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DISRUPCAO DAS ORFS XF-810, XF-818, XF-1940, XF-2359 E XF-2708 DE
Xylella fastidiosa-CVC POSSIVELMENTE RELACIONADAS A
PATOGENICIDADE DA BACTERIA

Autora: SIMONE GUIDETTI GONZALEZ
Orientadora: Profa. Dra. HELAINE CARRER

RESUMO

Clorose variegada dos citros (CVC), também conhecida como amarelinho, é uma
das doengas de citros mais severas da citricultura brasileira. A CVC ¢ causada pela
bactéria limitada ao xilema Xylella fastidiosa. Esta bactéria afeta principalmente as
variedades de laranja doce e foi relatada pela primeira vez em 1987 nos estados de Sdo
Paulo e Minas Gerais. O genoma de X. fastidiosa linhagem 9aSc foi completamente
sequenciado e revelou muitos genes provavelmente envolvidos na patogenicidade desta
bactéria. Entre estes genes estdo as endoglicanases, que s3o enzimas degradadoras de
componentes da parede celular vegetal do hospedeiro e as adesinas, que sdo proteinas
envolvidas na adesdo das células bacterianas no xilema, como também auxiliam na
formagdo de agregados bacterianos que causam a obstrugdo dos vasos do xilema,
interferindo no transporte de dgua e sais minerais para todas as partes da planta, levando
ao aparecimento dos sintomas relacionados a CVC. O objetivo deste trabalho foi a
obten¢do de mutantes de X. fastidiosa linhagem J1al2, pela disrupgdo das ORFs Xf-810,
Xf-818 e Xf-2708, que apresentam fungfo putativa de endoglicanases, da ORF Xf-2359
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possivelmente relacionada a uma pectate liase e da ORF Xf-1940, que apresenta
similaridade de seqliéncia & metionina sulfoxido redutase, proteina identificada com a
fungdo de possuir adesdo funcional na superficie da célula bacteriana. Neste trabalho,
duas estratégias foram utilizadas para a construgio dos vetores de disrup¢do das ORFs
selecionadas no genoma de X. fastidosa: (1) substituigdo das ORFs pelo gene yfp, que
codifica a proteina fluorescente amarela e, (2) inser¢do do cassete lacZ-Kam®
interrompendo a regido codificadora das ORFs. Estes vetores foram usados para
transformar X. fastidiosa linhagem J1al2 por eletroporagdo e confirmou-se a obtengio
das bactérias mutantes por reagdes em cadeia da polimerase (PCR) com

oligonucleotideos especificos.



DISRUPTION OF THE ORFS XF-810, XF-818, XF-1940, XF-2359 E XF-2708 OF
Xylella fastidiosa-CVC PROBABLY RELATED TO PATHOGENICITY
OF THE BACTERIA

Author: SIMONE GUIDETTI GONZALEZ
Adviser: Profa. Dra. HELAINE CARRER

SUMMARY

Variegated Clorose of the citros (CVC), also known as “amarelinho”, is one of
the more severe diseases of citrus of the Brazilian Citrus plantation. CVC is caused by
Xylella fastidiosa, a limited bacteria to the xylem. This bacterium affects mainly sweet
orange varieties and it was reported for the first time in 1987 in the states of Sdo Paulo
and Minas Gerais. The genoma of X. fastiosa strain 9a5c¢ was completely sequenced and
it revealed many genes probably involved in the patogenicity of the bacteria. Among the
genes, are the endoglucanases, that are degradative enzymes of the host cell wall
components and the adesins, that are proteins involved in the adhesion of the bacterial
cells in the xylem, as well as they aid in the formation of bacterial aggregation that cause
the obstruction of the xylem vessels interfering in the transport of water and mineral
salts for all the parts of the plant, providing the emergence of the symptoms related to
CVC. The objective of this work was to produce mutants of X. fastidiosa strain J1al2,
by disruption of the ORFs X{-810, X{-818 and X{-2708, that present putative function of
endoglucanases, Xf-2359 possibly related to a pectate liase and of Xf-1940, that presents
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sequence similarity to the methionine sulfoxide reductase, identified protein with the
functional function of adhesion in the surface of the bacterial cell. In this work, two
strategies were used for the construction of the disruption vectors of the selected ORFs
in the X. fastidosa genome: (1) substitution of the ORFs for the yfp gene, that codifies
for the yellow fluorescent protein and, (2) insertion of the lacZ-Kam® cassette into the
coding region of the ORFs. These vectors were used to transform X. fastidiosa strain
J1al2 by electroporation and the mutants produced were confirmed by polymerase chain

reactions (PCR) with specific oligonucleotids.



1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de frutas citricas do mundo, dominando a maioria do
mercado internacional, comercializando suco de laranja concentrado. Mais de 80% da
produgdo do pais concentra-se no estado de Sdo Paulo, onde a industria de citros e
atividades associadas geram 3,4 milhdes de empregos e mais de 1,5 bilhdes de dolares
por ano (Aragjo et al., 2002). Acredita-se que, globalmente, um quinto do potencial
rendimento de colheita € perdido por ano devido a doengas (Dow & Daniels, 2000). E
entre as muitas doencas que afetam esta cultura esta a clorose variegada dos citros
(CVC), a qual foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1987 (Rossetti et al., 1990) e
se disseminou para pelo menos 90% dos pomares do estado de Sdo Paulo (Lambais et
al., 2000).

A rapida disseminagio da CVC entre os pomares brasileiros e o alto nivel de
dano causado por esta doenca resultou em grandes perdas econOmicas para os
citricultures e para a industria de suco de laranja (Della Coletta-Filho & Machado,
2002).

A bactéria Xylella fastidiosa causadora da CVC foi o primeiro patdgeno de
plantas a ter o seu genoma completamente seqiienciado e esta escolha ocorreu devido a
sua importancia econdmica e biologica (Simpson et al., 2000).

Uma caracteristica que parece ser importante na patogenicidade de X. fastidiosa é
a presenga de genes que codificam para enzimas como, celulases, pectato liase e
proteases, que degradam a parede celular vegetal, e auxiliam a movimentagio da
bactéria através dos vasos do xilema durante a colonizagdo do hospedeiro.

Proteinas como adesinas, responsaveis pela adesdo da bactéria ao xilema e no



sistema digestivo dos insetos vetores parece também ser importante para patogenos
como X. fastidiosa.

Muitos genes associados a fimbrias bacterianas, proteinas de adesdo e
exoenzimas conhecidas em outros patdgenos bacterianos como relacionados a
patogenicidade, foram identificados no genoma de X. fastidiosa (Simpson et al., 2000,
Dow & Daniels, 2000; Van Sluys et al., 2002), podendo ser alvos importantes para
estudos de patogenicidade da bactéria.

Apos identificagdo de supostas fungSes de genes por similaridade de seqiiéncia
com outros genes conhecidos em outros organismos, € necessario comprovar a fungdo
desses genes no organismo de interesse. Uma metodologia de estudo para elucidar a
fungfio dos supostos genes na patogenicidade de microorganismos ¢ através de disrupgio
génica por transformacgio genética. E utilizando os conhecimentos gerados sobre as
complexas interagdes entre planta, patdogeno e inseto vetor, espera-se contribuir com o
desenvolvimento de tecnologias que permitam um controle mais efetivo da doenca da
CVC.

Sendo assim, os objetivos do presente trabalho foram: (a) o desenvolvimento de
vetores para a disrupgdo das ORFs Xf-810, Xf-818, Xf-1940, X{-2359 e Xf-2708 ¢ (b) a
transformagdo de X. fastidiosa por disrupgdo destas ORFs.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Citros e CVC

As plantas citricas ocupam o primeiro lugar na produgdo mundial de frutas,
desempenhando um papel de acentuada importdncia socio-econdmica mundial. Esta
posicdo de destaque deve-se a grande aceitagio dos citros na alimentagio humana, na
forma de fruta fresca e suco. O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de laranja,
e a estimativa da safra 2004 é de aproximadamente 17 milhdes de toneladas em uma
area plantada de aproximadamente 811 mil hectares (IBGE, 2004).

Entre os varios problemas que afetam a citricultura a ocorréncia de doengas € o
fator que mais contribue para baixar a produtividade. Entre elas, a Clorose Variegada
dos Citros (CVC), causada pela bactéria Xylella fastidiosa, tem sido detectada nas varias
regides citricolas do pais, causando sérios prejuizos econdmicos. Todas as cultivares
comerciais de laranja doce sio afetadas pela CVC, independente do porta-enxerto
utilizado (Carvalho et al., 1995). Entretanto, plantas da cultivar péra expressaram
reagOes de resisténcia a colonizagdo por X. fastidiosa, pelo acimulo de cristais no limen
dos vasos do xilema e pela deposigdo de substincia semelhante a goma e de
possivelmente compostos fendlicos nos espagos intercelulares das folhas (Alves, 2003).

Em 2003, 10,38 % das plantas de laranja das variedades Péra Rio, Valéncia,
Natal e Hamlin do estado de S&o Paulo e parte do Tridngulo Mineiro apresentaram
sintomas de CVC de nivel 1 (plantas com sintomas restritos as folhas) e 33,18 %

apresentaram sintomas de nivel 2 (plantas com sintomas foliares e frutos miiados; a



distribuigdo desses frutos de tamanho reduzido pode ocorrer em uma area da planta
assim como na planta toda), ou seja, pelo menos 43,56 % das plantas estavam infectadas
pela X. fastidiosa, sem considerar as plantas contaminadas que ainda ndo apresentaram
sintomas (Fundecitrus, 2004).

Segundo dados da Fundecitrus (http://www.fundecitrus.com.br) observa-se a
tendéncia no aumento da incidéncia da CVC ano a ano (de 1996 a 2003), o que revela a
importancia de se estudar o patdgeno para se poder estabelecer estratégias eficientes de

controle.

2.2 Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa é uma bactéria gram-negativa, sendo a tnica espécie do género
e consiste de muitos patovares que causam doencas em culturas economicamente
importantes como alfafa, amendoeira, uva, péssego e ameixeira (Hopkins, 1989; Purcell
& Hopkins, 1996). Esta bactéria pode ser diferenciada em subespécies ou patovares
dependendo de critérios como especificidade da planta hospedeira e patogenicidade
(Hopkins, 1989; Chen et al., 1995; Pooler & Hartung, 1995a; Banks et al., 1999).

Todas as estirpes da bactéria formam uma tUnica espécie por tratar-se de um
grupo de organismos com grande homologia genética (75 — 100%) (Wells et al., 1987),
especialmente na regifio 16S do rDNA (Chen et al, 2000). E linhagens de X. fastidiosa
isoladas de citros e café no Brasil podem incitar sintomas de doenga, apds inoculagio
mecanica, em sete variedades comerciais de videira (Vitis vinifera) crescendo no Brasil e
California (Li et al., 2002).

As bactérias agrupadas nesta espécie possuem formato de bastonetes com cerca
de 0,3-0,5 x 1,0-3,5 um, sfo atriquias, com parede celular enrugada formada por trés
camadas, aerObicas estritas, gram-negativas limitadas ao xilema, fastidiosas e sdo

adaptadas a concentragdes diluidas de nutrientes (Chagas et al., 1992).



A palavra fastidiosa é aplicada aos microorganismos que requerem meio de
cultura complexo para o seu adequado crescimento in vifro e mesmo neste meio de
cultura apresentam crescimento muito lento (Lemos et al., 2003).

Na década de 50 acreditava-se que a doenga causada por X. fastidiosa em videira
tinha natureza viral e utilizando plantas de alfafa e videira como plantas indicadoras foi
demonstrado que mais de 100 espécies de plantas eram hospedeiras (Purcell & Hopkins,
1996), e em 1973 dois trabalhos descreveram a associa¢do da doenga a organismos do
tipo Rickettsia (Hopkins & Mollenhaver, 1973; Goheen et al, 1973) mais tarde
apropriadamente referidos como Bactérias Limitadas ao Xilema (XLB) (Chen et al,
1992). Somente em 1987 foi criado o género Xylella incluindo somente uma especie,
Xylella fastidiosa, como sendo uma bactéria relacionada ao género Xanthomonas spp.
(Wells et al., 1987).

Xylella fastidiosa infecta uma ampla gama de plantas de diferentes grupos
taxondmicos e causa doengas economicamente importantes, incluindo clorose variegada
dos citros (CVC). Quando CVC foi descrita pela primeira vez (Rossetti et al., 1990) no
Estado de Sdo Paulo, ela ja tinha se disseminado para as regides de citricuitura do Brasil
e da Argentina (Brlansky et al., 1991).

Os postulados de Koch para a CVC foram primeiramente completados por Chang
et al. (1993) e Hartung et al.(1994) e assim confirmou-se que a X. fastidiosa € o agente
causal da CVC.

2.2.1 Transmissio e vetores

Em contraste com a maioria das bactérias fitopatogénicas, que tem o vento ¢ a
agua como importantes agentes de disseminagdo, X. fastidiosa depende, exclusivamente,
de insetos vetores para sua dissemina¢do natural e penetragdo em tecido hospedeiro.

Além da transmissdo no campo de planta para planta através de cigarrinhas vetoras,



pode ocorrer infecgdo também em viveiro ndo protegido e também durante a enxertia
utilizando material vegetal contaminado (Carlos et al., 1997).

Os vetores de X. fastidiosa sio cigarrinhas da familia Cicadellidae, subfamilia
Cicadellinae e Cercopidae, que se alimentam da seiva bruta das plantas (Purcell &
Hopkins, 1996). Em plantas de citros, as espécies predominantes ¢ comprovadamente
transmissoras da bactéria sio: Acrogonia terminalis, Oncometopia facialis, Dilobopterus
costalimai, apesar de muitas outras espécies terem este potencial (Yamamoto, 2000).

As células bacterianas encontram-se na parte anterior do tubo digestivo das
cigarrinhas (estomadéu), aderidas ao forro cuticular do pré-cibario, cibario e da porgdo
anterior do es6fago, ou nas pecas bucais (Purcell & Hopkins, 1996). E estas células
ganham acesso ao xilema quando o inseto se alimenta da seiva bruta (Lambais et al,,
2000).

Ndo existe um periodo latente entre a aquisi¢do e a inoculagio pelo vetor. As
cigarrinhas adultas, uma vez infectadas, podem transmitir X. fastidiosa, ao longo de suas
vidas, devido a capacidade desta bactéria se multiplicar nos vetores (Hill & Purcell,
1995). Ninfas também podem transmitir X. fastidiosa, mas perdem a capacidade de
transmissdo apods as ecdises, quando ocorre mudanga de instar ou passagem para o
estadio adulto (Purcell, 1979). Suspeita-se que a aderéncia de X. fastidiosa ao estomadéu
das cigarrinhas seja possivel devido a presenga de fimbrias (filamentos extra celulares a
célula bacteriana) e a ocorréncia de uma matriz extracelular na qual as bactérias est3o
embebidas (Purcell & Hopkins, 1996).

2.2.2 Plantas hospedeiras

Xylella fastidiosa apresenta uma ampla gama de hospedeiros que compreende
pelo menos 30 familias de plantas (Sherald & Kostka, 1992). Além de CVC X. fastidiosa
causa outras doengas de importincia econdmica como doenga de Pierce na videira
(Davis et al., 1978) que limita a produgio comercial de cachos de uva (Vitis vinifera) na

Florida e nas regides do sudeste dos Estados Unidos (Hopkins, 1989), nanismo do



pessegueiro (Wells et al., 1983), nanismo da alfafa (Goheen et al., 1973), requeima da
cafeeiro (Lima et al., 1998), requeima da ameixeira (Raju et al., 1982), requeima da
pereira (Leu & Su, 1993), requeima da amoreira (Kostka et al.,, 1986), requeima da magi
(Sherald et al., 1987), escaldadura da folha da cerejeira (Wells et al., 1980) e da
amendoeira (Mircetich et al., 1976), entre outras.

Esta bactéria também apresenta hospedeiros alternativos. No Brasil, Leite et al.
(1997), investigaram a presenga de X. fastidiosa em plantas invasoras ocorrendo
naturalmente em pomares de ameixeira, encontrando 11 espécies hospedeiras, muitas
delas comuns em todo o territorio nacional como, capim-marmelada (Brachiaria
plantaginea), capim-colchdo (Digitaria sp.), capim-quicuio (Pennisetum clandestinum),
capim-estrada (Paspalum urvillei), poaia branca (Richardia sp.) e assa-peixe (Vernonia
sp.). Lopes et al. (1999) em Sdo Paulo encontraram outros hospedeiros alternativos da
bactéria, como: apaga-fogo (4lternanthera tenella), braquiaria (Brachiaria decumbens),
capim-carrapicho (Cenchrus echinatus), capim amargoso (Digitaria insularis), erva de
Santa Luzia (Euphorbia hirta), erva-quente (Spermacoce latifolia), maria pretinha
(Solanum americanum), picdo (Bidens pilosa) e trapoeraba (Commelina benghalensis).
Como pdde ser observado a gama de hospedeiros de Xylella fastidiosa é muito extensa €

diversificada.

2.2.3 Sintomas da CVC

Clorose variegada dos citros (CVC) é uma doenga causada pela bactéria gram-
negativa Xylella fastidiosa (Chang et al., 1993; Hartung et al., 1994). O patégeno tem
sido observado no xilema de plantas infectadas e em cigarrinhas vetoras (Brlansky et al.,
1983).

Os sintomas de CVC sdo bastante evidentes nas folhas, ramos e frutos. A clorose
foliar, um dos sintomas desta doenga, se apresenta inicialmente nas regides mediana e

superior da copa, podendo ocorrer desfolha dos ramos ponteiros. Os sintomas foliares



podem se restringir a alguns setores nas plantas afetadas ou evoluir, de modo disperso,
atingindo toda a copa (Rossetti & De Negri, 1990).

Nas folhas, surgem manchas cloréticas, de bordos irregulares e que contrastam
com o verde do limbo, assemelhando-se a uma variegagdo (De Negri & Garcia Junior,
1993). Mais de um tipo de clorose podem ser observados nas folhas maduras, como a
clorose internerval brilhante tipica de deficiéncia de zinco, afetando uniformemente todo
o limbo foliar (Beretta et al., 1997) e a clorose variegada ou pontual de distribuic¢do ao
acaso no limbo foliar, com ou sem formagéo de tecido corticoso de aspecto ligeiramente
saliente na face inferior, congruente as manchas cloroticas. As manchas pontuais podem
coalescer formando areas necrosadas estendendo-se até a borda do limbo foliar. Nas
folhas também se observa redugdo da expansdo foliar, afilamento e encurvamento para
cima, e nos ramos ocorre encurtamento dos internddios (Machado et al., 1992).

Os sintomas nos frutos surgem apds o aparecimento dos sintomas foliares e
apenas em ramos afetados ocorrendo pegamento excessivo e anormal de frutos em
ramos floriferos, formando pencas de frutos com acentuada redugdo de tamanho,
amadurecimento precoce, consisténcia enrijecida e com suscetibilidade a queimaduras
de sol (Lee et al, 1991).

Kostka et al. (1986) atribuiram a disfunc@o do xilema em doengas causadas por
X. fastidiosa devido ao acumulo de polissacarideos bacterianos, a produgio de géis,
gomas ¢ tiloses pelo hospedeiro em resposta a infec¢dio, e/ou acumulo de células
bacterianas que fisicamente obstrui os vasos do xilema. Este bloqueio dos vasos pelas
células bacterianas é associado com alteragdes fisioldgicas, como a acumulagdo de
toxinas (Hopkins, 1989), sequestro de nutrientes importantes (Leite et al., 2002) e
deficiéncia hormonal (Simpson et al, 2000) que sdo freqiientemente presentes na
explicagdo da evolugio da doenga.

McElrone et al. (2001) confirmou que o estresse de dgua acentua a severidade
dos sintomas em plantas de Parthenocissus quinquefolia infectadas com X. fastidiosa.
Os resultados de analises fisicas da interac@o entre estresse de igua e a infecgdo de X

Jfastidiosa mostraram que esses fatores atuam conjuntamente em plantas de videira
(McElrone et al., 2003).



Alves (2003) observou que numero de vasos do xilema colonizados por X.
fastidiosa apresenta uma relagdo direta com o aparecimento de sintomas necroticos em

folhas de ameixeira e cafeeiro, mas nio com os sintomas em folhas de laranjeira caipira.

2.2.4 Diagnostico de X fastidiosa

0 uso de métodos de diagnosticos para identificar a presenca de X. fastidiosa em
plantas ¢ um passo importante na implementacdo de medidas de restrigdo da
disseminag8o da doenga no campo e em areas ndo infectadas (Ferreira et al., 1999).

Tradicionalmente, X. fastidiosa tem sido isolada de tecidos sintomaticos e
identificada pelo seu crescimento lento e pelas pequenas coldnias opalescente em meios
de cultura especialmente enriquecidos. Patovares podem ser identificados por testes de
patogenicidade. Entretanto, testes de patogenicidade requerem tempo e trabalho
intensivo (Hopkins, 1988). Muitas técnicas baseadas no DNA tem sido aplicadas para
diferenciar patovares de Xylella (Albibi et al., 1998; Chen et al., 1992; Chen et al., 1995;
Pooler & Hartung, 1995a; Pooler & Hartung, 1995b; Pooler et al,,1997) e “primers”
especificos para PCR foram desenvolvidos para detectar raga de X. fastidiosa causadora
da clorose variegada dos citros (Pooler & Hartung, 1995b) e causadora da doenga de
Pierce (Banks et al., 1999).

2.2.5 Controle da CVC

A utilizagdo de mudas livres do patégeno, 0 monitoramento da populagio de
cigarrinhas com a aplicagdo de inseticidas € a poda de ramos doentes sio as medidas
principais empregadas para o controle da CVC (Donadio & Moreira, 1997). E a
Fundecitrus também recomenda a erradicag@o de plantas com menos de 2 anos que

apresentam sintomas.
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2.2.6 Algumas caracteristicas do genoma da Xylella fastidiosa

O genoma de X. fastidiosa, linhagem 9aSc, ¢ composto por um Cromossomo
circular de 2.679.305 pb, e dois plasmideo o pXF51 e pXF1.3 com respectivamente
51.158 pb e 1.285 pb, e apresenta 52,7% de G+C (Simpson et al., 2000).

Das 2.904 ORFs (quadro aberto de leitura — “open reading frames”) 47%
apresentam similaridade de seqiiéncia com proteinas conhecidas permitindo inferir
fungbes putativas. Supostos genes de patogenicidade, viruléncia e adaptagdo foram
atribuidos a 147 ORFs (Simpson et al., 2000). Com a caracteriza¢do de novos genes em
outros organismos ¢ o aperfeigoamento dos programas de computador, Bhattacharyya et
al. (2002) alisaram novamente o genoma de X. fastidiosa e observaram a existéncia de

2.985 ORFs, dos quais 58% apresentam fungdo putativa.

O genoma da linhagem Temecula de X fastidiosa isolada de videiras
naturalmente infectadas e¢ com sintomas de doenga de Pierce (PD) também foi
sequenciado (Van Sluys et al. 2003) e apresenta um cromossomo circular com 2.519.802
pb e apenas um pequeno plasmideo de 1.345 pb, e das 2.066 ORFs 65,9 % apresentam
fungfio putativa. Comparando-se com o genoma de X. fastidiosa causadora da CVC,
9a5c¢ (Simpson et al., 2000) observou-se que 98 % das ORFs presentes em Temecula
também sdo encontradas na linhagem 9aSc, e a média de identidade de aminoécidos nas
ORFs ¢ de 95,7 %. X. fastidiosa PD apresenta 41 genes especificos, enquanto a 9a5c
apresenta 152 genes especificos da linhagem. Os autores concluiram que estes dois
organismos apresentam fungdes metabolicas idénticas e parece que usam um conjunto
de genes em comum na colonizagdo da planta e na patogenicidade, sendo assim o estudo
de genoma funcional dos dois organismos poderia compartilhar mecanismos comuns
para as duas linhagens, e a integracdo dos conhecimentos adquiridos individualmente

poderia acelerar os avangos no combate a PD e CVC.

Ambas as linhagens de X. fastidiosa (PD ¢ CVC) apresentam conjuntos de
caminhos biossintéticos que permitem a sintese de todos os amonodacidos, purinas,

pirimidinas, e nucleotideos, e sistemas de transporte incluindo aqueles para carboidratos,
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ions, aminoacidos e peptideos e também para a expulsdo de drogas e toxinas (Simpson et
al., 2000; Van Sluys et al. 2003). Entre os genes com fun¢des determinadas por
similaridade de seqiiéncia que exibem alto nivel de divergéncia entre as duas linhagens
estdo, por exemplo, os que podem estar envolvidos na interagdo X. fastidiosa-planta
hospedeira, incluindo aqueles responsaveis pela adesdio e agregagio celular, resisténcia a

drogas e enzimas de modifica¢fo e restricio de DNA (Van Sluys et al. 2003).

A presenga de um gene precursor de poligalacturonase intacto na linhagem PD,
que ¢ um gene essencial para a sintese de enzimas de degradagdo da parede celular
facilitando a migragdo entre os vasos, poderia ser responsavel pela maior agressividade

desta linhagem em relagdo a linhagem CVC (Almeida et al., 2001).

Analisado o genoma de algumas linhagens diferentes de X. fastidisoa, utilizando
microarray, Nunes et al. (2003) observaram que a similaridade entre esses genomas é
muito grande, apresentando mais de 90 % de ORFs conservadas entre a linhagem 9a5c¢
de citros e as linhagens que causam doenga em ameixa, erva de Santiago, uva, amora,
olmo e amendoeira. A conservagdo das ORFs aumenta para aproximadamente 97 %
quando a linhagem 9aS5c é comparada com a linhagem de café e para aproximadamente
99 % quando comparada com outros isolados de citros. Essencialmente, todos os genes
envolvidos nos principais caminhos bioquimicos e fungdes celulares estdo presentes em
todas as linhagens de X. fastidiosa analisadas, sugerindo que a adaptagdo para viver no
xilema de plantas ¢ dependente de genes altamente conservados, responsaveis pelas
principais caracteristicas fisiologicas que envolvem um mecanismo para gerar energia
utilizando carboidratos, incluindo enzimas para degradacio de celulose (Nunes et al.,
2003). E as diferengas na patogenicidade e gama de hospedeiros ocorrem devido as

relativas pequenas diferencgas genéticas entre os diferentes isolados de X. fastidiosa.

A analise da seqiiéncia do genoma de X. fastidiosa revelou um grande nimero de
genes cujas seqiiéncias de aminoécidos apresentam alta similaridade com genes de
Xanthomonas spp., particularmente Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)
(Simpson et al,, 2000) e muitos desses genes estdo envolvidos na patogenicidade ou

viruléncia (Dow & Daniels, 2000; Lambais et al., 2000). Esta similaridade na seqiéncia



12

de amino4cidos entre Xanthomonas e X. fastidiosa ndo é surpreendente, ja que estas duas
espécies estdo intimamente relacionadas (Wells et al,, 1987). As diferengas entre os
tamanhos dos genomas de X. fastidiosa (~2,7 Mb) e Xcc (~5,5 Mb), provavelmente
refletem as diferencas nas estratégias para causar a infecgdo e na capacidade de
crescimento dos dois organismos. Xylella fastidiosa depende de cigarrinhas para sua
transmissiio e ¢ limitada ao xilema das plantas, enquanto Xcc pode infectar plantas
intactas e é capaz de crescer e sobreviver na superficie de folhas de plantas e também no
solo (Dow & Daniels, 2000).

Quando X. fastidiosa é colocada para crescer em meio de cultura
nutricionalmente rico, ela € incapaz de crescer mais rapido, e ha evidéncias de que o
pequeno tamanho relativo do genoma dessa bactéria, faltando capacidade metabolica de
obter vantagens de nutrientes adicionais, faz com que ela seja adaptada para sobreviver
em ambiente constante, mas nutricionalmente diluido (Van Sluys et al., 2002).
Xanthomonas axonopodis pv. citri, Xanthomonas campestris pv. campestris, Ralstonia
solanacearum e Agrobacterium tumefaciens apresentam genomas maiores do que X
fastidiosa, contendo genes para um extenso arsenal de caminhos metabolicos, e isso
reflete na adaptacio a diferentes condigGes ambientais. Além de colonizar o interior da
planta hospedeira Xanthomonas ¢ capaz de viver de forma epifeta, enquanto Ralstonia
solanacearum e Agrobacterium tumefaciens vivem livremente no solo (Van Sluys et al.,
2002).

Sistemas de secre¢do possuem importdncia fundamental para a correta
translocagdo de proteinas e outras moléculas da bactéria patogénica para a célula
hospedeira. Existem cinco diferentes formas de sistemas de secre¢do denominados como
tipos I, I, I, IV e V (Lee & Schneewind, 2001). O tipo I estd envolvido na secregio de
toxinas e o tipo IV esta envolvido na exportagdo de macromoléculas, como proteinas de
transferéncia conjugal, responsaveis pela mobiliza¢do de plasmideo entre bactérias (Cao
& Saier, 2001; Van Sluys et al., 2002), e genes que codificam para estes dois sistemas de
secrecdo estdo presentes no genoma de X. fastidiosa (Simpson etal., 2000). Esta bactéria

também apresenta genes que codificam para adesinas associadas a superficie, que s3o
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auto-transportadas pelo sistema de secrecio do tipo V (Simpson et al., 2000; Van Sluys
et al., 2002).

Muitas bactérias fitopatogéncias utilizam o sistema de secre¢do do tipo III
(SSTIII) para causar doengca em seus hospedeiros (He & Jin, 2003). Proteinas
bacterianas sdo liberadas dentro da célula do hospedeiro pelo SSTIIL onde funcionam
como fatores de viruléncia modulando a maquinaria genética do hospedeiro suscetivel
para o seu proprio beneficio (Chang et al.,, 2004). Muitos desses fatores de viruléncia
podem atuar na supressdo da resposta de defesa da planta e conseqiientemente promove
a doenga, enquanto outros podem atuar promovendo a liberagdo de nutrientes da célula
vegetal (Dow & Daniels, 2000). Plantas resistentes apresentam genes que codificam
proteinas R, que reconhecem proteinas bacterianas liberadas pelo SSTIII, resultando na
inducdo de resposta de defesa da planta, incluindo a resposta de hipersensibilidade (RH),
tornando o patdgeno avirulento (Dangl & Jones, 2001). As proteinas bacterianas
identificadas por sua habilidade de engatilhar esta resposta de defesa da planta sdo
considerados como determinantes de aviruléncia (Avr) (Dow & Daniels, 2000; Chang et
al., 2004).

Uma das diferengas entre X. fastidiosa e Xanthomonas spp. é a auséncia na
primeira do sistema de secreg@o do tipo III. E a analise do genoma de X. fastidiosa nio
identificou nenhum gene com seqiiéncia de aminoacidos apresentando similaridade com
produtos de genes de aviruléncia (genes avr) conhecidos (Simpson et al., 2000). A
transmissdo mediada por inseto, a restri¢do vascular e o lento crescimento da bactéria,
podem ser conseqiiéncias da falta da dependéncia da patogénese de X. fastidiosa com o
sistema de secregéio do tipo III (Dow & Daniels, 2000).

As enzimas capazes de degradar a parede celular vegetal sio secretadas pelo
sistema de secregdo do tipo IL Este sistema ¢ requerido para a viruléncia de X
campestris pv. campestris € X. oryzae pv. oryzae (Dow et al, 1987; Ray et al., 2000).
Em X c. pv. campestris foram identificados um agrupamento de 11 genes denominados
xpsEFGHIJKLMND, que possuem fungdo nesta secre¢do de proteinas e patogenicidade

(Dums et al., 1991). A mesma organizagio génica encontrada em X.c. pv. campestris
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ocorre em X. fastidiosa, e a maioria dos produtos dos genes possui alta similaridade na

seqiiéncia de aminoacidos (Dow & Daniels, 2000).

Em X fastidiosa o sistema de secregio do tipo II estd provavelmente envolvido
na exportagdo de enzimas que degradam a parede celular, incluindo celulases ¢
proteases. Possiveis fungbes para estas enzimas na patogénese da bactéria ¢ na
degradacdo da membrana de pontuagdo, permitindo a bactéria se mover para vasos ndo
previamente colonizados e também na mobilizagdio da parede celular para propositos

nutricionais ou para inibir a defesa da planta (Dow & Daniels, 2000).

A produgio de enzimas e polissacarideos extracelulares por X. ¢. pv. campestris ¢
estritamente regulada durante o crescimento em meio liquido e durante a doencga. Foram
identificados um grupo de genes que atuam na regulagdo da sintese desses fatores de
viruléncia (Dow & Daniels, 2000). Este grupo de genes, que é chamado de rpf (fatores
de regulagdo da patogenicidade) compreende nove genes (rpfA-I), sendo localizado
dentro de uma regido de 21,9 kb do cromossomo de X. c. pv. campestris (Barber et al.,
1997; Tang et al., 1991; Dow et al., 2000). Enquanto em X. c. pv. campestris estes genes
estdo organizados em cluster, em X. fastidiosa genes com similaridade de seqiiéncia aos
rpf estdo parcialmente localizados em cluster e ndo foram encontrados genes com

similaridade a rpfD e rpfl (Dow & Daniels, 2000).

O gene rpfA codifica a principal aconitase de X. c. pv. campestris, a qual esta
envolvida na homeostase de ferro e também atua na regula¢iio da expressdo génica de
algumas enzimas extracelulares e de exopolissacarideo (Wilson et al., 1998). Os genes
rpfB e rpfF estdo envolvidos na regulagdo da sintese de moléculas sinal difusivel de
baixo peso molecular (DSF), a qual pode estar envolvida na comunicagdo entre as
bactérias (Barber et al.,, 1997). RpfG, RpfH e RpfC podem estar envolvidos no sistema
de transdug@io de sinal na percep¢do de sinais ambientais, e de DSF, na ativagido da

expressdo de genes de patogenicidade e na regulagio da sintese de DSF (Slater et al,,
2000).
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A sinalizagio célula a célula mediada por DSF apresenta um importante papel na
regulagio de diversos processos fisiologicos, incluindo viruléncia para plantas e animais,
nos distantes géneros de bactérias (Kaiser & Losick, 1993). Sinais de célula a célula
permite a bactéria conduzir-se em um padrio de grupo, coordenando mudangas na
expressio dos genes em resposta a mudangas ambientais e na populagio de células em
crescimento, um fendmeno chamado de “quorum sensing” (Dow & Daniels, 2000).

Xylella fastidiosa possui genes que apresentam alta similaridade a nove dos doze
genes gum presentes em X. ¢. pv. campestris, que sdo responsaveis pela biossintese de
goma xantana. Sugerindo que a goma fastidiosa produzida por X. fastidiosa seja menos
viscosa que a goma xantana produzido por X. c¢. pv. campestris (Simpson et al., 2000;
Silva et al., 2001). Mudangas no Gltimo estadio da biossintese da goma xantana levam a
uma reducgfo na viruléncia de X. ¢. pv. campestris (Katzen et al., 1998).

Embora o exato mecanismo de patogenicidade ndo seja conhecido, a adesdo e a
secre¢do de proteinas podem ser considerados elementos importantes. Uma importante
caracteristica de X. fastidiosa é a necessidade de se aderir na planta hospedeira e no
inseto vetor. Para colonizar o inseto vetor, X. fastidiosa precisa se aderir no tecido do
inseto e entdo resistir ao alto fluxo de seiva do xilema que o inseto suga. Na planta, a
adesdo na parede do xilema deve possibilitar condi¢des apropriadas para o crescimento
bacteriano e formagio do biofilme (Smolka et al., 2003). Um importante aspecto da
patogénese bacteriana € a agregacdo celular (interagiio bactéria-bactéria), que leva a
obstrugdo vascular do xilema, causando estresse de agua e nutrientes na planta (Purcell
& Hopkins, 1996; Hopkins, 1989). Além disso, proteinas secretadas como proteases,
celulases e lipases podem estar envolvidas no processo de infec¢do por degradarem o
tecido da planta e permitindo, assim, a dissemina¢do da bactéria através do sistema
vascular (Hopkins, 1989). Proteinas toxicas também podem ser secretadas e podem estar

envolvidas no desenvolvimento da doenga (Smolka et al., 2003).
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2.3 A utilizaciio de mutacdes para o estudo funcional de genes

A relagio entre fendtipos e os correspondentes gendtipos € freqiientemente
obtido por andlises do fenotipo de mutantes e a subsequente caracterizagdo do gene.
Alternativamente, uma analise genética reversa consiste na construgdo de mutacdes em
genes especificos e a investigagio do fenodtipo nos mutantes gerados. Mutagdes
aleatdrias podem ser criadas por produtos quimicos ou por mutagénese utilizando
transposon, enquanto mutagdes especificas sdo normalmente geradas por recombinagdo
homologa no cromossomo de bactérias (Philippe et al., 2004).

O genoma de mais de 100 ragas de bactérias estd completamente seqiienciado. As
ORFs (open reading frames) representam 90 % do cromossomo bacteriano, mas a
fungdo de 40 a 60 % dos genes ndo ¢ conhecida (Philippe et al., 2004). A construgio de
mutantes € uma estratégia que pode ser utilizada para se decifrar a fungdo desses genes.

Alguns métodos sdo utilizados para a obtengdo de mutantes como: mutagénese
por insergio-delecdio, troca alélica e mutagénese utilizando transposon. Este ultimo
método ndo ¢ utilizado para a disrupgdo de genes especificos, 0 que pode ser feito com a
recombina¢do homdloga (mutagénese por inser¢io-delecdo e troca alélica).

A troca alélica resulta na troca do gene selvagem por uma cépia interrompida por
um marcador de selecdo. Esta estratégia envolve a recombinagio homologa com duas
permutas. A grande vantagem da troca alélica é o fato dessa estratégia gerar mutantes
mais estaveis do que a mutagénese por inser¢do-delegdo (Souza, 2002). Este método ja
foi utilizado em bactérias como Escherichia coli (Philippe et al., 2004), Mycobacterium
tuberculosis (Malhotra et al., 2004) e Xylella fastidiosa (Gaurivaud et al., 2002). A
disrupgdo génica por troca alélica pode ser feita utilizando cassettes que confiram
resisténcia a antibidtico e expressdo da enzima B-galactosidase e também genes
reporteres, como yfp (proteina amarela fluorescente). A introdugdo de gene repoOrter no
lugar do gene em estudo € muito interessante, pois assim torna-se possivel a
monitorag@o da expressdo do gene.

A mutagénese por inser¢io-dele¢do envolve a recombinagdo homologa com uma

permuta entre o gene selvagem no cromossomo bacteriano e uma copia truncada desse
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gene, resultando na inser¢do do vetor plasmidial inteiro entre duas copias do gene alvo
que sofreu uma duplicagdo (Morrison et al., 1984). Este método de mutagénese tem sido
usado para Streptococcus pneumoniae por mais de vinte anos (Lee et al, 1998) e
também ji foi utilizado em varios outros organismos como Neisseria gonorrhoeae
(Hamilton et al., 2001), Mycobacterium smegmatis (Baulard et al, 1996) e Xylella
fastidiosa (Monteiro et al., 2001b; Silva Neto et al., 2002; Gaurivaud et al., 2002).

Genes reporteres sdo amplamente utilizados para estudos de fungdes de genes. A
proteina verde fluorescente (GFP) é codificada por um gene reporter, e ¢ caracterizada
pela habilidade de emitir fluorescéncia verde quando excitada por luz UV ou azul (Cody
et al., 1993), sendo uma ferramenta poderosa para analises na célula através da emissdo
de fluorescéncia de suas proteinas, permitindo analises em tempo real de eventos
moleculares que ocorrem na célula (Kain, 1999).

A GFP ¢ uma proteina pequena encontrada na agua viva Aequorea Victoria, ¢ um
excelente marcador para estudos de interagdes entre planta e patdgeno (Xi et al., 1999),
ja que para a analise no microscopio de fluorescéncia € necessario apenas preparagdes
simples e a integridade da estrutura da planta e da bactéria permanecem bem preservadas
(Ramos et al., 2002).

Existem os variantes de GFP que apresentam as propriedades espectrais alteradas
nos comprimentos de onda de excitagdo e emissdo maximas, apresentando um aumento
na intensidade da cor da fluorescéncia, por exemplo, azul (EBFP) (Kain, 1999), verde
(EGFP) e amarelo (EYFP) (Stuurman et al.,, 2000). Uma caracteristica dos variantes de
gfp é a habilidade de emitirem também fluorescéncia verde (Kain, 1999).

A expressio do gene yfp tem sido |utilizada para estudos com
microorganismos(Griesbeck et al., 2001, Miller et al., 2000, Stuurman et al. 2000),
células de plantas (Nowak et al., 2004, Tse et al., 2004, Bolte et al., 2004), de animais
(Narayan & Greif, 2004), e em células de humanos (Kretzschmar et al., 2004, Sorkina et
al,, 2003).
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2.4 Transformacio da bactéria Xylella fastidiosa e obtencio de mutantes

Muitos genes supostamente relacionados com a patogenicidade estdo presentes
no genoma de X. fastidiosa, mas pouco se sabe experimentalmente sobre os mecanismos
de patogenicidade comparados com outras bactérias gram-negativas. Para o estudo
desses genes € necessaria a utilizagio de métodos de disrupgdo, para se poder inferir a

importancia desses genes na interagfio planta-patogeno.

Em 2001 iniciou-se o desenvolvimento da tecnologia de transformagdo dessa
bactéria através da publicagio de trés trabalhos desenvolvidos separadamente
(Guilhabert et al., 2001; Monteiro et al., 2001b; Qin & Hartung 2001).

Transformagdo de X. fastidiosa relatado por Qin & Hartung (2001) mostrou ser
instavel, assim o plasmideo vetor utilizado pode ser util para a complementagdo de

estudos in vitro de mutantes de X. fastidiosa, mas n3o em estudos in planta.

O primeiro relato de transformagdo estavel de X. fastidiosa foi feita por Monteiro
et al. (2001b) através do desenvolvimento de vetores contendo uma parte da origem de
replicagdo da bactéria (OriC) de 366 pb (que compreende a regido intergéncia entre os
genes dnaA e dnaN) ou a OriC inteira de aproximadamente 1,9 kb (contendo gene dnad
e as regides que o flanqueiam) e o gene que confere resisténcia a canamicina sob a ag@o
do promotor do gene que codifica 0 RNA ribossdmico 168, também de X. fastidiosa. Os
autores testaram a transformagfo em cinco isolados de X. fastidiosa causadora de CVC e
dois isolados de café, mas somente conseguiram sucesso na transformac¢io de apenas
dois isolados de CVC (J1al2 e B111) e apds alguns repiques ocorreu a integragio dos
plasmideos vetores na regido promotora do gene do RNA ribossdmico 16S por
recombinagdo homoéloga. Os autores mostraram que a mutagdo de um gene especifico ¢

possivel nessa bactéria.

Guilhabert et al. (2001) obtiveram X. fastidiosa de uva transformada através de
transposi¢do utilizando transpossomos. O transpossomo é a associagio de uma

transposase hiperativa com um fragmento de DNA linear contendo as seqiiéncias de
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reconhecimento da enzima transposase € um gene marcador. Apos seqiienciamento de
dez mutantes os autores observaram que em dois deles a inser¢do do gene de resisténcia
ao antibidtico canamicina ocorreu em regides intergénicas € em oito ocorreram em
ORFs conhecidas ou hipotéticas. Assim os autores obtiveram mutantes resistentes a
canamicina e os transpossomos se mostraram eficientes para a transformagdo de X

Jfastidiosa.

Os primeiros relatos de disrupg¢do génica em X. fastidiosa-CVC foram publicados
por Silva Neto et al. (2002) e Gaurivaud et al. (2002). Silva Neto et al. (2002)
construiram um vetor de transformago de X. fastidiosa ligando o plasmideo nativo de X.
fastidiosa pXF1.3 no plasmideo comercial pBluescript, e adicionando também o gene
que confere resisténcia a canamicina sob a ag@o do promotor do gene do RNA
ribossdmico 16S. Como o pXF1.3 apresenta uma ORF com alta similaridade com uma
proteina de replicagdo de Actinobacillus, foi possivel a obtengdo de mutantes apos a
clonagem de parte do gene xpsD. Os autores obtiveram uma porcentagem de 10 % de
mutantes apresentado o gene xpsD interrompido devido a integragdo de todo o
plasmideo no meio do gene, por recombinagdo homologa com uma permuta. Os autores
escolheram esse gene para a disrupgdo devido ao fato de que a proteina codificada por
ele faz parte do sistema de secreg@o do tipo Il e em fitopatdgenos proteinas secretadas
através deste sistema sfo principalmente enzimas hidroliticas, que apresentam um

importante papel na patogénese de microorgasnismos.

J4 Gaurivaud et al. (2002) utilizaram a origem de replicagdo cromossdmica de X.
Jastidiosa nos vetores construidos para a disrupgdo por inser¢io-delegdo dos genes bga e
cvaB, e um pedaco desses genes. O gene bga codifica a enzima f-galactosidase que
apresenta fenotipo de facil visualizag@io (coloragfo azul da coldnia) foi utilizado como
um modelo para a disrupg@o e o gene cvaB apresenta homologia com um componente do
sistema ABC de transporte de colicina V, possivelmente envolvido na patogenicidade
dessa bactéria (Simpson et al., 2000). Os autores também obtiveram a disrupgdo do gene
bga através de troca alélica, interrompendo o gene por inser¢do do gene que confere

resisténcia ao antibidtico canamicina.
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A adesio de Xylella fastidiosa ao vaso de xilema e ao inseto vetor pode ser
requerida para a viruléncia e transmissdo da bactéria, com esta observagdo Feil et al
(2003) fizeram a disrupgio dos genes fimA e fimF’ que codificam a principal proteina que
apresenta fimbria FimA e homoélogo da fimbria adesina MrkD, para determinar suas
fungdes no processo de adesdo. Fimbrias sdo filamentos que se estendem da superficie
bacteriana (Soto & Hultgren, 1999) e podem servir como uma &ncora ao substrato €
também na agregacdo entre as células. Estes autores obtiveram mutantes de linhagem de
X. fastidiosa que causa doenga em videira, através de troca alélica, utilizando o
plasmideo pUC18 com a sua origem de replicagdo e fizeram a disrupgdo dos genes pela
inser¢do do gene de resisténcia ao antibidtico canamicina. Foi observado, com o auxilio
de microscopio eletronico, que o tamanho e nimero das fimbrias, agrega¢do celular e
numero de células diminuiram para os mutantes FimA™ e FimF, estes mutantes
permaneceram patogénicos a videira, porém apresentaram uma populagdo de células

reduzida quando comparada com os tipos selvagens.

Guilhabert & Kirkpatrick (2003) construiram vetor para transformagio de X
Jfastidiosa causadora de doenca em videira, que se replica de forma autdnoma na
bactéria, se mantendo estdvel geneticamente, mas apds inoculagio das linhagens
transformadas em plantas de videira, a bactéria perde o plasmideo. Assim este vetor s

poderia ser utilizado para estudos in vitro.

Koide et al. (2004) obtiveram X. fastidiosa-CVC resistentes a canamicina
utilizando mutagénese através de transposons. Este sistema permitiu inser¢des aleatorias
e a geragdo de um grande numero de mutantes de uma s6 vez. Os autores obtiveram
mutantes apresentando a disrupc@o de diferentes genes e mostraram que este sistema de

transformag@io ndo tem preferéncia por inser¢do em sequiéncias especificas.

Através de disrupgdo do gene rpfF de X. fastidiosa que causa doenga em uva,
Newman et al. (2004) observaram que este gene é importante na comunicagdo entre as
células devido a produgdo de uma molécula sinal difusivel de baixo peso molecular
(DSF). Os mutantes apresentaram baixa transmissdo pelas cigarrinhas vetoras, e as

cigarrinhas que se alimentaram de plantas infectadas com os mutantes eram capazes de
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se “limparem” dos mutantes, isso se deve ao fato desses mutantes ndo formarem o
biofilme para se fixarem no interior do inseto, pois DSF regula a produgio de
exopolissacarideos para a formagio do biofilme. Os autores observaram que na planta a
formagdo do biofilme ndo ¢é afetada nos mutantes, esta diferenga pode ser devido ao tipo
de ambiente a ser colonizado pela bactéria no inseto e na planta e tal diferenca na

arquitetura do biofilme esta sob o controle da bactéria e do ambiente.

Transformagdo genética de Xylella fastidiosa pode permitir a analise das fungdes
dos genes com a geragdo de mutantes defectivos em diversos processos, permitindo
assim um melhor entendimento dos mecanismos moleculares da patogenicidade de X.
fastidiosa e, talvez, possibilitando o surgimento de tratamentos eficientes para o controle

de doengas causadas por esta bactéria.

2.5 Hospedeiros alternativos para o estudo da patogénese de Xylella fastidiosa

Uma das dificuldades para o estudo de potenciais genes de patogenicidade de X.
Jastidiosa em plantas de citros, que apesar de ideal ¢ inapropriada, esta no fato de que o
desenvolvimento dos sintomas em plantas inoculadas ocorre somente apos seis meses a
um ano (Hartung et al., 1994). Para solucionar este problema ¢ necessaria a utilizagio de
hospedeiros alternativos que apresentem resposta rapida para os testes de
patogenicidade.

Inoculando X. fastidiosa em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum cultivar RP1)
Lopes et al. (2000) observaram os primeiros sintomas em poucas plantas depois de seis
semanas apds a segunda inoculagio, e em todas as plantas apds oito semanas. Os
sintomas se caracterizaram por lesdes pequenas de cor laranja-escuro, que apareceram
inicialmente na margem de folhas mais velhas. Ja Alves et al. (2003) estudando trés
diferentes cultivares de Nicotiana tabacum (TNN, Havana e RP1) observaram que os
sintomas foliares nas cultivares RP1 e Havana eram similares aos descritos por Lopes et

al. (2000) e o sintoma na cultivar TNN se caracterizava principalmente pela clorose
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internerval. Mas os sintomas em Havana eram mais pronunciados e as folhas com
sintomas permaneciam na planta por um periodo de tempo maior do que nas outras duas
cultivares, demonstrando assim que a cultivar Havana ¢ mais apropriada para ser um
hospedeiro experimental de X. fastidiosa do que as outras duas cultivares estudas.
Plantas de vinca (Catharanthus roseus) também podem ser hospedeiras
sintomaticas da linhagem de X. fastidiosa causadora da CVC, como demonstrado por
Monteiro et al. (2001a). Estes autores observaram os primeiros sintomas nas plantas
inoculadas com a bactéria apds dois meses, e apds quatro meses todas as plantas
inoculadas apresentaram sintomas. Os sintomas observados inicialmente foram
deformagdo das folhas jovens e redugdo no porte das plantas, ocorreu também o
aparecimento de manchas cloréticas marginais e ao longo das nervuras das folhas mais
velhas, estas folhas sofriam abscisdo mais cedo e em casos extremos as plantas retinham
apenas as folhas apicais. Os autores também confirmaram que Xylella fastidiosa reduz
sua viruléncia com o cultivo continuado em laboratorio, mas ndo perde a patogenicidade
devido aos repiques, pois os sintomas se manifestaram primeiro em maior porcentagem

nas plantas inoculadas com a bactéria que foi menos repicada.

2.6 Parede celular vegetal

Nas paredes celulares vegetais estdo presentes a parede celular priméria, a lamela
média e pode estar presente a parede celular secundaria. A lamela média compreende os
espagos entre as paredes primarias e as células adjacentes, sendo constituida
principalmente de pectina, pectato e hemicelulose. A parede secundéria, que pode ou
ndo estar presente, fornece um suporte estrutural a célula, apresentando também lignina
(Prade et al., 1999). As paredes primarias, de um modo geral, ndo s3o uniformes na
espessura € areas mais finas, denominadas de campos primarios de pontuagdo, estdo
presentes (Raven et al, 2001). Nas células condutoras e de sustentagdo a parede

secundaria estabelece-se somente sobre uma parte da parede primaria ndo cobrindo
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também os campos primarios da parede primaria, do que decorrem essas caracteristicas
pontuagdes (Raven et al., 2001).

Polissacarideos da parede celular vegetal sdo os mais abundantes compostos
organicos encontrados na natureza. Eles representam 90 % da parede celular vegetal e
podem ser divididos em trés grupos: celulose, hemicelulose e pectina (McNeill et al,,
1984).

Celulose consiste de cadeias lineares de - D-glicopiranosil ligadas por pontes
glicosidicas B — 1—4, que sdo condensadas por pontes de hidrogénio na estrutura
cristalina, chamada de microfibrilas (Kolpak & Blackwell, 1976). Estas microfibrilas
consistem de cadeias com mais de 250 glicoses e sdo ligadas pelas hemiceluloses
(Carpita & Gibeaut, 1993). Em adigdo a estrutura cristalina, a celulose contém regides
ndo cristalinas dentro das microfibrilas (regides amorfas) (Vries & Visser, 2001).

Hemiceluloses sio polissacarideos mais heterogénios e depois da celulose sdo os
polissacarideos mais abundantes na parede celular vegetal. Pectina forma outro grupo de
heteropolissacarideos e consiste de cadeia linear de unidades de acido D-galacturénico
(Vries & Visser, 2001).

Hemicelulose e polissacarideos de pectina, e também lignina, interagem com as
fibras de celulose, criando uma estrutura rigida fortalecendo a parede celular vegetal
(Vries & Visser, 2001).

2.7 Fatores relacionados a patogenicidade e enzimas degradadoras da parede

celular vegetal

Os principais grupos de substdncias secretadas por bactérias, que parecem estar
envolvidas no desenvolvimento de doengas, tanto direta como indiretamente, sdo
enzimas, toxinas, reguladores de crescimento e polissacarideos (Long & Staskawics,
1993). Foi demonstrado em alguns patégenos a produgdo de compostos que atuam como

supressores da resposta de defesa das plantas hospedeiras e enquanto outros que
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produzem substincias que fazem com que a bactéria se adere a planta para assim crescer
e coloniza-la (Leite et al., 2001).

Observagdes de cortes longitudinais de peciolos de folhas de videira com doenga
de Pierce, revelaram nos elementos traqueais do xilema a presenca de X. fasfidiosa
formando agregados bacterianos (Tyson et al., 1985), que podem funcionar como uma
rede atraindo nutrientes para a coldnia, causando deficiéncias nutricionais em plantas
afetadas (Leite et al, 2002). Os agregados bacterianos, juntamente com goma do
hospedeiro, obstruem os vasos do xilema resultando em estresse de agua (Beretta et al.,
1997).

Analises através de microscopia de tecidos vasculares de diferentes plantas
colonizadas por X. fastidiosa mostram que o movimento da bactéria de célula para célula
¢ restrito as membranas do xilema. O movimento da bactéria de um vaso para outro vaso
do xilema sugere a produgio de enzimas que degradam a membrana e a parede celular
vegetal (Hill & Purcell, 1995, Alves, 2003). Os sintomas parecem estar dependentes
com a taxa e extensdo da colonizagdo (Hill & Purcell, 1995).

Muitos fitopatégenos sdo capazes de produzir enzimas degradadoras da parede
celular vegetal como celulases, xilanases, pectinases e proteases, que podem ser
importantes fatores de patogenicidade (Norman-Setterblad et al., 2000). Genes que
codificam precursor de poligalacturonase, celulases e muitas proteases, como também a
completa maquinaria necessaria para a secre¢do das enzimas degradadoras da parede
celular vegetal, foram identificados no genoma de Xylella fastidiosa (Simpson et al.,
2000).

Em X fastidiosa, enzimas secretadas que degradam a parede celular vegetal
podem desempenhar um papel importante na migragdo entre os vasos, através da
degradago da parede celular primaria das pontuagdes dos vasos do xilema (Alves,
2003). Alternativamente, a degradagdo localizada da parede celular vegetal pode liberar

carboidratos necessarios para o crescimento bacteriano no xilema (Lambais et al., 2000).
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2.7.1 Celulases

As celulases apresentam importante papel na patogenicidade de muitos
microorganismos fitopatogénicos, auxiliando na dispersdo dos mesmos no interior da
planta e assim, favorecendo a colonizagdo. Estas enzimas também podem ser utilizadas
para explorar a energia e o carbono disponivel na celulose, por organismos como fungos
e bactérias que produzem uma mistura de celulases que atuam em conjunto (Teeri,
1997).

Quatro classes de enzimas estdo envolvidas na biodegradagio da celulose.
Endoglicanases (EC 3.2.1.4) catalisam a hidrolise interna de ligagdes B-1,4-D-
glicosidicas da celulose. Celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) libera celobiose a partir de
celulose cristalina. B-Glicosidases (EC 3.2.1.21) degrada oligossacarideo a glicose.
Exoglicanases libera glicose a partir das extremidades da cadeia de celulose (Vries &
Visser, 2001).

A patogenicidade do patogeno de milho Cochliobolus carbonum mutante para a
celulase CEL1 ndo foi alterada, comparando-se com o tipo selvagem, indicando que esta
enzima, por si s0, ndo ¢ um determinante para a doenga (Sposato et al., 1995). Para
Erwinia chrysanthemi as celulases celZ e celY ndo sdo essenciais para o
desenvolvimentos dos sintomas em folhas de Saintpaulia ionantha, embora com os
mutantes celY os sintomas demorem mais para aparecerem (Boccara et al., 1994).

Ja em Erwinia carofovora subsp. carotovora nos mutantes para celulase CelV1
ocorreu redugdo na viruléncia, sugerindo que este gene possa aumentar a habilidade da
bactéria em macerar o tecido (Mae et al., 1995).

Em Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis a transformacio do mutante
cel4” com este gene restabeleceu a atividade desta celulase (endoglicanase) e o fenétipo
patogénico, sugerindo que esta endoglicanase desempenha um importante papel na
patogenicidade deste microorganismo (Jahr et al., 2000).

Muller et al. (1997) observaram que a celulase CEL1 de Claviceps purpurea ¢

induzida durante os primeiros dias da infec¢io de centeio. Esta enzima pode estar
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envolvida na penetragio e degradacdo da parede celular do hospedeiro, desempenhando
papel no processo de infecgdo.

Com o seqiienciamento do genoma de Xylella fastidiosa foram identificados
genes apresentando homologia com endoglicanases de Xanthomonas campesiris pv.
campestris (ORFs Xf-810 e Xf-818) e de Ralstonia solanacearum (ORF Xf-2708)

(Wulff, 2002), que possivelmente atuam na patogenicidade da bactéria.

2.7.2 Pectato liase

Pectinas sdo heteropolissacarideos complexos que contem duas diferentes regides
definidas (Perez et al., 2000). A regido “lisa” consiste de esqueleto de acido D-
galacturdnico e a regido que apresenta ramificagdes com diferentes agucares (Vries &
Visser, 2001).

A diferenga estrutural entre a principal cadeia das regides ramificadas e ndo
ramificadas da pectina tem implicagdes nas enzimas envolvidas na degradagido destas
regides. O esqueleto da regido ndo ramificada pode ser hidrolisado por pectina liases
(EC 4.2.2.10), pectato liases (EC 4.2.2.2) e poligalacturonases (EC 3.2.1.15 e EC
3.2.1.67) (Vries & Visser, 2001).

Pectina liase prefere substratos com alto grau de metil-esterificacdo, enquanto
que pectato liases preferem substratos com baixo grau de esterificagdo. Uma diferenga
entre estes dois tipos de enzimas ¢ a necessidade de ions Ca" para a catélise por pectato
liase e o ndo requerimento pela pectina liase. Seis genes de pectina liase foram
identificados no genoma de Aspergillus niger e apenas uma pectato liase (Vries &
Visser, 2001).

Pectinases sdo conhecidas por causarem maceragdo do tecido, como no caso da
maioria de Erwinia spp. (Hendawy et al., 1997). Entre as enzimas que degradam a
pectina a pectato liase é a principal delas e apresenta papel importante no
desenvolvimento de doengas de podriddo mole da raiz. Em Erwinia chrysanthemi, nove

pectato liases extracelulares foram identificadas (Bekri et al., 1999). Enquanto em todas
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as linhagens de Pseudomonas viridiflava estudadas por Liao (1989) uma Unica enzima
péctica é necessaria para a maceragdo do tecido vegetal, sendo esta uma pectato liase.

Nectria hematococca, um fungo patégeno de ervilha, apresenta dois genes que
codificam para pectato liases peld e pelD, sendo peld induzido por pectina enquanto
pelD ¢ induzido somente in planta. A disrup¢do tanto de peld ou pelD sozinhos ndo
acarreta na diminui¢do da viruléncia, mas a disrup¢io de ambos os genes causa uma
redugdo drastica na viruléncia do patogeno, demonstrando que pectato liase € um fator
de viruléncia para este fungo (Rogers et al., 2000).

Um gene com grau de similaridade de le '° com pectato liase de Pseudomonas
viridiflava (Liao et al., 1988) foi verificado no genoma de X. fastidiosa, mas os 236
aminoacidos da proteina de X. fastidiosa ¢ similar somente a por¢do C terminal da

proteina de 896 aminoacidos de P. viridiflava.

2.8 Adesao celular ¢ MsrA

O contato célula a célula € um processo essencial para o estabelecimento da
interagio planta-patdgeno e desenvolvimento da doenga. Durante o processo de infecgdo
e desenvolvimento da CVC, X fasfidiosa interage com o seu inseto vetor e células da
planta hospedeira, e também com outras células da bactéria em microcoldnias.
Polissacarideos extracelulares e adesinas que apresentam ou ndo fimbrias, desempenham
papéis importantes como mediadores desse contato célula a célula de X. fastidiosa
(Lambais et al., 2000).

Fimbrias do Tipo IV sdo estruturas polares filamentosas observadas em muitos
patdgenos bacterianos (Fernandez & Berenguer, 2000). Genes codificando proteinas
responsaveis pela biogénese das fimbrias do tipo IV foram identificadas no genoma da
X. fastidiosa (Simpson et al., 2000). Estas fimbrias podem ser necessarias para a ligagio
polar de X. fastfidiosa a parede do intestino do inseto vetor, contribuindo para a
colonizagdo do vetor e sobrevivéncias das células bacterianas, e também na aderéncia de

X. fastidiosa a parede celular do xilema, bem como para a formagdo de microcolOnias
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nos vasos do xilema e/ou movimentagdo da bactéria no sistema vascular da planta
(Lambais et al., 2000).

Além de exoplissacarideos e fimbrias do tipo IV foram identificados trés genes
no genoma de X. fastidiosa que codificam supostas adesinas, homologos a adesinas de
Haemophilus influenzae e Moraxella catharrhalis (Simpson et al., 2000). Em patogenos
de animais e humanos adesinas estdo envolvidas na aderéncia ao tecido epitelial (Kerr,
1999). Em fitopatogenos, adesinas sdo importantes na aderéncia ao tecido do vetor e do
hospedeiro.

Uma das adesinas encontradas no genoma de X fastidiosa ¢ a enzima
denominada metionina sulfoxido redutase (MsrA; EC 1.8.4.6) que é uma enzima de
manutengdo da adesdo, que auxilia na preservacdo da aderéncia de alguns patogenos
bacterianos de humanos (Leite et al., 2002).

Leite et al. (2002) utilizando microanalise de raio X demonstraram a presencga de
enxofre elementar em células de X fastidiosa crescendo in vifro e em células
encontradas dentro de vasos do xilema. Picos de calcio e magnésio foram detectados em
associagdo com enxofre em vasos obstruidos. Os autores propuseram que radicais tiois
(SH), mantidos pela enzima MsrA, podem ser ativados na superficie da bactéria e parece
promover a agregagio célula a célula, através da ligacdo dissulfeto com grupos tiois da
superficie de células adjacentes ou por ligacdo de grupos de enxofre através de ions
divalentes (S-Ca-S, S-Mg-S). Ocorreriam interag3es entre as células de X. fastidiosa e os
vasos do xilema nas por¢des hidrofobicas de ambos os lados e adicionalmente
ocorreriam interagdes entre o enxofre da superficie de X. fastidiosa e cargas localizadas
no xilema diretamente ou por pontes através de calcio e magnésio. Apos adesdo inicial, a
bactéria iniciaria a produgio de goma fastidiosa, que estaria envolvida na arquitetura do
biofilme formado pela X fastidiosa no interior dos vasos do xilema, causando a
obstrugio.

A falta de capacidade de produzir MsrA de ragas de Streptococcus pneumoniae,
Neisseria gonorrhoeae e Escherichia coli acarretou na reducdo da habilidade de adesdo
quando comparado com suas respectivas racas selvagens (Wizemann et al, 1996).

Dhandayuthapani et al. (2001) atraves de disrupgio do gene msr4, também observaram



29

redugdio da aderéncia do patégeno de humano Mycoplasma genitalium a eritrocitos de
carneiro e redugdo da viruléncia.

Uma caracteristica importante de MsrA ¢ que ela ¢ também uma enzima de
reparo antioxidante, catalisando a redugdo de residuos de metionina sulfoxido de
proteinas em metionina (Dhandayuthapani et al., 2001).

Oxigénio reativo pode causar dano a muitos componentes celulares e ¢
correlacionado com muitas doengas. As células desenvolveram uma variedade de
mecanismos que destroem estas moléculas reativas ou reparam o dano quando ele
ocorre. Em proteina um dos aminoacidos mais facilmente oxidado ¢ a metionina, que ¢
convertida a metionina sulfoxido. Sendo a enzima MsrA um importante antioxidante, e
ha evidéncias que esta enzima desempenha papel importante na protecdo das células
contra danos oxidativos (Weissbach et al., 2002).

Hassouni et al. (1999) observaram que o patogeno de planta Frwinia
chrysanthemi mutante para MsrA eram mais sensiveis ao estresse oxidativo, eram menos
moveis em superficie solida, os mutantes apresentaram a viruléncia reduzida em folhas
de chicoria e nenhuma invasio sistémica foi observada quando estes mutantes eram
inoculados em plantas de Saintpaulia ionantha. Sugerindo que as plantas respondem a
patogenos virulentos produzindo espécies ativas de oxigénio, e a enzima MsrA,
reparando danos oxidativos, permite a sobrevivéncia do patéogeno no ambiente interno
do hospedeiro, suportando a teoria de que espécies ativas de oxigénio desempenham um

papel importante na defesa da planta (Hassouni et al., 1999).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ORFs de Xylella fastidiosa selecionadas

O banco de dados de Xylella fastidiosa, isolado  9aSc,
(http://watson.fapesp.br/onsa/genoma3.htm) (Simpson et al., 2000) foi utilizado para a
obtengdo da seqiiéncia das ORFs (Open Reading Frames — Quadro aberto de leitura)
deste trabalho.

Foram selecionadas as ORFs Xf-810, Xf-818 e Xf-2708 que apresentam
atividade celulasica comprovada, mais especificamente de endoglicanases (Wulff,
2002), a ORF Xf-1940 que apresenta similaridade com genes que sdo essenciais para a
producdo e manutengdo de adesinas funcionais na superficie da célula e a ORF Xf-2359,
que foi classificada como uma proteina hipotética no genoma de X. fastidiosa, mas que
apresenta similaridade (1¢'°) com pectato liase de Pseudomonas viridiflava (Liao et al.,
1988).

Na Tabela 1 estdo listadas as ORFs alvo selecionadas, o nome do cosmideo
usado para amplificar a sequencia de nucleotideos de cada ORF, a fungdo putativa, o
numero de pares de bases (pb) e o valor de similaridade destas ORFs com relagdo a

proteinas de outros organismos.



31

Tabela 1. Genes de X. fastidiosa (ORFs) selecionados

ORFs e coordenada Cosmideo Fungdo putativa Tamanho e-value”
cromossomal’ (pb)

Xf- 810 XF-07H04 endoglicanase 1698 3¢
(761 713-763 410 U)

Xf- 818 XF-07H04 endoglicanase 1779 1e'¥
(769 640-771 418 C)

XF-1940 XF-03H12 adesina 651 2¢7
(1842787-1843437 C)

Xf-2708 XF-07B07 endoglicanase 1071 2¢™

(2 588 067-2 589 137 U)
Xf-2359 XF-07A02 pectato liase 711 1!

(2.235.666 — 2.234.956 C)

' A coordenada cromossomal refere-se a posi¢io do gene no genoma de X. fastidiosa
9aSc (http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/).
> Wulff et al. (2003), exceto e-value de Xf-1940 (http://aeg.1bi.ic.unicamp.br/xf/).

3.2 Extracdo de DNA cosmidial e plasmidial

Para extra¢do de DNA cosmidial e plasmidial as bactérias E. coli foram crescidas
em meio LB (Anexo A) e aliquotas de 1,5 mL foram transferidas para microtubos de
centrifuga, que foram centrifugados a 19.000xg por 5 minutos a 4 °C. O precipitado foi
ressuspendido com 100 uL de solugdio 1 (glicose 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8,0,
EDTA 10 mM pH 8,0) gelada, em seguida foi adicionado 200 uL da solugdo 2 (NaOH
0,2 N, SDS 1% ) e homogeneizado por inversdo dos tubos. Os tubos foram mantidos no
gelo por 10 minutos, e ent3o foi adicionado 150 ul. da solugdo 3 (acetato de potassio

5M, 11,5 mL 4cido acético glacial, 28,5 mL agua deionizada), misturando-se por
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inversio. Os tubos foram mantidos novamente no gelo por 10 minutos e, apds este
periodo, foram centrifugados a 19.000xg por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para novos tubos e adicionou-se 1,5 ul. de RNAse (10 mg/mL). Os tubos
foram incubados a 37 °C por 20 minutos. O DNA foi precipitado com 1 mL de etanol
absoluto gelado. Centrifugou-se a 19000xg por 15 minutos a 4°C, e o precipitado foi
lavado com 750 pL de etanol 70% centrifugando & 19000xg por 15 minutos. O DNA
precipitado foi seco a 37 °C e ressuspendido em 30 puL de agua MilliQ esterilizada.

A extragdo de DNA foi observada através de eletroforese em gel de agarose 1 %
com tampdo TAE 1X (Tris 40 mM pH 7,6, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM)
acrescido de 1 uL. de brometo de etideo (0,5 pg/mL) para cada 100 mL de TAE 1X. O
gel foi fotografado, depois da corrida, com fotodocumentador Kodak Digital Science
1D, sob luz ultra-violeta (UV).

3.3 Obtencio das ORFs alvo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para obtengdo das seqiiéncias de DNA das ORFs selecionadas, foram preparados
primers tomando-se por base a sequiéncia original das ORFs. O grau de auto-
complementariedade dos pares de primers foi avaliado através do programa Vector
NTI® Suite (InforMax, Inc.). Nos primers foram inseridos seqiéncias de
reconhecimento de enzimas de restrigdo, para facilitar a clonagem dos fragmentos de
DNA nos plasmideos vetores. A sintese foi feita em escala de 50 nmoles pela Life
Technologies do Brasil Ltda (Sdo Paulo, SP). A seqiiéncia dos primers utilizados para

amplificar cada ORF ¢ apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Primers* preparados para amplificacdo de fragmentos de DNA das ORFs

selecionadas

ORF Nome do primer e seqiiéncia (5° — 3°) Sitios de Tamanho
restri¢do inseridos (rb)
XF.810 FS88LNd (F)
caacaCATATGAGGTATGAGATGCG Ndel
R588LHd (R) 1991
gtcgcAAGCTTATTCGGAAAACTGGAC Hindlll
XF-818  4941B (F)
gGAGCTCGGATCCTAGACGCTTGCCATCGGCCTG Sstl/BamH1 563
818P2Bglll (R) (fragmento 5°)
gAGATCTGAAGTGTTTGGAAAACGACATTA Bglll
8182678 (F)
tGGATCCGAATAAGACGCTTGATCCGAA BamHI 537
818P4 (R) (fragmento 3°)
cCTCGAGGCCGAGCGTAGGAGGTAGCGGCGTC Xhol
MrsaSstiBamHI (F
XF-1940 )
gGAGCTCGGATCCTIGCTCAACTGTTTIGATCATTGGA Sstl/BamH!1 504
Mrsa-Bglll (R) (fragmento 5°)
gAGATCTGGCTTCGATTGTCAGTACCATGA Bglll
Mrsa-BamHI (F)
cGGATCCAAGCTTCAGGTTTGAGTGGCGATAGAGA BamHY/Hindll1 603
Mrsa-Xhol (R) (fragmento 3°)
cCTCGAGAATTCTGTCGGTACAGGCCATGA Xhol
Mrsa2778 (F) ~ gt TCTAGACAGTAAGATTGATGGAA Xbal
Mrsal243 (R) - gGGATCCTATCCATTITGCTCTCTTC BamH! 1152
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Tabela 2. Primers* preparados para amplificagdo de fragmentos de DNA das ORFs

selecionadas

ORF  Nome do primer ¢ seqiiéncia (5° — 3°) Sitios de Tamanho
restri¢do inseridos (pb)

gGAGCTCGGATCCCACTGTACGAGGTGGGTCGT Sstl/BamH] 540
2708P2Bgll (R) (fragmento 5°)
gAGATCTGCATAGAAAGGAAATAGGCATAG Bgill

2708P3 (F)

c¢GGATCCAAGCTTGATTATCCATTTAACCTG BamHU/Hind11 606
2708P4 (R) (fragmento 3°)
cCTCGAGGGTGAGCTGTACTGAGCTG Xhol

XF-2359 PectatoP1SstIBamHI (F)

gGAGCTCGGATCCCAATAAACTCAATCTGCGGTA Sstl/BamHI 819
PectatoP2Bglll (R) (fragmento 5°)
gAGATCTGTGATGTGGAGATTCGGTCATCG Bgill

Pectato2473 (F)

c¢GGATCCACGAAGCCATCAAAGACCTGC BamHI1 424
Pectato2876 (R) (fragmento 3°)
gCTCGAGGTGCGTTGTTTGATTTTATGT Xhol

" Na seqiiéncia de nucleotideos dos primers as letras minusculas representam os
nucleotideos adicionados para facilitar a amplificagdo do gene de interesse e a digestdo
do fragmento amplificado pelas enzimas de restri¢do, letras em negrito denotam sitios de
restri¢o inseridos no primer. (F) — Primer “forward” se anela no sentido da transcrigéo.

(R) — Primer “reverse” que ¢ complementar a porgdo 3’ do gene.
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Os primers foram diluidos em agua para obter a concentragio de 10 pmoles/uL e
foram mantidos a — 20 °C. As reagdes de amplificagdo foram preparadas seguindo o

padrio abaixo:

DNA e 1 uL (~50 ng)
Tampdo PCR 1X (Gibco-BRL) ............... 3uL

MgClL (25 mM)....ocooooiiiiiiii e, 1ul

dNTPs (Gibco-BRL) (200 uM de cada)... 1 uL

Primer “forward” ... I pL

Primer “reverse” ..............cccoceeieeiin. 1ul

Taq DNA polimerase (Gibco-BRL) ........ 1,5U

Cada reagdo foi completada com agua para se obter um volume final 30 pL.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador PTC 100 (MJ Research) e
foram iniciadas com desnatura¢do a 94 °C por 3 minutos, seguidas de 35 ciclos de
desnaturacgéo a 94 °C por 45 segundos, pareamento a 60 °C por 30 segundos e extensdo a
72 °C por 90 segundos. A extensdo final foi realizada a 72 °C por 10 minutos.

Apbs a amplificagdo, os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1% (TAE 1X) e purificados utilizando-se diferentes Kits como, GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (cat. 27-9602-01, Amersham Biosciences), Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (cat. A9282, Promega) ou Concert™ Gel Extraction
Systems (cat. 11456, Life Technologies) de acordo com as especificagdes dos

fabricantes.

3.4 Clonagem dos fragmentos amplificados por PCR

Os fragmentos de DNA de X. fastidiosa, amplificados via PCR, foram clonados
em vetores pGEM-T (kit pGEM®-T Vector System — Promega) ou pCR®4-TOPO
(TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing — Invitrogen) ou ainda, em vetor pUC18

utilizando-se o kit “SureClone™ Ligation kit” (Amersham Pharmacia Biotech), sem
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serem digeridos com as respectivas enzimas de restricdo presentes nos primers
produzidos.

Os vetores pGEM-T e pCR®4-TOPO foram utilizados principalmente para a
clonagem de produtos de PCR pois estes apresentam extremidades coesivas terminadas
em adeninas (A) e os vetores apresentam no seu sitio de clonagem tiaminas (T).

A clonagem em pUCI18 utilizando o kit “SureClone™ Ligation kit” foi feita,
basicamente, através das seguintes etapas: reparo das extremidades dos fragmentos com
as enzimas Klenow e T4 Polinucleotideo quinase, purificagdo do inserto utilizando a
coluna micro spin, e ligagdo no vetor pUC18 linearizado no sitio de clonagem da enzima
Smal, presentes no kit.

Para cada etapa de clonagem e subclonagem a reagfio de ligagdo entre vetor e
inserto foi realizada utilizando a propor¢do molar de 1:4 entre vetor e inserto,
respectivamente, 1 U da enzima T4 DNA ligase (Gibco-BRL) e 2 pL. do tampdo de
ligagdo T4 5X, em um volume final de 15 pL, as reagOes de ligagdo eram submetidas a
temperatura de 16 °C por 14 — 16 horas. O produto da ligagdo era utilizado para a
transformagdo de células competentes de E. coli, visando a amplifica¢do clonal do novo

plasmidio.

3.5 Transformacao de E. coli com os produtos de ligacdo

A transformagio dos produtos de ligagdo em células competentes de Escherichia
coli DH5a. (Hanahan et al., 1983) foi realizada adicionando-se 10 pL da reagdo de
ligagio em tubo Eppendorf de 1,5 mL contendo 200 ul. de células competentes
preparadas de acordo com o Anexo B. Essa mistura permaneceu no gelo por 20 minutos,
e logo em seguida sofreu um choque térmico a 42 °C por 90 segundos, e os tubos foram
transferidos imediatamente para o gelo permanecendo por 3 minutos. Em ambiente
asséptico foi adicionado 1 mL de meio LB. A mistura foi incubada a 37 °C por 1 hora,
sob agitacdo de 220 rpm. Em seguida foi centrifugada por 1 minuto a 2.600xg. Cerca de

500 uL do sobrenadante foram descartados e as células foram ressuspendidas no volume
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restante, com auxilio de pipeta. Aproximadamente 50 pL dessa suspensdo foram
espalhadas em placas de petri plasticas contendo meio LB sélido suplementado com
ampicilina (100 mg/L) e 50 uL da solu¢do de X-Gal/IPTG (Anexo C), para avalia¢do da
atividade de B-galactosidase (gene lacZ) nos transformantes e selecdo destes apos

incubagdo a 37 °C por 14 ~ 16 horas.

3.6 Construgio dos vetores para disrupcio de Xylella fastidiosa

Duas estratégias foram usadas para a construgiio dos vetores para disrupgdo dos
genes alvo de X. fastidiosa:

(1) Disrupgio pela substituicdo da ORF pelo gene yfp (proteina amarela fluorescente),
obtido a partir de vetor pEYFP-SK (cedido pelo Dr.Eric Lam, Rutgers University,
USA), para a disrupgdo das ORFs Xf-818, Xf-1940, Xf-2359 e X{-2708;

(2) Disrupgdo pela insergdo do cassete lacZ-Km® (gene da lacZ fusionado a regifio
codificadora do gene de resisténcia ao antibidtico canamicina) clonado a partir do
plasmideo pKOK6 (Kokotec & Lotz, 1989). Esta estratégia foi utilizada para a
disrupgdo das ORFs Xf-810 e Xf-1940.

Apos a construgdo dos plasmideos vetores de disrupgdo de X. fastidiosa, foi
introduzido a origem de replicagdo cromossomal de X. fastidiosa (OriC) de 366 pb ou de

1,9 kb, obtidos respectivamente dos plasmideos p16Kori e pl6KdAori (Monteiro et al.,

2001b), para permitir a transformagdo da bactéria.
3.6.1 Estratégia de disrupcio por substituicio da ORF pelo gene yfp
A metodologia utilizada para a constru¢do dos plasmideos vetores utilizando a

estratégia de substituicdo da ORF de X. fastidiosa pelo gene yfp esta representada

esquematicamente na Figura 1.
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Inicialmente, foram feitas amplificagdes de segmentos de nucleotideos por PCR
denominada de fragmentos 5° utilizando primers para amplificar um fragmento
contendo 21 nucleotideos da regido 5° codificadora da ORF mais uma seqiiéncia
montante (upstream) & ORF. Para as ORFs Xf-818, Xf-1940, Xf-2359 e Xf-2708 foram
amplificados fragmentos 5’ de 563, 504, 819 e 540 pb, respectivamente.

Da mesma forma, foram obtidos os segmentos denominados de fragmentos 3’.
Os primers utilizados amplificam um fragmento contendo alguns nucleotideos da regido
3’ da ORF e mais um segmento ajusante (downstream) a ORF. Para as ORFs Xf-818,
X£-1940, Xf-2359 e Xf-2708 foram amplificados fragmentos 3’ de 537, 603, 424 e 606
pb, apresentando 58, 9, 29 e 102 nucleotideos da regido 3’ codificadora das ORFs ¢ o
restante sdo nucleotideos ajusante (downstream) a ORF, respectivamente. Os cosmideos
utilizados para amplificagdo de cada ORF estdo descritos na Tabela 1 e a seqiiéncia dos
primers estdo na Tabela 2.

ApoOs eletroforese em gel de agarose 1 %, os fragmentos foram purificados e
ligados nos plasmideos vetores. Os fragmentos 5° foram ligados em vetores pGEM-T ¢
os fragmentos 3’ foram ligados em vetores pCR®4-TOPO, exceto o fragmento 3° da
ORF X{£-1940 que foi ligado em vetor pUC18.

Os plasmideos contendo os fragmentos 3’ foram digeridos com as enzimas de
restricido BamHI e Xhol e esses fragmentos foram clonados em vetores pEYFP-SK
digeridos com Bglll e Xhol. As enzimas BamHI e Bglll produzem segmentos que
permitem a ligacdo das pontas coesivas, mas ndo recupera nenhum destes sitios de
restrigdo apos a ligacdo. Os plasmideos resultantes foram digeridos com Ssf e BamH],
onde foram clonados os fragmentos 5°, liberados dos seus vetores pela digestdo com as
enzimas Ss?1 e Bg/ll. Apds a clonagem, cada plasmideo produzido apresenta o gene yfp
flanqueado pelos fragmentos 5’ € 3’ das ORFs de X. fastidiosa.

O plasmideo p16Kori foi digerido com a enzima de restrigdo BamH]I liberando a
seqiiéncia da OriC de 366 pb, a qual foi clonada no sitio de restrigdo da BamHI de cada
um dos plasmideos descritos acima, produzindo os plasmideos finais usados para

transformar Xylella fastidiosa.
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A, Amplificago da regifio 5° Amplificacdo da regifio 3’
3 > G da
Sstl/BamH1  (Fragmento 5°)  pery Bampm  (Fragmento 3)  ypol enoma
> P — P X. fastidiosa
21 pb 92102 pb
S Upstream ORF de interesse Downstream _________
(Montante) (Aiusante)
B. Fragmento 3’ da ORF
- yfp [ pEYFP-SK
Fragmento 5° da ORF l
— yfip Fragmento 3° ———
OriC l
——— Fragmento 5’ yfp Fragmento 3° +—

OriC | Fragmento 5’ BY/

Fragmento 3’

Figura 1 — Esquema para a construgdo dos plasmideos vetores para a disrupgdo das
ORFs de Xylella por substituicdo pelo gene yfp. A. Amplificagdo dos
fragmentos 5° e 3° das ORFs de interesse do genoma de X. fastidiosa por
PCR. B. clonagem dos fragmentos 5’ e 3’ flanqueando a regido codificadora
do gene yfp no plasmideo pEYFP-SK e introdugio da OriC de 366 pb do
vetor pléKori. C. Representacdo do plasmideo final que foi utilizado na

transformac@o da bactéria X. fastidosa
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3.6.2 Estratégia de disrupciio por inser¢ao do cassete lacZ-Km"®

A metodologia utilizada para a construgio dos plasmideos vetores para a
disrupgdo da ORF de X. fastidiosa utilizando a estratégia da inser¢io do cassete lacZ-
Km® esta representada esquematicamente na Figura 2.

Foram feitas, inicialmente, amplifica¢cdes de fragmentos de 1767 e 1152 pb das
ORFs Xf-810 e Xf-1940, respectivamente, utilizando os primers FS88LNd e RS88LHd
para a ORF Xf-810 e os primers Mrsa1243 e Mrsa2778 para a ORF Xf-1940 (Tabela 2).
O fragmento da ORF Xf-810 contém 69 nucleotideos da regido ajusante a ORF,
enquanto o fragmento da ORF Xf-1940 contém 180 nucleotideos da regido montante ¢
321 nucleotideos da regido ajusante a ORF. Cada fragmento das ORFs foram clonados
no sitio de restrigio Smal do vetor pUCI8 (“SureClone™ Ligation kit”-Amersham
Pharmacia Biotech), conforme descrito no item 3.4. O fragmento contendo a ORF Xf-
810 resultou no plasmideo pPNAW22 preparado por Nelson Wulff (Wulff, 2002) e o
fragmento da ORF Xf-1940 resultou no plasmideo pSGS0.

Como a ORF Xf-810 apresenta no seu interior dois sitios de restricio para a
enzima Bglll, pNAW?22 foi digerido com esta enzima para inserir o cassete lacZ-Km"
isolado do plasmideo pKOK6 (Kokotec & Lotz, 1989), pela digestdo com BamHI para
liberar o cassete com 4,7 kb, que foi ligado no sitio Bg/ll da ORF Xf-810, e produziu o
plasmideo pSG30. Este plasmideo apresenta o cassete lacZ-Km” interrompendo a ORF
Xf-810, dividindo o fragmento em duas regides, a regido 5’ com 322 nucleotideos € a
regido 3’ com 384 nucleotideos.

Para finalizar a construgfio do plasmideo vetor de disrup¢do da ORF Xf-810 foi
inserida a seqiiéncia da OriC para permitir a transformacio de X. fastidiosa. A OriC de
366 pb foi digerida do plasmideo p16Kori com a enzima BamH]I e foi inserida no mesmo
sitio de restrigdo presente no plasmideo pSG30, resultando no plasmideo final pSG31.

Ja o plasmideo pSGS0, apresenta dois sitios para a enzima Ps7l, sendo um sitio
localizado no interior da ORF Xf-1940 e outro localizado no vetor adjacente a regido 5’
dessa ORF. Este plasmideo foi parcialmente digerido com a enzima Ps7l, inserindo no

sitio interno da ORF o cassete lacZ-Km®, digerido do plasmideo pKOK6 com a mesma
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enzima, Pstl, resultando no plasmideo pSGS51. Este plasmideo apresenta o cassete lacZ-
Km® nterrompendo a ORF e dividindo o fragmento em duas regides a regido 5° com 633
nucleotideos e a regido 3’com 519 nucleotideos.

A partir do plasmideo pSGS51 foram construidos dois plasmideos para disrupgao
da ORF Xf-1940 em X. fastidiosa. Primeiramente pSG51 foi parcialmente digerido com
BamH]I, pois apresenta dois sitios de restrigio para esta enzima localizados nas
extremidades dos fragmentos 5’ ¢ 3°. Em um dos sitios foi clonada separadamente a
OriC de 366 pb e outra de 1,9 kb, digeridas também com BamHI dos plasmideos
pléKori e pl16KdAori, respectivamente. As constru¢des finais resultantes foram os

plasmideos pSG52 (com OriC de 366 pb) e pSG53 (com OriC de 1,9 kb).
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A.
——l lacZ-Km® pKOK6
Sitio de restrigdo interno
B. e ORF de X fastidiosa
ORF delXylella obtida via PCR ¢ clonada
em vetor plasmidial
—— ORF lacZ-Km® ORF
C.
OriC BamHl
—1 ORF lacZ-Km® ORF —
D.
— OriC | ORF lacZ-Km® ORF |——

Figura 2 - Esquema para a construgdo dos plasmideos vetores para a disrup¢do das ORFs

final para transformacio de X. fastidiosa

Xf-810 e Xf-1940, utilizando o cassete lacZ-Km®. A. Representagio do
plasmideo pKOKS6, progenitor do cassete lacZ-Km". B. Representagio dos
plasmideos vetores contendo as ORFs de interesse, demonstrando o sitio
interno especifico das enzimas de restrigdo, Bg/ll ou Pstl, local de inser¢do
do cassete lacZ-Km"®. C. Demonstragio da inser¢io da OriC de 366 pb ou de

1,9 kb no sitio da BamH] externo 3 ORF. D. Representagio do plasmideo
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3.7 Confirmacio da identidade dos plasmideos de disrupcio de X. fastidiosa

Apds cada etapa de clonagem os plasmideos produzidos foram digeridos com
enzimas especificas para a verificagdio da presenga do inserto, e aqueles que
apresentaram o fragmento de tamanho esperado foram sequienciados para confirmar
novamente a identidade dos clones e se as seqiiéncias estavam de acordo com o quadro
aberto de leitura, para expressio da proteina codificada pelo gene inserido.

As reagdes de PCR de seqiienciamento foram feitas em placa de seqilenciamento
(MicroAmp® Optical 96 — Well Reaction Plate, Applied Biosystems) utilizando 10
pmoles/uL do primer M13/pUC — Reverse (5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-
3’) ou MI13/pUC-Forward (5°-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’), ou ainda
primers especificos utilizados nas amplificagdes por PCR dos fragmentos, dependendo
do plasmideo sendo analisado, 2 pl. de tampdo de seqiienciamento, 100 ng de DNA
plasmidial e 2 uL. do reagente de seqiienciamento (kit Big Dye™ Terminator — Perkin
Elmer Biosystems). O volume final foi de 10 uL completado com agua MilliQ. Utilizou-
se para as reagdes termociclador (GeneAmp® PCR System 9700 — Applied Biosystems)
iniciando com desnaturagdo a 96 °C por 2 minutos, seguidas de 35 ciclos de
desnaturagdo a 96 °C por 45 segundos, pareamento a 50 °C por 30 segundos € extensdo a
60 °C por 4 minutos. A extensdo final foi realizada a 60 °C por 2 minutos.

Para retirar os sais do tampdo, bem como os nucleotideos fluorescentes ndo
incorporados, fez-se a purificagdo da amostra adicionando-se 60 puL. de isopropanol 75%
(preparado no momento de utilizagdo) ao volume de 10 uL da reagdo de PCR e agitou-se
vigorosamente 20 vezes. A placa de seqiienciamento foi mantida 20 minutos em
temperatura ambiente e no escuro. Centrifugou-se por 45 minutos a 2.250xg € o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 150 pL de etanol 70% (a
temperatura ambiente) e centrifugado 10 minutos a 2.250xg. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi seco no escuro a temperatura ambiente por 2 horas e

armazenado em refrigerador (4 °C), até o momento do seqiienciamento.
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Imediatamente antes do seqiienciamento adicionou-se 10 pL de formamida a
cada reagdo de seqiienciamento purificada e a placa foi agitada durante 30 segundos, o
DNA foi desnaturado por 5 minutos a 95 °C e as reagdes foram colocadas no gelo. O
seqiienciamento foi feito em seqiienciador capilar automatico ABI-3100 (Applied
Biosystems/Hitachi) de acordo com instrug¢des do fabricante.

As seqiiéncias obtidas foram comparadas com as seqiiéncias do banco de dados
da X fastidiosa (http://aeglbi.ic.unicamp.br/xf/), para confirmar a identidade da
seqiiéncia de DNA.

Para analisar se o cddon de iniciagdo (ATG) do gene yfp estava na mesma
seqiiéncia de tradugdo das ORFs, foram feitos seqiienciamentos (como descrito
anteriormente) utilizando separadamente os primers “forward” dos fragmentos 5’ ¢ o
primer “reverse” PIEY(G)FP (Tabela 3), que se pareia na regido interna do gene y/fp.
Essas seqiiéncias foram analisadas no programa Vector NTI Suite v .6.0 (InforMax, Inc.
USA).

Todas as culturas de E. coli contendo os plasmideos construidos corretamente
foram misturadas em igual propor¢do com uma solugdo de glicerol 100% esterilizada
por autoclavagem, e armazenadas em ultracongelador a — 80°C, para fazer parte do
estoque de clones produzidos pelo laboratério para que possam ser utilizadas em

pesquisas no futuro.

3.8 Anilise da expressiio dos genes yfp e lacZ-Km"® das construcées finais em E. coli

A expressdo do gene yfp, nos plasmideos finais contendo este gene foi observada
apos inoculagdo das bactérias em lamina de microscopio € observagdo da expressdo da
proteina YFP feita em microscopio Fluorescent Microscope Axioplan 2 (Zeiss), Depto.
de Genética ESALQ/USP, utilizando o mesmo filtro que é utilizado para expressdo do
gene gfp (proteina verde fluorescente), luz UV.

Para os testes de resisténcia ao antibidtico canamicina e expressio do gene lacZ,

as bactérias E. coli transformadas com as construgdes contendo o cassete lacZ-Km®
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foram inoculadas em meio LB so6lido suplementado com o antibiético canamicina (50
mg/L) e 50 pL da solugio X-Gal/IPTG espalhado nas placas, 30 minutos antes da
inoculagdio das bactérias. A confirmagiio ocorreu devido a resisténcia ao antibidtico

canamicina e a visivel colora¢io azul das colOnias de bactérias £. coli.

3.9 Cultivo da bactéria Xylella fastidiosa

A linhagem de Xylella fastidiosa utilizada foi a J1a12 (Monteiro et al., 2001b).
Esta linhagem foi isolada de plantas de citros, sintomaticas para a CVC, coletadas na
regifio de Jales, estado de S3o Paulo.

O meio de cultura utilizado para X. fastidiosa foi o PW (Davis et al., 1978) que

contém os ingredientes abaixo, em cada litro de meio preparado:

Peptona ... 4g
Triptona ..., lg
KoHPOy4 .o 12g
KHzPOys oo, lg
MgSO4.THO ..o 04g
Hemina clorada (0,1%) ....... 10 mL
Vermelho de fenol (0,2%) ... 10 mL
Agua destilada ................... 850 mL
Agar ..................................... 10g

Apés autoclavagem (20 minutos), com o meio resfriado por volta de 60 °C,
adicionou-se, sob condigdes assépticas, 80 mL de L-Glutamina (4 %), 30 mL de
albumina de soro bovino fragio V (BSA) (10 %) ¢ 20 mL de solugdo de glicose 50 %.
Estas solugdes foram previamente esterilizadas por filtragdo (filtro de 0,2 pm).

O cultivo de X. fastidiosa ocorreu a 28 °C sob agitagdo constante de 100 rpm. A
subcultura da bactéria para meio fresco foi realizada em uma dilui¢do de 1/10, a cada

sete dias.
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3.10 Preparo de células competentes e transformacio de Xylella fastidiosa

Para o preparo de células competentes, uma coldnia de X. fastidiosa crescendo
em meio solido PW foi inoculada em 0,5 mL de PW liquido. Apds sete dias de cultivo a
28°C e 100 rpm adicionou-se 2 mL de meio PW, apos 7 dias novamente adicionou-se 25
mL de meio PW e 7 dias depois adicionou-se mais 250 mL de meio PW, apos mais 7
dias esta cultura foi utilizada para preparo de células competentes.

No preparo de células competentes todos as etapas eram feitas de maneira a
deixar as células em temperaturas baixas (gelo) para aumentar a eficiéncia das células
competentes. A cultura de 250 mL foi transferida para tubo de polipropileno gelado e
centrifugada a 2.600xg por 15 minutos a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido, com
auxilio de pipeta, em 200 mL de agua MilliQ gelada e centrifugado a 2.600xg por 15
minutos a 4 °C. As bactérias precipitadas foram ressuspendidas em 200 mL de solugdo
de glicerol (10%) gelada e foram novamente centrifugadas como descrito. O precipitado
final foi ressuspendido em 1,0 mL de glicerol 10 % e aliquotas de 100 plL foram
transferidas para microtubos de centrifuga, previamente gelados que foram congelados
em nitrogénio liquido e estocados em ultracongelador (- 80 °C).

Para a transformagdo 100 puL. de células competentes foram mantidas no gelo
durante 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 1 ug de DNA plasmidial e a mistura de
células competentes de X. fastidiosa e DNA foi transferida para cubeta de eletroporador
de 0,2 cm (Bio-Rad, cat. n° 165-2086), estéril e gelada. As células foram transformadas
em eletroporador GenePulser (Bio-Rad), utilizando 2,5 kV de poténcia, 200 Q de
resisténcia, € um campo de 25 uF. Imediatamente apos a aplicagdo da corrente elétrica
as c€lulas foram ressuspendidas em 1 mL de meio PW, transferidas para tubos de 15 mL
e incubadas a 28°C e 100 rpm por 24 horas. Para a sele¢do dos transformantes 150 pL
das culturas transformadas foram plaqueadas em duas placas com meio PW solido
contendo ou ndo o antibidtico canamicina (5 mg/L), quando utilizado o vetor para
disrupgdo do gene com lacZ-Km®. Quando utilizado o vetor para disrupgio com o gene

yfp ndo foi utilizado antibidtico no meio de selegdo. As placas foram envolvidas em
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Parafilme e incubadas a 28°C até o surgimento das col6nias. O restante das culturas
transformadas foram cultivadas em meio PW liquido e subcultivadas a cada sete dias,
para posterior extra¢do de DNA gendmico e analises da eficiéncia do método de

transformacio.

3.11 Extracdo de DNA de X fastidiosa

A extra¢do de DNA de Xylella fastidiosa foi realizada utilizando 30 mL de
cultura de células crescidas por uma semana que foi centrifugada por 15 minutos a
9.700xg e seu sobrenadante descartado. O precipitado de células formado foi
ressuspendido em 567 uL de TE (Tris-HCl 10mM pH 8,0, EDTA 1mM pH 8) e em
seguida adicionou-se a 30 pL de SDS 10 %, 6 uL de proteinase K (10 mg/mL) e 5 pL de
RNase (10 mg/mL). Apods agitagdo, a mistura foi incubada a 37 °C durante 1 hora.
Foram entdo adicionados 100 pl. de NaCl 5 M e 80 ul. de CTAB 10 % (Anexo D) e
incubou-se novamente por 10 minutos a 65 °C. Em seguida adicionou-se 700 uL de uma
solucdo de cloroformio:alcool isoamilico (24:1, v:v). A solugédo foi homogeneizada por
agitacdo manual e centrifugada a 19.000xg por 10 minutos. A fase superior foi
transferida para novo tubo e foi adicionado 700 plL de solugio de
fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1, viviv), em seguida a solu¢do foi
homogeneizada por agitagdo e centrifugada a 19.000xg por 10 minutos. A fase superior
foi novamente transferida para novo tubo e o DNA foi entdo precipitado, adicionando-se
500 uL de isopropanol, homogeneizando-se por inversdes do tubo e deixado a
temperatura ambiente por 15 minutos. O tubo foi entfo centrifugado por 15 minutos a 4
°C e 19.000xg, ¢ o DNA precipitado foi a seguir lavado com 1,5 mL de etanol 70%. O
DNA foi seco e ressuspendido em 50 ul. de agua MilliQ estéril.
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3.12 Confirmacio do isolado de X fastidiosa

Para a confirmagio do isolado de Xylella fastidiosa uma aliquota do DNA obtido
(~50 ng) foi utilizada para amplificagdo por PCR de uma regido especifica do genoma de
X.  fastidiosa. Para isso foram utilizados os primers CVCl (5°-
AGATGAAAACAATCATGCAAA-3) e CVC272-2int. (5-
GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT-3’), que foram delineados a partir de uma insergéo
de 28 nucleotideos, presente apenas nos isolados de X. fastidiosa que causam CVC
(Pooler & Hartung, 1995b).

As condigdes utilizadas para a amplificagio foram: 1 puL de tampdo PCR 1X
(Gibco-BRL), 1 pL. de MgCl, (25 mM), 200 uM de cada dNTPs (Gibco-BRL), 1 uL de
cada primer (10 pmoles/uL) e 1,5 U de Taq DNA polimerase (Gibco-BRL), em um
volume final de 30 ulL. A amplificagdo foi realizada em termociclador PTC 100 (MJ
Research) e foi iniciada com desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos, seguidas de 35 ciclos
de desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 50 °C por 1 minuto e extensdo a 72
°C por 1 minuto. A extensdo final foi realizada a 72 °C por 5 minutos. Os produtos do

PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% (TAE 1X).

3.13 Confirmacio da obtencio de X fastidiosa transformada

Para a confirmagfo da transformagdo de X. fastidiosa foi isolado DNA gen6émico
a partir de uma cultura de 25 mL crescida por uma semana apds a transformacio,
conforme item 3.10. Em seguida 1 pL (~50 ng) deste DNA foi utilizado para a reagio de
PCR utilizando a combinagéo de primers: (1) CVC1 e CV(C272-2int, para confirmagio
do isolado de Xylella fastidiosa, (2) o primer “forward” do fragmento 5’ e o primer
PIEY(G)FP (interno ao gene yfp) (Tabela 3) ou (3) o primer “reverse” do fragmento 3’ ¢
o primer “forward” P2EY(G)FP (interno ao gene yfp) (Tabela 3), confirmando a
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presenca do fragmento presente no plasmideo contendo a ORF interrompida pelo gene
yfp, na amostra de DNA analisada.

Para se ter certeza da ocorréncia da integragdo do gene yfp e do cassete lacZ-
Km® no genoma da X. fastidiosa, foram utilizados primers especificos do genoma da
bactéria em conjunto com primer PIEY(G)FP, interno ao gene yfp, ou primer KM
Antisense, interno ao cassete lacZ-Km®, usados para a disrupgdo das ORFs alvo deste
trabalho (Tabela 3).

Para a confirmagdo da disrup¢do da ORF Xf-1940 com o cassete lacZ-Km®
(pSG52 e pSGS3) foi utilizado os primers Mrsa-Xhol (Tabela 2) e o KM Antisense
(Tabela 3).

As bactérias X. fastidiosa contendo as ORFs alvo substituidas com o gene yfp
foram testadas com os primers. PIEY(G)FP e um primer externo a ORF, ndo presente
no plasmideo usado na transformagio da bactéria. As bactérias X. fastidiosa contendo as
ORFs alvo interrompidas pelo cassete lacZ-Km® foram analisadas pela amplificagio de
um fragmento de DNA com os primers KM Antisense (interno a lacZ-Km®) e um

primer externo as ORFs ndo presente nos plasmideos de transformagao (Tabela 3).



Tabela 3. Primers utilizados para a confirmacio da disrupgdo das ORFs de interesse

ORF

Nome do primer e segiiéncia (5° — 37)

Xf-810

Xf-818

Xf£-2708

X£-1940

X£-2359

XF810R (reverse)
5> - CGTTAGGCAACTGCGGAGC - 3°

XF818 (forward)
5" - CCCATAGCCGACAAACACCA -3

XF2708 (forward)
57 - GCGGGAGTACCTGCGTTGTAC - 3

XF1940 (forward)
5’ - GTGCGCCATTGATTTCCAACG - 3’

XF2359 (forward)
5" - GCCTCACTCAGCGGCTGCAA - 3°

KM Antisense {(forward)

5> - TCACCGAGGCAGTTCCATA -3’
P1EY(G)FP (reverse)
5’-GCCCTCGCCGGACACGCTG-3’
P2EY(G)FP (forward)
5’-CGGGATCACTCTCGGCATG-3°

50



4 RESULTADOS

4.1 ORFs alvo selecionadas e as estratégias de disrup¢do destas ORFs em X

fastidiosa

A analise do genoma da X. fastidiosa (Simpson et al., 2000) identificou as ORFs
Xf-810, Xf-818 e X{-2708 que apresentam similaridade com endoglicanases, a ORF Xf-
2359 com similaridade a pectato liase ¢ a ORF Xf-1940 apresentando similaridade com
a adesina MsrA e devido a importincia comprovada destas enzimas na patogenicidade
de alguns microorganismos, foram escolhidas para serem estudadas neste trabalho.

Estas ORFs de X. fastidiosa foram clonadas a partir de cosmideos utilizados no
programa de seqiienciamento do genoma da bactéria, efetuado pela rede ONSA
(http://aeg Ibi.ic.unicamp.br/xf/).

Duas estratégias foram usadas para a construgdo de vetores para disrupgio das
ORFs alvo de X. fastidiosa e obtengdo de bactérias mutantes. Uma das estratégias
utilizadas foi a disrupcdo das ORFs Xf-818, Xf-1940, Xf-2359 e Xf-2708 pela
substitui¢do da ORF pelo gene yfp, que codifica a proteina amarela fluorescente. A outra
estratégia foi a disrupgio das ORFs pela inser¢io do cassete lacZ-Km®, esta estratégia

foi utilizada para a construgdo dos vetores de disrupgdo das ORFs X{-810 e Xf-1940.
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4.2 Construgio dos vetores para disrup¢io das ORFs por substituicio pelo gene yfp
4.2.1 PCR e clonagem dos fragmentos 3’ ¢ 5’

Inicialmente foram feitos reagcdes de PCR, com os primers descritos na Tabela 2,
para amplificagdo dos fragmentos 3” ¢ 5 das ORFs Xf-818, Xf-1940, Xf-2359 e Xf-
2708, utilizando DNA isolado dos cosmideos XF-07H04, XF-03H12, XF-07A02 e XF-
07B07, respectivamente.

A Figura 3 mostra os fragmentos dos genes de interesse amplificados a partir de
DNA cosmidial. Pode-se observar que os fragmentos obtidos possuem os respectivos
tamanhos esperados, conforme listado na Tabela 2.

Os fragmentos 3’e 5° das ORFs de interesse obtidos, foram purificados do gel de
agarose e inseridos em vetores pUC18 (fragmento 3’ da ORF Xf-1940) e pCR®*4-TOPO
(fragmentos 3’ das ORFs Xf-818, Xf-2359 e Xf-2708) e em vetor pGEM-T (fragmentos
57%), utilizando as metodologias especificas para cada vetor, e foram transformados em £.
coli. Apds 14 horas de cultivo, colonias brancas e com resisténcia a ampicilina, que
possivelmente continham o DNA recombinante, foram selecionadas e cultivadas para
extragdo do DNA dos plasmideos.

A confirmagdo da clonagem dos fragmentos 3’ foi feita digerindo-se os
plasmideos com as enzimas BamH]I e Xhol, enquanto na confirmagdo da clonagem dos
fragmentos 5’ foram utilizadas as enzimas Sstfl e Bg/ll. Estes sitios de restri¢do foram
inseridos nos primers empregados para a amplificagdo dos fragmentos de DNA de X.
fatidiosa, de forma a permitir as subclonagens posteriores.

Desta forma foram confirmadas as clonagens dos fragmentos 3’ ¢ 5’ das ORFs
X{-818, Xf-1940, Xf-2359 e Xf-2708 através do perfil de cada restri¢do, que originava
uma banda com tamanho esperado para o fragmento 3’ de 537 pb (Xf-818), 603 pb (Xf-
1940), 424 pb (Xf-2359) e 606 pb (Xf-2708) e outra banda com os vetores pUC18 de
2.686 pb para o fragmento 3> da ORF Xf-1940 e o pCR®4-TOPO de 3.954 pb para os
fragmentos 3’ das ORFs Xf-818, Xf-2359 e ORF Xf-2708 (Figura 4A).
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Com estes resultados, foi entdo confirmado a construgéo dos plasmidios pSG1,
pVF2, pSG12 e pSG21 que contém, respectivamente, os fragmentos 3’ das ORFs Xf-
818, Xf-1940, Xf-2359 e X{-2708.

Também foi confirmado a construgdo dos plasmidios pSG2, pSGS55, pSGI11 e
pSG22 contendo, respectivamente, os fragmentos 5’ de 563 pb, 504 pb, 819 pb e 540 pb
das ORFs Xf-818, Xf-1940, Xf-2359 e Xf-2708, respectivamente, clonados em vetores
pGEM-T de 3000 pb (Figura 4B).

500 pb —»

Figura 3 — Obtengdo dos fragmentos 3’ e 5’ das ORFs de interesse amplificados através
de PCR e separados em gel de agarose 1 %. Foram empregados os
iniciadores descritos na Tabela 2. Linhas de 1 a 4: apresentam os fragmentos
3’ das ORFs Xf-818 (537 pb), Xf-2708 (606 pb), 1940 (603 pb) e X£-2359
(424 pb). Linhas de 5 a 8: apresentam os fragmentos 5’ das ORFs Xf-818
(563 pb), X£:2708 (540 pb), X£-1940 (504 pb) e X£-2359 (819 pb). M —
Marcador de massa molecular 1 kb plus DNA Ladder (Gibco BRL)
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<«— 3000 pb

Figura 4 — Perfil de restrigdo dos plasmidios para confirmagdo da presenga dos
fragmentos 3’ e 5°. A. Linhas 1 a 4: clones positivos para clonagem dos
fragmentos 3° das ORFs Xf-818 (pSG1), Xf-1940 (pVF2), Xf-2359 (pSG12)
e Xf-2708 (pSG21), respectivamente. B. Linhas 1 a 4: clones positivos para
clonagem dos fragmentos 5> das ORFs Xf-818 (pSG2), Xf-1940 (pSG59),
Xf£-2359 (pSG11) e Xf-2708 (pSG22), respectivamente. As bandas de maior
tamanho representam os vetores linearizados. M — marcador de massa

molecular 1 kb plus DNA Ladder (Gibco BRL)
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4.2.2 Clonagem dos fragmentos 3’ em vetor pEYFP-SK

Os plasmideos pSG1, pVF2, pSG12 e pSG21 digeridos com as enzimas BamHI e
Xhol produziram os fragmentos 3’ (Figura 4A), que foram purificados do gel de agarose
e clonados em vetor pEYFP-SK digerido com as enzimas Bg/Il e Xhol. Os produtos
destas ligagdes foram transformados em Escherichia coli e a confirmagio das clonagens
foram feitas pelas reagdes de restricio com as enzimas Ssf e Xhol, para separagdo de
fragmentos cujos tamanhos compreendam os fragmentos 3’ fusionados ao gene yfp que
possui 797 pb (Figuras 5).

Observando-se a Figura 5 confirmaram-se as clonagens, pois foram obtidos os
fragmentos de 1.334 pb (Xf-818), 1.221 pb (Xf-2359), 1.403 pb (Xf-2708) e 1.400 pb
(Xf-1940), separados do restante do vetor de 3000 pb.

Foi confirmado entdo as construgdes pSG3, pSG13, pSG23 e pVF4 contendo
respectivamente os fragmentos 3’ das ORFs Xf-818, Xf-2359, Xf-2708 e Xf-1940

clonados em vetor pPEYFP-SK. A representacdo destes plasmideos esta na Figura 6.

3.900 pb —>|
1 <— 3.000pb

1221 pb —» 1.400 pb

i
iiﬁ-sw

Figura 5 — Perfil de restrigdo dos plasmidios para a verificagdo da presenga dos insertos.
Linha 1; pEYFP linearizado com Xhol (3.900 pb). Linhas 2 a 5: plasmidios
pSG3, pSG13, pSG23 e pVF4 digeridos com Ssfl e Xhol, confirmando a
presenga de bandas representando os fragmentos 3’ fusionados ao gene yfp
(1.334 pb, 1.221 pb, 1.403 pb e 1.400 pb, respectivamente) e o restante do
vetor (3.000 pb). M — marcador de massa molecular 1 kb plus DNA Ladder
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pSG3

pSGI13

pSG23

Figura 6 - Esquemas representando os fragmentos 3’ das ORFs fusionados ao gene yfp

em vetor pEYFP resultando nos plasmidios pSG3, pSG13, pSG23 e pVF4
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4.2.3 Clonagem dos fragmentos 5’ nos vetores pSG3, pSG13, pSG23 e pVF4

Apods a construgdo dos plasmidios pSG3, pSG13, pSG23 e pVF4 fez-se a
inser¢do dos fragmentos 5’ nos sitios SsfI e BamHI destes plasmidios, a partir dos
plasmideos pSG2, pSG55, pSG11 e pSG22 que foram digeridos com as enzimas Ss?l e
Bglll liberando os fragmentos 5°.

Analisando o perfil de restricio dos plasmidios produzidos por reages de
restricdo com as enzimas Ssfl e Xhol (Figura 7), para separagdo de fragmentos cujos
tamanhos correspondam ao gene yfp flanqueado pelos fragmentos 5’ e 3’ das ORF, as
clonagens foram confirmadas, pois foram obtidas as bandas de 1.894 pb (Xf-818), 2.040
pb (X£-2359), 1.943 pb (Xf-2708) e 1.904 pb (Xf-1940), separadas do restante do vetor
de 3.000 pb.

Confirmaram-se entdo as construgdes dos plasmidios pSG4, pSG14, pSG25 e
pSG57 contendo o gene yfp flanqueado, respectivamente, pelos fragmentos 5’ e 3” das

ORFs Xf-818, Xf-2359, Xf-2708 e Xf-1940, representados na Figura 8.

3.000pb —»
2.000pb —>§

Figura 7 — Perfil de restri¢do dos plasmidios para a verificagdo da presenga dos insertos.
Linhas 1 a 4: plasmidios pSG4, pSG14, pSG25 e pSG57 digeridos com SsfI e
Xhol, confirmando a presenga de bandas representando o gene yfp flanqueado
pelos fragmentos 5° e 3° das ORFs Xf-818 (1.894 pb), Xf-2359 (2.040 pb),
X£-2708 (1.943 pb) e Xf-1940 (1904 pb) e o restante do vetor (3.000 pb). M
— marcador de massa molecular 1 kb plus DNA Ladder (Gibco BRL)



Sstl Bglll/BamH],
BamHI1 Xbal Bglll/BamH]1 Xhol
ORF 818 - 5~ yp ORF 818 -3
(563 pb) (797 pb) (537 pb)
Ssil Bglll/BamH],
BamH1 Xbal Bgll/BamH1 Xhol
ORF 2359 - 57 yp ORF 2359 - 37
(819 pb) (797 pb) (424 pb)
Sstl Bglll/BamH],
BamH1 Xbal Bgll/BamH1 Xhol
ORF 2708 - 57 yIp ORF 2708 - 3~
(540 pb) (797 pb) {606 pb)
Sstl Bglll/BamH1,
BamHI1 Xbal Bglll/BamH1 Xhol
ORF 1940 - 57 yip ORF 1940 -3’
(504 pb) (797 pb) (603 pb)
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pSG4

pSG14

pSG25

pSGS57

Figura 8 - Esquemas representando o gene yfp flanqueado pelos fragmentos 5’ e 3’ das
ORFs Xf-818, Xf-2359, Xf-2708 e X{-1940 resultando, respectivamente, nos
plasmidios pSG4, pSG14, pSG25 e pSG57
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4.3 Construciio dos vetores para disrup¢io das ORFs Xf-810 e Xf-1940 utilizando o

cassete lacZ-Km®

Para a obtengdo de mutagénese das ORFs Xf-810 e Xf-1940 a partir da disrupgdo
das mesmas com lacZ-Km", inicialmente foram feitos PCRs para a amplificagio das
ORFs, utilizando os iniciadores descritos na Tabela 2, a partir dos cosmideos Xf-07H04
e Xf-03H12, respectivamente.

A construgio do plasmideo de disrupgdo da ORF Xf-810 foi iniciada a partir do
plasmidio pNAW22 (Wulff, 2002) que apresenta um fragmento de 1.767 pb,
compreendendo a ORF de 1.698 pb e mais 69 pb da regido montante (upstream) a ORF,
clonado no sitio Smal do vetor pUC18.

Como a ORF Xf-810 possui dois sitios internos de restrigdo para a enzima Bg/I],
o pNAW?22 foi digerido com esta enzima, produzindo um fragmento de 1.068 pb da
ORF Xf-810 que foi descartado e substituido pelo cassete lacZ-Km® de 4,7 kb,
proveniente do plasmideo pKOK®6 digerido com BamH]I, no vetor pUC18 resultando no
plasmidio pSG30, que possui o cassete lacZ-Km" flanqueado pelos segmentos 5° ¢ 3” da
ORF com 322 pb e 384 pb, respectivamente. A construgdo do pSG30 foi confirmada
pela digestdo com PstI produzindo as bandas de tamanho esperado de 4,7 kb e 3.612 pb,
e quando digerido com BamH1 produziu o plasmideo linearizado de 11.845 pb (Figuras
9A ¢ 10).

Para a obtengdo de vetor para disrup¢do da ORF X{-1940 um fragmento de 1.152
pb foi amplificado a partir do cosmidio Xf-03H12, utilizando os primers Mrsal243 e
Mrsa2778 (Tabela 2) (Figura 9B). Este fragmento foi clonado no sitio Smal em pUC18
obtendo-se o plasmidio pSG50 e confirmado pela digestdo deste plasmidio com BamHI
e Sst71, observando-se a banda de 1.152 pb referente ao fragmento contendo a ORF e
2.686 pb do vetor (Figura 9C). Desde que a ORF Xf-1940 apresenta um sitio interno
para a enzima Pstl que divide o fragmento de 1.152 pb em duas partes com tamanho
suficiente para ocorréncia de evento de recombinagdo (633 e 519 pb), o pSG50 foi
parcialmente digerido com Psfl, pois o vetor pUC18 também apresenta um sitio de

restrigio para esta enzima, e no sitio PstI interno 2 ORF foi inserido o cassete lacZ-Km®,
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isolado por digestio com esta mesma enzima a partir do pKOK6. O plasmideo
resultando foi denomidado de pSG51 (Figura 10). Na Figura 9C pode-se observar a
confirmagiio da clonagem do cassete lacZ-Km", apés digestdo do plasmidio com
EcoRV, originando as bandas de 7.343 pb e 1.228 pb, confirmado que a ORF Xf-1940 e

o cassete lacZ-Km® est3o na mesma orientacéo.

7kb

1 kb

A RS S S et e i

Figura 9 — Confirmagfo das construgdes para disrupgfio utilizando lacZ-Km®. A. Linha
1: pPNAW22 digerido com Ndel e Hindlll; linha 2: pNAW22 digerido com
Bglll; linha 3: pSG30 digerido com PstI confirmando a clonagem do lacZ-
Km® (4,7 kb e 3.612 pb do restante do vetor); linha 4: pSG30 digerido com
BamH]I (11845 pb). B. Linha 1: fragmento de 1.152 pb contendo a ORF Xf-
1940 amplificada via PCR. C. Linha 1: digestdo do pSG50 confirmando a
presenga do inserto de 1.152 pb e do vetor de 2.686 pb; linha 2: pSG51
digerido com EcoRV confirmando que a ORF e o LacZ estio na mesma
orientagdo (7.343 pb e 1.228 pb)
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A.
Hindll
Pstl
Sall
Kpnl
Xbal Psil Psil Sstl
BamHI ECORI
Ndel Bglll/BamH]1 Bgill/BamH]1 Hindlll
) R 3
ORF 810 5 lacZ-Km ORF 810 3 pSG30
(322 pb) (4.7 kb) (384 pb)
B.
Hindll1
Pstl 1228 pb
Sall - Kpnl
Xbal EcoRV Ssil
BamH1 EcoRI
Xbal Psil EcoRV  Pstl BamHI1
] R 3
ORF 1940 5 lacZ-Km ORF 1940 3 pSGSl
(633 pb) (4.7 kb) (519 pb)

Figura 10 — Esquemas representando os plasmideos pSG30 e pSG51.
A. Disrupc¢io da ORF Xf-810 pelo cassete lacZ-Km® (pSG30)
B. Disrupgdo da ORF Xf-1940 pelo cassete lacZ-Km® (pSG51)
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4.4 Clonagem da origem de replicaciio (OriC) de Xylella fastidiosa

Para ser possivel a replicagiio do plasmideo transformado dentro da célula de X.
fastidiosa-CVC é necessario a presenca da origem de replicagfio nativa dessa bactéria,
podendo ser tanto a origem de replicagio cromossdmica (Monteiro et al., 2001) ou uma
origem de replicagdo plasmidial (Qin & Hartung, 2001; Silva Neto et al., 2002). No
presente trabalho optou-se por utilizar a origem de replicagdo cromossomica (OriC).

A OriC de 366 pb obtida apos digestdo do plasmideo p16Kori (Monteiro et al.,
2001b) com BamH] foi clonada nos plasmideos pSG4, pSG14, pSG25, pSG30 e pSG57
linearizados com BamH], resultando nos plasmideos pSGS, pSG15, pSG26, pSG31 e
pSG59, respectivamente, representados nas Figuras 13 e 14. A confirmagdo deste
plasmideos finais construidos estd mostrada na Figura 12 onde a digestdo com BamH]1
resultou nos fragmentos de 366 pb (OriC) e de 4.894 pb (pSGS5), 5.040 (pSG15), 4.943
pb (pSG26), 11.845 pb (pSG31) € 4.904 pb (pSGS59).

O pSG51 apresenta dois sitios de restrigdo para BamH]I, entdo fez-se a digestdo
parcial deste plasmideo para linearizd-lo (Figura 11). Como controle de tamanho linear,
pSGS51 foi digerido com Sall (8.571 pb, linha 3 — Figura 11). Os fragmentos lineares de
8.571 pb das linhas 4, 5, 6, 7 e 8 (Figura 11) foram purificados do gel de agarose ¢
usados para a clonagem da OriC com 366 pb obtido da digestdo do plasmideo p16Kori €
da OriC de 1,9 kb obtida do pl6KdAori, resultando nos plasmideos pSG52 e pSGS53,
respectivamente, representados na Figura 14. Para a confirmagdo da clonagem, os
plasmideos finais foram digeridos novamente com BamH1 confirmando a presenca da

OriC de 366 pb (pSG52) e 1,9 kb (pSGS3) (Figura 12).

4.5 Confirmacio das construcdes finais por seqiienciamento

O seqilenciamento de nucleotideos dos plasmideos pSGS, pSG1S5, pSG26 e

pSG59 utilizando os primers “forward” (F) usados nas amplificagdes dos fragmentos 5’

(Tabela 2) e separadamente o primer PIEY(G)FP (Tabela 3), para as construgdes
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contendo o gene yfp, confirmaram as constru¢des como também confirmou que o ATG,
que codifica para o codon de iniciagéo, do gene yfp estava no mesmo quadro aberto de

leitura com relag@o ao ATG das ORFs (Figura 15).

Figura 11 — Digestdo parcial do pSG51. Linha 1: 2 pL do pSG51 n#o digerido. Linha 2:
pSG 51 digerido totalmente com BamHI. Linha 3: pS51 linearizado com Sa/l.
Linhas 4 a 9: digestfo parcial do pSG51 com BamHI a 37 °C por 1, 2, 5, 10,
15 e 30 minutos respectivamente. M — marcador de massa molecular 1 kb
plus DNA Ladder (Gibco BRL)
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Figura 12 — Confirmag#o das clonagens da OriC. Linhas 1 a 7: digestdo dos plasmideos
pSGS, pSG15, pSG26, pSG31, pSGS52, pSGS3 e pSGS9 com BamHl
confirmando a clonagem da OriC de 366 pb (pSGS5, pSG15, pSG26,
pSG31, pSG52 e pSG59) ou 1,9 kb (pSG53). M — marcador de massa
molecular 1 kb plus DNA Ladder (Gibco BRL)



Sstl Bglll/BamH]I,
BamHI BamH]1 Xbdl Bgltl/BamHI Xhol
OriC ORF 818 -5’ yp ORF 81837
(366 pb) (563 pb) (797 pb) (537 pb)
Sstl Bglll/BamH],
BamHI  BamH]1 Xbal Bglll/BamH1 Xhol
OriC ORF 2359 -5’ yip ORF 2359-3"
(366 pb) (819 pb) (797 pb) (424 pb)
Sstl Bglll/BamH]I,
BamHI  BamHI Xbal Bglll/BamH1 Xhol
OriC ORF 2708 - 5° R/ ORF 2708 -3’
(366 pb) (540 pb) (797 pb) (606 pb)
Bgill/BamH1
Ssf & g
Bsa - BamH]I Xbal Bgl{/BamH1 Xhol
OriC ORF 1940 -5~ P ORF 1940 - 37
(366 pb) (504 pb) (797 pb) (603 pb)
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pSGS

pSGI15S

pSG26

pSGS9

Figura 13 - Esquemas representando as plasmideos finais pSGS, pSG15, pSG26 e
pSG57 para a disrupgdo ORFs Xf-818, Xf-2359, Xf-2708 e X{-1940 com o

gene yfp
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Hindlll
Psd BamH1
Sall Ndel Pstl Psd Kpnl
Xbal Sstl
BamH]1 E.CORI
Bglll/BamH]1 Bgll/BamH. Hindlll
OriC ORF 810 5 LacZ:Km ORF 810 3° pSG31
(366 pb) (322 pb) (4.7 kb) (384 pb)
HzndIII KpnI
Psl EcoRV Sstl
;Zfl BamH1 EcoRl
Xbal Psd EcoRV  Psi BamH{
BamH1
OriC |ORF 1940 5’ lacZ-Km* ORF 19403” | 1,9Gs2
(366 pb)| (633 pb) (4.7 kb) (319 pb)
Hindlll
Pstl Kpnl
Sall EcoRV Ssil
Xbal BamH1 EcoRI
BamH{ Xbal Psil EcoRV  Psil BamH]1
OriC ORF 1940 5° lacZ-Km?* ORF 1940 3’ pSG53
(1.9kb) (633 pb) 4.7 kb (519 pb

Figura 14 - Esquemas representando as plasmideos finais pSG31, pSG52 e pSG53 para a
disrupgdo ORFs Xf-810 e Xf-1940 com o cassete lacZ-Km®
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pSGS
Xf-818 yfp
ATGTCGTTTTCCAAACACTTCAGATCCTCTAGAATGGTGAG

pSG13
X£-2359 yfp
ATGACCGAATCTCCACATCACAGATCCTCTAGAATGGTGAG

pSG26
X£-2708 yp
ATGCCTATTTCCTTTCTATGCAGATCCTCTAGAATGGTGAG

pSGS9
X£-1940 o
ATGGTACTGACAATCGAAGCCAGATCCTCTAGAATGGTGAG

Figura 15 — Seqiiéncia do quadro aberto de leitura dos plasmideos pSG5, pSG1S, pSG26
e pSG59. O ATG (codon de iniciagdo da tradugdo) das ORFs estdo no
mesmo quadro aberto de leitura com relagdo ao ATG do gene yfp, nos
plasmideos vetores de disrup¢do de X. fastidiosa. O primeiro ATG refere-
se a ORF alvo; a seqiiéncia AGATCC refere-se aos sitios Bg/ll/BamH1

onde as ORFs foram fusionadas; o segundo ATG refere-se ao gene yfp
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4.6 Anslise da expressio dos genes yfp e lacZ-Km® das construgées finais em E. coli

As bactérias E. coli contendo os plasmideos pSGS, pSG15, pSG26 e pSGS9
apresentaram a expressdo da proteina YFP (Yellow Fluorescent Protein), observada em
microscopio de fluorescéncia. Desde que foi usado o mesmo filtro que € utilizado para a
proteina GFP (Green Fluorescent Protein), ocorreu fluorescéncia verde, confirmando a
expressio do gene yfp nas construgdes preparadas para disrupgdo de X. fastidiosa. A
Figura 16 A e B apresentam a expressio da YFP das bactérias transformadas com o0s
plasmideos pSGS e pSG59, resultados semelhantes foram obtidos com os plasmideos
pSG1S e pSG26.

As bactérias E. coli contendo os plasmideos pSG31, pSG52 e pSGS33, que
apresentam o cassete lacZ-Km® cresceram em meio contendo canamicina e X-Gal/IPTG,
confirmando-se a expressdo desses genes pelo crescimento de coldnias resistentes ao
antibiotico canamicina e pela expressio do gene lacZ produzindo a enzima (-
galactosidase, que age sobre o substrato X-Gal produzindo um composto de cor azul. A
Figura 17 A e B apresentam a expressdo de bactérias E. coli transformadas com os

plasmideos pSG31 e pSG53, resultado semelhante foi obtido com o plasmideo pSG52.
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A B
Figura 16 — Expresséo do gene yfp em microscopio de fluorescéncia. Bactérias contendo

os plasmideos pSG5 (A) e pSG59(B) fluorescendo (aumento de 1000x)

A B

Figura 17 — Expressdo do cassete lacZ-Km®. Bactérias E. coli contendo os plasmideos

pSG31 (A) e pSG53 (B) que cresceram em meio LB contendo canamicina e

produziram um precipitado de cor azul
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4.7 Confirmacio do isolado de X. fastidiosa e da obtengio de bactérias mutantes

DNA gendmico extraido de X. fastidiosa linhagem J lal2 cultivada de acordo
com o item 3.9, confirmou-se tratar de Xylella fastidiosa, pois os primers CVC1 e
CVC272int. utilizados amplificaram um fragmento de 500 pb, que ¢ caracteristico da

linhagem causadora de CVC (Figura 18).

1 2 3 456 M 78 9101112

Figura 18 — DNA gendmico e produto da amplificagéo do DNA de X. fastidiosa com
primers CVC1 e CVC272int. Linhas 1 a 6: 2 pL de DNA total de seis
culturas de Xylella fastidiosa J1al2. Linhas 7 a 12: fragmentos de 500 pb
confirmando as culturas de X. fastidiosa. M — marcador de massa molecular
1 kb plus DNA Ladder (Gibco BRL)
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A obtengdo de bactérias mutantes pela disrupgdo das ORFs X£-818, Xf-1940, Xf-
2359 e X£-2708 utilizando o gene yfp foi realizada pela transformagéo via eletroporagéo
com os plasmideos vetores pSG5, pSG59, pSG15 e pSG26, respectivamente (item 3.10).
Ap06s 20 a 30 dias do evento de transformago as coldnias de X. fastidiosa comegaram a
aparecer nas placas contendo meio PW solido.

Nas transformagdes para a obtengdo de bactérias mutantes atraves da inser¢do do
cassete lacZ-Km® interrompendo as ORFs Xf-810 e Xf-1940 foram utilizados o
plasmideo pSG31 para a primeira ¢ os plasmideos pSG52 e pSG53 para a segunda. A
diferenca entre estes dois ultimos plasmideos € o tamanho da OriC, pSGS2 apresenta a
OriC de 366 pb enquanto pSG53 apresenta a OriC inteira de aproximadamente 1,9 kb.
Colonias de X. fastidiosa foram observadas depois de 20 a 30 dias de cultivo apds a
transformacdio e apresentaram coloragdo azul o que pode confirmar a expressio da
proteina f3-galactosidase.

A analise de obtencgdo dos transformantes foi realizada por reagdes de PCR. A
amplificagdio de fragmentos de DNA de X. fastidiosa transformada com os plasmideos
pSG5, pSG15 e pSG26 foi feita utilizando o primer “forward” do fragmento 5’ € o
primer PIEY(G)FP, confirmando-se a presenga dos fragmentos de 681 pb, 933 pb e 654,
respectivamente (Tabela 4, Figura 19). Para bactérias transformadas com o plasmideo
pSGS59 o PCR foi feito utilizando o primer “reverse” do fragmento 3’ ¢ o primer
“forward” P2EY(G)FP, amplificando um fragmento de 637 pb (Tabela 4, Figura 19).
Nio ocorreu amplificagio nos controles negativos (DNA de X fastidiosa n@o
transformada) (Figura 19). Estes resultados demonstram que estas bactérias apresentam
as ORFs alvo interrompidas pelo gene yfp, conforme seus respectivos plasmideos
transformantes, mas ndo confirmava a integragdo do gene yfp no genoma da bactéria.

Para a confirmacfo da integragdo do gene yfp € do cassete lacZ-Km"® no genoma
da bactéria, foram utilizados um conjunto de primers sendo que um deles néo se pareava
no plasmideo transformante, somente no genoma da bactéria, € o outro se pareava no
gene yfp ou no cassete lacZ-Km® (Tabela 4). Apos corrida em gel de agarose observou-
se os fragmentos de 900 pb, 1.050 pb, 700 pb, 600 pb, 600 pb & 655 pb para as culturas
de X. fastidiosa transformadas com pSGS5, pSG1S, pSG31, pSG52, pSG53 e pSGSY,
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respectivamente, e ndo ocorreu nenhuma amplificagiio nos controles negativos (DNA de

X. fastidiosa nio transformada) (Figura 20) e também ndo foi obtido resultado positivo

para bactérias transformadas com pSG26 (dado ndo apresentado). Dessa maneira

conclui-se que ocorreu a disrupgdo das ORFs Xf-818, X£-2359 e Xf-1940 com o gene
yfp, e das ORFs Xf-810 e X£-1940 com o cassete lacZ-Km®, ou seja, o método de

transformacdo de Xylella fastidiosa utilizado foi eficiente.

Também foi observado que tanto a OriC de 366 pb como a de 1,9 kb tornaram

possiveis o evento de transformagdo de X. fastidiosa.

Tabela 4. Conjunto de primers utilizados para a confirmagéo da transformagdo de X.

fastidiosa e os tamanhos de fragmentos esperados

ORF Primers Tamanho do
fragmento esperado
(pb)
Xf-810 XF810R e KM Antisense 700
Xf£-818 4941B e PIEY(G)FP 681
XF818 e PIEY(G)FP 900
X£2708  2708P1SstIBamHI e PIEY(G)FP 654
XF2708 e PIEY(G)FP 823
X£-1940  Mrsa-Xhol e P2EY(G)FP 637
XF1940 e PIEY(G)FP 655
Mrsa-Xhol ¢ KM Antisense 600
X£-2359  PectatoP1SstIBamHI e PIEY(G)FP 933
XF2359 ¢ PIEY(G)FP 1.050
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Figura 19 — Confirmagéo da presenca das ORF's interrompidas peld gene yfp por PCR.
Linhas 1, 3, 5 e 8: DNA de X. fastidiosa nao transformada utilizando os
mesmos primers que para as transformagGes com 0s plasmideos pSGS,
pSG15, pSG26 e pSGS9, respectivamente (controles negativos). Linha 2: X.
fastidiosa transformada com pSG5 (681 pb). Linha 4. X fastidiosa
transformada com pSG15 (933 pb). Linha 6: X. fastidiosa transformada com
pSG26 (654 pb). Linha 7: X. fastidiosa transformada com pSG59 (637 pb)
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Figura 20 — Confirmagéo da disrupgéo das ORFs de X. fastidiosa. Linhas 1, 4,5, 7,9
11: PCR com DNA de X. fastidiosa ndo transformada utilizando os mesmos
primers que para as transformagdes com 0s plasmideos pSGS, pSG15,
pSG31, pSGS52, pSG53 e pSGSY, respectivamente (controles negativos).
Linha 2: X. fastidiosa transformada com pSGS5 (900 pb). Linha 3: X
fastidiosa transformada com pSG15 (1.050 pb). Linha 6: X. fastidiosa
transformada com pSG31 (700 pb). Linha 8: X. fastidiosa transformada com
pSG52 (600 pb). Linha 10: X. fastidiosa transformada com pSG53 (600 pb).

Linha 12: X. fastidiosa transformada com pSG59 (655 pb)



5 DISCUSSAO

O seqilenciamento do genoma da X. fastidiosa por Simpson et al. (2000)
identificou 2.904 ORFs, sendo que 47% apresentaram similaridade de seqiiéncia com
proteinas conhecidas ja estudadas em outros organismos, entre estas ORFs, 147
apresentaram fungio bioldgica relacionada a genes de patogenicidade, viruléncia e
adaptacio do patdgeno ao hospedeiro. Dois anos depois, 0 genoma de X. fastidiosa foi
reanalisado por Bhattacharyya et al. (2002) e atualizou a anotagéo das ORFs, verificando
2.985 ORFs, das quais 58% apresentaram fungdio biologica por similaridade de
seqiéncia. O genoma de mais de 100 ragas de bactérias esta completamente
seqiienciado. As ORFs representam 90 % do cromossomo bacteriano, mas a fungio de
40 a 60 % dos genes ndo é conhecida (Philippe et al., 2004). A confirmagdo da fungéo
biologica de uma ORF deve ser determinada experimentalmente e um método eficiente
para isso, ¢ pela obtengdo de mutantes em que a ORF em estudo € interrompida e perde
a sua funco biologica.

A metodologia de disrupgdo génica é amplamente utilizada em estudos de genes
relacionados a patogenicidade de microrganismos e vem contribuindo marcantemente
para a identificagdo da fungdio de genes (Donovan et al., 2001; Huang et al., 2000;
Provence & Curtiss, 1992). Esta metodologia ¢ feita através da recombinagdo homologa
com conseqilente inativagio do gene em estudo, substituindo-o por cassetes de
expressdo génica como por exemplo, o lacZ-Km"® (Kokotek & Lotz, 1989) e também por
genes reporteres como gfp e yfp que codificam para proteinas fluorescentes, verde e

amarelada, respectivamente (Shen et al., 2003; Adaikkalam & Swarup, 2002). A
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introdugdo de gene reporter no lugar do gene de interesse é preferencial, pois assim
torna-se possivel & monitoragdo “in situ” da expressdo pelo promotor endogeno do gene.

A utilizagdo de genes marcadores, que codificam para proteinas fluorescentes,
apresentam muitas vantagens, pois podem ser detectadas “in situ” em células isoladas,
mesmo que localizadas em sistemas complexos, usando microscopio de fluorescéncia
(Normander et al., 1999) e a fluorescéncia ¢ independente da presenga de substrato,
apesar de que para a express3o adequada da proteina ¢ necessario a presenca de oxigénio
(Heim et al., 1994).

Griesbeck et al. (2001) obtiveram a expressio do gene yfp em E. coli e Miller et
al. (2000) observaram a expressio deste gene em E. coli e também em outra bactéria
gram-negativa, a Campylobacter jejuni que é parasita de animais. Ja Stuurman et al.
(2000) visualizaram a expressio da yfp em Rhizobium leguminosarum biovar trifolii.
Varios outros estudos foram realizados utilizando a expressdo do gene yfp como, por
exemplo, em neurdnios de rato (Narayan & Greif, 2004), em células de humanos
(Kretzschmar et al, 2004, Sorkina et al, 2003), em células de plantas como de
Arabidopsis thaliana (Boisnard-Lorig et al., 2001, Van-Bruaene et al., 2003, Kiegle et
al., 2000) e em células de epiderme de cebola (Duque & Chua, 2003), confirmando que
o gene yfp apresenta-se muito Util para estudos de expressdo génica em diferentes
organismos.

Neste trabalho foram construidos vetores de disrupgdo das ORFs de X. fastidiosa
X£-810, Xf-818, Xf-1940, Xf-2359 e Xf-2708. As ORFs Xf-818, Xf-2708, Xf-2359 e
X£-1940 foram interrompidas pela substitui¢do utilizando o gene de fluorescéncia yfp, e
as ORFs Xf-810 e, novamente, a Xf-1940 foram interrompidas com o cassete lacZ-Km®.

Estas ORFs foram selecionadas pois possuem similaridade de seqiéncia com
proteinas relacionadas a patogenicidade de microorganismos (Simpson et al.,, 2000;
Bhattacharyya et al., 2002). A ORF Xf-1940 apresenta similaridade com a proteina
MsrA (metionina sulfoxido redutase) que se mostrou importante no processo de
manutengio da adesdo da bactéria X. fastidiosa (Leite et al., 2002). As Orfs Xf-810 e Xf-
818 apresentam similaridade de 3e™%e 1%, respectivamente, com endoglicanase, que ¢

uma celulase com mecanismo endoglicolitico de ataque as moléculas de celulose, de
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Xanthomonas campestris pv. campestris (Gough et al., 1990). A ORF Xf-2708 tambem
apresenta fungdio de endoglicanase com similaridade de seqiiéncia de 2¢™ com uma
endoglicanase de Ralstonia solanacearum (http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/; Wulff et al,,
2003). A atividade celulasica desses genes de X. fastidiosa foi confirmada clonando-os
em vetores de expressdo e as respectivas proteinas foram produzidas em E. coli, e apos
ensaios enzimaticos foram caracterizadas como endoglicanases (Wulff, 2002), e também
foi observada a expressdo da ORF Xf-818 em bactérias X. fastidiosa crecendo em meio
PW (Scarpari, 2001), confirmando a fung@o biologica a elas atribuidas pela anotag@o das
ORFs.

Para obter sucesso no ataque da célula hospedeira, o patdégeno tem que passar
pela barreira externa da célula, que em plantas € a parede celular que ¢ composta
principalmente pelos polissacarideos celulose, hemicelulose e pectina. Celulose
representa o principal constituinte dos polissacarideos da parede celular e consiste de
polimeros lineares de residuos de glicose. Os polimeros de celulose estdo presentes em
estruturas ordenadas (fibras), e a sua principal fungdo é conferir rigidez a parede celular
vegetal (Vries & Visser, 2001). A pectina ¢ outra substincia importante presente na’
parede celular primaria e na lamela média de vegetais, mantendo a integridade estrutural
das paredes de células de plantas superiores (Carpita & Gibeaut, 1993).

Celulases sdo essenciais para a reciclagem da celulose, considerado o polimero
mais abundante ja encontrado até hoje. Devido o seu potencial uso na indistria (Bhat,
2000) e o seu proeminente papel como fator de patogenicidade, as celulases s&o focos de
numerosos estudos bioquimicos e fisiologicos (Ahn et al., 2001; Vries & Visser, 2001,
Wilson, 2004; Bera-Maillet et al., 2004). A pectato liase também ¢ importante na
degradagiio da parede celular, pois esta enzima quebra a pectina localizada na lamela
média e na parede celular primaria levando a maceragdo do tecido da planta (Lietzke et
al, 1994), sendo esta degradagio da pectina uma caracteristica de muitas bactérias
associadas a plantas, especialmente fitopatogenos (Bekri et al., 1999). As celulases
juntamente com pectato liase sdo enzimas importantes que sdo utilizadas por patégenos

para a obtengdo de energia e também como um mecanismo de patogenicidade na
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colonizagdo do tecido vegetal (Nunes et al. 2003; Dow & Daniels, 2000; Lambais et al.,
2000).

Enzimas extracelulares que degradam a pectina, comprovadamente contribuem
para o desenvolvimento de sintomas em doengas de podriddo de raiz e pode induzir
resposta de defesa em um grande numero de plantas (Walton, 1994). A maior barreira
para uma defini¢do mais precisa do papel da degradagiio da pectina no processo da
doenga ¢ a presenca na maioria dos microorganismos, de multiplos genes que codificam
enzimas que degradam a pectina. Para comprovar a importancia da pectato liase na
viruléncia de Nectria hematococca foi necessario a disrupgdo, simultaneamente, dos
dois genes que codificam pectato liases presentes no microoganismo (Rogers et al,
2000). No genoma da X. fasidiosa ndo foi identificado a presenga de nenhuma ORF
classificada como pectato liase, mas a ORF Xf-2359 com 236 aminoacidos, apresentou
similaridade (1¢™'°) com a pectato liase de Pseudomonas viridiflava (Liao et al., 1988), a
qual possui 896 aminoacidos. Esta diferenca acentuada de tamanho pode acarretar na
auséncia de fungdo desta ORF ou pode apresentar outra fungio biologica, pois X
Jastidiosa ndo precisa de mecanismos para invadir a planta ja que ela é depositada no
xilema por insetos (Keen et al., 2000). Alves (2003) através de observagdes utilizando
microscopio eletronico de transmissdo e varredura € imunomarcagdo para componentes
da parede celular, observaram fortes evidéncias de que X. fastidiosa é capaz de degradar
a parede celular primaria das pontuagdes dos vasos do xilema de citros e migrar para os
vasos adjacentes, assim, se a ORF Xf-2359 nio codificar uma pectato liase, restara uma
duvida sobre como a bactéria passa de um vaso para outro do xilema sem precisar
degradar a pectina presente na parede celular primaria e na lamela média. Em adigdo a
esta observagdo também ndo foi detectada a expressdo de um suposto precursor de
poligalacturonase (Xf-2466) (Simpson et al, 2000) em culturas de X. fastidiosa,
crescendo em meio PW sob condi¢des de baixa e alta densidade celular (Scarpari, 2001).

Dessa maneira, a importancia do estudo funcional das endoglicanases Xf-810,
Xf-818, Xf-2708 e da suposta pectato liase Xf-2359 se deve ao fato de que um

mecanismo patogénico importante envolve a degradacdo da parede celular vegetal por
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uma bateria de enzimas secretadas por fitopatogenos, que degradam a celulose e a matriz
de pectina por adi¢io de agua, quebrando as liga¢des glicosidicas (Herron et al., 2000).

Muitos genes relacionados com a produgio de exoenzimas em bactérias gram-
negativas foram estudados utilizando-se da tecnologia de disrup¢io génica. Em
Xanthomonas campestris pv. campesiris, sete fatores relacionados com a patogenicidade
necessarios para a produgdo de pectato liases, proteases, endoglicanase, amilase ¢ goma
xantana foram identificados por esta tecnologia (Tang et al., 1991).

Com a disrupgdo de celulases foi observada a importéncia dessas enzimas na
patogenicidade de muitos microorganismos como, FErwinia carotovora subsp.
carotovora (Mae et al., 1995), Claviceps purpurea (Muller et al. 1997), Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Jahr et al., 2000) e Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus (Laine et al., 2000), sendo que nesses dois ultimos microoganismos
endoglicanases foram essenciais para o desenvolvimento de sintomas nos hospedeiros.
Mutante de Pseudomonas solanacearum deficiente na producio de celulase (egl)
mostrou-se menos virulento apos inoculagio em plantas de tomate (Roberts et al., 1988).
A endoglicanase EngXCA de Xanthomonas campestris pv. campestris é importante nos
primeiros estagios da patogenicidade em nabo e rabanete. Quando essas plantas eram
inoculadas com os mutantes os sintomas demoraram um dia a mais para surgirem
{Gough et al., 1988; Gough et al., 1990).

Pectato liases de fitopatogenos também foram inativados por disrupgo e essas
mutagdes foram importantes para a confirmagio da importincia dessa enzima na
viruléncia do fungo patogénico de planta Nectria hematococca (Rogers et al., 2000) e de
Colletotrichum gloeosporioides em planta de abacateiro (Yakoby et al., 2001), mas ndo
mostrou-se essencial na patogenicidade de Glomerella cingulata (Bowen et al., 1995). A
produgdo de pectato liase pela bactéria Xanthomonas campestris possui relagdo direta
com o desenvolvimento dos sintomas de podriddo em tubérculos de batata e em
pimentdo (Liao et al., 1996).

Uma caracteristica comum entre enzimas extracelulares degradadoras produzidas
por microorganismos € a redundéncia, ou seja, muitos microorganismos apresentam

duas ou mais proteinas que possuem atividade enzimatica iguais ou similar (Goérlach et
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al., 1998), ou seja, a disrupgdo de um gene pode ser compensada por outras enzimas com
atividades similares, e assim, individualmente, enzimas que degradam a parede celular
podem ndo ser cruciais para patogenicidade de microorganismos, € uma bateria de tais
enzimas certamente contribui para o desenvolvimento de muitas doengas de plantas
(Sexton et al., 2000). A disrup¢do de apenas um gene em X. fastidiosa e a observagéo de
que nesse mutante ndo ocorreu diminui¢do de patogenicidade pode levar a uma
interpretacdo errada de que aquele gene ndo € importante para viruléncia da bactéria, por
outro lado o gene pode ser essencial e apenas a disrupgio dele possa ser suficiente para
alterar o nivel de patogenicidade da bactéria, essas duvidas s6 serdo esclarecidas
experimentalmente através da disrupgdo de cada gene, e se possivel todos eles
simultaneamente, e a analise de patogenicidade da bactéria apos inoculagdo em plantas
de citros ou em plantas hospedeiras alternativas como tabaco (Lopes et al, 2000; Alves
et al., 2003) ou vinca (Monteiro et al., 2001a).

Além das enzimas degradadoras da parede celular, a aderéncia do patdgeno
bacteriano as células eucaridticas € um passo critico para a colonizagdo e o sucesso da
infec¢do (Finlay & Falkow, 1997). A proteina metionina sulfoxide redutase € codificada
pelo gene msrdA tendo sido encontrada em uma variedade de organismos e tecidos
animais (Kuschel et al., 1999; Brot et al., 1981; Moskovitz et al., 1996). Esta proteina é
bastante estudada devido apresentar importante papel antioxidante nas células (Lowther
et al,, 2000; Douglas el al., 2004; Yermolaieva et al., 2004), e por apresentar papel
importante na adesdo de microorganismos (Leite et al., 2002; Wizemann et al., 1996). A
ORF Xf-1940 de X. fastidiosa apresenta similaridade de seqiiéncia de 2¢®’ com msr4 de

60 i .
le com msrA de  Escherichia coli

Synechocystis  sp. e de
(http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/).
A disrupgdo do gene que codifica a MsrA em muitos patogenos bacterianos
responsaveis por infec¢gdes em humanos resultou na perda da habilidade de colonizar
celulas hospedeiras (Taylor et al., 2003), sendo comprovado o envolvimento dessa
proteina na viruléncia de microorganismos patogenos de humanos como Escherichia coli
(Moskovitz et al., 1995; John et al, 2001; Wizemann et al., 1996), Streptococcus

prneumoniae, Neisseria gonorrhoeae (Wizemann et al., 1996), Mycoplasma genitalium
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(Dhandayuthapani et al,, 2001), em células de leveduras (Moskovitz et al., 1998) ¢
também foi demonstrado ser um fator de viruléncia para o patdégeno de planta Erwinia
chrysanthemi (Hassouni et al., 1999).

Xylella fastidiosa possui as cigarrinhas como importante vetor de disseminagdo
da doenga entre plantas, e devido a alta velocidade e pressdo com que a seiva do xilema
passa pelas pegas bucais e trato intestinal desses vetores, a ades@o da bactéria € essencial
para a colonizagio no inseto (Simpson et al., 2000). Assim a inoculagdo de X. fastidiosa
mutante para a produgiio da proteina MsrA nos insetos vetores serd importante para
avaliar se esta proteina participa neste processo. Também, esta proteina esta envolvida
no processo de aderéncia e formag@o de agregados nos vasos do xilema, que levam aos
sintomas da CVC (Leite et al., 2002).

Eventos de transformagdo e mutagénese por recombinagdo homodloga na
linhagem de X. fastidiosa de citros mostrou-se ser menos eficiente quando comparado
com linhagens de X fasfidiosa-PD, que apresentaram facilmente recombinagdo
homéloga por troca alélica (Feil et al., 2003). Por razdes ainda ndo estabelecidas, a
transformaco de X. fastidiosa parece ser dependente da linhagem da bactéria utilizada,
sendo que até o momento ndo foi possivel a transformagio das linhagens 9aSc, PR1111
e AR1111 que causam doenga em citros e das linhagens CA1111 e CA3124 que causam
doenga em café, sendo possivel apenas a transformagdo das linhagens de citros J1al2 e
B1l11(Monteiro et al,, 2001b). Possivelmente, a presenca de barreiras funcionais de
restricdio que degradam DNA exogeno, evidenciado pela presenga no genoma da
bactéria, de quatro endonucleases de restri¢do (Simpson et al., 2000) e a dificuldade do
cultivo desta bactéria, poderia contribuir para dificultar o evento de transformagdo.

Para testar a presen¢a de transformantes de X. fastidiosa linhagem J1al2 deste
presente trabalho, aliquotas das culturas transformadas foram analisadas por PCR com
primers especificos, confirmando a presenca de X fastidiosa mutantes contendo as
ORFs Xf-818, Xf-2359 e Xf-1940 substituidas pelo gene yfp e as ORFs Xf-810 e Xf-
1940 interrompidas pelo cassete JacZ-Km® confirmando a eficiéncia do método

utilizado. O evento de recombinago homoéloga com duas permutas foi possivel,
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demonstrando que o tamanho dos fragmentos 5°, entre 322 e 819 pb, e dos fragmentos
3’, entre 384 e 606 pb, sdo suficientes para a ocorréncia de recombinagio homologa.

No trabalho de Monteiro et al. (2001b) foram obtidos a transformagdo de X
Jastidiosa-CVC utilizando uma parte da OriC de 366 pb e também a OriC inteira de 1,9
kb oriundas da mesma bactéria, mas ndo obteve-se transformac¢do quando utilizado
plasmideo vetor sem a OriC. No presente trabalho foi obtido a disrupgéo das ORFs
utilizando tanto a OriC de 366 pb, que devido ao pequeno tamanho foi mais facil de
clonar nos plasmideos vetores, como também com a OriC de 1,9 kb, corroborando os
resultados obtidos por Monteiro et al. (2001b).

Até o momento ndo foi obtido resultado positivo por PCR da disrup¢io da ORF
Xf-2708, pela integragio do gene yfp, quando se utilizou primer especifico cuja
sequéncia esta presente no genoma de X. fasfidiosa e ausente no plasmideo vetor, mas
quando utilizou-se primers internos ao plasmideo vetor, o gene )fp estava presente. E
possivel ter ocorrido algum problema na escolha deste primer especifico.

A disrupgdo por recombinagio homologa com uma permuta ja foi obtida para X.
fastidiosa causadora da CVC (Silva Neto et al. 2002; Gaurivaud et al. 2002; Souza,
2002) e com duas permutas, como no caso deste trabalho, apenas um artigo foi
publicado utilizando a linhagem J1a12 (Gaurivaud et al., 2002), e Sousa (2002) tentou,
mas ndo obteve mutantes de X. fastidiosa J1al2 por troca alélica, demonstrado a
dificuldade da ocorréncia desse tipo de recombinagio homologa.

Mutantes de X. fastidiosa expressando o gene lacZ e o Kam" usados para
interromper as ORFs Xf-810 e Xf-1940 foram inoculados em meio PW liquido contendo
o antibidtico canamicina. ApoOs novas analises de PCR e Southern Blot para confirmar a
cultura somente com mutantes, estes serdo inoculados em plantas hospedeiras para
analise funcional no hospedeiro. A selecdo de coldnias individuais expressando o gene
yfp sera mais trabalhosa devido o fato de ndo existir um agente seletivo, que permita o
crescimento diferenciado das col6nias transformadas, como também existe o risco de
perda das bactérias X. fastidiosa mutantes devido a auséncia de uma pressio de selegio.
A presenca de um gene de resisténcia a antibidtico na construgdo dos plasmideos vetores

facilitaria a selegdo destas bactérias mutantes.
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No trabalho de Souza (2002) ndo foi observado sintomas em plantas inoculadas
com mutantes do operom gum de X. fastidiosa da linhagem J1al2 e nem com a linhagem
selvagem controle, indicando que esta linhagem seja avirulenta ou tenha sua viruléncia
reduzida. O autor sugere que € provavel que a linhagem J1al2 seja uma linhagem
naturalmente pouco virulenta ou que as sucessivas repicagens para a manutengdo em
laboratorio, tenham comprometido a sua capacidade de colonizar a planta e desenvolver
sintomas, apesar desta linhagem ter sido isolada de plantas sintomaticas para a CVC. Ja
foi comprovado que sucessivas repicagens em meio de cultura causa redugdo na
viruléncia da linhagem 9a5c de X. fastidiosa (Monteiro et al., 2001a). Souza et al. (2003)
também confirmaram a perda da patogenicidade da bactéria X. fastidiosa-CVC apds 46
repicagens com relagdo & bactéria recém isolada da planta, e utilizando DNA microarray
observaram que a maioria dos genes induzidos nesta tltima condig@io eram associados
com a adesdo e provavelmente com a adaptagdo ao ambiente do hospedeiro, sugerindo
que a falta ou diminuigdo da express@o desses genes na bactéria que sofreu muitas
repicagens em meio de cultura, poderia ser responsavel pela alteragdo da sua
patogenicidade.

Os mutantes produzidos neste trabalho poderfio ser inoculados em plantas
hospedeiras de tabaco (Lopes et al. 2000; Alves et al., 2003) ou vinca (Monteiro et al,,
2001a) ou até mesmo em plantas de citros, para a andlise funcional biologica da
importdncia desses genes na patogenicidade da bactéria. Maiores esfor¢os devem ser
voltados para a obtengdo de mutantes de X fastidiosa da linhagem 9aSc,
comprovadamente virulenta, para confirmacio dos resultados que serdo obtidos das
plantas infectadas com mutantes de X. fastidiosa linhagem J1al2.

X. fastidiosa mutante para a adesina MsrA, além de ser inoculada em plantas
hospedeiras também sera utilizada para estudos do processo de adesdo da bactéria no
apareltho bucal e no trato intestinal de insetos vetores. Também seria importante a
produgdio de mutantes de X. fastidiosa apresentado a disrupg@o de todas as ORFs que
codificam exoenzimas simultaneamente, pois como apresentado anteriormente, existe a

redundéncia de enzimas extracelulares produzidas por microorganismos (Gérlach et al.,
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1998) e a disrupgdo simultdnea dessas ORFs podera permitir melhor caracterizago desta

classe de enzimas na patogenicidade da bactéria.



6 CONCLUSOES

Com o seqiienciamento e a observagio da expressdo da proteina amarela
fluorescente em microscopio de fluorescéncia, dos plasmideos pSGS, pSG15,
pSG26 e pSGS9 na bactéria £. coli, confirmou-se a correta construgdo dos
vetores para a disrupcdo das ORFs Xf-818, X{-2359, Xf-2708 e Xf-1940,

respectivamente, utilizando a estratégia de substitui¢io da ORF pelo gene yfp.

Com a obtengdo de colonias de E. coli apresentando os plasmideos pSG31,
pSG52 e pSGS3, resistentes ao antibidtico canamicina e a expressdo do gene
lacZ conferindo coloragdo azul as coldnias, em meio contendo substrato X-Gal,
foram confirmados a correta construcdo dos vetores para a disrupgdo das ORFs
Xf£-810 (pSG31) e Xt-1940 (pSG52 e pSGS3), usando a estratégia de interromper

a ORF com o cassete JacZ-Km®.

Obteve-se a disrupgdo das ORFs Xf-810, Xf-818, Xf-1940 e Xf-2359 de X
fastidiosa linhagem J1al2,. confirmadas por PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) utilizando oligonucleotideos especificos, demonstrando a obtengdo

de bactérias mutantes.

A selecdo de colonias de bactérias de X. fastidiosa transformadas e
individualizadas, poderfo ser utilizadas como importante estratégia para estudo
funcional dessas ORFs, que codificam exoenzimas e uma adesina, na
patogenicidade da bactéria e nos estudos do mecanismo de disseminacdo da

doenga pelos insetos vetores.



ANEXOS
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Anexo A - Meio de cultura LB - “Luria-Bertani” (Sambrook et al., 1989):

Extrato delevedura ... 5g

NaCl .. 10g
Triptona ..........cc........ 10g
Agua destilada ........... completa para 1 L

O pH do meio era de 7,0. O meio de cultura foi esterilizado através de
autoclavagem a 121°C, 1 atm, durante 20 minutos. Para o preparo do meio sélido,

adicionou-se 15 g/L. de agar antes da autoclavagem.
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Anexo B - Preparo de células competentes de Escherichia coli

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

Pré inocular “over night”, em 10 mL. de meio SOB, uma col6nia de £. coli DH5a. de
uma placa de LB recente, incubar a 37 °C por 16 horas, sob agitacio constante de

220 rpm,;

Inocular 1 mL do pré-indculo em 100 mL de meio SOB enriquecido com 1 mL de
MgSO;s 1 M e 1 mL de MgCl, 1 M, incubar nas mesmas condigdes de temperatura e

rotagdo até atingir D.O.¢p0nm entre 0,45 a 0,55;

Transferir a cultura para tubo de 200 mL de polipropileno da centrifuga Sorvall GSA
autoclavado e a 0 °C, e deixar no gelo por 10 minutos. A cultura foi centrifugada a

3500xg por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado;

O precipitado resultante foi ressuspendido em 15 mL de tampdo RF1 gelado e

deixado no gelo por 15 minutos;,

Em seguida a suspensdo foi centrifugada a 3000xg, por 10 minutos, a 4°C;

O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 8 mL de tampio

RF2 gelado e foi deixado no gelo por 30 minutos;

Aliquotas de 200 pL foram distribuidas em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
previamente resfriados. Esses tubos foram congelados em nitrogénio liquido e

estocados a — 70 °C até o momento de uso.



SOB (para 1 L):

Triptona .................. 20g
Extrato delevedura. 5¢g
NaCl ... 0,586 g
KCl i 0,186 g

RF1 (para 250 mL):

KAc30mM ... 7,5 mL solugdo 1M pH 7,5
RbCI 100 mM ......... 3g

MnCl 50 mM .......... 25g

CaCl, 10 mM .......... 0,38¢g

Glicerol 15 % (p/v).. 37,5g

Ajustar o pH para 5,8 com acido acético 0,2 M e filtrar em millipore 0,2 pm.

RF2 (para 250 mL):

MOPS 10mM ......... 5 mL solugdo 0,5M pH 6,8
RbCI10mM ... 03g

CaCL75mM ... 2,75¢g

Glicerol 15 % (p/v)... 37,5g

Ajustar o pH para 6,8 com NaOH 2,0 M.



Anexo C — Preparo de X-Gal/IPTG 2X
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Anexo D - Tampédo CTAB 10 % (para 100 mL):

CTAB ..., 2g
NaCl1,4M ... 28 mL de NaCl 5 M
EDTA100mM .................. 4 mL EDTA0,5M

Tris-HCl 100 mM pH 8,0 ... 10 mL Trnis-HCl 1 M
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