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Introducao e Estado da Arte

Bactérias do género Xanthomonas estdo entre 0os microrganismos invasores de
plantas que utilizam um amplo arsenal de hidrolases glicosidicas (GHs) para degradacao
da parede celular vegetal [1]. Este género, em geral, causa doencgas a diversos tipos de
plantas de interesse comercial. A espécie Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), por
exemplo, causa o cancro citrico, o qual € caracterizado pela formacao de lesdes circulares
com aspecto “watersoaking” (lise da célula do hospedeiro com liberacdo de 4gua e
nutrientes para o apoplasto), formando pustulas inicialmente brancas ou amareladas, que
se tornam mais amarronzadas e espessas com o avan¢o da doenga [2]. A infeccdo das
plantas por estas bactérias ocorre através dos estomatos e em lesdes nas folhas ou ramos,

resultando em grandes perdas de produtividade [2].

No genoma de Xac sdao encontrados mais de 100 genes que codificam GHs, das
quais menos de 5% ja foram caracterizadas [1, 3, 4]. O restante possui identidade de
sequéncia inferior a 40% com proteinas de estrutura conhecida, consistindo num
reservatorio de potenciais novas estratégias de desconstrucio da parede celular vegetal.
Devido a sua aplicacdo na producao de biocombustiveis e outros produtos com alto valor
agregado a partir de residuos agroindustriais, as GHs possuem grande interesse

tecnoldgico. Apesar do interesse primdrio na celulose, a sustentabilidade econdmica da



utilizacdo da biomassa vegetal para produgdo de etanol e outros produtos quimicos é
dependente também do desenvolvimento de novas tecnologias para o uso das

hemiceluloses, das quais as mananas constituem uma fracao significativa [5].

Estudos em andamento feitos pelo nosso grupo de pesquisa identificaram que Xac
€ capaz de crescer em meio minimo contendo glucomanana como principal fonte de
carbono, indicando que ela apresenta um sistema de degradacgao, captacdo e utilizacao
dedicado a esse polissacarideo. Em seu genoma, foram encontrados genes que codificam
proteinas potencialmente relacionadas com a degradacdo de mananas, dentre as quais
duas apresentam homologia com B-mananases (XAC1796 e XAC3522). Tais enzimas sdo
alvos de estudos estruturais e bioquimicos de uma das alunas de doutorado do nosso
grupo, que visa elucidar o modo de acdo das mesmas e avaliar seu potencial
biotecnolégico. Porém, o papel biolégico dessas proteinas bem como sua importincia

para a patogenicidade de Xac ainda sao pouco compreendidos.

Assim, para entender a fungdo de XAC1796 e XAC3522 in vivo, pretendemos, no
presente projeto, produzir bactérias nocaute para esses genes e avaliar a capacidade das
mesmas de utilizar a glucomanana como fonte de carbono e de induzir a formac¢ao do
cancro citrico. Tais estudos podem contribuir para um melhor entendimento sobre as
estratégias moleculares utilizadas por Xanthomonas spp. para utilizar carboidratos da
parede celular vegetal. Além disso, caso se confirme a relevancia desses genes para a
patogenicidade de Xac, os resultados desse trabalho podem vir a contribuir para o

desenvolvimento de novas estratégias de controle para o cancro citrico.

Objetivos

Este projeto apresenta como objetivo geral avaliar o papel dos genes XAC3522 e
XAC1796 na utilizagdo de glucomanana por Xanthomonas citri e na sua patogenicidade.

Visto isso, temos como objetivos especificos:

1) Fazer o nocaute génico simples e duplo das duas -mananases de Xac
(XAC3522 e XAC1796);

2) Construir os vetores de complementagdo para esses dois genes;

3) Avaliar o crescimento em glucomanana e a viruléncia das bactérias

nocauteadas e complementadas.



Metodologia

Produgdo de bactérias nocaute para determinado gene

Para delecdo de genes em Xac serd utilizada metodologia ja descrita [6, 7]. Em
resumo, fragmentos de 1000 pb a montante e a jusante do gene de interesse serdao
amplificados por PCR e ligados um ao outro em fase de leitura. O fragmento de
aproximadamente 2000 pares de base serd clonado no vetor suicida pNTPS138 e a
constru¢do confirmada por sequenciamento de DNA. O plasmideo recombinante serd
introduzido em Xac por eletroporagdo e os clones positivos serdo selecionados em meio
LBON contendo ampicilina (100 pg.ml') e canamicina (50 pg.ml!). As coldnias
selecionadas serdo plaqueadas em meio LBON contendo ampicilina e canamicina ou
ampicilina e 5% sacarose. ColOnias sensiveis a canamicina mas que crescerem na
presenca de sacarose serdo selecionadas e testadas por PCR de colonia para a auséncia do
gene nocauteado. Para confirmar a dele¢do, o fragmento de DNA referente ao locus
deletado serd amplificado usando os oligonucleotideos flanqueadores de suas
extremidades 5’ e 3’ e sequenciado usando-se oligonucleotideos internos. Dois mutantes
independentes de cada gene nocauteado serdo selecionados e comparados a bactéria
selvagem quanto a taxa de crescimento em meio minimo contendo glucomanana como
principal fonte de carbono e a capacidade de induzir a formacdo de cancro em folhas de
laranjeira. Ensaios quantitativos serdo realizados pelo menos em triplicata e as andlises
estatisticas serdo feitas utilizando o programa Origin8.1 (OriginLab). Ensaios de
complementacdo das bactérias nocaute com os genes de interesse clonados em plasmideo
pLALSG [8] serdo realizados para se validar a relacdo causal entre o gene nocauteado e o

fendtipo observado.



Produgdo de vetores de complementagcdo

Para a producio dos vetores de complementacdo, as ORFs XAC1796 e XAC3522
serdo amplificadas a partir do DNA gendmico da linhagem 306 de Xac por PCR, clonada
em vetor PGEM e subclonada em plasmideo pLAL®6 [8] utilizando protocolos de biologia
molecular padrdes descritos em manuais de laboratério [9]. Clones positivos serao

validados por sequenciamento de DNA.

Curvas de crescimento

O crescimento das bactérias selvagem, nocaute e complementadas serd
monitorado pela medida da DOgsoonm de culturas de bactérias crescidas a 30 °C em meio
minimo na presenca de glucomanana. Os indculos serdo realizados em triplicata a partir
de pré-culturas crescidas durante a noite, lavadas, ressuspendidas em meio minimo e
quantificadas para o preparo de in6culos iniciais com DOgoonm a 0,1. Os indculos serdao

agitados continuamente a 200 rpm e mantidos a 30 °C.

Infiltracdo bacteriana em folhas de laranjeira

Ensaios in planta serdo realizados por infiltracdo em folhas de laranja (Citrus
sinensis) das cepas de Xac em estudo, de acordo com metodologias ja descritas [6, 10,
11]. Em resumo, bactérias selvagens (controle positivo), nocautes para o gene de interesse
e complementadas serdo crescidas por 48 h a 30 °C em meio LBON contendo ampicilina.
Em seguida, elas serdo suspendidas em dgua, diluidas serialmente e plaqueadas para se
estimar a concentracdo de células. Folhas de laranjeira serdo infiltradas com 0,1 ml de
uma suspensio de Xac contendo aproximadamente 10° ou 10° células.ml’ e
posteriormente avaliadas quanto a presenga de sintomas de cancro como descrito em [12].
Basicamente, as plantas serdo mantidas em casa de vegeta¢ao com temperatura controlada
(28°C), por periodo de tempo desejado e, entdo, folhas infectadas serdo removidas para
andlises. A progressdo e perfil das lesdes do cancro originadas pelas cepas de Xac serdo

observadas em microscépio 6ptico invertido.
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