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RESUMO

Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é uma bactéria Gram-negativa responsdvel pela
doenca do cancro citrico em uma grande variedade de plantas citricas, causando grandes perdas
econdmicas. Xac sobrevive como epifita nas superficies foliares e causa a doenga apds a penetracio e
crescimento dentro do parénquima mesofilico de plantas suscetiveis. Como uma bactéria associada a
plantas, Xac precisa se adaptar as condicdes ambientais em constante mudanga. Fatores sigma
alternativos da familia extracitopldsmica (ECF) estdo envolvidos na regulagdo da expressdo génica em
resposta ao estresse ambiental. O genoma de Xac306 codifica 9 fatores sigmas ECF, o que
provavelmente reflete seu estilo de vida e sugere um papel importante desta familia de reguladores
transcricionais na adaptac@o de Xac. O objetivo deste estudo € caracterizar a fungido de um fator sigma
ECF encontrado no genoma de Xac, denominado sigF. Para isso, foram obtidas duas linhagens com
niveis alterados de sigF: uma linhagem mutante (AsigF) por delecio em fase do gene e uma linhagem
com cOpia extra do gene em vetor multicdpia, o que promove a super-expressdo deste sigma. Ensaios
de viruléncia em hospedeiro suscetivel demonstraram que sigF’ ndo é necessario para a viruléncia em
Xac. A sensibilidade da linhagem AsigF a diferentes tipos de estresse ambiental também foi analisada,
incluindo estresse oxidativo, por radiacdo UV, deficiéncia de ferro e tratamento com o agente quelante
de metais 4cido fitico, ndo sendo observadas diferencas na viabilidade quando comparada com a
linhagem selvagem. Além disso, as linhagens com niveis alterados de sigF ndo apresentaram
altera¢des na capacidade de formar biofilmes e aderir as folhas da planta. Curiosamente, observamos
que SigF € essencial para a sobrevivéncia de Xac a predacdo pela ameba de vida livre Dictyostelium
discoideum. Resultados de ensaios de RT-PCR quantitativo e RNA-Seq demonstram que a super-
expressao de uma versdo que mimetiza um estado fosforilado de SigF causa inducdo da expressdo de
genes que codificam componentes de um sistema de secrecdao do tipo VI (SSVI) de Xac,que também
tem papel essencial na sobrevivéncia a D.discoideum. Ensaios preliminares de fosforilagdo in vitro
pela incubacdo de SigF purificada com a proteina quinase PknB, codificada por um gene localizado
em provavel operon com sigF, reforcam o modelo proposto, no qual SigF é regulado em nivel pds-
traducional por fosforilagdo. Além disto, nossos resultados demonstram que SigF regula positivamente

a expressdo do SSVI de Xac.



ABSTRACT

Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) is a Gram-negative bacterium responsible for citrus
canker disease in a wide variety of citrus plants, causing major economic losses. Xac survives as
epiphyte on leaf surfaces and causes the disease after penetration and growth inside mesophyll
parenchyma of susceptible plants. As a plant-associated bacterium, Xac needs to adapt to constantly
changing environmental conditions. Alternative sigma factors of the extracytoplasmic family (ECF)
are involved in the regulation of gene expression in response to environmental stress. The genome of
Xac strain 306 encodes 9 sigma factors of the ECF family, which probably reflects its lifestyle and
suggests an important role of this family of transcriptional regulators in Xac adaptation. The aim of
this study is to characterize the function of one ECF sigma factor found in Xac genome, named sigF.
For that, we have constructed a sigF mutant strain (AsigF) by in frame deletion of the gene and an
overexpression strain, which contains an extra copy of sigF in a multicopy plasmid. Results from
virulence assays in a susceptible host have shown that sigF is not required for Xac virulence. We“ve
also tested sensitivity of the AsigF strain to distinct types of environmental stress, including oxidative
stress, UV radiation, iron deprivation and treatment with the metal chelating agent phytic acid and no
difference in viability was observed when compared to the wild type strain, indicating the SigF is not
required under these conditions. In addition, we have not observed differences in biofilm formation
and adhesion to plant leaves caused by deletion or overexpression of sigF. Interestingly, our results
show that SigF is required for Xac survival to predation by the amoeba Dictiostelium discoideum. In
addition, results from qRT-PCR analysis and RNA-seq experiments have shown that overexpression
of a SigF phospho-mimicking mutant version promotes induction of genes from a Xac type VI
secretion system required for survival to D. discoideum. Prelimary in vitro phosphorylation assays
using purified SigF and PknB Ser/thr kinase encoded in the same operon as sigF’ corroborates with a
model in which SigF is post-translational regulated by phosphorylation. Our results also suggest that

SigF positively regulates Xac SSVIL.
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1) INTRODUCAO

1.1) Xanthomonas citri subsp. citri

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) € um importante fitopatégeno que
causa grandes perdas econdmicas na citricultura em diversos paises, inclusive o Brasil,
principal produtor de laranja do mundo (Fonte: USDA, Julho/2016). Esta bactéria causa o
cancro citrico, também chamado de cancrose, em plantas da familia Rutaceae, principalmente
o género Citrus. Membros do género Xanthomonas pertencem a classe das
Gammaprotebactérias. Suas principais caracteristicas microbioldgicas consistem na
obrigatoriedade de aerobiose, ndo formacdo de esporos, ser Gram negativa, ter formato
bacilar, e em geral, apresenta rmotilidade por um unico flagelo polar (monotriquia) (Brunings
& Gabriel 2003; Swings & Civetta 1993). Em cultivo in vitro, as colonias apresentam
coloragdo amarela, devido a producdo do pigmento xantomonadina, que confere a bactéria
resisténcia aos danos causados por radiacdo UV (Poplawsky et al. 2000). Outros aspectos das
colonias em cultivo in vitro com uso de meio sélido sdo alta viscosidade e borda lisa. O
aspecto viscoso € obtido pela producdo de um polissacarideo extracelular (exopolissacarideos
-EPS) chamado goma xantana, usado como espessante na indudstria alimenticia e farmacéutica
(Sutherland 1993; Behlau & Belasque Junior 2014).

A Xac, como as demais bactérias do género Xanthomonas, esta sempre associada
a plantas, ndo sendo, portanto, encontrada em outros ambientes, embora ja tenha sido relatado
que bactérias deste género possam sobreviver no solo em associacdo com tecidos vegetais
mortos por periodos varidveis. A presenca destas bactérias em associacdo a serrapilheira gera
uma fonte de in6culo para infeccdo de outras plantas, provendo sua persisténcia e
disseminagdo no ambiente (Stall et al. 1993). Xac pode sobreviver como epifita sobre a
superficie das folhas da planta sem causar sintomas, até encontrar alguma abertura, tais como
estomato e lesdes nos tecidos foliares, pela qual tenha acesso ao mesoéfilo do tecido vegetal
para colonizacdo. A partir disto, desenvolve a cancrose, cuja sintomatologia consiste no
aparecimento de lesdes circulares com aspecto de encharcamento do tecido e de coloracdo
amarela, com um ponto escurecido no centro. Com o progresso da infeccdo as lesdes se
tornam pustulas de coloragdo marron-clara, que evoluem para erupgdes das lesdes (Figura 1).
Assim, a exposicdo da infeccdo se torna uma fonte de transmissdo para outras plantas,
promovida muitas vezes pela chuva e vento (Brunings & Gabriel 2003; Behlau & Belasque

Junior 2014).
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Figura 1. Processo de infecao e sintomas tipicos do cancro citrico.
(A) Ciclo da doenca em plantas de citros. (B) Sintomas caracteristicos da cancrose em ramos, folhas e frutos
(Adaptado de Gottig et al. 2010; FUNDECITRUS 2008).

O genoma da linhagem Xac 306 foi sequenciado pelo grupo ONSA do Estado de
Sao Paulo, revelando a presenca de um cromossomo circular de 5.175.554 pares de bases,
com 64,7% de conteudo GC e 85,59% de sequéncias codificadoras, totalizando 4.313 ORFs
(Open Reading Frames -“regides abertas de leitura”) (da Silva et al., 2002). Destas sequéncias
codificadoras 2.720 tém fun¢do determinada, 1.272 sdo proteinas hipotéticas conservadas e
mais 331 codificam proteinas hipotéticas. O seu genoma ainda inclui dois plasmideos: o
menor com 33.699 pb, nomeado pXAC33, e outro com 64.920 pb, chamado de pXAC64 (da
Silva et al., 2002). Dentre importantes fatores de viruléncia codificados no genoma de Xac,
foi identificado pelo menos um conjunto génico de cada grupo dos 6 tipos de sistemas de
secrecdo (SSI a SSVI) de bactérias Gram-negativas(Boyer et al. 2009; Biittner & Bonas
2010). Os SS sdao maquinarias de transloca¢do de proteinas essenciais para a viruléncia e

adaptacdo ao ambiente em bactérias.

1.2) A Diversidade de Fatores Sigma Bacterianos
1.2.1)A Transcricao em Procariotos
Transcri¢do € o processo enzimatico catalisado pela RNA Polimerase (RNAP) e
que sintetiza RNA a partir de uma fita-molde de DNA, sendo a primeira das importantes
etapas e de onde sobrevém a maior parte da regulacdo da expressdo de genes em bactérias
(Ebright 2000).
A RNAP € um complexo enzimdtico formado pelas subunidades o (2: oy € ax), f3,

B°, ® e pelo o em eubactérias e possui duas formas funcionais distintas: uma denominada
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cerne e a outra, holoenzima. As quatro primeiras subunidades citadas compdem o cerne da
RNAP (BBo2m), que tem papel na elongagdo, sintetizando RNA com alta processividade e de
maneira precisa, € na terminagdo em sitio especifico. No entanto, o cerne nao consegue se
ligar de maneira especifica a regido promotora e promover o inicio da transcricdo. Para isso, é
necessdria sua associacdo a subunidade dissocidvel sigma, formando a holoenzima (Ba2wo)
e conferindo a RNAP a capacidade de reconhecer os sitios promotores especificos no DNA,
que determinam o inicio da transcricdo (Burgess 1969; Burgess et al. 1969; Burgess 1971;
Ebright 2000; Feklistov et al. 2014).

No cerne, as subunidades o possuem dois dominios unidos por regides flexiveis.
O dominio carboxi-terminal tem cerca de 26kDa, interage com regido a montante do
promotor, nomeada de elemento UP, situada aproximadamente na posicao -60 a -35 do inicio
de transcricdo (+1), e pode interagir com reguladores transcricionais. O dominio amino-
terminal da subunidade a tem cerca de 9kDa, interage com as subunidades B e " e €
responsdvel pela montagem da enzima. A subunidade ® de 11kDa se associa com a [,
atuando também na montagem e estabilizando o complexo enzimdtico. As subunidades f§ e B~
formam o centro catalitico, o sitio ativo. Estas duas subunidades mantém separadas em um
sulco as fitas de DNA molde e codificante. E no sitio ativo que fica o hibrido DNA/RNA com
cerca de 8 bases de nucleotideos e 0 DNA a montante. O RNA ¢ separado do DNA pelo poro
de saida do RNA localizado na subunidade 3 (Blatter et al. 1994; Zhang et al. 1999; Gourse et
al. 2000; A Darst 2001; Shanil P Haugen et al. 2008; Ghosh et al. 2010). As subunidades [} e
B~ também interagem com a subunidade ¢ e esta interacdo ocorre por meio de multiplos
contatos (Gruber et al. 2001).

O fator sigma € a subunidade que tem a funcdo de especificidade e
reconhecimento da regido promotora através dos seus determinantes de ligacdo ao DNA, ndo
sendo, porém, capaz de desempenhar esta funcido sozinho. Enquanto o sigma ndo esta ligado
ao cerne, os determinantes para reconhecimento da regido promotora nao estao expostos. A
ligacdo do fator sigma ao cerne da RNAP resulta em exposicdo destes determinantes. Assim,
a enzima torna-se apta a se ligar de forma especifica a regido promotora e iniciar 0 processo
de transcri¢do. A primeira sequéncia consenso do promotor reconhecida por fatores sigma a
ser identificada foi a regido -10 e em seguida a -35 (Figura 2), ambas localizadas a montante
da posicao +1 no sitio de inicio da transcri¢do. Estas sequéncias consenso sdo as principais €
as demais sdo as regides -10 estendida e discriminador (Gruber & Gross 2003; Shanil P.

Haugen et al. 2008; Lee et al. 2012; Feklistov et al. 2014).
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Figura 2. Promotor tipico de fator sigma primario.
(Adaptado de Feklistov et al. 2014).

Os fatores sigma apresentam, estruturalmente, dominios globulares unidos por
regides flexiveis. Cada dominio globular possui regides funcionais de ligacdo tanto ao cerne
da RNAP como ao DNA, sendo divididos em sub-regides de acordo com estas interacdes
(Figura 3). O fator sigma cldssico, o 6’° de Escherichia coli, possui quatro dominios
denominados regides G;, 62, 63 € 04. As interacdes entre os dominios 64 € 6,-G3 com sitios
especificos nas subunidades [ e P formam mdédulos rigidos que se movem
independentemente, assim determinando o espaco de separacdo entre G, € G4 € O
reconhecimento por estes determinantes na regido promotora. Assim, a sub-regido o4, se liga
ao elemento -35, a sub-regido 6,4 ao -10, o3 interage com o elemento -10 estendido e a 6},
com o discriminador (Figura 3)(Murakami & Darst 2003; Gruber & Gross 2003; Osterberg et
al. 2011).

3.2 loop Desnaturacio Ligacio Inibicdo de
do DNA a0 Ceme ligacio ao DNA

a7®

- -l TTGACA TGn [= TATAAT = GGGRnN

Elemento UP  _35 -10 -10 Discriminador
estendida

Figura 3. Dominios dos fatores sigma da familia 6" e suas funcdes e sub-regides.
N, amino-terminal; C, carboxi-terminal; NCR, regido ndo conservada (Adaptado de Osterberg et al. 2011).

O inicio do processo de transcricio acontece em trés etapas: formacdo do
complexo fechado, seguido pelo complexo aberto e, por ultimo, o complexo de iniciacdo

(Figura 4). O processo comeg¢a com a associacdo do fator sigma ao cerne, formando a
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holoenzima. Através do dominio o4 do sigma, a enzima reconhece o elemento -35 do
promotor ainda no DNA em dupla fita. Em seguida, hd o reconhecimento do elemento -10
pelo 6,. Assim, o complexo fechado é formado. Para passar deste para o complexo aberto
ocorre a isomerizacdo, onde um dominio da B~ se fecha ao redor do DNA, formando o canal
do sitio ativo e permitindo que o dominio o, do fator sigma separe a dupla fita. Entao, com a
entrada de um nucleotideo trifosfato no segundo canal da RNAP, hd o pareamento com o
nucleotideo +1 na fita molde e, assim, se inicia a sintese de RNA, que progride até 10
nucleotideos com o complexo de iniciacdo. Nesta etapa denominada de sintese abortiva, a
regido 3.2 do fator sigma bloqueia o canal de saida do RNA, o que faz a sintese parar, com a
subsequente liberacdo do pequeno RNA recém-sintetizado. O motivo disto acontecer ainda
nio € compreendido. A sintese abortiva ocorre algumas vezes até a holoenzima conseguir
sintetizar um RNA maior que 10 nucleotideos e as interagdes com as regides do promotor
serem desfeitas. Assim, o fator sigma é liberado e a RNA polimerase perde afinidade pelo
promotor e consegue continuar a sintese entrando na fase de elongacdo (Hsu 2002; Feklistov

et al. 2014; Ruff et al. 2015).
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Figura 4. Etapas do Inicio de Transcricao.
R, RNA polimerase; P, promotor; PA, produto abortivo; NTP, nucleotideos trifosfatos; -10 E, elemento -10
estendido do promotor (Adaptado de Lee et al. 2012).

1.2.2) Classificacao dos fatores sigma

Os fatores sigma foram classificados em duas familias distintas de acordo com
caracteristicas peculiares a cada uma: familias 6'° e o>*. Esta classificacdo foi fundamentada
em andlises filogenéticas, de similaridade de sequéncias, dos motivos reconhecidos nas
regides promotoras e por ser ou nao dependente de ativador para iniciar a transcri¢do (Lonetto

et al. 1992; Wosten 1998; Paget & Helmann 2003; Ghosh et al. 2010).



19

A familia 6™ é composta apenas por um tipo de fator sigma, o 6% ou o, bastante
divergente dos membroas da familia 6"° em termos de sequéncia, estrutura e mecanismo de
ativacdo. Membros desta familia estdo amplamente distribuidos nas bactérias e sao
considerados fatores sigma alternativos, porque atuam em condi¢des especificas de
crescimento, assim como grande parte dos fatores sigma da familia 6", Este fator sigma foi
pela primeira vez identificado na bactéria entérica Salmonella typhimurium por seu
envolvimento na regulacdo de genes para o metabolismo de nitrogénio (Garcia et al., 1977).
Porém, a sua funcdo como fator sigma foi descrita somente 12 anos depois, através de
purificacdo da proteina (Garcia et al. 1977; Hunt & Magasanik 1985; Hirschman et al. 1985;
revisado em Merrick 1993). Apesar de sua associacdo inicialmente ao metabolismo de
nitrogénio, membros desta familia podem atuar na regulacio de conjuntos génicos com papéis
em diversas outras func¢des bioldgicas (Merrick 1993).

As sequéncias consenso no promotor reconhecidas pelo o>* sdo as regides -24
(TGGCACQC) e -12 (TTGC). Este fator sigma associado a RNAP ndo consegue dar inicio a
transcri¢cdo, apenas reconhece a regido promotora e forma o complexo fechado (holoenzima e
DNA), precisando de uma proteina ativadora especializada dependente de ATP para abrir a
hélice de DNA e, assim, formar o complexo aberto. Diferente dos demais fatores sigma,
membros desta familia possuem 3 regides funcionais. A regido III tem os determinantes de
ligacdo ao DNA, a II € ausente em algumas espécies e estd relacionado a separacdo das fitas
de DNA, enquanto a regido I, na parte amino-terminal da proteina, € a responsavel por inibir a
isomerizacdo e o inicio de transcri¢do da RNAP na auséncia do ativador. Assim, ela se liga a
regido promotora -12 e interage com o ativador, resultando na separacdo na dupla fita de
DNA para iniciar a transcri¢@o (revisado em Merrick 1993; Wosten 1998; Buck et al. 2000).

Por outro lado, a familia 6" inclui todos os demais fatores sigma bacterianos,
sendo dividida em quatro grandes grupos filogenéticos, com base em andlises de estrutura e
funcdo (Figura 5). Esta familia € relacionada ao fator sigma primdrio de E. coli, o primeiro
sigma identificado por Burgess e colaboradores em 1969 (Lonetto et al. 1992; Burgess et al.

1969).
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Figura 5. Dominios apresentados pelos diferentes grupos de fatores sigmas da familia ¢”°.
(A) Grupo 1; (B) Grupo 3; (C) Grupo 4 (Fonte: Gruber & Gross 2003).

O Grupo 1 é composto pelo fator o propriamente dito, também chamado de
sigma vegetativo, pois € responsdvel pela transcricio de genes essenciais, que visam a
manuten¢do da célula, também chamados pelo termo em inglés “housekeeping”. Os sigmas
deste grupo apresentam as regides 6; a G4 € somente neste grupo é possivel identificar a
presenca da subregido 1.1 na parte amino-terminal da proteina. Esta regido auxilia na
estabilizacdo do complexo aberto e pode também inibir a transcri¢do em alguns promotores,
atuando, portanto, em uma etapa de regulacdo, j4 que o 6’ é o mais abundante dentro da
célula. Quando o sigma ndo estd associado ao cerne da RNAP, esta sub-regidao inibe a

interagdo ao DNA (Gruber & Gross 2003; Murakami & Darst 2003).

Os membros dos Grupos 2 a 4 sdo chamados sigmas alternativos, pois estao
presentes em condi¢Oes especificas de crescimento e regulam grupos distintos de genes para
resposta e adaptacdo a estas condicdes, como na esporulacio, resposta a estresses ambientais,
entrada na fase estaciondria, interacdo com células hospedeiras, entre outros (Helmann 2002;

Paget & Helmann 2003; Brooks & Buchanan 2008; Murakami 2015).

No grupo 2 estdo os fatores sigma que sdo estruturalmente similares ao grupo 1,
apresentando as regides 6; a o4, porém, ndo sao essenciais ao crescimento exponencial
celular. Nestes sigmas, as regides de ligacao ao DNA sao altamente similares ao do grupo 1, o
que sugere que eles atuem no reconhecimento de promotores similares. O 6° de E. coli é um
representante deste grupo e atua mediando a resposta geral a estresses (Lonetto et al. 1992;

Battesti et al. 2011).

. H .
O grupo 3 tem como importante representante o ¢, o fator sigma de resposta a
choque térmico em E. coli. Membros deste grupo ndo possuem a regido Gj, apenas G, 63 € Oy.

Os elementos -35 e -10 das regides promotoras por eles reconhecidas apresentam variacdao
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entre os membros do grupo e sdo bastante distintos em relagdo aos reconhecidos pelos sigmas
dos grupos 1 e 2. No entanto, hd uma correlacdo no reconhecimento da regido -10 estendida
pela regido o3. Em geral, os sigmas deste grupo regulam genes que desempenham fungdes
associadas a biossintese de flagelo, choque térmico, estresse geral e esporulagdo (Lonetto et

al. 1992; Paget 2015).

O grupo 4 de fatores sigma agrupam aqueles que possuem apenas as regides G, €
o4. Geralmente, estdo associados a fatores anti-sigma, proteinas que se associam a eles e
impedem sua ligacdo a RNAP. S3o os sigmas mais divergentes da familia 6" e, por 1isso,
foram os mais recentemente identificados como membros da familia por Lonetto e

colaboradores, em 1994 (Lonetto et al. 1992; Feklistov et al. 2014).

1.2.3) Grupo 4 da Familia ¢"’:Fatores sigma ECF

A denominacdo de grupo 4 de fatores sigma foi proposto por Helmann seguindo a
subdivisdo em grupos de 1-3 estabelecida anteriormente por Lonetto e colaboradores em 1992
dentro da familia o’°(Helmann 2002; Lonetto et al. 1992). Este grupo havia sido nomeado em
1994 como fatores sigma (ECFs) de Fun¢ao Extracitoplasmatica (do inglés Extracytoplasmic
function), por atuarem na regulacdo de genes de respostas associadas a algum aspecto do
envelope celular ou de transporte e ainda € conhecido por este nome apesar da renomeacao
para grupo 4 (Lonetto et al. 1994; Helmann 2002). Além das caracteristicas ja citadas
referentes a estrutura proteica, os fatores sigma deste grupo compartilham particularidades
comuns a todos ou, em alguns casos, a grande maioria de seus membros, conforme tratado a
seguir (Helmann 2002; Feklistov et al. 2014).

A primeira caracteristica dos fatores sigma do grupo 4 é o reconhecimento de
promotores alternativos,com alta conservagao da sequéncia AAC no elemento -35 (Lane et al.
2006; Helmann 2002) e CGT no -10 (Staron et al. 2009). Além disto, apenas as regides ou
dominios 64 e 62 sdo suficientes para ligacdo ao cerne da RNA polimerase e a estes
elementos do promotor no DNA. Esta caracteristica os tornam mais estringentes no
reconhecimento de promotores em relacdo aos fatores sigmas essenciais, que tém maior
flexibilidade, por serem capazes de fazer mais combinagdes entre os determinantes de
reconhecimento do promotor nos dominios 64, 63 e 02. Os sigmas essenciais tém alta
capacidade de desnaturacdo do DNA, isto porque tem duas cavidades no dominio 62 que
interagem com duas bases do motivo -10 da fita codificante, fazendo com que estas bases se

virem para esta cavidade. Ja os sigmas ECF tem uma capacidade de desnaturagdo reduzida,
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pois tém apenas uma cavidade para interagdes hidrofébicas e de pontes de hidrogénio com
uma citosina na regido -10 do promotor (Figura 6) (Feklistov et al. 2014; Campagne et al.

2014; Campagne et al. 2015).
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Figura 6. Comparagdo das interacdesentre o dominio o, dos fatores sigma dos grupos 1 e 4 com suas regides
promotoras -10 correspondentes.

A) Esquema da holoenzima RNAP com destaque para as duas cavidades do dominio o, e suas respectivas
interacdes com as bases A e T da regido promotora -10 nos fatores sigmas essenciais. B) Destaque para a
cavidade tnica do mesmo dominio e sua interacdo com a base C em fatores sigma ECF. C) Detalhes das
interacdes entre os residuos do dominio o, e a regido promotora -10. Interacdes de pontes de hidrogénio,
hidrofébicas e contatos mediados por dgua sdo representadas em pontilhados vermelhos, setas em preto e linhas
verdes, nesta ordem (Adaptado de Feklistov et al. 2014; e Campagne et al. 2014).

A segunda caracteristica € referente a co-expressao dos sigmas com suas proteinas
reguladoras, os fatores anti-sigma, cujos genes estdo, em geral, em um mesmo operon com O
gene que codifica o fator sigma. Os fatores anti-sigma se ligam aos sigmas correspondentes
omitindo seus determinantes de interacdo com o cerne na auséncia de sinal e os mantém
inativos, assim impedindo sua disponibiliza¢do no citoplasma e ligacdo a RNAP. A presenca
de um sinal ou estimulo € percebida pela inativagdo do anti-c, o que leva a liberagdo do &, que
se torna disponivel para recrutar o cerne da RNA polimerase e iniciar a transcricio do seu
regulon. QOs fatores anti-c sdo proteinas transmembrana com dominio sensor
extracitopldsmico e um dominio inibitério voltado para o citoplasma (Paget 2015; Pinto &

Mascher 2016).

A terceira e ultima caracteristica geral dos sigmas ECF € a auto-regulacdo
positiva. Assim, a maioria dos membros desta familia reconhecem promotores localizados a

montante do gene que os codifica. Esta caracteristica favorece um aumento rapido nos niveis
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intracelulares do fator sigma na presenca de sinal indutor, favorecendo a competicao pelo
cerne e, com isso, a transcricdo dos genes de resposta para a condicdo especifica em que é
necessario. Além disto, favorece também um rdpido desligamento da resposta quando o sinal
indutor cessa, devido a co-expressdo do anti-sigma correspondente (Helmann 2002; Paget
2015; Pinto & Mascher 2016).

Os fatores sigma ECF podem ser regulados por diferentes mecanismos. Os
principais e com algum dado experimental na literatura sdo discutidos a seguir. A Figura 8
mostra um esquema de cada um dos mecanismos ja caracterizados e resumidos ao longo do
texto. Atualmente, o mecanismo de regulacdo mais estudado e compreendido € por protedlise,
tendo sido completamente elucidado no modelo de sigma 6"/6>* de E. coli (Figura 7 e Figura
8A) (Erickson & Gross 1989). Neste mecanismo, hd uma sequéncia de protedlises que inativa

. A . ’ , . . E 24
o fator anti-c em trés sitios. A proteina RseA ¢ o anti-c do sigma ¢ /o

de E. coli, porém,
quem atua como proteina sensora detectando o actimulo de proteinas desenoveladas no
periplasma de E. coli € a serina protease DegS. Além disso, ela realiza a primeira clivagem de
RseA em sua por¢do periplasmadtica, o que desencadeia uma segunda clivagem, realizada pela
metaloprotease RseP que cliva na regido embebida transmembrana de RseA, liberando o ¢"
acoplado ao dominio citoplasmatico de RseA (complexo " RseA) no citoplasma. A SspB,
uma proteina adaptadora, liga-se a este complexo o que facilita a protedlise direcionando-o
para a clivagem por ClpXP. Com isso, o ¢ ¢ liberado para competir e interagir pelo cerne da
RNAP com os demais fatores sigma disponiveis no citoplasma (revisado em Barchinger &
Ades 2013). Outros fatores sigma tém este mesmo mecanismo de regulagdo, como € o caso do

AlgU
Gg

, envolvido na patogenicidade de Pseudomonas aeruginosa através da regulacdo na
sintese de mucopolissacarideo (Martin et al. 1993) ¢ 0 " da bactéria Gram-positiva Bacillus
subtilis, que atua na resposta a antibidticos em estresse no peptideoglicano ou a outros tipos
de estresse, como o alcalino e na membrana (revisado em Ho & Ellermeier 2012; Helmann

2016).
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Figura 7. Regulacao de Fator Sigma ECF por Protedlise.

Representagdo grafica da regulacdo por protedlise de subgrupo de fatores sigma ECF. OmpC, proteina de
membrana externa em estado enovelado e OmpC* corresponde a mesma proteina, porém desnaturada; DegS,
protease que realiza a primeria clivagem de RseA no periplasma apds perceber proteinas de membrana externa
desnaturadas; RseB, co-anti-sigma, proteina que impede protedlise de RseA por DegS na auséncia de sinal;
RseA, anti-sigma do fator sigma E de E. coli; RseP, protease responsdvel pela clivagem de RseA no segundo
sitio (intramembrana); SspB, proteina adaptadora que direciona o complexo c"-RseA para dltima clivagem;
ClpXP, protease que realiza a tltima clivagem de RseA para liberagio do c". 1, 2 e 3, indicam os trés sitios de
protedlise (Adaptado de Osterberg et al. 2011).

A regulagdo por interacdo proteina-proteina € outro mecanismo ja bem estudado,
cujo modelo é o 6" de E. coli, que atua na regulacio de genes para a captagdo de ferro
(Figura 8C). Neste caso, o estimulo € desencadeado pela disponibilidade do substrato
extracelular citrato férrico. Este substrato se liga a uma proteina de membrana externa
chamada FecA, proteina dependente de TonB que atua tanto no transporte de ferro como na
sinalizacdo de transducdo de sinal. Esta ultima funcdo € realizada através de seu dominio
amino-terminal que permite sua interagdo com o anti-sigma FecR na membrana citopldsmica
e, quando isto ocorre, o sigma Fecl € liberado (Enz et al. 2000; Braun et al. 2006).

Em a-proteobactérias, que ndo possuem o fator ¢°, a resposta geral a estresses é
mediada pelo fator sigma EcfG, cuja atividade € regulada por um mecanismo de comutagdo
de parceiro baseado em mimetizacdo de fator sigma. Neste modelo, inicialmente caracterizado
em Methylobacterium extorquens por Gourion et al e em seguida em Sinorhizobium meliloti
(RpoE2) e Caulobacter crescentus (SigT) em trabalhos independentes, uma proteina anti-anti-
o ¢ fosforilada por uma histidina quinase em presenga de sinal. A fosforilagdo libera seu
dominio que mimetiza um fator sigma para se ligar ao anti-sigma e este, por sua vez, libera o
sigma para atuar na expressdao de genes do seu regulon correspondente (Figura 8D). Assim,
neste modelo de regulagdo, a percepcao do sinal ocorre através de um sistema de dois
componentes acoplado ao anti-sigma (Gourion et al. 2006; Sauviac et al. 2007; Lourengo et

al. 2011; Francez-Charlot et al. 2009; Francez-Charlot et al. 2015).
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Figura 8.Diversidade de mecanismos para regulacao de fatores sigma ECF.

Sinal negativo (-) e positivo (+), representam auséncia ou presenca de estimulo, nesta ordem; Fatores anti-sigma,
estdo em azul; Fatos sigmas, em verde; Proteinas regulatdrias relacinadas a processos de fosforilagdo, em
vermelho; CM, membrana citopldsmica; OM, membrana externa; P no circulo, grupo fosfato; P, regido
promotora (Adaptado de Mascher 2013).

Outro modo de regulacdo € através de anti-sigmas soldveis no citoplasma e que ndo
possuem dominios transmembrana, como descrito para o par RpoE-ChrR em Rhodobacter

sphaeroides (Dufour et al. 2008) e SigR-RsrA em Streptomyces coelicolor (Paget et al. 2001).
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Neste caso, em resposta a estresse oxidativo ocorre uma alteracdo conformacional no anti-

sigma, que leva a liberacao do fator sigma (Figura 8B) (revisado em Pinto & Mascher 2016).

Alguns fatores sigma ECFs ndo apresentam um anti-c aparente. Dentre estes,
existem alguns exemplos cuja regulacdo ja foi estudada. Um deles, o SigE de S. coelicolor
estd associado a um sistema de dois componentes, o CseC histidina quinase (proteina sensora
transmembrana) e o regulador de resposta CseB. Este sistema é responsédvel pela regulacdo
transcricional de SigE uma vez que dados experimentais sugerem que a sua transcricdo €
ativada por CseB (Paget et al. 1999). Outros sigmas sem anti-c aparente tém uma extensdo C-
terminal relacionada a sua prépria regulacdo. Para Myxococcus xanthus, esta extensdo C-
terminal é necessdria para o fator sigma CorE ser funcional, sendo que sua forma ativa é
obtida com Cu(Il) e a inativa com Cu(I) (Gémez-Santos et al. 2011; revisado em Pinto &
Mascher 2016).

Os membros deste grupo foram subdivididos em mais de 43 subgrupos distintos,
com base em similaridade na sequéncia, mecanismos de regulacdo de sua atividade por
fatores anti-sigma ou ndo, conservacdo do contexto gendmico e potenciais motivos de
promotores alvos (Staron et al. 2009). Os grupos foram nomeados com a sigla ECF seguido
por um nimero. Os membros dos grupos ECF43, podem ter um mecanismo de regulacdo
diferenciado envolvendo uma serina/treonina quinase (Figura 8G), como sugerido por seu

contexto gendmico. No entanto, ainda nao foram caracterizados.

1.3) Fatores sigmas ECFs de Xac e o peculiar contexto genomico de SigF

A anélise dos genomas bacterianos demonstra que o conjunto de fatores sigmas
que determinada espécie bacteriana apresenta reflete seu estilo de vida. Por exemplo, E. coli
tem 7 sigmas alternativos, enquanto bactérias adaptadas a diversos ambientes chegam a ter 60
sigmas alternativos, como é o caso de Streptomyces coelicolor(Osterberg et al. 2011).

No genoma de Xac sdo encontrados 14 genes que codificam fatores sigma, sendo
um deles o 6'° ou RpoD, o fator sigma primdrio que tem atividade sobre os genes de
manutencdo. Os demais codificam fatores sigma alternativos que medeiam respostas a
condi¢des especificas de crescimento. Dois deles pertencem a familia 6™ (xacl969 e
xac2972). Outros dois genes codificam sigmas do grupo 3 da familia 6" o Fliaxac]933 e
(532xac3324. Os 9 genes restantes codificam fatores sigma ECF: xac0922, xac1319, xacl380,

xacl682, xac2191, xac2814, xac3989, xac4128 e xac4129. Com o uso da ferramenta online



27

ECF finder, cinco destes sigmas ECF foram alocados dentro dos subgrupos descritos por

Staron (2009) (Tabela 1).

Tabela 1. Genes codificando fatores sigma ECF em Xac.

Contexto gendomico / Mecanismo

Locus dos Genes| Classificacao o Funcio Referéncia
de sinalizaciao
xac0922 - Desconhecido Desconhecida -
Possivel tedlise (Fi
wacl319  |ECF02 e Bopor | POssivelmente protedlise (Figura Desconhecida -

8A)

Anti-sigma putativo com dominio
xacl380 ECF18 transmembrana e mecanismo de Desconhecida -
sinalizacao desconhecido.

xacl682 - Desconhecido Desconhecida -

xac2191 - Desconhecido Desconhecida -

Sem contexto gendmico
xac2814 ECF22 conservado e sem fator anti-sigma Desconhecida -
aparente.

Tem gene codificando proteina
associada a membrana com
dominio anti-sigma, de catalase e

xac3989 ECF26 . . Desconhecida -
citocromo C putativos, um dos
trés tipos de contextos gendmicos
encontrados para o grupo ECF26.
xac4128 ECF43 Ser/Thr Quinase (Figura 8G) Regulacdo do SSVI Este trabalho
Possivelmente interag@o protefna- Possivelmente
v
xac4129 - proteina, presenga de anti-sigma Aini et al. 2010

deficiéncia de fi
FecR e sensor FecA (Figura 8C) ehiciencra de ferro

Entre os ECFs de Xac, o gene xac4128, denominado neste trabalho como sigF,
pode ser classificado no grupo ECF43 (Tabela 1), no qual estdo inclusas proteinas que
apresentam um interessante e conservado contexto gendmico: proximo ao gene que codifica o
fator sigma ECF hd um que codifica uma proteina serina/treonina (Ser/Thr) quinase e ndo ha
um gene codificando um fator anti-sigma aparente na vizinhanga. Para sigF o gene que
codifica a Ser/Thr quinase é chamado de pknBy,.4127. Tal contexto gendmico sugere que este
grupo de fatores sigma ECF seja regulado diretamente por fosforilacdo em residuos de serina

ou treonina pela quinase, um mecanismo de regulagdao ndo descrito ainda para fatores sigma.
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Até o momento 36 membros deste subgrupo de ECF foram encontrados em genomas
bacterianos, sendo distribuidos entre os filos Acidobacteria, Cyanobacteria, Plantomycetes e
Proteobacteria (Staron et al. 2009; Mascher 2013).

Ser/Thr quinases (STKs) sdo catalizadoras de fosforilagdo nos aminoacidos
serinas ou treoninas de proteinas. A adi¢do ou remocdo de grupos fosfato em bactérias foi
demonstrada, inicialmente em residuos de histidina e 4cido aspdrtico no mecanismo de
transducgdo de sinal através de sistemas de dois componentes (TCS) e também em sistema de
fosfotransferéncia do tipo relé de fosfato (revisado em Pereira et al. 2011). A fosforilacao de
serinas/treoninas foi descrito primeiro para eucariotos e, por muito tempo, foi considerada
exclusiva de Eukarya (Bakal & Davies 2000). No entanto, em 1979, foi descrita a primeira
fosforilagdo de serina na bactéria E. coli por uma quinase/fosfatase sem homologia com as de
eucariotos (Garnak & Reeves 1979; Laportes & Chung 1985; revisado em Pereira et al. 2011).
Posteriormente, a Pknl de Myxococcus xanthus foi caracterizada como a primeira a apresentar
tal homologia (Mufioz-Dorado et al. 1991). Estas quinases sdo denominadas de eSTK (do
inglés Eukaryote-Like Serine/Threonine Kinases) ou quinases do tipo Hanks. O
sequenciamento de genomas bacterianos levou a identificacdo de diversas eSTKs (Pereira et
al. 2011; Whitmore & Lamont 2012), sugerindo que este mecanismo de regulacido de grande
importancia seja amplamente distribuido em bactérias.

A PknB de Mycobacterium tuberculosis foi a primeira eSTK a ter sua estrutura
descrita e possui um dominio quinase associado a uma hélice transmembrana que, por sua
vez, estd ligada a dominio extracelular responsavel pela percep¢ado e transducdo do sinal para
ativacdo do dominio quinase (Mieczkowski et al. 2008; Young et al. 2003). Porém, outras
eSTK jé identificadas possuem apenas o dominio quinase € uma hélice transmembrana, ou
ainda, apenas um dominio quinase soluvel (Pereira et al. 2011). A quinase codificada pelo
gene pknBy,c4127 possul uma organizacao de dominios similar a PknB de M. tuberculosis, com
um dominio quinase na metade amino-terminal, uma regido transmembrana central e um

dominio possivelmente extracitoplasmatico (Figura 9B).
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Figura 9. Estruturas da PknB de M. tuberculosis e de Xac.
(A) Estrutra da PknB de M. tuberculosis (Fonte: Young et al. 2003). (B) Esquematizac@o de possivel estrutura do
PknB,,.4;27 de Xac. TM, transmembrana; PASTA, dominio de proteinas de ligagdo a penicilina; aa, aminoacidos.

As eSTK ja caracterizadas estdo associadas a regulacdo de diversas funcgdes
bioldgicas, incluindo desenvolvimento em M. xanthus (Muiioz-Dorado et al. 1991), produgdo
de metabdlitos secundarios em S. coelicolor (Atsushi et al. 1994) e viruléncia emYersinia
pseudotuberculosis (Galyov et al. 1993). Proteinas quinases bacterianas também podem estar
envolvidas com cascata de regulacdo de fatores sigma. A fosforilagdo direta por PknB ja foi
descrita para o SigH de M. tuberculosis, porém, sua importancia para a ativagao deste sigma
ndo foi elucidada, pois ndo houve alteracdo em sua interacio com o anti-sigma RshA e
estudos sobre o efeito na transcricio ndo foram realizados. Neste mesmo trabalho foi
demostrado que PknB também fosforila RshAe que, neste caso, ocorre diminui¢do na
formacdo do complexo SigH-RseA (Park et al. 2008). No caso da quinase SpollAB em
Bacillus subtilis, ela fosforila um anti-anti-sigma, o SpollAA. Ainda em B. subtiliso anti-
sigma com dominio de quinase RsbW participa de uma complexa rede de regulacdo, que
culmina no controle da atividade do fator sigma de resposta geral a estresse, 0 6°. A regulacio
do o° é através de comutacdo de parceiros. Assim, numa condicio de estresse a RsbW libera
o sigma e liga-se ao anti-anti-sigma RsbV em estado desfosforilado.Quando cessa o estresse,
a RsbW fosforila a RsbV e a inativa. Assim, a RsbW volta a sequestrar o sigma (Pereira et al.
2011; Whitmore & Lamont 2012; Cousin et al. 2013; Dworkin 2015; Guldimann et al. 2016).

Curiosamente, o gene xac4129 (sigL), localizado na vizinhanga de sigF, também

codifica um fator sigma do grupo 4 (ECF) como mostra a Figura 10, o que pode indicar
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regulagdo cruzada entre estes fatores sigma, com possivel sobreposicio de funcdes, ou,
alternativamente, uma cascata de regulacio entre estes fatores sigma.

Outro fato importante a se destacar sobre o sigF € a sua localizagdo dentro do
cluster gendmico que codifica um Sistema de Secrecao do Tipo VI (SSVI), o que pode indicar
um possivel papel deste fator sigma na regulacdo deste importante complexo de secrecdo

(Figura 10).

3)“76411 # SEXL CIUSEECZJJ 7 xac4120 4121 xac4127
xac411 xac: xac: xac4128
4118 xac4119 L

xa’c4112 < < xac4116 ﬁac — — xac4122 xacd123 xacdi2d xaca12 xac4126<~pknB o

tssA  yapH shiB ppkA pppA tagF tssL fha VarG PAAR

SSvV
4 " 4
Reglao entre “clusters”:
xac4130 xac4132 xacd138

xac4129 xac4131 Xoc4133 xacd134 Xac4135  xacd136  yaca137

sigl  anti-sigL FecA™ appA transposase

rpoE fecR transposase
SSVI cluster II

xac4142 4144 xac4146
xaca139 00, 141 70" Saca1a3g xgca14s gedta7  |xacdlds

tagJ i 5 -
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Figura 10. Contexto genémico de xac4128, ou sigF em Xac.
Esquema mostrando a organizacdo estrutural da regido do genoma de Xac onde o gene sigF estd localizado.
Destacam-se o gene pknB, que codifica a Ser/Thr quinase, e o gene sigL, que codifica outro fator sigma ECF. Os
genes marcados em vermelho sdo homdlogos aos componentes do SSVI de outros organismos (Boyer et al.
2009). As setas ndo estdo em escala com o tamanho dos genes.

Sistemas de Secrecdo (SS) sdo complexos proteicos alocados no envelope celular
cuja funcdo consiste em translocar ou secretar substratos (proteinas, pequenas moléculas ou
DNA) para o meio extracelular ou dentro de uma célula alvo. As bactérias empregam estes
sistemas em diversas e importantes funcdes como adesdo, patogenicidade, adaptacdo e
sobrevivéncia. As gram-negativas possuem seis tipos: SSI, SSII, SSIII, SSIV, SSV e SSVIL
Os SSVI foram os mais recentemente identificados e, em geral, estdo envolvidos com a
translocacdo de toxinas para patogenicidade e competicio contra microrganismos
(procaridticos e eucarioticos) (Costa et al. 2015). Em 2006, foi descrito em Vibrio cholerae
usando Dictyostelium como modelo de hospedeiro e P.aeruginosa (Pukatzki et al. 2006; Hood
et al. 2010). O SSVI de Xac ainda nio foi caracterizado e estd em estudo no laboratério da

Profa. Dra. Cristina Alvarez-Martinez.
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Tendo como base o que ja foi apresentado acima, este trabalho teve como
proposito a caracterizacdode SigF em linhagens de Xac com niveis alterados deste ECF. Desta
forma, buscamos identificar através de andlises fenotipicas e de expressdo génica a condi¢do

em que € requerido e os genes regulados por este fator sigma.
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2)  OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo estudar a funcdo do gene sigF,c4128 na fisiologia
de Xanthomonas citri pv.citri, identificando os genes regulados por este fator sigma e as
condi¢des de crescimento nas quais este gene € essencial. Além disto, o trabalho se propds a
testar um novo mecanismo de sinalizacdo envolvendo fosforilacdo direta deste fator sigma por

uma Ser/Thr quinase e possivel cascata de regulagdo envolvendo o fator SigL.

Para alcancar estes objetivos, as metodologias abordadas foram: 1) andlise
fenotipica de linhagens com niveis alterados de sigF.,.4;2s (linhagens com dele¢do ndo-polar
do gene e de superexpressdo); ii) estudo do transcriptoma de linhagens expressando niveis
elevados do fator sigma tanto na versdo selvagem como na versdo fosforilada; iii) anélises in

sigF/xac4128

vitro de fosforilacdo direta do o pela PknB; iv) anélise do transcriptoma de linhagem

super-expressando de sigL.
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3) MATERIAL E METODOS

3.1) Linhagens, meios e condicoes de cultivo

Neste trabalho foram utilizadas linhagens de Escherichia coli (E. coli) para
clonagem, expressao e purificacdo de proteinas que estdo descritas na Tabela 2.

As linhagens de Xanthomonas citri subsp. citri para estudos funcionais dos genes

aqui abordados estao na Tabela 3.

Tabela 2: Linhagens de E. coli.

Linhagens Caracteristicas Referéncia/Fonte

DH54 supE44 lacU169 (80 lacZ MIS) hsdR17 recAl endAll gyrA96 (Hanahan 1983)
thi-1 realAl.

BL21(DE3)- Derivada da BL21(DE3) (FompT hsdSg(rgmg) gal dam

R3-pRARE2 | (DE3))com plasmideo pRARE2 (Cm') codificando tRNAs que (Savggli(y))et al.
reconhecem cédons raros em E.coli,
BL21(DE3)- Co-expresssdo de fosfatase lambda em plasmideo que confere .
L . ; . (Savitsky et al.

R3-lambda- resisténcia a cloranfenicol e que também expressa 3 cddons 2010)
PPase raros de tRNA; plasmideo pACYC-LIC+ (de Toronto)
Tabela 3: Linhagens de X. citri subsp. citri.

Linhagens Caracteristicas Referéncia
Xac306 Isolado 306 de Xac, cepa selvagem. (da Silva et al. 2002)

Derivada da Xac306. Mutante com delecdo em fase do gene

CMO001 5igF cq128(construcdo pL003). Este trabalho

As linhagens de E. coli foram cultivadas a 37°C, em meio LB (triptona 10 g/l;
extrato de levedura 5 g/l; NaCl 10 g/l; pH 7,5). Os antibioticos utilizados para selecdo de E.
coli foram: canamicina (50pg/ml), estreptomicina (100pg/ml) e cloranfenicol (34pg/ml). As
linhagens de Xac foram cultivadas a 30°C em meio 2xTY (16 g/l triptona, 10 g/l extrato de
levedura, 5 g/l NaCl, pH 7.4) ou XVM2 (NaCl 20 mM; (NH4),SO4 10 mM; MgSO4 5 mM;
CaCl, 1 mM; KH,PO4 0,16 mM; K,HPO,4 0,32 mM; FeSO, 0,01 mM; frutose 10 mM;
sacarose 10 mM; casaminodcidos 0,03%, pH 6.7). Quando necessdrio, acrescentou-se
ampicilina (100pg/ml), estreptomicina (50pg/ml) ou canamicina (50pg/ml). Para o
crescimento em meio sélido, adicionou-se 1,5% de dgar aos meios de cultura. Estoques de

E.coli e Xac foram mantidos em 15% e 40% de glicerol, respectivamente, e armazenados a —

80°C.
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3.2) Vetores, construcoes e oligonucleotideos

A Tabela 4 descreve os plasmideos e a Tabela 5, as construcdes utilizadas. Os
oligonucleotideos estdo descritos na Tabela 6 e foram sintetizados na escala de 25nmol ou
10nmol, desbloqueados e dessalinizados com excecdo dos usados para mutagénese sitio-

dirigida, cuja purificacio foi por HPLC (Invitrogen, IDT e Exxtend).

Tabela 4: Plasmideos utilizados

Plasmideo Caracteristicas Fonte ou referéncia
pBRA Derivado do vetor pBAD24 (promotor indutivel Marroquim M,
por arabinose) (GUZMAN etal., 1995), com | Andrade M e Farah,
origem de replicagdio pPBBRMCS1 , Sp'. CS, dados nao
publicados
pNPTS138 Replicon ColEl, oriT, npt (Km"), sacB M. R. K. Alley
pNIC28-Bsa4 | Hisg N-terminal, sitio de clivagem para TEV,
Km', sacB, sitio de LIC para clonagem, T7 — | (Savitsky et al. 2010)
lacO.

Tabela S: Construgdes utilizadas

Construcao| Vetor Descricao Referéncia
pLLO0O01 pBRA Fragmento Ncol/Sall de 580 pb contendo o gene sigF,,.4;2s. | Lima, L. P.
pLL002 Fragmento Ncol/Sall de 643pb contendo o gene sigl.,.4;20. | Lima, L. P.

NPTS138 Fragmento contendo dele¢do em fase do gene sigFcom sitios

pLL003 P para HindIIl e BamHI.. Lima, L. P.
No gene sigF .42 da constru¢do pLLO01, substituicao da

pLLO004 treonina 7 por acido glutamico (T7E). Lima, L. P.
No gene sigF,.412¢ da construgcdo pLL001, substitui¢do da

pLLO005 pBRA treonina 51 por dcido glutdmico (T51E). Lima, L. P.
No gene sigF .42 da constru¢do pLLO01, substituicao da

pLL0O06 serina 149 por 4cido glutdmico (S149E) Lima, L. P.

No gene sigF,.412¢ da construcao pLL001, substitui¢ao da
pLLO0O07 treonina 163 por 4cido glutdmico (T163E). Lima, L. P.

Fragmento de 876 pb contendo o dominio quinase do gene
PknB..c4127 (aminodcidos A16-G296) com N-terminal His-
pLL013 tag. Lima, L. P

Fragmento de 1185 pb contendo o dominio quinase do gene
pNIC28- pknBxac4127 e possivel N-terminal ndo anotado como parte

Bsa4 do gene (68 aa a montande do M1 anotado-G296) fusionado
pLLO15 a His-tag. Lima, L. P.

Fragmento de 540 pb (nucleotideos 1 a 540) contendo o gene
pLLO16 SigF .41 com N-terminal His-tag. Lima, L. P.




Tabela 6: Oligonucleotideos

35

Nome Sequencia (5> - 3°) Gene Alvo/Utilizacao
AAT CCA TGG TGT CCG AGC TGC
XAC4128 F | CGA TCA SigF 4128/ construgdao pLLO01
AAA GTC GAC AAC AAG GCT TCC
XAC4128R | AAACGTT SigF qc4128/ construcdo pLLO01
AAA CCA TGG TGT CGG CAC ATC
XAC4129F | CAA AG SigL 404120/ construcio pLLL0O02
AAA GTC GAC GTC AGC CAA TcCC
XAC4129R | ATG AAAC §igL.c4120/ construgcdo pLL0O02
XAC 4128 [ AAA AAG CTT ACG TTC GGC GAT | sigF 428 (dele¢do fase de
F1 For CTGTTT siF)/constru¢do pLLL0O03
XAC 4128 [ CAG ATC GCG CTC CTG CCA GGC | sigF uc412s (delecdo fase de
F1 Rer CTG CAA CAA CTC siF)/construgdo pL.LL0O03
XAC 4128 SigF ucqr2s  (delecdo fase de
F2 For GAG CGC GAT CTG CGT TTT GCC A | siF)/construgao pLL003
XAC 4128 | AAA GGA TCC ATC ATG CGC GTA | sigF 4128 (delecdo fase de
F2 Rer GGT CAT siF)/construcdo pLLL0O03
XAC 4128 SigF qcq12¢/confirmacdo de linhagem por
F1For2 AGG CCG CGC ACCACGTATTT PCR de colo6nia.
4128QRTFO
R AGG TGG ACG AGC GCA AAG SigF ..412/ RT-PCRq
4128QRTRE
\" ACC GAC ACCTCC AGCTGTTC SigF ..412/ RT-PCRq
4129QRTFO
R CGG TGC TGG TGA TGC AGT AC §igL 4120/ RT-PCRq
4129QRTRE
\" GCG CACCACGTATITCTTGA 5igL 4120/ RT-PCRq
4124QRTFO
R ACG CCA AGC AGC GCA CCT ACT vgrG ..4124RT-PCRq
4124QRTRE
\' AGA TGC CTT CGC GTT CCA vgrG ..4124RT-PCRq
4140QRTFO
R ATC CGC GAGCCGTTGTT clpV..c414¢/RT-PCRq
4140QRTRE
\" GAG CGG GTA ATA CGG AAT CG clpV 4140/ RT-PCRq
4147QRTFO | GTG GAT ATC ACC TTC GAA AGC
R AT t55Cuca147/RT-PCRq
4147QRTRE
\" GCG CTT CCA GCA ATT TGG t55Cuc1147/RT-PCRq
XAC4125For | GGC GAT ACC TAT GTG CGT GAA xac4125/RT-PCRq
XAC4125Re
\4 GCA GCA ACT GTT CGT CGA AA xac4125/RT-PCRq
XAC4126For | GAC GAA TTG TCG GGT GAC PAAR,,.41,¢/RT-PCRq
XAC4126Re
\4 AGA CAT GCA AAT CGG TCA G PAAR,,.41,¢/RT-PCRq
XAC4127For | ATC AGA AGG GCG TGA TCC AT pknBy,.4127/RT-PCRq
XAC4127Re
v TCT CGC TGA CCA GCACGTT PpknBiy,.4127/RT-PCRq
MITS8E R AGGCCTGCAACAACTCCTCGATCGG | sigF,ca128 - T7E/construgdo pLL004
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GTCCGAGCTGCCGATCGAGGAGTTG

MITS8E F TTGCAGGCCT SigFyac4128 - T7E/construgcdo pLL004
M2xac4128T | CTCGTGCACCAGCTCCTCTGCCTGC

52ER AAGCCGGC 8igF,.ca128 - TS1E/construcdo pLL0O0S
M2xac4128T | GCCGGCTTGCAGGCAGAGGAGCTG

52EF GTGCACGAG 8igF.ca128 - TS1E/construcdo pLL0O0S
M3xac4128S | GGCTGCCTCGGCCACCTCGAAACCC

150E R ACCAGCTC SigFxaca128 - S149E/construgao pLL0O06
M3

xac41285150 | GAGCTGGTGGGTTTCGAGGTGGCCG

EF AGGCAGCC SigFyaca128 - S149E/construgao pLL0O06
M4xac4128T | ATCGCGCTCCAGCTCCGGCACCGAC

164E R ACC SigFy.ca128 - T163E/constru¢do pLLO07
M4xac4128T | GGTGTCGGTGCCGGAGCTGGAGCG

164E F CGAT SigFy.ca128 - T163E/constru¢do pLL0O07

Xac4127_for

TAC TTC CAA TCC ATG AGC CTG
GCG GCC ACC

pknB,,.4127/construcdes
pLA0OS

pLAOO7 e

xac_4127_Al1 | TACTTCCAATCCATGGCG TGG GCG | xac4127/construgdes pLAOOS e pLA006
6_F ATC GAC C

xac_4127_G2 | TATCCACCTTTACTG TTA ACC GTC | pknB,,.4127/construgdes pLA002,
96 R CAG CCA GCG ATG pLA004, pLA006 e pLA00S
xac4128 M1 [ TACTTCCAATCCATG TCC GAG CTG | sigF ucq12¢/construcdo pLA009

F CCG ATC AC

RpoB For GGA TTC CTA TCG CGA ATT CCT 7P0Bacoss/RT-PCRq

RpoB Rev TGT AGC TGG AAA TCG GGA ACA | "POBracosss/RT-PCRq

RpoC For AGC GTG ATG GCC TGT TCT G 1P0Caco9s/RT-PCRq

RpoC Rev CCG CAC AGG CAT TCG TAG T 1P0Caco9s/RT-PCRq

3.3) Isolamento de plasmideos, digestio com enzimas de restricao, ligacio e

sequenciamento.

Os plasmideos foram extraidos pelo método de lise alcalina, como descrito em

Sambroock et al. (2001) ou pelo uso do kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific).

As digestdes com enzimas de restricdo foram realizadas conforme especificacdes do

fabricante (Thermo Scientific). Os fragmentos resultantes de digestao ou o DNA plasmidial

extraido foram analisados por eletroforese em gel de agarose em tampao TAE (Tris 40mM pH

7,6; acido acético 20mM; EDTA ImM), a coloragdo foi realizada com HydraGreen

(ACTGene) e visualiza¢do sob luz UV. O isolamento de fragmentos de DNA foi realizado

com o kit GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). As ligacdes de DNA foram

realizadas a temperatura ambiente, com T4 DNA ligase e tampao fornecido pelo fabricante
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(Thermo Scientific). Os sequenciamentos de DNA foram feitos com o kit “BigDyeTerminator
v.3.1 CycleSequencing Kit” e o sequenciador automdtico ABI PRISM 3100
GeneticAnalyzer/HITACHI (IQ/USP).

3.4) Transformacao

As transformagdes de E. coli com plasmideos foram realizadas por choque
térmico a 42°C durante 2 minutos ou 45 segundos, seguida de recuperacdo das células em
meio SOC (triptona 20g/L; extrato de levedura 5g/L; NaCl 0,5g/L; KCIl 2,5mM; 0,35%
glicose) por 1h e plaqueamento em LB contendo o antibidtico para selecdo dos
transformantes.

Para o preparo de células termocompetentes para transformacdo foram usados
dois protocolos (Sambrook & Russell 2001). No primeiro, culturas de E.coli crescidas por 16
horas foram diluidas 100x em meio SOB (triptona 20g/l; extrato de levedura 5g/l; NaCl
0,5g/1; KC1 2,5mM; pH 7,5). Ap6s crescimento até fase exponencial (DOgyonm = 0,6), as
células foram incubadas no gelo por 15 minutos na presenca de 10 mM MgCl,. As células
foram coletadas por centrifugacdo 3000 xg e ressuspendidas em tampao RF1 (KCI 10 mM;
MnCl,.4H,0 50 mM; acetato de potassio 30 mM; CaCl,.2H,0 10 mM; glicerol 15%, pH 5,8),
seguindo-se de incubacdo no gelo por 15 minutos. O material foi entdo submetido a
centrifugacao 3000 xge as células coletadas foram ressuspendidas em tampao RFII (MOPS 10
mM; KCI1 10 mM; CaCl,.2H,0 75 mM; glicerol 15%), aliquotadas e estocadas a -80°C.

No segundo protocolo, culturas de 100 mL de E. coli mantidas por 16 horas foram
diluidas 1:100 em SOB e incubadas até a ODgoonm = 0,45 sendo mantidas em gelo por 10
minutos. Em seguida, as culturas foram coletadas por centrifugacio e ressuspendidas em 0,35
volumes de solucio CCMBS80 (KAc 10mM; Glicerol 10%; CaCl, 80 mM; MnCl, 20 mM;
MgCl, 10mM) por mL de cultura inicial, sendo mantidas no gelo por 20 minutos e entdo
coletadas por centrifugacdo. A massa bacteriana foi ressuspendida em 0,06 volumes de
CCMB80 por mL de cultura inicial, aliquotadas e estocadas a temperatura de -80°C.

As construgdes de interesse foram transferidas para Xac por transformacio,
usando a técnica de eletroporagdo. Células competentes foram preparadas pelo crescimento
em meio CIRCLEGROW (40 g/L; Biol01 Systems — QBiogene) por 12-14 h, até atingirem
DOgoonm = 0,5. As células foram entdo coletadas por centrifugacdo e lavadas trés vezes em
agua estéril gelada. Apds a dltima lavagem, o material foi coletado e ressuspendido em 500uL
de dgua milliQ estéril e aliquotado. As aliquotas foram estocadas a —80°C. As eletroporacdes

foram realizadas em cubetas de 0,2 cm a 2 kV, 25 pF e 200 Q. Apds a eletroporagio,
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adicionou-se 1 ml de meio LB em cada amostra, seguindo-se de incubacdo a 30°C por 4 h,
com agitacdo. O material foi entdo submetido a plaqueamento em meio contendo antibiético

apropriado para sele¢io dos transformantes.

3.5) Construcao da linhagem de superexpressao e mutante por delecao

A linhagem CMO0O01 (Tabela 3) com delecdo em fase do gene sigF.,.4;2s foi obtida a
partir de amplificacdes independentesde de duas regidesde 700 pb que flanqueiam sigFyqcq128,
incluindo apenas as extremidades da regido codificadora do gene em cada um dos fragmentos,
sendo denominadas F1 e F2. Os pares de oligonucleotideos usados foram XAC 4128 Fl1
For/XAC 4128 F1 Rev e XAC 4128 F2 For/XAC 4128 F2 Rev para os fragmentos F1 e F2
respectivamente (Tabela 6). Estes dois fragmentos foram usados como molde em novo PCR
com uso dos oligonucleotideos externos de cada fragmento, XAC 4128 F1 For e XAC 4128
F2 Rev, gerando, assim, um fragmento unico com a delecdo de 450 pb da regido
codificadorado sigF,c412s. Fol mantida a fase de leitura de uma pequena regido codificadora
com 90 pb que permaneceu. Este terceiro fragmento (F1 e F2 fusionado) foi digerido com
BamHI e HindIIl, clonado no vetor pNPTS138 (Tabela 4) digerido pelas mesmas enzimas
dando origem a constru¢do pLLO004 (Tabela 5). Esta construcdo foi confirmada por
sequenciamento e transformada em Xac por eletroporagdo com plaqueamento em LB sélido
com canamicina para obtencdo da linhagem mutante por dois eventos de recombinacao
homdloga, conforme descrito (Ried & Collmer 1987).

O plasmideo pNPTS138 ndo se replica em Xac, confere resisténcia a canamicina e
possui o gene sacB que codifica a enzima levansucrase. Esta enzima transforma a sacarose do
meio em um produto téxico para a célula. Portanto, os clones selecionados apds a
transformacdo foram os que apresentaram resisténcia a canamicina e sensibilidade a sacarose,
indicando ocorréncia de recombinacdio homodloga pela integracio do plasmideo no
cromossomo. Este evento de recombinacio foi confirmado por PCR. Uma segunda selegado foi
feita crescendo os clones em meio 2xTY sem antibidticos e pelo plaqueamento de aliquotas
em meio LB com 3% de sacarose. Para este segundo evento de recombinagdo, os clones
selecionados foram os resistentes a sacarose e sensiveis a canamicina, indicando pérda do
plasmideo juntamente com uma das copias do gene de interesse, a selvagem ou a copia com
delecdo em fase do gene. Os clones positivos para a copia com delecdo foram identificados

por PCR usando-se os oligonucleotideos XAC 4128 F1 For2 e XAC4128R.
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3.6) Construcao de mutantes por mutagénese sitio-dirigido

A constru¢ao pLLO001, que contém o sigFy,c412¢ no vetor pPBRA (Tabela 5) foi
utilizada como molde para a construgdo de versdes mutantes do gene em residuos
conservados de serina e/ou treonina, de forma a mimetizar um estado fosforilado da proteina
SigF. Para tanto, quatro residuos foram selecionados com base em alinhamento multiplo de
sequencias de fatores sigmas ECF43, por demonstrarem serem conservados e proximos a
regides importantes para a funcdo do sigma. Estes residuos foram substituidos por dcidos
glutdmicos (E), usando-se o kit QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis (Agilent
Technologies) e seguindo as instru¢des do fabricante. As construcdes foram verificadas por

sequenciamento, conforme descrito no item 3.3.

3.7) Extracao e Isolamento de RNA total

RNA total foi obtido das amostras de interesse com uso de Trizol® Reagent
(Ambion). Para isso, amostras de 1 ml de culturas cultivadas nas condi¢des de interesse foram
centrifugadas a 16000 xg por 1 minuto em temperatura ambiente e ressuspendidas em 0,5mL
de Trizol. O material foi incubado por 10 minutos a 65°C, acrescentando-se, em seguida, 0,2
volumes de cloroférmio para cada mL de Trizol e incubando-se por 5 minutos a temperatura
ambiente. As fases foram separadas por centrifugacdo em 20817 xg por 15 minutos a4°C e a
fase aquosa foi coletada.

A purificacgdo do RNA a partir das amostras tratadas com cloroférmio foi
realizada por precipitacdo ou por filtracdo, de acordo com a técnica de andlise a ser
empregada posteriormente. Assim, para RNA total usado em andlises de expressao relativa de
genes por RT-PCR quantitativo utilizou-se a precipitacdo com dlcool. Nesta adicionou-se 0,5
volumes de isopropanol por mL de Trizol usado inicialmente, seguindo-se de 16 horas de
incubagdo a -80°C e centrifugacdo a 4°C a por 30 minutos. O material foi lavado com etanol
75% e coletado por centrifugacdo em 20817 xg por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o material
foi secado a temperatura ambiente por 15 minutos e solubilizado com 70uL de dgua tratada
com dietilpirocarbonato (DEPC).

A outra metodologia de isolamento do RNA total a partir da fase aquosa foi feita
com uso de filtro de silica do RiboPure™-Bacteria Kit (Ambion®/Life Technologies). O
RNA assim isolado foi aplicado a andlise de transcriptoma por sequenciamento a partir de
RNA (RNA-Seq). Assim, ao volume da fase aquosa coletado foi acrescentado 0,5 volumes de

etanol 100% sendo esta mistura transferida e passada pelo filtro de silica por centrifugagdo a
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16000 xg por 1 minuto. Em seguida, o filtro foi lavado uma vez com 700uL de Wash Solution
1, depois mais 2 vezes com 500uL de Wash Solution e eluido com 50uL de Elution solution.
O RNA total foi quantificado no espectrofotdmetro Epoch (Biotek) e armazenado

a-80°C.

3.8) Ensaio de Patogenicidade e de Adesao a Folha

Para ambos os ensaios culturas saturadas foram diluidas para DOgpopm = 0,1 €
incubadas a 30°C. Apds atingirem uma DOgoonm= 0,6 - 0,8 (fase logaritima tardia de
crescimento), os indculos foram lavados e ressuspendidos em 10 mM de MgCl,, sendo
diluidos para DOgoonm = 0,1. Para os ensaios de patogenicidade, o material foi aplicado por
infiltracdo na superficie abaxial das folhas de laranja péra (Citrus sinensis (L.) Osbeck),
usando-se seringa sem agulha. Para este ensaio foram usadas trés folhas de trés plantas
independentes. A progressao da infeccao foi acompanhada e registrada periodicamente, por
meio de fotografias.

Para o ensaio de adesdo a folha, 20ulL destas suspensdes foram usados para
aplicacdo em duplicata na superficie abaxial de folhas previamente higienizadas com dlcool
70%. Trés folhas de duas plantas independentesforam usadas para cada periodo de incubagio.
Ap6s a aplicagdo, as folhas foram mantidas em cdmara imida e a adesdo foi analisada nos
tempos de 16 h e 72 h por coloracdo com cristal violeta. Para isso, as folhas foram submersas

em cristal violeta 1% durante 15 minutos e, em seguida, lavadas com dgua corrente.

3.9) Ensaio de Formacao de Biofilme

Neste ensaio indculos saturados foram diluidos para DOgponm= 0,1 € distribuidos
em tubos de ensaio de vidro de mesmo tamanho e espessura (2 ml por tubo). Apds a
incubacdo nos tempos de interesse, as culturas foram removidas e o biofilme formado na
parede dos tubos foi determinado por coloracdo com cristal violeta. Para isso, os tubos foram
lavados 1x com 4gua, corados por 30 minutos com 2,5 ml de cristal violeta 0,1%, sendo entdao
lavados mais 2x com dgua. O biofilme foi dissolvido com etanol 70%, incubando-se por 16
horas e quantifiacando-se por dosagem em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570

nm. Para cada tempo de incubacio foi feita triplicata das amostras.
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3.10) Ensaios de viabilidade em diferentes condicoes de crescimento e estresse

Culturas iniciais foram preparadas em 2xTY a partir de colonias em placas de LB
s6lido das linhagens. Depois de crescimento entre 28 — 30°C com agitacdo e por 16 horas, as
culturas foram normalizadas para DOgyonm = 0,1. As condi¢des de crescimento ou estresses
aplicados foram:

a) em circunstancias favoraveis de crescimento no meio de cultura 2xTY, a 28°C,
sob agitacdo de 200 rpm, sendo o crescimento analisado pela medida da varia¢do na turbidez
das culturas a cada 2 horas de cultivo em espectrofotometro (DOgoonm) €, assim, obtendo perfil
de crescimento das linhagens;

b) com limitag¢do de Ferro: as culturas foram crescidas em meio 2xTY na auséncia
ou presenca de 300uM de 2,2 dipiridil e monitoramento por turbidez a cada 2 horas;

¢) com dcido fitico como agente bacteriostatico, pela adicdo de diferentes
concentracdes do agente (0, 1, 3, 5 e 10mM), avaliando-se o crescimento por turbidez apds 5
horas de incubagdo;

d) em estresse por radiacio UVC: apds as culturas atingirem DOgoonm= 0,5, as
células foram expostas a UVC em 254nm na cabine de segura bioldgica por 60 segundos e a
viabilidade determinada por contagem de UFC/mL pelo método de dilui¢do seriada, antes e
apos o estresse;

e) em presenca de 4,4 mM de H,0;:0 agente oxidativo foi adicionado as culturas
quando atingiram DOgoonm = 0,5, deixado agir durante 10 minutos e a viabilidade determinada

conforme descrito para o estresse por radiacdo UVC;

3.11) Obtencao de amostras de RNA total de Xac em contato com planta hospedeira
Para determinar os niveis relativos de RNAmM do sigF . uc4725€ SigLlyacar20 €m Xac
durante a sua interacdocom plantas hospedeiras, amostras de RNA total foram obtidas de
culturas da linhagem selvagem crescidas na superficie (epifitico) e dentro da folha (infec¢do)
de Citrus sinensis Osbeck em diferentes periodos de tempo. Para o crescimento epifitico, as
folhas foram inoculadas borrifando-se a cultura em sua superficie. Para as condi¢des de
infeccdo foi feito um ferimento com agulha na superficie da folha e, com uma seringa sem
agulha, o indculo foi injetado por pressdo. Apds diferentes periodos de tempo, amostras foram

coletadas e seu RNA total extraido pelo método de Trizol.
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3.12) Ensaios de RT-PCR Quantitativo

O RNA total obtido conforme descrito no item 3.7 foi tratado com DNAse I
(ThermoScientific), seguindo recomendagdes do fabricante. Inicialmente, 3ug de RNA total
foi tratado com 3U de DNAse I em tampao correspondente durante 30 minutos a 37°C.
Depois foi acrescentado EDTA na concentracdo final de SmM e a enzimafoi inativada
porincubagdo a 65°C por 15 minutos. A eliminagdo de DNA contaminante foi confirmada por
PCR convencional. Em seguida as amostras tiveram sua quantidade e qualidade avaliadas em
espectrofotometro Epoch-Biotek.

As amostras de RNA total tratadas com DNase I foram usadas para sintese de cDNA
fita simples com o uso do Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific). Para isso, 0,5ug do RNA total tratado foram incubados com random hexamer
primer por 5 minutos a 65°C e esfriados, imediatamente, em gelo. Em seguida, os demais
reagentes foram adicionados e a sintese ocorreu com uma ciclagem de 25°C por 5 minutos,
42°C por 60 minutos e 70°C por 5 minutos. Aliquotas foram usadas para performance do PCR
quantitativo com SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Scientific) ou com o KAPA SYBR
FAST gPCR kit master mix (2x) ABI Prism no equipamento Fast Real Time PCR System
7500 (Biosystem). O método de corrida foi: 50° por 2 minutos, 95° por 10 minutos, 95°C por
15 segundos, 63°C por 1 minuto (estes dois dltimos repetidos 40x), 95°C por 15 segundos,
60°C por 1 minuto, 95° por 15 segundos e 60°C por 15 segundos quando usado o primeiro kit
citado. Para o segundo kit, a ciclagem foi: 95°C por 3 minutos, 95°C por 3 segundos e 60°C
por 30 segundos, repetidos 40x nesta ordem, 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, 95°C
por 15 segundos e 60°C por 15 segundos. Os normalizadores usados foram os genes rpoC e
rpoB , que codificam as subunidades betas da RNA polimerase (Jacob et al. 2011). Os
oligonucleotideos usados estdo descritos na Tabela 6. O método usado para analisar os dados
de qPCR foi o 2’AACT, também conhecido como Método de Livak (Livak & Schmittgen 2001)
ou o método de Pfaffl (Pfaffl 2001). As eficiéncias dos oligonocleotideos foram avaliadas
para cada condicdo de amplificagdo obtida com os kits usados. Para isso curvasde eficiéncia
foram geradas com concentragdes decrescentes de cDNA ou DNA. Sendo validadas as
condi¢Oes em que os genes apresentaram R2>0,98, eficiéncia entre 90% - 105% e consisténcia
entre as reacdes replicadas. O método de Livak foi aplicado aos genes nas condi¢des que
apresentaram eficiéncias préximas a 100% e com no méaximo 5% de diferenca entre genes
alvos e os normalizadores. O método de Pfaff]l foi usado para os genes alvos com diferenca

maior que 5% na eficiéncia em relagdo aos normalizadores.
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3.13) Isolamento de RNA e preparo de bibliotecas para analises de transcriptoma
Amostras de RNA total foram isoladas das linhagens WTp, sigF",sigF " T51E e
sigl " cultivadas até ODgyonm de ~0,5 em meio de cultura 2xTY a temperatura de 28°C sob
agita¢do de 200 rpm. Apenas para WTp, sigF" " e sigF'"T51E foi realizada a extra¢io de RNA
total apds a adi¢do e incubacdo com indutor L-arabinose por 30 minutos. Para fins de
comparacdo com sigL"™, foi extraido RNA total também de WTp sem adicdo de L- arabinose.
A extracdo do RNA total foi feita conforme descrito no item 3.7. As amostras de RNA foram
tratadas com TURBO DNA-free™ kit (Ambion®/Life Technologies), conforme descrito no

manual do fabricante. Sendo, posteriormente, verificada por PCR a contaminacdo por DNA.

A qualidade do RNA total foi analisada pelo 2100 Bioanalyzer usando o
Prokaryote Total RNA Pico (Agilent Technologies). O RNAm foi enriquecido do RNA total
das amostras a partir da deplecdo do RNAr e RNAt usando o Ribo-Zero Gram-Negative
Bacteria rRNA Removal Kit (Illumina). Uma nova andlise da qualidade foi entdo realizada no
2100 Bioanalyzer. A partir desta etapa, os procedimentos foram realizados no laboratério da
Professora Regina Lucia Baldini (IQ/USP), com participacdo da pds-doutoranda Dra Ana

Laura Boechat Borges com experiéncia em preparo de bibliotecas para RNA-seq.

Com as amostras de RNAm obtidas, foram geradas as bibliotecas de cDNA
usando o TruSeq RNA Library Preparation LT v2 (Illumina). As bibliotecas foram validadas
através da andlise pelo 2100 Bioanalyzer usando o Agilent DNA 1000 kit (Agilent
Technologies) e quantificada pelo KAPA Library Quantification Kit Illumina platforms
(KAPA Biosystems).

As bibliotecas foram normalizadas para 4nM e entregues na facility GENIAL
(ICB-USP) para sequenciamento no equipamento NextSeq com uso do NextSeq 500/550 Mid
Output v2 kit (150 cycles, 2x75) sendo geradas reads paired-end.

Os dados obtidos do sequenciamento foram analisados em colaboragdo com o
laboratério do Departamento de Bioquimica da USP-Ribeirdo Preto pela Profa. Dra. Tie
Koide e doutorando Alan Lorenzetti (FMRP/USP). Na anélise dos dados, genes com p-value

ajustado (padj) <0,1 e Log2 Fold Change >1 foram considerados diferencialmente expressos.

3.14) Expressao e Purificacdo das Proteinas SigF e PknB
Foram obtidas constru¢des com fusdes de traducdo dos genes sigF...4i28 €

pknB,,.27 no vetor pNIC28-Bsa4 (Tabela 4, para descricdo do vetor e Tabela 7, para
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informacdes das construcdes com este plasmideo). Este vetor tem um promotor induzivel por
IPTG e produz uma fusdo das proteinas de interesse com 6 residuos de histidina na
extremidade N-terminal. Os fragmentos de DNA foram amplificados por PCR a partir do
DNA cromossomal de Xac, com uso de oligonucletideos contendo a 5 uma sequéncia de
extensdo para clonagem LIC (sitio LIC). Estes fragmentos foram inseridos no vetor por
clonagem independente de ligacdo (Eschenfeldt et al. 2009; Savitsky et al. 2010).
Resumidamente, os sitios de LIC foram expostos em fita simples no vetor e nos fragmentos
pela atividade de exonuclease 3°-5" da T4 DNA polimerase. Depois fragmentos e vetor foram
anelados por incubacio durante 10 minutos a 37°C e mais 10 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, foi feita a transformacao das reagdes em DH5a, com posterior confirmagdo dos
clones por PCR de colonia e sequenciamento, conforme descrito em itens anteriores. Apos
confirmacao, os plasmideos foram isolados e, em seguida, transformados em duas cepas para
expressdo E. coli: BL21(DE3)-R3-lambda-PPase e BL21(DE3)-R3-pRARE2 (Tabela 2). Os

tamanhos esperados para as proteinas recombinantes podem ser conferidos na tabela a seguir.

Tabela 7. Constru¢des para Expressao e Purificacio SigF e PknB

=%} R
e % S < _| Bl OS
€ 52 7 E g 5 5 23| B
3 = g = = s 3 = S ;:: & B
z £ 5 5 SES 2 |zgl ES
S = = =g 'S g
= =& s A
pNIC28-
1 pLL008 xac_4127 L1 _F | xac_4127 _R316_R | 978 Bsa4 338 [ 37266.44
pNIC28-
2 pLLO09 [ xac_4127_L1_F | xac_4127_G296_R [ 918 Bsa4 318 | 34740.45
pNIC28-
3 pLLO10 [ xac 4127 _GI11_F | xac_4127_R316_R | 951 Bsa4 328 | 36190.12
pNIC28-
4 | pLLO11 | xac_4127_G11_F [ xac_4127_G296_R | 891 Bsa4 308 | 33664.13
pNIC28-
5 pLLO12 [ xac_4127_Al6_F | xac_4127 R316_R | 936 Bsa4 323 | 35617.54
pNIC28-
6 | pLLO13** | xac_4127_A16_F | xac_4127_G296_R | 876 Bsa4 303 | 33145.55
pNIC28-
7 pLL014 xac4127_for xac_4127_R316_R | 1185 Bsa4 406 [ 44532.75
pNIC28-
8 [ pLLO15** xac4127_for xac_4127_G296_R | 1125 Bsa4 386 | 42006.76
pNIC28-
9 | pLLO16** | xac4128 M1 _F [ xac4128_L179 R | 567 Bsa4 201 | 22463.53

*Este peso molecular corresponde a somatéria do peso molecular da constru¢do mais a da cauda de hexahistina.
**Construcdes usadas para expressdo em larga escala e ensaios de fosforilacdo.
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Ap6s a obtencdo das linhagens, a expressdo das proteinas recombinantes em
resposta a adicdo de IPTG foi analisada através de experimentos em pequena escala. Para
isso, culturas saturadas de transformantes de E. coli com as construcdes de interesse foram
diluidas cerca de 100x em meio de cultura TB (Triptona 1,2%; Extrato de levedura 2,4%;
glicerol 0,4%; K,;HPO4 72mM e KH,PO; 17mM) com canamicina e incubadas a 37°C sob
agitacdo até atingirem DOggonm de 2-3. As culturas foram induzidas com 1mM de IPTG e
incubadas com agitacdo por mais 5 horas a 37°C. Aliquotas de 1mL foram retiradas antes e
depois da adicdo do indutor e coletadas por centrifugacdo. As células foram ressuspendidas
em tampao de amostra de proteinas (Tris-HCl 62,5mM pH6,8; glicerol 6,25%; SDS 1%; azul
de bromofenol 0,01%) na proporcdo de 40uL para cada AgpS. Estas amostras foram

analisadas por eletroforese em gel SDS-PAGE (LAEMMLLI, 1970).

Para a producdo das proteinas recombinantes em larga escala, culturas saturadas
foram diluidas 100x em 1,5L de meio de cultura TB com canamicina e incubadas a 37°C sob
agitacdo até DOgponmde 2-3 e entdo induzidas com 0,5mM de IPTG durante 18 horas a 18°C
sob agitacdo. A cultura foi coletada, centrifugada e ressuspendida em tampao de Afinidade 2x
(HEPES 100mM, pH 7.,5; NaCl 1,0 M; glicerol 20%; imidazol 20 mM e TCEP 1 mM) e
IXx(HEPES 50 mM, pH 7,5; NaCl0,5 M, glicerol10%; imidazol 10mM e TCEP 0,5mM). As
células foram lisadas por sonicacdo. A fracdo solivel (sobrenadante) foi clarificada por
centrifugacdo a 40.000xg por 45 minutos e a 4°C. As proteinas recombinantes foram
purificadas usando a HisTrap FF (SmL de resina Ni-sepharose, GE Healthcare) equilibrada
com tampao de afinidade 1x e eluidas com 300mM de imidazol em tampao de afinidade. Em
seguida, as amostras foram purificadas em coluna Superdex S200 (GE Healthcare)
equilibrada com HEPES 50 mM, pH 7,5; NaCl0,5M , glicerol 5%;e TCEP 1 mM. Ao longo
da purificacdo, aliquotas foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE . As proteinas
purificadas foram quantificadas por absorbancia em 280nm e concentradas usando Amicon

Ultra (Millipore).

Quando aplicdvel, a cauda de hexahistidina foi removida pela incubagdo com a
protease TEV (tobacco etch virus) em razdo molar entre 1:20 — 1:40 da enzima para a proteina
alvo. Esta enzima cliva em uma sequéncia entre a cauda de histidina e a proteina alvo
(ENLYFQ*S). A digestao pela TEV ocorreu por cerca de 16 horas a 4°C. Depois deste
periodo de incubacido, foi feita uma segunda passagem pela resina de Ni-sepharose, sendo

coletada a fracao da purificac@o de proteinas ndo ligadas a resina de niquel.
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3.15) Ensaio de Fosforilacao in vitro

Em um volume total de 20uL de reagdo, o substrato (SigFxac4128) foi diluido para
45uM em tampao HEPES 50mM (pH 7.5), MgCl, 5SmM, ATP 1mM, TCEP 0,5mM. As
versoes do dominio quinase de xac4127 purificadas, PknBxac4127-cb006 € PknBxaca127-cb00s, foram
adicionadas nas concentragdes de 7,65uM e 5.23uM , respectivamente, e, para a reacdo
controle sem dominio quinase, foi acrescentado o volume correspondente de tampdo. Duas
outras reagdes foram feitas com estas mesmas constru¢des, porém, em uma concentracao

100x menor.

Para ensaios de autofosforilacio da quinase PknByac4127, as reacdes foram
preparadas sem a adi¢do do substrato,com ou sem ATP. A concentracdo de PknByac4127-cb006

foi de 153nM e 105nM para a Pkanac4127—cb008~

Todas as reacdes foram incubadas a 37°C por 1 hora. Aliquotas de 1uL foram
coletadas antes e depois da incubacdo e S9uL de dcido férmico 0,1% foi adicionado. Estas
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a andlise em
espectrometro de massas LC/MSD TOF, do inglés “electrospray ionization time-of-flight

spectrometer”.

Tanto para este como para o item anterior, “3.14) Expressdao e Purificacdo das
Proteinas SigF e PknB”, contamos com a expertise € colaboracdo dos pesquisadores do

Centro de Pesquisas SGC (Structural Genomics Consortium), localizada na Unicamp.
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4) RESULTADOS

4.1) Construcao das linhagens

Para a caracterizagdo funcional do fator sigma codificado pelo gene anotado como
xac4128 (sigF), foi obtida uma linhagem mutante (AsigF, CM001) (perda de funcdo) e uma
linhagem com niveis aumentados do gene em questdo (sigF'", WT/pLL001) (ganho de
funcdo). A linhagem AsigF foi obtida por delecdo em fase do gene, substituindo-se a cdpia
selvagem no cromossomo da bactéria pela versdo contendo a dele¢do. A linhagem sigF"" foi
obtida pela clonagem do gene no vetor multicopia pPBRA (Figura 11. Mapa do vetor pBRA e
esquematizacdo das amplificagdes dos genes sigF e sigl.e Tabela 4) (Marroquim M, Andrade M e
Farah, CS, dados ndo publicados), derivado do plasmideo pBAD24, que possui promotor
induzivel por arabinose (Guzman et al. 1995). Uma linhagem super-expressando sigL também
foi obtida, através da clonagem deste gene no vetor pBRA (sigL*™, WT/pLL002) (Figura
11B). Os clones confirmados foram transferidos para Xac e a presenca da cdpia extra foi

confirmada por PCR com oligonucleotideos especificos para o vetor pBRA (Figura 11C).
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Figura 11. Mapa do vetor pBRA e esquematizacao das amplificacdes dos genes sigF e sigL.

(A)Vetor pBRA com detalhes do sitio miltiplo de clonagem, indicado por MCS, do inglés multiple cloning site;
+1, inicio de transcricdo; S.D, sequencia Shine-Delgarno ou sitio de ligagdo ao ribossomo; spc/str, gene de
resisténcia a espectinomicina/estreptomicina;mob,mobilizdvel, codifica elementos que permitem sua
transferéncia por conjugacdo; pBBR1ori, origem de replicacdo; araC, ativador da expressido do promotor BAD;
pBAD, promotor indutivel por L-arabinose. (B) Esquema das amplificagdes dos genes sigF e sigL para clonagem
no vetor pBRA: for, primer forward; rev, primer reverse com sitio para Sall (C) Andlise por eletroforese em gel
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de agarose 1% apds PCR de coldnia de transformantes das construgdes pLLO01 e pL002 em Xac.Os fragmentos
de interesse possuem cerca de 100 pb a mais porque um dos oligonucleotideos utilizado (pXAC For, Tabela 6)
anela no vetor pBRA. Desta forma, é possivel identificar apenas a cépia dos genes presente no vetor e ndo a
cépia selvagem presente no cromossomo.

Para a constru¢ao da linhagem com delecdo do gene sigF,..412s foi realizada
amplificacdo a partir do DNA gendmico de Xac das regides de 780 e 737 pb que flanqueiam
sigFqc4128, incluindo apenas poucos pares de bases de cada uma das extremidades da regido
codificadora do gene (Figura 12). Estas duas regides foram fusionadas por PCR de forma a
obter-se um fragmento contendo a delec@o de grande parte da regido codificadora do gene. A
constru¢do assim obtida representa a delecdo de 450 pb da regido interna do gene (150
aminodcidos), mantendo apenas 42 pb (14 aminodcidos) da regido 5~ e 48pb (16 aminoacidos)
da regido 3~ codificadora. O fragmento com delecdo foi clonado no vetor suicida pNPTS138
em Xac e a copia selvagem do gene de interesse foi, entdo, substituida pela cépia contendo a
delecdo em fase, através de dois eventos de recombinagdo homdloga na linhagem selvagem
de Xac, conforme descrito em Ried & Collmer, 1987 (detalhes em Material e Métodos)

(Figura 12).

F1 forward (HindIII) F2 forward
5 -»> 3

780 pb F1 reveg‘e sigF
540 pb

737 pb F2 r‘el'erse (BamHI)

F1 forward (HindIII)
™S

l I '! |
780 pb 42 pb 48 pl

T37pb g2 reberse (BamHI)
Fragmento F1 (822pb) Fragmento F2 (785pb)

3’

5 3

780 pb sigF

90 pb 737 pb

Fragmento F1+F2 (~1600)

Figura 12. Obtencao da construcao pLL003.

Esquema representativo da obtencdo da constru¢do pLL003 para a linhagem com dele¢do em fase do sigF
(CMO001). Os retangulos em cinza escuro e claro representam a regido codificadora de sigF e os segmentos que a
flanqueiam, respectivamente. As setas representam os oligonucleotideos usados. A parte na cor vermelha nas
setas e linhas indicam regido complementar ao F2 forward inserido no F1 reverse para a juncdo por PCR.

O plasmideo pNPTS138 possui gene para resisténcia a canamicina e ainda o gene

que codifica para a levansucrase (sacB), enzima que catalisa a conversdo da sacarose
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adicionada ao meio em um produto téxico para a célula. Assim,colonias resultantes da
primeira recombinacdo, que promove a insercdo da versdo mutante de sigF e do plasmideo
pNPTS138 no genoma de Xac foram selecionadas pela resisténcia a canamicina e
sensibilidade a sacarose e confirmadas por PCR para a presenca das duas cépias do gene

(Figura 13)

1* Recombinagdo
(Intermolecular)

-

o

Cépia Mutante (A)
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Kmr

sacB

Linhagem com as duas cOpias:
selvagem e mutante por delecao nao-polar

A sacB Km' Selvagem

-l—

Selvagem sacB Km' A

—En Em—- - e

Duas possibilidades de recombinagéo: uma a 5’ (A) e outra a 3’ (B) da delecéo.
**Selecao por resisténcia a canamicina e sensibilidade a sacarose**
**Confirmagao por PCR de colonia**

|

2* Recombinagdo
(intramolecular)
A sacB K Selvagem
A B A E—
O W ,
N o e o o o e e e e = = = -

Linhagens com uma tnica cépia:
selvagem ou mutante por delecdo nao-polar

Recombinagio A Recombinacio B

Copia com delegao
Selvagem

—am E— —EmE—

**Selecdo por sensibilidade a canamicina e resisténcia a sacarose**
**Confirmagdo por PCR de colonia**

Figura 13. Representacio esquematica da obtencio do mutante por deleciao em fase.
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(Adaptado de Gao et al. 2006).

A partir de colonias obtidas na primeira recombinagdo foram selecionadas
linhagens que sofreram um segundo evento de recombinacdo, perdendo o plasmideo e uma
das copias do gene. Assim, coldnias foram selecionadas pela resisténcia a presenca de
sacarose no meio de cultura e sensibilidade a canamicina. Na segunda recombinacdo pode
haver dois tipos de linhagens:aquelas que perderam o plasmideo e mantiveram, como cépia
Unica no cromossomo, a versdo selvagem de sigF; e aquelas que, ao eliminar o plasmideo,
perderam a cépia selvagem junto com o vetor e permaneceram com a cOpia mutante no

cromossomo (Figura 14A). Sendo assim, as colOnias selecionadas foram submetidas a andlise

por PCR para verificar quais possuiam a copia mutante (Figura 14).

A Primer XAC 4128 F1 For2

N\
>

/
Primer XAC4128 R
Tamanho esperado WT ~1407 pb

Primer XAC 4128 F1 For2

\
>

- . =

N

Primer XAC4128 R
Tamanho esperado A ~957 pb

€'¥ 20X - 0124615V
9°£ 90X - 0T246IsV
wasen|as ey

01D 46Isy

(VNG was) 1D

Figura 14. Segundo evento de recombinacao (intramolecular).

(A) Esquema da amplificacdo para confirmagdo dos clones com cépia mutante por delecao em fase no gene sigF
apés o segundo evento de recombinacdo.O retdngulo em vermelho representa a regido clonada no vetor
pNPTS138. (B) Andlise de PCR de coldnia por eletroforese em gel de agarose 1%. M: Marcador de peso
molecular O’GeneRuler DNA ladder (Thermo Scientific); AsigFC10 — Xac4.3 e 7.6: clones AsigF'C10 — Xac4 e
AsigFC10 — Xac7 ap6s segunda recombinacio; Xac selvagem: amplificagdo da cépia selvagem do fragmento a
partir de PCR de coldnia da Xac306; AsigFC10: clone em DHS5a confirmado com a construgdo pLL003; Ct-
:Controle negativo.
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4.2) Caracterizacao Funcional de SigF: Papel na Resposta a Estresses Ambientais e

na Interacao com Plantas Hospedeiras
4.2.1) Perfil de Crescimento em condi¢des padrao de cultivo

As linhagens construidas AsigF (CMO001), sigF™" e sigL" foram submetidas a uma
caracterizacao inicial em condicdes 6timas de crescimento, pela determinacdo do seu perfil de
crescimento em comparagdo ao apresentado pelas cepas parentais. No caso das linhagens para
super-expressao foi utilizada como controle a linhagem selvagem (Xac306) contendoo vetor
vazio pBRA (WT/pBRA). O crescimento foi analisado pela medida da variagdo na turbidez

das culturas a cada 2 horas de cultivo em espectrofotdmetro (DOgponm)-

Uma vez que o vetor pPBRA tem um promotor com atividade induzida pela
presenca de L-arabinose, as linhagens foram submetidas a duas condi¢des diferentes: uma
contendo 0,3% do indutor arabinose e a outra, glicose. O promotor presente no vetor pPBRA
tem atividade reprimida pela presenca de glicose em E. coli (Guzman et al. 1995) e foi
possivel observar através de imunoblot com proteinas expressas a partir deste vetor que o

mesmo ocorre em Xac (dados do laboratdrio, nao publicados). A Figura 15 mostra o resultado

obtido.
Curva de crescimento
0,900
0,800 —
0,700 g == WT/pBRA L-arabinose
-
0,600 / E === WT/pBRA Glicose
£0,500
g e sigF++ L-arabinose
)
= 0,400 s i
0.300 sigF++ Glicose
0,200 sigL++ L-arabinose
0,100 == sigL++ Glicose
0,000

2 4 6 8
Tempo de cultivo (em horas)
Figura 15. A super-expressao de xac4129 impede o crescimento de Xac.
Curva de crescimento das linhagns com vetor para super-expressdo de sigF e sigL. In6culos saturados foram
diluidos para DOgnpnm = 0,1 em meio 2xTY na presenga de 0,3% de L-arabinose ou Glicose. Em intervalos de 2
horas aliquotas foram retiradas para determinagdo de crescimento pela medida de DOgggn. O grafico representa
a média de trés experimentos independentes. As barras verticais representam o erro padrao.

Os perfis de curva de crescimento apresentado pela linhagem que super-expressa

sigF, em ambas as condi¢des, sdo idénticos aos apresentados pelas amostras da estirpe
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selvagem. Curiosamente, a linhagem que super-expressa o gene sigl,,.4729 N30 apresentou
crescimento significativo quando cultivada na presenca de L-arabinose, pois a DOgoonm 0,2
ndo € ultrapassada durante todo o periodo de incubagdo (Figura 15). Além disto, o
crescimento segue o padrdo da cepa parental quando o ensaio é realizado na presenca de
glicose, indicando que o efeito depende de expressdo induzida do gene sigL.,c4;29. Este
resultado demonstra que a super-expressdao do gene sigL.,.4;29 leva a alteracdes significativas
na fisiologia de Xac, impedindo seu crescimento.

O crescimento da linhagem mutante em sigF’ (CMO001) também foi comparado a
linhagem selvagem, com o objetivo de testar se o gene € importante para o crescimento da
bactéria em condic¢des padrao de cultivo. Esta linhagem foi incubada em dois diferentes meios
de cultivo: 2xTY e XVM2. Este ultimo meio promove a inducao de genes de viruléncia, o que
sugere que mimetize as condi¢des nutricionais que o patégeno Xac encontra no hospedeiro,
(Astua-Monge et al. 2005). A Figura 16 mostra o perfil de crescimento obtido, podendo-se
verificar que a cepa mutante ndo possui variagdes significativas em seu crescimento quando

comparada a linhagem selvagem.
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Figura 16. A auséncia de sigF nao afeta o crescimento de Xac nos meios de culturas 2xTY e XVM2.

Curvas de crescimento da linhagem mutante CM001 (AsigF) em comparagdo a linhagem selvagem (Xac306).
Inéculos saturados foram diluidos para DOggpnm = 0,1 em meio 2xTY ou XVM?2 e aliquotas foram retiradas em
intervalos de 2h para determinagdo de crescimento pela medida de DOggpym. Os gréaficos demonstram resultado
de uma réplica bioldgica.
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4.2.2) Crescimento em Resposta a Caréncia de Metais

Dois compostos quelantes de metais foram utilizados para verificar se sigF
desempenha papel em condicdes de crescimento de deficiéncia nutricional: o 4cido fitico e o

outro, 2,2 dipiridil.

O 4cido fitico, ou fitato, € um composto organico que representa uma importante
fonte de fosforo nas plantas. Foi mostrado por WEBER et. al.(2014), que este composto pode
atuar como agente bacteriostdtico em Legionella pneumophila, devido a sua atividade
quelante de metais como ferro, célcio e zinco. Além disto, a inibi¢do ocorre de maneira dose-
dependente em L. pneumophila, mas, ao superexpressar a fitase LppA (enzima com atividade
de fosfatase) secretada pelo SSIV nesta bactéria, a inibi¢do é diminuida (Weber et al. 2014).
Verificamos que o gene xac4132 codifica uma fosfatase acida e estd proximo ao gene sigF.
Assim, ensaios foram realizados para investigar se o 4cido fitico poderia agir como um agente
bacteriostatico para Xac e se sigF teria papel na resposta a deficiéncia dos micronutrientes

minerais citados, através da regulacdo da expressdo e/ou secrecdo da fitase pelo SSVL

Assim, o crescimento de Xac306 e da linhagem AsigFF em meio 2xTY
suplementado com concentracdes crescentes de dcido fitico foi monitorado pela variagdo na
turbidez da cultura (DOgponm) apds 5 horas de crescimento. Os resultados obtidos demonstram
que Xac306 e AsigF sofrem inibi¢do progressiva no crescimento em fung¢do da concentracdo
de 4cido fitico na cultura (Figura 17). Observa-se também que a concentracdo de 10 mM inibe
por completo o crescimento. WEBER et. al. (2014) demonstraram que a inibicdo de
crescimento se dd pela atividade quelante de micronutrientes, uma vez que a atividade
inibitdria € revertida com a suplementa¢do de micronutrientes minerais ou com a retirada do
acido fitico do meio de cultivo. Os resultados deste ensaio demonstram que sigF nao ¢é
essencial para a resposta a atividade inibitoria do 4cido fitico em Xac (Figura 17). Foi também
realizado um ensaio com as linhagens que super-expressam sigF e sigL, utilizando-se 0, 3, 5 e
10 mM de é4cido fitico e observamos o mesmo perfil de inibicdo verificado na linhagem

selvagem (dados ndo mostrados).
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Figura 17. Inibicao do crescimento de Xac306 e AsigF por acido fitico.

Culturas saturadas foram diluidas para DOggonn= 0,1 em meio 2xTY contendo diferentes concentragdes de dcido
fitico, conforme indicado na figura. O crescimento foi determinado apds 5 h de cultivo, através da variagdo na
turbidez das culturas, pela DOgyonm. O gréfico representa a média de dois experimentos independentes. As barras
verticais representam o erro padrio.Entre paréntesis: letras iguais indicam amostras ou tratamentos ndo
diferentes estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

Para verificar se o SigF é importante em condi¢des de limitagdo de ferro apenas,
Xac306 e a AsigF foram cultivadas em meio de cultura 2xTY acrescido ou ndo de 300uM de
2,2°- dipiridil. Esta substancia € um quelante de alta afinidade por ferro. A caréncia de ferro é
um dos sinais que desencadeia a induc@o de genes de viruléncia em bactérias patogénicas e o
cluster vizinho a sigF codifica componentes de uma via de resposta a caréncia de ferro que
envolve o fator Sigl, do subgrupo Fecl (Figura 10). O grifico da Figura 18 mostra os
resultados oriundos destes ensaios, obtidos pelo acompanhamento da densidade dptica das
culturas a cada duas horas. A diferenga no crescimento comega a aparecer depois de 4 horas
de cultivo. Isto se deve, provavelmente, ao uso de meio de cultura complexo e muito rico em
nutrientes, e, desta forma, a quantidade de quelante de ferro adicionado ndo deve ser
suficiente para capturar todo o ferro disponivel nas primeiras horas de cultivo. Conforme a
densidade bacteriana aumenta o consumo de nutrientes € aumentado e a diferenca é
evidenciada para ambas as linhagens. Assim, as que estdo em meio com 2,2 dipiridil ndo
conseguem crescer de forma exponencial como as que ndo estdo com limitacdo de ferro.
Quanto a comparagido entre o perfil de crescimento das linhagens na caréncia de ferro, ndo se
observou diferengas entre AsigF’ e a linhagem selvagem, demonstrando que SigF ndo é

essencial para a resposta a caréncia de ferro.



55

2,500
2,000 T
£ 1,500 {
o§ L =0=Xac306 - (a)
a 1,000 == Xac306 + (b)
1 AsigF - (q)
0,500 ; ﬂ:"j— =>é=AsigF + (b)
0,000 1 T T T )
4 6 8

Tempo (em horas)

Figura 18. Crescimento de Xac306 e AsigF’ em caréncia nutricional de ferro.

Culturas saturadas foram diluidas para DOgonm= 0,1 em meio 2xTY contendo ou ndo 300 uM de 2,2°- dipiridil e
aliquotas foram retiradas em intervalos de 2h para determinacdo de crescimento pela medida de DOgoum-O
grafico representa a média de trés experimentos independentes. As barras verticais representam o erro padrio.
Entre paréntesis: letras iguais indicam amostras ou tratamentos ndo diferentes estatisticamente entre si. Foi
aplicado o teste de Mann-Whitney ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2.3) Ensaio de Patogenicidade e Formacao de Biofilme em Superficies Bioticas e

Abioticas

O papel de sigFy4c412¢ na patogenicidade de Xac foi testado, por meio de ensaios
de infec¢do em plantas hospedeiras. Os ensaios foram realizados por inoculacdo de culturas
de cada linhagem no interior das folhas pelo uso de seringa sem agulha. Para isso, as
linhagens AsigF e sigF"" foram testadas, observando-se o desenvolvimento da infec¢do destas
em comparagdo com o que é apresentado pela cepa selvagem. Conforme demonstra a Figura
19, as linhagens com delecdo ou a super-expressdo de sigF’ ndo apresentaram alteragdes no
perfil de sintomas em comparacdo as linhagens parentais, uma vez que nio se observou
diminui¢do, aumento, aceleracdo ou retardo dos sintomas de infec¢do. Logo, SigF ndo tem
papel no processo de infec¢ao dentro da folha da planta hospedeira.

Outro possivel papel deste fator sigma na interagdo com a planta hospedeira seria
na aderéncia a superficie foliar, uma vez que nos ensaios de patogenicidade as linhagens
foram injetadas no interior do tecido. Em virtude disto, ensaios de aderéncia in planta foram
executados. Para estes ensaios, as suspensdes bacterianas em fase de crescimento exponencial
foram aplicadas na superficie de folhas e as bactérias aderidas ap6s incubagdo por 16 e 72 hs
foram quantificadas por coloracdo com cristal violeta. Conforme pode ser visto na Figura 19,

ndo foi observada nenhuma diferenca entre a aderéncia a superficie foliar das linhagens
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mutante e de super-expressdo com acepa selvagem. Estes resultados indicam que o fator

sigma SigF ndo exerce papel essencial neste aspecto da fisiologia de Xac.

B  Apos 16 horas da aplicacio ~ Apds 72 horas da aplicacio

Figura 19. Estudo do Papel de ¢* Interacao com Plantas Hospedeiras.
(A) Ensaio de Patogenicidade em folhas de laranja-péra. Culturas em fase de crescimento logaritima tardiaforam
inoculadas por infiltracdo pelo uso de seringa sem agulha na superficie abaxial de folhas e monitoradas
periodicamente para andlise do desenvolvimento dos sintomas. (B) Ensaios de aderéncia a folhas de laranja-péra.
Culturas em fase logaritima tardia foram inoculadas sobre a superficie de folhas com auxilio de pipeta e, nos
tempos indicados, folhas foram coletadas para quantificacio da aderéncia por coloracdo com cristal violeta.
Legenda: Ct-, controle negativo (solucdo 10 mM de MgCI2 sem bactéria); WT, local de aplica¢do da suspensdo
da linhagem selvagemXac306; WTp, WT/pBRA; sigF"*, WT/pL001; AsigF, linhagem CMO001.

Um possivel papel de SigF na capacidade de aderéncia e formagao de biofilmes
em superficies abidticas também foi testado, por ensaios realizados em tubos de vidro. Nao
foram verificadas diferengas no perfil de formacao de biofilmes quando as linhagens AsigF e

sigF™* " foram comparadas com a linhagem selvagem (Figura 20).
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Figura 20. Aderéncia e formacao de biofilme de AsigF e sigF ™.

Culturas saturadas foram diluidas para DOgypum= 0,1 em meio 2xTY, distribuidas em tubos de vidro de mesma
espessura e incubados sem agitacdo a temperatura ambiente. Amostras em triplicatas foram coletadas em
diferentes dias conforme indicado em cada grafico, processadas de acordo com a descricdo em Material e
Meétodos, coradas com 0,1% de cristal violeta e a formagdo de biofilme foi medida em espectofotdmetro em
DO=570nm. Para a AsigF foram realizados 6 ensaios e 4 para a sigF"".Xac306, linhagem selvagem; WT/pBRA,
linhagem selvagem com plasmideo pBRA vazio;sigF™", WT/pL001; AsigF, linhagem CMO0O1.

Os resultados de ensaios funcionais na interagdo com plantas hospedeiras foram
corroborados por dados de expressdo relativa do RNAm de sigF. Assim, ensaios de RT-PCR
quantitativo demonstraram que sigF nao sofre aumento ou diminui¢do em seus niveis de
expressdo em amostras coletadas ao longo do processo de infeccdo que ocorre no mesofilo
foliar (Figura 21A). Porém, verificou-se aumento significativo na expressdao do gene ao longo
do crescimento na superficie de folhas de plantas hospedeiras (crescimento epifitico), através
de inoculagdo da bactéria por aspersao (Figura 21B). Os experimentos descritos na Figura 21
foram realizados pelo aluno de Iniciacdo Cientifica Lucas de Moraes Ceseti, sob orientagdo da

Profa Cristina Martinez. Estes resultados sugerem que, embora SigF ndo tenha papel essencial
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para a adesdo a folhas, este fator sigma pode estar envolvido em aspectos importantes da

adaptacdo ao ambiente epifitico.
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Figura 21. A expressio de sigF é induzida no crescimento epifitico e ndo sofre alteracées em resposta ao
crescimento no interior de tecido foliar de plantas hospedeiras.

Ensaios de andlises de expressdo relativa de sigFdeXac em contato com a planta hospedeira. (A) Expressao
relativa de sigF' em Xac no interior de tecido foliar. (B) Expressdo relativa de sigF’ em Xac de crescimento
epfitico. Os graficos representam a média de no minimo trés experimentos independentes de uma réplica
bioldgica. O ensaio foi realizado no minimo com duas amostras bioldgicas. As barras verticais representam o
erro padrdo.

4.2.4) Ensaio de estresse por UVC e por H,0;

Fatores sigma ECF, normalmente, regulam respostas a estresses ambientais.
Como visto no item anterior, sigF tem aumento de expressao relativa quando a bactéria esta
na superficie da folha. Nesta condicdo, ela pode sofrer diversos estresses como deficiéncia
nutricional, competicdo com outros microrganismos € exposi¢do a radiacdo UV. Portanto,
com o intuito de investigar se o sigF atua na resposta a estresse causado por UV foi feito
ensaio de sobrevivéncia a esta radiacdo. A exposicao por 60 segundos de Xac306 e AsigF a
condi¢do de estresse ndo mostrou diferenga na resisténcia a radiacdo por UVC entre as

linhagens (Figura 22A).

Ainda foi avaliado o papel do gene na resposta a estresse oxidativo por peréxido
de hidrogénio (H,O,) na concentracio de 4,4mM (Figura 22B). Os resultados obtidos
mostram uma queda de 10% na sobrevivéncia entre a selvagem e a AsigF, porém

estatisticamente ndo € significativo.
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Figura 22. SigF nao é essencial para a resposta a estreses por UVC e H,0,.

(A) Ensaios de sobrevivéncia a estresse por UVC. O grifico representa a média de dois experimentos
independentes feitos em triplicata técnica. As barras verticais representam o erro padrdo. (B) Ensaios de
sobrevivéncia a estresse oxidativo por 4,4mM de H,0, durante 10 minutos. O gréfico representa a média de trés
experimentos independentes. As barras verticais representam o erro padrdo. Foi aplicado o teste estatistico t
Student ao nivel de 5% de probabilidadee as letras acima de cada barra indicam os resultados do teste: letras
iguais indicam amostras ou tratamentos sem diferencas significativas pela andlise estatistica.

4.3) Caracterizacao Funcional de SigF: Papel na Competicio com Microrganismos

O laboratério da Profa. Cristina E. Alvarez-Martinez vem realizando estudos
funcionais do SSVI de Xac codificado em dois grupamentos génicos vizinhos a xac4128
(Figura 10) e ensaios fenotipicos com mutantes de delecdo em dois genes essenciais para o
funcionamento do SSVI, hcp e clpV, obtidos no laboratério, estdo em andamento. SSVI
caracterizados em diversas bactérias Gram-negativas atuam na translocagdo de proteinas com
funcdo de toxinas no ataque a microrganismos competidores, incluindo outras bactérias,
leveduras e amebas (Pukatzki et al. 2006; Hood et al. 2010; Haapalainen et al. 2012; Heckel et
al. 2014). Porém, resultados de nosso laboratério demonstraram que o SSVI ndo é importante
para a competicdo com a bactéria Gram-negativa E.coli (Alvarez-Martinez C, dados ndo
mostrados), fun¢do ja atribuida ao SSIV de Xac (Souza et al. 2015). Estes ensaios foram
também realizados com a linhagem mutante em sigF e ndo se observou diferenga no perfil de
competicdo em comparacdo com a linhagem selvagem (Alvarez-Martinez, dados nao
mostrados).

Estudos de competicio de Xac com a ameba Dictyostelium discoideum vem sendo
desenvolvidos em colaboracdo com a pesquisadora de pds-doutorado Dra Ethel Bayer dos
Santos e seu supervisor Prof Dr Shaker Chuck Farah (Dep. de Bioquimica- 1Q/USP). D.

discoideum é uma ameba de vida livre, encontrada no solo e em associacdo a folhas caidas,



60

podendo estar, portanto, frequentemente em competicdo com Xac no ambiente. Esta ameba se
alimenta de bactérias, por um mecanismo que em muito se assemelha a fagocitose mediada
por macréfagos e, por isso, tem sido usada como modelo para estudo da interagdo patégeno-
hospedeiro em bactérias (Clarke 2010). Resultados dos estudos realizados pela Dra Ethel
mostram que Xac € bastante resistente a predacdo pela ameba (Santos, EB e Farah, CS, dados
nao publicados). Além disto, o0 SSVI € essencial para a resisténcia a predagdo, uma vez que as
linhagens mutantes Ahcp e AclpV se mostram muito sensiveis a incubagdo com a ameba,
conforme demonstrado nos ensaios de formag¢ao de halo de fagocitose da Figura 23. Os testes
foram também realizados com a linhagem mutante em sigF e foi possivel observar que a
linhagem apresenta o mesmo fendtipo de sensibilidade a presenca de D. discoideum
identificado para a linhagem mutante no SSVI Ahcp (Figura 23), sendo complementado pela
presenca de copia selvagem de sigF no vetor pBRA (AsigF/pLLO001). Estes resultados sio
bastante interessantes e indicam um papel direto ou indireto de SigF na regulacdo de genes
importantes para a funcdo do SSVI. O papel de SSVI na sobrevivéncia a predacdo por amebas
ja foi descrito em V. cholerae e Burkholderia cenocepacia (Pukatzki et al. 2006; Aubert et al.

2008).
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Figura 23. SigF e SSVI sido necessarios para resisténcia a predacao por D. discodeium.

A partir de culturas saturadas, as linhagens de Xac selvagem e mutantes foram incubadas por 4 dias com
diferentes concentragdos de D. discodeium discriminadas na fotografia em meio de cultivo HLS e placas de 24
pocos (Froquet et al. 2009). (A) Fotografia mostrando a capacidade de D. discodeium de formar halos fagociticos
(espaco transparente ou branco) quando incubadas com mutantes doSSVI (Aclp e Ahcp) e com o AsigF. (B)
Fotografia mostrando a recuperagdo do fenétipo de resisténcia a D. discodeium na linhagem AsigF
complementada com as contru¢des pLLO01 (sigF++). Fotografias gentilmente cedidas por Ethel Bayer dos
Santos.

4.4) Regulaciio de Genes que Codificam Componentes do SSVI de Xac por ¢"

A identificacdo dos genes regulados pelo SigFconsistiu inicialmente em uma

andlise de expressdo relativa de RNAm de genes candidatos por RT-PCR quantitativo nas
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linhagens com niveis alterados de sigF (AsigF e sigF"") em compara¢do com a selvagem.
Com base nos dados fenotipicos descritos no item 4.3 e na organizacido gendmica de xac4128,
os genes candidatos foram: vgrG, clpV e tssC, que codificam componentes do sistema de
secrecdo do tipo VI (SSVI), e sigL.

Inicialmente, buscamos determinar os niveis de expressdo do gene sigF pela
presenca da coOpia adicional no vetor pBRA, na auséncia de indutor € com 1 e 2 horas apds
adicdo da arabinose ao meio de cultura. Com isso, pretendiamos caracterizar melhor a
linhagem WT/pLLO001 (sigF"™") e determinar as condi¢des ideais para as andlises dos genes
candidatos e para ensaios futuros de RNA-Seq. Previamente, culturas saturadas foram lavadas
e diluidas para uma DOgynm=0,1, sendo entdo incubadas até a fase exponencial de
crescimento (DOgoonm= 0,5). Em seguida, foi coletada a amostra ndo tratada com indutor e
adicionou-se 0,3% de arabinose ao meio. Amostras foram coletadas 1h e 2h apds a adicao de
arabinose para extragdao do RNA total. A linhagem selvagem contendo o vetor vazio também
foi submetida as mesmas condi¢des como controle. Verificou-se que o nivel de expressao do
sigF’ sem indutor € 51 vezes maior na linhagem WT/pLLO01 em comparacdo a linhagem
WT/pBRA. Ap6s uma hora de inducio ocorre um aumento de mais de 1.000 vezes nos niveis
de expressao do gene, que se mantém apds 2 h (Figura 24).

A mesma andlise foi realizada para a linhagem que super-expressa o outro fator
sigma, siglL. Neste caso, verificou-se que os niveis de siglL sdo 800x aumentados pela
presenca da copia extra no pPBRA sem indugdo por arabinose, enquanto ocorre aumento de
mais de 10.000 vezes apds 1 hora de suplementagdo com o agente indutor (Figura 24). Este
aumento bastante exacerbado pode ser prejudicial a célula e explicaria a dificuldade de

crescimento desta linhagem observada nas curvas de crescimento descritas na Figura 15.
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Figura 24.Analise da Expressao Relativa de sigF e sigL pela presenca de copia extra no vetor pBRA e em
resposta ao indutor arabinose.

Ensaios de qRT-PCR foram realizados para determinacao dos niveis de RNAm de sigF e sigL nas linhagens que
possuem cépia extra destes genes no vetor pPBRA, WT/pLL001 e WT/pLL002, respectivamente. Os resultados
representam expressdo relativa, tendo como referéncia a linhagem WT/pBRA. Os grificos representam a média
de trés experimentos independentes de uma réplica biolgica. O ensaio foi realizado em duas amostras
bioldgicas, gerando resultados similares. As barras verticais representam o erro padrao.

Em seguida, analisamos a expressdo dos genes que codificam componentes do
SSVI nas linhagens com niveis alterados de sigF (AsigF e WT/sigF"™"), comparando-se com

linhagem selvagem (

Figura 25). Os resultados obtidos demonstram queda significativa (>2x) na
expressao dos genes vgrGyucsi24 € ClpViaca140 Na linhagem mutante em sigFk’ (CMO001). O gene
tssC apresentou queda pouco significativa (< 2x) nesta linhagem. Diante da queda na
expressdo destes genes na linhagem mutante era esperado que houvesse concomitante
aumento em seus niveis na linhagem que super-expressa sigF(WT/pLL0O01). No entanto, ndo

se observou alteragdo significativa nesta linhagem (

Figura 25). Assim, € possivel que a presenca de cOpias extras de sigF ndo leve a
expressdao do fator sigma funcional, pois 0 mesmo pode sofrer algum tipo de ativacdo pds-

traducional. Esta hip6tese foi considerada devido a uma possivel regulacdo deste sigma por
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fosforilacdo, conforme modelo sugerido para ECFs do grupo 43 por Mascher (2013). Por este
modelo, a atividade de SigF estaria sendo regulada direta ou indiretamente por um sistema de
fosforilagdo através de uma proteina serina/treonina quinase chamada eSTK, cujo gene esta
sempre associado aos sigmas deste grupo e que seria ativada em resposta a percepcao de sinal
no envelope celular. Porém, apresenta o mesmo contexto que os ECFs do grupo 43: ao seu
lado se encontra o gene que codifica uma proteina com dominio de ser/treo quinase PknB, o
pknBy,c4127. Andlise realizada com a ferramenta ECF finder (http://ecf.g2l.bio.uni-
goettingen.de:8080/ECFfinder/), desenvolvida por Staron et al, 2009, também confirma a
classificacdo de SigF no grupo 43 (Figura 26).
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Figura 25.Expressio relativa de genes do SSVI nas linhagensAsigF e sigF*.

Ensaios de qRT-PCR para andlise dos niveis de RNAm dos genes vgrG, clpV e tssC na linhagem CMO001
(AsigF) (A)e WT/pLLO0O01 (sigF™)(B). Os graficos representam a média de trés experimentos independentes de
uma réplica biolégica. O ensaio foi realizado em duas amostras biolégicas e resultados similares foram obtidos.
As barras verticais representam o erro padrao.
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sigF Group:ECF43:
Trusted Score for Group : 221.2
Gathering Score for Group : 11.4

ECF43: domain 1 of 1, from 1 to 179: score 223.3, E = 4.1e-66

ECF43: domain 1 of 1, from 1 to 179: score 223.3, E = 4.le-66
*->mssgdiTqLLqawrsGDpaAldqLlpLVYsELRr1ArrylrrErpgH
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ELRYFgGLTveEiAevLgiSprTVkRAWrfARALLrrelsdggaae<-*

L +G +v E+Ae+L++S++T +Rd+rfAR+WL+ +L
leel 141 ALTELVGFSVAEAAEQLEVSVPTLERDLRFARVWLAAQL------- 179

Figura 26. Analise da sequéncia de proteina codificada por xac4128 pela ferramenta ECF Finder.

“Trusted Score” corresponde a pontuagdo (valor) limite que uma determinada sequéncia pode apresentar para ser
identificada como membro do grupo ECF em questdo. “Gathering Score” € um valor de pontuagdo limite para
classificag@o dentro do grupo de fatores sigma ECF.

Para testar a hipdtese de ativacdo por fosforilagdo, foram construidas linhagens
que super-expressam versoes de sigF contendo mutagdes de substituicdo de residuos
conservados de treonina ou serina por dcido glutdmico, que mimetizam o estado fosforilado
nestes residuos da proteina (Grindheim et al. 2014). Quatro residuos foram escolhidos por
serem conservados em diferentes ECFs do grupo 43: T7, T51, S149E e T163. Os residuos
foram selecionados através de alinhamento multiplo de sequéncias de fatores sigmas que
pertencem a este mesmo grupo (Figura 27). As mutacdes nos residuos selecionados foram
realizadas por mutagénese sitio-dirigida usando a constru¢do pLLO01 como molde e as
construgdes resultantes foram denominadas pLLLO04-pLL0O07 (Tabela 5), sendo transferidas
para a linhagem selvagem de Xac. Assim, foram realizados ensaios de qRT-PCR para analisar
o efeito destas mutagdes na expressdao dos genes do SSVI, usando-se culturas induzidas ou

nao com arabinose por 30 min.
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Figura 27. Alinhamento Multiplo de sequencias de fatores sigmas do grupo ECF 43.
O alinhamento foi realizado pela ferramenta Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Os
residuos conservados estdo destacados em retdngulos e denominados T7, T51, S149 e T163.

Os resultados das andlises de expressdo relativa de genes do SSVI nestas quatro
linhagens demonstraram que a linhagem que super-expressa a mutacdo TSI1E apresentou
grande aumento nos niveis de RNAm dos trés genes do SSVI analisados (Figura 28).
Observa-se aumento maior que 4x para vgrGyucsi24 € clpViacai40 apos indugdo de 30 minutos

por L-arabinose. Para o gene tssCy,c4747, que ndo apresentou queda na linhagem AsigF, os
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dados mostram um aumento de 4x na sua expressao relativa ja antes da inducdo e de 52x apds
indu¢do com arabinose (Figura 28). Estes resultados demonstram que SigF regula
positivamente a expressdo de componentes do SSVI e corroboram com o modelo de regulagao

p6s-traducional de sigF por fosforilacao.
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Figura 28. Expressio relativa de genes do SSVI nas linhagens que mimetizamestado fosforilado dec".
Andlise da expressdo relativa dos genes que codificam componentes do SSVI vgrG, tssC e clpV por ensaios de
qRT-PCR. Os ensaios foram realizados com amostras obtidas antes e apds indug@o por 30 min com arabinose na
fase exponencial de crescimento em meio 2xTY. O célculo de expressdo relativa foi realizado em referéncia a
linhagem WT/pBRA cultivada nas mesmas condi¢des. O grafico representa a média de experimentos realizados
em duplicata técnica com 2 réplicas bioldgicas. As barras verticais representam o erro padrao.

Os genes pknB.uc4127, PAARy 4126 também tiveram sua expressdo relativa

analisada em sigF"" e sigF"T51E. Estes genes sdo transcritos em um provavel operon com
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sigF, pois ocorre sobreposicdo de cddons de término e inicio de tradu¢do. Em geral, os fatores
sigma ECF reconhecem a regido promotora de seu operon e, portanto, sdo auto-regulados
positivamente (Helmann 2002). Sendo a quinase o possivel regulador de SigF e estando em
operon com ele, o aumento do nivel de seu RNAm indicaria. Porém, nossos resultados
demonstram que nao houve aumento auto-regulacio positiva significativo na expressao destes
genes pela super-expressdo das diferentes versoes de sigF, indicando que ndo ocorre auto-
regulacdo positiva na expressdo de sigF. As demais linhagens com super-expressdo dos
derivados de sigFF T7E, T163E e S149 também foram testadas e ndo foram observadas

diferencas em comparacao a linhagem selvagem (Figura 29).
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Figura 29.Expressio relativa dePAAR,,.4;2¢€ pknB, 4127 em sigF* " T51E.

Resultados de qRT-PCR para determina¢io dos niveis de RNAm de PAAR,,.4126¢ pknB,..4127 nas linhagens que
super-expressam sigF (sigF++) e sigF++T7E a T163E. Os ensaios foram realizados com amostras obtidas antes
e apds indugdo por 30 min com arabinose na fase exponencial de crescimento em meio 2xTY. O célculo de
expressdo relativa foi realizado em referéncia a linhagem WT/pBRA cultivada nas mesmas condic¢des. O gréfico
representa a média de quatro experimentos independentes, realizadoscom duas amostras bioldgicas em duplicata
técnica. As barras verticais representam o erro padrdo.

Assim, os resultados obtidos acima demonstram que SigF regula positivamente a
expressao de genes do SSVI de Xac, o que confirma o modelo sugerido com base na anélise
do fenoétipo da linhagem AsigF na sobrevivéncia a D. discoideum (Figura 23). As construgcdes
de super-expressao de sigF com as mutagdes T7E-T163E foram também testadas quanto a
capacidade de complementar o fendtipo da linhagem AsigF na sobrevivéncia a predacdo por
D. discoideum (os ensaios de placa de fagocitose foram realizados pela Dra Ethel Bayer dos

Santos). Com isso, pretendiamos analisar se as versdes com mutacdo mantém a
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funcionalidade de SigF. Os resultados da Figura 30 demonstram que apenas a constru¢do
sigFFTS1E complementou o fendtipo de resisténcia. Estes resultados confirmam que a mutagdo
que promove a inducdo dos genes do SSVI mantém a funcionalidade de SigF e indica que as

outras versdes deixaram de ser funcionais devido a alteragao realizada.
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Figura 30. Analise da Complementacio do Fenétipo de AsigF pelas versoes com mutacio T7E a T163E.
Ensaio de formacdo de halo de fagocitose pela ameba D. discoideum em placa de 24 pogos. Culturas das
linhagens de Xac indicadas na parte superior da figura foram inoculadas em pogos e amostras contendo a
quantidade de células da ameba indicadas a direita da figura foram inoculadas no centro dos pocos. Fotografia
cedida por Ethel Bayer dos Santos.

A presenga de genes vizinhos codificando fatores sigma ECF, transcritos em direcOes
opostas € intrigante e pode indicar possivel regulacdo reciproca ou cascata de regulacdo entre
eles. Assim, para testar possivel regulacdo de um deles sobre o outro, analisamos a expressao
de sigF na linhagem que super-expressa sigL € vice-versa.

Os resultados obtidos demonstram que a expressdo de sigF nao tem variacio
significativa (>2 vezes) na linhagem sigl++ (WT/pLL002) antes da adi¢cdo do indutor e
apresenta queda de cerca de 5 vezes 1 hora apds a adi¢do do indutor (Figura 31). Esta queda
pode indicar um efeito negativo global na expressdao génica celular, devido ao aumento
exacerbado nos niveis deste gene. Estes dados indicam que o fator sigma Sigl. ndo esta
envolvido na indugdo da expressao do fator sigma vizinho sigF.

A expressdo do gene sigl.,.4;29 foi avaliada na linhagem mutante para o sigF
(AsigF ou CMO001) e observou-se queda de duas vezes nesta linhagem em comparagdo a

selvagem. No entanto, ndo foi observado aumento nas linhagens de super-expressdo tanto de
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sigF’ selvagem como na linhagem sigF++/T51E. Este resultado sugere que SigF ndo estd

envolvido na regulacdo de SigL (Figura 32).
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Figura 31. Expressio relativa de sigF na linhagen sigL*".

Resultados de RT-PCR quantitativo para determinagdo dos niveis de RNAm de sigF na linhagem que super-
expressasigL(WT/pLL002).0Os ensaios foram realizados com amostras obtidas antes e apds indugdo de 1 hora
com arabinose na fase exponencial de crescimento em meio 2xTY. O célculo de expressdo relativa foi realizado
em referéncia a linhagem selvagem no tempo Oh. Os grificos representam a média de trés experimentos
independentes de uma réplica biolégica. O ensaio foi realizado em duas amostras bioldgicas. As barras verticais
representam o erro padrao.
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Figura 32. Expressao relativa de sigL nas linhagensAsigF, sigF*" e sigF** - TS1E.

Resultados de RT-PCR quantitativo para determinacdo dos niveis de RNAm de sigL na linhagem CMO001
(AsigF) e nas linhagens que super-expressam sigF (sigF™" ou WT/pL001 e sigF++T51E ou WT/pL005). Os
ensaios foram realizados com amostras obtidas antes e apds indugdo por 30 min com arabinose na fase
exponencial de crescimento em meio 2xTY. O cdlculo de expressdo relativa foi realizado em referéncia a
linhagem selvagem cultivada nas mesmas condigdes. O grifico representa a média de no minimo trés
experimentos independentes. O ensaio foi realizado em duas amostras bioldgicas. As barras verticais
representam o erro padrdo.
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4.5) Identificacao dos Regulons de SigF e Sigl.

Com base nos dados obtidos e descritos no item 4.4, o perfil de transcriptoma das
linhagens selvagem e de super-expressao da copia selvagem de sigF e da cpia com mutagdo
TS1IE (WT/pBRA,WT/pLL0O01 e WT/pLL0O0S) foram avaliados por sequenciamento de
RNAm (RNA-Seq), com o objetivo de identificar o conjunto total de genes regulados por
SigF. Para isso as amostras de RNA total foram extraidas de culturas induzidas durante 30
minutos com L-arabinose apds serem cultivadas em meio 2xTY até a fase exponencial de
crescimento de DOgyonm = 0,5.

Além disto, realizamos também ensaios de RNA-Seq com a linhagem de super-
expressdao de siglL (WT/pLL002), com o objetivo de verificar possivel sobreposicdo de
regulons e regulacdo de genes relacionados. Nestes ensaios, a comparacdo com a linhagem
parental WT/pBRA foi realizada em culturas de fase exponencial mantidas sem adi¢do de
arabinose, pois observou-se um aumento muito exacerbado na expressao de sigL pela adi¢dao
do indutor (Figura 24) e dados preliminares de RT-PCR quantitativo indicaram a queda na
expressdo de diversos genes testados em condi¢des de inducdo de sigl, indicando um efeito
negativo global para a bactéria mantida nestas condicdes (dados ndo mostrados).

Os dados gerados nos experimentos foram analisados conforme fluxograma
apresentado na Figura 33, com a colaboracido do doutorando Alan Lorenzetti, sob orientacdo

da Profa Dra Tie Koide (Dep de Bioquimica — FMRP/USP).

RAW DATA
Andlise da qualidade (FASTQC)
Trimagem (TRIMMOMATIC)
Alinhamento ao genoma de referéncia (BOWTIE)

Andlise de Expressao Diferencial (DESeq2)
Figura 33. Fluxograma de analise dos dados de RNA-Seq.

A avaliacdo geral dos dados gerados mostrou que as reads obtidas ficaram com
otima qualidade e, portanto, ndo foi necessdria a etapa de “trimagem” para retirada das
sequéncias com baixa qualidade. Depois, as reads foram alinhadas ao genoma de referéncia
utilizando o software Bowtie v1.1.2 e seguida pela andlise da expressao diferencial com o

pacote DESeq2. Nesta etapa foi feita andlise exploratéria dos dados pelo método de
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clusterizagdo, assim agrupando as amostras que sdo similares confirmando as réplicas
bioldgicas. O Heatmap mostra dissimilaridade entre as amostras através da distancia
euclidiana n-gene-dimensional de contagens normalizadas. Portanto, quanto menor for a
dissimilaridade mais iguais sdo as amostras. Na Figura 34, o vermelho escuro na diagonal é
igual a zero, pois, € a distancia da amostra em relacdo a ela mesma. Ha uma diferenca clara
entre as amostras ndo induzidas e as induzidas, pela adicdo de arabinose por 30 min
(WT/pBRA n@o-induzida e sigL++ versus WT/pBRA induzida, sigF++ e sigF'++- T51E). Os
resultados demonstram que as réplicas bioldgicas de cada linhagem estdo bem similares entre
si. Nota-se também a diferenca bem evidente entres as linhagens WT/pBRA e a sigF++-
TS1E (WT/pLL00S), o que indica que a substituicdo de aminodcido tenha tornado o SigF

ativo, como mostrado com os resultados de anélise de expressdo relativa na secao anterior.
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Figura 34. Analise por Heatmap dos Resultados de RNA-Seq para comparacio de todas as réplicas
biolégicas das linhagens analisadas.

WT (WT/pBRA) com e sem inducdo por 30 min com arabinose, sigl++ sem inducdo, sigF++T51E
(WT/pLL005) com indugdo e sigF++ (WT/pLL001) com inducdoA intensidade de vermelho indica
dissimilaridade entre as amostras, quanto mais intenso o vermelho menor a dissimilaridade, conforme indicado
pelos valores niimericos na escala ao lado do Heatmap. Os quadros docentro na diagonal sdo as amostras
comparadas com elas mesmas. Os quadros subsequentes sdo comparagdes com as demais amostras, conforme
indicado pelo dendograma.

Ainda outra andlise foi feita para mostrar os 40 genes com maior variacao entre as
amostras (Figura 35). Este resultado estd na forma de Heatmap, onde cada bloco do mapa
corresponde ao desvio em relacdo a média, assim, mostrando a variagdo dos genes nas
amostras. Os primeiros genes mostrados no mapa possuem desvio positivo: 0 sigF.,c472s Nas
linhagens sigF™" e sigF " TS1E e sigLic4120 Na sigL™, uma vez que sdo os genes com

expressdo aumentada através da copia extra no vetor pBRA. Em relagcdo aos genes do SSVI
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que haviam sido analisados por RT-PCR quantitativo, eles apresentam desvio positivo
sigF++T51E, confirmando os dados da andlise por RT-PCR quantitativo. No caso da
linhagem sigL"™,0s genes com maiores desvios sdo xac4131 e xac4132. As réplicas biolégicas
de sigl++ e selvagem sem inducdo apresentaram pouca distingdo e as duas amostras
bioldgicas de sigl++ mostraramuma maior variagdo entre elas. Estes resultados prévios

mostram que os fatores sigmas SigF e Sigl. possuem regulons diferentes.
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Figura 35. Heatmap dos 40 genes com maior variacao entre todas as amostras analisadas.

Legenda: sigfara e sigfaral: sigF++, réplicas bioldgicas 1 e 2; m2ara, m2aral e m2ara2: sigF++T51E, réplicas
biolégicas 1, 2 e 3; wtpara, wtparal e wtpara2: Xac306/pBRA vazio com indu¢do por arabinose de 30 min,
réplicas bioldgicas 1, 2 e 3; wtp e wtpl: Xac306/pBRA vazio, réplicas biolégicas 1 e 2 sem inducdo por
arabinose; sigl e sigll: sigl++, réplicas bioldgicas 1 e 2 sem indugd@o por arabinose. A escala ao lado do heatmap
mostra o significado das cores em valores numéricos. Estes valores significam o desvio em relacdo a média
calculada para cada gene em uma matriz.
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Na andlise dos dados de RNA-Seq, genes com p-value ajustado (padj) <0,1 e
Log?2 Fold Change >1 foram considerados diferencialmente expressos, o que retornou apenas
genes com a expressdo aumentada, assim, apontando que ndo h4 efeito de repressdo indireta
em genes pela super-expressdo destes fatores sigma. A queda na expressdo de genes pela
super-produ¢do de um fator sigma poderia ocorrer por efeito de competicdo entre fatores
sigma pelo cerne da RNA polimerase (Malik et al. 1987). Nas abaixo estdo as listas dos genes
que sofrem alteragdo significativa em sua expressdo nas linhagens sigL™ e em sigF " T51E,
nessa ordem. Logo, evidenciando os distintos regulons de cada fator sigma.

Como pode ser visto na Tabela 8, 3 genes regulados por Sigl. foram identificados
em nossa andlise, todos localizados em um possivel operon na regido entre clusters do SSVIe
codificando proteinas hipotéticas conservadas (Figura 36). O gene xac4131 codifica uma
proteina com motivos para receptor dependente de TonB, um dominio N-terminal
caracteristico de FecA, que atua na inativagdo do anti-sigma dos sigmas da familia Fecl. O
gene xac4132 codifica uma proteina com dominios de fosfatase dcida. O dltimo gene com
expressdo aumentada em sigL"™, o xac4133, codifica uma proteina com dominio de lectina
caracteristico de plantas (dominio jacalina) e que atua na ligacdo a carboidratos. Além disto,
este gene codifica um dominio de esfingomielinase, fosfodiesterase que catalisa a degradacao
de esfingomielina em membranas bioldgicas.

Um fato interessante nestes dados de transcriptoma é ndo haver aumento de
expressao do gene xac4130, que esta em provavel operon com o sigL e codifica o seu possivel
fator anti-sigma, pois possui dominios caracteristicos de FecR, o regulador anti-sigma de ¢' !
de E.coli (Braun et al. 2006). Normalmente, fatores sigma ECF sofrem auto-regulacdo
positiva, reconhecendo a regido promotora do préprio operon que o codifica e transcrevendo

juntamente o fator anti-sigma cognato.

Tabela 8. Genes com expressao aumentada na linhagem sigL++.

Locus dos Genes Anotacao Variacao Relativa (Log,) Fold Change
xac4129 sigl 5,6157
xac4131 Receptor dependente de TonB, FecA 4,9733
xac4132 Fosfatase 4dcida 2,6612
xac4133 Esfingomielinase 2,0501

*Os locus dos genes estdo identificados com as anota¢des antigas.

Como visto nas analises prévias das Figura 34 e Figura 35,sigF""T51E apresenta

maior diferenca em seu perfil global de expressdao génica em relacdo a linhagem selvagem do
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que a linhagem sigF"". Com o uso dos pardmetros de andlise j4 mencionados, nido foram
identificados genes diferencialmente expressos em sigF"", a excec¢do dele mesmo. Por outro
lado, 25 genes foram significativamente induzidos na linhagem que super-expressa sigF
T51E, sugerindo, mais uma vez, que a fosforilacio € o fator determinante para converter este
fator sigma em sua forma ativa. A maioria dos genes diferencialmente expressos em
sigF""T51E, cerca de 80%, codificam componentes estruturais e de regulacio do SSVI
(Figura 36 e Tabela 9). O regulon se fragmenta nos dois clusters do sistema de secre¢do. Os

demais integrantes do regulon sao:

a) O xac4136, é o tnico gene da regido entre clusters regulado pelo SigF. Este gene
codifica um dominio de fascina, proteina envolvida na organizacdo de estruturas baseadas em
actina.

b) O feaR, que codifica um regulador transcricional da familia AraC. O FeaR j4 foi
descrito em E. coli como regulador positivo de fynA (amino-oxidase periplasmica) e feaB
(fenilacetaldeido desidrogenase) (Zeng & Spiro 2013). Estd localizado no genoma de Xac
proximo ao SSVI (Figura 36);

c) Ha também a expressdo aumentada de dois genes que codificam MsrA (xac0900 e
xac3691), oxidorredutases que reparam residuos de metionina oxidados e estdo associadas a
sobrevivéncia a estresse oxidativo;

d) Dois genes que codificam chaperonas (xac/300 e xac3195), enzimas que atuam no

enovelamento correto das proteinas.



Tabela 9. Genes em sigF"T51E com expressdo aumentada.

Locus dos Genes* | Anotacao Variacao Relativa (Log,)
xac4128 sigF 9,6847
xac4147 tssC 4,0602
xac4145 hep 3,9596
xac4146 tssB 3,8520
xac4144 tagJ 3,2205
xac4124 vgrG 2,6468
xac4120 tssL 2,4863
xac4126 PAAR 2,2884
xac4121 tssK 2,2813
xac4119 tssM 2,2768
xac4140 clpV 2,1455
xac4143 tssE 1,8592
xac4118 tagFk 1,7690
xac4141 tssG 1,7368
xac4122 fha 1,6284
xac4148 feaR . 1,5883

Regulador transcricional familia AraC ’
xac4142 tssF 1,5832
xac4117 PPPA 1,5652
cacd]36 Proteina hipotét.ica conservada 14774
fascina
xac4125 Proteina hipotética conservada 1,4628
xac4123 Proteina hipotética conservada 1,2110
xac0900 peptide-methionine (S)-S-oxide reductase 1,1497
xac3691 peptide-methionine (R)-S-oxide reductase 1,0341
xacl300 Hsp15 (chaperona) 1,0238
xac3195 ClpB (chaperona) 1,0212

*Os locus dos genes estdo identificados com as anotagdes antigas.
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Figura 36.0Organizacio estrutural da regido do genoma de Xaconde estio os genessigF e sigl e seus
respectivos regulons.

4.6) Fosforilacao in vitro do o pela Proteina Quinase PknB.

Os dados genéticos obtidos sugerem fortemente que a forma ativa do fator sigma
ECF 43 SigF é em estado fosforilado. E possivel que a quinase PknB codificada por xac4127
realize esta modificacdo pds-traducional. Isto € proposto porque todos os fatores sigma ECF
do grupo 43 identificados por andlise de genomas apresentam este mesmo contexto gendmico
(Staron et al. 2009).

Portanto, para avaliar se SigF € fosforilado diretamente por PknB, versdes destas
proteinas contendo cauda de 6xhis na extremidade amino-terminal foram purificadas a partir
de expressdo heteréloga em cepas de E.coli (Figura 38) e ensaios de fosforilagdo in vitro
foram realizados. Estes experimentos foram realizados em colaboracdo com o Centro de
Estudo de Quinases SGC (Structural Genome Consortium), localizado na UNICAMP, sob a
supervisio do Dr Rafael Coufiago. Especificamente para a PknB foram obtidas oito
construgdes com versdes do dominio quinase para expressio em E.coli. Entre elas, as
construcdes pLLO13 e pLLO15 (Tabela 5) foram usadas para purificacdo em larga escala
(Figura 37). A PknB apresenta similiridade no dominio quinase com a PknB de M.

tuberculosis, cuja estrutura ja foi resolvida (Mieczkowski et al. 2008; Young et al. 2003).
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Dominios da PknB
68aa 301aa 2laa 425aa

Contrucao PknB, . ;,,-cb008
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Figura 37. Esquema dos dominios da PknB e das construcdes utilizadas.

Esquema representativo dos dominios apresentados pela PknB e os mantidos nas construgdes utilizadas. Os
retangulos ndo estdo em escala com o tamanho dos dominios. Acima dos esquemas estd a sequencia da PknB
com setas indicativas dos dominios. NTD, dominio amino-terminal ndo incluido na anotacdo do gene xac4127
no KEGG (http://www.kege.ip/). TM, dominio transmembrana.

As duas versdes do dominio quinase e o SigF foram purificados por coluna de
afinidade, com uso de resina de niquel, seguindo-se de coluna de gel filtracdo. A PknB,,c427-
cb008 teve o maior rendimento e, por isso, teve sua cauda de histidina retirada por incubacao
com a protease TEV, cujo sitio de reconhecimento estd localizado apds a sequéncia que
codifica a cauda de histidina. As demais tiveram pouco rendimento, assim, para ndo haver
maiores perdas com etapas de purificacdo, a cauda de histidina foi mantida em PknB,,c4;27-

cb006 e SigF.


http://www.kegg.jp/
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Figura 38. Analise por SDS-PAGE das fracoes obtidas nas diferentes etapas de purificacao de SigF e
PknB.

M: Marcador de peso molecular Precision Plus Protein Unstained (Bio Rad); IMAC: cromatografia por afinidade
a metais imobilizados; GF: cromatografia por gel filtracdo. As setas em vermelho indicam os dominios de kinase

purificado (PknB,,.4;27-cb006 com 33,1 kDa e PknB,.,;,,-cb008 com 42 kDa); as setas em laranja indicam SigF,
com 22,4 kDa.

O ensaio de fosforilacdo foi realizado apds a obten¢do dos dominios quinase e do
substrato (SigF) purificados, conforme descrito em Material e Métodos. Para detectar
fosforilagdo no SigF, as duas versdes de quinase foram usadas em duas concentracdes
diferentes. A PknBy,c4127-cb006 foi usada nas concentracdoes de 7,65uM e 153nM. A
PknByac4127-cb008, nas concentracdes de 5,23uM e 105nM. A concentracdo do SigF foi de
45uM. Os resultados apresentados abaixo foram obtidos usando as concentragcdes de 7,65 e
5,23uM de PknB (Tabela 10). A fosforilacdo pode ser detectada pelo aumento da massa da
proteina em espectrometria de massas, uma vez que a adicdo do fosforo acrescenta 80Da a
massa total.

Os resultados descritos na Tabela 10 demonstram que a versio do dominio
quinase capaz de fosforilar uma pequena fracao de SigF foi a PknBy,c4127-cb008 que, diferente
da PknBy,c4127-¢b006, possui uma fracdo N-terminal que ndo constava na anotacao original do
gene (Figura 37). Os resultados demonstram também que somente esta versdao da proteina €
capaz de se auto-fosforilar. A PknB,,.4;27-cb008 apresentou também um segundo evento de
fosforilagdo, dado que apareceu uma segunda espécie com acréscimo de 160Da quando
incubada sem substrato e na presenca de ATP. A fosforilacdo do SigF foi de apenas 5%,
estando ausente em outras condi¢cdes. Estes resultados sdo promissores, porém, sera
necessario realizar a otimiza¢do das condicdes de reacdo (aumento do tempo de incubagao,

aumento da concentragdo de ATP, entre outros fatores) para obter maior fracao fosforilada.



Tabela 10. Resultado do Ensaio de Fosforilacao.

80

Presenca /Fracao de fosforilacao na proteina
analisada
Quinase Substrato ATP | Proteina Analisada Tel.npo de 1ncuba§?0
0 min 60 min
(Ausente) SigFracsr2s-cb009 | §im SigF Nenhuma Nenhuma
PknB,,.4127-cb006 | SigF,cs126-cb009 | Sim SigF Nenhuma Nenhuma
PknB,,c4727-cb008 | SigF 4.4126-cb009 Sim SigF Nenhuma 5%
Sim
PknB,,.4;27-cb006 SigF,4c4128-cb009 PknB,,.4;27-cb006 Nenhuma Nenhuma
PknB . c4127-¢b008 SigF uc4128-cb009 | Sim PknB,.,.4;27-cb008 27% 30%
Sim
PknB,.4;27-cb006 (Ausente) PknB,,.4;27-cb006 Nenhuma Nenhuma
PknB,.4;27-cb006 (Ausente) Nio PknB,,.4;27-cb006 Nenhuma Nenhuma
100% com
PknB,,.4727-cb008 (Ausente) Sim PknB,,c4727-cb008 35% 80Da e 5%
com 160Da
PknB,,.4;27-cb008 (Ausente) Nao PknB,,.4;27-cb008 30% 30%

Construgdes da quinase, ATP e substrato ou, apenas, constru¢des da quinase com ou sem ATP foram incubados
por 1 hora a 37°C. Aliquotas antes e depois da incubago foram retiradas e armazenadas com acido férmico 0,1%
no -80°C até serem analisadas por espectrometria de massa.
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5) DISCUSSAO

5.1) SigF e a Interacdo de Xac com o Hospedeiro e 0 Ambiente

Por Xac ser um patégeno de plantas de citros, um dos primeiros ensaios fenotipicos
realizados para a caracterizacdo das linhagens mutante e de super-expressao de sigF foi o de
viruléncia por infiltragio em folhas de laranja. Ambas as linhagens, AsigF e sigF"", foram
capazes de desenvolver o cancro citrico em perfil similar a linhagem selvagem. Dados de
andlise de expressao relativa também revelaram que sigF ndo € expresso em altos niveis ou
induzido quando Xac estd causando o processo infeccioso, o que corrobora os dados de
ensaios de viruléncia. E importante destacar que a inoculagdo por injecio ndo permite
identificar possiveis diferencas nas etapas iniciais da infec¢do, incluindo aderéncia,
sobrevivéncia epifitica e capacidade de penetracdo no tecido. Para testar alguns destes
aspectos, dois ensaios foram realizados: um de aderéncia a superficie foliar e outra de
formacdo de biofilme em superficie abidtica. Nossos resultados demonstram que SigF ndo
desempenha papel essencial na capacidade de aderéncia a superficie tanto bidtica como
abidtica.

A expressao relativa de sigF também foi analisada em Xac ao longo do crescimento na
superficie foliar, apés inoculacdo por aspersdo. Nesta andlise sigF teve aumento na sua
expressao relativa ao longo dos tempos analisados, o que indica um papel importante para este
regulador nestas condi¢des de crescimento. Curiosamente, os genes do SSVI também foram
analisados e apresentaram o mesmo perfil de expressdo relativa nestas condicoes,
corroborando com os demais dados obtidos neste trabalho que demonstram a regulacdo destes
genes por SigF (CESETI LM et al. dados ndo publicados). A superficie foliar é ambiente
suscetivel a diversas variacOes ambientas. Assim, para sobreviver neste ambiente, a bactéria
precisa se dispor de estratégias contra a limitacdo de nutrientes, flutuacdes na temperatura,
radiacdo UV, periodos de estresse hidrico e competicio com outros microrganismos
(Gnanamanickam & Immanuel 2006; Miiller et al. 2016). A linhagem AsigF foi submetida a
diversos estresses ambientais: caréncia de ferro, radiagdo por UVC e estresse oxidativo por
perdéxido hidrogénio e os resultados demonstraram que SigF ndo € essencial em nenhuma das
condi¢des testadas. Para complementar estes estudos, serd importante analisar o papel de SigF
na sobrevivéncia epifita de Xac através de curvas de crescimento e na viruléncia apds indculo

por aspersdo.
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A andlise do contexto gendmico de sigF sugere uma funcdo relacionada ao SSVI
de Xac (Figura 10). Diversos SSVI estdo envolvidos na competicdo com microrganismos, por
mediarem a translocacdo de proteinas toxicas para bactérias, leveduras ou amebas (Pukatzki et
al. 2006; Hood et al. 2010; Haapalainen et al. 2012; Heckel et al. 2014). Paralelamente a este
trabalho, o nosso grupo vem realizando estudos funcionais do SSVI de Xac e foi demonstrado
que este sistema tem papel essencial na resisténcia a predacdo pela ameba D.discoideum,
sendo dispensdvel para a competicio com bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
(SANTOS EB, FARAH CS E ALVAREZ-MARTINEZ, CE, dados ndo publicados). A
linhagem AsigF apresentou o mesmo fenétipo de sensibilidade a competicdo com ameba
demonstrado pela linhagem mutante no SSVI e os resultados de RNA-seq confirmam o papel
de sigF na regulacdo de todos os genes que codificam os componentes essenciais deste
sistema de secrecao.

Xac é uma bactéria que possui pelo menos um representante de cada tipo de
sistema de secrecdo (da Silva et al. 2002; Sluys et al. 2002; Boyer et al. 2009). O SSII é
responsavel pela secrecao de enzimas de degradacdo de parede celular da planta, tais como
endoglucanases e celulases, e o SSIII estd envolvido com a secrecdo de proteinas efetoras no
citosol de células do hospedeiro, sendo ambos essenciais para a patogenicidade de Xac
(Moreira et al. 2004). No aspecto de adaptacdo e sobrevivéncia ao ambiente, Xac € capaz de
secretar toxinas que atuam na degradagdo de peptideoglicano de bactérias Gram-negativas
através de um SSIV (Souza et al. 2015). Da mesma forma, o SSVI também tem papel
fundamental neste aspecto importante para a disseminagdo e persisténcia de Xac no ambiente
por atuar na sobrevivéncia a amebas, encontradas em associacio a folhas e no solo. O papel
de SSVI na sobrevivéncia a amebas ja foi descrito em V.cholerae, B. cenocepacia, no
fitopatégeno P. syringae (Pukatzki et al. 2006; Saier et al. 2006; Haapalainen et al. 2012;
Aubert et al. 2008), bactérias de vida livre que frequentemente podem estar sujeitas a
predacdo por amebas e sdo capazes de se replicar no interior destes microrganismos (Van der

Henst et al. 2016).
5.2) Sinalizacao de SigF e SigL. e a Regulacao do SSVI

Os dados obtidos por andlises de RNA-seq mostraram que o fator sigma ECF
SigF regula a expressdo de genes que codificam o sistema de secrec@o do tipo VI (SSVI) em
Xac. Tem sido demonstrado que o SSVI € um fator que contribui para adaptacdo, adesdo e

viruléncia em bactérias. Assim sua expressdo torna-se necessdria apenas em condi¢des
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especificas, como em competi¢do com outros microrganismos ou em um processo infeccioso,
0 que requer um mecanismo de regulacdo preciso. H4 na literatura alguns relatos anteriores de
regulacdo da expressdo de genes de sistemas de secre¢do por fatores sigma alternativos em

outras bactérias.

Existem descricdes da regulagdo de SSVI pelo fator sigma alternativo o' em

V.cholerae, Aeromonashydrophila, e P.aeruginosa (Bernard et al. 2010). Também ha um
relato de regulacdo pelo fator sigma alternativo de resposta geral a estresse ou de fase
estacionaria RpoS (¢°) em Y. pseudotuberculosis (Guan et al. 2015). Em nenhum dos casos
descritos a regulac@o ocorre por fatores sigma do grupo 4, ou seja, fatores sigma de Fungao
Extracitopldsmica (ECF), como o SigF em Xac. O SSVI € encontrado em algumas poucas
espécies do género Xanthomonas e, em todos os casos, o cluster génico do SSVI estd
associado a genes homologos a xac4128 e xac4127, indicando que o mecanismo de regulacao
aqui descrito € conservado nas espécies do género.

Para V. cholerae foi relatado que a regulagio positiva do o™ ocorre apenas sobre
dois grupamentos génicos do SSVI, os operons hcp e o vgrG3, que codificam proteinas
secretadas do SSVI. Nao foi observada por RNA-Seq e CHIP-Seq alteragdo da expressao do
principal grupamento que codifica os componentes estruturais do sistema (Bernard et al.
2010; Dong & Mekalanos 2012). O contrdrio foi observado neste trabalho em Xac, os
resultados de RNA-Seq mostram que SigF estd envolvido na regulacdo de todos os
componentes estruturais do SSVI, localizados em dois grupamentos génicos.

Em Porphyromonas gingivalis, foi recentemente observada a regulagdo através do
fator sigma ECF SigP de genes que codificam componentes do sistema de secrecao do tipo 9
desta bactéria. Este fator sigma ECF interage com PorX, uma proteina reguladora de resposta
(RR) que ndo possui um dominio tipico de interacio com o DNA. Os pesquisadores
observaram que no mutante de PorX, o ECF SigP € escassamente detectado e foi sugerido que
PorX confere estabilidade para SigP. A PorX € uma proteina que compde um sistema de dois
componentes junto com a proteina sensora histidina quinase (HK) PorY. Portanto, o sistema
de dois componentes PorYX regula a atividade deste fator sigma que, por sua vez, atua na
transcri¢do do sistema de secrecdo do tipo 9 (Kadowaki et al. 2016).

Para SigF em Xac, presume-se com os dados obtidos que o controle da sua
atividade sobre os genes do SSVI esteja relacionado a um mecanismo de fosforilagdo direta.
Até o momento, ndo hd relatos de ativacdo de fator sigma ECF dependente de fosforilacao. Os

mecanismos melhor compreendidos de ativacdo da atividade de fatores sigmas ECFs, em
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geral, envolvem a inativacdo de seu fator anti-sigma na presenca de um sinal indutor, através
de protedlise, mudanca conformacional ou ligacdo de anti-anti-sigma (revisado em Mascher
2013).

Dentre os membros da familia 070, o grupo ECF € o maior, o mais diverso e que
apresenta maior diversidade de mecanismos de regulacdo, alguns deles ja sdo bem conhecidos
e estudados. O artigo de Mascher (2009) descreve uma classificacdo para os fatores sigma do
grupo 4 com base em andlises filogenéticas, que levaram em consideracio a similaridade nas
sequéncias, mecanismos de regulacdo de sua atividade pela associacdo ou ndo a fatores anti-
sigma, conservacao do contexto gendmico e potenciais motivos de ligacdo a promotores alvo.
Para o grupo de ECF43, os genes que codificam os fatores sigma estdo proximos a um gene
que codifica uma proteina com dominio de Ser/Thr quinases e ndo hd um fator anti-sigma
aparente associado ao operon (Staron et al. 2009). Com base nesta evidéncia obtida a partir de
andlise in silico de genomas, os autores sugeriram a hipétese de que a atividade destes ECFs
seja controlada por mecanismo de fosforilacdo direta mediada pela proteina codificada pelo
gene vizinho (Mascher 2013; Pinto & Mascher 2016).0 gene sigF’ € um membro deste grupo
e apresenta o contexto gendmico tipico. Os dados obtidos neste trabalho sdo a primeira
evidéncia experimental de ativagdo de um fator sigma ECF por modificacdo pds-traducional
pela adic@o de grupo fosfato. A expressao diferencial de genes foi detectada no transcriptoma
apenas na linhagem com a cépia extra de sigF que apresenta mutacdo que mimetiza
fosforilagdo, ndo sendo verificada nenhuma variacio significativa na expressao génica pela
super-expressao da copia selvagem. A copia de SigF mimetizando fosforilagdo que mostrou
ser funcional foi a que teve seu residuo de treonina 51 alterado para dcido glutamico,
indicando que este residuo seja o receptor de grupo fosfato. Além destes ensaios genéticos,
resultado bioquimico preliminar de espectrometria de massas mostrou fosforilagdo de 5% de
SigF pela proteina PknB. Para confirmar de forma definitiva este modelo, serd necessario
realizar novos ensaios de fosforilacdo in vitro otimizando as condi¢des, pela adi¢do de MnCl,
e pré-incubacdo de PknB em tampao de fosforilacdo, para obter grande fracdo desta proteina
em estado fosforilado.

Os dados de RNA-seq revelaram que, além dos genes do SSVI, SigF regula a
transcricdo de duas proteinas da familia MsrA de oxidoredutases, que atuam na resposta a
estresse oxidativo, e duas proteinas com atividade de chaperonas, com papel no enovelamento
de proteinas. Apesar disso, ndo observamos diferencas estatisticamente significativas na
sensibilidade da linhagem mutante em sigF a estresse oxidativo por perdxido de hidrogénio

em comparacdo a linhagem selvagem. Uma possibilidade a ser testada é de ativacdo da
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resposta de SigF por algum agente que cause oxidacdo especifica em residuos de metionina, ja
que as duas oxidoredutases identificadas tem atividade de metionina sulf6xido redutase,
capazes de reparar a oxidacdo de metioninas, causada principalmente por acido hipocloroso.
Este agente € produzido a partir da reacdo de H,O, com cloreto por mieloperoxidases
liberadas no fagossomo (Gray et al. 2013). Assim, a resisténcia de Xac em competicao por D.
discodeium pode estar relacionada a sua capacidade de resposta a espécies reativas de cloro
(RCS) de forma a complementar ou auxiliar o papel do SSVI.

Além dos genes que codificam componentes do SSVI e os genes de resposta a
alteracoes na homeostase de proteinas descritos acima, identificamos na andlise de
transcriptoma o gene xac4136, que codifica uma proteina com dominio de fascina. Este foi o
unico gene regulado por SigF dentre aqueles que estdo localizados entre os dois clusters
génicos do SSVI (Figura 36). Fascinas sdo proteinas eucariticas que se ligam a actina e
promovem a organizacdo de citoesqueleto, em resposta a sinais especificos. Interessante
destacar que o SSVI de V.cholerae possui uma proteina VgrGl com dominio ACD que ¢é
translocada para o citoplasma de D. discoideum e atua na reorganizacdo de estruturas de
actina, sendo essencial para a resisténcia a predacdo pela ameba ji que age na G-actina
levando a despolimerizacdo do filmanento de actina e a perda da capacidade fagocitica
(Pukatzki et al. 2006; Ma et al. 2009; Durand et al. 2012). Assim, sugerimos a hipdtese de que
a proteina codificada por xac4136 seja secretada pelo SSVI de Xac, atuando na reorganizagdo
do citoesqueleto de actina de D. discoideum e auxiliando no escape da bactéria a predacao
pela ameba. Ensaios de resisténcia a predacao por D. discoideum foram realizados usando-se
uma linhagem mutante em xac4136, porém, ndo se observou diferencas fenotipicas em
relacdo a linhagem selvagem de Xac (Santos, EB, dados ndo publicados). Porém este
resultado ndo exclui a possibilidade de xac4136 ser uma das toxinas secretadas pelo SSVI, ja
que os sistemas de secre¢do, normalmente, secretam mais do que uma toxina e pode haver
sobreposicdo de funcdo entre elas. Assim, a delecdo de uma delas em Xac ndo seria suficiente

para a bactéria perder a resisténcia a D.discodeium.

Apesar dos dados de expressao diferencial mostrarem que SigF regula apenas um
gene candidato a toxina secretada pelo SSVI, outros possiveis candidatos foram identificados
pela andlise do transcriptoma de sigL*™". Os ensaios realizados com a linhagem sigL*" tinham
como finalidade avaliar sobreposi¢do de funcdo entre Sigl e SigF e/ou regulacdo de um pelo
outro, ja que estes fatores sigma sdo codificados por genes vizinhos em Xac. Os dados obtidos

revelam que ambos tém regulons bem distintos. No entanto, o0 mesmo estimulo pode
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desencadear a resposta por ambos, conforme demonstrado em E.coli para os fatores 6" e o',
que juntos formam o stimulon de choque térmico nesta bactéria (Schumann 2016). Assim
como para SigF e para os genes do SSVI, observou-se aumento na expressao do sigL durante
o crescimento epifitico de Xac (CESETI LM, dados ndao publicados), o que indica a
possibilidade da resposta a um tunico sinal ser mediada por estes dois fatores sigma ECFs.
Estudos no nosso laboratério estdo sendo realizados para confirmacgdo desta hipdtese.

Os demais candidatos a toxinas secretadas pelo SSVI sdo as proteinas codificadas
pelos genes xac4132 e xac4133 diferencialmente expressos em sigl™. O primeiro gene
codifica uma fosfatase dcida. Proteinas desta familia estdo envolvidas na degradagdo de acido
fitico para obtencdo de fosfato na bactéria Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Chatterjee et al.
2003). Por outro lado, o 4cido fitico também pode exercer um papel bacteriostético, devido a
sua atividade quelante de metais. Em Legionella pneumophila, a delecio de uma fosfatase
(IppA) reduz a capacidade de replicacdo dentro da ameba A.castellanii ou em D. discoideum,
devido ao aspecto bacteriostético do fitato produzido pelo hospedeiro. Em L.pneumophila esta
fosfatase € secretada por seu SSIV e se mostrou necesséria para neutralizar a acio do fitato
como componente bacteriostitico intracelular do hospedeiro (Weber et al. 2014). Embora o
ensaio com acido fitico como agente bacteriostatico usando a linhagem AsigF tenha mostrado
que SigF e, portanto, o SSVI ndo tenha papel essencial para a sobrevivéncia da bactéria, fica
em aberto quanto a uso deste composto como fonte de fosfato ou como sideréforo de ferro.
Maiores investigacdes precisam ser feitas sobre a proteina codificada por xac4132 para
identificar sua possivel secrecao pelo SSVI e sua fun¢do em Xac.

O gene xac4131, que codifica um receptor dependente de TonB da familia FecA,
também teve sua expressdo aumentada em sigL™". Em geral, FecA esté4 associado a um fator
sigma ECF e um anti-sigma, tem papel tanto no transporte de ferro como na sinalizacdo de
transdugdo de sinal através de seu dominio amino-terminal que permite sua interacdo com o
anti-sigma FecR na membrana citopldsmica e, quando isto ocorre, o sigma Fecl € liberado
(Enz et al. 2000; Braun et al. 2006). Um estudo funcional deste gene descreve um possivel
papel na indug@o da resposta hipersensivel em plantas ndo-hospedeiras de Xac (AINI et al.,
2010). Neste estudo foi demonstrado que os genes xac4129, xac4130 e xac4131 tem sua
expressdo aumentada na caréncia de ferro e em linhagem mutante no gene que codfica a
proteina Fur (Aini et al. 2010). Fur (do inglés “Ferric Uptake Regulator) é um repressor
transcricional que, uma vez ligado a Fe(2+), reprime a expressdao de genes para captacdo de
Fe(3+) (Troxell & Hassan 2013). A repressao por Fur pode ser responsdvel pela manutengdo

dos niveis basais de xac4130 na linhagem siglL++, como mostram os dados de RNA-seq. O
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papel de Sigl. na resposta a caréncia de ferro serd melhor definido pela obten¢do de linhagem
mutante e caracterizacdo fenotipica nestas condicdes. Os resultados aqui descritos apontam
para a funcdo de SigL na regulacdo de algumas toxinas secretadas pelo SSVI, enquanto SigF
atua na regulacdo de componentes estruturais e de outras possiveis toxinas. Sabe-se que a
caréncia de ferro é uma das condi¢des encontradas por bactérias durante a interacdo com o
hospedeiro, sendo também um dos sinais percebidos para a indu¢do de genes de viruléncia
(Litwin & Calderwood 1993). De forma similar, a caréncia de ferro pode ser uma das
condi¢des detectadas por Xac apds internalizacdo pela ameba, desencadeando a resposta
mediada por Sigl e a indugdo de toxinas para defesa.

Uma caracteristica importante de fatores sigma ECF € a sua autoregulacdo
positiva através do reconhecimento de sua propria regido promotora (Chandrangsu &
Helmann 2014). No entanto, esta caracteristica ndo foi observada em ambos os fatores sigma,
SigF e Sigl.. Uma vez que se esperava que os genes pknB e xac4130, respectivamente, em
possiveis operon com estes sigmas se mostrassem diferencialmente expressos na andlise do
transcriptoma. Esta questdo precisa ser melhor investigada, pois se o operon de xac4130
estiver reprimido como dito anteriormente, a super-expressao de Sigl. a partir de cOpia extra
ndo seria suficiente para revelar a autoregulagdo, pois estaria sendo reprimido por Fur.

Como perspectivas futuras para continuacao deste trabalho pretendemos elucidar
o mecanismo de ativacdo de ECF por fosforilagdo, assim como identificar o sinal que
desencadeia a resposta via SigF e possiveis reguladores da atividade de PknB. Uma linhagem
mutante em pknB estd em fase de constru¢do, com o objetivo de verificar se apresenta o
mesmo fenotipo AsigF e da linhagem mutante de delecao do SSIV, Ahcp. Para confirmar
nosso modelo, realizaremos ensaios de complementacdo com a constru¢do que mimetiza o

sigma fosforilado (sigF++T51E).
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6) CONCLUSOES

Poucos sdo os estudos publicados nas revistas cientificas sobre fatores sigmas do
género Xanthomonas. Os trabalhos ja realizados envolveram a caracterizagdo, principalmente,
dos fatores sigmas RpoN, RpoE e RpoH. A pesquisa desenvolvida neste trabalho possibilitou
uma maior compreensdo sobre a natureza de um dos nove fatores sigma ECF na fisiologia de
Xanthomonas citri pv. citri. Além disto, um novo mecanismo de regulacdo de um fator sigma
ECF pode ser fortemente sugerido pelos resultados experimentais obtidos neste trabalho. Os
enunciados abaixo sdo referentes as inferéncias oriundas deste estudo. Portanto, os dados

experimentais anteriormente apresentados propdem que:

vy O sigF ndo é essencial para a infec¢do de plantas de citros e ndo atua na
adesdo a superficies bidticas e abidticas;

Yy As respostas a radiacdo UVC, a 4cido fitico como agente bacteriostatico e
a deficiéncia de ferro ndo sdo mediadas pelo SigF.

vy O SigF estd envolvido direta ou indiretamente na transcricdo dos genes
que codificam o sistema de secre¢do do tipo VI;

y Este fator sigma ECF, provavelmente, sofre regulacdo direta pela PknB
codificada pelo gene vizinho xac4127, sendo o residuo 51 o alvo da
fosforilagdo.

v SigF € essencial paracompeticdo de Xaccoma ameba Dictyostelium

discodeium.
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8) ANEXOS

Aprovacao de projeto pela CIBio

INFORMAGADO

INFORMAMOS que o projeto CiBio 2014/03 - O Sistema de Secregéo do tipo
VI de Xanthomonas cifri pv citri: fungo, regulagéo e substratos secretadoes,
cuja pesquisadora responsavel é a Profa. Dra. Cristina Elisa Alvarez Martinez e
a pés-graduanda Lidia dos Passos Lima, encontra-se devidamente aprovado e
regularizado junto a CIBio/IB-UNICAMP e a CTNBio, conforme legislagao

vigents,

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz®,
02 de fevereiro de 2016.
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Profa. Dra. HELENA COUTINHO FRANCO DE OLIVEIRA
Presidente da CIBio
Instituto de Biologia - UNICAMP

ClbialiB-Urvicamp
Comisado Inema de Biossegurangs
Insituto de Biclogie - Unicamp
Caixa Postal 6109 - 13083.970 Campinas SP
Tel: (19) 3521-6350 — e-mai: comisibBunicamp br
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