) foi também modelado.
Comparando-se os dados dos coeficientes de particdo modelados é possivel concluir que a

trealase periplasmatica de XAC deve ser um mondmero em solucdo (Figura 22).
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Figura 22 — Estimativa da massa molecular por cromatografia de exclusdo por tamanho. A trealase
periplasmatica foi submetida a cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) em uma coluna Superdex 200
10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences) sob vazdo de 0,5 mL/minuto em Tris-HCI 25 mM pH8, NaCl 50 mM
e monitorada por absorbancias em 280 nm. a | Cromatograma indicando um pico majoritario de eluicdo em torno
dos 15 mL. b | Coeficientes de particdo (Kav) da trealase periplasmatica (mostrado em azul) e das proteinas
utilizadas na curva de calibracdo da SEC representados em fungdo do logaritmo na base 10 de suas massas
moleculares. Para esta curva de calibracdo, o coeficiente de correlacdo linear (r) foi de 0,996. Os pontos em
cinza foram modelados com base na curva de calibragdo para a trealase periplasmatica como sendo mondmero
ou dimero. Os resultados indicam que a trealase periplasmatica deve ser um mondmero.
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5 Conclusoes

O sistema de expressdo heterdloga funcionou satisfatoriamente, provendo proteina soltvel

ativa e homogeénea;

Testes confirmam que a ORF XAC0604 de Xanthomonas citri subsp. citri codifica para uma

trealase;

Espectroscopia de CD prediz uma estrutura secundéria condizente com anélogo estrutural;

A trealase periplasmatica é uma proteina monomeérica com aparente estabilidade na faixa de

pHSs de acidos a neutros;

Pardmetros cinéticos da trealase periplasmatica foram estudados com sucesso no modelo

Michaeliano;

O sistema de delecdo génica possibilitou a constru¢do de uma linhagem de XAC deletada no

gene que codifica a trealase periplasmatica;

A acentuada patogenicidade de XACA0604 condiz com a promog¢do da fitopatogenicidade
pela trealose e, adicionalmente, a maior atividade da trealase de XauC corrobora esta

hipétese.
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MetClyArgGlySerGluPheGluleuArgdrgGinAlalysClyArgThrArghlaProProProProProleudrgSerClyCysEnd

. GGTCGGGATCCEAATTCGAGE TCCETCGACAAGCT TGCGGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGC TGCTAACAMAGELC pET-28hb1+]
-GlyArghspProssnSerSerSerVaolAsplysleuAloAloAlaleuGludisHisHisHisHisHIsEnd

L GGTCGGATCCGAAT TEGAGCTCCGTCGACAAGE TTECGGECGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGCTAACAAAGECE pET-28ci+]
GlyArglleArgllearghlaProSerThrSerLeuArgProtisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysPra. ..

Bpul102 1 T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGT TGGECTEC TGCCACC G TCAGCAATAACTAGCATAACCCCT TEGGGCCTC TALMACGEATCTTGAGGGETTTTITG

T7 terminator primer #69337-3

Mapa do vetor pET28a
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ANEXO II

Xho l[158)
Mot I(166)
Eag l[168)
Hind lll{173)
Sal lj178)
Sac I(180)
EcoR I[182)
BamH I188)
EcoR V(208
Mco lj212)
Kpn |[238)
Bpu1102 (a0 Bgl llj241)
Msp V(268)
Mde l{285)
Xha I[33a)

Dra l{5128)

Sgra lj444)
Sph l(s00)

Sgf lj4428)
Pyl |[44.28)

Mu 11125
Bel (1139

Sma |[4302)

Mru {4085) BstE Ii(1306)

Apa 11338

ET-29a(+
P (53?1bpj( )

BssH Il{1538)
Eco&T |(3774) Hha l1631)
=]

AlwN |[3542)

BssS l(3zag) Psha l[(1a70)

BspLU11 ljazes)
Sap l{3110)
Bst1107 |[2087)

Bfa l{z189)
Fsp l(zzom)

Pep5 ll[2232
Tth111 If2a71) po ll2232)
T7 promoter primer #58348-3
ET upstream primer #68214-3
P 4 P T7 promoter lac operator Xba | rbs
AGATCGATCTCGAT LG GAAAT TAATACGAC TCAC TAT AGGGGAAT TG TGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGALATAATTTTET TTAACT TTAAGAAGGAGA

Ndel S Tag NspV_ Bglll  Kpnl _
TATACATATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCCTEGTGCCACGCGGTTCC
MetLysGluThrAlafledlalysPhebludrablnHisMetAspSerPreAspleullyThrleuVa IF’roJ\r%G |ySer

Eagl thrombin
Nool EcoRVW BamH| EgoR | Sac| Sall Hind Il __ Notl Xhal His+Tag
ATGGCTGATATCGRATCCGAATTCEAGCTCCGTCRACAAGCTTGCGRCCGCACTCEAGCACCACCACCACCACCACTBAGATCCEECTECTAACAAABLCC PET-29a(+}

MethladsplleGlySerGluPheGluleufrgdrgGindlaCysGlyArgThrArghlaProProProProProleufrgSerGlyCysEnd

GLGATATCGGATCCGAATTCGAGC TCCGTCGACAAGC T TGCGGLCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTCAGATCCGLL TG TAACAAAGCCL pET-28b(+}
.. Alal leSerfspProAsnSerSerSerVaolAsplysleud|ah|labloleuGluHisHisHisHisHisHIisEnd
GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGLTCCGTCGACAAGCTTGCEECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTRAGATCLGGLTGLTAACAAAGCCC PET-29c [+}
GlyTyrleuTrplleArglieArgh|aProSerThrSerLeudrgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul |eArgleuleuThriysPro
Bputo2 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGT TEGCTGLTGCCACC GO TGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGEEECCTCTAAMACGGETCT TGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

Mapa do vetor pET29a




ANEXO Il

68

Not]
Ecoh2|
Bglll

Kpn2|
Pspil
Ecos8l
Xhol
blunt-end

PGR product

Xhal
Balll
Btgl
Eco130|
Mol
Bsu15l

Mapa do vetor pJET 1.2
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ANEXO IV

Snabl T7 SpeLApal. Munl.NgoMELK assLHind L Pstl.EcoRV.BamH LEcoRLNhel.Eagl MluL BspELBsrG LSphl SalL

—— i

Mapa do vetor suicida pNPTS138 (Dickon Alley M. R. K., trabalho ndo publicado)




