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Resumo

A enzima PHA sintase atua na sintese de poli-hidroxialcanoatos, que na forma de granulos intracelu-
lares constituem substancias de reserva da célula e podem, ainda, dar formagéo a biopolimeros. Um
mutante de Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) foi identificado como tendo a subunidade E da
enzima PHA sintase mutada. Este mutante quando inoculado em planta citrica hospedeira foi capaz
de induzir sintomas de cancro-citrico distinto do que normalmente é observado para a Xac selvagem.
Através de inoculagdo em planta hospedeira o perfil de crescimento da Xac selvagem e da Xac mu-
tada na enzima PHA sintase foi avaliado, comparou-se o crescimento dessas bactérias, selvagem e
mutante de Xac ao longo da infec¢do. As curvas de crescimento revelaram que o mutante de Xac
para a enzima PHA sintase cresceu menos que a Xac selvagem nos dois primeiros dias de infec¢éao,
contudo, a partir dai nao foi encontrada diferenca significativa de crescimento entre selvagem e mu-
tante, até o periodo final de infeccao, que foi de 14 dias. Visando a estudos estruturais da subunidade
E da enzima PHA sintase da Xac, o gene codificador desta proteina foi clonado em vetor de expres-
sdo, e a proteina recombinante foi produzida em Escherichia coli na forma solavel.

Palavras-chave adicionais: PHA sintase; proteina recombinante; mutante; Xanthomonas citri;
interacao planta-patégeno.

Abstract

The enzyme PHA synthase plays a role in the synthesis of polyhydroxyalkanoate, which in the form of
intracellular granules constitute food reserve to the cell, and can still form biopolymer. A Xanthomonas
axonopodis pv. citri (Xac) mutant was identified as having mutated the E subunit of the enzyme PHA
synthase enzyme. When inoculated in citrus plants this mutant induced citrus canker symptoms dis-
tinct from those normally induced by the wild Xac. The growth pattern of the wild Xac and the mutated
Xac were evaluated during the infection process in citrus host. The mutant grows less than the wild
Xac in the first two days of infection, and for the other 12 days after infection evaluation no differences
were observed. Aiming to further structural studies of the E subunit of PHA synthase, the gene en-
coding this protein was cloned in an expression vector and the recombinant protein was produced in
Escherichia cofi in a soluble form.

Additional keywords: PHA synthase; recombinant protein; mutant; Xanthomonas citri; plant-
pathogen interaction.

Introducao MASCARIN, 2007), a produtividade da cultura de

citros em larga escala pode chegar a atingir até

O Brasil, a partir da década de 80, tor- 40 toneladas por hectare (DONADIO, 1988). A

nou-se o maior produtor mundial de laranjas, e Cultura € suscetivel a um elevado nimero de
até hoje detém a liderangca mundial no comércio  doengas com grande potencial de destruigéo,
de suco de laranja, atividade que contribui signi- dentre as quais se destacam a tristeza dos citros
ficativamente para o saldo positivo da balanga (que devastou pomares nas décadas de 1930 e
comercial brasileira (NEVES & LOPES, 2005). 1940), a clorose variegada dos citrus (CVC -
Com uma produgéo de 18,2 milhdes de amarelinho), causada pela Xyllela fastidiosa
toneladas em 27 mil estabelecimentos rurais, em  (LARANJEIRA & PALAZZO, 1999), o cancro-
cerca de 820 mil hectares no Pais (MOLIN & -citrico, causado pela bactéria fitopatogénica
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Gram-Negativa Xanthomonas axonopodis pv.
citri (Xac) (NAMEKATA et al., 1996), e recente-
mente o greening, uma doenga causada pela
bactéria Candidatus Liberibacter spp, descoberta
no Brasil em 2004 e que vem alastrando-se e
causando prejuizos cada vez maiores a citricul-
tura (BOVE, 2006), o que vem inspirando o es-
tudo deste fitopatdégeno que teve o seu genoma
sequenciado (DUAN et al., 2009).

O cancro-citrico pode ser encontrado
em, pelo menos, 30 paises, sendo endémico em
todos os produtores da Asia e em varios outros
da América do Sul (FEICHTENBERGER et al.,
1997). Essa doenca foi introduzida no Brasil na
década de 1950, trazida do Japdo em mudas de
citros infectadas que entraram ilegalmente no
Pais (HASSE, 1987). No intuito de estudar em
detalhes os mecanismos utilizados pela Xac no
processo de infecgdo, em 2002, o agente do
cancro-citrico teve seu genoma completamente
sequenciado, revelando um total de 4.428 pro-
teinas codificadas (DA SILVA et al, 2002). A
gendmica funcional tornou-se entdo uma pode-
rosa ferramenta para o estudo e entendimento
do patossistema citros-Xac, possibilitando a
identificacdo de genes bacterianos responsaveis
ou supostamente responséveis pela adaptacao e
desenvolvimento do patégeno no hospedeiro
vegetal.

Dentre as estratégias disponiveis para o
estudo de como esses genes atuam e sdo res-
ponsaveis pela indugcao dos sintomas de cancro-
citrico e disseminagdo do patégeno, a mutagé-
nese ao acaso por insergao aleatéria de transpo-
son constitui-se numa metodologia eficiente para
o estudo de variagdes fenotipicas da patogenici-
dade, detectadas por alteragdes nos sintomas
induzidos nas plantas que podem ir desde alte-
racdes mais ou menos discretas até a auséncia
completa dos sintomas (LAIA et al. 2009).

A existéncia de uma biblioteca de mu-
tantes de Xac por insercao aleatéria de transpo-
son (LEVANO-GARCIA et al., 2005) possibilitou
a identificacdo de um mutante nocau-teado para
0 gene que codifica a subunidade E da PHA
sintase (phakE), cuja inoculacdo revelou altera-
cOes discretas nos sintomas tipicos de cancro
induzidos em plantas citricas hospedeiras (LAIA
et al. 2009).

Os poli-hidroxialcanoatos (PHAs) sao
biopolimeros produzidos por inUmeras bactérias
sob  condigbes apropriadas de  cultivo
(PIEMOLINI et al., 2004). Fisiologicamente, sédo
macromoléculas de reserva energética, geral-
mente acumulados intracelularmente, na forma
de granulos no interior das células, os quais po-
dem representar até 80% da massa seca total
das células (RODRIGUES, 2005). Sob limitacao
de nutrientes essenciais, como nitrogénio, fos-
fato, enxofre ou oxigénio, e na presenga de sufi-

ciente fonte de carbono (PIEMOLINI et al., 2004),
bactérias Gram-Nega-tivas ou Gram-Positivas,
facilmente encontradas na natureza em efluen-
tes, solo e agua do mar, sdo capazes de acu-
mular PHAs (BYRON, 1987). Na biossintese de
PHAs, a principal enzima controladora é a PHA
sintase (PhaC), a qual usa o substrato pB-
hidroxiacil Coenzima A para polimerizacao
(SHEU et al., 2000). Todas as bactérias estuda-
das até o momento apresentam pelo menos uma
PHA sintase, em alguns géneros apresentando
duas sintases, sendo ambas capazes de catali-
sar a formacdo de uma ligagdo éster entre os
grupos hidroxila e carbonila dos substratos
hidroxiacil--coenzima A (HA-CoA) (PIEMOLINI et
al., 2004).

A PHA sintase pode ser classificada em
4 tipos. O tipo | e o tipo Il consistem em somente
um tipo de subunidade (PhaC), com peso mole-
cular entre 61 e 68 kDa (REHM &
STEINBUCHEL, 1999). A PHA do tipo IIl é for-
mada pelas subunidades PhaC e PhaE (SHEU et
al.,, 2000), com peso molecular ao redor de 40
kDa (REHM, 2003) e a PHA do tipo IV (e.g.
Bacillus megaterium), que € semelhante a da
classe Ill, porém com a subunidade PhaE sendo
substituida pela PhaR, com peso mole-cular em
torno de 20 kDa (McCOOL & CANNON, 2001).

Neste trabalho, um mutante da subuni-
dade PhaE da PHA sintase de tipo Ill de Xac foi
analisado por inoculagdes em plantas hospedei-
ras suscetiveis ao cancro-citrico, e foi produzida
a proteina recombinante da PhaE em E. col,
fusionada a uma etiqueta de histidina na extre-
midade amino-terminal e a uma proteina de fu-
sdo denominada SUMO, que é uma pequena
ubiquitina modificada, composta de aproxima-
damente 100 aminoacidos e que esta envolvida
em varios processos celulares, como regulacao
da transcricao, organizagdo cromossomal, trans-
porte nuclear, reparo no DNA e em transducao
de sinais (KULIOPULOS & WALSH, 1994).

Material e Métodos

Manutencdo e Cultivo de Xanthomonas
axonopodis pv. citri (Xac)

A partir de estoques a —80 °C em meio
TSA (10 g de triptona, 10 g de sacarose, 1 g de
Na+ glutamato, 15 g de agar e agua destilada
suficiente para 1L) contendo glicerol a 15%, o
isolado selvagem 306 de Xac e o mutante de
Xac foram cultivados em meio de cultura TSA.
As células foram multiplicadas em tubos de en-
saio contendo 3 mL de meio de cultura sob agi-
tacdo de 200 rpm, ou em placas de Petri, em
estufa a 28 °C. Quando se fez necessario, no
caso dos mutantes, 100 pug mL" de canamicina
foram adicionados ao meio de cultura.
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Obtencao e Inoculacdo do Mutante da PHA
sintase

O mutante do gene correspondente a
ORF XAC2047 (11A4) de Xac foi obtido por in-
sercao aleatéria do transposon Tn5, a partir do
kit EZ::Tn (Epicentre®) (LEVANO-GARCIA et al.,
2005), e a identificagdo do gene nocauteado foi
realizada por sequenciamento das bordas de
insercdo do “transposon” no DNA gendmico
(LAIA et al., 2009). O mutante 11A4 foi inoculado
a 10% ufc mL" nos espacos intercelulares das
folhas de mudas de limoeiro-cravo por pressao
com uma seringa sem agulha, em dois pontos do
lado direito da folha, e a bactéria selvagem, em
dois pontos do lado esquerdo da mesma folha. O
desenvolvimento de sintomas foi acompanhado
por trés semanas e registrado em fotografias
digitalizadas. Como controle, foi inoculada a
bactéria Xac selvagem no lado esquerdo das
mesmas folhas inoculadas com o mutante.

Caracterizacao molecular do mutante 11A4

Para a caracterizagdo molecular do l6cus
mutado, 10 ug da construgcéo (pBS11A4) do fra-
gmento gendmico contendo o gene XAC2047
interrompido pelo transposon, clonado no sitio
Sacll do sitio multiplo de clonagem do vetor
pBSKIl, foram digeridos com 10 unidades de
enzimas de restricdo, nas seguintes combina-
cbes: EcoRl/Sacl, BamHI ou Hindlll. As diges-
tdes foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1%, em tampao 1X TAE (SAMBROOK
et al., 1989), por 2 h, a 120 V. O gel foi corado
com 3 uL de brometo de etideo 10 mg mL™" adi-
cionado no preparo do gel e no tampao de ele-
troforese. A andlise de restricdo realizada in
silico a partir do l6cus PHA da Xac, no programa
Sequencher 4.5, foi comparada com o padrao de
digestdo analisada em gel de agarose, da cons-
trucdo sequenciada na identificagdo do gene
nocauteado.

Curvas de crescimento

Cultivos da bactéria Xac selvagem e do
mutante 11A4, estocados em meio TSA con-
tendo 15% de glicerol, foram semeados em meio
TSA solido (adicionado de canamicina, no caso
do mutante) e incubadas a 28 °C por dois a trés
dias. Ap6s o desenvolvimento de massa
bacteriana, uma quantidade suficiente de
bactérias foi transferida com palitos auto-
clavados para tubos de 50 mL, contendo 10 mL
de agua milli-Q estéril, seguido de agitagdo em
vértex até obtencdo de uma suspenséo
homogénea de bactérias.

Cada um dos inéculos foi padronizado
para 10% ufc mL" com a utilizagdo do aparelho
Biofotobmetro (Eppendorf) a 600 nm, em seguida
inoculados em mudas de Citrus limonia (limao-
cravo), de modo a preencher toda a area foliar.

Para cada um dos tempos da curva de
crescimento (0; 2; 6; 8; 10; 12 e 14 dias apds a
inoculagcao), foram retirados discos das folhas
com 0,8 cm de didmetro, sendo que cada disco
foi transferido para um tubo de 1.500 pL,
contendo 1 mL de agua estéril. Utili-zando uma
furadeira elétrica contendo bastdo macerador de
plastico com ponta no formato do fundo do tubo,
os discos foram macerados. Em seguida, foram
procedidas diluicdes seria-das de 10" a 10° para
cada condicdo experi-mental. De cada uma das
diluicdes, foram semeados 10 pL em meio TSA
sélido, distribuidos de forma a se obterem 9
micro-gotas enfileiradas (método de microcolénia
de ROMEIRO, 2001). Numa mesma placa, foram
aplicadas todas as dilui¢des em ftriplicata, sendo
em seguida incubadas a 28 °C por dois dias,
para se visualizarem as coldnias de bactérias
vidveis e entdo conta-las. A partir destes dados,
foram obtidos gréficos de curva de crescimento
in planta, onde o Log UFC cm™ compde o eixo Y
(ordenada), e os dias apéds inoculacéo a abscissa
(X). As curvas de crescimento foram estimadas a
partir de trés experimentos independentes.

A partir das médias das trés réplicas
biolégicas realizadas em triplicata para cada
ponto, obteve-se o Desvio-Padrao utilizando a
funcdo DESVPAD do programa Excel da Mi-
crosoft. O Erro-Padrdo, que expressa os erros
potenciais relativos a cada marcador de dados
em uma seqiéncia de dados, foi encontrado
dividindo o Desvio-Padrao pela raiz do ndmero
de repeticdes de cada ponto.

Isolamento e Clonagem do Gene da subuni-
dade E da PHA sintase em vetor de expressao

Os oligonucleotideos forward2047 (5'-
ATGGCAAGCAGCGGTTCGGAC-3)) e
reverse2047 (5-
AACGGAGAATTCATGCCTGCG-3') foram sinte-
tizados e utilizados para a amplificacdo e isola-
mento do gene, desde a metionina inicial até o
cédon de terminacdo. As reagdes de PCR foram
realizadas com 100 ng de DNA de um clone de
cosmideo (0DH11), 10 pmoles de cada oligonu-
cleotideo, 1U de Taq DNA Polimerase Hi fidelity
(Invitrogen), 200 um de dNTPs, 50 mM de
MgSO, e 1X tampao de Taq polimerase (Invitro-
gen), num termociclador Perkin Elmer da Appied
Biosystems (PCR System 9700 Gene Amp®) e
um programa com desnaturagao inicial de 95 °C,
por 2 min; seguidos de 35 ciclos de 95 °C, por 30
s; 50 °C, por 30 s, e 72 °C, por 2min e 30 s. O
produto de PCR correspondendo ao gene da subu-
nidade E da PHA sintase foi clonado no vetor de
expressao pET-SUMO (Invitrogen), resultando na
construgdo pET-SUMO2047 para a producdo da
proteina fusionada a uma etiqueta de HIS-6-
SUMO na porgdo N--terminal da proteina. Cé-
lulas de E. coli, linhagem One Shot® Mach1™:-
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T1R quimicamente competen-tes (Invitrogen),
foram transformadas, e col6nias isoladas foram
utilizadas para minipreparagédo de DNA plasmi-
dial conforme SAMBROOK et al.(1989). A partir
destas preparagdes de DNA, os clones de inte-
resse foram sequenciados. As reagbes de se-
guenciamento constaram de 4,0 puL de agua bi-
destilada estéril, 3,0 uL de tampéao de sequencia-
mento, 1,0 uL de BigDye v3, 1,0 uL de DNA
plasmidial (~100 ng) e 1,0 uL do oligonucleotideo
iniciador SUMO forward (5
AGATTCTTGTACGACGGTATTAG-3’)  (Invitro-
gen) ou do oligonucleotideo iniciador T7 reverse
(5-TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3") (Invitro-
gen).

As reacbes de sequenciamento segui-
ram os seguintes ciclos de amplificacdo; 96 °C
por 10's, 52 °C por 5 s e 60 °C por 4 s, repetindo
esses ciclos por 35 vezes. Ao término dos ciclos,
as amostras foram mantidas a 4 °C até o uso. A
lavagem das reagdes de sequenciamento deu-se
em seguida, adicionando 80 uL de isopropanol a
75% a cada amostra. Apos 15 min a temperatura
ambiente, as amostras foram centrifugadas a
10.000 x g em centrifuga de placas Rotanta 46R
(Hettich), por 30 min, a 22 °C. Apés precipitacao
do DNA, o sobrenadante foi descartado, e as
amostras foram lavadas duas vezes, com 200 uL
de etanol a 70%, seguido de centrifugagao a
10.000 x g, por 15 min, a 20 °C. As amostras
foram secas em bomba de vacuo por 5 minutos e
submetidas ao sequencia-mento em um sequen-
ciador automatico ABI 3700, conforme metodolo-
gia sugerida pelo fabricante do equipamento
(Applied Biosystems). Os cromatogra-mas foram
analisados por meio do programa Bioedit
v.7.0.5., e aqueles que tiveram bom rendimento
foram submetidos a analise de montagem para a
verificagdo das ORFs no programa Sequencher
4.5. O clone que se ligou na orientacao correta e
nao sofreu nenhuma mutagéo foi utilizado para
transformagédo de células de E. coli linhagem
BL21(DE3) (Invitrogen). Clones isolados foram
anali-sados para a expressao da proteina hete-
réloga em pequena escala.

Expressao e Purificacdo de Proteina Recom-
binante

A partir da construgdo de expressdo, um
clone de E. coli produtor da PHA recombinante da
Xac foi utilizado para se analisar a solubilidade da
proteina. Através da andlise em gel de SDS-PAGE,
foi demonstrado que a proteina HIS6-SUMO-PhaE
sintase havia sido produzida em grande quantidade
e na forma soluvel. Este clone foi, portanto,
utilizado para a producdo em larga escala da
proteina PhaE sintase fusionada a etiqueta HIS-
-6/SUMO. Para isto, o clone produtor foi inoculado
em 50 mL de meio LB (1% de NaCl, 1% de triptona
e 0,5% de extrato de levedura) contendo 30 pg mL’

' de canamicina, e in-cubado durante 8 h a 37 °C
com agitacdo a 250 rpm. Posteriormente, 10 mL
foram transferidos para 4 frascos contendo 1 L de
meio LB (4 x 1L) e incubados nas mesmas
condi¢des até atingir uma D.O.gp0nm de 0,8, quando
o indutor IPTG (isopropiltio-a-D-galactosideo) foi
adicionado a uma concentragao final de 0,4 mM, e
as culturas foram incubadas nas mesmas
condicdes por mais 4 h. As células induzidas foram
coletadas, ressuspensas em 40 mL L' de tampéao
de lise (500 mM NaCl, 30 mM imidazol, 50 mM
Tris-HCI, pH 9,0, contendo 5 mM de benzamidina e
1 mM de PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) e
lisadas através de sonicacdo (5 minutos, ciclos al-
ternados de 9 segundos de lise e espera). Em
seguida, o lisado celular foi centrifugado a 30.000 x
g durante 30 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante,
filtrado em membrana Milipore 0,45 pum. As
amostras foram aplicadas em uma coluna de
cromatografia de afinidade HisTrap Chelating de
5mL (Amersham), acoplada ao sistema de
purificacdo de proteinas Akta Prime (Amersham).

Resultados

Fenétipo Mutante

Para a confirmagao do fen6tipo do mutante
11A4 do gene da subunidade E da PHA, culturas
das bactérias selvagem e mutante foram inocula-
das em plantas citricas. Na Figura 1 verifica-se que
o0 mutante induziu menor hiperplasia e maior ne-
crose no tecido vegetal infectado quando compa-
rado com o fend6tipo induzido pela Xac selvagem, 5
dias apés inoculagao.

). »
Figura1 - Sintomas induzidos pelo mutante
11A4 da PHA de Xac e pela Xac 306 selvagem
em Citrus limonia. Aos cinco dias apés inoculagao,
podem-se observar diferencas entre os sintomas. O
mutante 11A4 inoculado do lado esquerdo da folha,
e a Xac 306 selvagem, do lado direito. Symptoms
induced by the mutant 11A4 of the PHA of Xac and
by the wild Xac 306 in Citrus limonia. The mutant

11A4 was inoculated in the left side of the leaf and
Xac 306 wild, on the right.
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Caracterizacao molecular do mutante 11A4

A confirmagédo do nocaute no gene foi rea-
lizada por digestdo da construgdo sequenciada.
O perfil da eletroforese em gel de agarose das
digestbes da construcdo pBS11A4 com
EcoRl/Sacl, BamHI ou Hindlll esta apresentado
na Figura 2. Como observado, ocorreu a libera-
¢ao do vetor pBSKIl de 2,9 kb e do inserto ge-
némico correspondendo ao lécus XAC2047
contendo o transposon, de 4,2 kb. Na digestao
BamHI, verifica-se que os insertos liberados sao
de 3,8 kb e de 3,3 kb. A digestdo com EcoRl
lineariza a construgdo de aproximadamente 7,2
kb. O padrao de digestbes verificado para a
constru¢do pBS11A4 concorda com o padrao
predito pela digestéo in silico do lécus contendo
0 gene XAC2047 com as mesmas enzimas, vali-
dando a mutacao.

Curvas de crescimento in planta

Curvas de crescimento em plantas citricas
hospedeiras mostram (Figura 3) que as diferen-
¢as de crescimento entre Xac selvagem e Xac
mutante sdo observadas nos dois primeiros dias
de infec¢do, com os mutantes crescendo cerca
de 10 vezes menos do que o selvagem. Nos
outros doze dias de experimento, tanto o mu-
tante quanto o selvagem cresceram na mesma
proporcao, mantendo a diferenca evidenciada
aos 2 dias do experimento.dias de infecgdo, com
0s mutantes crescendo cerca de 10 vezes me-
nos que o selvagem.

Producao de PHA sintase recombinante

Um clone de E. coli expressando a subu-
nidade E da proteina PHA sintase de Xac foi
utilizado para se analisar a solubilidade da pro-
teina recombinante expressa. Em analise de
SDS-PAGE, foi demonstrado que a proteina
HIS6-SUMO-PHA sintase foi produzida em
grande quantidade e na forma soluvel. Por-
tanto, esse clone foi utilizado para a produ-¢céao
e purificagdo da proteina recombinante em
larga escala, em coluna de Niquel. O perfil
eletroforético € mostrado na Figura 4 e para as
fragOes obtidas durante a cromatografia. Como
pode ser observado, a proteina de interesse
estava contaminada com outras proteinas e,
para aumentar a pureza, as fragdes contendo
a proteina HIS6-SUMO-PHA sintase foram
dialisadas contra 50 mM Tris-HCI, pH 9,0, con-
tendo 500 mM NaCl e 30 mM imidazol, e repu-
rificada na mesma coluna, o que permitiu obter
a proteina com maior pureza. Foi obtida uma
grande quantidade de proteina purificada ao
final das duas cromatografias. As fracdes
contendo a proteina foram reunidas e diali-
sadas a 25 °C em tampao 20 mM de Tris-HCI,

pH 9,0 contendo 150 mM de NaCl, com trés
trocas de tampé&o. Em seguida, o dialisado foi
concentrado com Polietileno Glicol (PEG) 400,
reduzindo 5X o volume concentrado de prote-
ina, seguido de centrifugagcdo a 10.000x g
para remover impurezas precipitadas, presen-
tes na solugéo e, finalmente, dialisado quatro
vezes em tampao 10 mM de Tris-HCI pH 9,0
contendo 25 mM de Glicina, até a concentra-
cdo final de 5 mg mL™,
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Figura 2 - Perfil eletroforético da digestao
da construcao pBS11A4 contendo o DNA do
I6cus mutado. Gel de agarose a 1 % onde a
esquerda foi aplicado o marcador molecular
1Kb Biolabs. As digestdes com enzimas de
restricdo foram aplicadas no gel, na seguinte
ordem: E/S (EcoRl/Sacl), B (BamHI) e H
(Hindlll). O tamanho dos fragmentos sepa-ra-
dos no gel (em kb) esta indicado por setas a
direta na figura. Eletctophoretic profile of the
digestion of the pBS11A4 construction with the
DNA of the mutated locus. Agarose gel at 1%
on whose left side the molecular marker 1Kb
Biolabs was applied. The digestions with
restriction enzymes were applied to the gel in
the following order: E/S (EcoR/Sacl), B
(BamHI) and H (Hindlll). The sizes of the frag-
ments separated in the gel (in kb) are indicated
by arrows on the right side of the figure.
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Curva de crescimento in vivo - 11A4
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Figura 3 - Curva de crescimento in planta. Curva de crescimento bacteriano in planta a partir de
indculo a 10° ufc mL™" . Growth curve in planta. Bacterial growth curve in planta starting from the in-

oculum at 10° ufc mL™".
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Figura 4 - Eletroforese SDS-PAGE. Proteina PHA sintase (subunidade E) recombinante em gel de
poliacrilamida (12%), visualizada por Coomassie Blue. A Proteina foi produzida com Tag de
His6/SUMO no N-terminal. MM (Marcador Molecular em kDa); E (Extrato Bruto); S (sobrenadante); P
(precipitado); D (Descarte coluna); 2 ao 13 (tubos de cromatografia). A seta indica a proteina recom-
binante (~57kDa). Recombinant PHA protein synthase (subunit E) in polyacrilamide gel (12%) visual-
ized by Coomassie Blue. The protein was produced with His6/SUMO tag on N-terminal. MM (Molecu-
lar Marker in KDa), E (Net Extract), S (supermatant), P (precipitate), D (Discard column), 2 to 13
(Chromatography tubes). The arrow indicates the recombinant protein (~57 kDa.)

Discussao
Uma biblioteca de mutantes de
Xanthomonas axonopodis pv. citri - Xac

(LEVANO-GARCIA et al., 2005) foi analisada por
inoculacdo em plantas citricas hospedeiras, e um
mutante (11A4) com alteracdo de sintomas de
cancro induzidos em plantas foi isolado, e a
identificacdo por sequenciamento do gene mu-

tado revelou tratar-se da subunidade E da PHA
sintase de tipo lll de Xac (LAIA et al., 2009).

O fenétipo dos sintomas induzidos pelo
mutante 11A4 foi confirmado por inoculagdo em
plantas de Citrus limonia, em compara¢do com
os sintomas da Xac selvagem. O fenétipo de
sintomas de cancro induzidos pelo mutante 11A4
foi igual ao anteriormente observado durante a
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andlise do banco de mutantes, confirmando a
estabilidade dos sintomas verificados. O mutante
11A4 induziu menos hiperplasia que a bactéria
selvagem nos primeiros 5 dias da infec¢éo, além
de induzir uma clorose pronunciada em 5 dias de
infeccdo, que para a bactéria selvagem é visuali-
zada, em geral, a partir do sétimo dia de infec-
cao, dando inicio a fase necrética da doenca
(BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1999).

Com o intuito de se confirmar que o gene
havia sido nocauteado (LAIA et al., 2009), foi
realizada a digestao da construcdo sequenciada,
que contém o fragmento gendmico do mutante
11A4 interrompido pelo transponson utilizado na
mutagénese. Validado o mapeamento da inser-
¢ao do transponson no gene da subunidade E da
PHA sintase de Xac, procedeu-se entdo a uma
andlise quantitativa do desenvolvimento de Xac
mutante e selvagem in vivo.

Como a andlise de sintomas e o registro
fotogréafico dos mesmos corresponde a uma ana-
lise qualitativa, foram realizadas curvas de cres-
cimento in planta para o mutante da Xac 11A4 e
para a Xac 306 selvagem. O mutante desenvol-
veu-se cerca de 10 vezes menos que a Xac sel-
vagem apenas nos dois primeiros dias de infec-
¢ao, depois tanto o mutante quanto a Xac selva-
gem apresentaram o mesmo padrdo de desen-
volvimento. Como a PHA sintase atua na sintese
de granulos de PHA que podem ser mobilizados
como fonte de reserva da célula (POTTER et al.,
2005), pode-se supor que, no mutante 11A4,
com o nocaute da expressao da proteina PHA
sintase ndo ha acumulo de fontes de reserva na
forma de granulos de PHA. A auséncia desta
fonte de reserva faz com que os mutantes cres-
¢am menos que a selvagem durante os dois dias
iniciais da infeccao.

A atividade da PHA sintase tipo lll requer
a expressdo de ambas as subunidades PhaE e
PhaC. A proteina PhaE sozinha mostrou-se
completamente inativa, e a PhaC isolada teve
uma atividade insignificante (LIEBERGESELL et
al., 1994; MUH et al., 1999; JIA et al., 2000; HAI
et al., 2001). Até onde se sabe, esta é a primeira
descricdo de uma correlacdo entre a atividade da
PHA sintase e a capacidade de desenvovimento
da Xac na planta hospedeira. E, ainda, por se
tratar de uma proteina de interesse na produgao
de biopolimeros (PIEMOLINI et al., 2004), a su-
bunidade E de PHA sintase de Xac foi expressa
em E. coli em fusdo com os dominios HIS-
6/SUMO, na forma solavel, visando a obtencao
de cristais para estudos estruturais futuros.
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