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ANALISE DA EXPRESSAO GENICA GLOBAL DE Xylella fastidosa EM
LARANJA DOCE POR MICROARRANJOS DE DNA

RESUMO- Foi construido um microarranjo com as 2600 ORFs identificadas no
projeto de sequenciamento da bactéria Xylella fastidiosa estirpe 9a5c, e utilizado
para analisar diferencas na expressdo génica global da bactéria dentro de uma
laranja doce suscetivel (Pera) e uma tolerante (cultivar Navelina ISA 315). Foram
achados mais genes diferencialmente expressos envolvidos na degradacéo,
reguladores, componentes de membrana, adesinas tipo fimbrias, transportadores,
elementos genéticos mdveis e genes de patogenicidade na variedade sintomatica.
Assim, na cultivar Navelina ISA 315, foram diferencialmente expressos mais genes
relacionados com a resposta ao estresse, seja detoxificacdo de espécies reativas
do oxigénio ou proteinas chaperonas, assim como uma adesina do tipo
hemaglutinina. Isso sugere diferencas na agregacéo celular e composicdo do
biofime assim como um maior estresse da bactéria na cultivar tolerante,
provocado pelas préprias defesas da planta ou por microrganismos endofiticos
que estdo competindo com a X. fastidiosa. A técnica de microarranjos foi validada
pela RT-gPCR, e apresentou-se como uma ferramenta poderosa na andlise das
mudancas na expressao génica da bactéria X. fastidiosa em plantas de laranja
doce in vivo, apresentando uma visdo mais real da natureza do que os sistemas in
vitro, que n&o a conseguem imitar completamente. Foram levantadas neste
trabalho algumas hipoteses sobre os mecanismos de patogenicidade mas no
entanto, mais pesquisas ainda sdo necessarias para lograr melhor compreensao
dos mecanismos de patogenicidade e das interacfes patégeno-hospedeiro.

Palabras chave: Xylella fastidiosa, microarranjo, Navelina ISA 315, expressao
génica, citrus



ANALYSIS OF GLOBAL GENE EXPRESSION OF Xylella fastidiosa IN SWEET
ORANGE USING DNA MICROARRAY

SUMMARY- A DNA microarray was constructed containing 2600 ORFs identified
by the Genome sequencing project of Xylella fastidiosa 9a5c strain, and used to
check global gene expression differences in the bacteria within a susceptible and a
tolerant sweet orange plant, the variety Pera and the cultivar Navelina ISA 315,
respectively. More genes related to degradation, regulation, membrane
components, fimbrial adhesins, transport, genetic mobile elements and
patogenicity genes were differentially expressed in Pera variety. On the other
hand, in the cultivar Navelina ISA 315, more genes related to stress response,
detoxification of oxygen reactive species or other substances, “heat shock”
proteins, as well as an adhesin of the hemagglutinin type, suggesting differences in
cellular aggregation and biofilm composition, as well as a higher estress of the
bacteria in tolerant cultivar, produced either by plant defenses or by endophitic
microorganisms which are competing with X. fastidiosa. This “handmade” DNA
microchip was validated by RT-gPCR, and has revealed as a powerful technique
for the analysis of global changes in gene expression of X. fastidiosa in sweet
orange plants in vivo, generating a more real image of what is happening in nature
than in vitro systems which would never reproduce nature conditions exactly.
Some hypotheses were raised in this study about patogenicity mechanisms,
therefore, more research is still necessary to achieve a better understanding of
pathogenicity mechanisms and host-pathogen interactions.

Keywords: Xylella fastidiosa, microarray, Navelina ISA 315, gene expression,
citrus



I.  INTRODUGCAO

O conhecimento da sequéncia completa do genoma da bactéria X.
fastidiosa (SIMPSON et al., 2000) representou um grande passo para a
compreensao de suas vias metabolicas, replicativas e para o entendimento de
possiveis mecanismos de patogenicidade. Trabalhos publicados tém explorado as
informacdes geradas pelo sequenciamento, destacando uma série de hipoteses
para o funcionamento do metabolismo energético, transporte de nutrientes,
adesado, agregacédo, toxicidade, secrecdo de fatores de patogenicidade,
homeostase de ferro, resposta a antioxidantes e outros mecanismos importantes
para a patogenicidade (SIMPSON et al., 2000; MEIDANIS et al., 2002; Da SILVA,
2004; KOIDE et al., 2004). Assim, desde que o genoma de Xylella fastidosa foi
sequenciado, muito se tem avancado no entendimento dos processos pelos quais
a bactéria se dissemina pelos vasos xilematicos das plantas suscetiveis, assim
como sobre os fatores que contribuem para sua aquisicdo e transmissao pelas
cigarrinhas. Muitos dos focos das pesquisas tém sido na busca de informacdes a

respeito da interacdo entre a bactéria e seus hospedeiros.

De acordo com HAMMOND-KOSACK e JONES (2000), h&a trés razdes
importantes para estudar a interacdo planta-patégeno: 1) o estudo detalhado
dessa interacdo disponibilizara solu¢des para o controle da doenca de plantas em
culturas economicamente importantes; 2) cada estudo deve elucidar os
mecanismos de sinalizacdo pelos quais as células das plantas convivem com a
situacdo de estresse; 3) o conhecimento dos mecanismos de interacdo levara a
descoberta de como organismos de diferentes reinos se comunicam no mesmo
ambiente com o hospedeiro. O sequenciamento completo do genoma dessa
bactéria gerou importantes informagcbes, que devem contribuir para o
entendimento das relagcdes dos isolados da bactéria X. fastidiosa com seus
hospedeiros e, em consequéncia, no desenvolvimento de estratégias de controle

da doenca.



Com base na disponibilidade de informacbes sobre genes em banco de
dados, novas estratégias para estudos dos mesmos tornaram-se necessarias,
como a técnica de microarranjos, que permite detectar a expressao global e
analisar genes envolvidos na interacdo patdgeno/hospedeiro. Desse modo, o
objetivo deste projeto foi analisar, por meio dessa técnica, quais 0s genes
diferencialmente expressos em plantas de laranja doce (Citrus sinensis L. Osb.)
infectadas por X. fastidiosa. Para tanto, foram utilizadas as variedades laranja
Pera (suscetivel a CVC) e Navelina ISA 315.

Il. REVISAO DA LITERATURA

1. Clorose variegada dos citros (CVC)

A Clorose Variegada dos Citros (CVC), causada pela bactéria X. fastidiosa,
representa uma das principais doencas dos citros, principalmente em funcéo de
seu dificil controle, sendo uma das doencas de maior importancia na citricultura
brasileira. Esta doencga foi observada pela primeira vez em 1987 no triangulo
mineiro, Estado de Minas Gerais, e nas regides Norte e Noroeste do Estado de S&o
Paulo, onde um levantamento na época mostrou que cerca de quarenta e sete
cidades do Estado tinham a ocorréncia da CVC (ROSSETI; DE NEGRI, 1990).
CHANG et al. (1993) relataram a conclusao dos postulados de Koch, confirmando a
bactéria X. fastidiosa como agente causal da doenca, o que mais tarde foi
confirmado por LEE et al. (1993).

Sua presenca foi confirmada posteriormente nos Estados de Rio Grande do
Sul, Parana, Distrito Federal, Goias, Rio de Janeiro (TUBELIS; BARROS; CAMPOS
LEITE, 1993), Sergipe (LARANJEIRA et al.,1996) e Bahia (SANTOS FILHO et al.,

1999). No ano de 2005, cerca de 43% das laranjeiras doces se encontravam



afetadas pela CVC em todas as regides citricolas do Brasil, ocasionando um perjuizo
de mais de 120 milhdes de dolares anuais (BOVE; AYRES, 2007).

Plantas afetadas pela CVC apresentam inicialmente, na parte mediana e
superior da copa, folhas com clorose na face ventral e pequenas bolhas gomosas
cor de palha na face dorsal, usualmente acompanhada de sintomas de deficiéncias
nutricionais. Em estadio mais avancado da doenca, os frutos tém tamanho reduzido,
sdo endurecidos, persistentes, com amarelecimento precoce e lesbes pardas na
casca que podem atingir até metade das areas superficiais (Figura 1 A - D). Frutos
com sintomas tipicos de CVC sao impréprios para 0 consumo ou processamento
(VITTI et al., 1989; ROSSETTI et al., 1990; DE NEGRI, 1990; MENEGUCCI et al.,
1995). Pode-se observar o tamanho dos frutos afetados em comparacdo com frutos

sadios na figura 1 A.

Figura 1: Sintomas do CVC: A) em fruto; B) em folha no primeiro estadio; C- D) na planta e na folha
durante o estadio mais avan¢ado. Fundepec Fundo de Desenvolvimento Agropecuario do Estado do
Para (www.fundepecpr.org.br).

Além da CVC, X. fastidiosa causa doencas em outras culturas de importancia
econdmica, como videira, ameixeira, pessegueiro, pereira (CARLOS; RODRIGUES
NETO; BERETTA, 1997) e também em cafeeiro (PARADELLA FILHO et al., 1995).



Outras culturas hospedeiras da X. fastidiosa sdo também a amendoeira, Prunus
amygdalus Batsch (MIRCETITCH et al., 1976), carvalho, Quercus rubra L. (HEARON
et al., 1986, citado por HOPKINS, 1989), amoreira, L. (KOSTKA et al., 1986), vinca,
Catharantus roseus L. G. Don (SHERALD et al., 1983, citado por HOPKINS, 1989).

A doenca de Pierce em videiras (Vitis vinifera L.) foi encontrada em toda a
Regido Sul dos Estados Unidos, que cultiva uva comercialmente, da Flérida a
Califérnia, e paises como Costa Rica e México. O sintoma mais caracteristico da
doenca causado pela bactéria X. fastidiosa em videira, foi relatado como a
escaldadura das folhas e a morte repentina de parte das folhas verdes. As areas
afetadas tornam-se necréticas e os tecidos adjacentes, amarelos ou vermelhos, e
geralmente comecam nas margens das folhas e progridem para o interior (RAJU;
WELLS, 1986). Em ameixeira, X. fastidiosa causa a doenca conhecida como
“Escaldadura da Folha” (EFA). A EFA foi inicialmente descrita na Argentina, em 1935
(FERNANDEZ-VALIELA; BAKARCIC, 1954). Posteriormente, a doenca foi também
constatada no Brasil, Paraguai e sudeste dos Estados Unidos (FRENCH; KITAJIMA
et al, 1981; FRENCH; FELICIANO, 1982). Os sintomas associados a EFA
caracterizam-se pela necrose marginal, queima de bordos, quebra prematura de
folhas, seca de ramos, declinio no vigor e na producdo e, finalmente, morte
prematura da planta (MOHAN et al.,1980).

X. fastidiosa e é transmitida por insetos das familias Cicadellidae (subfamilia
Cicadellinae) e Cercopidae. Estes, chamados comumente de cigarrinhas, se
alimentam sugando a seiva do xilema das plantas infectadas e depois das sadias. Ja
foram identificadas onze espécies transmissoras (Dilobopterus costalimai, Acrogonia
SP., Oncometopia facialis, Bucephalogonia xanthophis, Plesiommata corniculata,
Macugonalia leucomelas, Sonesimia grossa, Ferrariana trivittata, Homalodisca
ignorata, Acrogonia virescens e Parathona gratiosa), sendo que todas pertencem a
familia Cicadellidae (LOPES et al., 1996; ROBERTO et al., 1996; FUNDECITRUS,
1999; KRUGNER et al., 1998; YAMAMOTO et al., 2002). A rapida disseminacéo da



bactéria feita por insetos vetores deve-se ao fato destes se apresentarem em
grandes populacdes e de o patdgeno sobreviver no aparelho bucal do sugador. Além
dos insetos, o homem também tem participado na disseminacdo do patdgeno
através do plantio de mudas doentes, originadas ainda nos viveiros, pela falta de
protecdo das mudas contra os vetores e/ou pelo uso de borbulhas contaminadas
durante o processo de enxertia. Com a norma estadual em S&o Paulo, que
estabelece que a producdo de mudas deve ser feita somente em viveiros telados e
ndo mais a céu aberto (FUNDECITRUS, 2003a), a importancia do homem na

disseminacgédo do patdgeno foi consideravelmente reduzida.

Algumas das medidas de manejo propostas para o controle da CVC séo:
plantio de mudas sadias adquiridas de viveiros protegidos por telas antiafidicas
(prevencao), poda de galhos ou ramos doentes com sintomas em plantas acima de
dois anos, erradicacdo de arvores totalmente sintomaticas e controle de insetos

vetores com inseticidas.

2. X. fastidiosa: o agente causal

X. fastidiosa € uma bactéria Gram negativa, aerdbica, restrita ao xilema de
plantas (LARANJEIRA et al., 2005) (Figura 2), Apresenta parede celular enrugada
em forma de bastonete, podendo ser observada em espacos intercelulares do
xilema, tendendo a se acumular em partes especificas, variando em funcao do
hospedeiro e com o tipo de sintoma expresso (PURCELL; HOPKINS, 1996). E
estritamente aerdbica e ndo fermentativa, ndo halofitica, apigmentada e apresenta
ondulacbes na parede celular que podem estar envolvidas no reconhecimento do
hospedeiro pelo patégeno (FRY; MILHOLLAND, 1990), (WELLS et al.,, 1987).
SCHAAD et al. (2004) prop6s a classificacdo da bactéria em trés subespécies:

piercei, multiplex e pauca, sendo X. fastidiosa subsp. pauca a responsavel pela CVC.



Figura 2: Micrografias eletronicas de um vaso do xilema contendo células de X. fastidiosa. A) Foto W.

Kitajima. B) (JO Lima). C) Courtesia do Professor Jaime Maia.

O genoma da X. fastidiosa compreende um cromossoma circular de
2.609.305 pares de bases (pb) (52,7% rico em bases GC) e dois plasmideos de
51.158 pb e 1.285 pb, respectivamente. Foi possivel atribuir fungbes putativas a 47%
das 2.904 regides codificantes inferidas (SIMPSON et al., 2000). Os genes ortologos
de algumas proteinas associados a patogenicidade e viruléncia foram somente
identificados em patdgenos animais e humanos. Pelo menos 83 genes sao
derivados de bacteri6fagos, os quais incluem genes associados com a viruléncia de
outras bactérias, o que proporciona evidéncia direta da transferéncia horizontal
mediada por fagos (SIMPSON et al., 2000).

A producao de energia na bactéria X. fastidiosa é aparentemente eficiente,
sendo observada a presenca de todos os genes envolvidos na via glicolitica, no
ciclo do acido tricarboxilico e na fosforilagdo oxidativa que ocorre nas cadeias de
transporte de elétrons. A frutose, manose e glicerol podem ser utilizados em
adicdo a glicose na via glicolitica e h4 uma completa via para hidrélise de celulose
para glicose, consistindo em 1,4 glucanase e glucosidase, sugerindo que a
celulose degradada pode suprir a baixa concentracdo de monossacarideos
existentes no xilema (SIMPSON et al., 2000). A expresséo de genes relacionados
com a via glicolitica, tais como 6-fosfofructoquinase, gliceraldeido 3-fosfate

desidrogenase, triosefosfate isomerase e piruvato quinase tipo I, no experimento



de microarranjos realizado por Travensolo et al. (2008 e 2009), sugere que esta
via esta ativa e que a glicose € degradada em piruvato. No entanto Facincani et al.
(2003) sugeriram que esta bactéria ndo utilisa a via glicolitica para produzir o

piruvato a partir de glicose, valendo-se unicamente da via Entner-Doudoroff.

Xyella e Xanthomonas sdo dois géneros dentro da subdivisdo das
proteobactérias, Xanthomonadales, que pertencem a mesma familia. O
sequenciamento dos genomas destes patdgenos e estudos comparativos entre eles
deram a conhecer um alto grau de identidade e colinearidade no esqueleto
cromossémico entre espécies e linhagens. As diferencas observadas estao
usualmente agrupadas em ilhas genémicas, a maior parte das quais é delimitada por
elementos genéticos moveis. Os genes essenciais para a reproduccdo e
sobrevivéncia envolvidos em func¢des basicas, associadas com a geracao de energia
metabdlica e com o fluxo de informacdo genética, sdo definidos como o genoma
“estavel”’, o genoma “nucleo”, pelo qual é possivel seguir a historia evolutiva de um
organismo (LIU et al.,1999). O genoma “nucleo” de Xylella e de Xanthomonas
compartilha a mesma origem, embora essas espécies tenham evoluido e divergido
pelas insercdes e delecbes potenciais (VITORELLO et al.,, 2005). Utilizando o
algoritmo BlastP para andlises comparativas, foi observado que as espécies de
Xylella compartilham aproximadamente 74% dos genes com as espécies de
Xanthomonas, enquanto Xanthomonas (com um genoma maior) compartilha quase
40% (MOREIRA et al., 2004).

Dentro da espécie X. fastidiosa, alguns genomas completos ja foram
publicados:as estirpes 9a5c, o agente causal da Clorose Variegada dos Citros
(SIMPSON et al., 2000) e X. fastidiosa Temécula, o agente causal da doenca de
Pierce da videira (VAN SLUYS et al.,, 2003). Posteriormente, outras duas estirpes
foram parcialmente sequenciadas: Ann-1 (de oleandro) e Dixon (de améndoa)
(BHATTACHARYYA et al, 2002a,b). No género Xhantomonas, 0S genomas

completos de duas espécies encontram-se publicamente disponiveis: Xanthomonas



axonopodis pv. citri (Xac) e Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) (Da
SILVA et al.,, 2002). Essas quatro estirpes de X.fastidiosa compartilham alguns
sistemas caracteristicos comumente usados para identificar membros da familia e
gue foram relacionados com importantes fun¢des na sobrevivéncia e adaptacéo. Por
exemplo, o operon gum, o grupo extendido de xanthomonadinas e os genes rpf,
mesmo identificados nos quatro genomas, apresentam importantes variacdes na
ordem e conteudo dos genes, e essas variacdes sao provavelmente um dos fatores

gue diferenciam o fenoétipo de cada linhagem.

3. Resisténcia, tolerancia e suscetibilidade de citros a CVC

A resisténcia de uma planta hospedeira é definida como a capacidade desta
em atrasar ou impedir a entrada ou uma possivel atividade do patdgeno em seus
tecidos. Embora na natureza as plantas estejam normalmente expostas a um grande
namero de microrganismos, a resisténcia mostra-se como regra, e a suscetibilidade,
como excecdo. A resisténcia envolve uma sequéncia de mecanismos dinamicos e
coordenados, que se iniciam apds o contato do patdgeno com o hospedeiro. O nivel
de resisténcia resulta do somatorio das contribuicdes individuais destes diferentes
mecanismos de resisténcia. Neste caso, as células vegetais constituem-se em
barreiras naturais que impedem o ataque dos patégenos (PASCHOLATI; LEITE,
1995). Se o patégeno conseguir transpor a barreira fisica (a cuticula, os tricomas, 0s
estdOmatos, as fibras dos vasos condutores, as papilas, camadas de cortica e tiloses),
ele poderd encontrar pela frente substancias toxicas ja presentes no interior das
células do hospedeiro ou substancias produzidas por este em resposta a atividade
agressora (fendis, alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos e

cianogénicos, inibidores proteicos e fitoalexinas.)

Logo apoOs a descricdo desta doenca em citros, acreditava-se que, como
acontece com a maioria das culturas agricolas, a resisténcia varietal pudesse ser

explorada no controle da CVC. A grande decepcéao foi observar que as variedades



comerciais de laranja-doce eram todas suscetiveis ao patogeno (MACHADO et al.,
1993). No entanto, as tangerinas e os limdes ndo eram e continuam nao sendo
afetados pela CVC no campo (POMPEU et al., 1998; LARANJEIRA et al., 1998).
Existem distintas hipoteses sobre essa aparente resisténcia ou tolerancia. Uma
hipotese seria que tangerinas e limées ndo sdo preferidos pelas cigarrinhas que
colonizam as laranjas-doce (que séo suscetiveis), ndo sendo, portanto, inoculadas
pelos vetores. Outra hipdtese seria que os mecanismos fisicos ou quimicos do
sistema vascular dessas plantas ndo permitem a multiplicacdo da bactéria em
seus tecidos. Mas observacbes indicam que tangerinas e limbes séo tao
preferidos pelos insetos quanto as laranjas; por isso, a primeira hipétese foi
descartada. A causa da resisténcia poderia estar na incapacidade do patdgeno em

colonizar o xilema das plantas.

De LIMA GARCIA (2007) estudou em detalhes a aparente resisténcia dos
limbes e tangerinas, comparando-os com as laranjas-doce, por meio de
inoculacdes artificiais da bactéria em condicbes de casa de vegetacdo e da
analise morfoldgica das estruturas internas das plantas. As laranjas-doces Caipira,
Natal e Valéncia; as tangerinas Sunki, Ponca, Cravo e Cledpatra assim como a
lima da Pérsia, lima é&cida Galego e o limdo Cravo foram avaliados pela
observacédo visual dos sintomas, isolamento do patégeno, serologia, microscopia
Otica e PCR. Observou-se neste estudo uma grande quantidade de plantas de
laranja assintomaticas com presencia de X. fastidiosa, sendo esta também
detectada entre as limas, limdes e tangerinas. Observou-se uma alta similaridade
das estruturas internas dos vasos do xilema de peciolos foliares entre os materiais
resistentes e os suscetiveis a CVC e sugeriou-se, portanto, que a resisténcia das
tangerinas, limas e limdes ndo esta associada, aparentemente, as barreiras fisicas
gue impedem a multiplicacdo do patdgeno no interior da planta, mas, sim, a uma
possivel presenca de substancias desconhecidas presentes na seiva do xilema ou

na parede dos vasos. Das variedades suscetiveis, a laranja Pera foi a que
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apresentou maior numero de vasos Xxilematicos aparentemente obstruidos, e

modificagdes estruturais no tecido condutor foram observadas.

A néo ocorréncia de CVC em limas e limfes poderia estar relacionada com
a presenca de microrganismos endofiticos que, por intermédio de competi¢do por
espaco e nutrientes na planta hospedeira ou da producdo de compostos
antimicrobianos, poderia estar controlando a concentracdo do patégeno no interior
da planta, por impedir sua multiplicacdo. Experimentos com intracdes entre
endofiticos e X.fastidiosa indicam que o crescimento desta foi estimulado in vitro
por Methylobacterium extorquens e inibido por Curtobacterium flaccumaciens,
evidenciando que realmetne ocorre uma interacdo entre endofiticos e o patdégeno
(LACAVA et al., 2004)

A Navelina ISA 315 (Citrus sinensis L.Osbek.) teve origem na lItalia, sendo
resultante de um clone recuperado in vitro por cultivo de 6vulos ndo desenvolvidos
e foi introduzido no Brasil e estabelecido em campo no ano de 2000, para inicio de
estudos relacionados a resisténcia a CVC. Segundo SOUZA et al. (2006), a
Navelina ISA 315, Navelina SRA 332 e Newhall Navel SRA 343 apresentaram-se
como hospedeiras assintomaticas de X. fastidiosa. STUCHI et al. (2007) relataram
gue apenas a Navelina ISA 315 permaneceu sem sintomas apds sete anos no
campo, mesmo em condicdes de alta pressdo de inoculo ou apds receber
inoculacdes artificiais via subenxertia com plantas sintométicas. FADEL (2011)
reportou esta cultivar como tolerante apds avaliacfes visuais e por meio da PCR em
tempo real. Ainda ha necessidade de estudos mais aprofundados em relacdo a
interacdo patdégeno-hospedeiro, para que este cultivar possa ser utilizado

comercialmente e em programas de melhoramento vegetal.

A laranja Pera e a cultivar Navelina ISA315 foram escolhidas para este estudo pela

alta suscetibilidade e por ndo desenvolver sintomas, respectivamente.
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4. Interacdo Patdgeno- Hospedeiro

As interagcbes patdégeno-hospedeiro podem ser classificadas em
compativeis (patégeno virulento e hospedeiro suscetivel) e incompativeis
(patdgeno avirulento e hospedeiro resistente). Nas interagfes incompativeis, o
sistema de defesa da planta é eficientemente ativado conduzindo a resisténcia,
mas € tardiamente ativado ou nao ativado em interacbes compativeis
condicionando a doenca (RESENDE et al., 2003). O principal problema das
interacdes de compatibilidade é o grande arsenal de patogenicidade que o
patbgeno dispde para atacar seu hospedeiro, como a producdo de toxinas,
secrecdo de enzimas extracelulares e a liberacdo de fatores de viruléncia (WHITE

et al., 2000), tornando a planta bastante suscetivel a esse ataque.

A protecdo contra a maioria dos fitopatdgenos em vegetais é conseguida
por meio de barreiras pré-formadas, tais como cuticulas espessas e presenca de
compostos antimicrobianos (HAMMOND-KOSACK, 2000). A defesa induzida
segue um caminho béasico de reconhecimento e transducdo de sinais para ativar
as respostas de defesas, tais como: geracdo de espécies ativas de oxigénio
(DIXON, 1994; BOLWELL, 1995), morte programada de células no sitio de
infeccdo (HR) (HAMMOND-KOSACK, 1996), deposicdo de glicoproteinas ricas em
hidroxiprolinas (CORBIN, 1987), lignificacdo da parede das células (GRAND,
1987), sintese e acumulo de fitoalexinas (GUSTINE, 1990) e sintese de proteinas
PR antimicrobianas (DIXON, 1994).

Os mecanismos de defesa de plantas suscetiveis respondem mais
lentamente e em menor intensidade apdés a infeccdo. Assim, o tempo de
reconhecimento a um microrganismo invadindo uma planta e a rapida resposta a
essa invasdo diferem entre as plantas resistentes e as suscetiveis (KELLER,
1999; YANG, 1997). O patégeno, por sua parte, tenta contrapor essas defesas,

desenvolvendo novas estrategias em funcao da resposta do hospedeiro, induzindo
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ou reprimindo genes que ajudam na sobrevivéncia da bactéria no xilema nas

condi¢Oes particulares de cada planta.

Patogenicidade e viruléncia sdo termos que definem a capacidade de um
microrganismo em causar doenca em um hospedeiro suscetivel, através de um
conjunto de recursos que possibilitam sua sobrevivéncia e multiplicagcdo no
hospedeiro. A patogenicidade refere-se aos mecanismos de infeccdo e
desenvolvimento da doenca, e a viruléncia mede a intensidade da patogenicidade
(Da SILVA, 2004). Fungos e bactérias patogénicos expressam grupos de genes
envolvidos no estabelecimento da infec¢cdo, enquanto outros genes S&0 expressos
no hospedeiro como resposta. A regulacdo dos genes de patogenicidade envolve
uma complexa troca de sinais entre o hospedeiro e o patdogeno (DIXON; LAMB,
1990). O sucesso da infeccdo por microrganismos patogénicos requer ligacao a
superficie do hospedeiro, degradacdo das barreiras quimicas e fisicas do
hospedeiro, producéo de toxinas e inativagao das defesas da planta (LAMB et al.,
1989).

Em relacdo aos mecanismos de colonizacdo e patogenicidade da X.
fastidiosa, estes sdo baseados principalmente em estudos com a doenca mal de
Pierce em videiras (HOPKINS, 1989). Segundo 0 mecanismo proposto para essa
bactéria, agregados de bactérias (biofilmes), gomas e tiloses presentes no xilema
obstruirdo a passagem de agua, entretanto ndo se sabe como ocorre a obstrucdo
suficiente para gerar estresse hidrico. A bactéria agrega-se nos vasos xilematicos
através de goma polissacaridica e outras estruturas, como as fimbrias (HOPKINS,
1989). Essas gomas podem funcionar como uma resina trocadora de cétions,
ligando nutrientes i6nicos e disponibilizando-os de forma concentrada para a
bactéria, o que seria um importante mecanismo de sobrevivéncia em um ambiente
onde os nutrientes estdo muito diluidos. Outro aspecto importante € 0 movimento
sistémico, ou seja, como a bactéria se propaga para colonizar o hospedeiro. Para

a bactéria movimentar-se pelos vasos xilematicos, € preciso a degradacdo dos
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compostos da membrana (celulose, hemicelulose, pectina, lignina e proteina) por
enzimas digestivas produzidas pela bactéria contra o tecido do hospedeiro.

A habilidade para colonizar o hospedeiro est4 associada com capacidade
eficiente de aderéncia e multiplicagdo nos vasos, o que resulta no blogueio do
xilema e consequentes sintomas provocados pelo estresse hidrico. As células que
compdem o biofilme apresentam maior resisténcia a biocidas, antibidticos e
resposta de defesa do hospedeiro (SOUZA et al., 2004). Assim, também nestas
estas células é possivel identificar genes de patogenicidade ligados a adeséo, e
de adaptacao (SOUZA et al., 2005).

O conhecimento da sequéncia completa deste genoma representou um
grande passo para a compreensao das vias metabolicas, replicativas e para a
determinacdo dos mecanismos de patogenicidade, mas ainda € preciso ter mais
informagao para chegar a um entendimento mais profundo sobre os mecanismos
que permitem a bactéria sobreviver num ambiente inGspito e adaptar-se a um
espectro de hospedeiro tdo amplo e diverso. Estudos em gendémica funcional e
protedmica estdo sendo desenvolvidos no intuito de conhecer melhor o complexo
e dindmico sistema de sinais e fatores de patogenicidade que operam em
conjunto, ocasionando a viruléncia ou a tolerancia na planta hospedeira.
SIMPSON et al. (2000) apresentam os distintos sistemas relacionados com
patogenicidade na X. fastidiosa: detoxificagdo e adaptacdo; producdo de
antibioticos e fluxo de drogas, sintese de toxinas e secrec¢do; degradacdo de
paredes celulares, regulacdo dos fatores de patogenicidade, sintese e secrecao
dos EPSs, genes relacionados a viruléncia, biogénese das fimbrias, adesdo e

captura do ferro.

Assim, existem distintos tipos de genes relacionados a patogenicidade e a
viruléncia nas bactérias fitopatégenas (classificados como Clase I, Il e 1ll). Os
genes de degradacéo de tecidos, de toxinas de alto ou baixo peso molecular e de

enzimas que destroem a integridade estrutural do tecido do hospedeiro, estao
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incluidos na Classe | de viruléncia ou “genes de viruléncia verdadeiros”. S&o
classificados como genes de viruléncia Classe Il agueles que codificam fatores de
regulacdo e atividade da expressédo dos genes da Classe I, como as proteases
especificas, metilases, chaperoninas, etc. E, finalmente, os genes de viruléncia da
Classe Il sdo aqueles que codificam proteinas que comprometem a resposta da
planta contra o patégeno, como transportadores especificos, sistema protecao
redox, degradadores xenobidticos, osmossensores e reguladores de pH
(WASSENAAR; GAASTRA, 2001).

Tém surgido na literatura alguns modelos, nos quais se tenta explicar quais
vias de transducédo de sinais a nivel molecular que promovem ou inibem a adeséo
aos tecidos do hospedeiro, entre as préprias células da bactéria, e a secrecao de
exopolissacarideos ou gomas. Assim, também tentam explicar como todos esses
fatores operam em conjunto obstruindo a passagem de seiva e nutrientes através
dos vasos do xilema ou, pelo contrario, permitindo a movimentacdo entre 0s vasos

do xilema e colonizacdo da planta, ou transmissao ao inseto vetor.

5. Modelo de colonizagcéo na planta e transmissao ao inseto

Segundo CHATERJEE et al. (2008), o complexo estilo de vida da X.
fastidiosa como colonizador de ambas, a planta e o inseto, envolve carateristicas
em conflito com esses estadios; portanto necessita de um esquema de regulagéo
génica que permita as células expresar distintas caracteristicas para poder
coexistir na planta. Este autor sugere, portanto, a adaptacdo da percepcdo e
funcdo da mesma molécula de sinalizacdo, o fator DSF, as proprias necessidades

para a colonizacdo dos distintos hospedeiros.

De forma simplista, a viruléncia em X. fastidiosa estad influenciada
principalmente por: adesinas (fimbrias e afimbriais) envolvidas na adesdo a

superficies e célula-célula para formar o biofilme; os pili tipo IV envolvidos no
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movimento “twitching motility” ao longo dos vasos xilematicos e talvez também
entre eles; e enzimas extracelulares, tais como poligalacturonases,
endoglucanases que sao requeridas para a degradacdo das membranas de

pontuacdo que permitem passar de um vaso a outro.

Todas essas caracteristicas estdo controladas pelo acumulo do fator DSF,
portanto exibem uma dependéncia do tamanho populacional. Curiosamente, a
producdo de pili tipo IV e as enzimas extracelulares sdo reguladas de maneira
oposta as adesinas, pelo DSF, sendo reprimidas com altas concentracdes deste
fator. A colonizacdo da planta e o desenvolvimento dos sintomas s&o mais
eficientes quando as células ndo expressam adesinas, o que permite sua livre

movimentacao dentro dos vasos do xilema.

Quando a concentracdo do DSF esta em baixa concentracdo nos vasos que ndo
possuem grandes coldnias de X. fastidiosa, a expresséo das adesinas seria baixa
e a das enzimas extracelulares e pili tipo IV alta. Esta seria uma fase exploratéria
da colonizacdo da planta na qual se espera um movimento mais frequente até
novos vasos xileméticos. Por outro lado, nos vasos onde se formam colbnias
maiores, os nivels do DSF aumentariam, suprimindo a subsequente producéo de
enzimas e pili tipo IV, embora produzindo mais adesinas que dificultariam o
movimento. Assim, também provavelmente, o DSF suprime a multiplicacdo da
bactéria nos vasos, enquanto o niamero celular aumenta e o DSF se acumula.
Este mecanismo atuaria como um “feedback” negativo para prevenir o
crescimento excessivo nos vasos, 0 que pode resultar deletério no caso de

bloqueio do vaso. (Figura 3)
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Figura 3: Modelo para a transduc¢éo de sinais, colonizacéo da planta e aquisicdo pelo inseto para
X. fastidiosa. Fonte: CHATERJEE et al, 2008.

6. A andlise da expressao génica através de microarranjos

A gendmica, ciéncia que estuda como os genes ou a informacédo genética
estdo organizados no genoma e de que forma essa organizacdo determina sua
funcdo, permite a analise sistematica e simultdnea de um grande numero de
genes e o estudo dos processos biolégicos como um todo. A “Genbmica” é
constituida pela “Genémica Funcional”’, que emprega a informagao da gendémica
estrutural para avaliar os processos biolégicos de uma forma sistematica
(STAUDT et al., 2000).

O aparecimento dos microarranjos de DNA, na metade da década de 1990,
forneceu uma metodologia capaz de permitir a analise do padrdo de expressao de
milhares de genes simultaneamente. Trata-se de um sistema avangado para o
estudo simultaneo de expresséo de genes (DIEHN; RELMAN, 2001; FREEMAN et
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al.,, 2000). Essa técnica € baseada em um arranjo de alta densidade de
sequéncias génicas especificas, as quais sdo hibridizadas com cDNA marcados
pela incorporacdo de nucleotideos fluorescentes através de uma reacdo com a
enzima transcriptasa reversa. O desenvolvimento da tecnologia de microarranjos
de DNA proporcionou uma excelente oportunidade para caracterizar 0s genes

responsaveis pelas doencas causadas pela bactéria X. fastidiosa.

Atualmente, existem muitas plataformas de microarranjos além dos
microarranjos chamados de “home made” (fabricados no proprio laboratério), tais
como as Plataformas Affimetrix, Agilent, Nimblegen, llumina, entre outras, que
utilizam métodos distintos para a fabricacdo dos arranjos. A companhia Affymetix
foi a primeira a lancar os microarranjos de oligonucleotideos, através da
combinacdo de microfotolitografia (que é usada para a manufatura de chips de
computadores), e de quimica combinatoria, (empregada na inddstria
farmacéutica). A Affimetrix patenteou um método industrial de producdo de
microarranjos de DNA de alta qualidade. Ao invés de ligar as sondas de cDNA ao
arranjo, por meio da sintese quimica direcionada por luz, sdo construidos
oligonucleotideos em posicdes determinadas sobre uma placa de quartzo. Cada
placa pode comportar de 500 a 400 GeneChips, dependendo do numero de
sondas sobre o microarranjo. Os arranjos de oligonucleotideos sdo considerados
mais exatos e mais versateis que os arranjos impressos de cDNA (MIKLOS;
FREYER, 2005).

Mais recentemente, o sequenciamento direto dos transcritos pelas
tecnologias de alto desempenho, chamadas de “hight throughput” (RNA-Seq),
tornou-se uma alternativa adicional aos microarranjos e comegou a substituir as
técnicas de SAGE e MPSS (BUSH; LOHMANN, 2007). Assim como estas, RNA-
Seq ndo depende da anotacdo gendmica para a selegéo prévia das sondas e evita
0s vieses da hibridizacdo dos microarranjos. Por outro lado, RNA-Seq possui

novos algoritmos e desafios logisticos, e as estratégias laboratoriais requerem
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7

demorados procedimentos. Portanto, RNA-Seq é o método de escolha em
projetos que utilizam organismos ndo modelos e para a descoberta de transcritos
e anotacdo gendmica. Os microarranjos, por sua vez, devido aos sdlidos
processos para o0 processamento de dados e a andlise de amostras, ainda sao
preferidos para projetos que envolvem um grande nimero de amostras, e para a
andlise de transcriptomas em organismos modelos com genomas bem
caracterizados e anotados (BAGINSKY et al., 2010).

Técnicas, como Microarranjos de DNA de alta densidade, utilizadas na
Gendmica Funcional, tém permitido o estudo da estrutura, organizacao e funcéo
de milhares de genes e sua expressao simultinea em um Unico experimento.
Conjuntamente, a ampliacdo de sequéncias de DNA depositadas em bancos de
genes, resultante de diversos projetos genoma realizados nos Ultimos anos,
permitiu o aperfeicoamento de novas estratégias para a elucidacdo do padréo de
expressao génica em diversos organismos. Um dos campos nos quais esta
tecnologia causou maior impacto e aumentou sua importancia, € o da analise da
interagdo patdgeno-hospedeiro (DIEHN; RELMAN, 2001). A alteragdo no padréo
de expressao da planta hospedeira, quando infectada, e a classificacdo do agente
causal com base neste padrédo induzido sdo de suma importancia na diagnose e

no tratamento de doencas de plantas.

NUNES et al. (2003) apresentaram evidéncias de um controle coordenado
da transcricdo dos elementos de transferéncia horizontal, comparando 12
isolados de X. fastidiosa através de microarranjos.

KOIDE et al. (2004) compararam, através da técnica de microarranjos,
isolados de X. fastidiosa patogénico e ndo patogénico e observaram que o isolado
Jlal2, quando inoculado em tabaco e em citros, ndo apresentou sintomas.
Quando este foi comparado com o isolado 9a5c, considerado altamente

patogénico, ndo apresentou genes relacionados a adesdo e patogenicidade.
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Assim, também KOIDE et al. (2006) analisaram a expressdo génica global da
resposta a altas temperaturas (“heat shock”) através de microarranjos, revelando

uma complexa rede de genes que atuam juntos em resposta a temperatura.

SOUZA et al. (2003) analisaram a expressdo génica em dois estadios de
crescimento na X. fastidiosa (uma e quarenta e seis vezes de passagem por meio
de cultura) e sua relacdo com a patogenicidade através de microarranjos. Foi
observado que a maioria dos genes induzidos ap0s uma passagem estava
associada com adesdao e provavelmente adaptacdo ao ambiente. Assim, também,
SOUZA et al. (2004) analisaram o padrdo de expressdo génica da X. fastidiosa
durante a formac&o do biofilme através de microarranjos, observando que a
expressao génica nas ceélulas que estdo desenvolvendo o biofilme é similar aos

outros sistemas ja caracterizados.

TRAVENSOLO et al. (2008; 2009) analisaram por microarranjos a
expressdo da bactéria X. fastidiosa em diferentes meios de cultura (meio XDM e
BCYE). Foi observada a expressao de genes relacionados com metabolismo de
aminoacidos, proteinas, nucleotideos, energético, entre outros, sugerindo que esta
bactéria € capaz de sintetizar substancias de acordo com a sua necessidade e de

acordo com a escassez de nutrientes no meio de cultura.

ZAINI et al. (2008) estudaram o perfil de expressao génica de X. fastidiosa
em resposta a limitacdo de ferro através de microarranjos e observaram a inducéo

de genes que codificam pilis tipo IV, assim como bactericinas do tipo Colicina V.

SHI et al. (2007) analisaram o papel do gene algU através de mutagéo e a
analise global da expressdo génica através de microarranjos, encontrando
diminuicdo na agregacgédo célula-célula, adesao, formacédo do biofilme e viruléncia
no mutante. Do mesmo modo, SHI et al. (2009) identificaram varios genes

regulados pelo gene GacA também através de mutacdo e da andalise da expresséo
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génica através de microarranjos, sugerindo o envolvimento deste gene na
regulacdo de vérios fatores que contribuem na adesdo e formacgdo do biofilme,
assim como em processos fisioldgicos que poderiam potenciar a adaptacdo ao

estresse do ambiente, ou mesmo a competicdo dentro do xilema.

7. A técnica de PCR em tempo real (RT-gPCR) e sua utilizacdo na

validacdo de dados de microarranjos

A validacéo dos dados obtidos em analises de microarranjos torna-se cada
vez mais necessaria e criteriosa, uma vez que, além do grande volume de dados
obtidos, os mesmos sdo analisados de forma integrada, fornecendo padrbes
globais de transcriptoma para determinados sistemas biolégicos. A ferramenta de
PCR quantitativa em tempo real surgiu como uma tecnologia eficiente para
validacdo de dados de arranjos devido a algumas caracteristicas, como
quantificacdo, rapidez e economia de RNA, utilizando até 1.000 vezes menos RNA

gue nos ensaios convencionais (RAJEEVAN, 2001a).

A diferenca com a PCR convencional (ou PCR qualitativa) € que o produto
da amplificacdo é analisado ao término do processo, por meio de eletroforese. Na
PCR em tempo real, esse passo pode ser evitado, pois a tecnologia combina a
amplificacdo de DNA com a imediata detec¢cdo de produtos em um Unico tubo,
diminuindo o risco de contaminacdo causada pela abertura do tubo apos a reacéo.
Além disso, a PCR em tempo real demanda menos tempo do que analises
baseadas em gel e pode gerar um resultado quantitativo (KUBISTA et al., 2006).
Os métodos de deteccéo atual sédo baseados nas mudancas da fluorescéncia que,
por sua vez, é proporcional ao acumulo de coépias do alvo. A fluorescéncia &
monitorada durante cada ciclo da PCR, gerando um grafico da amplificacdo, o que

permite que o usuario acompanhe a reacdo em tempo real.
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O sistema baseia-se na detec¢cdo e na quantificacdo de um reporter
fluorescente, enquanto ocorre a amplificacdo. Este repdrter consiste em
oligonucleotideos e sondas especificas marcadas, ou fluoréforos intercalantes na
cadeia do DNA, que emitem fluorescéncia a cada hibridizacéo e a cada passo de
amplificacdo (KUBISTA et al.,, 2006). No caso deste trabalho, foi escolhida a
molécula intercalante SYBR Green, a qual emite fluorescéncia reporter que é
determinada no final de cada ciclo da PCR. A curva de amplificacdo define trés
etapas: baseline, fase exponencial e fase estacionaria. O “cycle treshold” (Ct) é
definido como o nimero de ciclos nos quais a reacao inicia a sua fase exponencial
de amplificagdo, cruzando o “threshold” (limiar), que é definido pela linha de inicio
de sinais gerados. Em todas as rea¢des se usa o corante Rox como referéncia
passiva, o qual normaliza a fluorescéncia presente no meio e a fluorescéncia do

reporter.

Na analise e comparacdo dos resultados de ensaios de PCR em tempo
real, muitos pesquisadores sdo confrontados com muitas variaveis incontrolaveis
que podem causar interpretacdo errada dos resultados. Tais varidveis podem ser
a quantidade de material inicial, eficiéncia enzimatica e diferencas entre tecidos,
individuos ou condi¢cdes experimentais. Como o0 objetivo é fazer uma boa
comparacao, a normalizacdo pode ser utilizada como método de correcdo para
essas variaveis. O método mais usado € a normalizacdo por um gene enddgeno,
excluindo a variacdo em virtude de diferentes quantidades de RNA; no entanto, é
fundamental que o gene enddgeno esteja expresso constantemente e em mesmo
nivel, independentemente do grupo experimental ou das diferentes amostras. Os
dois métodos mais utilizados de quantificacdo sdo a quantificagdo absoluta e a
quantificacdo relativa (SELLARS et al., 2007). Na quantificacdo absoluta, o
namero exato de cépias do gene de interesse é calculado. Ja na quantificacao
relativa, a expressdo do gene de interesse em uma amostra é relativamente

expressa a0 mesmo gene de outra amostra, utilizada como uma referéncia.
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Para a quantificacéo relativa, os niveis de expressédo génica sao calculados
pela razdo entre a quantidade do gene-alvo e a quantidade do gene enddgeno
que, por sua vez, esta presente nas amostras. Existem métodos simples e mais
complexos para a quantificacdo relativa, dependendo da eficiéncia da PCR e do
namero de genes de referéncia utilizados. O método delta delta Ct (AACt) é o mais
simples, pois € utilizada uma comparacao direta dos valores de Ct entre o gene-
alvo e o gene de referéncia. Porém, as eficiéncias da PCR do gene-alvo e do gene
de referéncia devem estar perto de 100%, e ndo podem diferir mais do que 10%. A
validacdo da eficiéncia de amplificacdo dos “primers” e do controle endégeno é
requerida para uma quantificacdo por este método segundo o guia de informacéo
minima requerida para a publicacdo de experimentos RT-gPCR (BUSTIN et al,
2009). Portanto, somente o inicio do experimento requer uma curva-padrdo para
comparar a eficiéncia da PCR do alvo e do controle endégeno (SCHMITTGEN,
2008).

Assim, a quantificacdo relativa envolve a escolha da amostra calibradora. A
amostra calibradora pode ser qualquer amostra do experimento que possa ser
comparada com as outras amostras. Inicialmente, o ACt entre o gene-alvo e o
gene de referéncia (enddégeno) é calculado para cada amostra (para amostra de
interesse e também para amostra calibradora). Entao, a diferenca entre o ACt da
amostra de interesse e o ACt do calibrador é calculada, gerando o valor do AACt.

2 -AACt

O valor normalizado da expressédo do gene-alvo € igual a , valor que pode ser

usado para comparar 0s niveis de expressao das amostras.

Os microarranjos de DNA proporcionam maior vantagem para estudos
gendmicos, embora a qualidade dos dados de expressdo génica, obtida através
de microarranjos, possa variar segundo a plataforma e os procedimentos
utilizados. A PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR) é uma ferramenta
comumente utilizada para a confirmagédo dos dados de expressdo génica, obtidos

por meio de analises de microarranjos, embora muitas vezes estes dados nao se
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correspondam. Atualmente, ndo existe uma definicdo padrao da validagcao, pois as
correlacdbes de RT-gPCR com dados de microarranjos raramente s&o
apresentadas na literatura; e os dados que ndo se correspondem sdo raramente

explicados.

Encontra-se bem documentado que ambas as técnicas RT-qPCR e o0s
microarranjos possuem caracteristicas proprias (BUSTIN, 2002; CHYAQUI, 2002;
FREEMAN, 1999; WURUMBACH, 2003) que podem influenciar de forma
significativa os dados obtidos por cada um dos métodos. Alids, existem muitas
plataformas distintas para ambos os microarranjos e analises RT-qPCR, o que
gerou um debate sobre qual dos métodos produz a medida mais precisa da
expressao génica (BARRET, 2003; BRAZEAU, 2004; BUSTIN, 2000; MAH, 2004;
YAUK, 2004; ZHU, 2005). Fatores tais como a qualidade do RNA, eficiéncia das
transcriptases reversas, eficiéncias distintas de incorporacdo dos fluoroforos,
hibridacdes inespecificas nos microchips e erros préprios da RT-gPCR, assim
como os distintos tipos de normalizacdo aplicados para 0s microarranjos e para
RT-gPCR, produzem variabilidade, o que pode influir nas correlacdes entre esses
dois métodos.

O mais comum na literatura € simplesmente afirmar que os resultados se
encontram validados geralmente sem achar uma correlacdo ou com uma
correlagcdo extremamente baixa. RAJEEVAN et al. (2001a) consideram um
resultado valido, quando o valor de FC medido por ambos os microarranjos e a
RT-gPCR é igual ou maior que 2 vezes, sem considerar a magnitude da diferenca.
Vérios estudos tém procurado determinar quais os fatores que influenciam essa
variacdo. Menores correlacdes foram reportadas para genes exibindo valores de
FC menores que 2 do que para aqueles maiores que 2 (WURMBACH, 2003;
ETIENNE, 2004; RAJEEVAN, 2001b). ETIENNE et al. (2004) acharam que a
maior distancia entre a localizacdo dos “primers” e as sondas do microarranjo em

um determinado gene diminui também a correlacdo entre os metodos. BECKMAN
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et al. (2004) acharam que os “spots” de baixa intensidade nos microarranjos em
dois canais (duas cores) possuem consideravelmente menores correlacdes com

os dados da RT-gPCR que os “spots” de alta intensidade.

Este trabalho vai levar em consideracdo o sentido da expressao, nédo a
extensdo do valor LogFC nem o ndmero de vezes a mais, que foi diferencialmente

expresso em uma, ou outra condicao.

. OBJETIVO

1. Identificar e analisar a expressdo de genes diferencialmente expressos
através de laminas de microarranjos representando todos as “ORF” identificados

no projeto de sequenciamento da bactéria X. fastidiosa em duas situacoes:

l.a- Dentro de uma planta que estd manifestando os sintomas de CVC, a

variedade suscetivel (Pera);

1.b- Quando a bactéria se encontra dentro de uma variedade tolerante, a cultivar
Navelina ISA 315. Esta cultivar foi reportada como hospedeiro assintomatico por
Souza et al. (2006) e foi confirmada sua tolerancia por FADEL (2011) através de

avaliacao visual e RT-qPCR.

2. Relacionar a informacéo obtida sobre possiveis genes de patogenicidade
com os fendtipos sintomatico e assintomatico das variedades, e, com o0s

mecanismos de patogenicidade descritos na literatura.

2.a- lIdentificar os genes diferencialmente expressos através de “software”

especifico: Imagene (Biodiscovery); Array Weights e R (www.r-project.org): pacote

Limma (bioconductor.org/packages/2.4/bioc/HTML/limma.html.);


http://www.r-project.org/
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2.b- Categorizar os genes diferencialmente expressos nas categorias descritas no
“site” do projeto Genoma: http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/;

2.c- Analisar a distribucéo e nimero de genes diferencialmente expressos entre as

subcategorias relacionadas com patogenicidade para cada categoria,;

2.d- Analisar os dados de expresséo génica dos genes que poderiam ter influéncia
nos distintos processos bioquimicos associados a patogenicidade descritos por
SIMPSON et al. (2000) ou por outros autores, tais como detoxificacdo e
adaptacao, secrecdo e sintese de EPS, adesao, sintese e secre¢cao de toxinas e

biogénese das fimbrias entre outros.

3. Validacéo do experimento de microarranjos atraves da técnica de PCR em
tempo real (RT-gPCR).

3.a- Escolha e desenho dos “primers” e controle enddgeno, utilisando o “software”

“Primer Express 3.0” (Applied Biosystems);

3.b- Otimizacéo das condi¢cbes de amplificacdo com o aparelho de PCR em tempo
real: Applied Biosystems modelo 7500;

3.c- Validacéo da especificidade e eficiéncia de amplificacdo dos “primers” (curvas

de “melting” e curvas-padrao);
3.d- Quantificacéo relativa, utilizando o método delta delta Ct (AACt)
3.e- Validacao do experimento de microarranjos por intermédio da comparacéo da

expressao diferencial pelas duas técnicas em numero de vezes mais expresso e
Log2FC.
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\Y2 HIPOTESE

Podem existir diferencas nos niveis de expressao dos genes relacionados
com a patogenicidade entre as plantas suscetiveis e as tolerantes; com uma maior
expressdo de genes de viruléncia, degradacdo e mobilidade nas suscetiveis, que
permita a colonizacdo da planta. Por sua vez, nas plantas tolerantes, a bactéria
poderia apresentar maior expressao de genes de adesinas, de regulacdo negativa
da patogenicidade ou de resposta ao estresse, seja em resposta as defesas da

planta hospedeira ou a interacdo com algum microrganismo enddfitico.

V. MATERIAL E METODOS

1. Desenho Experimental

O desenho experimental consistiu em trés preparacdes independentes de
cDNA marcado com fluoréforos, derivados de RNAs de trés repeticdes
independentes de cada condicdo biolégica (3 plantas de laranja Pera e 3 de
laranja Navelina). Esses cDNAs foram hibridizados em laminas, contendo
produtos de PCRs impressos em duplicata contendo controles negativos distantes
geneticamente. Esse microarranjo da X. fastidiosa (com as 2600 ORF e os
controles negativos), foi padronizado no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia da UNESP de
Jaboticabal por TRAVENSOLO (2008 e 2009).

A condicdo da bactéria X. fastidiosa dentro da cultivar assintoméatica
Navelina ISA 315 foi considerada, nesta analise, como condicdo experimental
(marcada com fluoroforo Cy5) e dentro da variedade suscetivel Pera como

controle (marcada com fluoréforo Cy3).
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Também, foram realizadas trés hibrida¢des entre uma planta sadia Navelina
ISA 315 (condicdo experimental) e a planta sadia Pera (condigdo controle), para
descartar amplificacdo inespecifica com o genoma da planta. Ambas, a Pera e a
Navelina ISA 315 sadias, foram coletadas dentro da casa de vegetacao,

protegidas de qualquer contaminacéo via inseto, e produzidas por microenxertia.

2. Isolado bacteriano e material vegetal

A linhagem bacteriana de X. fastidiosa utilizada foi a 9a5c (isolado de
citros), sequenciada no Projeto Genoma ONSA-FAPESP. Para o experimento, as
bactérias foram cultivadas em meio BCYE (WELLS et al.,, 1981), a 28°C, em

agitacao por 6 dias.

As amostras vegetais das variedades mencionadas foram fornecidas pelo
Dr. Stuchi e coletadas no campo, na Estacdo Experimental de Citricultura de
Bebedouro, S&o Paulo. As condi¢des climaticas e de solo dessa Estacdo foram
semelhantes, ja que os sitios de coleta se separam por aproximadamente 500 m.
O clima é considerado subtropical: temperatura média de 16,8°C a 30,6°C, chuva
meédia anual de 1.550 mm. O tipo de solo é Latossolo vermelho distrofico tipico,
com textura média. A Estacdo Experimental se encontra a 20°53°16" S (latitude),
48°28°11" W (longitude) em Sao Paulo, Brasil. As amostras de laranjeira Pera
foram coletadas em plantas com sintomas tipicos de CVC, dispostas em talhdo
experimental, enquanto as amostras da cultivar Navelina foram coletadas em
plantas utilizadas em estudo de avaliagcdo da tolerancia desta cultivar a CVC
(FADEL, 2007). Em Novembro de 2006, plantas de Pera com sintomas avancados
de CVC, com grau trés, pela escala diagramatica de AMORIM et al. (2003),
enxertadas sobre portainjerto limdo cravo foram submetidas a poda drastica. Em
Marco de 2007, realizou-se, naquelas plantas de Pera, a enxertia em “T” invertido
utilizando borbulhas de plantas assintomaticas da cultivar Navelina ISA 315,
oriundas de trés plantas estabelecidas em campo no ano de 2000. Essas plantas,
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apesar de expostas a condi¢cdes naturais de infeccdo ha sete anos, nédo
apresentaram sintomas de CVC, porém foram positivas para presenca de X.
fastidiosa via PCR (STUCHI et al., 2007). Em Dezembro de 2008 ja se havia
formado uma nova copa da variedade Navelina ISA 315 nessas plantas. O manejo
e tratos culturais foram usuais, somente sem aplicacdo de inseticias visando a
manutencdo da populacédo de cigarrinhas e consequente inoculacdo natural de X.
fastidiosa. Em Janeiro e Agosto de 2009, a concentracdo da bactéria foi avaliada
em 10 plantas através da observacdo de sintomas (utilizando a escala
diagramética acima citada) e da quantificacdo absoluta pela RT-gPCR usando a
curva padrdo desenvolvida por OLIVEIRA et al. (2002). Por meio das citadas
avaliacdes, a cultivar Navelina ISA 315 foi reportada tolerante a CVC por FADEL
(2011).

As plantas usadas como controles sadios, por sua vez, provém de

microenxertia, e foram mantidos e coletados na casa de vegetacao.
3. Coleta das amostras

As folhas da laranjeira Pera foram coletadas de ramos com sintomas
avancados, com grau trés, pela escala diagramatica de AMORIM et al. (1993),
enguanto da laranjeira assintomatica, Navelina ISA 315, as folhas foram coletadas
em uma amostra composta (folhas pertencentes a varios ramos assintomaticos).

Foram coletadas de 30-35 folhas de trés plantas por cada variedade.

Assim, foram escolhidas para a andlise de expressdo génica, as trés
plantas da cultivar Navelina ISA 315 com a maior concentragdo bacteriana na
avaliacdo por RT-gPCR (realizada em Janeiro de 2009), que ndo apresentaram
variacfes significativas na avaliagdo de Agosto de 2009. As concentracdes de X.
fastidiosa nessas 3 plantas foram de 6,8x10% 6,5x10° e 6,3x10° copias de X.
fastidiosa/ DNA total na primeira avaliacéo; e de 8,2 x10°, 1,29x10* e 5,07 x10° na
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segunda avaliacao, respectivamente.

Do mesmo modo, foi coletado da casa de vegetacdo, 0 mesmo numero de
folnas de trés plantas sadias de cada variedade, para usar como controles

negativos.

4. Extracdes de RNA

Aproximadamente 200 mg de peciolo e nervura central das folhas
sintomaticas e das assintomaticas foram cortados e macerados em N, liquido em
cadinho e transferidos a microtubo do tipo “eppendorf’, contendo 1 mL do
reagente Trizol (Invitrogen). O material foi misturado em vortex e incubado, por 5
min, a 25 °C. Imediatamente, 2 mL de cloroférmio foram adicionados e misturados.
As amostras homogeneizadas foram incubadas por 3 min a 25°C para permitir a
completa dissociacdo dos complexos de nucleoproteinas. Apds esse tempo, 0
material foi centrifugado a 7.500 xg, por 10 min, a 5 °C. Apés a centrifugacao, a
fase aquosa formada foi transferida para um novo tubo, e 0 RNA foi precipitado
pela adicdo de 2,5 mL de alcool isopropilico. A solucéo foi incubada a 25°C por 10
min e centrifugada a 12.000 xg por 10 min, a 5°C. Removido o sobrenadante, o
sedimento formado foi lavado com 5 mL de etanol a 75%, sendo novamente
coletado por meio de centrifugacdo a 7.500 xg, por 5 min, a 5 °C. No final do
procedimento, o RNA foi secado rapidamente e solubilizado em H,O livre de
RNAse (agua Milli-Q tratada com DEPC - 0,01% - H2Opgpc).

5. Quantificacdo do RNA

A integridade das amostras de RNA foi analisada por eletroforese em gel de
agarose a 1,2%, contendo tampao de MOPS [10x] (MOPS 200 mM, AcNa 50 mM,
EDTA 10 mM) e 55 % v/v com formaldeido absoluto. Foram dissolvidos

aproximadamente 1 -2 ug de RNA em 5 uL de formamida deionizada e
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adicionados 5 uL de solucdo de corrida para RNA (1 volume de tampéao [10x] de
formaldeido, 2 volumes de formaldeido absoluto, 1 volume de 400 ug/mL de
brometo de etidio e 1 volume de H,Opgpc), € aquecidos a 65°C por 10 minutos.
Imediatamente, foi adicionado 1 uL de SDS/glicerol/azul de bromofenol [10x] para
cada amostra e aplicado no gel. A corrida eletroforética foi conduzida em tampéo
de corrida [1x] (MOPS 20 mM, AcNa 5 mM, EDTA 1 mM), durante 1h 30min a 80
V constantes. Como marcador molecular de RNA, foi utilizado o RNA “ladder”

(“Life Technologies”), com seis fragmentos visualizados de 0,24 a 9,49 Kb.

6. Obtencdo do cDNA marcado com compostos fluorescentes Cy3 e Cy5

6.1. Reacdo de transcricdo reversa

A obtencdo de cDNAs fluorescentes para as reacdes de hibridizacdo foi
realizada em um microtubo contendo 100 pg de RNA total, 15 ug de
oligonucleotideos exameros aleatorios pdNe (“Amersham Bioscience”), 4U de
RNAsin (Promega) e agua para completar o volume final para 9,0 yL. Essa mistura
foi agitada por pipetagens, incubada a 70°C por 5 min e mantida a 4°C por 5 min,
para permitir o pareamento dos oligonucleotideos com o RNA. Foram utilizados
100 ug, considerando que o RNA bacteriano possa estar diluido com RNA de

origem vegetal.

Apbs a incubacao, foi adicionada a cada tubo uma solucao contendo: 6 pL
de tampédo 5X ImProm, 3,6 uL MgCl, 25mM, 3 uL dNTPs 5mM A/C/G, 2mM T; 2
puL de ImPromll Reverse transcriptase (“Promega”) e 2uL do dUTP-Cy3 (a0 RNA
Pera) ou dUTP-Cy5 (a0 RNA Navelina). Para a sintese do cDNA fluorescente, as
amostras foram incubadas a 25 °C, por 5 min, e 40 °C durante 3 horas no

termociclador PC-100 “Programmable Thermal Controller” (“MJ Research INC.”).
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Trés reacdes de transcricdo reversa distintas (uma para cada amostra
biolégica: as trés plantas) foram realizadas para as duas variedades, assim como
para os controles sadios (Pera e Navelina ISA 315). Essas amostras foram,
posteriormente, hibridizadas em triplicata (em trés laminas distintas, uma para
cada planta), para diminuir a variacdo na expressao génica nao relacionada com a

presenca da X. fastidiosa.

6.2 Degradacdo do RNA e concentracdo do cDNA

ApGs a sintese do cDNA, foi incluido um passo de degradacdo do RNA por
meio de incubacdo a 37°C, durante 4 min, em uma solucdo com 2,5uL EDTA
0,5M (pH 8,0) e 5,0uL de NaOH 1M. Foi entdo ressuspenso o cDNA de cada
amostra em 400 yL de tampao TE (10 mM e 1 mM EDTA, pH 7,5) e 12,5 uL de
Tris-HCL 1M, pH 7,5 e concentrado em uma coluna tipo Microcon-YM30
(“Millipore”). Essas colunas foram centrifugadas por 15 min, a 15°C, a 15.294 xg.,
e o filtro foi logo lavado com 200 uyL de TE e centrifugado por 10 min a 15°C, a
15.294 xg. A coluna foi, posteriormente, invertida em um novo tubo e aplicados 30
ML de agua ultrapura. Os tubos foram logo submetidos a centrifugagéo por 10 min

a 15.294 xg a 15 °C, a coluna descartada e o fluido quantificado.

7. Fabricacdo do microarranjo contendo o genoma total da X. fastidiosa

A padronizacao da técnica de microarranjos para X. fastidiosa foi realizada
previamente no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas do
Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal (FCAV) por TRAVENSOLO (2008) e (2009). Assim, foi desenvolvida
uma estratégia para monitorar mualtiplos genes simultaneamente com a
disponibilidade do genoma inteiro desta bactéria. Foram desenhados
oligonucleotideos iniciadores especificos para amplificar os 2.600 ORFs

identificados no genoma, usando o “software” PRIMER3. Assim, uma temperatura
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de pareado de 48°C até 57 °C foi determinada para todos eles. Assim, foram
amplificados as 2.600 ORFs anotados no projeto Genoma da X. fastidiosa ONSA
FAPESP, tanto aqueles que codificam para proteinas com funcdes putativas
assinaladas por homologia de sequéncia com outros organismos, como aqueles
que ndo apresentam homologia com proteinas funcionais conhecidas (hipotéticos
e hipotéticos conservados).

O arranjo final obtido apresentou aproximadamente 5.200 “spots” oriundos
da duplicacéo de cada produto amplificado. As ORFs amplificadas foram dispostas
na lamina na forma de arranjo com a distania de 250 um. Esse adensamento

permitiu minimizar o volume da solugao de hibridagdo para a lamina inteira.

7.1 Cultivo do isolado 9a5c e extracdo do DNA

A bactéria foi cultivada em meio liquido BCYE (WELLS et al., 1981) a 28°C,
mantido em agitacdo por 6 dias. Para o meio BCYE, 10 g de ACES foram
hidratados em 500 mL de &4gua destilada a 50°C. A solucédo de ACES foi misturada
com 40 mL de uma solucdo 1,0 N KOH, em 440 mL de &gua destilada, sendo,
posteriormente, utilizada para hidratar 2 g de carvédo ativado, 10 g de extrato de
levedura e 17 g de agar, autoclavada e equilibrada para 50°C. Entdo, 0,4 g de L-
cisteina e 0,25 g de pirofosfato férrico foram dissolvidos em 20 mL de agua,

esterilizados por filtragem e adicionados ao meio.

O método de extracdo de amostras de DNA utilizado foi o descrito por
AUSUBEL et al. (1987) com algumas modificacdes. Suspensdes bacterianas (1
mL) foram transferidas para um tubo estéril de 1,5 mL e centrifugadas a 14.000 x g
por 2 min. Os sobrenadantes foram descartados, e 0s precipitados, ressuspensos
em 567 puL de Tampao TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0), 30 uL
de 10% SDS e 3 uL de proteinase K (20 mg/mL). Nessa etapa, foram

acrescentados 100 pL de solugcdo de RNAse (200 pg/mL), e as solugbes foram
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incubadas a 37°C por 1h 30 min. Em seguida, continuou-se com o procedimento

sugerido pelo protocolo.

A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada em espectrofotdmetro
(BECKMAN-DU 640), medindo-se a absorbancia em contraste com uma amostra
de TE, nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A integridade do material
genético foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1,0 % em TBE 1X
(0,89 M Tris, 0,89 M éacido bdrico, 0,022 M N,EDTA), deslocando-se a 90 V, por 90

min.

7.2  Amplificacbes por PCR dos 2.600 ORFs e quantificacdo do produto

As reaccdes de PCR foram realizadas partindo do DNA extraido do isolado
bacteriano mencionado no item 7.1, em tamp&o PCR [1x] (50 mM KCI, 20 mM
Tris-HCI, pH 8,4), 2 mM MgCl, , 10mM dNTP, 2 U Taq. DNA polimerase, 5 pmols
de cada primer, 60 ng do DNA genémico e agua ultrapura estéril para completar
um volume de 10pL. As seguintes condi¢des de reacao foram usadas: 94°C/2 min,
35 ciclos de 94°C/1min, 58°C/1 min, 72°C/1min 30s, seguidos de uma extensao
final de 72°C/5 min. Todos os produtos foram analisados e quantificados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampao TBE 1X (0,89 M Tris, 0,89 M
acido borico, 0,022 M N,EDTA) com 0,5 pg/mL de brometo de etidio.

7.3 Concentracédo e impressao dos produtos de PCR na lamina

Os produtos amplificados foram levados até uma concentragdo de 200-350
Hg/uL com base na quantificacéo realizada. Apds a concentragéao, cada produto foi
ressuspenso em 50 % DMSO v/v numa concentragao final de 100-300 ng/ pL com
base na quantificacdo realizada. O DMSO ¢ bastante utilizado em experimentos
com arranjos, inicialmente devido a sua propriedade higroscopica e baixa

evaporacao, permitindo a armazenagem do DNA por longos periodos e
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proprocionando uma maior uniformidade na area do “spot” (HEGDE et al., 2000).
Os produtos que nao resultaram um produto de PCR na concentragdo acima
mencionada foram novamente amplificados até a obtencdo da a concentracéo

desejada.

A impresséo dos microarranjos foi feita em laminas de vidro, previamente
tratadas com aminosilano (GMT-GAPS, Corning, Cat. N° 40004), por um
dispositivo robotizado, modelo GMS 417 Arrayer (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA,
USA). Os “spots” foram impressos a uma distancia de 250 pm na forma de arranjo,

em réplica (dois “spots”/amostra)

ApoOs a impresséao robotica, os DNAs foram reidratados (42 °C por um seg),
secos (70 °C por 1 min) e fixados na lamina por meio da camara UV “cross-link”
(130x 10 pJ cm?). As laminas foram mantidas a 70°C por duas horas e,

posteriormente, guardadas no vacuo a temperatura ambiente.

8. Hibridizacdo dos microarranjos com os cDNAs marcados e lavagens

As etapas de hibridizacdo e lavagens foram realizadas em um aparelho
“GeneTac hybridization” (“Genomic Solutions” TM, Ann Arbor, Michigan, USA).
Inicialmente, as laminas foram mantidas a 65°C por 5 min. Sobre essas laminas,
foi aplicada uma solucdo de hibridizacdo, contendo 8 uL de liquido bloqueador
(GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA RPN 3601), 1 uL de SSC 2X, 5,5 uL de
SDS 2% (w/v), e o cDNA marcado com Cy3/ Cy5, em um volume final de 11 puL.
Essa solucéo foi injetada na camara de hibridagcdo de forma a cobrir todo o
microarranjo. A hibridizag&o foi realizada a uma temperatura de 42°C durante 16

horas.

As lavagens foram realizadas em forma automatica ap0s as 16 horas da

hibridacdo. Desse modo, os transcritos que nao acharam homologia foram
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retirados. As laminas foram lavadas com SSC 2X /SDS 0,5 % (w/v) em 10 ciclos
de 10 seg de fluxo e 20 seg de incubacé&o, com SSC 0,5X a 25°C em 10 ciclos de
10 seg de fluxo, 20 seg de incubacéo e, finalmente, com SSC 0,05X a 25°C, com
10 seg de fluxo e 20 seg de incubacéo. Todas as etapas de lavagem consistiram
de ciclos de 1 seg de fluxo e 2 seg de incubacdo. Apds a lavagem, as laminas
foram centrifugadas individualmente, dentro de tubos de centrifuga de 50 mL (tubo
Falcon), por 5 min a 201 xg, secas a temperatura ambiente por 15 min para

serem, posteriormente, submetidas a deteccéo da fluorescéncia.

9. Obtencéo e andlise das imagens

9.1 Digitalizacdo daimagem

As imagens foram obtidas pelo Scanner (Gene Pix 4000 B Molecular
Devices Agilent), e as leituras foram feitas sob diferentes comprimentos de onda,
para permitir a excitacdo dos marcadores fluorescentes contidos nos cDNAs: 550
nm (Cy3) e 650 nm (Cy5). A localizagéo e a identidade de cada gene na lamina
foram definidas em um arquivo-texto, criado com auxilio do Programa Clone
Tracker2 (BioDiscovery, Los Angeles, USA) por Travensolo (2008; 2009).

9.2 Quantificacdo e analise das imagens

O sinal foi quantificado por intermédio do “sofwtare” ImaGene (v. 4.1
BioDiscovery, Los Angeles, USA), no qual as duas imagens, a vermelha (emissao
fluorescéncia Cy5) e a verde (emissédo fluorescéncia Cy3), foram superpostas, e

os “spots” classificados em funcéo da sua morfologia e da sua intensidade.

Os “spots” foram entdo quantificados pela medida da intensidade de todos

0os “pixels” delimitados por um circulo fixo, e o “background” também foi
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quantificado para cada “spot” pela medida da intensidade de todos os pixels do

local ao redor do “spot”.
9.3 Andlises estatisticas
A normalizagdo e as analises estatisticas foram realizadas usando o

programa R (www.r-project.org) (R. Development Core Team, 2009) e o pacote
Limma (http// bioconductor.org/packages/2.4/bioc/html/limma.html) (SMYTH,

2005). O “software” “Array Weights” foi utilizado para testar a qualidade dos
arranjos, e o sinal do “background” foi descontado do sinal de cada “spot” pelo
método normexp, com um limiar igual a 1 (RITCHIE, 2006). Posteriormente, 0s
“spots” foram normalizados pelo método “loess” (RITCHIE, 2006; YANG, 2001;
YANG, 2002; SMYTH, 2003) e, finalmente, o teste T de “Students” foi aplicado
(SMYTH, 2004; SMYTH, 2005).

9.4 Busca dos genes candidatos na base de dados do projeto Genoma

Xylella fastidosa 9a5c

A informacao referente a cada um dos genes candidatos foi achada no sitio
‘web” do  Projeto Genoma da X. fastidiosa linhagem  9a5c
(http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/). Na base de dados foram recoletadas informacdes,
tais como o nome do gene e a categoria funcional, o produto génico e a
informacdo anotada sobre possiveis funcées por meio da homologia de sequéncia
com proteinas relacionadas de outros organismos na base de dados do NCBI

(utilizando o algoritmo Blast).


http://www.r-project.org/
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10. Validacao datécnica por RT-gPCR

10.1 Fabricacdo do DNA complementar e quantificacao relativa

A transcricao reversa (RT) foi realizada usando 2 ug do RNA total da X.
fastidiosa, 1,5 pL de “random primer hexamers” pdNg (Invitrogen) e a enzima
transcritasa reverse Improm Il (Promega), seguindo as instrucdes desse kit. O
RNA utilizado nessa reacéo incluiu proporcdes iguais dos RNAs das trés plantas
utilizadas no experimento de microarranjos (para cada condi¢cédo). Essa mistura foi
incubada por 1h 30 min, a 40°C, para a obtencdo do cDNA. Apds essa sintese, o
cDNA foi armazenado a -20°C. Para verificar sua integridade, foram aplicados 5
puL dessa solucdo, junto com 3 pL de tampdo “bromofenol blue” em um gel de

agarose a 1,5%, e realizada a eletroforese, durante 1h 30 min a 85 volts.

10.2 Genes escolhidos e desenho dos primers

Os genes candidatos para validar foram escolhidos dentre aqueles
relacionados a patogenicidade pela literatura que, por sua vez, tivessem valores
de LogFC que se destacaram nas duas condi¢cdes analisadas, assim como
também valores médios. As sequéncias “fasta” foram selecionadas no banco de
dados do Projeto Genoma de X. fastidiosa, linhagem 9a5c
(http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/), e desenhados o0s oligonucleotideos iniciadores
com o auxilio do “software” do aparelho de PCR em tempo real de “Applied
Biosystems” modelo 7500: “Primer Express Software for Real Time PCR 3.0".
Cinquenta sequéncias foram analisadas uma a uma para cada um dos genes para
nao incluir, se possivel, estruturas secundarias tipo “hairpin” ou dimeros de
“‘primer” que produzem fragmentos inespecificos que inteferem na quantificagéo
relativa. A Tabela 1 apresenta a sequéncia dos “primers” escolhidos, assim como

o valor de LogFC obtido para cada gene no microarranjo.
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O controle enddgeno foi escolhido dentre os genes que apresentaram uma
expressao constante nas condicbes do experimento de microarranjos e que tenha
sido usado em trabalhos anteriores para este patdogeno. O gene escolhido foi Nuo
A (XF0305), cujo produto génico é NADH-ubiquinone oxidorredutase, NQO7
subunidade (15.4 kDa), categoria 1.C.1 (metabolismo energético, carbono,
respiracdo aerdbica). Este gene apresentou um valor de LogFC de -0,75 e -0,21,
e a expressao promeédio foi de 5,86 e 5,61 para cada uma das réplicas no

microarranjo.

Tabela 1: Genes escolhidos, LogFC (microarranjo) e sequéncia dos “primers” respectivos

(“software Primer Express for real time PCR 3.0”).

ID/ Nome do gene LogFC Sequencia (5'-3")
XF0305 NUOA forward - CATTGATATTGATTGGCAGGTTTC
XF0305 NUOA reverse - GAGGACAGCTTTTCGGAATCAG
XFa 0052 Vap D forward -1,71 | CGTCAGACAAGCACATGGAACT
XFa 0052 Vap D reverse - TCGAACCATTGGAAGCGTATG
XF0369 Pil M forward -4,37 |CAGCTTTCCCGCAGTGGTA
XF0369 Pil M reverse - GGTAGCGGCTCCACAGCATA
XF1632 Pil U forward -2,08 | TCGAGAAAGTCCATGAATGCAA
XF1632 Pil U reverse - GCGGAAGCGACCAATGTT
XF1626 AlgR forward -5,5 CGGCTGCGTGTGTTGCT
XF1626 AlgR reverse - AGCCTCAGCCACCACCTCTA
XF1625 AlgZ forward -1,39 | CAGCATTGCGCATCGTCTT
XF1625 AlgZ reverse - CCAAAACCCCGTCATTCG
XF2535 ColS forward 1,66 GCCTCGGTCATGTCGTAAGC
XF2535 ColS reverse - ACTCGCGGTACGCAAAGC
XF1952 chpA forward 1,78 GACCCAGGCAGTATTCATTCG
XF1952 chpA reverse - AAGCCACCGGAACTGCAA
XF2339 DNA J forward 1,31 GCGGACGAGGCGTTATTATTC
XF2339 DNA J reverse - AACACGCCCAGCACCATT
XF0978 HTPG forward 1,71 CCCAAGCCACCCACTCATC
XF0978 HTPG reverse - CGCAAAACGGTCCATGTCT
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10.3 Otimizacéo das condicdes de reacao

Foram otimizadas as condicbes de reacao para os “primers” escolhidos,
utilizando-se quatro concentracfes de “primer” (400, 600, 800 e 1.000 nM) e duas
de cDNA (60 e 200ng) na reagao. Apos a otimizacao, 400 nM de “primer” e 200 ng

de cDNA foram escolhidos para realizar a quantificagdo relativa.

10.4 Validacao da eficiéncia de amplificacéo e especificidade dos “primers”

Essa validacdo é recomendada na guia da informacdo minima para a
publicacdo de experimentos de RT-gPCR (BUSTIN, 2009). Utilizou-se uma
mistura do cDNA das duas condicbes (cDNA Navelina ISA315 e Pera), em
proporc¢des iguais, e diluicdes seriadas deste cDNA foram submetidas a RT-qgPCR,
para a fabricacdo das curvas-padrédo de cada par de “primers” usando o “software
7500 System SDS”. O fator de diluicdo foi registrado no “software”, ja que o
interesse ndo é determinar concentracdo exata da amostra inicial, mas, sim,
calcular eficiéncias de amplificacdo dos primers que logo serdo utilizados na
quantificacdo relativa. Alids, ndo se recomenda quantificar a concentrag&o inicial
de cDNA em virtude dos restos da reacao de transcricao reversa

influirem na medicao.

A féormula da reta padrao determinada pelo calculo de regressao linear para
a curva padrdo RT-gPCR é:y = mx + b, na qual y representa o Ct; m é o valor da
inclinagdo da curva; b é a interseccdo dos eixos, e o valor de x determinara a
concentracdo em escala logaritmica da amostra de interesse. Tomando como
exemplo os valores obtidos pela curva-padrao do gene Nuo A, gerados neste
trabalho (Figura 17), a reta gerada é representada pela equacédo, a saber: y = -
3,400087x + 25,901331. A interseccdo € o ponto em que o eixo do grafico que

define a concentragdo em valores logaritmicos cruza com um determinado Ct no
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ponto zero da escala logaritmica (abscissa), o qual apresenta o valor de
25,901331. O coeficiente de regressao linear (R2) foi 0,935680.

A eficiéncia €, entretanto, definida por meio da inclinacdo da curva,
assumindo 100% de amplificacdo. Segundo PFAFFL (2004), a eficiéncia da PCR
deve ser de E= 100+ 20%, correspondente a -3,6 < inclinagéo < -3,1. A eficiéncia
da amplificacéo é determinada pela férmula: E = (105" _1) x 100 %. No caso
do gene NuoA, a eficiéncia calculada foi 96,851. Calculou-se a eficiencia de
amplificacdo para todos os “primers” e para o controle endégeno pela féormula

acima mencionada.

Fabricaram-se também as curvas de dissociacdo ou curvas de “melting”
para cada par de “primers”, utilizando-se o “software” SDS (“Applied Biosystems”).
Essas curvas foram utilizadas como controle de especificidade dos “primers”, para
identificar amplificacdo inespecifica que poderia interferir nos resultados da RT-
gPCR.

10.5 Quantificacdo relativa para estudos de expressdo génica- Método
Delta Delta Ct (AACt)

Duzentos ng do cDNA, 400 nM “primers” e, 6,25 L do reativo “SYBR Green
PCR Master Mix” (“Applied Biosystems”) foram utilizados na reacdo de RT-qPCR,
num volume final de 25 pL, no aprelho de PCR em tempo real modelo 7500
(“Applied Biosystems”), usando o programa “default” do termociclador. As reacdes

foram realizadas em triplicata para cada um dos genes e para o endogeno.

A quantificacao relativa foi calculada pelo método Delta delta Ct (AACt) para
todos os primers validados pela eficiéncia de amplificagdo e curvas de
dissociacao, utilizando-se o gene endodgeno NuoA para a normalizacédo, e, a

variedade Pera como calibrador.
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Foram calculados os Log, da Racao entre o valor da expresséo relativa
(ER) da cultivar Navelina ISA 315 e da Pera, partindo do Log;o da ER extraido do
“software” SDS. Ambos, Log, obtido pelo microarranjo e pela RT-qPCR, foram
comparados. Do mesmo modo, foi calculado o nUmero de vezes que um gene foi
mais expresso em uma variedade do que na outra pelo RT-gPCR, e comparado
com o numero de vezes mais expresso que apresentou no microarranjo. Com
esses valores, o Log, (ER) e o numero de vezes mais expresso (pela RT-gPCR e
pelo microarranjo), foram construidos os graficos das Figuras 18 e 19,
respectivamente. Na Figura 18, pode-se observar o sentido da expressédo génica,

ou seja, em qual planta foi diferencialmente expresso.

VI. RESULTADOS

1. Andalises Estatisticas

Foram identificados 400 genes como diferencialmente expressos, definindo
um limiar de 1,0 Log FC (logaritmo do “fold change”, ou seja, logaritmo da razéo
entre o0 sinal do experimento/controle), para identificar sinais baixos, mas que
poderiam ser biologicamente significativos. Portanto, os genes com valores
superiores a LogFC=1 foram considerados induzidos na cultivar Navelina ISA 315,
enquanto os valores menores que -1 foram considerados diferencialmente
expressos na variedade Pera. O grafico da Figura 4 apresenta os dados
normalizados e a dispersdo destes em cada uma das trés laminas pelo método
“loess”, utilizando-se o programa R (pacote Limma). Na Figura 5, podem-se

observar os gréaficos do teste T de “Students” e o “Vulcano plot”.
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Figura 4: Dados normalizados por meio do programa R (www.r-project.orq), pelo método “loess”,

usando-se o pacote limma (http// bioconductor.org/packages/2.4/bioc/html/limma.html).

Figura 5: Testes estatisticos (Programa R) Genes diferencialmente expresssos em funcgao do valor
de LogFC (Fold change) (LogFC). a) Teste “students”; b) Gréfico volcano: Logaritmo da
probabilidade em funcéo do LogFC.


http://www.r-project.org/
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2. Busca de informacéo dos genes potenciais candidatos a
patogenicidade

Os 400 genes diferencialmente expressos foram distribuidos nas categorias
funcionais, e estas foram analisadas em funcdo do nimero de genes de cada
subcategoria, para cada condic&o biolégica (dentro das variedades Pera e cultivar
Navelina ISA 315) (Figuras 6 e 7)

Posteriormente a busca de informacgéo dos 400 genes na base de dados do
Genoma da X. fastidiosa, a luz dos valores de LogFC e da literatura, foram
selecionados alguns genes para a discussdo dentre as distintas categorias
funcionais, segundo a literatura, pelo possivel envolvimento na viruléncia, e a
informagcédo da base de dados, transcrita no Apéndice. Sua implicacdo na
patogenicidade foi posteriormente tratada em funcédo da expressao génica obtida
neste experimento. Do mesmo modo, alguns desses genes foram escolhidos para

a analise de validacéo por RT-gPCR.

3. Perfil Global de expressao génica

Genes diferencialmente expressos foram achados dentro das oito

categorias oficiais descritas no site http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/, nas duas

variedades. SO0 um gene diferencialmente expresso na variedade Pera
apresentou-se na nona categoria: “ORFs de categoria indefinida”, mas, como este
foi descrito como uma proteina integral de membrana passou-se para a categoria
IV “Estruturas celulares”, para uma melhor visualizagao grafica. Como pode-se
observar na Figura 6, a maior percentagem de genes diferentialmente expressos
da bactéria nas duas variedades foi achada para a categoria VIII (Proteinas
hipotéticas), 47,5%.


http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/
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Figura 6: Porcentagem que os genes diferencialmente expressos de cada categoria funcional

representam dos 400 genes diferencialmente expressos nas duas variedades.

Dentre os genes analisados, aproximadamente 15,4% (400 genes) foram
diferencialmente expressos: 249 genes (62,25 %) apresentaram-se induzidos na
variedade suscetivel Pera, e 151 genes (37,75%) na variedade assintomatica
cultivar Navelina ISA 315.

Na figura 7, pode-se observar que quando a bactéria infecta a variedade
suscetivel Pera, expressa maior numero de genes do que dentro da planta

assintomatica cultivar Navelina ISA 315 em todas as categorias descritas.
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Figura 7: Numero de genes diferencialmente expressos por categoria funcional. (I: Metabolismo
intermediario; Il: Biossintese de pequenas moléculas; Ill: Metabolismo de Macromoléculas; IV:
Estrutura Celular; V: Processos celulares; VI: Elementos genéticos maéveis; VIl Patogenicidade,

viruléncia e adaptacao; VIII: Hipotéticos).

Na Tabela 1 do Apéndice, apresentam- se os 400 genes de expressao
diferencial (ID, nome do gene, LogFC e produto génico) seguidos dos nomes das
categorias de genes descritas, e 0 numero de genes total identificado no genoma
para cada uma delas. Pode-se observar o nimero de genes total identificado em
cada categoria ou subcategoria, assim como aqueles que foram diferencialmente
expressos na Pera e na Navelina. Genes diferencialmete expressos foram
achados para todas as categorias descritas, em algumas das respectivas

subcategorias.

Apés a descricdo das categorias, foi transcrita a informacdo obtida na
pagina web do Genoma da X. fastidiosa para os genes que foram tratados na

discussao.
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Finalmente, as Figuras do Apéndice: Al, A2, A3, A4, A5, A6 e A7, permitem
visualizar a extensdo da expressdo génica, expressada em LogFC, nas duas
condicles para as categorias mencionadas, o que facilita a analise e apresenta o
perfil global da expressdo génica dos distintos processos vinculados a
patogenicidade.

Pode-se confirmar a eficiéncia do microarranjo padronizado para a
linhagem 9a5c na hibridizacdo de distintas linhagens de Xylella fastidiosa; ja que
todos 0s genes impressos no microarranjo hibridaram com as linhagens de X.

fastidiosa presentes nas duas variedades (Pera e Navelina) coletadas no campo.

Por sua vez, os controles negativos das hibrida¢cées com as plantas sadias,
nao apresentaram hibridacdo (somente fluorescencia de base), confirmando que a
hibridag&o obtida no microarranjo para a Navelina e para a Pera é da X. fastidiosa,

e, ndo representa uma hibridacao inespecifica com o genoma da planta.

4. Genes da categoria VII: Patogenicidade, viruléncia e adaptacéao

Genes diferencialmente expressos da categoria VII: Patogenicidade,
viruléncia e adaptacao, foram classificados dentro das respectivas subcategorias:
producdo de toxinas e detoxificacéo, exopolissacarideos, proteinas de superficie,
adaptacao e condicdes atipicas e outros (Figura 8).

Pode-se observar, na Figura 8, que todas as subcategorias incluem mais
genes diferencialmente expressos na Pera, com excecdo da subcategoria
“‘proteinas de superficie”. Quatro genes foram diferencialmente expressos na
cultivar Navelina ISA 315, na subcategoria “produccéao de toxinas e detoxificagao”,
codificando para a dimetiladenosine transferase, catalase/peroxidase, peptideo

sintase e proteina beta-lactamase. Na Pera, os valores mais altos de logFC foram
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achados para a subunidade C da alkyl-hidroperoxide redutase (-2,0), e uma
proteina tipo hemolisina de unido ao calcio (-3,4). Dentro desta subcategoria, o
gene que codifica para a proteina de homeostase do cobre, assim como a
proteina do sistema de efluxo de cétions e o fator de exportacdo de membrana
externa (codificado pelo gene TolC), foram também diferencialmente expressos na

Pera.

Dentro da subcategoria “exopolissacarideos”, somente o gene GumE (-1,37
LogFC) foi diferencialmente expresso na variedade suscetivel, enquanto, na
subcategoria “proteinas de superficie”, s6 o gene uspAl (1,58 LogFC) foi
diferencialmente expresso na cultivar Navelina ISA 315. Dentre os genes da
subcategoria “adaptacdo e condigbes atipicas”, dois genes relacionados a
biossintese dos glucanos, MDOG e MDOH foram diferencialmente expressos na
Pera e na cultivar Navelina ISA 315, com valores de -1,5 e 1,54 LogFC,
respectivamente. Também, dentro dessa subcategoria, uma proteina “heat shock”
(codificada pelo gene HTRA) foi diferencialmente expressa na Pera. A respeito da
subcategoria “outros”, os genes xpsG, xpsF (que codificam as proteinas G e F da
via geral de secrecao, respectivamente) foram diferencialmente expressos quando
a bactéria se encontra na variedade suscetivel. Alids, uma quitinase e duas
proteinas regulatérias (proteina D associada a viruléncia codificada pelo gene
VapD e o fator regulador de patogenicidade codificado pelo gene RPFC) foram

diferencialmente expressos na variedade Pera.
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Figura 8: Numero de genes diferencialmente expressos da categoria VII, distribuido entre as
respectivas subcategorias (VII.C: Producdo de toxinas, detoxificacdo; VII.E: Exopolissacarideos;

VII.F: Proteinas de superficie; VII.G: Adaptacdo e condi¢Bes atipicas; VII.H: Outros).

5. Genes das categorias IV, V e VI: Estrutura celular, Processos celulares

e Elementos genéticos moveis

Em relacdo as categorias acima mencionadas e subcategorias respectivas,
uma maior quantidade de genes foi achada diferencialmente expressa na
variedade Pera. As subcategorias “componentes de membrana® da categoria
“estrutura celular” apresenta significativamente mais genes diferencialmente
expressos ha variedade Pera do que na cultivar Navelina ISA 315. As
subcategorias murein, sacculus, peptidoglicanos” (IV.B), polissacarideos,
lipopolissaccarideos e antigenos de superficie”(IV.C) da categoria estrutura
celular”, assim como as subcategorias “quimotaxis e mobilidade”(V.C) da categoria
“processos celulares” incluem mais genes diferencialmente expressos na cultivar
Navelina ISA 315 (Figuras 9 e 10). Esta ultima categoria mencionada inclui s6 um
gene diferencialmente expresso na cultivar Navelina ISA 315 (chpA), que codifica
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uma proteina quinase relacionada a quimiotaxis com um valor logFC de 1,8.
Dentro da subcategoria “componentes de membrana”, diferentes genes
relacionados a mobilidade resultaram diferencialmente expressos na Pera: pilM
(que codifica uma proteina de montagem das fimbrias) e pilU (que codifica a
proteina “twitching motility” com altos valores de LogFC (-44 e -2,0),
respectivamente. Somente uma proteina das fimbrias de 15 kDa foi
diferencialmente expressa na cultivar Navelina ISA 315 com um valor de LogFC
de 1,3. Na categoria “elementos genéticos moveis”, as subcategorias “funcdes
relacionadas com fagos”, assim como “fungbes relacionadas com plasmideos”
incluem mais genes diferencialmente expressos dentro da variedade Pera do que

dentro da cultivar Navelina ISA 315.

Figura 9: Namero de genes da categoria IV, distribuido entre as respectivas subcategorias (IV.A:
Componentes de membrana; IV.B: Murein sacculus, peptidoglicano; VI.C: Polissacarideos de

superficie, lipopolissacarideos, e antigenos; IV.C: Estruturas de superficie).
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Figura 10: Numero de genes das Categorias V, e VI, distribuidos entre as respectivas
subcategorias (V.A: Transporte; V.B: Diviséo celular; V.C: Quimotaxis e mobilidade; VI.A: Funcdes
relacionadas a fagos e profagos; VI.B: Funcbes relacionadas a plasmideos; VI.C: Func¢bes

relacionadas a transposones e intrones).

6. Genes das categorias | “Metabolismo intermediario” e Il “Biossintese

de pequenas moléculas”

As subcategorias “degradacdo” e “funcdes regulatorias” da categoria
“‘metabolismo intermediario”, assim como as subcategorias “biossintese de
aminoacidos” e “biossintese de nucleotideos” e “cofatores, grupos prostéticos,
carregadores biossintéticos” da categoria “biossintese de pequenas moléculas”
incluem também mais genes diferencialmente expressos na Pera (Figuras 11 e
12). Dentre os genes com fun¢des regulatorias, o gene ALGR (proteina regulatéria
do sistema em dois componentes) e o gene SSPB (proteina induzida em
condicdes de auséncia de nutrientes) possuem os maiores valores de LogFC, -5,5
e -3,3, respectivamente. Assim, também, o gene rpoD, que codifica o fator sigma-

70, diferencialmente expresso na variedade Pera, apresentou alto valor de LogFC
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(-2,86). Outro sistema em dois componentes, formado pelos produtos dos genes
colR e colS, diferencialmente expressos na variedade assintomatica,
apresentaram alto valor de LogFC (-2,86). Por outro lado, na variedade Pera, outro
gene chamado colR encontra-se diferencialmente expresso. De igual modo,
muitos outros reguladores transcricionais e repressores foram diferencialmente
expressos nas duas variedades (Apéndice: Tabela 1). Pode-se observar que a
subcategoria “degradacao”, da categoria “metabolismo intermediario”, seguida
pela subcategoria “fungbes regulatérias”, incluem mais genes diferencialmente
expressos na Pera do que na cultivar Navelina ISA 315. Os genes acima
mencionados encontram-se distribuidos dentre as subcategorias de genes que se

apresentam nas Figuras 11 e 12 e detalhados na Tabela 1 do Apéndice.

Figura 11: Numero de genes da categoria | “Metabolismo intermediario”, distribuido entre as
respectivas subcategorias (I.A: Degradacdo de polissacarideos e pequenas moléculas; |.B:
Metabolismo intermediario central; 1.C: Metabolismo energético, carbono; [.D: Funces

regulatérias).
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Figura 12: Numero de genes da categoria “Biossintese de pequenas moléculas”, distribuido entre
as respectivas subcategorias (Il.A: Biossintese de aminoécidos; 11.B: Biossintese de nucleotideos;
11.D: Cofatores, grupos prostéticos, carregadores biossintéticos; I1.D: Biossintese dos acidos graxos

e fosfatidicos; II.F: Biossintese das poliaminas).

7. Genes da categoria lll “Metabolismo de macromoléculas”

Os genes desta categoria foram distribuidos nas subcategorias
“‘metabolismo do DNA”, “metabolismo do RNA” e “metabolismo de Proteinas”. A
subcategoria “metabolismo do DNA” apresentou mais genes diferencialmente
expressos dentro da variedade Pera, enquanto a subcategoria “metabolismo do
RNA” apresentou na cultivar Navelina ISA 315. Por sua parte, a subcategoria
“‘metabolismo de Proteinas” apresentou o mesmo numero de genes nas duas
variedades. (Figura 13) As subcategorias “reparacao do DNA” e “restricdo e
modificacdo do DNA” da categoria “metabolismo do DNA” foram as que
apresentaram mais genes diferencialmente expressos na variedade Pera,

enquanto a subcategoria “chaperonas”, da categoria “metabolismo de proteinas”,
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apresentou somente genes diferencialmente expressos na cultivar Navelina ISA
315 (Figuras 14 e 15 respectivamente).

Na Figura 16, apresentam-se 0s genes da subcategoria “metabolismo do RNA”
distribuidos entre as respectivas subcategorias. Dessas, destaca-se a
subcategoria “aminoacil-tRNA sintetases” com um maior nimero de genes

diferencialmente expressos na variedade Navelina ISA 315.

Grafico 13: Numero de genes da Categoria lll, distribuido dentre as respectivas subcategorias
(Ill.A: Metabolismo do DNA,; 111.B: Metabolismo do RNA; 11l.C: Metabolismo das proteinas).
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Figura 14: Numero de genes da subcategoria “Metabolismo do DNA”, distribuido dentre as
respectivas subcategorias (lll.A.1: Replicacdo; Ill.A.2: Proteinas estruturais de unido ao DNA;

I1I.A.3: Recombinagéo; Ill.A.4: Reparacéo; Ill.A.5: Restricdo, modificagdo).

Figura 15: Numero de genes da subcategoria “Metabolismo das Proteinas”, distribuido dentre as
respectivas subcategorias (llIl.C.1: Traslagdo e modificacao; Ill.C.2: Chaperonas; I1l.C.3:

Degradacéao de proteinas).
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Figura 16: Numero de genes da subcategoria “Metabolismo do RNA”, distribuido dentre as
respectivas subcategorias (ll.B.2: Proteinas ribossomais; [11.B.3: Ribossomos-maturacéo e
modificacdo; 111.B.4: Aminoacil-tRNA sintetases, modificacdo tRNA; IIl.B.5: Sintese do RNA,
modificacao, transcrip¢do do DNA; II.B.6: Degradacdo do RNA).

Informacdo mais detalhada de todos os genes descritos em “Resultados’
encontra-se no Apéndice. A Tabela 1 apresenta os 400 genes diferencialmente
expressos (Gene ID, nome do gene, LogFC, produto génico) seguida das
abreviacdes das categorias e da transcricdo da informacéo da base de dados dos
genes que foram citados na discussao (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/). Assim,
apresenta-se o numero de genes identificado para as categorias e subcategorias
de genes descritas, assim como a quantidade desses genes que apresentaram
expressdo diferencial em cada uma das variedades. Os graficos Al-A8 do
Apéndice, por sua vez, apresentam a extensdo do LogFC para cada gene

diferencialmente expresso das categorias mencionadas.
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8. Validacdo da técnica de microarranjos através de RT-qPCR

Em primeiro lugar, obteve-se para todos os “primers” (genes escolhidos e
controle enddgeno) a curva-padrdo com valores de inclinagdo (“slope”) e R? perto
dos sugeridos na literatura, sendo calculada a eficiéncia de amplificacdo para cada
um deles. ApOs essa validacdo, foi unicamente desconsiderado o “primer” AlgZ
devido a uma maior eficiéncia de amplificacdo a respeito dos outros “primers” e
controle enddégeno, superando os valores sugeridos na literatura. Foi possivel
comparar a expressao génica nas distintas condi¢cdes (cultivar Navelina ISA 315 e
Pera) por meio da quantificagéo relativa (método AACt) para os primers validados.
Desse modo, todos os “primers” coincidiram no sentido da expressdo nas duas

técnicas.

8.1 Validacbes da eficiéncia de amplificacdo e curvas de disociagdo

As curvas-padrao foram fabricadas para cada par de “primers” e, a partir
dessas, foi calculada a eficiéncia de amplificacdo dos mesmos. Para todos eles,
os valores de R apresentaram-se perto da unidade, a inclinacdo ou “slope”
encontrou-se entre -3,6 e -3,1, e as eficiéncias de amplificacdo foram de
aproximadamente de 100% +/- 20 (Figura 17 e Tabela 2). Somente o gene AlgZ,
ultrapassou este limite, apresentando uma eficiéncia de 137,38, mas, também foi
incluida nos graficos, tendo presente que, por causa da alta eficiéncia de
amplificacdo em relacdo ao gene enddgeno e aos outros, ndo seria comparavel
por RT-qPCR.

As curvas de dissociagao ou “melting” foram também realizadas para cada
‘primer” e apresentam-se a seguir. Para alguns “primers” observou-se uma
amplificacéo inespecifica, porém muito baixa (NuoA, colS, DNAJ, HTPG, VapD e
AlgZ), a qual se separa do produto especifico em mais de cinco ciclos; portanto,

considera-se muito distante e sem interferéncia com o produto especifico a ser
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amplificado segundo BUSTIN, 2009. Assim também, nesses casos, somente uma
réplica da triplicata apresenta essa amplificacdo inespecifica, podendo representar

alguma contaminacéao particular dessa réplica, ndo da amostra.
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Figura 17: Curvas- padrdo e curvas de dissociacdo para cada par de “primers” utilizado: ChpA,
ColS, DNAJ, NuoA, VapD, AlgZ, PilU, HTPG, pilM , AlgR.

Tabela 2: Inclinacéo da reta (“slope”) e eficiéncia da amplificacdo (E = (10" _1) x 100%). Em
vermelho indica-se 0 gene que ndo apresentou uma eficiencia dentro dos parametros
estabelecidos por PFAFFL, 2004

Gene “Slope” | Eficiéncia
NuoA -3,40009 96,838
Chp A -3,43698 95,412
Col S -3,24825 | 103,169
DNAJ -3,28692 | 101,481
HTPG -3,68886 86,675
pil U -3,2385 103,603
Vap D -3,47711 93,907
Alg Z -2,66342 | 137,387
Alg R -3,10141 | 110,103
pil M -3,37805 97,710
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Por tudo o que foi exposto acima, esses primers foram escolhidos para a
qguantificacdo relativa, com excecdo do gene AlgZ que sera incluido nos graficos
da quantificacéo relativa, mas ndo se considera validado. Assim, ndo foi possivel
fabricar uma curva-padréo para o “primer” SCJ21.16 j& que ndo foi obtida uma boa
correlacao entre as diluicées e os Cts correspondentes e, portanto, ndo foi incluido
na analise RT-gPCR.

8.2 Quantificacao relativa e validacdo do experimento de microarranjos

O sentido da expresséao diferencial dos genes ChpA, ColS, DNAJ, HTPG, pil
U, Vap D, Alg Z, Alg R e PilM obtido pela RT-gPCR foi correlacionado com o
sentido da expressao diferencial obtido pelo experimento de microarranjos, ou
seja, os genes ChpA, ColS, DNAJ e HTPG apresentaram uma expressao
diferencial na cultivar Navelina ISA 315 em ambas as técnicas, microarranjo e RT-
gPCR, enquanto os genes pilU, VapD, AlgZ, AlgR e PilM foram diferencialmente

expressos na Pera, também pelas duas analises.

Na Tabela 3, observam-se os valores de LogFC do microarranjo e do Logso
do RT-gPCR, junto aos valores calculados para cada gene do numero de vezes
diferencialmente expresso pelas duas técnicas, assim como o Log, calculado a
partir do Log;o da RT-qPCR. O Log,FC do microarranjo e o Log;oFC do RT-gPCR,

foram convertidos em nimero de vezes para comparar no mesmo gréfico.

Na Figura 18, pode observar-se o grafico com os valores de Log,FC,
comparando-se as duas técnicas, enquanto na Figura 19, observa-se outro grafico
com o0 numero de vezes mais expresso em cada variedade, para cada um dos

genes.
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Tabela 3: Valores de LogFC dos microarranjos transformados em numero de vezes; e Log;q do
RT-gPCR tranformado em numero de vezes e Log,. Os genes com valores positivos indicam a

expressao diferencial na cultivar Navelina ISA 315, enquanto 0s negativos, na variedade Pera.

Gene Microarranjos gRT-PCR
Log> | N°vezes | LoglO | N°vezes | Log»
ChpA | 1,78 3,43 0,09 1,23 0,30
ColS | 1,66 3,16 0,28 1,91 0,93
DNAJ | 1,31 2,48 0,41 2,57 1,36
HTPG| 1,71 3,27 0,09 1,23 0,30
pilu | -2,08 0,24 -0,08 0,83 -0,27
VapD | -1,63 0,32 -0,17 0,68 -0,56
ALGZ | -1,39 0,38 -0,04 0,91 -0,13
ALGR | -5,55 0,02 -0,03 0,93 -0,10
PilM | -4,30 0,05 -0,01 0,98 -0,03
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Figura 18: Log, da razdo da expresséo génica (cultivar Navelina ISA315/ Pera) dos genes, obtida

pela RT-gPCR (barra vermelha) e pelo experimento de microarranjos (barra azul).

Figura 19: Nimero de vezes mais expresso em uma condi¢do do que na outra pela RT-gPCR
(barra laranja) e pelo experimento de microarranjos (barra verde) para todos os genes analizados:
ChpA, ColS, DNAJ e HTPG (diferencialmente expressos na cultivar Navelina ISA 315) e pilU,
VapD, ALGZ, ALGR e PilM (diferencialmetne expressos na variedade Péra).
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VIl. DISCUSSAO

A influéncia sobre o desenvolvimento dos sintomas, e sobre patogenicidade
de alguns dos genes de expressao diferencial em Pera ou na cultivar Navelina ISA
315, sera discutida nos seguintes itens: processos de agregagdo celular;
movimento através dos vasos Xxilematicos, e mecanismos de sobrevivéncia
(homeostase do ferro, resposta antioxidante, resposta “heat shock”, sistemas
transportadores e detoxificacédo, toxinas e adaptacdo a condicdes atipicas). Assim,
também, nesta discussao sera abordado o papel dos elementos genéticos moveis
na adaptacao e plasticidade genotipica, e, sera procurada nova informagcdo na
base de dados do NCBI para alguns genes cuio produto ainda aparece como

proteinas hipotéticas na base de dados da X. fastidosa.

A Figura 20 apresenta os genes envolvidos nos processos bioquimicos
relacionados com a patogenicidade e sobrevivéncia da X. fastidiosa, segundo
SIMPSON et al. (2000). Varios genes diferencialmente expressos no experimento
de microarranjos encontram-se representados neste esquema: TolC, MdoH, CutC,
RpfC, VapD, pilU, pil M, AhpC, GumE na variedade Pera (setas verdes nomeadas
de 1 a 9, respetivamente ) e MdoG, cpeB (catalase) UspAl, ChpA na cultivar

Navelina ISA315 (setas vermelhas nomeadas de 1 a 4, respectivamente)
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Figura 20: Visdo completa dos processos bioquimicos envolvidos na patogenicidade e
sobrevivéncia da X. fastidiosa no hospedeiro. (SIMPSON et al., 2000). As setas verdes indicam
genes diferencialmente expressos na variedade Pera, enquanto as setas vermelhas indicam genes

diferencialmente expressos na variedade cultivar Navelina ISA 315.

1. Fatores que influenciam a agregacéao celular

1.1 Constituicdo do biofilme e regulacdo da patogenicidade

Neste experimento, o gene GumE, que codifica o polissacarideo gumE foi

diferencialmente expresso na variedade Pera com um valor de LogFC de -1,37,

com uma provavel contribuicdo na formacédo do biofilme e agregados celulares.
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Assim, também, o gene rpfC apresentou-se diferencialmente expresso na
variedade Pera. Os outros genes do 6peron rpf: rpfF, G, A e B apresentaram maior
expressdo na variedade Pera, mas as diferencas foram muito baixas e nao
chegaram ao limiar estabelecido -1/1, para considera-los diferencialmente
expressos. Esses dados sugerem a transcricdo linear do Operon, mas com
minimas diferencas de expressdo entre ambas as variedades, sintomética e

assintomatica.

Por meio da andlise da sequéncia completa do genoma desta bactéria,
deduz-se que a matriz extracelular é composta por polissacarideos (EPSSs)
sintetizados por enzimas muito relacionadas com aquelas da bactéria
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), que produz 0 que é
comercialmente conhecido, como a goma xantana. Comparando-se com Xcc, esta
nao possui Guml (que codifica glicosiltaransferase V e incorpora a manose
terminal), nem GumL, nem GumG, 0 que sugere uma matriz menos viscosa que
Xcc (SIMPSON, 2000). Xylella fastidiosa possui, portanto, somente 0s genes
GumJ, GumE, GumC e GumB (Figura 21 A).

A regulagdo positiva dessas enzimas extracelulares e dos EPS
(exopolissacarideos) em Xanthomonas é afetada por proteinas codificadas pelo
agrupamento de genes RPF (“regulation of pathogenicity factors”). Na figura 21 B,
€ apresentado um esquema deste Operon comparado a sequéncia do mesmo
Operon na bactéria X. campestris. Mutacfes desses genes resultam na perda de
sintese dos EPS, transformando-se em bactérias ndo patogénicas. A Xylella
fastidiosa, por sua vez, possui 0s genes que codificam para RpfA, RpfB, RpfC e
Rpf F, o que sugere que ambas as bactérias devem regular a sintese de EPS
patogénico através de mecanismos similares (SIMPSON et al., 2000). No entanto,
novas informacbes sugerem que as xanthomonadales tém-se adaptado a
percepcao e funcdo do mesmo tipo de molécula sinalizadora, para alcancar as

necessidades especificas de colonizacdo de hospedeiros distintos.
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Figura 21: Mapa genético dos 6perons gum (A) e rpf (B), comparando-se as regies de genes
homdlogos em Xylella fastidiosa e Xanthomonas campestris (DA SILVA et al., 2006). As barras
pretas representam a sequéncia de DNA, e as flechas sobre as mesmas representam os genes.
Os genes representados com barras brancas nos 6perons de X. campestris ndo se encontram em
X. fastidiosa e foram representados fora da sequéncia para conseguir manter o alinhamento. A

pequena barra preta por cima de cada figura representa 500 nucleotideos.

O biofilme constitui-se de uma comunidade microbiana aderida e envolta
por uma matriz de substancias extracelulares por ela mesma secretada
(COSTERTON et al.,1999). A formacédo do biofilme é resultado de uma série de
eventos que englobam, inicialmente, a adesdo de uma ou poucas células a uma
superficie solida. Essas células, uma vez fixadas, comegam a crescer e a dividir-
se, iniciando, entdo, a producao e a secrecdo de EPS. Esses EPS formam uma
camada protetora que possui papel importante, tanto na sobrevivéncia quanto na
viruléncia bacteriana, moldando a estrutura dos biofilmes (XAVIER et al., 2003).
Assim, também, os EPS estdo associados a estabilidade mecéanica dos biofilmes
(MAYER et al., 1999), permitindo-lhes suportar tensées consideraveis. De modo
geral, essas substancias trazem grandes vantagens as comunidades de

microrganismos que as secretam, tais como protecdo contra antibiéticos,
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resisténcia a radiacdo UV, alteracbes de pH e choques osméticos, assim como
protecdo contra a desidratacdo, por ser uma matriz altamente hidratada e agir
como uma barreira fisica (SAUER et al.,, 2002; CERI et al., 2001; ELASRI;
MILLER, 1999). Isso garante, sobretudo, a sobrevivéncia da comunidade em
ambientes adversos. Além disso, esses EPSs aproximam as células bacterianas e
permitem uma cooperacdo metabdlica que facilita a troca de substrato e a
remocao e distribuicdo de metabdlitos (DAVEY et al., 2000).

SCATTOLIN et al. (2010) encontraram alteracdes da composicdo de EPS
do biofilme entre mutantes rpf e tipo selvagem de X. fastidiosa (linhagem
temécula) através de HPLC (cromatografia liquida de alto desempenho) e
microscopia eletronica de varredura. O biofilme das plantas assintoméaticas
poderia possivelmente ter uma composicdo distinta de EPS, com menor
quantidade de goma fastidiosa, distinto da variedade suscetivel, ja que a bactéria
nao bloqueia os vasos como na Pera para produzir os tipicos sintomas de CVC.
Mas a bactéria também aparece em altas concentracdes na variedade cultivar
Navelina ISA 315, segundo as andlises de RT-qPCR (FADEL, 2011). Seguindo
essa hipotese, gumkE foi diferencialmente expresso na variedade Pera, enquanto a
cultivar Navelina ISA 315 ndo apresentou nenhum gene gum diferencialmente
expresso. Isso sugere a possibilidade de diferencas na composicao do biofilme

entre a planta assintomatica e a sintoméatica.

A formacdo dos biofiimes requer interagbes coordenadas entre o0s
microrganismos que os compdem, através de “quorum sensing”, mecanismo de
regulacdo da expressdo génica dependente da densidade celular. Esse fenémeno
€ responsavel para que um conjunto de células independentes, sob a geracao de
sinais extracelulares, desenvolva comportamentos sociais coordenados. Muitas
bactérias Gram-negativas, tais como Agrobacterium tumefaciens, Erwinia
carotovora, Pseudomonas aeruginosa, P.aureofasciens, Eschericha coli, e

Rhizobium leguminosarum, possuem mecanismos “quorum sensing” homodlogos
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ao LuxR/Luxl do Vibrio fischeri envolvido na regulacdo dos genes de
viruléncia/patogenicidade, transferéncia de plasmideos por conjugacdo e sintese
de antibioticos. Nao tém sido identificados genes homdlogos a luxl no genoma da
X. fastidiosa, mas, sim, dois genes que codificam proteinas que pertencem a

familia de reguladores transcripcionais LuxR (SIMPSON et al., 2000).

O longo periodo requerido para a observacéao dos sintomas da CVC apos a
infeccdo com X. fastidiosa e a existéncia aparente de um limite no ndmero de
células, associado com o desenvolvimento da CVC, sugere que a sintese dos
fatores de patogenicidade esta regulada pelo mecanismo “quorum sensing”.
Assim, também, a alta homologia de dois genes da X. fastidiosa com os genes
rpfB e rpfF da X. campestris pv campestris, 0s quais estdo envolvidos na sintese
do fator de sinal difusivel (DSF), sugere que X. fastidiosa possui um sistema de
sinalizacao similar a esta bactéria (SIMPSON et al., 2000). A formacéao do biofilme
na X. fastidiosa foi caracterizada e observou-se que varia em fungéao da linhagem
analisada, assim como das condi¢cdes microambientais analisadas (MARQUES,
2002).

Sobre o sistema de sinalizacdo de dois componentes (RpfC/RpfG), alguns
modelos de sinalizacdo foram propostos na literatura que serdo descritos com
mais detalhe a seguir. DOW (2008) prop6s um modelo para o grupo
Xanthomonadales, enquanto CHATERJEE et al. (2007), propuseram para X.
fastidiosa (Figura 22) Esses modelos envolvem cascatas de regulacdo génica e
transducédo de sinais que levam ou ndo, em Uultima instancia, ao desenvolvimento
dos sintomas na planta. Assim, CHATERJEE et al. (2008) propuseram um modelo
para a colonizacao da planta e transmissdo ao inseto de Xylella fastidosa que foi

descrito na Figura 3 no item Il (Revisdo da Literatura).

A viruléncia das bactérias patogénicas de plantas pertencentes ao género

Xanthomonas e Xylella encontra-se relacionada com um sistema de sinalizagao
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mediado pelo sinal difusivel, o fator DSF (“difusible signaling factor”) (ALMEIDA,
2005; FEIL, 2007; ANDRADE, 2006; De La FUENTE, 2007; FEDATTO, 2006). A
sintese do DSF depende do gene rpfF, enquanto o sistema em dois componentes
rpfC/ rpfG esta implicado na percepcao e transducéo do sinal. CHATERJEE et al.
(2008) propuseram gue a mesma molécula sensora é requerida para desenvolver

a viruléncia, assim como para a transmisao ao inseto.

Figura 22: Modelos de transducdo de sinais A- Para Xanthomonadales (DOW, 2008). B- Para
Xylella fastidiosa (CHATERJEE et al., 2007).

Segundo o modelo de DOW (2008) (Figura 22 A) Rpf F é a enzima
responsavel pela sintese do DSF. RpfC é um complexo sensor tipo quinase
responsavel pela percepcdo do DSF, que sequestra RpfF e talvez outros
reguladores que podem ser liberados apds cambios estruturais que ocorrem
depois da unido do DSF com o dominio sensitivo de RpfC. As consequéncias sédo
uma autoinducc¢éo da sintese do DSF e uma alteracdo na expressao de um grupo
particular de genes. A unido do DSF também leva a uma autofosforilagéo de RpfC
e a uma liberacdo do RpfG, portanto ativa a degradacéo ciclica do di-GMP pelo

dominio HD-GYP. Esta molécula poderia também interatuar fisicamente com as
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proteinas de dominio GGDEF (di-GMP sintase), o que influéncia as concentracdes
do di-GMP ciclico, e, junto com outros reguladores (clp, Sigma 54), modula a
transcripcdo génica, fabricacdo do biofilme, mobilidade e viruléncia. RpfG participa
em multiplas cascatas de transducdo de sinais independentes que acoplam a
percepcdo do DSF a sintese ou expresdo de distintos fatores de viruléncia.
Poderia também acontecer que o mesmo “pool” de di-GMP ciclico controlasse
ambas: a sintese de enzimas extracelulares e a mobilidade, mas com distintos

limiares de ativacao.

Na bactéria Xanthomonas campestris pv campestris (Xcc), 0 sistema em
dois componentes, RpfG/ RpfC, estd implicado na percepcédo e resposta ao fator
difusivel DSF, que é essencial na sinalizacdo célula-célula. Este fator esta
envolvido na sintese de DSF, e mutacdes nos genes rpfF, rpfG e rpfC levam a
uma reducdo coordenada da sintese de fatores de viruléncia, tais como enzimas
extracelulares, estruturas do biofilme e mobilidade (RYAN et al.,, 2010). Na X.
fastidiosa, um segundo sensor fosforilaria rpfG em resposta a DSF (DOW et al.,
2008), que poderia estar ligado a membrana ou ndo, mesmo que na Figura 22 A

apareca ligado.

O sensor rpfC regula negativamente a sintese do DSF (BURR, 2007).
Mutacdes do gene rpfF na X. fastidiosa (linhagem temécula) potenciam a
viruléncia em videira e previnem a colonizacédo do inseto vetor (De LA FUENTE,
2007), enquanto os mutantes rpfC sdo deficientes na viruléncia e no movimento
através dos vasos xilematicos. Os mutantes rpfC, mesmo podendo colonizar o
inseto vetor (De LA FUENTE, 2007), ndo sdo transmitidos a planta hospedeira
(BACKUS, 1982, BURR, 2007). De igual modo, muta¢gbes do rpfC levam a maior
expressdo dos genes que codificam as adesinas HxfA, HxfB e FimA (BURR,
2007). Ja, na X. fastidiosa linhagem 9a5c, os mutantes rpfC resultaram
hipervirulentos (CHATERJEE et al., 2008).
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Segundo o modelo de DOW (2008), uma menor expressao do gene rpfC na
variedade cultivar Navelina ISA 315 pode relacionar-se com auséncia de
viruléncia. Na planta suscetivel, uma maior expressdo desse gene poderia
provavelmente potencializar a viruléncia, regulando positivamente o gene rpfG que
ativa, por sua vez, outros genes reguladores e fatores de viruléncia e reprime as

adesinas.

Por outro lado, genes de outros sistemas em dois componentes foram
diferencialmente expressos neste estudo, tais como ALGR, colR, algZ, colR e
colS, os trés primeiros na variedade Pera, e os dois Ultimos, na cultivar Navelina
ISA 315, respectivamente (Apéndice: Tabelal e Figura A6. O fato de que
reguladores distintos e proteinas sensoras tenham sido induzidos na bactéria
nessas duas variedades, sugere uma adaptacdo a distintas condigcbes ou
mecanismos de defesa distintos.

O gene VapD foi induzido na variedade suscetivel Pera com um valor
LogFC de -1,6. Este gene (ORF XFa0052) codifica uma proteina similar com o
fator D associado a viruléncia (VapD) (NUNES, 2003; MARQUES, 2001), e é
encontrado em muitos outros patégenos bacterianos (KATZ, 1992). O gene
cromossémico VapD em D. nodosus é parte de uma regido vap maior (designada
vap ABCD), que ¢é significativamente mais frequente nos isolados virulentos do
qgue nos isolados benignos (KATZ, 1992). Essa expressao diferencial sugere a
participacdo desse fator de viruléncia no desenvolvimento dos sintomas na

variedade Pera.
1.2 Adesinas (néao do tipo fimbria)
Assim como as fimbrias foram bem caracterizadas como fatores de

viruléncia cruciais nos dois patégenos de plantas e de humanos, as adesinas (ndo

fimbrias) foram somente relacionadas com patégenos humanos e animais,
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promovendo a aderéncia aos tecidos epiteliais. Mas trés adesinas deste tipo em X.
fastidiosa apresentaram similaridade de sequéncia com adesinas de outros
patdgenos (XF1981, XF1529 e XF1516) (SIMPSON et al., 2000) Assim, a ORF
XF1516, apresentou-se diferencialmente expressa na variedade cultivar Navelina
ISA 315 com um valor de 1,58 de LogFC. O produto deste gene é similar ao
produto do gene uspAl de Moraxella catarrhalis (COPE, 1999).

Este fato poderia relacionar-se com um padrdo de adesdo distinto da
bactéria nas duas situacbes, com uma tendéncia maior a adesdo na cultivar
Navelina ISA 315. Embora a composicdo do bioflme (gomas de
exopolissacarideos) esteja mais relacionada com a oclusao dos vasos xilematicos
e sintomas, esta adesina, diferencialmente expressa, sugere diferencas na adesao
aos tecidos do hospedeiro e nos contatos intercelulares dentro das variedades.
Nesta variedade, talvez, a bactéria se encontraria em uma fase distinta da

colonizacéo do hospedeiro.

Segundo CHATERJEE (2008), as adesinas seriam mais expressas na fase
de aquisicdo pelo inseto, quando a bactéria ja colonizou a planta. (Figura 3). Na
cultivar Navelina ISA 315, a bactéria poderia encontrar-se em uma etapa de
adesdo aos vasos do xilema, tendo ja colonizado a planta em altas concentracdes.
Nessa etapa, essas estruturas seriam necessarias, podendo, talvez até serem
transmitidas ao inseto, representando uma fonte de in6culo. Uma andlise de
ambas as variedades, por meio de microscopia de varredura, poderia dar mais luz

ao assunto.
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2. Movimento através dos vasos xileméaticos

2.1 Adesinas tipo fimbrias e movimento “twitching motility” (sistema

guimiotatico)

Estruturas tipo fimbrias séo visiveis nas células de X. fastidiosa através de
microscopia electronica dentro dos dois hospedeiros: planta e inseto. Esta bactéria
possui os dois, pili curtos tipo | (0,4- 1,0 um de comprimento), e longos, tipo IV
(1,0- 5,8 um de comprimento) no mesmo polo (MENG, 2005). Dentre os pili tipo 1V,
dois genes foram induzidos na Pera, pilM, que codifica uma proteina de
membrana constitutiva da fimbria, e pilU, que codifica uma proteina de movimento
(“TM”), os dois com altos valores de LogFC (-4,4 e -2,0, respectivamente). Na
cultivar Navelina ISA 315, somente uma proteina da fimbria de 15kDa foi

diferencialmente expressa.

Diferentes tipos de pili tipo IV poderiam estar ativos nestas variedades
segundo as distintas condi¢cdes dentro da planta, assim como a fase do ciclo da
bactéria e sua mobilidade; portanto, os genes pilU e pilM, diferencialmente
induzidos na variedade Pera, indicariam uma maior atividade destes pili nessa

variedade.

Do mesmo modo, outros ORFs relacionados com pili, foram
diferencialmente expressos na variedade Pera: XF1519, XF0849, XF1518,
XF0473. Na informacdo anotada para o produto do gene xpsG (XF1519), diz-se
que ela apresenta uma similaridade com a proteina dependente de PilD em
Pseudomonas aeruginosa. Assim, também, na anotacdo do gene xpsF (XF1518),
especifica-se que o produto desse gene possui uma similaridade com a proteina
de montagem da fimbria PilC de Pseudomonas aureginosa. Os comentarios sao:

proteina envolvida na traslocagdo dos pili tipo IV (pilA), proteina integral de
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membrana possivelmente interna. Assim, esses genes codificam proteinas

componentes do sistema secretorio geral (proteinas G e F, respectivamente).

Também duas proteinas hipotéticas encontram-se relacionadas com pili. A
proteina hipotética conservada, codificada pelo ORF XF0849, foi relacionada com
PilB, enquanto a ORF XF0473 que produz uma proteina hipotética, apresenta
sequéncias “leader” pré-pillin. O comentario para a ORF XF0849 no banco de
dados € a similaridade da proteina hipotética com a familia PILB. Existem varios
“hits” ou resultados do algoritmo Blast com proteinas similares ao repressor da
regulacdo da transcripcdo (pilB) em varios organismos: Homo sapiens, Bacillus

subtilis, Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium.

Assim, no experimento de microarranjos, o gene chpA foi induzido na
cultivar Navelina ISA 315 com um valor de LogFC de 1,8. Este codifica para uma
proteina quinase relacionada a quimiotaxis que forma parte de um sistema
regulatorio quimiossensorial relacionado com o movimento “twitching motility” das

fimbrias tipo IV.

Os outros genes pili: pilB, pilC e pilD ndo apresentaram expressao
diferencial na variedade Pera, enquanto os genes pilM e pilU foram altamente
induzidos; talvez eles possam ser requeridos para uma maior movimentacao da

bactéria através dos vasos xilematicos, enquanto 0s outros, nao.

Estudos tém indicado que mutantes pilA (deficientes em pili) de P.
aureginosa sao avirulentos ou possuem viruléncia reduzida (COMOLLI et al.,
1991); e que os mutantes pilA, pilT e pilQ do fitopatdbgeno R. solanacearum
causam um desenvolvimento mais lento da doenca e sintomas menos severos do
murchamento das plantas de tomate (KANG et al., 2002); LIU et al., 2001)

O movimento chamado “twitching motility” (TM) € um meio de as bactérias
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se movimentarem sobre superficies imidas de forma independente dos flagelos
(MATTICK, 2002). Este movimento aparece na colonizacdo do hospedeiro, e,
ocorre através da extensdo, adeséo e retracdo das estruturas polares pili tipo IV.
Foi observado na maior parte das bactérias saprofiticas e nos patégenos animais.
Dentre as bactérias associadas com plantas, o movimento “twitching motility” foi
observado em Ralstonia solacenarum (KANG et al., 2002; LIU et al., 2001) e X.
fastidiosa (MENG et al., 2005).

Em P. aureginosa, a TM esta regulada por um sistema quimiossensorial
gue envolve dois agrupamentos de genes: pilG-K e ChpA-E, que sédo analogos a
outros sistemas quimiotaticos que controlam a mobilidade em resposta a
estimulos ambientais (WHITCHUCH et al., 2004). Os sistemas quimiossensores
estdo compostos por receptores sensoriais que atuam junto com componentes
citoplasmicos de cascatas de fosforilacdo e desfosforilacdo (MARICONDA et al.,
2006).

MENG et al. (2005) revelaram que na X. fastidiosa (isolado da Temécula
tipo selvagem) possui ambos, os pili tipo | e tipo IV. Os pili tipo | possuem um
papel importante na adesdo e na formacdo do biofilme, enquanto os pili tipo IV
mediam o movimento “twitching” nas superficies sélidas e contra o fluxo do meio

de cultura em “cadmaras de microfluidos”.

Na X. fastidiosa, foram identificados genes que codificam proteinas que
controlam a producdo dos pili e o movimento “twitching” em resposta aos
estimulos ambientais. Esses genes incluem o par de genes do sistema em dois
componentes: pilS/ pilR, 0s quais se encontram associados ao sistema regulatério
guimiossensorial: pilG-pilK e chpA-chpE (LI, 2007). Assim, CURSINO et al. (2008)
reportaram 3 genes associados a este sistema na X. fastidiosa linhagem temécula:

cheY2, pilL e tonB3. CheY2 e pilL foram associados a “twitching motility”,
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enguanto tonB3 poderia ser o responsavel pelo transporte de subunidades pili fora

da célula.

Segundo o modelo acima apresentado na Figura 22, receptores de
superficie celular detectam mudancas nas concentracfes de fatores, causando
mudancas no nivel de fosforilagdo das proteinas sinalizadoras difusiveis CheY2 e
pilG. Essas proteinas ja fosforiladas, por sua vez, modulam a extensdo e a
retracdo das proteinas das fimbrias, portanto afetan o movimento “twitching” da
célula. PilL/ChpA é uma quinase que fosforila aos reguladores CheY2 e pilG,
assim como a metilesterase ChpB. ChpC é uma proteina adaptadora que acopla
as proteinas pilL/ChpA com as MCPs (PilJ).

Figura 22: Modelo para o movimento “twitching motility” (CURSINO et al., 2008)

A expressao diferencial do gene chpA na cultivar Navelina ISA 315, poderia
sugerir que 0 movimento “twitching” esteja sendo potencializado nas proteinas

das fimbrias dentro desta variedade. Como foi mencionado, o produto deste gene
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€ uma quinase que fosforila as proteinas reguladoras cheY2 e pilG, e a
metilesterase ChpB, as que, quando fosforiladas, modulam a extensao e retracao
das proteinas das fimbrias. Os outros componentes do sistema quimiossensor nao

apresentaram expressao diferencial nas variedades dentro do limite estabelecido.

Por outro lado, o fato dos genes que codificam as fimbrias tipo 1V, PilM e
PilU serem diferencialmente expressas na variedade Pera, sugere que talvez,
distintas fimbrias poderiam estar mais ativas na Pera e na Navelina, o que influiria

na mobilidade por “twitching motility”.

2.2 Degradacao da parede celular e enzimas degradadoras

Neste trabalho, mais genes da subcategoria A (Degradacao de
polissacarideos e pequenas moléculas) da Categoria | (Metabolismo intermediario)
foram diferencialmente expressos na Pera: estA, est, slpD, pepQ e chi com
valores de LogFC de -1,6, -1,5, -3,3, -1,5, -1,4, respectivamente. Estes codificam
as enzimas lipase-esterase, esterase, prolindipeptidase e uma quitinase (ver
Figura 11 e Tabela 1 de Apéndices).

A maioria dos patdgenos de plantas consegue produzir uma variedade de
enzimas degradadoras de plantas, tais como xilanases, pectinases e proteases, as
quais podem ser importantes fatores de patogenicidade (NORMAN-SETTERBLAD
et al., 2000). Na X. fastidiosa, as enzimas secretadas que degradan a parede
celular poderiam ter um papel importante na migracdo através dos vasos do
xilema, por meio da degradacédo da membrana de pontuacao. Por outro lado, uma
degradacédo localizada da parede celular das células da planta liberaria os
carboidratos necessarios ao crecimento bacteriano no xilema (SIMPSON et al,
2000; LAMBAIS et al., 2000). A migracao entre os vasos xilematicos é crucial para
conseguir uma efetiva colonizacdo da bactéria. Assim, na X. fastidiosa foram

identificados um precursor de poligaracturonase e uma celulase apresentando
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uma alta similaridade com os ortélogos de Ralstonia solanaearum que infecta o
tomate. Também foram identificadas varias proteases, assim como a maquinaria
completa necessaria para secretar as enzimas degradadoras da parede celular
(SIMPSON et al., 2000).

A maior expressdo da quitinase na variedade Pera poderia, talvez, sugerir
que a bactéria se encontra preparada para a fase de aquisicdo pelo inseto,
comencando a produzir uma enzima propria para quebrar a quitina do intestino
anterior do inseto. Essa proteina foi anotada como quitinase por homologia de
sequéncia com chitinases de outros organismos. Portanto, embora a Navelina nao

apresente sintomas, poderia representar uma fonte de inéculo.

3 Genes envolvidos na sobrevivéncia da bactéria

3.1 Sistemas transportadores

Observa-se, neste estudo, a expressao diferencial do gene TolC (XF2586)
na variedade Pera com um valor de -1,48 LogFC. Esse gene é também chamado
MTCB/ MUKA ou REFI) e é classificado como fator de exportacdo da membrana
externa. Também os genes xpsG e F (PEFG) que codificam as proteinas do
sistema secretério geral F e G, respetivamente, foram induzidos na Pera com

valores de LogFC de -1,61 e -1,46, respectivamente.

Assim, também, sete genes relacionados com o sistema transportador ABC
resultaram diferencialmente expressos na variedade suscetivel, enquanto somente
quatro apresentaram expressao diferencial na cultivar Navelina ISA 315 (Tabela 1
do Apéndice: categoria V.A). Também pode-se observar a quantidade de genes
diferencialmente expressos relacionados com o transporte entre Pera e Navelina

na Figura 10 (Categoria Processos celulares), na subcategoria transporte (V.A).
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Os sistemas de transporte sdo componentes centrais da relacéo patégeno-
hospedeiro. Nas bactérias Gram (-), nas quais a secre¢do envolve translocagéo
através das membranas interna e externa, sdo conhecidas seis classes gerais de
sistemas de secrecdo. As bactérias Gram (+) compartiham dois deles: Sec
(sistema secretodrio geral) e Tat (sistema de translocacdo de duas argininas), e
apresentam um sistema especifico do grupo, o sistema tipo VII. (TSAI-TIEN et al.,
2009)(Figura 23) Em X. fastidiosa, um total de 140 genes que codificam proteinas
relacionadas ao transporte foram identificados (2,8% do total das ORFs). Dentre
eles, foram identificados 23 sistemas de transporte ABC que compreendem 41

genes.

Figura 23: Resumo dos sistemas de secrecdo bacterianos conhecidos (TSAI-TIEN TSENG et al.,
2009). HM: membrana do hospedeiro; OM: membrana externa; IM: membrana interna; MM:
micomembrana; OMP: proteina de membrana externa; MFP: proteina de membrana de fusao.

ATPases e chaperonas sao apresentadas em amarelho.

O sistema ABC (“ATP binding cassette”) acopla o transporte de antibiéticos
através da membrana celular com a hidrolise de ATP. Esses transportadores
formam parte dos sistemas de secrec¢do tipo I, junto com os fatores de membrana
externa (OMFs) e as proteinas de membrana de fusdo (MFP) (Figura 23). O gene
TolC pertence a familia PRTF de proteinas de secrecdo e é requerido em E.coli

para a expressao de genes de proteinas da membrana externa, tais como OMPF,
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NMPC, Protein2, hemolysin, Colicin V, ou Colicin E1. Esse gene poderia ter
fungdo na secrecao extracelular independente de sinal de sequéncia, das
bactérias Gram (-). (informacdo adicional da base de dados do genoma da X.
fastidiosa: Apéndice). Assim, os sistemas transportadores ABC encontram-se
envolvidos na secrecao de antibidticos através da membrana celular e contribuem

com a propria resisténcia ao mesmo antibidtico produzido (MENDEZ, 2000).

Mais genes diferencialmente expressos, relacionados com transportadores
ABC na variedade susceptivel, podem sugerir uma maior atividade deste sistema
relacionada com a viruléncia, seja pela secrecdo de antibidticos e resisténcia a
estes, permitindo-lhe competir com outros microrganismos e sobreviver. Assim, a
expresséo diferencial do gene TolC sugere uma importante atividade desse

transportador na variedade suscetivel.

3.2. Toxinas, detoxificacdo e resposta antioxidante

Quatro genes foram diferencialmente expressos na cultivar Navelina ISA
315, na subcategoria “Producéo de toxinas e detoxificagdo” dentro da Categoria
“Patogenicidade, viruléncia e adaptacao”, os genes KSGA, cpeB, st3F7.11 e pbp
codificando para a dimetiladenosine transferase, catalase/peroxidase, peptideo
sintase e proteina beta-lactamase, respectivamente. Os valores de LogFC
apresentados foram de 1,3 (KSGA), 1,5 (cpeB), 1,5 (stF7.11) e 2,2 (pbp),
respectivamente. Nessa mesma subcategoria, na variedade Pera, os genes FRPC
(XF0668), AHPC (XF1530), cutC (XF1341), CZCA (XF2083) e TolC (XF2586)
apresentaram uma expressao diferencial com valores de -3,4, -2,0 e -1,4 os trés
ultimos. Esses genes codificam para uma proteina de unido ao calcio do tipo
hemolisina, a subunidade C da hidroperoxide redutase, proteina relacionada a
homeostase do cobre, proteina de sistema de fluxo catibnico e o fator de

membrana externa, respectivamente
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Destaca-se dentre esses genes, a alta expressdo do gene FRPC. Este
gene possui similaridade com outros genes de hemolisinas da familia RTX. O
produto deste se localiza na membrana externa e € secretado. Possui uma regiao
rica em GLY, provavelmente envolvida na unido ao calcio, o qual é requerido por
sua parte na unido com as células-alvo ou na atividade citossoélica (informacgéo
adicional da base de dados do genoma da X. fastidiosa em Apéndice). Dentre os
genes que codificam toxinas na X. fastidiosa, quatro sdo do tipo hemolisina
pertencentes a familia RTX (SIMPSON et al., 2000). Essas toxinas formam poros
que interagem com a membrana plasmatica do hospedeiro, causando perdas de
compostos celulares (LALLY et al., 1999).

As colicinas-V (Col V) constituem um dos diversos grupos de peptideos
antimicrobianos produzidos por bactérias, 0os quais apresentam atividade contra
espécies bacterianas relacionadas, geralmente, para controlar o crescimento de
espécies que habitam o mesmo ambiente, diminuindo a competicdo por nutrientes
(RILEY; WERTZ, 2002a, RILEY; WERTZ, 2002b). Ja foi descrito que membros
desse sistema, incluindo os genes cvaC, sdo expressos em diferentes condicdes
experimentais (SOUZA et al.,, 2003; PASHLIDIS et al., 2005). Mas, neste

experimento, as colicinas-V ndo se apresentaram diferencialmente expressas.

Dentre os genes mencionados, 0s genes cpeB (catalase/peroxidase) e o
AHPC (subunidade C da enzima alkyl-hiroperoxide redutase) foram relacionados
com a resposta antioxidante. Durante a infeccdo com X. fastidiosa, elicitores das
respostas de defesa das plantas, sintetizados pela bactéria e liberados pela
degradacdo parcial da parede celular das células do hospede, possivelmente,
induzem a geracédo de espécies reativas do oxigénio (ROS), tais como superoxido
e peroxido de hidrogénio, os quais provavelmente inibem o crescimento bacteriano
e o0 desenvolvimento da doenca (WOJTASZEK, 1997).

Muitos genes envolvidos na detoxificagdo ROS tém sido identificados no genoma

da X. fastidiosa, incluindo aqueles que codificam para a catalase, superéxido
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dismutase, glutatione peroxidase, e os genes oxyR e Ohr, sugerindo que X.

fastidiosa pode responder ao estresse oxidativo (SIMPSON et al., 2000).

A subunidade C da alkyl-hidroperéxide redutase (codificada pelo gene
AhpC) é a subunidade catalitica responsavel pelo metabolismo do Alkyl-peroxido
em Xanthomonas. Um aumento na atividade da catalase representa uma resposta
compensatoria a falta da alkyl-hidroperoxide redutase, através de uma complexa
resposta regulatéria que difere de outras bactérias (MONGKOLSUK et al., 2000).
Portanto, a maior expressao do gene cpeB que codifica a catalase/peroxidase na
cultivar Navelina ISA 315 poderia estar compensando a baixa expressdo do gene
AHPC, enquanto AHPC se apresenta mais expresso na Pera. Provavelmente, a
bactéria X. fastidiosa estaria reagindo de modo distinto dentro das plantas
sintométicas e assintomaticas em funcdo da resposta ROS da planta, o que se

reflete nas proteinas antioxidantes diferencialmente expressas.

Os genes cutC e czca serdo analisados no item seguinte, ja que foram

relacionados com a homeostase do ferro e resisténcia ao cobre, respectivamente.

Assim, também, uma ORF da categoria VII (XFa0032), o gene SCJ21.16,
que codifica uma proteina hipotética conservada de 27,1 kDa, recentemente
caracterizada como uma a hidroxinitrile lyase, apresentou expressao diferencial na
cultivar Navelina ISA 315 com alto valor LogFC (2,4). As a hidroxinitrile liases
(HNLs) sao enzimas de defessa das plantas que protegem as células vegetais dos
herbivoros ou do atague microbiano, produzindo HCN (acido hidrocianico) através
de um processo chamado cianogénese (CARUSSO et al., 2009). A X. fastidiosa
poderia estar produzindo essa enzima em maior quantidade dentro da cultivar
Navelina ISA 315, respondendo as defesas da planta. A cultivar Navelina ISA 315,
assim como algum microrganismo endofitico poderia secretar mais HCN, que é
um composto toxico para se defender da X. fastidiosa ou de outros

microrgranismos dentro da planta. Por outro lado, a X. fastidiosa produziria mais a
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hidroxinitrile liase para detoxificar o ambiente e sobreviver.

3.3. Homeostase do ferro e outros metais

Dentre algumas ORFs putativas identificadas na X. fastidiosa relacionadas
com o transporte de ferro (XF0599, XF1038, XF2135, XF2137 e XF2276) (SILVA-
STENICO, 2005), s6 as ORFs XF0599 (gene YBIL que codifica o receptor
dependente de TonB) e XF1038 (gene St3F7.11 que codifica a enzima peptideo
sintase) foram diferencialmente expressos com valores de -1,7 e 1,5 de LogFC na
Pera e na cultivar Navelina ISA 315, respectivamente. Assim, o gene RpfA que
codifica para a aconitato hidratase, também envolvida na homeostase do ferro,
nao apresentou expressao diferencial entre essas duas variedades, considerando-

se o limiar estabelecido.

SIMPSON et al. (2000) propdem que a absorcao do ferro e possivelmente
de outros ions metdlicos, tais como manganés, causam reducdo nos
micronutrientes essenciais do xilema da planta, contribuindo com os sintomas
tipicos da clorose variegada. Em X. campestris pv campestris, 0S genes
relacionados a absorcdo do ferro sdo essenciais para a inducdo da resposta
hipersensivel (HR) nas plantas ndo hospedeiras e dos sintomas da doenca na
planta hospedeira (WIGGERICH, 2000). Existem cinco receptores de membrana
externos na X. fastidiosa que incluem sideréforos, cromorreceptores do ferro e
hemo, os quais estdo associados com o transporte do ferro. Assim, existem Varios
complexos energéticos: TonB-ExbB-ExbD e o0s paralogos TolA-TolR-TolQ,
essenciais ao funcionamento dos receptores de membrana externos No total, 67
genes codificam proteinas responsaveis pelo metabolismo do ferro na X. fastidiosa
(SIMPSON et al., 2000)

Quando as bactérias patogénicas sdo desafiadas com concentracdes

limitantes de ferro, como acontece nos tecidos do hospedeiro, elas mantém a
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homeostase deste metal, liberando ferro dos reservatérios intracelulares e
aumentando a expressao dos sistemas de aquisicdo do ferro (RATLEDGE et al.,
2000). Esse sistema permite a sobrevivéncia das bactérias em ambientes que
seriam indspitos, uma vez que o ferro € um cofator essencial para muitas
proteinas que medeiam a transferéncia de elétrons e reagfes redox. Um estrito
controle do metabolismo do ferro é observado nas bactérias e, na maioria dos
casos, ele € liberado pelo regulador férrico Fur (ANDREWS et al., 2003).

ZAINI et al. (2008) reportaram uma analise do estado constante dos niveis
de transcritos da X. fastidiosa em condi¢Bes limitantes e sem limitacdo de ferro
através de microarranjos. Eles observaram a modulacdo de muitos CDS
relacionados com fungBes regulatérias, patogenicidade e estrutura celular,
incluindo genes relacionados a sintese e secre¢do de colicina V, e funcdes dos
pili/fimbrias.

Possivelmente existam diferencas na disponibilidade do ferro nas
variedades estudadas o que pode influir no comportamento da bactéria, ou seja,
provocar mudancas dos niveis de expressdo dos genes envolvidos na absorcao
de ferro na variedade que a submeta a maior limitagcdo desse metal. Dessa forma,
também os genes envolvidos na patogenicidade poderiam mudar sua expressao
segundo ZAINI et al. (2008). Na variedade Pera, poderia ocorrer essa situacao, o
que se correlaciona com a viruléncia e aparicdo dos sintomas. Assim, o fato do
gene YBIL apresentar- se induzido na variedade Pera, poderia provavelmente ter
influéncia no transporte do ferro através do compexo energético TonB-ExbB-ExbD
gue teria uma maior atividade, portanto ajudaria na sobrevivéncia da bactéria e no
desenvolvimento dos sintomas, sugerindo um transporte mais eficiente nessa

variedade.

LACAVA et al. (2008) reportaram que o crescimento in vitro de X. fastidiosa

foi estimulado pela presenca de sideréforos no sobrenadante de Methylobacterium



85

mesophilicum endofitica. Portanto, a absor¢cdo do ferro poderia ocorrer na
variedade susceptivel tanto por uma maior eficiéncia dos transportadores, ou pela

presenca de sideréforos desta bactéria endofitica associada.

Os genes envolvidos com a resisténcia ao cobre: cutC (XF1341), czc
(XF2083) e TolC (XF2586), apresentaram também uma expressao diferencial na
Pera com valores de LogFC de -1,42, -1,49 e -1,48, respectivamente.
RODRIGUES et al. (2008) acharam uma maior resistencia ao cobre em células
formando biofilme do que em células planctdnicas, assim como uma maior
expressdo desses genes. Possivelmente, a maior resisténcia ao cobre das células
do biofilme na planta susceptivel, asseguraria a sobrevivéncia desta no xilema,
ocasionando uma maior oclusdo dos vasos e, portanto, provocando 0s sintomas

caracteristicos da CVC.

3.4. Resposta “heat shock”

Trés genes que codificam chaperonas foram induzidos na cultivar Navelina
ISA 315 (DNA J, HTPG e DNA K), enquanto somente um foi induzido na variedade
Pera, o gene HTRA. (Figura 15 e Tabela 1 do Apéndice: subcategoria I11.C.2)

As proteinas “heat shock” pertencem a classe das chaperonas moleculares,
definidas como proteinas celulares que medieiam a montagem correta de outros
polipeptideos e, em alguns casos, sua montagem em estruturas oligomeéricas
(NABERHAUS, 2002). A funcdo principal das chaperonas é uma interacéo
transiente com proteinas, evitando, desse modo, agregados que seriam deletéreos
para a célula. As proteinas “heat shock” sdo produzidas pelas células, quando
submetidas a condi¢cbes de estresse por altas temperaturas, mas também sé&o
fisiologicamente reguladas por distintas condi¢des fisiolégicas (CRACK et al.,
2002).
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A proteina DNAK (chaperona da familia Hsp70) de E.coli interatua com os
substratos proteicos, junto das co-chaperonas DNAJ e GrpE na montagem e
desmontagem de complexos polipeptidicos através de varios ciclos de reacdes
dependentes do ATP (SOON-YOUNG KIM, 2002). O sistema DNA K/ DNA J/
GrpE participa ativamente na resposta ao “shock” osmoético e por temperatura,
prevenindo a agregacdo das proteinas desagregadas pelo estresse,

desagregando-as.

O gene HTRA codifica uma proteina que possui uma grande similaridade
com a proteina “heat shock” de E. coli, a qual é produzida a altas temperaturas e
encontra-se envolvida na degradacdo de proteinas danificadas. Essa proteina é
indispensavel para a sobrevivéncia da bactéria em altas temperaturas superiores a
42°C (informac&o adicional da base de dados de X. fastidiosa no Apéndice). E
possivel que essa atividade ajude na sobrevivéncia da bactéria em altas
temperaturas, dentro da variedade Pera, e na degradacdo dos polipeptideos

danificados.

Talvez, na cultivar Navelina ISA 315, a bactéria poderia estar submetida a
um estresse maior devido as defesas dessa cultivar ou aos microrganismos
enddfiticos; portanto o sistema DNAK/DNAJ/GrpE estaria mais ativo na funcédo da
desmontagem dos peptideos desagregados. Na Pera, possivelmente, as defesas
sdo menos efetivas, e a bactéria ndo teria tantos peptideos danificados, portanto,
nao precisaria tanta atividade do sistema DNAK/DNAJ/GrpE, embora a proteina
HTRA poderia ter uma funcdo similar nas condicbes dessa variedade. Assim,
poderia existir uma resposta bacteriana “heat shock” distinta provocada pelas

defesas dessas variedades, ou mesmo por diferentes microrganismos endofiticos.
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3.5. Adaptacdo, condi¢cdes atipicas

Os genes MDOH (XF1623) e MDOG (XF2682) da subcategoria “Adaptacéo
a condigbes atipicas” da Categoria VII, foram diferencialmente expressos na
cultivar Navelina ISA 315 e na Pera com valores similares de LogFC, 1,55 e -1,51,
respectivamente. Esses genes estdo relacionados com a sintese das chamadas

“glicanas periplasmaticas osmorreguladas” (OPG).

As OPG sédo importantes componentes do envelope celular das bactérias
Gram-negativas. Seu papel bioldgico esta envolvido com a sobrevivéncia em baixa
concentracdo de nutrientes e condicdes osmoticas inadequadas, especialmente,
guando as bactérias interagem com hospedeiros eucariotos e, normalmente, se
associam a processos de fitopatogenicidade (BOHIN, 2000). Tem-se demonstrado
que, em E.coli, a sintese das OPGs é controlada por um éperon de dois genes
(mdoGH) sob controle osmético (LOUBENS et al., 1993). Esses genes foram
posteriormente nomeados OpgDH. Mutacdes no gene mdoH (OpgH) abolem
completamente a producdo de glicanas, enquanto mutacfes no gene mdoG
(OpgG) resultam na sintese de pequenas quantidades destas (BOHIN, 2000;
PICCHI, 2006).

Em X. fastidiosa, as duas ORFs diferencialmente expressas, acima
mencionadas foram descritas no genoma com alta homologia com os genes mdoH
e mdo D de E.coli. VILAS- BOAS (2002) porpds um modelo da sintese das OPGs
em X. fastidiosa. Neste, a polimerizagcdo das moléculas de glicose é feita pela
acdo do dominio citoplasmético de glicosil-transferase da proteina OpgH,
associada com uma das proteinas Acp. A molécula nascente de glicana € entéo
transportada para o espaco periplasmatico, onde € modificada pela proteina
periplasmatica OpgD (rearranjo da estrutura lineal ou adicdo de ramificacdes), o

gue gera a forma final da molécula de glicana (Figura 24)
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Figura 24: Modelo da sintese das OPGs em Xylella fastidiosa. Fonte: VILAS
BOAS, 2002.

Na Pera e na Navelina ISA 315, poderia existir uma regulacdo oposta da
sintese das glicanas baseada no nivel de expresséo dos dois genes deste 6peron,
de forma que pudesse dirigir a patogeniciade através das glicanas, dependendo
das condi¢bes do meio, ou seja, por meio da inducédo do gene OpgH (na Navelina
ISA 315) e do OpgD (na Navelina Pera). Ambas as situagbes permitiriam a
formacdo de glicanas em distinto grau de concentracdo, dependendo de uma
maior ou menor quantidade de cada uma dessas proteinas. Por sua vez, a
concentracdo das glicanas poderia ter influéncia na interacdo patdégeno-
hospedeiro, portanto, no desenvolvimento dos sintomas.

Assim, na cultivar Navelina ISA 315, a osmolaridade do meio poderia induzir a
expressdo do gene opgH, mas a menor concentracdo do opgD, que permite o
rearranjo final da molécula, afetaria a formacdo correta das glicanas e, influiria,

portanto, na interagdo com o hospedeiro e na patogenicidade.

Assim, também, o gene SspB, que codifica para uma proteina B induzida
em condi¢cdes de auséncia de nutrientes, estd altamente ativado na Pera (-3,7

LogFC). O gene SspA, que codifica outra proteina desse tipo, esta envolvido na
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sobrevivéncia da bactéria na auséncia de nutrientes durante uma prolongada fase
estacionaria (PERRETT, 1999). Na Eschericha coli, o produto do gene SspA € um
ativador transcricional para o desenvolvimento do ciclo litico do fago P1, o qual
induz tolerancia a acido (De LA FORTELLE, 1997). Recentemente, foi
demonstrado que esse gene possui um papel importante na resposta ao estresse
(incluindo tolerancia a &cido) através da regulacdo negativa do nivel global do
regulador H-NS, que regula negativamente multiplos sistemas de defesa
(VASSYLYEV, 2002; COWTAN, 1994). Esse gene esta altamente conservado
entre as bactérias Gram-negativas, sendo constatado que ortdlogos de SspA em
Neisseria gonorrhoeae, Francisella novicida, Francisella tularensis e Vibro
cholerae afetaram a expresséo dos genes envolvidos na patogénese (LAURIANO,
2004; MOONEY, 1998; ENGH, 1991; LASKOWSKI, 1993).

O alto valor LogFC do gene SspB na Pera poderia também ser indicativo de
uma funcdo do produto génico na sobrevivéncia da bactéria, em condi¢cbes de
auséncia de nutrientes na seiva, produzida pelo consumo destes, e de indicar uma
inducdo da tolerancia a 4cido durante a fase estacionéria. Assim, também, o gene
SspB poderia regular outros genes relacionados a patogenicidade, de modo a
coordenar a replicacdo bacteriana e os sistemas de defesa. Possivelmente, a X.
fastidiosa poderia ter desenvolvido diferentes mecanismos nessas duas plantas,
para conseguir utltrapassar o estresse produzido pelos distintos mecanismos de

defesa ou pelas condi¢bes dentro destas.

3.6 Sistemas de reparacéo, restriccdo e modificacdo do DNA

Dentro das subcategorias do “Metabolismo do DNA”, as subcategorias
“‘Reparagao do DNA” (111.A.4) e “Restricao e Modificagcdo do DNA”(III.A.5) possuem
significativamente mais genes diferencialmente expressos na variedade Pera do
gue na cultivar Navelina ISA 315 (Figura 14, Tabela 1 e Figura A4 do Apéndice).
Dos sistemas de restricio e modificacdo do DNA, foram diferencialmente
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expressos, na variedade Pera, o gene hsdR1l (XF2721) que codifica uma
endonuclease, e 0 gene hsdS (XF2726) que € um determinante da especificidade,
com valores de LogFC de -1,77 e -1,43, respectivamente. Assim, destaca-se a alta
expressdo também nesta variedade dos genes RUVC (XF1905) e RUVA
(XF1904), que codificam uma endodeoxiribonuclease e uma DNA helicase com
valores de -4,05 e -4,8 LogFC, respectivamente.

Os sistemas de restricdo e modificacdo (RM) do DNA em bactérias sdo
compostos por endonucleases, metilases e desmetilases de DNA, sendo
responsaveis por diversos processos celulares, mas, principalmente, por limitar a
entrada de DNA exdgeno. Esses sistemas sao classificados em RM-I, RM-Il e RM-
I (WILSON; MURRAY, 1991). A analise da composicdo gendmica de X.
fastidiosa-CVC revelou a presenca de quatro copias do sistema RM-I. Cada uma
das trés copias do sistema RM-|I apresenta trés genes em sua COmpoSi¢ao,
nomeados hsdSRM, que codificam, respectivamente, para um determinante de
especificidade, uma endonuclease e uma DNA metilase. Embora X. fastidiosa-
CVC apresente multiplas copias do sistema RM-I, nenhuma cépia dos outros dois
sistemas RM foi encontrada no seu genoma. Assim, embora fossem identificados
no genoma o0s principais genes da via SOS, recA e lexA, faltam as ORFs
correspondentes as trés DNA polimerases desta via I, Il e I, o que indica que a via
seria distinta (SIMPSON et al., 2000)

A maior quantidade de genes relacionados com os sistemas de reparacgéo,
restricdo e modificacdo do DNA, com expressdo diferencial na variedade Pera,
poderia estar sugerindo uma resposta maior ao dano do DNA produzido pelos
sistemas de defesa da planta. Dessa forma, a bactéria conseguiria uma maior
sobrevivéncia nos vasos xilematicos, ultrapassando as defesas e provocando 0s
sintomas. Podem-se observar varias endonucleases, excinucleases e proteinas
relacionadas a esses sistemas nas subcategorias IlI.A.4 e 1l1l.LA.5 com altos valores

de LogFC em Apéndice (Tabela 1 e Figura A4).
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4 Genes relacionados com elementos genéticos moveis: fagos, profagos e
plasmideos

Neste estudo, alguns genes diferencialmente expressos encontram-se dentro de
elementos genéticos moéveis: o VapD (XFa0052) e o SCJ2116 (XFa0032),
diferencialmente expressos na Pera e na cultivar Navelina ISA 315. Ambas estéo

relacionadas com a viruléncia e detoxificacdo, respectivamente.

Assim, também, pode-se observar maior quantidade de genes
diferencialmente expressos que se encontram em sequéncias de fagos, profagos
e plasmideos, quando a bactéria se encontra na variedade suscetivel Pera (Figura
10). Assim, as ORFs que apresentaram uma expressao diferencial na variedade
Pera foram XFa0061 (-1,48 LogFC), XFa0007 (-6,20 LogFC), XFa0012 (-2,74
LogFC), XFa0040 (-1,60 LogFC) que codificam uma proteina de unido ao DNA de
fita simples e trés proteinas relacionadas a conjugacao, respectivamente. Assim,
também, trés genes de proteinas hipotéticas (XFa0035, XFa0017 e XFa0031) de
expresséo diferencial na Pera se encontram em regides génicas de profagos. Na
cultivar Navelina ISA 315, somente quatro ORFs de genes de proteinas
hipotéticas se encontram nessas regides génicas (Tabela 1 e Figura A5 do

Apéndice)

O fato de encontrar mais genes de expressao diferencial na Pera em
regides de profagos poderia estar evidenciando maior atividade transcripcional
destes elementos, talvez propiciando a sobrevivéncia e viruléncia desta bactéria,

provocando os sintomas na planta.

No genoma de X. fastidiosa-CVC, foram identificadas quatro regides com
alta densidade de ORFs homoélogos as sequéncias de fagos (que séo
consideradas profagos), fora das sequéncias de fagos dispersas no genoma. Dois

desses profagos (cada um com 42 kbp), designados XfP1 e XfP2, sdo similares



92

entre si e encontram-se em orientagdes opostas em regides distintas do dsDNA de
profagos. Os outros profagos XfP3 e XfP4 também sdo similares em sequéncia
um com o outro e com o profago critico de H. influenzae. Esses profagos sdo
defeituosos, jA que ndo foram encontrados genes para a montagem das
particulas. Mas a presenca de genes associados com a viruléncia, dentro das
sequéncias dos profagos, € uma evidéncia forte do importante papel da
transferéncia horizontal de genes mediada por bacteriofagos, em relacdo a
definicdo do fenotipo bacteriano (HENDRIX, 1999).

Assim, NUNES et al. (2003) demonstraram que a X. fastidiosa possui o
maior “pool” génico de elementos de transmisséao lateral caracterizados até hoje,
tais como profagos, plasmideos e ilhas genémicas, que contribuem até com 18%
da composicéo total do genoma. Estudos de transcriptoma confirmam que estes
elementos estdo transcripcionalmete ativos e que sua expressao pode responder
a estimulos ambientais. O estudo desses elementos de transferéncia lateral pode
ajudar a explicar a adaptabilidade da X. fastidiosa para infectar um espectro tao
amplo de hospedeiros. Portanto, as ORFs que apresentaram uma alta expressao
nas variedades analisadas confrmam a atividade transcripcional desses
elementos. Aquelas ORF relacionadas com viruléncia sdo em parte as
responsaveis pela grande adaptabilidade da X. fastidiosa a condicdes e
hospedeiros tdo diversos, sugerindo uma grande plasticidade genotipica por

transferéncia horizontal.

5. Genes de proteinas hipotéticas

Consideram-se proteinas hipotéticas os produtos de genes que néo
apresentaram homologia, ou que tiveram baixa homologia com outras sequéncias
do banco de dados. Como se pode observar na Figura 6, as proteinas hipotéticas,
e as hipotéticas conservadas, representam 47% do total dos genes

diferencialmente expressos nas duas variedades (29,25% na Pera e 18,25% na
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cultivar Navelina ISA 315) que incluem um total de 194 genes (Figura 7).

E importante mencionar que um nimero elevado de proteinas hipotéticas
diferencialmente expressas na variedade Pera apresentaram alto valor de LogFC.
Esse fato sugere um possivel papel na patogenicidade para muitos desses genes
ainda sem explorar. A sequéncia das 30 proteinas hipotéticas com os maiores
valores de LogFC para as duas variedades foi procurada no site do Genoma da X.
fastidiosa e usada para procurar homologia dessas sequéncias com novas
sequéncias reportadas nos ultimos anos na base de dados do NCBI (“National

Center for Biotechnology Information”) por meio do algoritmo BlastX.

Dessas ORF analisadas, algumas apresentaram homologia (“score” maior a
200) com outras proteinas do banco de dados do NCBI: XF2575, XF0385, XF0385
e XF0842, as primeiras duas com expressao diferencial na Péra (-5,76 e -4,9
LogFC respectivamente), e as ultimas na cultivar Navelina ISA 315 (2,02 e 1,84
LogFC respectivamente). A ORF XF2575 apresentou 100% de homologia com um
gene que codifica uma 4 hidroxi-3-methylbut-2-em-1-il difosfato sintase de X.
fastidiosa 9a5c reportado por MEIDANIS et al. (2002). A ORF XF0385, por sua
vez, apresentou homologia de sequéncia com a ORF reportada também por
MEIDANIS et al. (2002) que codifica para uma tRNA- sintetase dihydrouridine A,

também na X. fastidiosa 9a5c.

A ORF XF0339 apresentou 99% de homologia com a ORF que codifica um
receptor dependente de TonB nas linhagens X. fastidiosa M12 (sequéncia
submetida em 2008), Dixon (2002), Ann-1 (2005) e Temécula (2004). E a ORF
XF0842, por sua vez, apresentou homologia de 97% com ORF das quatro
linhagens mencionadas que codificam uma enzima alpha-1,2- manosidase
putativa (em Ann-1 e Dixon) e uma proteina nomeada como antigeno (em
Teméculal e M12).
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Esta busca no “GeneBank” do NCBI, sugere que vérias proteinas que ainda
aparecem no banco de dados da X. fastidiosa como hipotéticas tais como essas
ORF cuja informacdo foi atualizada, podem ter grande influéncia na

patogenicidade, e precisam ser exploradas.

Assim, também, uma proteina ainda classificada como proteina hipotética
conservada, no Banco de dados do Genoma da X. fastidiosa, codificada pelo ORF
XFa0032 de 27,1 kDa, foi recentemente identificada como uma a hidroxinitrile liasa
com alto valor LogFC (2,4), diferencialmente expressa na cultivar Navelina ISA
315 (CARUSSO et al., 2009). Esta se relaciona com o processo de cianogénese e
reflete o possivel envolvimento dessa proteina com a sobrevivéncia da bactéria

nesta cultivar, conforme discutido anteriormente no item 3.2.

Muitas proteinas hipotéticas apresentam alto grau de similaridade e
mantém consideravel sintenia com os genes da ilha de patogenicidade putativa
SPI-7 de Salmonella entérica (PIKARD et al., 2003). Dezesseis genes, dos quais
quatorze foram anotados como proteinas hipotéticas, apresentam alto grau de
similaridade e mantém uma consideravel sintenia com os genes presentes nessa
ilha de patogenicidade (MOREIRA, 2006). O mais interessante € que esta sintenia
também € observada em outros organismos, muitos deles bactérias de solo, como
P.fluerescens, B. fulgorum ou R. metallidurans, caracterizando uma possivel ilha
de transferéncia lateral relativamente frequente. Esses genes encontram-se
agrupados em uma Uunica regido genbmica que compreende a PinDel 8 de XF-
CVC (homologa de PinDel4 em Xac). A média do contetado de GC da ilha SPI é
65% em ambos 0s genomas, indicando a ocorréncia de insercdo recente em
ambos 0s organismos. Essas observacbes permitem especular que essa ilha
possivelmente teria importancia na interacdo desses fitopatbgenos com seus
hospedeiros especificos (MOREIRA, 2006). Dentre estes genes, trés
apresentaram expressao diferencial neste experimento: XF1772, XF1758 e

XF1757; o primeiro mais expresso na cultivar Navelina ISA 315 com um valor de
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2,08 LogFC e os dois utlimos na Pera com LogFC -1,83 e -2,4, respectivamente,
sugerindo seu envolvimento com a viruléncia e patogenicidade. Foi realizada uma
busca de homologia dessas ORF com sequéncias do banco de dados do NCBI
por meio do algoritmo BlastX, mas nao foi achada nova informacdo sobre essas
ORF.

6. Controles negativos e validacdo do experimento por RT-qPCR

Os controles das plantas sadias Pera e Navelina ISA 315 né&o revelaram
fluorescéncia devida a possivel hibridacdo inespecifica ao genoma da planta.
Assim, também, realizou-se o escaneado de uma placa sem hibridar, obtendo- se
uma fluorescéncia de base similar aos controles sadios. Esse resultado, junto aos
controles internos do microarranjo, confirma que a fluorescéncia obtida é resultado
da hibridacdo dos genes da bactéria X. fastidiosa nas condi¢cdes bioldgicas

estudadas.

A variedade Pera (usada como calibrador neste experimento) foi usada
como controle (marcada com fluor6foro Cy3) no experimento de microarranjos,
mas, simplesmente neste estudo, permite uma visualizacao gréfica no “software”
SDS no qual os genes de maior expressao na cultivar Navelina ISA 315 aparecem
induzidos, e os de maior expressao na Pera aparecem reprimidos na cultivar
Navelina ISA 315.

Os genes escolhidos para validacdo foram alguns dos discutidos pela
possivel influéncia na patogenicidade, dentre agueles que apresentaram valores
altos e médios de LogFC nas duas variedades pelo microarranjo. Os “primers”
desenhados foram analisados pela sua eficiéncia de amplificacdo (curva-padrao),
assim como pela sua especificidade através da curva de dissociagdo ou curva de

“‘melting”.
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Dos nove “primers” analisados para seu uso na quantificacao relativa por
RT-gPCR, através da curva padrdo e o calculo da eficiéncia de amplificacao
(ChpA, ColS, DNAJ, HTPG, pilU, VapD, AlgZ, AlgR e pilM), s6 o AlgZ nao foi
validado, ja que apresentou uma eficiéncia de amplificacdo fora dos valores
estabelecidos. Os outros foram validados para a quantificagdo relativa por RT-
gPCR, apressentando eficiéncias similares entre eles e com o controle enddégeno
de 100% +/- 20. Algumas curvas de dissociacdo ou “melting” apresentaram
amplificacdo inespecifica (possiveis dimeros de “primer”) depreciavel pela

distancia com o ultimo ciclo do produto especifico em poucas réplicas.

A ORF correspondente ao gene enddégeno usado, NuoA (XF0305), que
codifica para a NADH-ubiquinone oxidorredutase (subunidade NQO7),
provavelmente pertence a um Operon que contém varias subunidades da NADH
deidrogenase |, que é uma proteina multimérica. Essa enzima é participante da
respiracdo aerodbica, sendo, portanto, expressa de maneira constante e invariavel
na bactéria, servindo como padrao normalizador das variacdes de expressado dos
genes analisados. Assim, também, nas condicBes experimentais deste estudo, a
expressao deste gene enddégeno nao variou significativamente (LogFC: -0,2) como
se detalha nos resultados.

Os genes ChpA, ColS, DNAJ, HTPG, pilU, VapD AIgR e pilM coincidiram no
sentido da expressdao com o experimento de microarranjos, portanto, validaram o
microarranjo “hand made” da X. fastidiosa no sistema estudado. Como foi
detalhado na introducdo, as multiplas variacbes que existem entre o
processamento e normalizacdo de ambos os métodos, a extensdo da expressao
relativa destes ndo é comparavel, e o sentido da expressdo considera-se

suficiente para validar os dados do experimento de microarranjos.
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VIIl. CONCLUSOES

A técnica de microarranjos de DNA impressos no laboratério (‘hand made”)
foi uma ferramenta eficiente na analise das mudancas globais da expressao
génica em X. fastidiosa, quando esta se encontra infectando plantas de citros
(sistema in vivo). Essa técnica poderia também ser usada para monitorar
mudancas da expressao génica no curso do tempo em plantas com CVC no

campo.

Os genes dos pili tipo IV (pilM e pilU) e o gene VapD que codifica o fator de
patogenicidade, assim como uma maior quantidade de enzimas de degradacao
foram diferencialmente expressos na variedade Pera. Poder-se-ia inferir que a
bactéria esta movimentando-se mais eficientemente para colonizar o hospedeiro,
embora a concentracdo da bactéria j4 seja suficiente para produzir oclusédo dos
vasos xilematicos e, portanto, a aparicao dos sintomas. O gene rpfF, que codifica
o fator difusivel DSF, néo foi diferencialmente expresso, embora os genes rpfC e
GumE, com uma maior expressao na variedade Pera, estariam relacionados a

formacao do biofilme nessa variedade.

A expresséo diferencial do gene uspAl (hemaglutinina) na cultivar Navelina
ISA 315, pode sugerir maior adesdo aos tecidos do hospedeiro. O modelo de
CHATERJEE (2008) apresenta a expressao das adesinas na fase de aquisi¢éo do
inseto e de presenca dos sintomas. Mas a expressao diferencial dessa adesina na
cultivar assintomatica poderia representar uma etapa prévia de adesdo aos
tecidos do hospedeiro, na qual a acumulagédo do fator difusivel ainda ndo seria
suficiente para ativar as vias de transducao de sinais que levam a expressao dos

fatores de patogenicidade e a aparicdo dos sintomas.

Mesmo que a concentragdo bacteriana seja alta na cultivar Navelina ISA

315 pela quantificacdo por RT-gPCR, provavelmente nao bloqueia a passagem da
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seiva através dos vasos do xilema, da mesma forma que na variedade Pera,
portanto, ndo provoca sintomas. A agregacao celular nessa variedade poderia ser
influenciada pela maior expressdo do gene UspA, e possivelmente dessa proteina,
assim como por uma composicao do biofilme distinta com uma menor quantidade
de GumE. Talvez, na variedade Pera, a bactéria se movimente mais
eficientemente através dos vasos do xilema em agregados menores, o0 que levaria
a sintomas mais severos devido a maior distribuicdo na planta. A movimentacao
atraves dos vasos do xilema estaria auxiliada pelos pili tipo 1V (genes pil M e pil U
altamente expressados nessa variedade), usando o movimento “twitching motility”.
O exopolissacarideo GumE poderia participar da formacdo desses agregados
celulares nesta variedade. E, talvez, devido a distinta composi¢cdo do biofilme,
esses agregados poderiam ser mais facilmente transportados através da seiva,
conseguindo colonizar a planta mais eficientemente e provocar os sintomas. Do
mesmo modo, as membranas de pontuagcdo seriam mais eficientemente
degradadas na variedade Pera, utilizando as enzimas citadas diferencialmente
expressas, permitindo a passagem através dos vasos do xilema e,

subsequentemente, os sintomas da CVC distribuidos na planta toda.

Assim, também, distintos patrées de expressdo dos fatores de
patogenicidade e sobrevivéncia foram achados nas duas condicbes analisadas,
gue poderiam levar ao fendtipo sintomatico e assintomatico. Por exemplo, o fator
de viruléncia VapD e os genes relacionados com a homeostase e resisténcia aos
metais Fe e Cu (TonB, czcA, cutC e TolC), induzidos na variedade susceptivel,
ajudam na sobrevivéncia da comunidade bacteriana no biofilme, que produz
oclusdo dos vasos xilematicos. O fato de achar mais genes bacterianos
diferencialmente expressos na variedade suscetivel poderia estar relacionado com
uma maior atividade da bactéria em relacdo ao movimento, replicacéo,
degradacdo e sobrevivéncia, assim como a producdo de fatores de viruléncia.

Tudo isso favoreceria o bloqueio da passagem de nutrientes e dgua pelos vasos
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do xilema, a degradagao dos tecidos vegetais e a movimentagcdo, enquanto a
bactéria vai colonizando as distintas partes da planta suscetivel.

IX.  IMPLICACOES

Distintos niveis de expressdo dos genes de viruléncia ou patogenicidade
poderiam ser a chave da grande habilidade da bactéria X. fastidiosa para
conseguir colonizar distintos hospedeiros e sobreviver em condi¢cdes adversas.
Assim, também, a grande quantidade de genes derivados de fagos e profagos
indicam uma capacidade de adaptagcdo pela transferéncia horizontal de genes,
portanto, uma importante plasticidade genotipica. A variabilidade interespecifica
devida a mutacdes, assim como a capacidade de resposta aos distintos estimulos
através de mudancas na expressdao @énica, poderiam ter influéncia na
sobrevivéncia da X. fastidiosa nos distintos hospedeiros, contribuindo desta
maneira com a alta dispersdo da mesma, seja através do inseto vetor, seja pela
transferéncia de material ndo certificado na regido, podendo-se desenvolver como

patogénica ou néo, dependendo do ambiente encontrado no hospedeiro.

A importancia da analise da expressédo génica feita € que esta fornece uma
visdo global (no nivel de genoma) do comportamento de todas as categorias de
genes e vias metabdlicas induzidas ou reprimidas in vivo. Ou seja, ndo existe um
mascaramento nem um Viés por causa da cultura da bactéria. Também por ser um
estudo in vivo e ndo em condi¢cBes controladas, muitos fatores estéo influenciando
a expressao desses genes que tem que ser considerados, podendo ser 0s
mecanismos de defesa da planta, as condicbes do ambiente dentro dos vasos
xilematicos, ou mesmo diferencas na diversidade dos microrganismos endofiticos
presentes em cada planta. Estudos da expressao génica in vivo podem brindar
informagdes de grande utilidade sobre aqueles genes que se ativam ou reprimem

em determinadas circunstancias e podem ajudar a esclarecer mais 0s
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mecanismos de patogenicidade da X. fastidiosa, capaz de sobreviver em téo

diversos ambientes.

Os genes que foram discutidos neste artigo se encontram relacionados a
diversos mecanismos de patogenicidade, viruléncia e adaptacdo em outras
bactérias patogénicas vegetais e animais. As conclusdes derivadas deste estudo
sobre a possivel influéncia desses genes na patogenicidade ou viruléncia
precisam de mais estudos confirmatorios, seja de complementacdo génica, seja,
posteriormente, protedmica. Mesmo assim, as diferencas encontradas na
variedade sintomatica e assintomatica sugerem que vias regulatorias distintas
podem ser ativadas em resposta a distintos ambientes, que levam a bactéria a
comportar-se de um ou outro modo e a desenvolver distintas estratégias, seja
variando a composicdo do biofilme, apresentando diferencas na adeséo,
mobilidade ou toxinas secretadas, seja nas respostas: antioxidante, “heat shock”
ou de detoxificacdo. Essas estratégias de sobrevivéncia responderiam aos
estimulos provocados pelas defesas de cada hospedeiro, microrganismos

endofiticos, ou mecanismos de “quorum sensing”.

Ja em relacdo ao controle da doenca, as estratégias de melhoramento,
conhecendo-se as possibilidades de adaptacédo dessa bactéria, poderiam ser mais
eficazes. Embora a cultivar Navelina ISA 315 ndo apresente sintomas, poderia
representar uma fonte de inoculo devido a alta concentracdo de bactéria. As
defesas da cultivar Navelina ISA 315 poderiam ser mais eficientes do que as da
Pera e gerar um maior estresse na X. fastidiosa. Assim, esta poderia apresentar
diferencas na expressao génica dentro da cultivar Navelina ISA 315 e da Pera,
com uma maior expressao de genes de viruléncia, degradacdo e mobilidade na
planta susceptivel, seja em resposta as defesas do hospedeiro ou a interagdo com

algum microrganismo endofitico.
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Os microrganismos endofiticos, assim como os distintos mecanismos de
defesa nas plantas hospedeiras, teriam uma grande influéncia para o
desenvolvimento da doenca, podendo a planta permanecer assintomatica, mesmo
tratando-se de hospedeiros potencialmente suscetiveis. Seria interessante realizar

um estudo paralelo sobre a diversidade de endofiticos nesse material.

Outro estudo que complementaria muito bem este trabalho seria a analise
global da expressdo génica dos hospedeiros (Pera e cutivar Navelina ISA 315),
focada nos genes de resisténcia, utilizando microarranjos com o genoma parcial
de ESTs (“Expressed Sequence Tags”) do Genoma dos citros. Desse modo, 0s
mecanismos relacionados a relacdo patégeno-hospedeiro poderiam ser mais

explorados.

Foram levantadas algumas hipéteses em funcéo da expressao diferencial
de genes sobre a composicdo do biofilme, sistemas sensores e padrées de
migracdo, assim como distintas respostas a condi¢cdes de estresse, tais como a
alta expressdo de proteinas de detoxificacdo e chaperonas. No entanto, mais
pesquisas ainda sdo necessarias para lograr um melhor entendimento do
processo de infeccdo e do complexo sistema de sinais que coordenam o
comportamento da bactéria X. fastidiosa, para lograr melhor compreensao dos
seus mecanismos de patogenicidade, assim como das interacdes patdogeno-
hospedeiro. Sugerem-se estudos de microscopia de varredura, diversidade de
endofiticos ou mutagcbes com andlises de complementacdo dos mutantes dos
genes discutidos neste trabalho, para alcancar um conhecimento mais profundo

dos processos bioquimicos relacionados a patogenicidade.
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APENDICE



Tabela Al: Genes diferencialmente expressos (ordem por categorias:
discutidos no texto estdo indicados em negrita.
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I- IX. Aqueles genes que foram mais

Gene ID Gene_Name logFC | Categoria Produto
XF0846 TM1624 -4,16 |1.A.2 beta-mannosidase precursor (100.9 kDa)
benzene 1,2-dioxygenase, ferredoxin
XF1472 BEDB -3,02 |1.LA2 protein (12.3 kDa)
carboxyphosphonoenolpyruvate
XF1234 PRPB -2,86 [1.A.2 phosphonomutase (32.4 kDa
XF0781 estA -1,63 [1.A.2 lipase/esterase (64.3 kDa)
XF1743 est -1,58 |[1.A.2 esterase (37.8 kDa)
XF0840 BGA 1,82 |[ILLA2 beta-galactosidase (67.9 kDa)
XF2677 AAO -1,39 [1LA.2, VII.G L-ascorbate oxidase (80.9 kDa)
XF2268 GLPK -2,92 |1.B.10 glycerol kinase (57.1 kDa)
XF1889 FPR 2,06 |[I1.B.10 ferredoxin-NADP reductase (29.5 kDa)
XF2095 None 2,36 |1.B.10 carbonic anhydrase (22.8 kDa)
XF1468 MRSA -3,05 |I1.B.11 phosphomannomutase (47.4 kDa)
GDP-mannose 4,6 dehydratase (39.0
XF0609 GMD -1,93 |1.B.11 kDa)
phosphomannose isomerase-GDP-
XF0259 XANB -1,58 |[1.B.11lll.D.1 | mannose pyrophosphorylase (53.0 kDa)
XF0904 YBEZ 2,12 |1.B.9 ATP-binding protein (36.2 kDa)
NADH-ubiquinone oxidoreductase,
XF0311 nuoG -5,73 |[I.C.1 NQO3 subunit (79.5 kDa)
NADH-ubiquinone oxidoreductase,
XF0307 NUOC -3,30 |I.C.1 NQOS5 subunit (28.1 kDa)
c-type cytochrome biogenesis protein
XF2459 CYCJ -1,60 |I.C.3 (17.3 kDa)
electron transfer protein azurin | (16.3
XF0557 azl 1,46 I.C.3 kDa)
cytochrome O ubiquinol oxidase, subunit
XF1387 CYOD 162 |I.C.3 IV (12.6 kDa)
ubiquinol cytochrome C oxidoreductase,
XF0908 PETA 193 |IL.C.3 iron-sulfur subunit (22.9 kDa)
dihydrolipoamide dehydrogenase (63.9
XF0868 IpdA or Ipd -1,60 |I.C.6,1.C.7 kDa)
succinate dehydrogenase iron-sulfur
XF1073 SDHB -1,71 |1.C.7 protein (29.5 kDa)
XF1535 GLTA 1,83 |IL.C.7 citrate synthase (47.9 kDa)
ATPG OR
UNCG OR
XF1144 PAPC 150 |I.C.8 ATP synthase, gamma chain (32.3 kDa)
ATPA OR
XF1145 UNCA 2,11 |I.C.8 ATP synthase, alpha chain (56.0 kDa)
two-component system, regulatory
XF1626 ALGR -5,55 |I.D protein (28.7 kDa)
stringent starvation protein B (15.7
XF0912 SSPB -3,69 |I.D kDa)
RNA polymerase sigma-70 factor (69.9
XF1350 rpoD -2,86 |I1.D kDa)
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XF1749 OPDE -1,69 |I.D transcriptional regulator (42.4 kDa)
CYSB OR transcriptional regulator (LysR family)
XF0833 H11200 -1,63 |I.D (37.7 kDa)
two-component system, regulatory
XF2534 colR -1,62 |1.D protein (25.0 kDa)
transcriptional regulator (LysR
XF1730 YAFC -1,53 |I.D family) (31.9 kDa)
SUHB OR
XF2476 SSYA -1,51 |I.D extragenic supressor (30.2 kDa)
poly(hydroxyalcanoate) granule
XF1275 phaF -1,40 |I1.D associated protein (20.5 kDa)
two-component system, sensor
XF1625 algZ -1,39 |I.D protein (38.6 kDa)
tryptophan repressor binding protein
XF1133 AF0343 1,39 |ID (20.5 kDa)
transcriptional regulator (PbsX family)
XF1996 Cc2 151 |ID (14.1 kDa)
two-component system, regulatory
XF2336 colR 165 |ILD protein (27.3 kDa)
two-component system, sensor
XF2535 colS 1,66 |[I.D protein (41.6 kDa)
CYSB OR transcriptional regulator (LysR family)
XF0833 H11200 1,69 |[ID (37.7 kDa)
XF0125 csrA 1,99 |I.D carbon storage regulator (8.3 kDa)
XF1000 ARGE -1,78 |ILA1 acetylornithine deacetylase (38.9 kDa)
XF1001 argB -1,72 |ILLA.1 acetylglutamate kinase (48.9 kDa)
gamma-glutamyl phosphate reductase
XF1005 PROA -1,68 [ILA.1 (52.2 kDa)
XF1003 ASL 156 |ILA.1 argininosuccinate lyase (48.9 kDa)
XF1004 DR1827 3,26 |ILA1 glutamate 5-kinase (40.9 kDa)
METF OR 5,10-methylenetetrahydrofolate
XF1121 AQ_1429 -5,54 |1LA.2 reductase (30.5 kDa)
METF OR 5,10-methylenetetrahydrofolate
XF1121 AQ_1429 -2,12 [1LA.2 reductase (30.5 kDa)
XF0118 ASNB -1,80 [ILA.2 asparagine synthase B (62.9 kDa)
XF1481 dapF -1,71 |ILLA.2 diaminopimelate epimerase (30.1 kDa)
homoserine O-acetyltransferase (37.7
XF0863 MET2 1,73 |ILA.2 kDa)
tryptophan synthase beta chain (48.0
XF1375 TRPB -1,55 |IlLA4 kDa)
anthranilate phosphoribosyltransferase
XF0212 TRPD 243 |IlLA4 (36.7 kDa)
hyphypoimidazoleglycerolphosphate
dehydratase/histidinol-phosphate
phosphatase bifunctional enzyme (41.4
kDa)thetical protein (33.8 kDa)othetical
XF2217 HISB -1,50 [ILA5 protein (33.8 kDa)
phosphoribosyl-AMP
cyclohydrolase/phosphoribosyl-ATP
pyrophosphatase bifunctional enzyme
XF2213 HISIORHISIE |151 |[ILA5 (22.6 kDa)
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phosphoribosyl pyrophosphate

XF2644 PRSAORPRS [-2,99 [IIl.B.1 synthetase (33.8 kDa)
dihydroorotate dehydrogenase (38.7
XF2571 PYRD 2,52 |1.B.2 kDa)
XF2332 THYA -2,19 |1.B.4 thymidylate synthase (30.1 kDa)
XF1356 BIOHOR BIOB |[-1,76 |IIl.D.1 biotin biosynthesis protein (27.6 kDa)
XF1199 TRXA -1,47 |11.D.10,1.C.3 |thioredoxin (11.9 kDa)
geranyltranstransferase (farnesyl-
XF0661 ISPA -4,01 |Il.D.11 diphosphate synthase) (31.6 kDa)
octaprenyl-diphosphate synthase (36.2
XF1391 ISPBORCEL |-2,03 |Il.D.11 kDa)
XF1797 HEMY -3,61 [I11.D.12 porphyrin biosynthesis protein (44.4 kDa)
XF1512 HEMK -1,37 |11.D.12 protoporphyrinogen oxidase (29.5 kDa)
XF0436 FOLB -1,83 |I11.D.2 dihydroneopterin aldolase (13.5 kDa)
2-amino-4-hydroxy-6-
FOLK OR hydroxymethyldihydropteridine
XF0228 HI0064 -1,56 |I.D.2 pyrophosphokinase (18.9 kDa)
XF0230 PANC 1,92 |I.D.5 pantoate--beta-alanine ligase (31.2 kDa)
pyridoxal phosphate biosynthetic protein
XF0839 PDXA 1,65 |I.D.6 (34.6 kDa)
nicotinate phosphoribosyltransferase
XF1097 PNCB 1,94 |I.D.7 (45.0 kDa)
NADE OR NH3-dependent NAD synthetase (59.3
XF1961 ADGA 2,59 |Il.D.7 kDa)
XF1888 THIC OR THIA |-1,79 |Il.D.8 thiamine biosynthesis protein (69.4 kDa)
XF0671 FABG -2,00 |ILE 3-oxoacyl-[ACP] reductase (25.5 kDa)
XF0673 FABF -1,73 |ILE 3-oxoacyl-[ACP] synthase Il (43.3 kDa)
biosynthetic arginine decarboxylase (69.2
XF0144 SPEA 165 |ILF kDa)
XFa0061 SSB -1,48 |IlILA.1 single-strand binding protein (15.4 kDa)
XF1353 parC 1,39 |lILA1 topoisomerase |V subunit (83.4 kDa)
TOPA OR
XF0920 RP326 1,38 [IlILA.1,1llLA.4 | DNA topoisomerase | (91.8 kDa)
XF1943 -1,68 |IIlLA.2 histone-like protein (13.9 kDa)
single-stranded DNA binding protein
XF1644 SSB -1,41 |1llLA.2 (16.9 kDa)
RECB OR exodeoxyribonuclease V beta chain
XF0423 RORA 2,12 [lILA3 (134.1 kDa)
holliday junction binding protein, DNA
XF1904 RUVA -4,87 |1llLA.4 helicase (20.9 kDa)
holliday junction resolvase,
XF1905 RUVC -4,06 |[IllLA.4 endodeoxyribonuclease (22.0 kDa)
XF0967 uvrB -3,06 [IlllLA4 excinuclease ABC subunit B (75.6 kDa)
SBCB OR
XF2022 XONA OR CPEA |-2,23 |IILA4 exodeoxyribonuclease | (56.9 kDa)
XF2426 UVRA -2,13 |llLA4 excinuclease ABC subunit A (106.9 kDa)
DNA repair system specific for alkylated
XF1299 alkB -1,94 |1llLA4 DNA (22.6 kDa)
exodeoxyribonuclease VIl large subunit
XF0755 XSEA -1,87 |1llLA4 (49.9 kDa)
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XF2081 DINJ -1,59 |IllLA.4 DNA-damage-inducible protein (9.0 kDa)
holliday junction binding protein, DNA
XF1904 RUVA -1,44 |11ILA.4 helicase (20.9 kDa)
XF0164 SCE87.25¢ 1,69 |IllLA4 exodeoxyribonuclease (30.8 kDa)
XF2311 UVRC 2,00 [IlllLA4 excinuclease ABC subunit C (69.8 kDa)
SBCB OR
XF2022 XONA OR CPEA [2,09 |IlILA4 exodeoxyribonuclease | (56.9 kDa)
XF2081 DINJ 2,20 |IlllLA4 DNA-damage-inducible protein (9.0 kDa)
type | restriction-modification system
XF2721 hsdR1 -1,78 |I1IlLA.5 endonuclease (114.5 kDa)
XF0641 sfilM -1,74 |IILAS DNA methyltransferase (41.9 kDa)
XF0641 sfilM -1,58 |IILAS DNA methyltransferase (41.9 kDa)
type | restriction-modification system
XF2726 hsds -1,43 |1ILA5 specificity determinant (45.8 kDa
SMF OR DPRA
XF0924 OR HI0985 1,90 |[lILAS DNA processing chain A (41.0 kDa)
XF0935 llallA -1,58 |IIILA51ILA.4 | methyltransferase (35.9 kDa)
RPLX OR
XF1163 RP648 -1,81 |IIl.B.2 50S ribosomal protein L24 (11.4 kDa)
XF1177 rplQ 1,54 |lll.B.2 50S ribosomal protein L17 (14.4 kDa)
XF1173 rpsM 2,55 |Ill.B.2 30S ribosomal protein S13 (13.6 kDa)
RPSP OR
RPS16 OR
XF0107 H10204 1,95 [Illl.B.2, lllLA.5 |30S ribosomal protein S16 (9.7 kDa)
RPSA OR
XF2438 SSYF -1,57 [111.B.2, 1ll.C.1 | 30S ribosomal protein S1 (62.9 kDa)
ribosomal protein L11 methyltransferase
XF2201 PRMA -1,67 |11l.B.3 (34.9 kDa)
XF2176 LEUS -3,30 [lll.B.4 leucyl-tRNA synthetase (100.7 kDa)
TRMU OR
XF1440 ASUE -1,88 |II.B.4 tRNA methyltransferase (43.0 kDa)
TYRS OR
XF0169 HI1610 1,40 |Illl.B.4 tyrosyl-tRNA synthetase (46.6 kDa)
methionyl-tRNA formyltransferase (33.2
XF0927 FMT 1,75 |lll.B.4 kDa)
phenylalanyl-tRNA synthetase alpha
XF0741 PHES 2,16 |ll.B.4 chain (37.8 kDa)
S-adenosylmethionine: tRNA
XF1314 QUEA 2,26 |Ill.B.4 ribosyltransferase-isomerase (38.9 kDa)
RPOC OR RNA polymerase beta' subunit (158.7
XF2632 TABB 1,96 |lIl.B.5 kDa)
polynucleotide adenyltransferase (47.6
XF0227 PCNB 4,58 111.B.5 kDa)
XF0239 PNP 1,33 |Ill.B.6 polynucleotide phosphorylase (78.2 kDa)
PRFC OR
XF0174 HI1735 -1,82 |IIl.C.1 peptide chain release factor 3 (60.9 kDa)
XF2628 tufA -1,63 |Ill.C.1 elongation factor Tu (42.9 kDa)
low molecular weight phosphotyrosine
XF2298 stpl 1,74 |Ill.C.1 protein phosphatase (17.3 kDa)
XF2339 DNAJ 1,32 1.C.2 DnaJ protein (40.4 kDa)
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XF0978 HTPG 1,71 |Il.C.2 heat shock protein G (71.8 kDa)
XF2177 1,73 |Ill.C.2 heat shock protein G (71.8 kDa)
DNAK OR
GRPF OR
XF2340 GROP OR SEG [3,20 |Illl.C.2 DnaK protein (68.5 kDa)
XF2330 slpD -3,31 |IIl.C.3 proteinase (57.5 kDa)
XF0220 pepQ -1,59 [IIl.C.3 proline dipeptidase (43.4 kDa)
XF2330 slpD 1,68 |I1.C.3 proteinase (57.5 kDa)
penicillin-binding protein 6 precursor
XF2230 DACC -2,69 |IV.AL (43.2 kDa)
XF2334 DGKA -2,08 |[IV.A.l diacylglycerol kinase (16.7 kDa)
XFO764 SCF56.03 1,47 IV.A1 membrane protein (27.4 kDa)
DADA OR D-amino acid dehydrogenase subunit
XF0851 DADR -1,58 |IV.AL1LA2 (47.5 kDa)
soluble lytic murein transglycosylase
XF1363 SLTORSLTY |-3,60 [IV.A.2 precursor (80.0 kDa)
XF0321 OPRO -1,90 [IV.A2 porin O precursor (45.0 kDa)
outer membrane hemin receptor (74.1
XF0384 phuR -1,89 [IV.A2 kDa)
XF0872 OMPW -1,64 |[IV.A2 outer membrane protein (19.9 kDa)
XF1614 pbp4 -1,91 |IV.B penicillin binding protein (52.9 kDa)
XF0416 VACJ -1,60 |IV.B lipoprotein precursor (38.9 kDa)
UDP-N-acetylpyruvoylglucosamine
XF2572 MURB 154 |IV.B reductase (39.1 kDa)
UDP-N-acetylmuramate-L-alanine ligase
XF0276 MPL 1,54 |IV.B (50.8 kDa)
UDP-N-acetylmuramate-L-alanine ligase
XF0542 1,55 |IV.B (50.8 kDa)
UDP-3-O-[3-hydroxymyristoyl]
glucosamine N-acyltransferase (21.6
XF0486 IpxD 1,43 IvV.C kDa)
XF1637 spsQ 164 |IV.C glycosyl transferase (32.8 kDa)
UDP-3-0-[3-hydroxymyristoyl] N-
acetylglucosamine deacetylase (33.5
XF0803 IpxC -1,72 |IV.C kDa)
fimbrial assembly membrane protein
XF0369 pilM -4,38 |IV.D (42.1 kDa)
XF1632 pilU -2,08 |IV.D twitching motility protein (42.5 kDa)
XF2542 1,35 |IV.D fimbrial protein (15.0 kDa)
XF1192 SCF73.09 -2,03 |IX integral membrane protein (37.6 kDa)
phageVI.A -
related
repressor
protein (15.3 | phage-related repressor protein (15.3
XF0500 RACR -1,56 | kDa) kDa)
XF2730 RHTC -1,72 |V.Al amino acid transporter (23.6 kDa)
XF2730 RHTC -1,45 |V.Al amino acid transporter (23.6 kDa
CYSW OR ABC transporter sulfate permease (34.8
XF1346 SLR1454 -1,95 |V.A2 kDa)
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PSTB OR phosphate ABC transporter ATP-binding
XF2144 PHOT 1,82 |[V.A2 protein (30.1 kDa)
phosphotransferase system enzyme |
XF1402 PHBI -4,87 |V.A3 (65.3 kDa)
ABC transporter sugar-binding protein
XF2448 malE -1,77 |V.A3 (49.1 kDa)
TonB-dependent receptor for iron
XF0599 YBIL -1,72 |[V.AA4 transport (85.4 kDa)
XF1401 mgtE 364 |V.A4 Mg++ transporter (31.0 kDa)
ABC transporter ATP-binding protein
XF1223 YADG -3,95 |V.A7 (34.2 kDa)
ABC transporter ATP-binding protein
XF1409 H11148 -191 |V.A7 (26.3 kDa)
ABC transporter ATP-binding protein
XF2617 UuUP -1,39 |V.A7 (70.4 kDa)
ABC transporter ATP-binding protein
XF1475 YNHD 1,40 |V.A7 (30.8 kDa)
XF1728 f451 1,67 |V.A7 transport protein (46.1 kDa)
ABC transporter ATP-binding protein
XF2133 YHES 1,92 |V.A7 (71.1 kDa)
XF1322 MINC -2,78 |V.B cell division inhibitor (26.2 kDa)
XF2557 ZIPA 254 |V.B cell division protein (27.3 kDa)
XF0800 FTSQ -1,40 |V.B,IV.A1 cell division protein (30.8 kDa)
chemotaxis-related protein kinase
XF1952 chpA 186 |V.C,IV.D (194.0 kDa)
phage-related repressor protein (15.3
XF0500 RACR -5,98 |VILA kDa)
XF0682/XF2292/XF2526 -2,27 |VILA phage-related protein (10.5 kDa)
XF1786 -2,09 |VILA phage-related protein (8.5 kDa)
XF2132 INT -1,86 |VIA phage-related protein (25.5 kDa)
XF2291 -1,85 [VIA phage-related protein (28.0 kDa
phage-related contractile tail tube protein
XF0728 FIIR2 -1,59 |VIA (18.6 kDa
XF2530 INT -1,56 | VLA phage-related integrase (38.4 kDa)
ATPH OR
XF1146 UNCH -1,56 | VLA ATP synthase, delta chain (18.8 kDa)
XF0684 -1,37 | VLA phage-related protein (55.3 kDa)
XF1555 INT 1,37 |VILA phage-related protein (32.1 kDa)
phage-related repressor protein (25.7
XF1658 Cl 1,48 |VIA kDa)
XF2530 INT 152 |VIA phage-related integrase (38.4 kDa)
phage-related baseplate assembly
XF0719 gpVv 152 |VILA protein (20.4 kDa)
XF2479 1,66 |VILA phage-related protein (39.0 kDa)
XF0710/XF2501 NOHA 1,71 | VLA phage-related protein (21.7 kDa)
phage-related DNA polymerase (79.8
XF2525 dpoL -1,68 | VLA IILA.L kDa)
XFa0007 traB or virB4 -6,20 |VI.B conjugal transfer protein (91.5 kDa)
XFa0012 traE or virB8 -2,74 |VI.B conjugal transfer protein (30.6 kDa)
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XF2052 trbF -1,77 |VI.B conjugal transfer protein (26.8 kDa)
XFa0040 trbl -1,60 |VI.B conjugal transfer protein (50.0 kDa)
XF2061 TRAC -1,40 |VI.B DNA primase (154.5 kDa)
XF2053 trbE 1,70 |VILB conjugal transfer protein (91.9 kDa)
XF1775 1S629 -2,04 |VI.C reverse transcriptase (64.7 kDa)
XF0325/XF0535 1,48 |VI.C transposase OrfA (11.9 kDa)
subunit C of alkyl hydroperoxide
XF1530 AHPC -2,06 |VII.C reductase (22.9 kDa)
XF1341 cutC -1,43 |VI.C copper homeostasis protein (27.7 kDa)
KSGA OR dimethyladenosine transferase (32.0
XF2148 RSMA 1,35 |VIIL.C kDa)
XF2232 cpeB 1,52 |VIIL.C catalase/peroxidase (86.9 kDa)
XF1038 St3F7.11 155 |VIIL.C peptide synthase (54.9 kDa)
XF1621 pbp 2,26 |VII.C beta-lactamase-like protein (49.5 kDa)
hemolysin-type calcium binding
XF0668 FRPC -3,48 |VII.C IV.A.2 |protein (128.4 kDa)
cation efflux system protein (111.5
XF2083 CZCA -1,49 |VIL.C, V.A.7 kDa)
TOLC OR
MTCB OR outer membrane export factor (49.5
XF2586 MUKA OR REFI [-1,48 |VII.C,V.A.6 kDa)
XF2366 gumE -1,37 |VILE, lll.D.1 | GumE protein (47.7 kDa)
surface-exposed outer membrane
XF1516 uspAl 159 |VILF, IV.A.2 |protein (98.3 kDa)
periplasmic glucan biosynthesis
XF2682 MDOG -1,51 |VIL.G protein (61.6 kDa)
periplasmic glucan biosynthesis
XF1623 MDOH 155 |[VILG protein (67.9 kDa)
HTRA OR
XF0285 DEGP OR PTD |-1,72 |VIL.G, llIl.C.3 |heat shock protein (50.5 kDa)
virulence-associated protein D (17.6
XFa0052 vapD -1,63 |VIL.H kDa)
regulator of pathogenicity factors
XF1114 RPFC -1,59 |VILH (73.1 kDa)
XF1424 chi -1,47 |VILH chitinase (28.5 kDa)
XPSG OR general secretory pathway protein G
XF1519 PEFG -1,62 |VIL.H V.A.6 precursor (17.5 kDa)
general secretory pathway protein F
XF1518 xpsF -1,47 |VILH V.A.6 |(44.0 kDa)
conserved hypothetical protein (49.6
XF0472 YGDH -2,25 | VIILA kDa)
conserved hypothetical protein (33.3
XF1405 YHBJ -2,15 | VIILA kDa)
conserved hypothetical protein (20.1
XF1295 YFCN -1,56 | VIILA kDa)
conserved hypothetical protein (18.4
XF1012 YFHC -1,55 | VIILA kDa)
conserved hypothetical protein (17.2
XF1901 YBGC -1,54 | VIILA kDa)
XF1442 YLJA -1,48 | VIILA conserved hypothetical protein (12.0
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kDa)

conserved hypothetical protein (17.5

XF0849 YEAA -1,48 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (32.3
XF1469 shf -1,40 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (30.4
XF1649 b2360 -1,34 | VIILA kDa)

BTUB OR BFE conserved hypothetical protein (97.9

XF0339 OR CER 2,02 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (27.6
XF0460 H10366 2,05 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (14.0
XF0115 YFFB 2,32 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (27.1
XFa0032 SCJ21.16 2,37 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (12.0
XF0593 H11008 2,38 | VIILA kDa)
XF1293 HI0672 -5,99 |[VIILA conserved hypotetical protein

conserved hypothetical protein (45.0
XF2575 DR0386 -5,76 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (37.9
XF0387 YJBN -4,97 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (43.9
XF1243 YRAM -3,25 | VIILA kDa)
XF2666 YHGN -2,98 |VIILA conserved hypothetical protein (21.6 kDa

RVv1827 OR conserved hypothetical protein (29.4

XF1272 MTCY1A11l.16C |-2,84 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (12.2
XF2562 YDIC -2,56 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (19.6
XF2010 -2,39 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (23.1
XF0461 YFGA -2,25 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (17.4
XF0758 YJEE -2,07 |[VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (47.2
XF1047 YAEL -2,05 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (25.1
XF1840 zm10orf9 -2,04 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (46.6
XF0167 RP407 -2,01 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (23.1
XF0461 YFGA -1,88 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (19.5
XF0596 DR1793 -1,86 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (98.7
XF2551 At2g47390 -1,77 | VIILA kDa)
XF0233 HI1282 -1,71 | VIILA onserved hypothetical protein (23.8 kDa)

conserved hypothetical protein (16.2
XF0433 IporfX -1,66 | VIILA kDa)
XF1714 YRFI -1,53 | VIILA conserved hypothetical protein (19.7
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kDa)

conserved hypothetical protein (52.4
XF1571/XF1676 H11409 -1,47 | VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (134.7
XF1126 1,34 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (34.1
XF1504 YICC 1,35 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (11.7
XF2669 YDHD 142 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (58.2
XF1384 pgaA 1,43 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (37.4
XF0556 SC1A9.13 145 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (26.4
XFa0050 orfB 152 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (42.5
XF1708 1,55 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (19.8
XF1454 aq_449 156 |VIIA kDa)
XF2573 1,57 |VIILA hypothetical protein (33.8 kDa)

conserved hypothetical protein (19.6
XF2010 1,58 |VIIA kDa)

conserved hypothetical protein (15.9
XF0240 SC1F2.10 1,59 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (87.1
XF0842 SCM11.14c 1,84 |VIILA kDa)

conserved hypothetical protein (24.5
XF1829 RP471 1,90 |VILA kDa)

conserved hypothetical protein (30.2
XF1895 YBGF 193 |VIIA kDa)

conserved hypothetical protein (17.8
XF0497 Rv2514c 2,50 |VIILA kDa)
XF2616 -2,23 | VIII.B hypothetical protein (15.0 kDa)
XF1033 -1,85 |VIII.B hypothetical protein (6.8 kDa)
XF1969 -1,85 |VIII.B hypothetical protein (6.1 kDa)
XF2316 -1,84 | VII.B hypothetical protein (15.6 kDa)
XF0301 -1,83 | VIIIL.B hypothetical protein (10.7 kDa)
XF0981 -1,75 |VIIL.B hypothetical protein (16.8 kDa)
XF0540 -1,74 |VII.B hypothetical protein (13.8 kDa)
XF0559 -1,74 | VIIL.B hypothetical protein (6.7 kDa
XF0021 -1,74 | VIIL.B hypothetical protein (10.8 kDa)
XF0850 -1,73 | VIIL.B hypothetical protein (7.5 kDa)
XF0079 -1,70 |VII.B hypothetical protein (9.1 kDa)
XF0330 -1,61 | VIIL.B hypothetical protein (21.6 kDa)
XF2463 -1,59 |[VIII.B hypothetical protein (23.7 kDa)
XF2454 -1,57 | VIIL.B hypothetical protein (15.6 kDa)
XF0022 -1,57 | VIII.B hypothetical protein (8.2 kDa)
XF1986 -1,56 | VIII.B hypothetical protein (11.0 kDa)
XF2549 -1,54 |VIII.B hypothetical protein (16.2 kDa)
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XF0885 -1,54 | VIII.B hypothetical protein (49.3 kDa)
XF1712 -1,50 [VIII.B hypothetical protein (33.8 kDa)
XF2675 -1,50 [VIII.B hypothetical protein (33.8 kDa)
XF0161 yydD -1,50 [VIII.B hypothetical protein (37.9 kDa)
XF1725 -1,49 |VIII.B hypothetical protein (9.0 kDa)
XF1117 -1,49 |VIII.B hypothetical protein (53.4 kDa)
XF0827 -1,48 |VIII.B hypothetical protein (28.1 kDa)
XF0561 -1,46 |VIII.B hypothetical protein (41.0 kDa)
XF0602 -1,45 |VIII.B hypothetical protein (8.7 kDa)
XF0964 -1,42 | VIII.B hypothetical protein (19.0 kDa)
XF1751 1,47 |VII.B hypothetical protein (17.8 kDa)
XF2098 1,49 |VII.B hypothetical protein (7.3 kDa)
XF2283 1,49 |VII.B hypothetical protein (34.3 kDa)
XF1845 1,50 |VII.B hypothetical protein (18.0 kDa)
XF0885 1,51 |VII.B hypothetical protein (49.3 kDa)
XF1290 151 |VIIB hypothetical protein (6.4 kDa)
XF1060 151 |VII.B hypothetical protein (8.4 kDa)
XF0970 1,54 |VII.B hypothetical protein (8.1 kDa)
XF1584/XF1689 1,61 |VIIB hypothetical protein (15.7 kDa)
XF1218 1,65 |VII.B hypothetical protein (10.5 kDa)
XF0606 2,02 |VII.B hypothetical protein (6.5 kDa)
XF0027 2,03 |VII.B hypothetical protein (7.3 kDa)
XF1036 2,03 |VII.B hypothetical protein (111.1 kDa)
XFQ770 2,18 |VII.B hypothetical protein (14.9 kDa)
XF1779 2,21 | VII.B hypothetical protein (19.9 kDa)
XF2445 2,23 | VII.B hypothetical protein (118.5 kDa)
XF1592 3,13 |VII.B hypothetical protein (12.1 kDa)
XF0137 -5,30 |VIII.B hypothetical protein (17.6 kDa)
XF1515 -5,29 |VIII.B hypothetical protein (7.1 kDa)
XF0386 -5,10 |VIIL.B hypothetical protein (5.2 kDa)
XF0829 -4,09 |VIIL.B hypothetical protein (8.3 kDa)
XF1922 -3,70 |VIIL.B hypothetical protein (4.5 kDa)
XF0272 -3,66 |VIIL.B hypothetical protein (21.1 kDa)
XF2445 -3,57 |VIIL.B hypothetical protein (118.5 kDa)
XFa0035 -3,45 |VII.B hypothetical protein (5.4 kDa)
XF1444 -3,44 | VIIL.B hypothetical protein (7.9 kDa)
XF2191 -3,42 | VIII.B hypothetical protein (5.7 kDa)
XF2111 -3,32 | VIII.B hypothetical protein (10.4 kDa)
XF1104 -3,20 [ VIII.B hypothetical protein (12.7 kDa)
XF0638 -3,04 | VIII.B hypothetical protein (21.3 kDa)
XF2758 -2,94 |VIIL.B hypothetical protein (19.5 kDa)
XF0898 -2,88 | VIII.B hypothetical protein (13.0 kDa)
XF2583 -2,73 | VIII.B hypothetical protein (5.1 kDa)
XF1083 -2,67 |VII.B hypothetical protein (6.6 kDa)
XF0471 -2,48 | VIII.B hypothetical protein (4.7 kDa)
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XF2743 -2,44 |VIII.B hypothetical protein (5.6 kDa)
XF1757 -2,40 | VIII.B hypothetical protein (9.7 kDa)
XF0542 -2,36 | VIII.B hypothetical protein (6.7 kDa)
XF2277 -2,31 | VIII.B hypothetical protein (12.4 kDa)
XF0638 -2,25 | VIII.B hypothetical protein (21.3 kDa)
XF1324 -2,22 | VIII.B hypothetical protein (44.0 kDa)
XFa0017 -2,20 | VIII.B hypothetical protein (85.1 kDa)
XF2758 -2,18 | VIII.B hypothetical protein (19.5 kDa)
XF0410 -2,17 |VIII.B hypothetical protein (6.0 kDa)
XF2039 -2,15 |VIII.B hypothetical protein (32.4 kDa)
XF1135 -2,13 | VIII.B hypothetical protein (5.3 kDa)
XF2667 -2,09 |VIII.B hypothetical protein (8.8 kDa)
XF2065 -2,04 | VIII.B hypothetical protein (10.0 kDa)
XF2035 -2,02 | VIII.B hypothetical protein (10.9 kDa)
XF2001 -1,96 |VIII.B hypothetical protein (15.3 kDa)
XF2120 -1,94 |VIII.B hypothetical protein (41.7 kDa)
XF0394 -1,91 |VIIL.B hypothetical protein (7.8 kDa)
XF0469 -1,89 |VII.B hypothetical protein (9.8 kDa)
XF1661 -1,84 | VIIL.B hypothetical protein (9.3 kDa
XF1758 -1,83 | VIIL.B hypothetical protein (15.2 kDa)
XF1194 -1,82 |VIIL.B hypothetical protein (8.0 kDa)
XF0897 -1,80 |VIIL.B hypothetical protein (29.5 kDa)
XF1874 -1,76 | VIII.B hypothetical protein (11.6 kDa)
XF2138 -1,73 | VIII.B hypothetical protein (6.1 kDa)
XF0992 -1,71 | VII.B hypothetical protein (35.6 kDa)
XF2359 -1,67 |VII.B hypothetical protein (26.1 kDa)
XF0850 -1,64 |VIII.B hypothetical protein (7.5 kDa)
XF0860 -1,64 |VIII.B hypothetical protein (27.2 kDa)
XF2271 -1,64 |VII.B hypothetical protein (15.2 kDa
XF0588 -1,62 |VIIL.B hypothetical protein (42.0 kDa)
XF1820 -1,60 |VIIL.B hypothetical protein (9.1 kDa)
XF1880 -1,59 |VIIL.B hypothetical protein (11.2 kDa)
XF0545 -1,59 |VIIL.B hypothetical protein (6.6 kDa)
XF1075 -1,59 |VIIL.B hypothetical protein (14.3 kDa)
XF2067 -1,55 | VIII.B hypothetical protein (10.1 kDa)
XF1330 -1,52 | VIII.B hypothetical protein (132.0 kDa)
XF0516 -1,51 | VIIL.B hypothetical protein (11.6 kDa)
XF1989 -1,51 |VIIL.B hypothetical protein (45.8 kDa)
XF2064 -1,48 |VIII.B hypothetical protein (7.9 kDa)
XF0351 -1,48 |VIII.B hypothetical protein (8.7 kDa)
XF0836 -1,47 |VII.B hypothetical protein (9.8 kDa)
XFa0031 -1,44 |VIII.B hypothetical protein (38.0 kDa)
XF2169 -1,43 | VIII.B hypothetical protein (77.6 kDa)
XF1239 -1,40 |VII.B hypothetical protein (15.6 kDa)
XF0473 -1,40 |VIIL.B hypothetical protein (18.2 kDa)
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XF2004 -1,39 |VIIIL.B hypothetical protein (23.5 kDa)
XF2377 -1,36 | VIII.B hypothetical protein (6.6 kDa)

XF0283 1,37 |VII.B hypothetical protein (15.9 kDa)
XF2662 1,38 |VII.B hypothetical protein (13.7 kDa)
XF2182 1,38 | VII.B hypothetical protein (6.5 kDa)

XF0643 1,39 |VII.B hypothetical protein (6.9 kDa)

XF0519 1,41 |VII.B hypothetical protein (15.9 kDa)
XF1696 1,42 |VII.B hypothetical protein (11.5 kDa)
XF2406 1,44 |VII.B hypothetical protein (23.3 kDa)
XF1701 1,47 |VII.B hypothetical protein (13.5 kDa)
XF2189 1,50 |VII.B hypothetical protein (11.8 kDa)
XF1579/XF1684 1,54 |VII.B hypothetical protein (13.5 kDa)
XF1588 156 |VII.B hypothetical protein (12.4 kDa)
XF1712 1,56 |VII.B hypothetical protein (33.8 kDa)
XFa0053 1,59 |VII.B hypothetical protein (21.6 kDa)
XF2711 1,59 |VII.B hypothetical protein (11.3 kDa)
XF1277 1,67 |VIIB hypothetical protein (7.2 kDa)

XF1386 1,69 |VII.B hypothetical protein (5.3 kDa)

XF1394 1,71 |VII.B hypothetical protein (5.3 kDa)

XF1095 1,73 |VII.B hypothetical protein (5.9 kDa)

XF0646 1,74 |VII.B hypothetical protein (15.9 kDa)
XF2382 1,80 |VII.B hypothetical protein (8.3 kDa)

XF1704 1,83 |VII.B hypothetical protein (42.5 kDa)
XF0293 1,89 |VII.B hypothetical protein (6.2 kDa)

XF2441 1,90 |VII.B hypothetical protein (12.0 kDa)
XF0477 1,96 |VII.B hypothetical protein (6.3 kDa)

XF0201 201 |VII.B hypothetical protein (22.7 kDa)
XF1109 201 |VII.B hypothetical protein (32.2 kDa)
XFa0030 2,07 |VII.B hypothetical protein (13.1 kDa)
XF1772 2,08 |VII.B hypothetical protein (15.0 kDa)
XF1941 2,13 |VII.B hypothetical protein (18.4 kDa)
XF1794 2,14 |VII.B hypothetical protein (22.6 kDa)
XF1508 2,25 |VII.B hypothetical protein (92.6 kDa)
XF1478 2,43 |VII.B hypothetical protein (15.6 kDa)
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Descricdo das categorias de genes de X. fastidiosa (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/)
apresentadas na Tabela 1. No primeiro parentese pode-se observar o nimero total de genes da
categoria ou subcategoria identificada no genoma da X. fastidiosa. No segundo e terceiro
paréntese, indica-se o numero de genes diferencialmente expressos na variedade Pera e na
Navelina, respectivamente. Encontram-se marcadas em violeta aquelas que possuem um maior
namero de genes de expressao diferencial na Pera e em azul na Navelina.

l. Intermediary metabolism (251) (25) (16)
A. Degradation (33) (6) (1)
1. Degradation of polysaccharides (0)
2. Degradation of small molecules (33)
B. Central intermediary metabolism (58) (4) (3)
1. Amino sugars (4)
2 Entner-Douderoff (2)
3.  Gluconeogenesis (7)
4. Glyoxylate bypass (0)
5. Miscellaneous glucose metabolism (0)
6
7
8
9

Non-oxidative branch, pentose pathway (3)
Nucleotide hydrolysis (0)
Nucleotide interconversions (2)

. Phosphorus compounds (4)
10. Pool, multipurpose conversions (18)
11. Sugar-nucleotide biosynthesis, conversions (12)
12.  Sulfur metabolism (6)
C. Energy metabolism, carbon (92) (5) (6)
Aerobic respiration (17)
Anaerobic respiration and fermentation (6)
Electron transport (29)
Glycolysis (9)
Oxidative branch, pentose pathway (2)
Pyruvate dehydrogenase (4)
TCA cycle (19)
ATP-proton motive force interconversion (8)
D. Requlatorv functions (77) (10) (6)
Il. Biosynthesis of small molecules (226) (22) (11)
A.  Amino acids biosynthesis (83) (9) (5)
1. Glutamate family,nitrogen assimilation (16)
2. Aspartate family, pyruvate family (30)
3.  Glycine-serine family|sulfur metabolism (6)
4.  Aromatic amino acid family (23)
5. Histidine (8)
B. Nucleotides biosynthesis (41) (2) (1)
1 Purine ribonucleotides (19)
2 Pyrimidine ribonucleotides (8)
3.  2'-Deoxyribonucleotides (6)
4. Salvage of nucleosides and nucleotides (8)

ONoOGORAWNE



http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.A
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.A.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.6
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.8
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.9
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.10
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.11
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.B.12
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C.4
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C.5
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C.6
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C.7
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.C.8
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?I.D
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.A
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.A.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.A.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.A.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.A.4
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.A.5
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.B
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.B.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.B.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.B.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.B.4
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C. Sugars and sugar nucleotides biosynthesis (2)

D. Cofactors, prosthetic groups, carriers biosynthesis (79) (9) (4)

17.

Biotin (8)
Folic acid (8)
Lipoate (2)
Molybdopterin (2)
Pantothenate (3)
Pyridoxine (3)
Pyridine nucleotides (5)
Thiamin (8)
Riboflavin (7)
Thioredoxin, glutaredoxin, glutathione (8)
Menaquinone, ubiguinone (8)
Heme, porphyrin (12)
Biotin carboxyl carrier protein (BCCP) (0)
Cobalamin (1)
Enterochelin (0)
Biopterin (3)
Others (1)

E. FEatty acid and phosphatidic acid biosynthesis (22) (2) (0)

F. Polyamines biosynthesis (3) (0) (1)

lll.  Macromolecule metabolism (392) (27) (23)

A. DNA metabolism (111) (18) (7)

1.
2.

3

4

5.
N

Replication (31) (1) (2)

Structural DNA binding proteins (10) (2) (0)
Recombination (18) (1) (0)

Repair (37) (9) (4)

Restriction, modification (23) (5) (1)

B. RNA metabolism (183) (5) (10)

1
2.
3.
4

5.

6.

Ribosomal and stable RNAs (56)

Ribosomal proteins (54) (2) (3)

Ribosomes - maturation and modification (13)

Aminoacyl tRNA synthetases, tRNA modification (35) (2)
(4)

RNA synthesis, modification, DNA transcription (16) (1) (1)
RNA degradation (8) (0) (1)

C. Protein metabolism (85) (5) (5)

1.
2.
3.

Translation and modification (40) (2) (1)

Chaperones (11) (0) (4)
Protein degradation (34) (2) (0)

D. Other macromolecules metabolism (17)

1.
2.

Polysaccharides (15)
Phospholipids (2)

IV. Cell structure (145) (13) (7)

A. Membrane components (55) (7) (1)



http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.C
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.4
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.5
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.6
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.7
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.8
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.9
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.10
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.11
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.12
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.14
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.16
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.D.17
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.E
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?II.F
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.A
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.A.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.A.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.A.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.A.4
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.A.5
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.B
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.B.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.B.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.B.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.B.4
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.B.5
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.B.6
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.C
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.C.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.C.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.C.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.D
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.D.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?III.D.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?IV
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?IV.A
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1. Inner membrane (25)
2. Outer membrane constituents (23)
B. Murein sacculus, peptidoglycan (26) (3) (2)
C. Surface polysaccharides, lipopolysaccharides, and antigens (30)
(2) (1)

D. Surface structures (34) (2) (1)
V. Cellular processes (167) (11) (7)

A. Trans;:_)or (141) (9) ()
Amino acids, amines (7)
Anions (11)
Carbohydrates, organic acids, alcohols (17)
Cations (24)
Nucleosides, purines, pyrimidines (0)
Protein, peptide secretion (29)
Other (53)

B. CeII division (25) (2) (1)

C. Chemotaxis and mobility (3) (0) (1)

D. Osmotic adaptation (0)

E. Caell killing (0)
VI.  Mobile genetic elements (144) (17) (8)

A.

B.

C.

P

NogahkwhpE

Phage-related functions and prophages (83) (10) (6)
Plasmid-related functions (52) (5) (1)
Transposon- and intron-related functions (9) (1) (1)
athogenicity, virulence, and adaptation (147) (17) (6)
A. Avirulence (0)
B Hypersensitive response and pathogenicity (1)
C. Toxin production and detoxification (70) (5) (4)
D. Host cell wall degradation (6)
E. Exopolysaccharides (9) (0) (1)
F
G
H
H

VII.

Surface proteins (7) (0) (1)
Adaptation, atypical conditions (28) (2) (1)
Other (29) (5) (0)
ypothetical (1534) (117) (73)

A. Conserved hypothetical proteins (318) (29) (20)

B. Hypothetical proteins (includes no hits/only low score hits)
(1216) (88) (53)

IX.  ORFs with undefined category (24)

VIII.



http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?IV.A.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?IV.A.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?IV.B
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?IV.C
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?IV.D
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.A
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.A.1
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.A.2
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.A.3
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.A.4
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.A.6
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.A.7
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.B
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?V.C
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VI
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VI.A
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VI.B
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VI.C
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VII
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VII.B
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VII.C
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VII.D
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VII.E
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VII.F
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VII.G
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VII.H
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VIII
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VIII.A
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?VIII.B
http://www.lbi.ic.unicamp.br/cgi-bin/xylella_cvc-strain/services/categ_viewer.pl?IX
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Anotac8es no Banco de dados do Genoma da X. fastidiosa dos genes diferencialmente expressos
mais discutidos (http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/)

Pil M: Strongest similarity (e-110) to (gi|895925) (L28837) membrane protein [Pseudomonas
syringae]

PilU: Strongest similarity (7e-132) to P. aeruginosa twitching motility protein. Also similar (e-131) to
Pseudomonas aeruginosa pilU protein (gi|2120641), which is required for twitching motility (but not
phage sensitivity). This is a type 4 fimbriae (or pilli)

ChpA: Strong similarity to several spp. chemotaxis-related protein kinase. Strongest similarity (e-
164) to Pseudomonas aeruginosa ChpA, which is described as a chemotactic transduction gene
(9i|13241969). Only the P.aeruginosa has a compatible size, but the similarity is restricted to the N-
half of the molecules (X.fastidiosa and P.aeruginosa). Interestingly, the C-terminal portion of the
Xylella orf is similar (4e-33) to Pseudomonas aeruginosa PilL protein (gi|3241968), also a
chemotactic transduction gene.

vapD: Similar to several spp. of cys regulon transcriptional activator (cysB). Strong similarity (3e-
55) to Pseudomonas aeruginosa (gi|2072311) cysB and to Haemophilus influenzae (sp|P45105)
CYS REGULON TRANSCRIPTIONAL ACTIVATOR (3e-55). The comments to Haemophilus
influenzae are: "[FUNCTION] THIS PROTEIN IS A POSITIVE REGULATOR OF GENE
EXPRESSION FOR THE CYSTEINE REGULON. THE INDUCER FOR CYSB IS N-
ACETYLSERINE (BY SIMILARITY). [SUBUNIT] HOMOTETRAMER (BY SIMILARITY).
[SUBCELLULAR LOCATION] CYTOPLASMIC (BY SIMILARITY). [SIMILARITY] BELONGS TO
THE LYSR FAMILY OF TRANSCRIPTIONAL REGULATORS."

RPFC: Strongest similarity (0.0) to (sp|P49246|RPFC_XANCP) SENSORY/REGULATORY
PROTEIN RPFC of Xanthomonas campestris and to (emb|CAA66459| (X97865) rpfC of
Xanthomonas oryzae. This gene is one of a cluster of genes in Xanthomonas campestris involved
in the regulation of exopolysaccharide and extracellular enzyme synthesis. Shows similarity to
domains of sensor and regulator proteins of two-component regulatory systems (MEDLINE
91246116). Mutations in the X. oryzae protein result in reduction of exopolysaccharide synthesis
only (MEDLINE PMID: 8810082, Ul: 96405957)

ALGR: Similar to many spp. alginate biosynthesis regulatory protein. Most similar (1e-45) to
Pseudomonas syringae alginate biosynthesis regulatory protein AlgR1 (gi|4884829). In Azotobacter
vinelandii this protein is essential for cyst formation (medline= 99084950). The Pseudomonas
aeruginosa (sp|P26275, 3e-45) comments are:'[FUNCTION] POSITIVE REGULATOR OF THE
ALGD GENE, WHICH CODES FOR A GDP-MANNOSE DEHYDROGENASE, A KEY STEP
ENZYME IN THE ALGINATE BIOSYNTHESIS PATHWAY.[SIMILARITY] THE N-TERMINAL
REGION IS SIMILAR TO THAT OF OTHER REGULATORY COMPONENTS OF SENSORY
TRANSDUCTION SYSTEMS.'

ALGZ: Similar to several sensor proteins from bacterial two-component regulatory systems . Most
similar (2e-29) to Pseudomonas aeruginosa AlgZ (gi|1542971) which is involved in the (negative)
control of alginate production

ColS: All the BLASTp hits are partial matches. Strongest similarity (5e-40) to
(gi|1729784|emb|CAA70932| (Y09798)) Pseudomonas fluorescens ColS which is described as a
sensor kinase of an OmpR-PhoB subclass two-component system (MEDLINE 98086878). There
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are BLAST hits to several two-component regulatory system sensor proteins. The COGnitor
analysis included the translational product of this ORF in COGO0642 (13) - Sensory transduction
histidine kinases. The Pfam analysis determined a Histidine kinase motif (6.9e-33) from aa 256 to
454 and a Domain found in bacterial signal proteins (0.45) from aa 171 to 242 of the translational
product of this ORF

ColR: Strongest similarity (2e-72) to Pseudomonas fluorescens ColR (gi|1729783|emb|CAA70931|
(Y09798)), which is described as a response regulator of an OmpR-PhoB two-component system
(MEDLINE 98086878). The ColS/ColR two-component system plays an important role in the root-
colonizing ability of Pseudomonas fluorescens (MEDLINE 98086878). There are BLASTp hits to
several two-component regulatory system response regulators. The COGnitor analysis included the
translational product of this ORF in COG0745 (8) - Response regulators consisting of a CheY-like
receiver domain and a HTH DNA-binding domain. The Pfam analysis determined a Response
regulator receiver domain (2.1e-35) from aa 5 to 117 and a Transcriptional regulatory protein, C
terminal motif (7.3e-12) from aa 151 to 221 of the translational product of this ORF

SSPB: Strongest similarity (8e-27) to Escherichia coli stringent starvation protein B
(sp|P25663|SSPB_ECOLI). The comments for the E.coli protein are: [FUNCTION] SEEMS TO ACT
IN CONCERT WITH SSPA IN THE REGULATION OF SEVERAL PROTEINS DURING
EXPONENTIAL AND STATIONARY-PHASE GROWTH.THE EXACT FUNCTION OF SSPB IS NOT
YET KNOWN.[INDUCTION] BY AMINO ACID STARVATION

DNAK: Strongest similarity (0.0) to (gi|3688231) Coxiella burneti heat shock protein (Hsp70), dnaK
gene. Also similar to DnaK protein from several other organisms

DNAJ: Strongest similarity (e-110) to (sp|Q60004|) DNAJ PROTEIN from Salmonella
typhimurium.[FUNCTION] INTERACTS WITH DNAK, TO DISASSEMBLE A PROTEIN COMPLEX
AT THE PHAGE LAMBDA ORIGIN OF REPLICATION. STIMULATES, JOINTLY WITH GRPE, THE
ATPASE ACTIVITY OF DNAK. [SUBUNIT] HOMODIMER (BY SIMILARITY).[INDUCTION] BY
HEAT SHOCK UNDER THE CONTROL OF THE HTPR REGULATORY PROTEIN (BY
SIMILARITY). [SIMILARITY] TO OTHER PROKARYOTIC DNAJ, AND TO EUKARYOTIC DNAJ-
LIKE PROTEINS

HTPG: Strongest similarity (0.0) to Escherichia coli HTPG high temperature protein G (sp|P10413).
Also similar (0.0) to Actinobacillus actinomycetemcomitans HTPG high temperature protein G
(sp|P54649).The E. coli comments are:[FUNCTION] MOLECULAR CHAPERONE. HAS ATPASE
ACTIVITY.[SIMILARITY] BELONGS TO THE HEAT SHOCK PROTEIN 90 FAMILY.'

YBIL: Strongest (0.0) similarity to E.coli tonB-dependent receptor (sp|P75780).
>gi|3915413|sp|P75780|YBIL_ECOLI PROBABLE TONB-DEPENDENT RECEPTOR YBIL
PRECURSOR >gi|1787024 (AE000182) putative outer membrane receptor for iron transport
[Escherichia coli]. TC# 9.14

TolC: Strong similarity (3e-57) to (sp|P02930|) E.coli outer membrane protein TOLC precursor
(TOLC_ECOLI). The E.coli comments are: '[FUNCTION] REQUIRED FOR PROPER
EXPRESSION OF OUTER MEMBRANE PROTEIN GENES SUCH AS OMPF, NMPC, PROTEIN 2,
HEMOLYSIN, COLICIN V, OR COLICIN E1. MAY BE SPECIALIZED FOR SIGNAL SEQUENCE
INDEPENDENT, EXTRACELLULAR SECRETION IN GRAM-NEGATIVE BACTERIA.
[SUBCELLULAR LOCATION] OUTER MEMBRANE. [SIMILARITY] BELONGS TO THE PRTF
FAMILY OF SECRETION PROTEINS.' TC# 9.17.1.1 The Outer Membrane Factor (OMF) Family
Proteins of the OMF family function in conjunction with a primary cytoplasmic membrane transporter
of the MFS (TC #2.A.1), the ABC superfamily (TC #3.A.1) or the RND family (TC #2.A.6) as well as
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a membrane fusion protein (MFP; TC #98.1). The complex thus formed allows transport (export) of
various solutes (heavy metal cations; drugs, oligosaccharides, proteins, etc.) across the two
envelopes of the Gram-negative bacterial cell envelope in a single energy-coupled step

SCJ21.16: Strongest similarity (6e-37) to (gi|5708249) Streptomyces coelicolor A3 hypothetical
protein SCJ21.22. Also similar (8e-07) to (gi|3242722) Arabidopsis thaliana putative acetone-
cyanohydrin lyase. The (sp|P52704) comments are:[FUNCTION] INVOLVED IN CYANOGENESIS,
THE RELEASE OF HCN FROM INJURED TISSUES. DECOMPOSES A VARIETIES OF (R) OR
(S) CYNOHYDRINS INTO HCN AND THE CORRESPONDING ALDEHYDES AND KETONES.
THE NATURAL SUBSTRATE OF THIS ENZYME IS (S)-ACETONE CYANOHYDRIN.[CATALYTIC
ACTIVITY] (S)-2-HYDROXYISOBUTYRONITRILE = CYANIDE + ACETONE.[SUBUNIT]
HOMODIMER.[SIMILARITY] DISTANT RELATIONSHIP WITH TYPE-B
CARBOXYLESTERASE/LIPASE FAMILY

MDOH: Strongest similarity (e-107) to E.coli mdoH protein (sp|P33137), which is a osmoregulated
periplasmic  glucan biosynthesis protein (medline=95020533). The E.coli comments
are:'[FUNCTION] INVOLVED IN THE BIOSYNTHESIS OF PERIPLASMIC MEMBRANE-DERIVED
OLIGOSACCHARIDES (MDO). NECESSARY FOR NORMAL GLUCOSYL TRANSFERASE
ACTIVITY. IT COULD BE A GLUCOSYL TRANSFERASE OR SIMPLY A SUBUNIT OF THIS
ENZYME.[SUBCELLULAR LOCATION] INTEGRAL MEMBRANE PROTEIN. INNER
MEMBRANE.[SIMILARITY] STRONG, WITH P.SYRINGAE HRPM.'Also similar (e-107) to
Pseudomonas syringae hrpM protein (sp|P20401) which is a transmembrane protein related to
pathogenicity and whose comments are:'[FUNCTION] PATHOGENICITY FACTOR. REQUIRED
FOR BOTH THE EXPRESSION OF DISEASE SYMPTOMS ON HOST PLANTS AND THE
DEVELOPMENT OF THE HYPERSENSITIVE REACTION ON NON-HOST PLANTS.[SIMILARITY]
STRONG, WITH E.COLI MDOH

MDOG: Strongest similarity (2e-87) to (sp|P33136) E. coli PERIPLASMIC GLUCANS
BIOSYNTHESIS PROTEIN MDOG PRECURSOR.JFUNCTION] INVOLVED IN THE
BIOSYNTHESIS OF PERIPLASMIC MEMBRANE-DERIVED OLIGOSACCHARIDES
(MDO).[SUBCELLULAR LOCATION] PERIPLASMIC. [SIMILARITY] TO P.SYRINGAE
HYPOTHETICAL 40 KD PROTEIN IN HRP LOCUS
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