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DISRUPCAO DE GENES CODIFICADORES DE FIMBRIAS EM Xylella fastidiosa.
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As fimbrias sdo filamentos encontrados na regido polar das células de bactérias
patogénicas que colonizam os tecidos epiteliais de diversos tipos de hospedeiros e estao
associadas ao fendmeno de mobilidade, sendo provavelmente estas as suas funcgdes
primarias. Sabe-se que a bacteria Xylella fastidiosa, agente causal da clorose variegada
dos citros se mobiliza e suspeita-se que as fimbrias estejam intermediando tal
movimentacdo de células bacterianas em diferentes tipos de superficie incluindo-se neste
conjunto a parede interna dos vasos xileméticos das plantas de citrus, constituindo assim
em um importante fator de viruléncia in vivo. A anotacdo do genoma de X. fastidiosa
revelou associacdes com outros tipos de genes da fimbria, sendo que dois deles sdao
conhecidos pela denominacdo pil S e pil R, estando ambos envolvidos no sistema de
transducdo de sinais. Analises da regido promotora de subunidades do gene pil A
codificador do primérdio de fimbria em Pseudomonas aeruginosa sugerem que a
transcri¢do do gene pil A seja controladora por um fator 654 (rpoN), de forma andloga a
outros promotores, sendo portanto provavelmente controlado pelos dois componentes do
sistema sensor-regulador descrito (pil R e pil S). O objetivo desse trabalho ¢ estudar os
genes pil R, pil S e pil A envolvidos na biogénese da fimbria, avaliando suas
participacdes no processo de ligacao de células da bactéria considerada ao xilema das
plantas afetadas. De maneira orientada foi realizada a insercdo de um segmento
correspondendo a um cassete de canamicina, retirado do plasmidio pUC4K
(AMERSHAN PHARMACIA BIOTECK), por meio da digestdo com diferentes enzimas
de restricdo. Posteriormente foi feita a clonagem dos genes rompidos no plasmidio
pAMP1 (GIBCO/BRL). As montagens obtidas foram transformadas em células de E.coli
DHI10B por eletroporacdo. Apds crescimento em meio seletivo contendo ampicilina e
canamicina, foram selecionados 94 clones por gene e realizada a extracdo do DNA e
analise da migracdo das bandas verificando-se a compatibilidade em relacdo ao tamanho
dos fragmentos obtidos com as inser¢des realizadas. A confirmacdo da presenca de
clones contendo os genes rompidos pelo cassete de canamicina foi obtida por PCR a
partir da utilizagdo dos iniciadores M13/pUC18 “forward” e “reverse” que permitiu a
amplificacdo de fragmentos de 2.900, 3.300 e 2.400 pares de bases correspondentes ao
tamanho dos fragmentos dos genes pil R, S e A rompidos pelo cassete de canamicina.
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