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1. Introducgao

Xanthomonas citri (X. citri) € uma bactéria fitopatogénica capaz de colonizar
arvores frutiferas como laranja doce, liméao, entre outras, causando a doen¢a chamada
cancro citrico. Ndo existem drogas para a inibicdo do crescimento desta bactéria e a
unica forma de controle é a poda das arvores contaminadas e de milhares adjacentes a
estas, o que causa grandes perdas econOmicas ao Brasil, 0 segundo maior exportador
de laranja e suco no mundo. O estudo sobre a fisiologia e metabolismo desta bactéria é
de fundamental importancia para o desenvolvimento de novas estratégias de contencgao
gue possam minimizar tais perdas e serem mais efetivas no tratamento. Neste sentido,
nosso grupo tem trabalhado na caracterizagdo de transportadores do tipo ABC desta
bactéria envolvidos no transporte de ions como sulfato, nitrato e fosfato. Tais elementos
sdo de fundamental importancia para o crescimento de qualquer organismo e a delegao
de componentes destas vias de transporte em X. citri tem mostrado uma associacéo
direta com o desenvolvimento do cancro. Dentro do mecanismo de captagao de fosfato,
duas proteinas, PhoX e PstS, mostraram relevancia em situagdes de caréncia deste
ion, com niveis de expressao extremamente aumentados. Apesar das proteinas PhoX e
PstS apresentarem alta identidade de sequéncia de aminoacidos (60%), PhoX foi
produzida 16,4 vezes mais do que a proteina PstS nestes experimentos, sugerindo
diferencas no perfil de atividade das mesmas. Para estudar o papel de ambas as
proteinas na fisiologia da X. citri e desenvolvimento do cancro, utilizamos uma
abordagem funcional baseada em experimentos de protedmica, expressao e purificagdo
e construcdo de mutantes, e uma abordagem estrutural baseada em analises de
bioinformatica e modelagem molecular.

O presente projeto tem como objetivo completar a caracterizagdo e comparagéo
destas proteinas para finalizagdo de um artigo cientifico, com foco em ensaios in vivo, a
partir da infeccdo da bactéria em plantas de laranja-doce Citrus sinensis. Devem ser
realizados dois tipos de experimentos: (i) analise da expressdo de ambas as proteinas
monitorada através de ensaios de Western blot utilizando anticorpos especificos e (ii)
realizagdo de ensaios de complementacdo da fungdo da PstS em Citrus sinensis
utilizando linhagens mutantes transformadas com o plasmideo portador do gene pstS.

2. Objetivos

a. realizar experimentos de complementagao da funcao da PstS de X. citri durante
a infeccao de folhas de Citrus sinensis;

b. monitorar a expressao das proteinas PhoX e PstS em ensaios in vitro e in
vivo;



C. expressar e purificar a proteina PstS de X. citri para realizagdo de ensaios
espectroscopicos e comparagdo com 0s ensaios ja realizados de PhoX.

3. Metodologia empregada

a. Complementacao de X. citri com o gene pstS

Os experimentos de complementacao serao realizados com a linhagem de X. citri
portadora de delecdo no gene pstS transformada com o plasmideo
pstSpkX33_pstS. Infiltragdes 10° UFC/mL serdo realizadas nas folhas de Citrus
sinensis para avaliagdo e acompanhamento visual do fenétipo durante 14 dias.
Além disso, regides de 1 cm® serdo excisadas das folhas contendo cancro,
submetidas a diluigdo seriada para o acompanhamento do numero de unidades
formadoras de colbnias (UFC/mL) também durante 14 dias. Isso permitira
acompanhar a progressdo do cancro e averiguar a magnitude do crescimento
bacteriano. Experimentos serdo realizados em triplicatas em dias diferentes e

receberdo tratamento estatistico pertinente.

b. Testes de expressdo da proteina PstS e PhoX in vitro e in vivo por
western blotting

Folhas de Citrus sinensis seréo infectadas com as linhagens selvagem e mutante

de X. citri e monitoradas para a expressao das proteinas durante 14 dias, em

intervalos de 24 horas. A cada 24 horas, as folhas serao retiradas, processadas e

usadas para a detecgao das proteinas de interesse por Western Blot utilizando-se

os anticorpos especificos contra PstS e PhoX.

c. Analise funcional da proteina PstS e comparagao com PhoX

Apos a expressao da proteina PstS em células de E. coli e purificagdo por
cromatografia de afinidade, a proteina serd submetida aos ensaios
espectroscopicos de CD e fluorescéncia para monitoramento do conteudo de

estrutura secundaria e estabilidade térmica. Os dados serdo comparados com os

jea obtidos para a proteina PhoX.
d. Finalizacdo do artigo cientifico

Os resultados serdo utilizados para a finalizagdo de um artigo cientifico no qual o

aluno participante do projeto sera um dos autores.



