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RESUMO

Souza, Ana Paula Silva de. Caracterizacdo bioquimica e funcional da proteina
XadA3 de Xylella fastidiosa. 2018. 133 péaginas. Tese de Doutorado - Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica). Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

A adesdo € um mecanismo de viruléncia amplamente conservado entre bactérias
Gram-negativas e € utilizado por diversos patdgenos para colonizar seus
hospedeiros, sendo o primeiro passo do processo de desenvolvimento do biolfilme.
Uma variedade de apéndices celulares e proteinas esta envolvida na adesao
bacteriana, tais como pili, fimbrias, adesinas fimbriais e afimbriais. O fitopatégeno
Xylella fastidiosa, agente causal de importantes doencas como a doenca de Pierce
de videiras, a clorose variegada dos citros e a sindrome do rapido declinio de
oliveiras, possui em sua superficie varias dessas estruturas que sdo potencialmente
responsaveis pela colonizacdo eficiente de insetos-vetores e plantas hospedeiras.
Entre as adesinas afimbriais codificadas no genoma dessa bactéria, trés XadA
(XadAl, Hsf/XadA2 e XadA3) séao classificadas como autotransportadores
triméricos. Dados da literatura sugerem que XadAl e XadA2 sdo importantes para a
formacdo do biofilme, porém a funcdo de XadA3 ainda ndo havia sido investigada.
Nesse trabalho, tivemos como objetivo caracterizar bioquimica e funcionalmente a
proteina XadA3 e obter informacdes adicionais sobre o papel desempenhado por
XadAl e XadA2 na adesdao e viruléncia de X. fastidiosa. Utilizando imunodetecc¢éo
com um anticorpo policlonal anti-XadA3 por nés obtido, demonstramos que essa
proteina localiza-se na superficie bacteriana e medeia a adeséo intercelular. A
caracterizacdo dos fenotipos de mutantes de delecdo de cada um dos genes das
adesinas XadA revelou que o mutante AxadA3 tem reduzida capacidade de
agregacédo celular e formacdo de biofilme quando comparado tanto aos mutantes
AxadAl e AxadA2 como a cepa selvagem Temecula. A delecdo dos genes xadA
afeta marginalmente o perfil de expressdo génica global avaliado através de RNA-
seq das cepas mutantes comparativamente a cepa selvagem, porém destaca-se,
nas cepas mutantes, o aumento nos niveis dos transcritos de lipases/esterases. Ja
foi descrito que essas enzimas parecem atuar na degradacdo do tecido vegetal
associada aos sintomas da doenca de Pierce de videiras. A delecdo de xadA3
resulta em um fendtipo de hiperviruléncia em videiras, mas também de deficiéncia
de transmissao pelo inseto-vetor. O conjunto dos resultados obtidos nesse trabalho
evidenciam o importante papel desempenhado pelas adesinas XadAs,
particularmente XadA3, na adesao intercelular, no desenvolvimento do biofilme e na
viruléncia de X. fastidiosa.

Palavras-chave: XadAs, autotransportadores trimeéricos, adesinas, fitopatdégeno,
Xylella fastidiosa, biofilme, viruléncia.



ABSTRACT

Souza, Ana Paula Silva de. Biochemistry and functional characterization of Xylella
fastidiosa XadA3 adhesin. 2018. 133 pages. PhD Thesis - Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

Adhesion is a widely conserved mechanism of virulence among Gram-negative
bacteria that is used by several pathogens to colonize their hosts, being the first step
in biolfilm development. A variety of appendages and proteins are involved in
bacterial adhesion, such as pili, fimbriae, fimbrial and afimbrials adhesins. The
phytopathogen Xylella fastidiosa, causal agent of important diseases such as
Pierce's disease of grapevines, citrus variegated chlorosis and olive quick decline
syndrome, harbours on its surface several of these structures that are potentially
responsible for efficient colonization of insect vectors and plant hosts. Among the
afimbrial adhesins encoded in the genome of this bacterium, three XadAs (XadAl,
Hsf/XadA2 and XadA3) are classified as trimeric autotransporters. Data from the
literature suggest that XadAl and XadA2 are important for biofilm formation, but
XadA3 function has not been yet investigated. In this work, we aimed to
biochemically and functionally characterize the XadA3 protein and gather additional
information about the role played by XadAl and XadA2 in X. fastidiosa adhesion and
virulence. Using immunodetection with a polyclonal anti-XadA3 antibody, we have
demonstrated that this protein localizes to the bacterial surface and mediates
intercellular adhesion. Phenotypic characterization of the deletion mutants of XadA
adhesins encoded genes revealed that the AxadA3 mutant has reduced cell
aggregation capacity and biofilm formation when compared to both AxadA7 and
AxadA2 mutants as well as to Temecula wild type strain. Deletion of the xadA genes
marginally affects the global gene expression profile assessed by RNA-seq of the
mutant strains compared to the wild-type strain, eventhough an increase in
lipase/esterase transcripts levels was observed in the mutant strains. It has been
reported that these enzymes appear to participate in the degradation of plant tissue
that is associated with symptoms of Pierce's disease of grapevines. The deletion of
xadA3 results in a phenotype of hypervirulence in grapevines but also of deficiency in
insect-vector transmission. The results obtained in this work evidenced the important
role played by XadAs adhesins, particularly XadA3, in X. fastidiosa intercellular
adhesion, biofilm development and virulence.

Keywords: XadAs, trimeric autotransporters, adhesins, Xylella fastidiosa,
phytopathogen, biofilm, virulence
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1 INTRODUCAO
1.1 Adesao bacteriana

Bactérias possuem diversas moléculas adesivas em suas superficies, que
possibilitam sua adesdo em superficies bibdticas ou abibticas, uma caracteristica
crucial para ocorrer interagdo com outros organismos e para sobreviverem em
ambientes complexos (Berne et al., 2015).

A adesdo é um mecanismo de viruléncia amplamente conservado entre
bactérias Gram-negativas sendo utilizada por diversos agentes patogénicos para
colonizar seus hospedeiros, sendo o primeiro passo do processo de colonizagéo e
desenvolvimento do biolfilme. Nesse processo ocorre a producdo de
expolissacarideos, proteinas, lipideos e DNA extracelular, que formam a matriz do
biofiilme e envolve os microrganismos. A composicdo do biofilme depende das
espécies bacterianas envolvidas na sua formacdo. O desenvolvimento do biofilme
pode ser dividido em cinco estagios: (i) adeséo reversivel (ii) adeséo irreversivel (iii)
inicio da maturacédo (iv) biofilme maduro e (v) dispersdo. Uma selecdo de genes é
expressa em cada fase do biofilme (Caserta et al., 2010; Kumar et al., 2017).

O biofilme proporciona para as células diversas vantagens, como distribuicao
de nutrientes, protecdo do nicho ecolégico, defesa contra forcas de cisalhamento e
de estresses hidrodinamicos, protecdo contra fagocitose e tolerancia a agentes anti-
microbianos (Jefferson, 2004; Kumar et al., 2017). As bactérias coordenam o
desenvolvimento do biofilme através do sistema quorum sensing que utiliza diversas
moléculas, incluindo o segundo mensageiro c-di-GMP (monofosfato ciclico de di-
guanosina), para controlar e manter a densidade 6tima celular requerida para a
viruléncia (Kumar et al., 2017).

Adesinas desempenham papéis fundamentais durante os ciclos de vida de
bactérias patogénicas e comensais, uma vez que a adesao € crucial para interacbes
com hospedeiros e outras organismos, proliferacéo e persisténcia no meio ambiente.
Por exemplo, sem adesao as superficies, fitobactérias (patogénicas ou ndo) seriam
facilmente removidas dos tecidos vegetais e estruturas abioticas, como os tubos de
irrigacao. Além disso, a adeséo a outras células é de fundamental importancia para
eficiente colonizagédo do hospedeiro (Boch, 2001; Zaini et al., 2016). As estruturas
fimbriais também participam de outros processos importantes, além da adeséao

propriamente dita, incluindo a transferéncia de DNA e a motilidade celular. Postula-
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se que a caracterizacdo dos papéis desempenhados por proteinas e estruturas
celulares envolvidas nos processos de adeséao, particularmente nas interagdes entre
bactérias e plantas hospedeiras, pode levar ao desenvolvimento de novas
estratégias para controlar doencas de plantas (Tuson & Weibel, 2013; Zaini et al.,
2016).

1.2 Sistemas de Secrecéao

Em bactérias, a secrecdo de proteinas desempenha um papel essencial na
aquisicdo de nutrientes, sobrevivéncia e adaptacdo a diferentes ambientes,
comunicagdo inter e intraspécie, e viruléncia. Em bactérias Gram-negativas,
proteinas destinadas a secrecdo devem atravessar suas duas membranas: a
membrana citoplasméatica ou membrana (IM) e a membrana externa (OM). Para
contornar a dificuldade de transportar uma variedade diversa de proteinas do
citoplasma para o espaco extracelular, as bactérias evoluiram uma impressionante
variedade de caminhos de secrecédo especializados. Essas vias utilizam diversas
maquinas de transporte que variam muito em sua complexidade e mecanismo de
transporte. (Dautin & Bernstein, 2007). Atualmente, sdo considerados dez tipos de
sistemas de secrecéo.

O T1SS (sistema de secrecdo do tipo 1) assemelha-se aos transportadores
do tipo ABC (ATP binding cassette), que exportam pequenas moléculas, antibioticos
e toxinas para fora da célula (Green & Mecsas, 2016). A estrutura essencial &
composta por uma proteina ABC na membrana interna, uma proteina de fusdo de
membrana que atravessa a membrana interna e faz a ponte com a proteina de
membrana externa. Os substratos do T1SS podem ser proteases, lipases, adesinas
e toxinas do tipo RTX, entre outros, e geralmente contém uma sequéncia C-terminal
sinal que nao é clivada (Green & Mecsas, 2016).

O T2SS é um sistema muito conservado em bactérias Gram-negativas e
importante para os patégenos bacterianos, pois possuem a capacidade de secretar
uma gama de substratos para fora da célula bacteriana, contribuindo assim para a
viruléncia. As proteinas sdo secretadas para o periplasma via sistemas Sec ou Tat,
enoveladas no periplasma e entdo exportadas pelo T2SS (Chagnot et al., 2013;
Kumar et al., 2017).

Desde sua descoberta, o T3SS tem sido identificado em diversos patégenos

de mamiferos e de plantas, onde € essencial para a viruléncia e na determinagéo de



18

especificidade do hospedeiro vegetal. Este sistema também & denominado como
injectisome, devido sua estrutura ser semelhante a uma seringa ou agulha
(Henderson et al., 2004; Green & Mecsas, 2016). Essa maquinaria especializada
promove a transferéncia de proteinas efetoras bacterianas do citoplasma
diretamente para as células eucaritticas alvos. Dentro dos hospedeiros esses
efetores modulam ou subvertem especificas func¢des celulares, promovendo assim a
invasdo bacteriana e colonizacao (Costa et al., 2015).

O T4SS e utilizado para translocacdo de DNA ou proteinas de bactérias para
células receptoras de plantas ou animais, bem como em leveduras e outras
bactérias (Tseng et al., 2009). O seu papel mais comum € mediar a conjugacao de
DNA plasmidico. Assim, esses sistemas contribuem para a propagacéo de genes de
resisténcia a antibidticos transmitidos por plasmideos (Costa et al., 2015). Em
Xanthomonas citri, foi demonstrado que o T4SS tem a capacidade de secretar
fatores que resultam na morte de espécies de bactérias Gram-negativas em uma
maneira dependente de contato, e postula-se que tem um papel importante nas
interacdes entre bactérias (Souza et al., 2015).

O T5SS esta descrito em detalhe no item 1.2.1.

Os T6SS translocam proteinas para uma variedade de células receptoras,
incluindo células eucaridticas alvos e, mais comumente, outras bactérias. Estes
sistemas sdo bastante bem conservados em uma ampla gama de espécies
bacterianas Gram-negativas, com quase um quarto dos genomas sequenciados
contendo genes para componentes T6SS. Eles s&o capazes de transportar
proteinas efetoras de uma bactéria para outra de maneira dependente do contato, o
gue acredita desempenhar um papel na comunicacdo bacteriana e nas interacoes
no meio ambiente. Em varias bactérias patogénicas de plantas, os dados sao
consistentes com o envolvimento do T6SS na inibicdo do crescimento dependente
do contato, ao invés de patogénese (Chang et al., 2014).

T7SS vem sendo somente caracterizado em bactérias Gram-positvas, porque
este sistema foi somente encontrado em membros das familias Mycobacteriaceae,
Corynebacteriaceae e Nocardiaceae (Tseng et al., 2009; Chang et al., 2014).

T8SS corresponde a via extracellular nucleation-precipitation (ENP), envolvido
na secre¢cdo de membrana externa e montagem de um fino e agregativo pili,

chamado curli e encontrado em E. coli. Curli sdo fibras amiloides que estdo
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envolvidas em agregacao celular, adeséo bacteriana e formacao de biofilme maduro
(Blanco et al., 2012; Chagnot et al., 2013; Cao et al., 2014).

O T9SS, antes chamado de Por foi caracterizado apenas recentemente em
algumas espécies do filo Bacteroidetes. As proteinas destinadas a secrecdo via
T9SS possuem um dominio C-terminal conservado que as dirigem para o aparato de
translocacédo localizado na OM. Apoés a translocacdo através da OM, o dominio C-
terminal é clivado por uma protease e um lipopolissacarideo (LPS) anibnico é ligado
ao novo C-terminal, e dessa forma a proteina pode ser mantida associada a
superficie celular ou secretada para o meio extracelular (Li, 2017).

O sistema de secrecdo do tipo zero (TOSS), recentemente incluido entre os
sistemas de secrecdo, representa as vesiculas de membrana externa, um
mecanismo amplamente difundido entre as bactérias Gram-negativas (Guerrero-
Mandujano et al., 2017). Vesiculas de membrana externa (OMVs, outer membrane
vesicles) de bactérias Gram-negativas sao conhecidas desde 1967, quando foram
descritas como “sacos de membrana” produzidos por Vibrio cholerae (Chatterjee &
Das, 1967). Atualmente, as OMVs séo descritas como nanoparticulas com tamanho
entre 30-300 nm que possuem alguma funcao caracteristica e sdo produzidas por
praticamente todas espécies de Gram-negativas (Bonnington & Kuehn, 2014).

1.2.1 T5SS - Sistema de secrecdao do tipo V

T5SS se refere a proteinas dependentes da maquinaria Sec para transitar a
membrana interna, depois ser transportada através da membrana externa, por uma
unidade de translocacdo, formada por um barril beta para finalizar a completa
secrecdo. Sua composicdo elementar € formada por uma regido N-terminal
contendo um peptideo sinal, seguida de um dominio de passagem e finalizando em
um beta barril na regido C-terminal. Esta via é dividida em 5 subtipos (Figura 1)

(Henderson et al., 2004; Chagnot et al., 2013; Fan et al., 2016).
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Figura 1. Organizacdo estrutural dos subtipos de sistemas de secrec¢do do tipo V. O barril beta
em azul indica ter 12 folhas beta e o em vermelho, ter 16 folhas beta. P1, P2 e P’ correspondem ao
dominio POTRA. s, peptideo sinal; pass, dominio de passagem; bb, dominio barril beta; tps, dominio

TPS de proteinas TpsA; pd, dominio periplasmatico do Tipo Ve. Figura retirdada de (Guérin et al.,
2017).

O tipo Va € o classico autotransportador, sendo a protease IgAl, o primeiro
descrito em Neisseria gonorrhoeae. Em muitos casos, incluindo a IgA1, o dominio de
passagem é clivado por um processo autocatalitico apds a completa translocacéo,
liberando o dominio de passagem para o meio extracelular, mas deixando o dominio
de translocacdo na membrana externa. Contudo o tipo Vb parece uma variacdo do
tipo Va, o dominio de passagem (TpSA) e o de translocacao (TpSB) sédo duas
proteinas separadas, porém sao expressas no mesmo operon (TpS) (Fan et al.,
2016).

O tipo Vc € o provavelmente mais complexo dos 5 tipos, pois sao
obrigatoriamente trimeros, o que levou ao nome adesinas autotransportadoras
triméricas (TAAs). Esta classe de adesinas apresenta o dominio de passagem,
composto pelos dominios: cabeca, pescoco e cauda, este Ultimo um dominio do tipo
coiled-coil, além de uma sequéncia sinal de secrecdo N-terminal (Nummelin et al.,
2004; Cotter et al., 2005; Edwards et al., 2010). Este dominio € altamente diverso e
modular, sendo responsavel pela adesividade especifica e outras atividades como a
manutencdo da arquitetura modular da célula. O dominio de passagem é

externalizado enquanto o dominio de ancoragem (estrutura barril-beta) permanece
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embebido na membrana externa, sendo que a homotrimerizacdo é importante no
processo de localizacdo celular das adesinas TAA, que ocorre, na maioria dos
exemplos ja descritos, sem o envolvimento de proteinas auxiliares. Contudo, ja o
dominio de translocacao (C-terminal) € altamente conservado, sendo o Unico a ser
oligomérico (da Silva et al., 2001; Linke et al., 2006; Lyskowski et al., 2011; Fan et
al., 2016).

Os resultados obtidos descritos na literatura (Sikdar et al., 2017), sugerem um
novo modelo de montagem (biogénese) dos TAAs (Figura 2), sendo depois que a
proteina é translocada para o periplasma, 3 subunidades rapidamente formam um
trimero assimétrico, onde 2 subunidades assumem uma determinada estrutura
conformacional (passo 1). Subsequentemente, este trimero intermediario € alvo do
complexo Bam e é integrado na membrana externa (passo 2). A iniciacdo da
translocacdo do dominio de passagem é entdo desencadeada por uma transicao
relativamente lenta (passo 3). Depois que o dominio de passagem é rapidamente
translocado através da membrana externa, o barril beta colapsa em uma estrutura

resistente ao calor e ao SDS (passo 4) (Sikdar et al., 2017).
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Figura 2. Modelo de montagem de uma adesina autotransportadora trimérica. Esquema retirado
de (Sikdar et al., 2017).

Apesar da denominacédo autotransportador, estudos recentes tem mostrado
gue existem proteinas e/ou complexos proteicos envolvidos na biogénese dessas

adesinas triméricas (Grin et al., 2014). Neste processo, no periplasma ainda ocorre a
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presenca de outras proteinas, chaperonas periplasmaticas SurA (ou Hbp) e Skp e a
chaperona /protease DegP, que estdo envolvidas no controle de qualidade,
degradando qualquer proteina desenovelada (Leo et al., 2012).

O tipo Vd € uma descoberta recente e possui poucos exemplos estudados até
o momento. S&o em geral semelhantes ao tipo Va, entretanto o dominio translocador
C-terminal e o dominio de passagem N-terminal sdo conectados através de um
dominio periplasmatico adicional, homologo ao sdominios periplasmicos do poro de
translocacéo do tipo Vb (Fan et al., 2016).

Adicionalmente, o tipo Ve, também denominado de inverse autotransporters,
baseando-se no fato que a ordem dos dominios é inversa, onde o C-terminal
compreende o dominio de passagem e a regido N-terminal forma o poro de
translocacdo. Os dominios de passagem sao tipicamente Ig-like e lectina-like, que
nao sdo encontrados em outros sistemas de secre¢do do tipo V, mas sao
abundantes em adesinas de bactérias Gram-positivas. Pequenos dominios
periplasmaticos, podendo conter motivos de ligacdo a peptideoglicano estédo
presentes na regido N-terminal da cadeia polipeptidica (Lyskowski et al., 2011; Fan
et al., 2016).

1.3 Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa € uma bactéria Gram-negativa, nao-flagelada, que forma
colénias circulares com bordas lisas ou rugosas, com formato de de 0,25 e 0,50 ym
diametro e comprimento entre 1,0 a 4,0 bastonete. Seu crescimento no cultivo in
vitro € lento, com tempo de duplicacdo que varia entre 9 e 55 horas, dependendo do
meio de cultivo. A sua temperatura 6tima de crescimento in vitro é entre 26°C-28°C
(Davis et al., 1978; Davis et al., 1981a; Wells et al., 1987; Hopkins, 1989; Almeida &
Nunney, 2015).

Este fitopatdogeno coloniza o xilema de diversas espécies vegetais e também
o aparelho bucal do seu vetor, as cigarrinhas (insetos da familia Cicadellidae), pelo
qgual é transmitida as plantas hospedeiras. Estes insetos se alimentam do fluido que
percorre o xilema da planta e sdo infectados ao se alimentarem da seiva de plantas
contaminadas. As bactérias ficam restritas a parte anterior do intestino do inseto,
aderidas ao forro cuticular do cibario, sendo transmitidas para plantas sadias em

alimentacdes subsequentes. No hospedeiro vegetal, X. fastidiosa forma um biofilme
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compacto, que eventualmente ocasiona oclusdo dos vasos do xilema (Purcell &
Hopkins, 1996; Hopkins & Purcell, 2002; Alves et al., 2003; Newman et al., 2003;
Redak et al., 2004; Almeida et al., 2005; Chatterjee et al., 2008b).

O género Xylella é composto por uma Unica espécie, Xylella fastidiosa, e faz
parte da familia Xanthomonadaceae, a qual inclui também os géneros Xanthomonas
e Stenotrophomonas, entre outros menos estudados (Hopkins, 1989; Hopkins &
Purcell, 2002; Chatterjee et al., 2008b). A familia Xanthomonadaceae pertence a
subdivisdo gama das proteobactérias, que € modelo em diversificacdo bacteriana,
incluindo espécies comensais e de vida-livre, simbiontes intracelulares e patégenos
de plantas e animais (Woese, 1987; Lerat et al., 2005). Diversas espécies dos
géneros Xylella e Xanthomonas séo fitopatogénicas ao contrario de algumas
espécies de Stenotrophomonas, como S. maltophilia, que estabelecem interacdes
benéficas com plantas (Chatterjee et al., 2008a; Kay & Bonas, 2009; Ryan et al.,
2009). Por outro lado, S. maltophilia € um patdgeno humano oportunista, com
importancia em infecgcbes nosocomiais (Ryan et al., 2009). Andlises filogenéticas
possibilitaram o agrupamento de isolados de X. fastidiosa em seis subespécies:
fastidiosa, multiplex, sandyi, pauca, tashke e morus as quais poderiam estar
associadas a diferentes hospedeiros (Schaad et al., 2004; Schuenzel et al., 2005;
Randall et al., 2009; Nunney et al., 2014; Almeida & Nunney, 2015; Jacques et al.,
2016).

X. fastidiosa ja foi encontrada em mais de 300 espécies de plantas diferentes
(EFSA, 2016), em algumas dessas espécies, X. fastidiosa existe como uma bactéria
aparentemente benigna enquanto que nos hospedeiros suscetiveis, sua proliferacédo
no xilema resulta em sintomas que incluem clorose, lesGes necroticas nas folhas,
nanismo, deterioracdo dos galhos, frutos ndo-aproveitaveis, e, eventualmente, morte
da planta (Janse & Obradovic, 2010). Entre as doencas associadas a infec¢ao por X.
fastidiosa, estdo a doenca de Pierce (PD) das videiras, a clorose variegada dos
citros (CVC), popularmente conhecida como amarelinho e a Sindrome do Ré&pido
Declinio das Oliveiras (OQDS) (Cariddi et al., 2014)., Além de outras doencas como
a a escaldadura foliar de amendoeiras (almond leaf scorch, ALS), a escaldadura
foliar do cafeeiro ou requeima do café (cofee leaf scorch, CLS) e a escaldadura foliar
de ameixeiras (plum leaf scald, PLS), pessegueiro (PLS-peach), oleandro ou

espirradeira (OLS), amoreira, cerejeira, carvalho, sabugueiro e hibisco (Purcell &
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Saunders, 1999; Purcell et al., 1999; Hopkins & Purcell, 2002; Chatterjee et al.,
2008b; Janse & Obradovic, 2010).

A doenca de Pierce esta presente no estado da Califérnia, nos Estados
Unidos, desde 1884 e ocorre também em videiras em outros estados do sul dos
EUA, como a Fldrida e Texas, além do México e paises da América Central. A partir
de 1990, a doenca agravou-se em razdo do aumento populacional de uma espécie
de cigarrinhas oriunda do extremo sul dos EUA e do México. Em 1999, mais de 300
acres de videiras da regido de Temecula na Califérnia foram destruidos pela PD
(Hopkins, 1989; Hopkins & Purcell, 2002). Segundo dados do Programa de Controle
da Doenca de Pierce da California, esta doenca ainda ameaca negdcios diretamente
derivados da vinicultura estimados em mais de 33 bilhdes de ddlares
(http://www.cdfa.ca.gov/gwss/). Esta doenca apresenta sintomas como a necrose do
limbo foliar que se inicia nas bordas e evolui para as regides centrais e o0s frutos
possuem desenvolvimento severamente afetado, sendo menores e murchos, e,
portanto, inadequados para consumo e producao de sucos e vinhos (Hopkins, 1989;
Janse & Obradovic, 2010).

A CVC foi identificada pela primeira vez, em 1987, em laranjais do Estado de
Sédo Paulo (Rossetti et al., 1990; Chang & Donaldson, 1993), e desde entdo ja foi
detectada em pomares citricolas de outras regides do  Brasil
(http://www.embrapa.gov.br). Os principais sintomas da doenca sao lesdes cloréticas
intervenais na parte superior de folhas maduras e regides de necrose na parte
inferior correspondentes as areas de clorose da parte superior e, os frutos
apresentam tamanho reduzido, endurecidos e sem sumo e com maturacao precoce,
inviabilizando o consumo in natura e sua utilizacdo na industria de sucos e derivados
(Hopkins, 1989; Janse & Obradovic, 2010). Segundo recentes levantamentos pelo
Fundo de Defesa da Citricultura (http://www.fundecitrus.com.br), a incidéncia da
CVC foi bastante reduzida nos ultimos anos, gracas aos esforcos para producdo de
mudas sadias, aumento do uso de inseticidas para o controle do inseto vetor e a
eliminacao de pomares velhos, afetados pelo amarelinho.

Os registros de doencas causadas por X. fastidiosa ocorriam apenas no
continente americano, até meados dos anos 90. Entretanto, relatos de casos deste
fitopatbgeno tém sido crescentes nos continentes europeu e asiatico. A
disseminagéo da Sindrome do Rapido Declinio das Oliveiras (OQDS) no sul da Italia

foi detectada em 2013, regido que atualmente representa 40% da producéo de 6leo
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de oliva da Italia. Esta regido € considerada atualmente um reservatorio para X.
fastidiosa. A contencdo da doenca esta sendo realizada principalmente por meio do
controle dos insetos-vetores e, quando possivel, pela remoc¢édo de plantas doentes
(Saponari et al., 2013; Cariddi et al., 2014; Strona et al., 2017).

As plantas infectadas por X. fastidiosa apresentam os vasos do Xxilema
bloqueados por agregados celulares bacterianos, os quais sdo adensados pela
presenca do exopolissacarideo (goma) secretado pela bactéria (Alves et al., 2003;
Newman et al., 2004a; Roper et al., 2007a; Francis et al., 2008). Este processo €
desencadeado pela adeséo bacteriana a vasos do xilema e a consequente formacao
de biofilme, da qual participam adesinas fimbriais e afimbriais, lipopolissacarideo, o
exopolissacarideo e outros componentes, como DNA extracelular (de Souza et al.,
2004; de Souza et al., 2005; Roper et al., 2007b; Clifford et al., 2013; Baccatri et al.,
2014). Assim, os sintomas das plantas infectadas por X. fastidiosa parecem estar
relacionados aos estresses hidrico e/ou nutricional decorrentes da ocluséo do xilema
(Purcell & Hopkins, 1996; Hopkins & Purcell, 2002; Chatterjee et al., 2008c). Ja foi
demonstrado que a infeccdo por X. fastidiosa causa mudancas significativas nos
niveis de certos elementos minerais na planta (De La Fuente et al., 2013).

Os sintomas das doencas causadas por X. fastidiosa também parecem ter
associacdo com a resposta sistémica do hospedeiro suscetivel a interacdo com o
patégeno (Jones & Dangl, 2006; Gambetta et al., 2007; Lin et al., 2007; Purcino et
al., 2007; Silva-Stenico et al., 2009). Além disso, estudos recentes indicam que
componentes da superficie celular de X. fastidiosa parecem desencadear uma
resposta de imunidade inata no hospedeiro vegetal (Han et al.,, 2011; Sun et al.,
2011; Rodrigues et al., 2013).

No inseto vetor, X. fastidiosa também forma um biofilme, estruturalmente
distinto do biofilme observado no xilema de plantas infectadas. No inseto as células
bacterianas ficam aderidas ao forro cuticular por um de seus polos gracas a adesina
fimbrial do pilus curto, em monocamada formando um tapete. A fixagdo polar pode
aumentar a ciclagem de nutrientes para o biofilme (Newman et al., 2004a; Almeida
et al., 2005; Almeida & Purcell, 2006; Killiny & Almeida, 2008). A formacéo de
biofilme neste local requer o gene rpfF (codifica a enzima envolvida na sintese de
DSF, fatores de sinalizacdo difusiveis), indicando que genes envolvidos na fixacdo
inicial ou na propria formacgédo do biofilme dependem da sinalizagdo mediada por

DSF (Newman et al., 2004a). Também ja foi observado que as adesinas ndao-
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fimbriais, como HxfA e HxfB, estdo envolvidas na interacdo carboidrato-célula no
forro cuticular do inseto vetor (Killiny & Almeida, 2008). A sobrevivéncia de X.
fastidiosa no inseto parece se beneficiar do aproveitamento de quitina (Killiny et al.,
2010; Han et al., 2011; Sun et al., 2011).

1.4 Fatores de adesao de X. fastidiosa

Tanto no hospedeiro vegetal como no inseto, X. fastidiosa esta exposta a alta
turbuléncia em um ambiente pobre em nutrientes e sujeita a respostas de defesa
dos hospedeiros. Nestas condi¢des, a formacdo do biofilme é estratégica para sua
sobrevivéncia e multiplicacdo (de Souza et al., 2003; Guilhabert & Kirkpatrick, 2005;
Caserta et al., 2010). De modo similar a outras bactérias, também em X. fastidiosa a
adesao a superficie é um pré-requisito para a formacéo do biofilme e envolve (Figura
3) a goma fastidiana (EPS), adesinas fimbriais: pilus curto (mrkD) e pilus longo
(pilY1) e ndo-fimbriais: hemaglutininas (HxfA e HxfB), adesinas autotransportadoras
(XatA) e adesinas autotransportadoras triméricas (XadAl, Hsf/XadA2 e XadA3, esta
Gltima anotada como proteina hipotética no genoma de X. fastidiosa e objeto de
estudo desta tese) (Fuqua & Danhorn, 2007; Caserta et al., 2010; Flemming &
Wingender, 2010b; Voegel et al., 2010; Koebnik et al., 2011; Matsumoto et al.,
2012). Diferentes mecanismos de adesdo sdo ativos ao longo da formacdo do
biofilme de X. fastidiosa in vitro (Lorite et al., 2013), sendo proposto que a formacao
do biofilme pode variar dependendo da composi¢céo do xilema do hospedeiro (Zaini
et al., 2009).
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Figura 3. Fatores de adesdo codificados no genoma de X. fastidiosa. Imagem gerada no

programa Microbial Genome Viewer 2.0.

1.4.1 Adesinas fimbriais

As adesinas fimbriais sdo componentes de complexos proteicos chamados
pilus (também chamados de fimbrias), que sao filamentos projetados a partir da
superficie celular (Dunne, 2002). Em E. coli e X. fastidiosa, por exemplo, pilus tipo |
(também chamado pilus curto) € essencial para a adesao celular e formacédo de
biofilme (Blumer et al., 2005; Meng et al., 2005; Li et al., 2007a). Os pili tipo | sdo os
principais responsaveis pela "ancoragem" das células a superficie em um ambiente
de rapido escoamento, facilitando a sobrevivéncia no rapido fluxo de seiva
encontrado nos vasos do xilema dos hospedeiros e no aparelho bucal dos insetos
vetores (De La Fuente et al., 2007a; Killiny & Almeida, 2014).

O pilus tipo | (T1P) é um complexo proteico, formado por uma proteina
principal (FIimA), associada a proteinas auxiliares (FimF, FimG) e a adesina FimH
(Mol & Oudega, 1996). Similar em funcdo ao T1P, o pilus tipo Il (T3P) também é
abundante e curto, sendo caracterizado pelos componentes estruturais MrkA

(principal subunidade que é polimerizada) e MrkF (que juntamente com MrkA forma
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o pilus propriamente dito), MrkB e MrkC (envolvidas na montagem) e MrkD (adesina
na extremidade), além de MrkE, supostamente envolvida na regulacao transcricional
(Allen et al., 1991; Di Martino et al., 2003). O T3P é o responsavel pela formacéo do
biofilme em Kleibsiela pneumoniae C3091 (Schroll et al., 2010) e diversas outras
bactérias Gram-negativas, além de desempenhar importante papel na adesdo a
diversos substratos como células epiteliais e proteinas da matriz extracelular, entre
outros (Tarkkanen et al., 1997; Sebghati & Clegg, 1999; Jagnow & Clegg, 2003).

Possivelmente X. fastidiosa seja capaz de montar pili curtos de natureza
quimérica, pois andlise das sequéncias gendmicas ja disponiveis revela
componentes tipicos de ambos tipos, | e lll, mas nenhum conjunto completo para
montagem de um dos dois tipos. No genoma de todas cepas ja analisadas sdo
encontradas CDS para FimA, FimF e FimG, mas néo para adesina FimH. Por outro
lado, os componentes do T3P estdo ausentes, exceto MrkD, justamente a adesina.
Ademais, estas CDSs estdo proximamente localizadas no genoma, apoiando a idéia
de corregulacdo e funcionamento em conjunto. Importante ressaltar que as adesinas
FImH e MrkD ndo sdo similares em sequéncia de aminoacidos (P.A. Zaini,
observacdes ndo publicadas). Por esses motivos supomos que o pilus curto formado
por X. fastidiosa seja um pilus do tipo I, com uma adesina terminal tipicamente
encontrada em pilus do tipo 3.

Enguanto a principal funcédo do T1P e T3P é a adesao de células a superficie,
o pilus do tipo IV (T4P) desempenha importante funcdo também para a motilidade,
sendo responsavel pelo movimento celular conhecido como twitching motility,
caracterizado por ciclos de prolongamento, adesao e retracdo do pilus, puxando a
célula bacteriana em direcao a extremidade do pilus (Mattick, 2002; Capitani et al.,
2006). Em cada ciclo de deslocamento, os mondémeros de PilA que compdem o T4P
propriamente dito sdo polimerizados durante a extensdo e desmontados durante a
retracdo. A eficiéncia do deslocamento € aumentada pela proteina de adeséao PilY1,
localizada na extremidade do pilus (Li et al., 2007b). Essa adesina além de possuir
alta afinidade por receptores na superficie celular dos hospedeiros animais, também
a capaz de se ligar a superficies em geral, como madeira, vidro e PDMS (Li et al.,
2007a; Heiniger et al., 2010). Mutantes de X. fastidiosa deficientes em T4P funcional
tem sua capacidade de adesdo prejudicada e o regulador transcricional RpoN é
capaz de modular a expressao de componentes do T1P e T4P de forma antagbnica,

interferindo na formacao de biofilme (De La Fuente et al., 2007b; da Silva Neto et al.,
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2008). Novos aspectos da funcéo de PilY1 tém sido revelados por estudos recentes,
incluindo sua capacidade de se ligar a Ca®" e regular assim a retracéo e extensdo do
T4P (Orans et al., 2010).

1.4.2 Goma fastidiana

A goma fastidiana é considerada um fator de viruléncia em X. fastidiosa por
este exopolissacarideo (EPS) ser o principal constituinte do biofilme, que é essencial
para a adesdo e sobrevivéncia da bactéria em ambientes hidrodinamicamente
turbulentos como onde sé&o encontradas: vasos do xilema e aparelho bucal do inseto
vetor (da Silva et al., 2001; de Pieri et al., 2004; Alves et al., 2011). A goma
fasitidiana é produzida por enzimas codificadas no operon gum que contém nove
genes (QuMBCDEFHJKM). Sua composicao difere da goma xantana produzida por
Xanthomonas campestris, em que a polimerizacdo de unidades de tetrassacarideos
sdo montadas pela adicdo sequencial de glicose-1-fosfato, glicose, manose e acido
glicoronico sobre um carreador de fosfato de poliprenol (da Silva et al.,, 2001; de
Pieri et al., 2004; Alves et al., 2011).

1.4.3 Adesinas afimbriais

Outro grupo de proteinas de adesdo encontrado em diversas bactérias
patogénicas, inclusive em X. fastidiosa, sdo as hemaglutininas filamentosas. Séo as
proteinas de alta massa molecular codificadas no genoma de X. fastidiosa
(>300kDa), e assim como em Bordetella spp., onde ja foram bem caracterizadas,
sdo clivadas gerando proteinas de ~250kDa ao serem transportadas para a
membrana externa (Guilhabert & Kirkpatrick, 2005; Julio & Cotter, 2005; Voegel et
al., 2010). Essas adesinas sdo caracterizadas por possuirem um dominio de
aglutinacéo dependente de carboidrato, uma regido contendo o motivo formado pelo
tripeptideo RGD caracteristico das proteinas que ligam integrinas, um dominio de
ligacdo a heparina que medeia ligacéo a glicolipideos da superficie celular, além de
longos peptideos sinais que séo clivados em ambas as extremidades e varias
repeticdes que variam em comprimento e sequéncia entre 0s membros dessa familia

de proteinas (Kajava et al., 2001).
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O genoma da cepa 9abc de X. fastidiosa codifica trés copias de
hemaglutininas, sendo duas (XF2196 e XF2775) 97% idénticas entre si e a outra
(XF0889) com menor identidade (84%) e deficiente em alguns dominios (RGD e o
de clivagem no C-terminal, por exemplo). O genoma da cepa Temecula (isolada de
videiras) codifica duas hemaglutininas, HxfA e HxfB, PD2118 e PD1792,
respectivamente, as quais sao importantes para adesao celular, formacdo de
biofilme e transmissibilidade por insetos vetores por estarem envolvidas a adeséo
inicial aos vetores (Rojas et al.,, 2002; Guilhabert & Kirkpatrick, 2005; Killiny &
Almeida, 2009a; Voegel et al., 2010; Killiny & Almeida, 2014).

1.4.4 Adesinas autotransportadoras XatA

Como todos as adesinas autotransportadoras, XatA, possui um dominio de
passagem N-terminal e um dominio C-terminal em forma um barril, por onde o
dominio de passagem é translocado e ancorado na membrana externa da bactéria.
O dominio de passagem geralmente medeia a funcdo especifica de viruléncia. Além
disso, evidéncias recentes indicam que o prefixo 'auto’ pode ser um pouco
exagerado (Benz & Schmidt, 2011).

Estudos de localizacdo celular determinaram a presenca de XatA tanto na
membrana externa celular quanto na membrana externa de vesiculas (OMVSs) e, sua
fracdo N-terminal no sobrenadante, parte possivelmente clivada. Ensaios
laboratoriais indicam sua importancia no biofilme e na agregacado celular. Sua
importancia como fator de viruléncia foi demonstrada por experimentos onde cepas
com mutacdes no gene xatA ndo colonizaram os tecidos de videiras e também néo
foram transmitidas eficientemente para o inseto vetor (Matsumoto et al.,, 2012).
Entretanto, experimentos sdo ainda necessarios para elucidar a real funcdo de XatA
no ciclo de infeccéo de X. fastidiosa.

1.4.5 Adesinas autotransportadoras trimeéricas

Outro grupo de adesinas afimbriais codificadas no genoma de X. fastidiosa
sao proteinas similares a Hsf (Haemophilus influenzae surface factors) ou a XadA
(Xanthomonas adhesin A). Uma caracteristica comum em adesinas deste grupo € a

presenca do dominio YadA na porcdo carboxiterminal, que define o grupo como
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auto-transportadores triméricos (TAA, Trimeric Autotransporter Adhesin) (Figura 4).
Este € o dominio de ancoragem na membrana externa, sendo razoavelmente
conservado entre as diferentes adesinas TAA (da Silva et al., 2001; Linke et al.,
2006; Lyskowski et al., 2011). Apesar da denominagédo autotransportador, alguns
estudos tem mostrado que existem proteinas e/ou complexos proteicos envolvidos
na biogénese dessas adesinas triméricas (Grin et al., 2013).

Além desse dominio YadA de ancoragem, esta classe de adesinas apresenta
o dominio de passagem, composto pelos dominios: cabeca, pesco¢o e cauda, este
altimo um dominio do tipo coiled-coil, além de uma sequéncia sinal de secrecdo N-
terminal (Nummelin et al., 2004; Cotter et al., 2005; Edwards et al., 2010). O dominio
de passagem é externalizado enquanto o dominio de ancoragem (estrutura barril-
beta) permanece embebido na membrana externa, sendo que a homotrimerizacao é
importante no processo de localizacdo celular das adesinas TAA, que ocorre, na
maioria dos exemplos, sem 0 envolvimento de proteinas auxiliares (da Silva et al.,
2001; Linke et al., 2006; Lyskowski et al., 2011).

N-terminal

Peptideo B Cabega —
sinal

Pescoco 4

Dominio de
passagem

Dominio de
passagem

Cauda —

Dominio B

Dominio de
ancoragem a
membrana
externa

Ancoragem —
C-terminal

Figura 4. Organizacdo estrutural tipica dos dominios do homotrimero das adesinas TAA. (A)
Representacao da arquitetura de dominios de um autotransportador tipico, possuindo uma sequéncia

sinal, um dominio de passagem, e um dominio beta C-terminal (da Silva et al., 2001) (B) Estrutura 3D
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do autotransportador trimérico, mostrando a composi¢cao do dominio de passagem e o dominio 8, que
se ancora ha membrana externa para externalizar o dominio de passagem (Linke et al., 2006).

O genoma de X. fastidiosa cepa 9a5c codifica trés adesinas do tipo TAA,
XF1516 (XadAl), XF1529 (Hsf/XadA2) e XF1981, re-anotadas como Surface protein
adhesin XadA-like (http://www.xylella.Incc.br/) e classificadas como
autotransportadores triméricos (http://www.membranetransport.org/) com base nas
caracteristicas de suas sequéncias primarias. Passaremos a denominar a CDS
XF1981, objeto de estudo neste projeto, como XadA3. Ortélogos de xadAl, xadA2 e
xadA3, respectivamente PD0731, PD0744 e PD0824, também sdo encontrados no
genoma da cepa Temecula.

Dados da literatura mostram que os niveis dos transcritos de XadAl e XadA2
sdo aumentados durante o desenvolvimento do biofilme e que a proteina XadAl é
expressa ao longo de todas as fases da formacdo do biofilme na cepa 9a5c
enquanto que XadA2 é expressa nos estagios mais tardios, ndo sendo, ambas as
proteinas, detectadas em células plancténicas (de Souza et al., 2004; Caserta et al.,
2010). A regulacdo da expressdo de XadAl e XadA2 parece ser mediada pelo
regulador transcricional GacA (Shi et al., 2009). Além disso, o mutante em xadAl,
obtido pela insercdo de transposon na cepa Temecula exibe uma reducdo da
capacidade de adesao ao vidro, sendo que ensaios de agregacdo com células em
suspensao mostram que 0 mutante permanece planctbnico por muito mais tempo
quando comparado a cepa selvagem, que rapidamente forma agregados celulares
que precipitam, sugerindo o envolvimento de XadAl nas fases iniciais da adeséo
das células a superficie, além de uma reducéo na viruléncia (Feil et al., 2007). Além
disso, XadAl parece ser liberada da superficie bacteriana durante a colonizacdo do
xilema (Caserta et al., 2010).

A proteina codificada pela CDS XF1981 (XadA3) na cepa 9a5c, cuja ortdloga
na cepa Temecula é PD0824, ndo havia sido, até este trabalho, bioquimica ou
funcionalmente caracterizada, apesar de ter sido detectada em analises protedmicas
como fortemente associada a membrana de X. fastidiosa e se apresentar como
complexo com tamanho molecular >300.000 Da (Smolka et al., 2003; Shi et al.,
2009).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi caracterizar bioquimicamente e funcionalmente a
adesina XadA3 de Xylella fastidiosa.
Para tal, nossas estratégias para alcancar este objetivo foram:
1. Andlise comparativa das sequéncias dos TAAs de X. fastidiosa;
2. Obter um anticorpo policlonal Anti-XadA3;
3. Verificar a presenca do gene xadA3 e avaliar os niveis de expressdo do
transcrito xadA3 e da proteina XadA3 em diferentes cepas de X. fastidiosa;
4. Determinar a localizacéo celular de XadA3;
Avaliar comparativamente efeito da delegdo de xadAl, xadA2 e xadA3 na
formacdo de biofilme, aglutinacdo celular, motilidade, formacédo de
vesiculas de membrana externa, no perfil de expressdo génica global e na

viruléncia de X. fastidiosa.
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.1 Cultivo e manutencao de cepas de Xylella fastidiosa

As cepas selvagens e mutantes de X. fastidiosa utilizadas neste trabalho

estao listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Cepas de X. fastidiosa utilizadas e seus respectivos hospedeiros de origem.

Cepa Hospedeiro original Localidade de origem Referéncias
9a5¢ Citrus sinensis Macaubal, SP, Brasil (Li et al., 1999)
cv. Natal
J1a12 Citrus sinensis Jales, SP, Brasil (Monteiro et al., 2001)
cv. Péra
u24d Qtrqs Sinensis Ubarana, SP, Brasil (Santana, 2013)
cv. Baianinha Piracicaba
Fb7 Citrus sinensis Bella Vista, C.orrlentes, (da Silva et al., 2007)
cv. Valencia Argentina
3124 Coffea arabica Matdo, SP, Brasil (Almeida et al., 2008)
Hib4 Hibiscus rosa-sinensis Campinas, SP, Brasil (Pierry, 2012)
Pr8x Prunus salicina Jarinu, SP, Brasil (Pierry, 2012)
Temeculal e (Van Sluys et al., 2003)
WT Vitis vinifera Temecula, CA, EUA (Newman et al., 2003)
Temeculal
ArpfF - - (Newman et al., 2004a)
Temeculal
AxadAl - - (lonescu et al., 2014b)
Temeculal
AxadA2 - - este trabalho
Temeculal
AxadA3 - - este trabalho

O cultivo das cepas foi realizado em meio complexo PW (Davis et al., 1981b)
ou em meio PW modificado (PWG). O meio PWG é constituido de fitona peptona
4g/L; peptona de caseina com digestao triptica 1g/L; cloreto de hemina 0,001% (p/v);
KoHPO,4 1,2g/L; KH,PO,4 1g/L; MgS0O,4.7H,0 0,4g/L; glutamina 0,4% e glicose 0,5%
(p/v). Em alguns experimentos, foi utilizado o meio PIM6 que é composto de HEPES
10 mM pH 6,5; MgS0O4 1 mM; CaCl2 3 mM; D-glicose 0,1 mM,; tartarato de sodio 0,1
mM; malato de sddio 0,2 mM; citrato de sédio 1 mM; 0,05 g/L K2HPO4; 0,03 g/L
KH2PO4; L-glutamina 5 mM; 0,025% solucdo de micronutrientes ATCC13061;
0,02% soytone e 0,04% triptona (Michelle Igo, Universidade da California, Davis,
EUA, comunicacéo pessoal).

A manutencdo das culturas foi feita em placas de meio PWG-agar (PWG-
contendo agar 1,5%) com repiques semanais e incubacao a 28°C, sendo o numero

de passagens controlado. A cepa Temeculal WT (wild type) foi mantida em placas
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de meio PWT (meio PWG sem glicose e com adicdo de BSA 20%, contendo gelrite
1% (p/v)). As cepas mutantes ArpfF, AxadA1, AxadA2 e AxadA3 foram mantidas no
meio PWT antibiético contendo canamicina 50 pg/mL(meio PWTK). Apds, no
maximo, 20 passagens, novo cultivo era iniciado a partir de estoques congelados a -
80°C.

Para o cultivo em meio liquido, as bactérias apos 7 dias de cultivo em meio
sélido foram cuidadosamente raspadas da placa com uma alca de metal e
transferidas para tubos contendo 1 mL de meio PWG. A suspensdo de células foi
homogeneizada com o auxilio de uma pipeta e transferida para frascos erlenmeyers
de 250 mL contendo 50 mL de meio PWG, atingindo DOgponm = 0,05. Os cultivos
foram mantidos a 28°C com 100 rpm de agitacdo por mais 7 dias. ApOs esse
periodo, as células foram submetidas aos ensaios desejados.

Os estoques de células foram mantidos em PWG contendo 20% (v/v) de
glicerol em freezer a -80°C ou em tanques de nitrogénio liquido.

3.2 Delecédo de xadAl, xadA2 e xadA3 por recombinacdo homéloga

Para a delercdo de xadAl, xadA2 e xadA3 da cepa Temecula foi utilizado o
protocolo de substituicao alélica por recombinagao homoéloga (lonescu et al., 2013)
como esquematizado na Figura 5. Os segmentos de 900-1000 pb adjacentes ao
primeiro e ultimo c6don da sequéncia codificadora de cada uma das CDS (xadAl,
xadA2 e xadA3) foram obtidos por PCR do DNA gendmico da cepa Temeculal com
pares de oligonucleotideos contendo sitios de enzimas de restricdo (Hindlll, Xbal,
BamHI, Kpnl, Sacl ou EcoRI) em suas extremidades. Os produtos de PCR obtidos (L
e R, left arm e right arm, respectivamente) flanqueando a CDS foram purificados e
clonados sequencialmente no vetor pUC19Kan, adjacentes ao cassete de
resisténcia a canamicina, e as construgbes obtidas (pUCl19KanAxadAl,
pUC19KanAxadA2 e pUCl19KanAxadA3) foram utilizadas para transformacao da
cepa E. coli TopolO. As construcbes plasmidiais obtidas foram confirmadas por
sequenciamento de DNA. ApoGs protocolo de transformacao natural (Alencar et al.,
2014) da cepa Temeculal com as constru¢des plasmidiais, os clones transformantes
(supostamente com a CDS alvo deletada) foram selecionados pelo cultivo em
canamicina. Os clones de mutantes de delecéo para xadAl, xadA2 e xadA3 foram

obtidos por Aline M. da Silva e Michael lonescu no laboratério do Prof. Steven
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Lindow (Universidade da California em Berkeley, EUA), sendo que apenas o
mutante AxadAl ja foi previamente descrito e parcialmente caracterizado (lonescu et
al., 2014b).

Amp® j

Hindlll, Vbal BamHI BamH1 Kpnl.Sacl EcaR1
\ Kank L—/

Clonagemno

pUC19Kan

Produtos de PCR Le R da
CDS digeridos com

enzimas de restrig&o pUC19Kan
Amp®
pUC19KanACDS
L Kan® | R
>< Recombinagéo
Genoma de L bocD )R homéloga

X. fastidiosa

Genoma de X. __
fastidiosa ACDS —L Kamn® | R

pUC19Kan_AxadA3

Hindill I mH/ EcoRl
Xbal/BamHi BamHI/Kpnl Xbal

L

Left Arm | Kanf Right Arm
(80580) (2450b)

o — — — —_— -—
L-F LR KF KR R-F R-R

Figura 5. Estratégia de obtencdo dos mutantes de delecdo por recombina¢cdo homéloga. Produtos de
PCR de 900-1000pb obtidos de regides adjacentes (L e R, left arm e right arm, respectivamente) a
CDS a ser deletada foram clonados no vetor pUCKan nos sitios de restricdo indicados, e as
construgbes plasmidiais pUCKanACDS foram utilizadas para transformacdo natural da cepa
Temeculal. Os transformantes, supostamente com a CDS alvo substituida pelo cassete Kan®, foram
selecionados em meio contendo canamicina. O esquema inferior representa a construgcdo
pUC19Kan_AxadA3 para delecdo de xadA3.

A delecédo de xadAl, xadA2 e xadA3 nos clones transformantes obtidos foi
confirmada por PCR do DNA gendmico purificado desses clones (item 3.11 e 3.12).
Para tal foram utilizados pares de oligonucleotideos (Tabela 2) margeando ~130
pares de bases a jusante e a montante das CDS xadAl, xadA2 ou xadA3,
planejados com auxilio dos programas PRIMERS e OligoAnalyzer visando a geragao
de produtos de ~3000 pb, ~8000 pb e ~4200 pb, respectivamente para xadAl,
xadA2 e xadA3 na cepa Temeculal selvagem e ~2000 pb para as cepas AxadAl e

AxadA3 e ~3000 pb para a cepa AxadA2. Os clones mutantes também foram
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submetidos a genotipagem utilizando os oligonucleotideos Tem_1959F e R (Tabela
2) que confirma a identidade da cepa parental Temeculal.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para confirmacdo da delecdo nos mutantes de AxadAl,
AxadA2 e AxadAS.

Identificagao Sequéncia Tm*
aPDO0731F 5 TACAGATGTGAAAGTGGAAAGTGTGATT 56,6°C
aPD0731R 5 AGACAACCTCGTTCACTCCCCC 60,9°C
aPDO0744F 5GGGTTGCTATGCGCGTTTTCATTTCG 61,1°C
aPD0744R 5 CTTAGCAATGATCGCGTGGACATCT 59,1°C
aPD0824F 5 CCATATAGGCAACGAAAATCAATTCCAT 56,0°C
aPD0824R 5 CCGTTGCCAATTTGAAACATCTCGAC 58,9°C

Tem_1959F 5 GACTCCGATGGCTACCTGAC 60,0°C

Tem_1959R 5 GAGCGCATTTGTTCCATTG 60,0°C

* Tm (melting temperature)

3.3 Curvade crescimento de X. fastidiosa

A densidade celular durante o cultivo das cepas foi avaliada pela medida da
densidade otica a 600nm da cultura bacteriana e pela medida da massa proteica
total (Pashalidis et al., 2005; Zaini et al., 2008). Para realizacdo da curva de
crescimento, as bactérias apds 7 dias de cultivo em meio sélido PWG foram
raspadas cuidadosamente com uma alca de metal e transferidas para microtubos
contendo 1 mL de meio PWG liquido onde as células foram dispersas por repetidas
pipetagens. Uma aliquota de 100 pL foi entéo retirada e diluida em 900 pL de meio
PWG liquido para medida da DOgoonm. Aliquotas dessa diluicdo foram transferidas
para tubos conicos de 50 mL contendo 5 mL de meio PWG, um para cada ponto da
curva, sendo a DOgoonm inicial de = 0,05. Os tubos mantidas a 28°C sob 100 rpm de
agitacdo. Foram analisados os dias 1, 3, 7 e 10 da curva de crescimento. Em cada
ponto, a cultura foi vigorosamente agitada antes do recolhimento de 2 mL, sendo 1
mL para verificagdo da densidade celular e 1 mL para medida da massa proteica
total. Nesse caso, a aliquota foi centrifugada 16000 xg por 10 minutos a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi
ressuspendido em Tris-HCI 50 mM pH 7,5. Em seguida, as células foram lisadas por
sonicacdo em banho de gelo e 100 pL desse lisado foram utilizados para dosagem
de proteina total pelo método Bradford descrito no item 3.10.
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3.4 Ensaio de Aglutinacéo

Os ensaios de aglutinagao foram baseados nos procedimentos descritos na
literatura (Kirkpatrick & Guilhabert, 2005; Espert et al., 2011). Bactérias ap0s 7 dias
de cultivo em meio sélido PWG foram raspadas cuidadosamente com uma alca de
metal e transferidas para 1 mL de meio PWG, onde foram dispersas para obtencao
de uma suspensdo homogénea. Dessa suspenséo foi retirada uma aliquota de 100
puL e diluida em 900 pL de meio PWG para determinacdo da DOgoonm. OS cultivos
(ImL) com a DOggonm previamente ajustada para 2 foram transferidos para tubos de
15 mL e mantidos estagnados a temperatura ambiente. A cada ponto do ensaio, a
DOsoonm da porgdo superior da cultura foi avaliada representando as células ainda

em suspensao.
3.5 Ensaio de formacéao de biofilme

Os ensaios de formacao de biofilme foram realizados como descrito em (Zaini
et al., 2009; Fogaca et al., 2010), os quais foram feitos em placa de 96 pocos e em
tubos de vidro. Para ambos 0s ensaios as bactérias apds 7 dias de cultivo em meio
sélido PWG foram raspadas cuidadosamente com uma al¢ca de metal e transferidas
para tubos contendo 1 mL de meio PWG. Dessa suspensdo homogénea foi retirada
uma aliquota de 100 pL e diluida em 900 uL de meio PWG para verificacdo da
DOesoonm, poOdendo-se assim ajustar todas os cultivos para a mesma densidade
inicial.

Para o ensaio em tubos de vidro, foram transferidos 2 mL do cultivo em meio
PWG com DOgoonm inicial de = 0,05, sendo os tubos mantidos a 28°C a 170 rpm de
agitacdo. Apos 14 dias de cultivo, 1 mL de cada tubo foi retirado para medir a DOgoo
nm € O restante foi descartado. O material ndo aderido ao tubo de vidro foi lavado
adicionando-se cuidadosamente 2 mL de agua destilada. Em seguida, foi adicionado
2,5 mL de cristal violeta 0,1%, seguindo-se incubac&o por 20 minutos, descarte do
cristal violeta e lavagem com agua por duas vezes. O material aderido a parede do
tubo foi removido pela adicdo de 2 mL de SDS 1% e apo0s vigorosa agitacéo, a
absorbancia a 595nm foi determinada.

Para o ensaio em placa de 96 pocos, foram transferidos 150 uL de meio PWG
do cultivo com DOgponm inicial de = 0,05, sendo a placa mantida a 28°C a 170 rpm de
agitacdo. ApOs 14 dias de cultivo, a DOgoonm foi medida na leitora de placas

SpectraMax Paradigm (Molecular Devices). O cultivo celular foi descartado e uma
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lavagem cuidadosa com agua foi realizada, seguindo-se adi¢éo de 200 pL de cristal
violeta 0,1% em cada pogo e incubacdo por 20 minutos. O cristal violeta foi
descartado e os pocos foram lavados com agua por duas vezes. A cada poco foi
adicionado 150 pL de SDS 1%, e ap0s agitacao vigorosa da placa, foi realizada a

leitura da absorbancia a 595 nm no SpectraMax Paradigm (Molecular Devices).
3.6 Motilidade celular

Os cultivos de X. fastidiosa foram realizados em placas nos meios PIM-6,
PWG, PWT e PWTK por 7 dias a 28°C. A motilidade celular (twitching motility) foi
observada na periferia das colénias por meio de lupa com aumento de 40 vezes e,
as imagens foram registradas com camera fotografica acoplada a lupa.

3.7 Ensaios de adesdo em condic¢fes de fluxo em camaras de microfluidica

Os ensaios de adesao de células de X. fastidiosa a superficie sob condi¢des
de fluxo e também para os ensaios de inibicdo de adesdo a superficie com
anticorpos foram realizados em camaras de microfluidica seguindo procedimento
previamente descrito por Meng et al., (2005) e De La Fuente et al. (2007Db).

Céamaras de microfluidica feitas de polidimetilsiloxano (PDMS) (Dow Corning)
foram construidas a partir de uma placa molde de silicio na qual um fotoresistente
negativo (SU-8 50, MicroChem) foi aplicado através de métodos fotolitograficos
padroes (Xia & Whitesides, 1998), definindo assim o formato e dimensfes da
camara. A placa molde foi obtida no centro ANANDA na Universidade McGill,
Canada de acordo com o desenho idealizado pelo Dr. Paulo A. Zaini (IQ-USP).

Para preparacao das camaras, PDMS néo polimerizado foi despejado sobre a
placa molde e curado por 1 hora a 60°C. O polimero moldado foi entéo
delicadamente destacado e aberturas foram perfuradas nas extremidades dos
canais, de acordo com o padrdo usado. Em seguida a peca de PDMS moldada foi
soldada quimicamente a laminula de vidro de 35 x 50mm (Fisher Scientific), apos
ambas serem ativadas com ionizacdo por plasma. Esse procedimento foi feito no
laborat6rio do Prof. Dr. Ronaldo Mansano, do Departamento de Engenharia de
Sistemas Eletronicos da Escola Politécnica da USP. Em seguida foi acoplada em
cada abertura a tubulacdo de silicone com 0,02" diametro interno e 0,0315" de
espessura da parede (Cole Parmer) para suprimento de meio fresco e retirada de
meio usado. Na outra extremidade de cada mangueira foi encaixado um adaptador

de polipropileno de 0,0625” (1,6mm) e a esse foi presa uma seringa de vidro
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(Hamilton) de 1 ou 5mL para suprimento ou uma seringa de 20mL (Becton
Dickinson) sem o émbolo para coleta. As seringas de suprimento sao colocadas em
uma bomba de infusdo para duas seringas (Insight) na qual o fluxo é determinado
pelo usuério e mantido constante. Para verificar o selamento da camara e confirmar
que ndo ha vazamentos, inicialmente a camara foi preenchida com meio de cultura e
com fluxo em 200 pL/minuto. Todo o processo € feito com cuidado para se evitar
bolhas de ar no sistema. Em seguida, as células séo injetadas pelos canais laterais
e o sistema mantido sem fluxo por 5 minutos para permitir a adesdo celular a
superficie da laminula da camara. Em seguida o fluxo desejado € iniciado,
geralmente a 1 yL/minuto e uma rampa geométrica de velocidade até 200 pL/minuto
(correspondente a uma velocidade de fluxo de ~3 a ~700 mm/segundos) € iniciada
com intervalos de 5 minutos em cada velocidade, sendo portanto uma modificacédo
do método descrito em (De la Fuente et al., 2007c).

O monitoramento dos ensaios em camara de microfluidica foi realizado no
microscopio Nikon TE300 instalado no laboratério do Prof. Frederico Gueiros Filho
(IQ-USP) ao qual esta acoplada uma camera fotogréafica digital que transfere as
imagens captadas ao software NIS Elements. Este possui diversas funcfes capazes
de parametrizar diferentes aspectos da atividade celular tais como velocidade de
deslocamento e contagem de células. Alternativamente foi utilizado o programa
ImageJ 1.48v (http://imageJd.nih.gov/ij) para a contagem de células como mostrado

na Figura 6.

Figura 6. Andlise de imagens no programa ImageJ. Nesse exemplo, a funcdo de contagem de
células esta em uso. Essa tarefa é feita em cada imagem coletada ao término de cada intervalo na
rampa de velocidade. Os dados séo extraidos diretamente para uma planilha, plotados e submetidos
a andlise estatistica no programa Microsoft Excel. Células em contato com as paredes laterais da
cémara ndo séo consideradas para evitar efeitos de borda.

3.8 Quantificagdo da producdo e isolamento de vesiculas de membrana
externa (OMVs)

A producado de OMVs das diferentes cepas de X. fastidiosa foi quantificada

pela analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis,
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NTA) na fracdo extracelular foi obtida a partir de culturas por trés sucessivas
centrifugacbes a 16.000 g (Centrifuge 5415 D, Eppendorf) seguindo protocolo ja
padronizado (lonescu et al., 2014a; Feitosa-Junior, 2017). O volume inicial de 1,4 mL
da cultura foi adicionado a um microtubo (1,5 mL) e apos centrifugacédo, metade do
volume do sobrenadante foi transferido para novo tudo. Este procedimento foi
repetido por mais duas vezes para evitar qualquer contaminacdo do sobrenadante
com o sedimento celular. Apés a terceira centrifugacdo o volume final obtido foi de
350 pyL. Foram realizadas 6 preparacdes para cada cultura totalizando ~2 mL de
amostra de sobrenadante que foram reunidas e armazenadas em gelo até andlise,
realizada no mesmo dia, no equipamento NanoSight LM10 system (NanoSight Ltd,
Amesbury, Reino Unido), gentilmente disponibilizado pela Dra. Vilma Martins, no
Centro do Cancer A. C. Camargo, Sao Paulo. O aparelho possui um laser de 405 nm
e um sistema de camera digital de alta sensibilidade. Videos foram coletados e
analisados usando o NTA-software (verséo 2.3), com o tamanho minimo de particula
esperado, comprimento minimo de pista, e definicdo de desfoque, todos ajustados
para o0 modo automatico. A sensibilidade da camara e o limiar de deteccdo foram
ajustados para 14. A temperatura ambiente foi registada entre 20 e 22 °C. As
amostras foram diluidas em PBS pH 7,4 (137 mM NaCl, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10
mM, KH,PO,) filtrado em membrana 0,22 pum, de modo que a concentracao
estivesse entre 1x10° e 10x10® nanoparticulas/mL. Para cada amostra, trés videos
de 30 segundos de duracdo foram registrados, com ressuspensao e reinjecao da
amostra entre as gravacdes. Réplicas técnicas e biologicas foram realizadas e os
dados foram calculados e plotados no programa Microsoft Excel. A densidade
celular das preparacdes foi estimada pela medida de ODggonm NO Momento anterior
da coleta do sobrenadante das culturas.

Para isolamento das OMVs cepas de X. fastidiosa foram cultivadas por 7 dias
em 50 mL de meio PWG a 28°C e 170 rpm, em seguida centrifugadas a 4000 xg, por
20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e 30 mL foram transferidos para um
novo tubo, seguindo-se centrifugacdo a 38000 xg por 1 hora a 4 °C (rotor P28S,
Hitachi, Jap&o). Uma aliquota de 20 mL do sobrenadante obtido foi transferida para
um novo tubo, seguindo-se centrifugagcdo a 100000 xg por 5 horas a 4 °C (rotor
P28S, Hitachi, Japéo). O precipitado foi ressuspendido em 500 pL de 50 mM Tris-

HCL/20%glicerol contendo inibidor de proteases Roche®© e utilizado imediatamente.
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3.9 Preparo de extratos proteicos de células de X. fastidiosa

Para preparacdo de extratos proteicos de cepas de X. fastidiosa, as células
cultivadas em meio solido PWG, PWT ou PWTK foram raspadas cuidadosamente
com uma alca de metal e transferidas para tubos contendo 1 mL de tampéao de lise
gelado (Tris-HCI 50mM pH 8.0, glicerol 10% e coquetel de inibidores de proteases
cOmplete™ da Roche). A suspenséao foi homogeneizada e centrifugada 5200 xg por
4 minutos a 4°C. O sobrenadante, fracao extracelular, foi transferido a um novo tubo
e armazenado. O precipitado, fracdo celular, foi ressuspendido em 1 mL de tampéao
de lise e submetido a sonicacdo com 3 pulsos de 20 s cada, posicdo 3 (Branson
Sonifier 450) com intervalos de incubacdo de 1 minuto em gelo entre cada pulso. Em
seguida foi realizada a dosagem de proteinas pelo método Bradford (item 3.10). Os
extratos foram armazenados a -80°C por no maximo de 30 dias para posterior
andlise em SDS-PAGE.

3.10 Dosagem de proteinas por Bradford

A determinacdo do conteudo proteico nas amostras foi realizada segundo o
método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se BSA (albumina de soro bovino)
como padrdo. Para montagem da curva padrdao foram utilizadas as seguintes
concentracbes de BSA: 1, 5, 10, 15 e 20 pg/mL. A reacao foi realizada em volume
final 1 mL, sendo os volumes das amostras de proteinas completados até 800 uL
com H,O deionizada e 200 pL de Reagente de Bradford (BioAgency) concentrado.
Apoés adicdo do reagente, as amostras foram vigorosamente agitadas e incubadas
em temperatura ambiente por 5 minutos e a absorbancia a 595 nm registrada. Apés
a medicdo, as concentracbes de proteina total nas amostras de interesse foram
extrapoladas a partir da curva padrdo. Todos os ensaios foram realizados em

duplicatas.
3.11 Extracéao e purificacdo de DNA total de X. fastidiosa

Para purificacdo de DNA total de X. fastidiosa foi utilizado o Wizard Genomic
DNA Kit (Promega) seguindo as instrucbes do fabricante com pequenas
modificagcdes. Usualmente, a partir de 50 mL de cultura de X. fastidiosa de 7 dias é
separado 1mL para centrifugacéo a 13000 xg por 2 minutos. Ao precipitado celular
obtido foram adicionados 600 pL da Solucdo de Lise e as células foram

ressuspensas gentilmente com uma pipeta e incubadas a 80°C por 5 minutos. Em
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seguida, a suspensdo foi deixada em temperatura ambiente por 5 minutos,
seguindo-se a adicédo de 3 pL da solucdo de RNAse, sendo o tubo invertido de 2 a 5
vezes. O lisado celular foi incubado a 37°C por 15 a 60 minutos e em seguida, foi
deixado em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados
200 pL da solucéo de precipitacdo de proteina seguindo-se agitacdo vigorosa em
agitador de tubos (Vortex) por 20 segundos na velocidade mais alta. A amostra foi
incubada em gelo por 5 minutos e em seguida, o tubo foi centrifugado a 13000-
16000 xg por 3 minutos. O sobrenadante contendo o DNA puro foi transferido, em
temperatura ambiente, para um microtubo de 1,5 mL contendo 600 pL de
isopropanol com o devido cuidado para evitar contaminacdo com o0 precipitado
proteico. O tubo foi invertido gentilmente até que os acidos nucleicos pudessem ter
sua massa visivel e em seguida, foi novamente centrifugado a 13000-16000 xg por 2
minutos. O sobrenadante foi vertido com cuidado e o tubo foi seco com papel
absorvente e a ele foram adicionados 600 pL de etanol 70% (v/v) em temperatura
ambiente e o tubo invertido varias vezes para lavagem do DNA precipitado. A
amostra foi centrifugada a 13000-16000 xg por 2 minutos e o etanol foi retirado
cuidadosamente. O tubo foi seco com papel absorvente e exposto a ar-seco por 10 a
15 minutos, dentro do fluxo laminar. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
solucéo de reidratacdo de DNA e o tubo incubado a 65°C por 1 hora. Em seguida, o
tubo contendo a amostra de DNA foi armazenado em geladeira ou em freezer a -
20°C.

A gquantificagdo da concentracdo do DNA foi feita através da determinagéo
das absorbancias (Abs) a 260nm e 280nm em espectrofotometro ND-1000
(NanoDrop Technologies), sendo que Abs260nm = 1 equivale a 50ug de DNA fita
dupla/mL. A pureza do DNA foi avaliada pela razdo das Abs260nm/Abs280nm,
geralmente entre 1,8 e 2,0. As amostras de DNA extraidas de X. fastidiosa foram
analisadas quanto a sua integridade através de eletroforese em geéis de agarose

conforme descrito no item 3.13.
3.12 Reacgédo em cadeia da polimerase (PCR)

Para os ensaios de PCR, 2 pL de DNA total purificado dos cultivos
bacterianos (100 ng), 2 yL de amostras de cultivos de X. fastidiosa ou outras
preparacdes de DNA (10-100 ng) foram misturados com 1 pL de solugdo de dNTPs
10 mM (Prodimol) (0,2 mM final), 10 yL de tamp&o 5x da GoTaq DNA Polimerase



44

(Promega), 1 uL de cada oligonucleotideo na concentragdo de 10 uM (0,2 uM final),
1 L (1U) da enzima GoTaq DNA Polimerase (Promega) e agua MilliQ estéril para o
volume final da reacdo de 50 pL. As condigdes de programacédo dos ciclos do
termociclador foram: desnaturacéo inicial por 2 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos
de 15 segundos a 95°C, 15 segundos a 55°C e 90 segundos a 72°C. Em alguns
ensaios de PCR as temperaturas de anelamento foram de 56°C ou 58°C, e o tempo
de extensdo a 72°C foi de 4 minutos e 30 segundos ou de 8 minutos. O controle
negativo da reacdo de PCR foi realizado substituindo-se a quantidade de DNA
molde por agua Milli-Q. As PCRs foram realizadas em um termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) e os produtos obtidos foram armazenados a
4°C ou congelados a -20°C até avaliacédo por eletroforese em gel de agarose 1%
(p/v). Quando necessério, os produtos da PCR foram purificados com o kit Wizard
SV Gel and PCR Clean up System (Promega).

3.13 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A separacédo eletroforética de DNA foi realizada em gel preparado com 1%
(p/v) de agarose em po diluida em tampao TBE (Tris-base 89 mM, acido borico 89
mM, EDTA 2 mM pH 8,0), sendo a mistura aquecida a 100°C para completa
dissolucéo. Antes da solidificacdo do gel no aparato apropriado, foram adicionados
2,5 uL de solugéo de brometo de etidio 10 mg/mL para cada 50 mL de solugdo de
agarose. A eletroforese foi realizada em uma cuba eletroforética contendo tampéo
TBE 1x a 100 V. A corrida foi interrompida apés o corante ter percorrido
aproximadamente 4/5 da distancia entre o local da aplicacédo e o limite inferior do
gel. O volume total de amostra aplicado no gel foi de ~10 pyL (=100 ng de DNA em
tampdo de amostra (corante azul de bromofenol 0,25% (p/v); sacarose 40% (p/v);
Tris-base 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM). Ao final da corrida, o gel foi exposto a luz UV
em um fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR Bio Imaging System) e o tamanho dos
fragmentos foi estimado com base na comparacdo a mobilidade de fragmentos de
DNA com tamanhos ja conhecidos (GeneRuler 1kb DNA Ladder, Fermentas).

3.14 Clonagem de xadA3 de X. fastidiosa em vetor de expresséo

O segmento da porgao codificadora N-terminal de xadA3 (CDS XF1981) foi
amplificado diretamente do DNA genémico da cepa 9a5c de X. fastidiosa com os
pares de oligonucleotideos F1 e R ou F2 e R listados na tabela 3 visando a geracgao

de produtos com tamanho de ~1000 pb. O primer F1 amplifica do 1° ao 451°
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aminoacido (1353 pb) que inclui a sequéncia de uma regido putativamente
codificadora de peptideo sinal. O primer F2 exclui a por¢gao do peptideo sinal,
amplificando do 92° ao 451° aminoacido (1080 pb).

A PCR para obtengédo dos amplicons de F1 e F2 foi otimizada e os produtos
obtidos foram analisados em eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) (item 3.13),
seguindo-se purificacdo com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean up System
(Promega) e quantificados pela determinacdo das absorbancias a 260nm e 280nm
em espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop Technologies). Os amplicons F1 e F2
foram entdo ligados ao vetor pGEM-T utilizando-se o Kit pGEM-T Vector Systems
observando-se relagéo inserto 3:1 de inserto e vetor. A reagdo de ligag&o foi
utilizada diretamente na transformacdo de bactérias competentes XL-1 Blue como
descrito no item 3.15, e os clones foram selecionados pelo cultivo em meio contendo
ampicilina.

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo de segmentos de xadA3.

Nome do Oligonucleotideos Tm*

oligonucleotideo

XF1981F1.Ncol F1 5 GGAGTATTGCCATGGAAATTCATACTGCAC 59.6°C
XF1981F2.Ncol F2 5 GCTCAAGTCCATGGAAATTCCGACTCG 61.2°C
XF1981R.Xhol R 5 CTGTATCTCGAGACCCGTTCCAACATTCATG 61.5°C

* Tm (melting temperature)

As preparacdes de plasmideos de colbnias selecionadas foram realizadas
como descrito no item 3.16. Os insertos clonados no vetor pGEM-T foram excisados
com as enzimas Ncol e Xhol para posterior ligacdo no vetor de expressédo pET28a
(Novagen).

A reacdo com as enzimas Ncol e Xhol continha tampédo 4 (New England
Biolabs), 100 pug/mL de BSA, 1 pg do plasmideo (construcdo no pGEM-T), 3 U de
cada enzima de restricdo. Seguindo-se incubacdo a 37°C por 3 horas e para a
inativacdo da enzima 65°C por 30 minutos. Os insertos foram separados em gel de
agarose 1% (p/v), seguindo-se eluicdo com o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega).

Para ligacéo ao vetor de expressao pET28a previamente digerido com Ncol e
Xhol, foi utilizado 1puL da enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs), 2 uL de
tampdao, 100 ng de vetor pET28a observando-se a propor¢cao 3:1 de inserto:vetor,

seguindo-se incubacgao por 12-16h a 16°C. As reacoes de ligacdo foram utilizadas
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na transformacdo de bactérias competentes BL21(DE3) para o inserto F1 e BL21-
Gold(DE3) para o inserto F2. As construcdes plasmidiais extraidas de colbnias
selecionadas com antibidtico ampilicina (item 3.16) foram submetidas a reacédo de

sequenciamento de DNA (item 3.17).
3.15 Preparo de bactérias competentes e transformacéo por choque térmico

Repiques, estoques e cultivos das cepas de E. coli (XL-1 Blue, BL21 (DE3),
BL21-Gold (DE3), ArcticExpress e Rosetta gami) foram realizados seguindo
protocolos descritos em manuais de laboratérios (SAMBROOK, 1989) e instrucfes
dos fornecedores dessas cepas (Agilent Technologies, Stratagene, Novagen). A

Tabela 4 mostra o gendtipo dessas cepas.

Tabela 4. Gendtipo das cepas de E. coli utilizadas para clonagem e expressao recombinante

Cepas de

E coli Gendtipo
ArcticExpress E. coliBF ompT hsdS(rs” mg) dcm+ Tet" gal endA Hte [cpnl0
(Agilent Technologies) cpn60 Gentr]
BL21 (DE3) N -
(Stratagene) E. coli BF dcm ompT hsdS(rs” mg™) gal A(DE3)

BL21-Gold (DE3)
(Agilent Technologies)
Rosetta gami

E. coli B F~ dcm+ Hte ompT hsdS(rs" mg") gal A (DE3) endA Tet'

A(ara-leu)7697 A lacX74 AphoA Pwvull phoR araD139 ahpC galE galK

Novagen

( gen) rpsL F’ [lac+lacl® pro] gor522::Tn10 trB pRARE (Cam”®, Kan®, Str®, Tet®)

XL-1 Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB
(Stratagene) laclgZAM15Tn10 (Tet)]

Estoques das culturas das cepas de E. coli foram armazenados a -80 °C em
meio LB (Triptona 1 % (p/v); extrato de levedura 0,5 % (p/v) e NaCl 0,5 % (p/v), pH
7,5) contendo glicerol 20 % (v/v). Quando necessario e dependendo da cepa
utilizada, aliguotas destes estoques foram semeadas em placas de meio LBT [meio
LB contendo agar 2 % (p/v) e tetraciclina 15 ug/mL] e incubadas a 37 °C por 16-18
horas. Posteriormente, uma coldnia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LBT e
crescida a 37°C, por 16-18 horas a 200 rpm. Cerca de 4 mL de pré-inéculo foi
transferido para 200 mL de meio LB (extrato de levedura 0.5 % (p/v), triptona 2 %
(p/v), NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM e MgSO,4 10 mM) liquido fresco,
seguindo-se crescimento a 37 °C por 2-3 horas até DOgoponm = 0,5. As células
bacterianas foram transferidas para garrafas de polipropileno estéreis, resfriadas em

banho de gelo por 10 minutos e em seguida coletadas por centrifugagdao 3300 xg por
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20 minutos a 4°C). O sedimento foi ressuspenso em 20 mL de CaCl, 0,1 M estéril e
gelado, mantido em gelo por 60 minutos e centrifugado nas condi¢cdes anteriores. As
células foram suspensas em 0,5 mL de CaCl, 0,1 M e glicerol 15 % gelados,
distribuidos em aliquotas de 100 pL, congeladas em banho de gelo seco/etanol e
armazenadas a —80 °C.

Aproximadamente 0,1 pug do DNA plasmidial foi adicionado a 100 pyL de
bactérias competentes e a mistura foi mantida em gelo por 30 minutos. Em seguida
as células foram incubadas em banho a 42°C por 90 segundos e rapidamente
resfriadas em gelo por 5 minutos, seguindo-se adicdo de 0,9 mL de meio TY 2X
(triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 5 g/L pH 7,0), sendo a suspensao
bacteriana incubada a 37°C por 1 horas a 200 rpm. Em seguida, 90 pL desta cultura
foram semeados em placas de meio LB sélido contendo o antibidtico apropriado
(ampicilina ou canamicina). Algumas colbnias transformantes foram entdo
inoculadas em 5mL de meio LB liquido contendo antibiético (ampicilina ou
canamicina) para preparacao de plasmideos (item 3.16) e analise quanto a presenca

das construcdes plasmidiais de interesse.
3.16 Preparacédo de plasmideos

As preparacdes de plasmideos de colbnias selecionadas foram realizadas
com reagentes do kit Pure Link HiPure Plasmid DNA purification (Invitrogen) de
acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Antes de iniciar o procedimento foi
adicionada uma aliquota de RNAse A ao tampdo de ressuspensdo e a coluna
HiPure Midi foi equilibrada pela adicdo de 10 mL de tampé&o de equilibrio. Apés
essas etapas, foi obtido o precipitado de células pela centrifugacédo (3300 xg por 5
minutos) de 25-100 mL do cultivo do clone bacteriano previamente selecionado. Em
seguida, foram adicionados 4 mL do tampdao de ressuspensédo (contendo RNAse) ao
precipitado de células. ApOs completa ressuspensdo do precipitado, foram
adicionados 4 mL do tampéao de lise e o tubo foi gentilmente invertido para mistura
da suspensédo. O lisado foi incubado em temperatura ambiente por cinco minutos, e
em seguida foram adicionados 4 mL de tampéo de precipitagdo, misturando-se a
suspensao delicadamente até sua completa homogeneizacdo. Apds esse passo, a
amostra foi centrifugada por 10 minutos a 15000 xg, em temperatura ambiente. Apos
a centrifugacéo, o sobrenadante foi removido cuidadosamente e adicionado a coluna

HiPure Midi (previamente equilibrada), a qual retém o DNA. Apés passagem de toda
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a amostra, a coluna foi lavada duas vezes com 10 mL de tampé&o de lavagem. Apos
as lavagens, foi realizada a eluicdo do DNA plasmidial com 5 mL de tampé&o de
eluicdo. Para a precipitacdo do DNA, foram adicionados 3,5 mL de isopropanol ao
tubo contendo o eluato, seguindo-se centrifugacao por 30 minutos a 15000 xg a 4°C.
Apébs a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado com cuidado, e o precipitado
foi lavado com 3 mL de etanol 70% por centrifugacdo a 15000 xg a 4°C por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em camara de fluxo
laminar, por no minimo 10 minutos, até completa remocéao de residuo de etanol. Por
fim, o precipitado foi ressuspendido em 100-200 pL de tampéo TE e armazenado a -
20°C. A quantificagdo da concentracdo foi feita através da determinacdo das
absorbéancias (Abs) a 260nm e 280nm em espectrofotdmetro ND-1000 (NanoDrop
Technologies), sendo que Abs260nm = 1 equivale a 50ug de DNA fita dupla/mL. A
pureza do DNA foi avaliada pela razdo das Abs260nm/Abs280nm, geralmente na
faixa de 1,8 a 2,0.

3.17 Sequenciamento automatizado de DNA

A autenticidade das construcfes obtidas foi confirmada por sequenciamento
de DNA no aparelho ABI PRISM TM 3100 (Applied Biosystems), conforme
recomendacdes do fabricante. Em cada reacéo de sequenciamento foram utilizados
2 uL de Big Dye terminator mix (Perkin Elmer), ~200 ng de DNA, 9,6 pmol de cada
oligonucleotideo (Tabela 5), 3 yL de tampao de sequenciamento 5x em um volume
final de 15 uL. A reacéo foi incubada 2 minutos a 96 °C, seguida de 35 ciclos de 45
segundos a 96°C, 30 segundos a 50°C e 4 minutos a 60 °C. Terminada a reacao, as
amostras foram precipitadas com etanol 100%, acetato de sédio 3M pH 5.0 e
glicogénio 1 mg/mL, lavadas com etanol 70% (v/v), desnaturadas a 95 °C por 1
minuto e encaminhadas para o servico de sequenciamento automatizado (SSDNA)
no 1Q-USP.

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados no sequenciamento automatizado

Identificacdo Sequéncia
XF1981F1.Ncol 5' GGAGTATTGCCATGGAAATTCATACTGCAC 3'
XF1981F2.Ncol 5' GCTCAAGTCCATGGAAATTCCGACTCG 3
XF1981R.Xhol 5' CTGTATCTCGAGACCCGTTCCAACATTCATG 3'

T7 promoter primer #69348-3 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3'
T7 terminator primer #69337-3 5' GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3'
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3.18 Expresséo de proteina recombinante

Para avaliar a melhor condicdo para expresséo recombinante de XadA3 foram
testadas as cepas E. coli BL21(DE)3, BL21-Gold(DE3), Rosetta gami e
ArcticExpress. Estas cepas foram transformadas com a construcdo plasmidial
pET28a-XadA3 e cultivadas em 5 mL de meio LB liquido com canamicina (50
pug/mL). Apos cultivo por uma noite essas culturas foram diluidas 1:100 vezes em
meio fresco e incubadas até DOgoonm= 0,3 € a inducdo da expressao recombinante
foi realizada em diferentes concentracdes de IPTG ou em diferentes temperaturas

ou tempo de inducgéo, dependendo da cepa (Tabela 6).

Tabela 6. Diferentes condicdes testadas para expressado de XadA3 recombinante

Cepa Tempo de inducéo Temperatura Concentracdo de IPTG
ArcticExpress Overnight 10°C 1 mM
Rosetta gami 3 horas 37°C 0,3mM
BL21(DE)3 3 horas 37°C 0,3 mM
BL21(DE)3 3 horas 37°C 1mM
BL21-Gold (DE3) 3 horas 37°C 0,1 mM
BL21-Gold (DE3) 3 horas 37°C 1mM

Apbs o tempo de inducéo, as células foram centrifugadas a 10000 xg por 15
minutos, para remoc¢ao do meio de cultura. O sedimento bacteriano foi suspenso em
tampao de lise PNIBTG (Fosfato 10mM, NaCl 100 mM, Imidazol 20 mM, [-
mercaptoetanol 20 mM, Triton 0,1% (v/v), Glicerol 10% (v/v)). A suspensédo foi
submetida a sonicacdo com 6 pulsos de 12 s cada, posi¢cao 3 (Branson Sonifier 450)
com intervalos de incubacdo de 1 minuto em gelo entre cada pulso. A amostras
foram centrifugadas a 10000 xg por 15 minutos a 4°C, a fracédo soluvel foi separada
e, 0 sedimento formado (contendo fracdo proteica insoluvel e restos celulares) foi
ressuspendido em tampao de lise B (Tris-HClI 100 mM pH 8,0, NaCl 100 mM,
imidazol 20 mM, glicerol 10% (v/v), PMSF 1 mM) para serem lisados novamente por
sonicacéo (3 pulsos de 12 s cada). ApOs nova centrifugacdo como anteriormente, o0
sobrenadante (fracdo inicialmente insoltvel) foi recolhido e armazenado a -20°C.
Esta segunda etapa de lise foi necessaria, pois a maior parte da proteina
recombinante encontrava-se na fragcéo insoltvel.

A quantificacdo de proteinas na fracdo soluvel e insoluvel foi realizada pelo
meétodo de Bradford (item 3.10). Aliquotas correspondentes a 10 ug de proteinas da
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fracdo soluvel e insoltvel da cultura induzida ou ndo com IPTG foram analisadas por
SDS-PAGE 15% e coloracdo com Coomassie Blue (item 3.21).

Apo6s definicdo das cepas e condicfes mais adequadas para expressao das
proteinas recombinantes (E. coli BL21-Gold (DE3) e indu¢do com IPTG 1 mM por 3
horas a 37°C), foi realizado um cultivo em maior escala para posterior purificacéo
das proteinas recombinantes. Uma fracdo da cultura foi separada como controle

sem adicao de IPTG (n&o induzida).
3.19 Purificacédo de XadA3 recombinante por cromatografia de afinidade

A purificagdo da proteina recombinante em condi¢cdes desnaturantes foi feita
por cromatografia de afinidade em coluna de resina Ni?*-NTA (Qiagen) por meio de
eluicbes com diferentes tampdes (C, D e E) contendo uréia. Esta metodologia foi
baseada no manual The QIAexpressionist 2003 (Qiagen). Primeiramente, 500 uL de
resina foram equilibrados por inversdo em um tubo de microcentrifuga e lavados por
3 vezes com aliquotas de 500 uL de tampéo de lise B (Tris-HCI 100 mM pH 8,0,
NaCl 100 mM, imidazol 20 mM, glicerol 10% (v/v), PMSF 1 mM) e uma vez com
aliquota de 1 mL desse mesmo tampao. Em seguida, a resina foi centrifugada a
16000 xg por 1 minuto a temperatura ambiente e, apdés remocao do tampao,
incubada com 1 mL da fracdo insoluvel lisada do extrato bactérias submetidas a
inducdo com IPTG (item 3.18), por 1 hora em homogeneizador (Heavy dietyrotator,
Cole Parmer) em baixa velocidade. ApGs a incubacdo, a resina foi novamente
centrifugada por 1 minuto a 16000 xg e o sobrenadante foi recolhido. A fase de
eluicao foi precedida por lavagens com aliquotas de 300 uL de tampao C (NaH,PO,
100 mM, Tris-Cl 10 mM, Uréia 8M, pH 6,3) por 2 vezes, recolhendo-se o
sobrenadante por centrifugacédo a cada lavagem. A eluicéo foi feita com por¢cdes de
300 pL de tampéo D (NaH,PO, 100 mM, Tris-Cl 10 mM, Uréia 8M, pH 5,9) por 3
vezes, seguido da mesma porgcédo com tampao E (NaH,PO4 100 mM, Tris-Cl 10 mM,
Uréia 8M, pH 4,5), sempre recolhendo-se o sobrenadante por centrifugacédo a cada
eluicdo. Aliquotas do material eluido foram dosadas pelo método Bradford (item
3.10), e em seguida analisadas por separacdo em SDS-PAGE e coloragdo com azul
de Comassie R (item 3.21).

3.20 Preparacéo de anticorpos anti-XadA3 em coelho

Uma aliqguota da proteina XadA3 recombinante purificada (item 3.19)

contendo ~400 pg de proteina total foi submetida a SDS-PAGE e a banda contendo
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a proteina recombinante XadA3 foi recortada do gel, transferida a um tubo de ensaio
e adicionado 1 mL de agua Milli-Q. No dia da imunizagéo do animal, o fragmento de
gel contendo a proteina recombinante foi homogeneizado com macerador elétrico,
seguindo-se adicdo de 1 mL de adjuvante de Freund, seguindo-se nova
homogeneizacdo. A amostra foi mantida em gelo e entregue as técnicas do Biotério
do IQ-USP para imunizacdo do animal, como descrito abaixo. Para a primeira
imunizacdo a amostra de ~400 ug de proteina recombinante foi misturada com o
adjuvante de adjuvante completo de Freund e na segunda imunizacdo a amostra
também de ~400ug de proteina recombinante foi misturada com o adjuvante
incompleto de Freund (Certificado n® 11/2012, aprovado pelo CEAU, do IQ-USP, em
22/08/2012).

A manipulacdo do coelho foi integralmente realizada pelos técnicos do
Biotério do IQ-USP seguindo procedimentos e normas de seguranca e bem-estar
animal. A imunizacdo realizada ap6s duas semanas de adaptacdo do animal ao
biotério. Antes da primeira imunizacédo foi realizada a retirada de 4 mL do sangue do
animal através do vaso sanguineo da orelha (soro pré-imune). As inoculacbes da
amostra da proteina recombinante preparada como descrito acima (1 mL) foi
realizada por via subcutanea em quatro pontos do dorso do animal, em intervalo de
15 dias, sendo a primeira com adjuvante de Freund completo e a segunda com
incompleto.

Apos 15 dias da primeira e da segunda imunizacdo, uma aliquota de 4 mL do
sangue foi retirada da orelha para pesquisa de anticorpos anti-XadA3. Uma vez
confirmada a presenca de anticorpos anti-XadA3, foi realizada a sangria, sendo
coletados 40 mL de sangue. Apds a sangria, foi realizada a eutanasia, procedimento
iniciado através da administracdo da dose anestésica (50mg/kg de Ketamina e 10
mg/kg de Xilasina), injetado via subcutanea, esperando o animal entrar em anestesia
profunda (verificada através das digitais e globo ocular) e, logo apés administrado o
dobro da dose anestésica. Apds esse procedimento os animais foram submetidos a
camara de gas carbbnico somente para verificacao.

O soro das amostras de sangue pré-imune do coelho e apés 15 dias da
imunizacdo foi parcialmente purificado por precipitacdo com sulfato de amoénio
seguido de dialise. Par tal, o sangue coletado foi incubado por 1 hora a 37°C e, em
seguida, a 4°C por 16 horas. A amostra foi entdo centrifugada 3000 xg por 10

minutos a 4°C. Ao sobrenadante (soro) foi adicionado solucédo de sulfato de amonio
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100% saturada pH 6,8, na proporgcéo de 1:1. Esta suspenséo foi mantida por 16
horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, a suspensao foi centrifugada
5000 xg, 15 minutos, 4°C. O sedimento foi ressuspendido em solucao 50% saturada
de sulfato de amoénio, também na proporcdo 1:1 e centrifugado nas mesmas
condi¢cbes anteriores. O precipitado final foi ressuspendido em 2 mL e NaCl 0,1 M e
dialisado a 4°C contra 1000 volumes de NaCl 0,1 M com uma troca.

3.21 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida a 10%, 12,5% ou 15%
contendo SDS (SDS-PAGE) em placas (Laemmli, 1970). As amostras a serem
analisadas foram ressuspendidas em tampédo de amostra para SDS-PAGE [Tris
50mM, pH 6,8; DTT 25mM,; glicerol 10% (v/v); SDS 1% (p/v) e azul de bromofenol
0,025% (p/v)], fervidas por 3 minutos antes da aplicacdo no gel. A eletroforese foi
realizada a 200V até que o azul de bromofenol atingisse o limite inferior do gel. As
proteinas foram visualizadas por coloracdo com azul de Coomassie R 0,2% (p/v),
preparado em metanol 50% (v/v) e &cido acético 10% (v/v), seguindo-se de
descoloracdo com acido acético 7% (v/v) em metanol 30% (v/v). ApGs descoloracao,
os géis foram mantidos em glicerol 3% (v/v) até captura da imagem em
fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR Bio Imaging System).

3.22 Transferéncia eletroforética para membrana de nitrocelulose e

imunodeteccao de proteinas (Immunoblotting)

ApOs SDS-PAGE, o gel foi incubado por 10 minutos em tampédo de
transferéncia (Tris base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0,037 % e metanol 20 %) e os
polipeptideos foram transferidos para a membrana de nitrocelulose (puraHybond,
GE) pelo método molhado utilizando-se Mini Trans-Blot® Cell (BioRad) como
aparato de transferéncia eletroforética (Harlow 1988). Para isto, foi montado o
sanduiche para transferéncia (3 folhas de papel de filtro Whatman, membrana de
nitrocelulose previamente molhada com tamp&o de transferéncia, gel de
poliacrilamida e mais 3 folhas de papel de filtro Whatman), tendo-se o cuidado de
manter todo o conjunto molhado com o tampao de transferéncia gelado. O cassete
montado foi colocado no modulo dentro da cuba e adicionado tampé&o de
transferéncia até a borda. A corrida foi realizada por 2 horas a 200 V.

ApoOs a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi imersa em tampéo de

bloqueio (=20 mL) e incubada sob leve agitacdo durante 1 hora em temperatura
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ambiente. Logo apés, a membrana foi incubada com solucéo de anticorpo primario
na diluicdo desejada por 16 horas a 4°C. Foram feitas 5 lavagens com 20 mL
tampdao de lavagem, sob agitacdo branda por 10 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida, a membrana foi incubada com 15 mL do anticorpo secundario na
diluicdo de 1:15.000 sob agitagéo leve por 1 hora em temperatura ambiente (Tabela
7). A solucdo do anticorpo secundario foi descartada seguindo-se novamente 5
lavagens. Por fim, a captura da imagem da membrana foi realizada no aparelho
Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) no comprimento de onda de

800 nm e intensidade de 3,5 com uma resolugéo de 169 pm.

Tabela 7. Solugbes utilizadas no Immunoblotting

Solucéo Descricao
TBST Tris-HCI 0,2 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,1%
Tampao de bloqueio . TBST,
5% de leite em po6 desnatado

Tampao de lavagem TBST

TBST

BSA 5% (p/v)

Anticorpo primario anti-xadA1:10.000

anti-xadA2 1:400
anti-xadA3 1:2.000
TBST1x

AmIEeTPO SeeUmEkie anti-rabbit 800 (Licor) 1:15.000

Os anticorpos anti-XadAl e anti-XadA2 (Caserta et al., 2010) foram gentilmente
cedidos pela Dra. Alessandra Alves de Souza (Centro Apta Citros Sylvio Moreira,
Cordeiropolis, SP). O anticorpo anti-XadA3 foi obtido como parte desse trabalho
(item 7.1).

3.23 Imunomarcacédo com particula de ouro (Immunogold)

A técnica de imunomarcacdo com particula de ouro foi realizada em
colaboracdo com a Dra. Cecilia Abe do Instituto Butantan. Para padronizacdo do
método de Immunogold para X. fastidiosa foram testadas 2 técnicas. Na primeira
técnica ja empregada em trabalhos anteriores (da Silva Neto et al., 2008), as
bactérias foram cultivadas por 7 dias em placa PWT, recolhidas da placa e
submetidas a lavagem com tampéao fosfato salino (PBS 1x) por 3 vezes antes de
serem fixadas com 0,3% de glutaraldeido em PBS 1x por 30 minutos. Em seguida,
as células foram lavadas 2 vezes com PBS-BSA 0,2% (p/v) e incubadas nesta
solugdo por 30 minutos. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpo
primario anti-xadA3 (diluido 1:50 em PBS-BSA 0,2%) por 5 horas. As células foram
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lavadas com PBS-BSA 0,2% e incubadas com anticorpo secundario 10 nm gold-
labelled goat anti-rabbit serum (diluida 1:50 em PBS-BSA 0,2%) por 5 horas. Mais
lavagens com PBS e agua destilada foram realizadas e as células foram coradas
negativamente com acido fosfotungstico 2% e adicionadas a tela de 300 mesh
recoberta com parlédio 1% e incubadas por 5 e 10 minutos. O excesso de liquido
retirado e as amostras analisadas por microscopia eletronica de transmissao (MET).

Na segunda metodologia testada (Batchelor et al., 1999), 10 pL de amostra da
suspensao bacteriana lavada como descrito acima foi aplicada na tela de 300 mesh
revestida com parlédio por 5 minutos, o excesso de liquido foi removido e as telas
coladas para baixo em gotas de anticorpo primario anti-xadAl (diluido 1:50 em PBS-
BSA 0,2%) por 3 horas. Ap6s lavagem em PBS-BSA 0,2%, as telas foram colocadas
sobre gotas de anticorpo-secundario 10 nm gold-labelled goat anti-rabbit serum
(diluida 1:20 em PBS-BSA 0,2%) por 3 horas. Apos mais lavagens com PBS e agua
destilada, as telas foram secas e examinadas no MET.

As amostras preparadas com ambas metodologias foram examinadas com o

microscoépio eletrénico de transmissao (MET) JEOL JEM 2100, operando a 200 kV.
3.24 Extracgéo e quantificagdo de RNA total

A extracdo do RNA total do precipitado celular obtido por centrifugacdo de
cultivos de X. fastidiosa (3300 xg, 10 minutos a 4°C) foi realizada com o Pure Link
RNA Mini Kit (Invitrogen) segundo o protocolo descrito pelo fabricante com algumas
modificacdes. Inicialmente, os precipitados de células foram suspensos com 1 a 3
mL (dependendo da quantidade de células) do reagente Trizol e incubados em
temperatura ambiente por 5 minutos, seguindo-se adicdo de 200 uL de cloroférmio
para cada 1 mL de amostra, com forte inversdo do tubo por 15 segundos. Apés
incubacdo por mais 3 minutos a temperatura ambiente, as suspensdes foram entao
centrifugadas a 12000 xg por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo e em seguida 500 uL de etanol 70% (v/v) foram adicionados. Apés
agitacdo vigorosa do tubo, ~700 pL das suspensdes foram transferidas para filtros-
coletores acoplados a tubos coletores, seguindo-se centrifugacédo a 12000 xg por 15
segundos em temperatura ambiente. Os filtrados foram descartados e os filtros-
coletores foram reinseridos nos mesmos tubos coletores. Esta etapa foi repetida até
as amostras originais serem processadas por completo. Os filtros-coletores foram

lavados com 700 pL de tampéo de lavagem | por centrifugacdo a 12000 xg por 15
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segundos em temperatura ambiente e, em seguida reinseridos em novos tubos. Os
filtros-coletores foram entéo lavados, por centrifugacédo a 12000 xg por 15 segundos
em temperatura ambiente, com 500 pL de tampéao de lavagem Il contendo etanol. O
filtrado foi descartado, seguindo-se nova lavagem com tampao de lavagem Il e
centrifugacdo por mais 1 minuto a 12000 xg para secagem da membrana com o
RNA adsorvido. Os filtros-coletores foram inseridos em microtubos e o RNA foi
eluido pela adicdo de 50 pL de H,O-DEPC (H,O pré-tratada com DEPC
(dietilpirocarbonato) 0,1% para inativacdo de RNAses (Ausubel, 1995)). Apls a
incubacdo em temperatura ambiente por 1 minuto, os tubos foram submetidos a
centrifugacdo por 2 minutos a 12000 xg em temperatura ambiente e a solucao
contendo RNA total purificado foi transferida para novo tubo.

A quantificacdo da concentracdo de RNA foi feita através da determinacao
das absorbancias a 260nm e 280nm em espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop
Technologies), sendo que Absysonm =1 corresponde a 40ug de RNA em 1 mL de
solugcéao quando a raz&o Abszsonm/AbS280nm = 1,9.

As preparagbes de RNA total destinadas aos experimentos de RNA-seq
(3.27) foram submetidas a quantificagbes mais precisas utilizando o Quant-iIT
RiboGreen RNA Assay kit (ThermoFisher Scientific) segundo o protocolo do
fabricante. O kit fornece TE concentrado 20x, RNA de concentracdo conhecida para
a preparacao da curva padréo e o reagente fluorescente. As amostras de RNA total
purificado devem ser diluidas em TE 1x para concentracdes dentro dos limites de
deteccdo da curva padrdo (0,78 ng a 50 ng) que é gerada a partir da amostra de
RNA de concentracdo conhecida. Apés transferéncia de 100 pL das amostras de
RNA total diluidas e das diluices do RNA de concentracdo conhecida, em duplicata,
para placa de 96 pocos (de cor preta para evitar degradacdo do reagente
fluorescente), foram adicionados 100 uL do reagente fluorescente diluido em TE 1x.
A leitura da fluorescéncia foi realizada em um espectrofluorimetro (excitacédo em 480
nm e a intensidade de emissédo medida a 520 nm). Apds a medicao, os valores de
concentracéo (ng) das amostras de RNA total purificadas foram extrapolados a partir
da curva padrao.

A integridade do RNA total foi avaliada por eletroforese capilar no
equipamento BioAnalyzer (Agilent), como descrito no item 3.28, a qual permite a

avaliagdo de amostras com concentrages de RNA entre 0,5-50 ng/pL.
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3.25 Tratamento do RNA total com DNAse

O tratamento das preparagoes de RNA total com DNase foi realizado com o
lllustra RNASpin Mini RNA isolation Kit (GE Healthcare), sendo utilizados no maximo
15 pg de amostra de RNA total diluidos em H,O-DEPC em volume final de 100pL,
ainda que o kit tenha capacidade para até 100 pug de RNA total. Foram adicionados
a amostra, 350uL do tampdo RA1, 3,5 uL de B-mercaptoetanol e 250 pL de etanol
100%, totalizando assim 700 pL que foram aplicados na coluna do kit e
centrifugados em temperatura ambiente por 1 minuto a 8000 xg. Apos esta etapa, o
filtro foi transferido para um novo tubo coletor. Foram adicionados 350 pL da solugéo
MDB e o tubo foi centrifugado em temperatura ambiente por 1 minuto a 11000 xg.
ApOs essa etapa, o filtrado foi descartado. A coluna, foram entdo adicionados 95 pL
da mistura de 80 pL do tampé&o DNase reaction buffer e 20 pL da enzima DNase I. A
reacdo foi incubada em temperatura ambiente por 50 minutos. Apos incubacéo, foi
realizada uma lavagem com 200 pL do tampé&o RA2 e centrifugacdo por 1 minuto a
11000 xg. Seguiram duas lavagens com tampdo RA3, uma de 600 puL e
centrifugag&o por 1 minuto a 11.000 xg e outra de 250 pL, com centrifugacdo por 2
minutos a 11000 xg. O filtrado e o tubo coletor foram descartados e o filtro foi
inserido em um tubo de 1,5 mL. A eluicdo foi realizada com 50 yL de H,O-DEPC
pré-aquecida a 50°C e incubacgéo por 3 minutos em temperatura ambiente. Ao final,
foi realizada uma centrifugagdo a 11000 xg por 1 minuto. Para melhorar a eficiéncia,
o eluato foi adicionado novamente a coluna e incubado por 1 minuto. A amostra final
foi coletada com uma centrifugacdo por 1 minuto a 11000 xg. Aliquotas de 1,5uL
foram separadas para andlise da integridade por eletroforese capilar (item 3.28) e
confirmacédo da auséncia de DNA na amostra por PCR, antes de sua utilizacdo em
experimentos de RT-gPCR ou RNA-seq.

A eficiéncia do tratamento com DNase foi avaliada por PCR (item 3.12) com o
par de oligonucleotideos CVC-1 (5’ AGATGAAAACAATCATGCAAA) e 272-2-int (5’
GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT) (Pooler & Hartung, 1995) que gera amplicons de
500 pb apenas se houver DNA de X. fastidiosa contaminante nas amostras nas

amostras de RNA.
3.26 PCR quantitativa precedida de transcrigao reversa (RT-qPCR)

Os ensaios de RT-gPCR para a avaliar a abundancia de transcritos de xadA7,

xadA2 e xadA3 foram realizados com os oligonucleotideos listados na Tabela 8,
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visando a geragcdo amplicons de ~150 pb. Os genes dnaQ, rpoD e rpsO foram
utilizados como normalizadores nos ensaios de RT-qPCR, pois possui nivel de
expressdo constante nas condigbes de cultivo (Zaini et al., 2008; Fogaca et al.,
2010; Beaulieu et al., 2013). Os pares de oligonucleotideos listados na Tabela 8
possibilitam a deteccdo desses transcritos nas diversas cepas de X. fastidiosa,

conforme confirmado pelo alinhamento de suas regides gendmicas correspondentes.

Tabela 8. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de RT-gPCR

Nome do gene Oligonucleotideos

F 5 CGATAGCGCTGGGTTACAACAG
R 5’ AACCAGCACCCAAAGCAACCG

F 5 TCGATCCGTATGGGCAGTGTGA

xadA1

xadA2 R 5 AAGCTCGCTTTCAGTGCATCAG
A F 5ATTGGTACTACGGCCCGTTCG
R 5GGTGACACTGCTTGATGCACC
dna@ F 5GGTGCCGAACTGATTATTCACA
R 5 CAACCGCGATAACTCGTAATCAA
oD F 5 GGCTTGAGCGAGGTACAAG
P R 5 CGTCAACCTCAACAATGAC
150" F 5 CAGGTTGCACTGTTGACGGC

R 5 AAAAGACCACGGCGACTATG

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se 1ug de RNA total pré-tratado
com DNase (item 3.25) e 1 uL (~ 500 ng) de primers randémicos, perfazendo total de
5 pL. Esta mistura foi incubada a 70°C por 5 minutos, transferida para banho de gelo
por 5 minutos. A este volume foi adicionado uma mistura composta de 4 pL de
tampéo da enzima 5x, 2,4 uL de MgCl, 25 mM (3 mM), 1 uL de RNase OUT (20 V),
1 pL da mistura de dNTP a 10 mM cada, 1 pL (200 U) de transcriptase reversa
Improm-1l (Promega) e H,O-DEPC para um volume final de 15 uL. A reacao foi
incubada a 25°C por 5 minutos e em seguida, a 42°C por 60 minutos. A inativacéo
da reacao foi realizada através de incubacdo a 70°C durante 15 minutos. O volume
da solucdo de cDNA foi por fim elevado para 100 pL para minimizar variagdes por
erros de pipetagem nos passos seguintes.

Para cada reacédo de RT-qPCR, foram utilizados 5 pL da amostra de cDNA, 5
puL do par de oligonucleotideos para cada gene ou CDS, o que corresponde a uma
concentracdo de 800 nM cada, e 10 pL da mistura de amplificacdo contendo o
fluoréforo (SYBR Green — Applied Biosystems). Para todas as reacdes foram
incluidos controles negativos do RNA utilizado como molde para a sintese de cDNA
e dos oligonucleotideos utilizados. As reacbes de amplificagdo foram realizadas em

um termociclador em tempo real (Applied Biosystems, modelo 7300), utilizando-se 0
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seguinte programa: 2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C e 50 ciclos de 15 segundos
a 95°C e 30 segundos a 60°C. O software do equipamento gera curvas de
amplificacdo e dissociacdo dos oligonucleotideos para cada amostra analisada e
oferece o calculo automético do CT (Cycle Threshold) que corresponde ao nimero
de ciclos de reacao realizados até que a amplificacdo alcance o nivel de emisséo de
fluorescéncia determinado como limite (em torno de 50% da fluorescéncia maxima).
A relacéo entre a expressao do gene de interesse e a expressao do gene controle foi
calculada pelo método 222°T, conforme proposto por (Livak & Schmittgen, 2001). Os
ensaios foram realizados em triplicata a partir de pelo menos dois experimentos

independentes (replicatas biologicas).
3.27 Preparacdao da biblioteca de cDNA para sequenciamento (RNA-Seq)

ApOs a analise de integridade (item 3.28) e quantificacdo por método
fluorimétrico (item 3.24) das amostras de RNA, foi iniciado o protocolo de deplecéo
do rRNA utlizando o Ribo-Zero Magnetic Kit (Gram-negative bacteria)
(Epicentre/lllumina), utilizando-se ~5 pg de RNA total. Para cada amostra foi
preparado um volume de 225 pL de beads magnéticas em um microtubo de 1,5 mL.
O tubo foi inserido em um suporte magnético e o sobrenadante foi retirado.
Seguiram-se duas lavagens com 225 yL com RNase-free water, com o tubo ainda
no suporte. Apds essa etapa, o tubo foi retirado do suporte e as beads foram
ressuspendidas em 65 pL de Magnetic bead resuspension solution, além da adicao
de 1 pL de RiboGuard RNase Inhibitor. Os tubos foram deixados em temperatura
ambiente até o seu uso. Em seguida, foi realizado o tratamento da amostra de RNA
total com a Ribo-Zero rRNA removal solution para deplecdo do rRNA e
enriguecimento da preparacdo em mRNAs. Para isso foi montada a reacdo da
seguinte forma: 4 pL de Ribo-Zero reaction buffer, 10 pL de Ribo-Zero rRNA removal
solution, 5 pg de amostra de RNA (méaximo de 26 pL) e volume de RNase-free water
para completar volume final de 40 pL. A reacédo foi incubada por 10 minutos a 68°C.
Apds esta etapa, o volume completo do RNA tratado foi adicionado no tubo
contendo as beads magnéticas previamente preparadas. O tubo foi agitado e
deixado em temperatura ambiente por 5 minutos. Seguiu-se mais um periodo de 5
minutos de incubacdo a 50°C. ApOs essa etapa, o tubo foi inserido no suporte
magnético por 1 minuto. Noventa microlitros do sobrenadante foram removidos

cuidadosamente e transferidos para microtubo de 1,5 mL. Um pequeno volume
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restante foi separado para posterior analise da eficiéncia da deplecdo por
eletroforese capilar.

A etapa final consiste na purificacdo da amostra de RNA depletada. Foi
realizada uma precipitacdo por etanol, conforme descrito a seguir. Aos 90 uL da
amostra de RNA depletada, foram adicionados 90 puL de RNase-free water, 18 pL de
acetato de sodio 3M, 2 pL de glicogénio (10 mg/mL) e 600 pL de etanol 100%
gelado. Apds mistura em agitador de tubos, as amostras foram incubadas por 2
horas a -20°C. Apés este periodo, foi realizada uma centrifugacdo a 16000 xg por 30
minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado duas vezes com
etanol 70% (v/v) gelado, com centrifugacdes de 16000 xg por 5 minutos. Apds a
retirada do etanol depois da segunda lavagem, o precipitado foi deixado secando a
temperatura ambiente por 5 minutos, com a tampa do tubo aberta.

ApOs a etapa de deplecdo do rRNA, foi iniciado imediatamente o protocolo de
preparacdo da biblioteca de cDNA utilizando o TruSeq RNA sample preparation kit
v2 (lllumina), com adaptacgdes. Imediatamente apds o Ultimo passo descrito acima
do protocolo Ribo-Zero, o precipitado de RNA depletado e seco foi ressuspendido
em 18 pL da solucdo Elute, Prime, Fragment Mix do kit TruSeq RNA e tubo foi
incubado a 94°C por 8 minutos, e em seguida imediatamente transferido para banho
de gelo. A partir desta etapa, todos os procedimentos seréo realizados em placas de
96 pocos. Desta forma, 17 yL da amostra tratada foi transferida para um poco da
placa para iniciar o procedimento de sintese da primeira fita do cDNA. Foram
adicionados 8 pL da mistura do First strand Master Mix com a enzima transcriptase
reversa “ImProm 1I” (Promega), na proporcdo de 1 pL da enzima para 9 pL do
master mix. A placa foi inserida em termociclador com a seguinte programacao:
25°C por 10 minutos, 42°C por 50 minutos e 70°C por 15 minutos, sendo mantida a
4°C. Apés esta etapa, foi realizada a sintese da segunda fita do cDNA, adicionando-
se 25 pL do Second strand Master Mix ao pogo da placa contendo amostra. A placa
foi novamente incubada em termociclador por 1 hora a 16°C.

Apbs a sintese da segunda fita, foi realizada a purificacdo do cDNA dupla fita
com o uso de AMPure XP beads. Para tanto, a amostra foi transferida para uma
placa de 96 pocos compativel com o suporte magnético e foram adicionados 90 pL
da solucédo de beads. A placa foi deixada incubando por 15 minutos em temperatura
ambiente, fora do suporte. Apés este periodo, a placa foi inserida no suporte e

incubada por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e foram feitas duas lavagens
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com 200 pL de etanol 80%. Apés a retirada do etanol depois da segunda lavagem, a
placa foi deixada secando por 15 minutos no suporte magnético. Em seguida, a
placa foi retirada do suporte e foram adicionados 52,5 pL de Resuspension buffer,
seguindo-se incubacédo por 2 minutos. ApGs nova incubacdo por 5 minutos no
suporte magnético, foram coletados 50 UL do sobrenadante e transferidos para a
mesma placa compativel com o termociclador anteriormente usado.

Apo6s a obtencdo do cDNA dupla fita, foram realizados procedimentos para a
ligacdo dos adaptadores e indices de cada biblioteca, além de uma etapa de PCR
para enriguecimento dos fragmentos gerados. Em uma primeira etapa foi realizado o
reparo das extremidades dos fragmentos adicionando 40 uL do End Repair Mix ao
poco da placa contendo amostra. Opcionalmente, foram adicionados 10 pL de uma
diluicdo 1/100 do End Repair Control. A placa foi incubada em termociclador por 30
minutos a 30°C. Apds, toda a amostra foi transferida para a placa compativel com o
suporte magnético e foram adicionados 160 pL das AMPure XP beads. Seguiu-se o
mesmo procedimento de purificacdo citado acima, sendo que 0 a ressuspensdo das
beads foi feita com 17,5 pyL de “Resuspension buffer” e 15 pL do sobrenadante foram
coletados e transferidos para a outra placa. A préxima etapa consistiu em adicionar
um nucleotideo com base adenina na extremidade 3’ dos fragmentos, de modo que
possa especificamente se ligar aos adaptadores que apresentam um nucleotideo
com base timina na extremidade 3'. Dessa forma, foram adicionados 12,5 pL do A-
Tailing Mix ao pogo contendo amostra. Opcionalmente, foram adicionados 2,5 pL de
uma diluicdo 1/100 do A-Tailing Control. A placa foi inserida em um termociclador
com a seguinte programacao: 37°C por 30 minutos, 70°C por 5 minutos, sendo
mantida a 4°C. Seguiu-se imediatamente para a ligacdo dos adaptadores. Foram
adicionados 2,5 pL de Ligation mix, 2,5 uL do indice adaptador desejado (barcode)
e, opcionalmente, 2,5 uL de uma diluicdo 1/100 do Ligation Control. A placa foi
incubada em um termociclador por 10 minutos a 30°C. Para a parada da reacéo,
foram adicionados 5uL da solugdo Stop ligation buffer. Apds, toda a amostra foi
transferida para a placa compativel com o suporte magnético e foram adicionados
42 pL das AMPure XP beads. Seguiu-se o mesmo procedimento de purificacéo
citado acima, sendo que a ressuspensao das beads foi feita com 52,5 pL de
Resuspension buffer e 50uL do sobrenadante foram coletados e transferidos para
outro poco da mesma placa para uma segunda purificacdo com as beads. Desta

vez, foram usados 50 yuL das AMPure XP beads e, ao final, foram usados 22,5 uL de
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Resuspension buffer para ressuspenséo das beads; 20 pL do sobrenadante foram
coletados e transferidos para a outra placa. A Ultima etapa consiste no
enriqguecimento dos fragmentos de cDNA por PCR. Para isso, foram adicionados 5
pL do PCR primer cocktail e 25 pL do PCR Master Mix ao poco da placa com
amostra. A placa foi inserida em termociclador com a seguinte programacao: 98°C
por 30 segundos e 15 ciclos de 98°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos e
72°C por 30 segundos, com mais 5 minutos a 72°C, sendo mantida a 10°C. Para a
obteng&o da biblioteca final, foi realizada uma ultima purificagdo com AMPure XP
beads. A amostra foi transferida para a placa compativel com o suporte magnético e
foram adicionados 50 pL das beads. Ao final, foram usados 32,5 pL de
Resuspension buffer para a ressuspensédo das beads e foram coletados 30 pL do
sobrenadante (biblioteca final), transferidos para um tubo de 1,5 mL e este
armazenado a -20°C. Seguiu-se a analise de distribuicdo dos fragmentos da
biblioteca por eletroforese capilar (item 3.28) e quantificacdo por qPCR absoluto
(item 3.29).

3.28 Eletroforese capilar utilizando BioAnalyzer

As corridas de eletroforese capilar foram realizadas com um equipamento
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) para analise da integridade de amostras de
RNA, verificacdo da deplecdo de rRNA e analise dos perfis de distribuicdo dos
fragmentos em bibliotecas de cDNA para RNA-seq. Em cada caso, foram utilizados
diferentes kits, respectivamente RNA 6000 Nano kit, RNA 6000 Pico kit e High
Sensitivity DNA Kkit.

Para andlises da integridade das amostras de RNA total foram usados os Kkits
RNA 6000 Nano kit e RNA 6000 Pico kit. O primeiro apresenta intervalo de deteccao
de 25 e 500 ng/uL para RNA total e 25 e 250 ng/uL para mRNA enquanto que o
segundo apresenta um intervalo de deteccédo de 50 e 5000 pg/pL para analise de
RNA total e de 250 e 5000 pg/pL para analise de mRNA. Para analise de eficiéncia
do procedimento de deplecdo de rRNA, foi usado o RNA 6000 Pico kit. Para ambos
0s kits, é necessario realizar a preparacdo e desnaturacdo do RNA ladder que
acompanha o kit e que corresponde a fragmentos de RNA de tamanhos conhecidos.
A integridade do RNA é avaliada pelo software do préprio equipamento, o qual
calcula os valores do RIN (RNA Integrity Number) (Schroeder et al., 2006) baseado

nos tamanhos dos picos observados por todo o perfil eletroforético, incluindo os
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correspondentes aos rRNAs 16S e 23S. Definimos que amostras com RIN ~ 8,0
eram adequadas para o prosseguimento das etapas seguintes.

O kit High Sensitivity DNA kit foi usado para analisar a distribuicdo de
tamanhos dos fragmentos de cDNA ap0s a construcdo das bibliotecas para
sequenciamento (item 3.27), sendo que apresenta um intervalo de deteccéo de 5 e
500 pg/uL de DNA.

3.29 Quantificacéo da biblioteca usando gPCR absoluto

A quantificacdo precisa das bibliotecas de cDNA foi realizada através de
gPCR (PCR quantitativo) absoluto utilizando o Kapa Library Quantification kit (Kapa
Biosystems) para plataformas de sequenciamento lllumina. O kit disp6e de amostras
de DNA com concentra¢des conhecidas para gerar uma curva padréo que varia de
20 pM a 0,0002 pM. Antes do ensaio, as concentracdes das amostras sdo estimadas
por medigcbes no espectrofotbmetro NanoDrop, tamanho médio dos fragmentos
obtido por eletroforese capilar e uma tabela de conversao ng/pL em nM de acordo
com o protocolo Nextera DNA Sample Preparation Guide, e entdo diluidas para
concentracfes dentro dos limites da curva padrdo. Os ensaios em triplicata s&o
preparados em placa de 96 pocos, sendo que em cada po¢o sao adicionados 12 uL
do Kapa SYBR FastgPCR Master Mix, 4 uL de H,O-DEPC e 4 uL da amostra diluida
a ser quantificada ou da amostra com concentracdo conhecida (curva padréo) ou de
H,O-DEPC (branco). Os ensaios foram realizados no equipamento 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems) a 95°C por 5 minutos, seguindo-se 35 ciclos de
95°C por 30 segundos e 60°C por 45 segundos. A analise foi realizada com o
software do préprio equipamento que gera curvas de amplificacdo para cada
amostra e fornece o célculo do CT (Cycle Threshold). Os valores médios de CT
foram utilizados para calcular a concentracdo das bibliotecas com base na curva
padrao do kit, sendo ainda realizado um ajuste da concentracdo baseado no

tamanho médio dos fragmentos de cada biblioteca.
3.30 Sequenciamento das bibliotecas de cDNA no equipamento MiSeq

O sequenciamento das bibliotecas de cDNA foi realizado no equipamento
MiSeq (lllumina) instalado no Centro Avancado de Tecnologias em Gendmica
(CATG) do 1Q-USP. Algumas poucas corridas foram realizadas no MiSeq instalado
no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP) do ICB-USP. As corridas
foram realizadas com MiSeq Reagent Kit v2 de 500 ciclos com a estratégia de
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sequenciamento Paired-End que resulta em sequéncias (reads) de até 250
nucleotideos para cada extremidade de um fragmento sequenciado. No méaximo 8
bibliotecas de cDNA com indices distintos e compativeis foram sequenciadas em
uma mesma corrida. Antes de iniciar o sequenciamento, a concentracdo das
bibliotecas a serem sequenciadas foi ajustada para 4 nM e 0 mesmo volume de
cada uma delas foi misturado em um Unico tubo, seguindo-se adigdo de volume
igual de NaOH 0,2N e incubacdes a temperatura ambiente por 5 minutos e a 95°C
por 1 minuto. Apds essa etapa de desnaturacéo, foi realizada a diluicdo com tampéao
fornecido pelo kit para concentracéo final de 6 a 10 pM, seguindo-se aplicacédo de
todo volume (600 pL) do pool desnaturado de bibliotecas no cartucho de
sequenciamento.

O workflow escolhido para a analise apos a corrida foi o Generate FastQ. Tal
formato de arquivo de saida permite obter as sequéncias geradas na corrida (readl
e read2), acoplado com a informacdo da qualidade para cada nucleotideo

sequenciado.
3.31 Andlises de dados de RNA-seq

Apébs o término do sequenciamento, sdo gerados arquivos em formato FastQ
contendo as sequéncias (readl e read2) com informacao do escore de qualidade (Q
score) para cada nucleotideo, atribuido pelo software do proprio MiSeq. Os arquivos
FastQ gerados para cada biblioteca foram submetidos a analise com o software
FASTQC (Andrews et al., 2014), que gera plotagens baseadas no Q score por base
sequenciada, distribuicdo de Q score médio de cada sequéncia obtida, conteudo de
adaptadores remanescentes, entre outras informagoes.

O mapeamento das sequéncias obtidas pelo sequenciamento das bibliotecas
de cDNA foi realizado utilizando o software CLC Genomics Workbench, verséo 6.5
(http://www.clcbio.com) com o moédulo RNA-Seq analysis. Foram utilizados arquivos
em formato .gbk, o qual contém as sequéncias anotadas dos genomas das cepas de
X. fastidiosa. Duas opc¢bOes de mapeamento foram realizadas, gerando listas de
genes com valores de expressdo normalizados por FPKM (Fragments per kilobase
transcript per million reads) (Mortazavi et al., 2008) ou com valores brutos de
contagem de reads para cada gene. Previamente ao mapeamento foi realizado
procedimento de quality trimming usando este mesmo software, no modulo Trim

sequences, com escore de corte Q30.
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Andlises de correlacdo de Pearson foram realizadas usando os valores de
expressdo por FPKM na funcdo cor.test do pacote stats do software R (R Core
Team, 2013). Para as analises estatisticas de expresséao diferencial entre genes de
transcritomas diferentes, foi usado o pacote DESeq2 (Love et al., 2014) do software
R (R Core Team, 2013), usando como entrada valores brutos de contagem de
sequéncias para cada gene. Como parametros para definir um gene como
diferencialmente expresso entre duas condi¢cfes distintas foi estabelecido ter um
valor de padj < 0,05 e um valor de log,FoldChange > 1. A funcéo plotMA do mesmo
pacote foi usada para gerar os graficos de dispersao dos genes baseado em seus
respectivos valores de expressdo média e razdo de expressdo. A funcdo pie do
pacote graphics do software R (R Core Team, 2013) foi usada para gerar os gréficos

de distribuicdo das categorias COG.
3.32 Andlises bioinformaticas

Para pesquisa de identidade/similaridade de sequéncias de DNA ou de
proteinas foram utilizados os programas BLASTn, BLASTp e BLASTx (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990; Altschul et al.,, 1997) em bases
publicas de dados tais como GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology
Information,  http://www.ncbi.nlm.nih.gov), X. fastidiosa Genome Project
(http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/) e X. fastidiosa Comparative Genome Project
(http://www.xylella.Incc.br/). Para recuperar as sequéncias de CDS das diferentes
cepas de X. fastidiosa e compara-las, utilizamos a plataforma IMG-ER (Integrated
Microbial Genomes-Expert Review) (Markowitz et al., 2012), disponivel em
http://img.jgi.doe.gov/.

Para o alinhamento de sequéncias de aminoacidos ou de nucleotideos foi
utilizado o programa ClustalX ou ClustalW (Thompson et al., 1994; Thompson et al.,
1997). O planejamento de alguns oligonucleotideos foi realizado com o programa
PRIMER3 (Rozen & Skaletsky, 2000) e para analisar as propriedades dos
oligonucleotideos gerados pelo PRIMER3 utilizamos o programa OligoAnalyzer
(Owczarzy et al., 2008).

O programa BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) foi
utilizado para analisar os resultados de sequenciamento automatizado.

As ferramentas do Expasy (Translate e Compute pl/Mw) (Gasteiger et al.,
2003) e o software Recombinant Protein Solubility Prediction (Universidade de
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Oklahoma, http://biotech.ou.edu/) foram utilizados para avaliar as caracteristicas
preditas para as proteinas recombinantes planejadas.

Para predicdo de dominios foi utilizado o Pfam (Finn et al.,, 2008) e para
predicdo da localizacdo subcelular das proteinas de interesse foi utilizados PSORTDb
3.0.2 (Yu et al., 2010). As proteinas também foram submetidas a anéalise com o
Servidor SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011) para predicdo da posicédo de clivagem
do peptideo sinal (cbs.dtu.dk/services/SignalP/). De maneira similar, foi realizada a
predicdo de secrecdo nao-classica utilizando-se o servidor SecretomeP 2.0
(Bendtsen et al., 2005) (cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). Modelos de estrutura
tridimensional de proteinas foram obtidos com o programa Phyre2 (Kelley et al.,
2015).

3.33 Colonizacao de plantas com X. fastidiosa e transmissao pelo inseto-vetor

Os ensaios de inoculacao de videiras com diferentes cepas de X. fastidiosa e
de transmissao pelo inseto-vetor foram realizados em colaboragdo com o grupo do
Prof. Steven Lindow, Universidade da Califérnia, Berkeley (EUA) seguindo
protocolos bem estabelecidos (Hill & Purcell, 1995; Newman et al., 2004b; lonescu et
al., 2013; Baccatri et al., 2014).

As plantas (Vitis vinifera variedade Cabernet Sauvignon) foram crescidas em
casa de vegetacdo até 50 cm de altura e mecanicamente inoculadas com as cepas
selvagem e mutantes de X. fastidiosa, utilizando-se delicadas perfuragcdes na base
de um peciolo apés adicdo de uma gota (5 pL) da suspensdo de células (108
células/mL). Ap6s 10-12 semanas da inoculacao o sintoma da doenca de Pierce é
avaliado pela contagem de folhas sintométicas.

Para os ensaios de transmissao pelos insetos (Newman et al., 2004; Baccari
et al., 2014) aproximadamente 30 a 40 insetos (Graphocephala atropunctata) séo
alimentados em dispositivo de dieta artificial com a cepa de interesse por trés dias.
Os insetos foram entdo colocados em telado juntamente com plantulas saudaveis
por um periodo de 7 dias, para que estes pudessem se alimentar do xilema e assim
transmitir X. fastidiosa. Apos esse periodo essas plantas sdo mantidas em casa de
vegetacdo por até 8 semanas, quando procede-se a verificagdo da presenca de X.
fastidiosa pela maceracdo do tecido, plagueamento e contagem de colbnias e por
PCR. A porcentagem de plantas que testam positivo para X. fastidiosa é definida

como taxa de transmissao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Adesinas da familia dos auto-transportadores triméricos em X. fastidiosa

X. fastidiosa possui adesinas fimbriais e n&o-fimbriais que estdo envolvidas na
formacdo de biofilme, as quais sédo potencialmente os fatores responsaveis pela
colonizacéo eficiente de insetos vetores e plantas hospedeiras. Entre a classe de
adesinas nao-fimbriais, 0 genoma de X. fastidiosa codifica trés adesinas da familia
dos auto-transportadores triméricos (TAAs) aqui denominadas XadAl, XadA2 e
XadA3. O envolvimento de XadAl e XadA2 (também denominada Hsf) na formacéo
do biofilme bem como alguns aspectos da regulacdo da expressao destas proteinas
ja foram investigados em trabalhos anteriores (de Souza et al., 2004; Felil et al.,
2007; Shi et al., 2009; Caserta et al., 2010). Porém, a funcdo e as caracteristicas
bioquimicas de XadA3, até o inicio desse trabalho, eram desconhecidas, apesar
desta proteina ter sido detectada em analises protedmicas como fortemente
associada a membrana de X. fastidiosa (Smolka et al., 2003).

Na Tabela 9 e na Figura 7 estdo mostradas algumas caracteristicas preditas
para estas proteinas a partir da analise de suas sequéncias codificadas nos
genomas das cepas Temeculal e 9a5c, agentes causais, respectivamente, da
doenca de Pierce de videiras e da Clorose Variegada dos Citros.

Tabela 9. Caracteristicas das trés adesinas da familia de auto-transportadores de X. fastidiosa nas

cepas Temecula (Tem) e 9a5c.

NuUmero da NUumero de Massa molecular Identidade”
CcDS? aminoacidos® predita (kDa)” Tem x 9a5¢
Cepa Tem 9abc Tem 9a5c Tem 9a5c
Adesina
XadAl PD0731 XF1516 997 1004 97,5 98,2 94%
XadA2 PD0744 XF1529 2504 2059 248 204 91%
XadA3 PD0824 XF1981 1315 1190 130,5 118,5 93%

“Numero da CDS segundo anotacg&o original dos genomas dessas cepas.

°As informacdes sobre as trés CDS foram recuperadas do IMG-M https://img.jgi.doe.gov/ de acordo
com recente reanotacdo dos genomas dessas cepas.

°A identidade média entre a sequéncia de aminoéacidos predita para os ortélogos das cepas Temecula
e 9a5c foi determinada utilizando-se BLASTp.
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Figura 7. Organizacédo estrutural dos dominios preditos nas adesinas XadAl, XadA2 e XadA3
na cepa 9a5c. A predicao foi realizada com a ferramenta PFAM (http:/pfam.sanger.ac.uk/). O
dominio carboxi-terminal YadA anchor, caracteristico de auto-transportadores triméricos, esta
indicado em azul. As caixas em verde representam o dominio Yad stalk (repeticdes Hep-Hag:
repeticGes de 7 aminoécidos tipicas de hemaglutininas), em vermelho representam dominio Yad head
(dominios de hemaglutininas) e em laranja, dominios encontrados em outras proteinas de superficie
de X. fastidiosa.

Como esquematizado na Figura 7, as trés adesinas de X. fastidiosa
apresentam o dominio carboxi-terminal YadA anchor, caracteristico de auto-
transportadores triméricos (Leo et al., 2012). A andlise da sequéncia das trés XadAs
com o software SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011) ndo aponta para existéncia de
uma sequéncia sinal amino-terminal tipica, como se espera de proteinas sejam
direcionadas e transportadas através da membrana interna (Desvaux et al., 2006). A
sequéncia sinal amino-terminal € considerada uma regido de tamanho variavel,
podendo ter de 20 até 50 aminoacidos (Henderson et al., 1998; Preston et al., 2005;
Desvaux et al.,, 2006). Por outro lado, a analise com o software SecretomeP
(Bendtsen et al., 2005) resultou em SecP score >0,94 para todas trés XadAs, uma
predicao confiavel de que essas proteinas sdo secretadas por vias ndo-classicas.

A predicdo da estrutura tridimensional das trés XadAs (Figura 8) sugere a
existéncia de diferencas em seus respectivos dominios de passagem tanto na cepa
Temecula quanto na 9a5c. Observa-se também que todas mantém a estrutura de
folhas beta no dominio C-terminal e sdo praticamente idénticas, com excecédo da
XadAl que, de fato, apresenta um dominio YadA incompleto (Figura 8). Uma
hipotese a ser futuramente investigada é se a quebra na folha beta no dominio C-
terminal da adesina XadAl favoreceria a presenca dessa proteina no meio
extracelular e/ou em vesiculas de membrana externa (OMVSs) (lonescu et al., 2014a).
Ja foi mostrado que os residuos de aminoacidos da regido C-terminal de TAA séo
determinantes para o reconhecimento e montagem do trimero pelo complexo Bam
(2010).
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Figura 8. Estrutura 3D predita das XadAs das cepas 9a5c e Temecula. A predicdo da estrutura de

cada mondmero foi realizada com o programa Phyre2 (Kelley et al., 2015).

As trés XadAs sao codificadas em todos genomas de X. fastidiosa
sequenciados até o momento (mais de 20 genomas), sendo que as identidades de
suas respectivas sequéncias entre as varias cepas € >90% (dados ndo mostrados).
Uma hipétese a ser considerada é se as pequenas diferencas de sequéncias de
aminoacidos entre XadAs estariam relacionadas a especificidade das distintas cepas
por um determinado hospedeiro vegetal.
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4.2 A adesina XadA3 em diferentes cepas de X. fastidiosa

A Tabela 10 lista o tamanho da sequéncia de aminoacidos de XadA3 de
algumas das cepas de X. fastidiosa isoladas de diferentes hospedeiros vegetais cujo
genoma ja foi sequenciado. Cabe destacar as diferencas de tamanhos entre as
cepas e a ocorréncia de polimorfismos que sdo evidentes da comparacado dessas
sequéncias (item 7.1, apéndice).

A organizacdo estrutural dos dominios preditos nas XadA3 das diferentes
cepas esta ilustrada na Figura 9. Pode se observar que apesar da XadA3 nas
diferentes cepas apresentar-se em diferentes tamanhos, sempre mantém o0s
dominios da regido carboxi-terminal conservados. Isso condiz com estudos ja
realizados para auto-transportadores que mostram que o dominio de ancoragem
(dominio YadA) € razoavelmente conservado entre as diferentes adesinas TAA,
diferentemente do dominios cabeca, pescoco e cauda que contém variados motivos
tais como YadA-Like Head Domain/ Hep-Hag (left handed parallel B-roll repeats),
Hia, entre outros menos conservados (Szczesny et al., 2008). As XadA3 de todas as
cepas analisadas possuem pelo menos 3 repeticbes Hep-Hag (repeticbes de 7
aminoacidos tipicas de hemaglutininas, onde até 10 cdpias podem estar presentes)
e, quase todas possuem os 2 dominios tipicos de hemaglutininas (em vermelho),
menos as cepa M23 e a PLS229 que s6 possui 1 dominio tipico de hemaglutininas.



Tabela 10: Tamanho da sequéncia de aminoacidos de XadA3 em cepas

de X. fastidiosa isoladas de diferentes hospedeiros.

Cepa Hospedeiro aa

Jlal2 (nao-

] Laranjeira doce 1065
virulenta)

Fb7 Laranjeira doce 1190

Hib4 Hibisco 1065

XRB Laranjeira doce 1190

Temecula Videira 1315

M23 Amendoeira 1440

Ann-1 Espirradeira 1190

Mul-MD Amoreira 1065

ATCC 35871 Ameixeira 1440

PLS229 Pera 616
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Figura 9. Organizagdo estrutural dos dominios preditos nas adesinas XadA3 de diferentes
cepas de X. fastidiosa. A predicao foi realizada com a ferramenta PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/).
O dominio carboxi-terminal YadA, caracteristicos de autotransportadores triméricos esta indicado em
azul. As caixas em verde representam repeticdes Hep-Hag (repetices de 7 aminoéacidos tipicas de
hemaglutininas), em vermelho representam dominios de hemaglutininas. O tamanho predito para a
proteina de cada cepa bem como o hospedeiro vegetal do qual foi isolada estéo indicados na Tabela
10.
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Ressaltamos, que varios dos genomas de X. fastidiosa estdo incompletos e
podem conter erros de sequenciamento e/ou de montagem. Dessa forma, 0s
poliformismos identificados tem que ser tomados com cautela, até que sejam
confirmados pelo re-sequenciamento dessas regifes. Este foi o caso da sequéncia
de xadA3 nos genomas das cepas 3124, Hib4 e Prx8, que apresentava
polimorfismos (delecbes e inser¢cdes) que resultavam em fragmentacdo da
sequéncia codificadora predita. Nesse caso, as cepas 3124, Hib4 e Pr8x
aparentemente ndo expressariam XadA3 integra e funcional. Consideramos a
possibilidade da ocorréncia de erros no sequenciamento do genoma, e, portanto, a
regido de interesse foi amplificada por PCR e foi resequenciada pelo método de
Sanger. Os resultados do re-sequenciamento estdo apresentados no item 7.1.

A verificacdo do tamanho da XadAS3 foi realizada pela analise da proteina por
immunoblotting extratos totais de células X. fastidiosa de cepas que dispomos em
nosso laboratdrio. A Figura 10 mostra que anticorpo anti-XadA3 (item 7.1) detectou
polipeptideos com tamanhos semelhantes aos preditos por analises in silico para as
8 cepas de X. fastidiosa testadas com excecdo da Fb7. Destacamos a diferenca no
tamanho de XadA3 da cepa Temecula que € bem maior que a XadA3 da cepa 9a5c
(Figura 42, Apendice Figura 10), como predito (Tabela 10).

0\'&
Q}Qeo o ’b\{l/ f‘[,b‘b Q;\ r\q/b‘ ‘Ob‘ st oM
kba Mr T OV O oY S &

150 —
100 —

~

Tamanho 131 119 106 119 119 118 102 120
predito (kDa)

T_amanho 131 119 106 119 119 118 102 120
predito (kDa)

Figura 10. Andlise de XadA3 em extratos total de 8 cepas de X. fastidiosa. Aliquotas de 10 ug de
extrato total das 8 cepas foram analisadas por SDS-PAGE 10% corado com Coomassie Blue
(imagem a esquerda) ou transferidos para membrana de nitrocelulose. A imagem a direita mostra a
deteccdo com anticorpo anti-XadA3 1:2000, revelado com anticorpo secundéario anti-rabbit 800 (Li-
Cor) 1:15000. O padrdo de massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual
Color Standards (10-250 kDa).

A auséncia da proteina na cepa Fb7 poderia estar relacionada com a menor
expressao do gene xadA3, uma vez que esta cepa é deficiente na percepcao de

DSF (fator de sinalizacdo difusivel) e tem o perfil de expressdo génica bastante
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diferente de outras cepas de X. fastidiosa (Pierry, 2017). Fb7 apresenta uma
mutacdo no gene que codifica RpfC que é o receptor de DSF (lonescu et al., 2013;
Feitosa-Junior, 2017). Esta hipétese foi entdo confirmada através da analise de
dados de transcritomas dessas 8 cepas totais obtidos por RNA-seq (Pierry, 2017)
que revelaram que xadA3 é sempre 0 transcrito mais abundante em cada
transcritoma, seguido de xadAl e xadA2 com excecdo da cepa Fb7, onde xadAl
possui mais transcritos do que xadA3 e xadA2 (Figura 11). Além disso, a analise de
expressao génica diferencial (Figura 12) confirmou que os transcritos de xadA3 séo
menos expressos na cepa Fb7 quando comparada as cepas Temecula e U24d. J&
xadAl variou em todos os transcritomas analisados, sendo mais expresso na cepa

Fb7 quando esta foi comparada com as demais cepas.

8UL
700
600
500

400
mxadAl

300 mxadA2
xadA3

Valor de expressédo (RPKM)

200
100

0
PWG PWG PIM6 PIM6 PWG PWG PIM6 PIM6 PWG PWG PIM6 PIM6 PWG PWG PWG PWG PWG PWG PWG PWG PWG PWG
l3d 10d 1d 3dl l3d 7d 1d 3(:1l l3d 7d 1d 3dl l5d lOdl l7d 15d . 3d 7d , l3d 7d ) |3d 10dl

9a5¢c Temecula Fb7 Jlal2 u24d 3124 Hib4 Pr8x

Figura 11. Valores de expressado génica por FPKM de xadAl, xadA2 e xadA3 em 8 cepas de X.
fastidiosa. Os dados foram extraidos de analise de transcritomas completos das 8 cepas cultivadas
em meio completo PWG ou meio minimo PIM6 pelos tempos indicados (em dias) (Pierry, 2017).
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Figura 12. Anélise de expresséo diferencial de xadAl, xadA2 e xadA3 em 8 cepas de X. fastidiosa.
Os dados de expressao diferencial de xadl, xad2 e xad3 foram extraidos das analises de resultados
do RNA-seqg com pacote DESeq2 dos transcritomas das cepas indicadas cultivadas em meio
complexo (PWG) e minimo (PIM-6) nas fases iniciais (E - early) e fases finais (L - late) de crescimento
(Pierry, 2017).

4.3 Determinacao da localizacdo subcelular de XadA3

Avaliamos se, assim como ja observado para XadAl (lonescu et al., 2014b;
lonescu et al.,, 2014a), XadA3 seria eventualmente secretada para 0 meio
extracelular, ou se estaria preferencialmente associada as células como verificado
através de analises protedbmicas (Smolka et al., 2003). Como observado na figura
13, a proteina XadA3 parece estar ausente na fracdo extracelular, sendo detectada
apenas no extrato proteico celular. Contudo, XadAl e XadA2 parecem estar
presentes tanto na fracdo celular quanto na extracelular. E sabido que proteinas
autotransportadoras triméricas podem estar ancoradas na membrana externa de
bactérias Gram-negativas ou serem clivadas e secretadas (Cotter et al., 2005).
XadAl de X. fastidiosa por sua vez é encontrada na fragdo extracelular como
componente de vesiculas de membrana externa (lonescu et al., 2014b). Como
controle da especificidade dos anticorpos empregados nos immunoblottings da
Figura 18, além dos extratos das cepas selvagens (9a5c ou Temecula) utilizamos

extratos proteicos dos mutantes AxadAl, AxadA2 e AxadA3 (item 3.2). Destacamos
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que a proteina XadA2 é maior que XadAl e XadA3 o que dificulta a deteccao nos
ensaios de Immunoblotting, pois tais proteinas ficam retidas no gel de
empilhamento. Outro detalhe é que as XadAs por serem multimeros talvez sejam
mais resistentes a desnaturacdo comprometendo sua migracdo em SDS-PAGE
(Smolka et al., 2003).
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Figura 13. Detecgcédo das XadAs extratos em proteicos da fracdo extracelular e de células (fragédo
celular). Aliquotas de 10 pg de proteinas da fragdo celular e extracelular de cultivos das cepas
selvagem Temecula (WT) e mutantes de dele¢do para cada uma das xadAs (X1:AxadA1, X2: AxadA2
e X3:AxadA3) foram separadas em SDS-PAGE 10% seguindo-se coloragdo com Coomassie blue (a
esquerda) e Immunoblotting (a direita) com o anticorpo (A) anti-xadA1 1:10.000, (B) anti-xadA2 1:400
e (C) anti-XadA3 na diluigdo de 1:2000. A deteccdo foi realizada com anticorpo secundario
fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na diluicdo 1:15000. A imagem foi capturada no equipamento
Odyssey Infrared Imaging System. O padrdo de massa molecular relativa (MW) utilizado foi ™
Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250 kDa). As setas a direita apontam a posi¢cédo de

migracao da proteina detectada pelo anticorpo.

Na tentativa de determinar a localizacdo celular das XadAs utilizamos a
técnica de imunomarcacdo com ouro. Como ndo existe nenhum protocolo definido

para X. fastidiosa, comecamos a padronizacdo do méetodo com a primeira técnica
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mostrada na figura 14, onde é possivel visualizar a adesina XadA3 presente nas
juncBes célula-célula. A segunda técnica testada estd mostrada na figura 14, que
mostra a imunomarcacao da adesina XadAl presente em toda a superficie da célula
e também no meio extracelular, corroborando os descritos por (Caserta et al., 2010;
lonescu et al., 2014a) que identificaram a adesina XadAl tanto na célula quanto no
meio extracelular e associadas a vesiculas de membrana externa (OMVSs).

No entanto, a qualidade de nossos resultados de imunomarcacdo com
particulas de ouro nao foi satisfatoria. Tanto o anticorpo anti-xadA2 (baixissima
titulag&o (1:400) como o anti-XadA3 ndo se mostraram adequados para este tipo de
ensaio bem como o preparo de amostras ndo atendeu plenamente o0s objetivos

iniciais.

AxadAl AxadA2 AxadA3

Figura 14. Tentativas de deteccdo das proteinas XadAl, XadA2 e XadA3 na cepa selvagem
Temecula por Immunogold. (A) Incubagdo com anti-xadAl 1:50 e anticorpo secundario anti-GAR10
1:20, com 3 horas de incubacédo; anti-xadA2 1:20 e anticorpo secundério anti-GAR10 1:50, com 3
horas de incubacéo; anticorpo primario anti-xadA3 1:50 e anticorpo secundério anti-GAR10 1:50, com
5 horas de incubacgédo. (B) Aumento das imagens A, destacando as particulas de ouro. N&o usado
contrastante nas amostras. Imagens geradas por microscopia eletrénica de transmissao (MET) a 200
kV.

4.4 Avaliacdo do efeito do anticorpo anti-XadA3 e de OMVs na adeséo de X.

fastidiosa sob condi¢cdes de fluxo

4.4.1 Anticorpo anti-XadA3

Para investigar em maior detalhe a adesdo mediada por XadA3, avaliamos a
capacidade do anticorpo policlonal anti-XadA3 interferir na adesao de células de X.
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fastidiosa a superficie de camaras de microfluidica e também na adesao intercelular.
O anticorpo anti-XadA3 foi usado para hipoteticamente bloquear e interferir na
adeséao celular mediada por esta adesina e foi previamente incubado com as células
antes que essas fossem injetadas nas camaras. Os canais sujeitos a fluxo onde as
células foram observadas foram desenhados para mimetizar as condi¢fes de fluxo
que a bactéria encontra tanto no xilema (~5 mm/s) quanto no aparelho bucal do
inseto (~500 mm/s).

O resultado obtido indica que o anticorpo anti-XadA3 néo interfere na adesao
das células a superficie (Figura 15). Essa observacdo € mais uma indicacédo de que
as proteinas XadAs parecem ndo ser fundamentais para ancorar as células a
superficies. Como demonstracdo de que estes ensaios foram realizados de forma
adequada, citamos os dados da adesina fimbrial de X. fastidiosa similar a MrkD.
Neste caso foi observado que esta adesina de fimbrias tem importante papel na
adesao inicial ao substrato, pois quando foi utilizado o anticorpo anti-MrkD, poucas
células permaneceram aderidas a superficie comparativamente a adicdo de soro

pré-imune (Paulo A. Zaini, comunica¢ao pessoal).
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Figura 15. Avaliacdo da capacidade do anticorpo anti-XadA3 interferir na adesédo de células de X.
fastidiosa a superficie de cAmaras de microfluidica. Dados de 4 réplicas biolégicas. Em cada ensaio

de 20 a 130 células foram acompanhadas individualmente.

4.4.2 Vesiculas de membrana externa (OMVSs)

Investigamos se as OMVs poderiam interferir na adesao celular a superficies
assim como verificado em trabalho anterior, em que foi demonstrado que OMVs de

X. fastidiosa parecem revestir os vasos do xilema e entdo facilitar a disperséo
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sistémica das células na planta (Baccari et al., 2014). Para tal, avaliamos a
capacidade de OMVs purificadas interferir na adesdo de células de X. fastidiosa a
superficie de camaras de microfluidica e também na adeséo intercelular. As OMVs
isoladas de Temecula e de mutantes AXadAs foram incubadas por 1 hora com as
células antes que essas fossem injetadas na camara de microfluidica, para
hipoteticamente bloquear e interferir na adeséao celular mediada por estas adesinas.
O resultado preliminar obtido indica que as OMVs, mesmo as preparacdes
obtidas de células selvagens, parecem nao interferir na adesdo das células a
superficie (Figura 16), ao contrario do esperado (lonescu et al.,, 2014b). Dessa
forma, mais experimentos sdo necessarios para avaliarmos seu papel das OMVs na

adesdao a superficies.
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Figura 16. Avaliagdo da capacidade das vesiculas dos AXadAs de interferir na adeséo de células de
X. fastidiosa a superficie de cdmaras de microfluidica. Em cada ensaio de 100 a 250 células foram

acompanhadas individualmente.

4.5 Caracterizacédo fenotipica dos mutantes AxadA1l, AxadA2 e AxadA3
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4.5.1 Confirmacao da dele¢do dos genes xadAl, xadA2 e xadA3

As cepas mutantes AxadAl, AxadA2 e AxadA3 foram obtidas por substituicdo
alélica por recombinacdo homologa (item 3.2) utilizando-se a cepa Temecula, visto
que a dificuldade de transformar a cepa 9a5c ainda nao foi superada. Foram obtidos
quatro clones mutantes AxadAl, um AxadA2 e cinco AxadA3, todos obtidas em
eventos independentes de transformacao natural com a construcdo plasmidial que
possibilitou a troca de cada um dos locus xadA por um cassete de resisténcia a
canamicina (item 3.2).

A delecdo nos clones transformantes obtidos foi confirmada por PCR do DNA
gendmico purificado desses clones como esquematizado na Figura 17, utilizando-se
pares de oligonucleotideos (Tabela 2) flanqueando o gene xadAl, xadA2 e xadA3,
visando a geracdo de produtos com tamanho de ~3000 pb para xadAl na cepa
selvagem e ~2000 pb nos mutantes, ~8000 pb para xadA2 na cepa selvagem e
~2000 pb nos mutantes, e ~4200 pb para xadA3 na cepa selvagem e ~3000 pb nos
mutantes. O resultado do PCR com os amplicons na faixa de tamanho esperada
para a cepa selvagem e para cada um dos clones mutantes, confirmando assim a
troca alélica (Figura xx).

Os clones mutantes também foram genotipados utilizando os
oligonucleotideos Tem_1959F e R para confirmar a identidade dos mutantes como
derivados da cepa Temecula como mostrado na Figura 17.

A efetiva auséncia dessas proteinas nas cepas mutantes foi adicionalmente

confirmada com os anticorpos anti-XadAl, anti-XadA2 e anti-XadA3 (Figuras 18).



Figura 17.
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Genotipagem dos clones mutantes AxadAl, AxadA2 e AxadA3.
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Pares de

oligonucleotideos flanqueando os genes xadAl, xadA2 e xadA3 como esquematizado em A foram

utilizados para confirmar as delec¢des (B).

As cepas foram também genotipadas com um par de

oligonucleotideos para confirmar a identidade das cepas mutantes como derivadas da cepa Temecula

(C). O marcador de tamanho de fragmentos de DNA (em pb) foi aplicado na canaleta M.



81

MW WT X1 X2 X3 MW WT X1 X2 X3

MWWT X1 X2 X3 kDa MW WT X1 X2 X3

kDa kDa

250

250 —* 150
150 — & 100
100 — e @8 B8 B == 75
75 — -
- 50
50 7‘ - -

Anti-xadAl Anti-xadA2 Anti-xadA3

Figura 18. Confirmagdo dos mutantes AxadAl, AxadA2 e AxadA3 por Immunoblotting. Aliquotas de
10 pg de extrato total da cepa selvagem Temecula e dos mutantes AxadAs foram separadas em
SDS-PAGE 10% seguindo-se coloragdo com Coomassie blue (a esquerda) e Immunoblotting (a
direita) com o anticorpo: anti-xadAl 1:10.000, anti-xadA2 1:400 e anti-XadA3 na diluicdo de 1:2000. A
detecc¢do foi realizada com anticorpo secundério fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na diluicdo
1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared Imaging System. O padrdo de
massa molecular relativa (MW) utilizado foi ™ Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250
kDa).

4.5.2 Capacidade de formacéao de biofilme em vidro e plastico

Uma vez confirmada a obtencédo dos mutantes AxadA1, AxadA2 e AxadA3 na
cepa Temecula iniciamos os ensaios de caracterizacdo in vitro de seu fendtipo.
Apesar da dificuldade em se realizar curvas de crescimento para X. fastidiosa,
observamos que o perfil para todos os mutantes foi similar, sendo que apo6s o
terceiro dia de cultivo pode-se observar a suposta fase exponencial. A fase
estacionaria foi atingida mesmo apés 10-14 dias de cultivo (dados nao
apresentados).

Foi realizada a andlise do fenétipo de producéo de biofilme para os mutantes
AxadA1, AxadA2 e AxadA3 em comparacdo com a cepa selvagem Temecula em
meio liquido (Figura 19). Observamos que a selvagem forma mais biofilme aderido
ao vidro que os mutantes, sendo o mutante AxadA3 o que forma menos biofilme.
Observamos também que o biofilme de Temecula € diminuido aos 21 dias, transi¢ao
biofilme-planctdnica, o que pode ser um indicativo de estagio tardio do biofilme, no

qual ocorre dissipacao de células ou ainda a populacédo de células neste ponto pode
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estar em decaimento (Danhorn & Fuqua, 2007; Flemming & Wingender, 2010a;
Chagnot et al., 2013).

Temecula AxadAl AxgdAZ AxadA3

5dias

7 dias

14 dias

21 dias

Figura 19. Ensaio de formag&@o de biofime. Os mutantes AxadAl, AxadA2 e AxadA3 e cepa

selvagem Temecula foram cultivadas em meio PWG pelos tempos indicados.

O ensaio de formagéo de biofilme realizado em tubos de vidro estad mostrado
na Figura 20, onde fica evidente que o biofilme formado pela cepa Temecula
selvagem é muito mais espesso que o0s dos mutantes AxadA. Este dado foi
confirmado pelo mesmo ensaio realizado em placa de 96 pogos com um maior

namero de replicatas (Figura 21).
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Figura 20. Formacédo de biofiime em tubos de ensaio. O biofilme formado nas paredes dos tubos de

vidro contendo suspenséo bacteriana das cepas 9a5c e Temecula e dos mutantes AxadA crescidos
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por 14 dias a 28°C 170 rpm foram coradas com 0,1% de cristal violeta. Apds remocéo do biofilme com
SDS 1%, a absorbéancia a 595nm foi determinada (A). O experimento foi realizado em triplicata, sendo
3 réplicas bioldgicas. O biofilme formado pela cepa Temecula foi visualmente mais espesso do que o
biofilme formado pelos mutantes AxadAl, AxadA2 e AxadA3 (B).
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Figura 21. Formacao de biofilme pela cepa Temecula e AxadAl, AxadA2 e AxadA3 de X. fastidiosa
crescidas em placa de 96 pocos. O biofilme formado nas paredes dos pog¢os contendo suspensdo
bacteriana da cepa Temecula e os mutantes de XadA crescidos por 14 dias a 28°C 170 rpm em meio
PWG foram coradas com 0,1% de cristal violeta. Ap6s remocdo do biofilme com SDS 1%, a
absorbancia a 595nm foi determinada. Para este experimento foram feitas 16 réplicas de cada cepa,
sendo 3 réplicas bioldgicas.

A caracteristica de reducdo da espessura do biofilme formado pelo mutante
nao € um fendtipo exclusivo dos mutantes AxadAs, visto que mutantes para outras
adesinas fimbriais e afimbriais também apresentaram reducdo na formacdo de
biofilme (Kirkpatrick & Guilhabert, 2005; Feil et al., 2007). Isso é relevante porque a
formacdo de biofilme é um elemento chave na patogenicidade dessa bactéria (de
Souza et al., 2004). Ensaio em plantas com mutantes de algumas adesinas de X.
fastidiosa mostram que a patogenicidade pode ser reduzida ou aumentada
dependendo do gene deletado (Kirkpatrick & Guilhabert, 2005; Feil et al., 2007).

4.5.3 Ensaio de Aglutinacao

O ensaio de aglutinagcdo foi realizado para avaliar se as adesinas
autotransportadoras triméricas possuem papel na adesao célula-célula. A Figura 22
mostra a aglutinacdo celular das cepas 9a5c, Temecula, AxadAl, Axad2 e AxadA3
ao longo do tempo, onde podemos observar que o mutante AxadA3 aglutina muito
menos que a cepa selvagem. Esse dado confirma o fendtipo observado para o

7

mutante na Figura 19, onde o meio é mais turvo, com mais células dispersas
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(planctbnicas) e pouca formagéo de biofilme. A cepa 9a5c tende a formar grumos,
um indicativo de que a adesdo ceélula-célula é expressiva para essa cepa. Os
mutantes AxadA1 e AxadA2 agregaram um pouco mais que a cepa selvagem no
inicio da curva mas ap6s 1000 minutos praticamente ndo ha diferenca entre

Temecula e os trés mutantes sdo bem semelhantes.
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Figura 22. Ensaio de aglutinacdo de cepas de X. fastidiosa. (A) Porcentagem de células em
suspenséo das cepas 9a5c e Temecula e dos mutantes AxadA mantidas em meio liquido. A seta
indica o ponto correspondente a 24 horas apés o inicio do experimento. (B) Fendtipo de aglutinagédo
das cepas de X. fastidiosa no ponto 24 horas. Trés réplicas biolégicas (com triplicata técnica em

cada) foram avaliadas.

Ainda que o mutante AxadA3 apresente reducdo na capacidade de agregacao
nas condicbes testadas, ndo podemos desconsiderar a possibilidade de que o
mutante exiba expressdo aumentada de outras adesinas para compensar a delecéo
de xadA3. Efeito desta natureza parece ocorrer com o0 mutante AxadAl (A.M. da
Silva & M. lonescu, dados ndo publicados). Essa talvez seja a explicacdo para o
efeito observado com os mutantes AxadA71 e AxadA2 que agregam mais que a cepa
selvagem (Figura 22).

Tanto os dados observados nas culturas celulares em meio liquido quanto os
do ensaio de aglutinacdo e formacao de biofilme mostram que a adesina XadA3
possui um papel importante na agregacdo célula-célula e consequentemente no
desenvolvimento e formacao do biofilme, pois quando este gene é deletado essas

caracteristicas sdo visivelmente reduzidas.
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45.4 Motilidade celular

Avaliamos se a auséncia das XadAs afetaria a motilidade celular mediada por
contato com a superficie, a twitching motility. Observamos que o mutante AxadA2
apresentou maior franja (na periferia da colénia bacteriana) em meio PIM6, meio
minimo que mimetiza a seiva do xilema (Pierry, 2017), seguido pelo mutante AxadA3
(Figura 23). Em PWT ndo houve aparecimento de franja em nenhuma cepa,
provavelmente porque a albumina presente neste meio de cultura é um inibidor de
motilidade do tipo twitching (Galvani et al., 2007).

Em meio PWG os mutantes AxadA2 e AxadA3 apresentaram franja, menor
que no meio PIM6. Temecula apresentou poucas colénias contendo franja, um forte
indicativo de que estas células ndo estavam se movimentando. O meio PWG por ser
um meio rico provavelmente acaba inibindo a motilidade celular, pois as células ndo
precisam se locomover para conseguir mais nutrientes. Contudo, o meio PIM6, meio
minimo, tem seus nutrientes esgotados rapidamente pelas células estimulando que

as mesmas migrem via twitching motility (Pierry, 2017).

PWG PWT PIM6

Temecula

| AxadA2

AxadA3

Figura 23. Motilidade celular de Temecula e mutantes AxadAs em trés meios de cultivo. As cepas

indicadas foram cultivadas em meio sélido por 7 dias, 28°C e as colbnias foram visualizadas em lupa.
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4.5.5 Adeséo a superficie sob condi¢des de fluxo

Os resultados dos ensaios de aglutinacédo indicam que XadA3 possui papel
relevante na adesao ceélula-célula, diferentemente de XadAl e XadA2. Analisamos
entdo se estas adesinas contribuem para a adesdo a superficie sob condicdo de
fluxo. Para mimetizar as condi¢es de fluxo que a bactéria encontra tanto no xilema
guanto no aparelho bucal do inseto, foram utilizadas camaras de microfluidica (Meng
et al., 2005; De la Fuente et al., 2007c; lonescu et al., 2014a{Meng, 2005 #529). Os
resultados mostrados na Figura 24 indicam que as trés adesinas ndo sao
determinantes na adesdao inicial a superficie. Contudo, foi observada uma grande
variacdo entre as réplicas biolégicas o que pode estar relacionado a quantidade de
células inicialmente aderidas a superficie das camaras de microfluidica. Quanto
maior o numero de células, menor é a porcentagem de células lavadas pelo
aumento do fluxo, indicando forte influéncia a adesividade inicial no restante do
experimento. Mesmo ajustando a DOgponm da suspensédo de células injetada nas
camaras, ainda ha variacdo nesse numero inicial de células que aderem a superficie
de vidro. A partir dessa observagdo, mais réplicas serdo feitas buscando um
conjunto de dados com menor interferéncia desse fator. Os resultados nas camaras
serdo importantes para nos dar mais indicios da funcdo dessas adesinas. De todo
modo, os resultados obtidos até o momento, sugerem que as trés XadAs, nessas
condicbes, ndo parecem desempenhar papel determinante na adesé&o inicial ao
substrato, reforcando seu papel na estruturacdo do biofilme de X. fastidiosa como ja

verificado anteriormente (Caserta et al., 2010; Chatterjee et al., 2010).
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Figura 24. Adesdo ao substrato sob condicdes de fluxo crescentes. Quatro réplicas biolégicas foram
analisadas. Em cada ensaio uma média de 50 células das cepas indicadas (selvagens e mutantes
AxadA) foram acompanhadas individualmente.

4.5.6 Producdo de OMVs

A producdo de OMVs pelos trés mutantes AxadA foi quantificada pela anélise
de rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA). Os
resultados mostrados na Figura 25 sugerem que o mutante delecdo da adesina
XadA2 produz mais OMVs/mL do que a cepa selvagem. O mutante AxadA3 também
parece produzir mais OMVs/mL enquanto que para AxadAl a producdo de OMVs é
pouco alterada. Sera necessario repetir estes ensaios pois tivemos muitas variacdes
entre as replicatas biolodgicas, mas os dados preliminares sugerem que a adesina
XadA2, que é o maior TAA de X. fastidiosa deve ter um papel importante na

estabilidade da membrana externa.
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Figura 25. Quantificacdo da producdo de OMVs pela cepa Temecula e pelos mutantes AxadA.

Quatro réplicas biolégicas foram analisadas.



88

O tamanho das OMVs entre 100 e 200 nm medido em nossos ensaios (Figura
26) se equipara aos tamanhos ja verificados para vesiculas X. fastidiosa (lonescu et
al., 2014a). Apesar das OMVs do mutante AxadA3 apresentarem a mais alta média,
a maioria de suas OMVs sdo tem ~125 nm. J& AxadA2 possui as maiores vesiculas,
com cerca de 170 nm. Ja o tamanho das OMVs de AxadAl se assemelha com o

observado para a cepa selvagem.
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Figura 26. Tamanho das OMVs produzidas pela cepa Temecula e pelos mutantes AxadA. A média
(barras em cinza-escuro) e moda (barras em cinza-claro) dos tamanhos de OMVs secretadas pelas

cepas indicadas cultivadas por 7 dias em meio PWG. Quatro réplicas biol6gicas foram analisadas

Além da diferenca na quantidade e tamanho das OMVs produzidas pelos
mutantes AxadA, seus respectivos perfis proteicos em SDS-PAGE também parecem
ser diferentes (Figura 27). Esses resultados embasam a ideia de futuramente
realizarmos protedmica shotgun para uma analise completa da composi¢céo proteica

das OMVs dos mutantes AxadA.
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Figura 27. Perfil de polipeptideos das OMVs isoladas da cepa Temecula e dos trés mutantes AxadA.
As OMVs purificadas foram submetidas a SDS-PAGE/poliacrilamida 15%, seguindo-se coloracdo com
Coomassie blue. A imagem foi capturada no fotodocumentador. O padrdo de massa molecular
relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250 kDa).

4.5.7 Perfil de expressédo génica global

Avaliamos se a delecao dos genes xadA teria algum efeito, ainda que pouco
provavel, no perfil de expressdo génica global de X. fastidiosa. Para tal, o RNA total
da cepa Temecula (WT) e dos trés mutantes AxadA cultivadas por 7 dias em meio
PWG foi extraido para realizacdo de RNA-seq.

Apbés as andlises de qualidade e pureza, as preparacdes de RNA de
duplicatas biologicas (cultivos independentes) de cada cepa foram submetidas ao
protocolo de deplecdo do rRNA e as fracbes enriguecidas em MRNAs foram
utilizadas para a confecgdo de bibliotecas de cDNA para RNA-seq (item 3.27). As
oito bibliotecas de fragmentos de cDNA foram combinadas e sequenciadas no
equipamento MiSeq (lllumina) utilizando-se a estratégia de Paired-End com o kit
para 500 ciclos, que resulta em sequéncias pareadas de 250 bases (item 3.30). O
rendimento da corrida de sequenciamento foi de 4,904,410 reads gerados dos quais
>73,5% tinham boa qualidade média (=Q30). O rendimento ficou bem abaixo do
esperado (~30% de rendimento) possivelmente devido a baixa concentracdo das
bibliotecas de cDNA aplicadas no sequenciador.

Os conjuntos de reads obtidos para as cepas WT e mutantes xadAs foram
mapeados contra o genoma referéncia da cepa Temecula (Van Sluys et al., 2003)
utilizando-se o software CLC Genomics Workbench. O primeiro mapeamento indicou

contaminacdo com sequéncias de rRNA em algumas das bibliotecas de cDNA, a
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qual foi removida computacionalmente (Schmieder et al., 2012). Embora a etapa de
deplecdo do rRNA tenha sido aparentemente bem sucedida, a persisténcia de
contaminacdo ndo € infrequente em experimentos de RNA-seq (Conesa et al.,
2016). Na Tabela 11 estdo mostradas as métricas do mapeamento das reads no
genoma de referéncia e o rendimento das bibliotecas sequenciadas, apds a remoc¢ao
das sequéncias de rRNA contaminantes.

Tabela 11. Mapeamento de reads das bibliotecas de RNA-seq no genoma referéncia.

Biblioteca Estatisticas do mapeamento
Cepa Réplica  Total de Reads % de Reads Distancia em bases
mapeados entre paired reads
wWT 1 429.802 77.91 35-251
wT 2 736.878 66.91 35-251
AxadAl 1 914.258 81.5 35-251
AxadAl 2 1,102,326 76.45 35-251
AxadA2 1 711.474 80.25 35-251
AxadA2 2 943.312 86.05 35-251
AxadA3 1 1,415,146 79.18 35-251
AxadA3 2 754.926 78.89 35-251

A correlacdo de Pearson entre as duas réplicas biol6gicas de cada cepa
extraida a partir de valores de FPKM (Tabela 12) também foi abaixo do que é aceito
neste tipo de ensaio (>0,7), mas certamente reflete variagdes inerentes ao cultivo de
X. fastidiosa (ex: multiplicagéo lenta, formacao de biofilme). Idealmente teriamos que
realizar novos experimentos para aumentar o namero de réplicas bioldgicas. Com
essas ressalvas, consideramos que as analises subsequentes deveriam ser
realizadas e assim inspecionarmos eventuais alteracfes nos transcritomas dos

mutantes AxadA em relagdo a cepa selvagem.

Tabela 12. Valores de correlagdo de Pearson entre réplicas biolégicas baseados
nos valores de FPKM.

Cena Réplicas Correlacéo de Pearson
P biol6gicas baseada nos valores de FPKM
Temecula
(WT) T repl xT_rep2 0.74923
AxadAl X1_repl x X1_rep2 0.507077
AxadA2 X2_repl x X2_rep2 0.562009

AxadA3 X3_repl x X3_rep2 0.529561
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A analise de dados de RNA-seq obtidos com duas réplicas biologicas séo
aceitaveis, desde que os experimentos sejam realizados de forma bem controlada
para que a variabilidade esperada entre as réplicas seja baixa de modo a ficarem
evidentes as diferengas entre transcritomas que serdo comparados (Park et al.,
2012; Chen et al., 2016). Por outro lado, embora o numero minimo ideal de réplicas
biologicas em experimentos de RNA-seq seja trés para Conesa et al. (2016) e seis
para Schurch et al. (2016), este ultimo autor demonstra que, para nimeros menores
de réplicas, a ferramenta computacional DESeg2 (Love et al., 2014) é a que tem
melhor desempenho e precisdo para identificacdo de genes diferencialmente
expressos, minimizando a identificagéo de falsos positivos.

Assim, utilizamos a ferramenta DESeq2 na comparacao dos transcritomas,
usando como critério de selecdo de genes diferencialmente expressos entre 2 cepas
o p valor de 0,05. As tabelas 13, 14 e 15 mostram os genes identificados como
diferencialmente expressos segundo esse critério. Da lista de genes
diferencialmente expressos, a maioria parece ter niveis de transcritos aumentados
nos mutantes em relacéo a cepa selvagem. Chama atencéo, que entre 0s transcritos
com maior nivel de expressado diferencial estdo as esterases/lipases PD1702 e
PD1703 nos trés mutantesAxadA. PD1703 codifica a esterase/lipase LesA que
parece atuar na degradacdo do tecido vegetal e, seu acumulo nas regides foliares,
foi associado com os sintomas da doenca de Pierce de videiras (Nascimento et al.,
2016). Outra observacdo que vale comentar € que os transcritos de XadAl
aparecem em maior abundancia na cepa selvagem comparada ao mutante AxadAl,

como esperado.

Tabela 13. Genes diferencialmente expressos entre as cepas selvagem (WT) e AxadAl

CDS Nome do produto génico (ergg}ﬁ]negai) ps\é%osr
XFTem_00822 Autotransporter adhesin (XadAl) 19.5 0.03
XFTem_01093 hypothetical protein -13.7 0.04
XFTem_01965 hypothetical protein (PD1702) -17.5 0.01

XFTem_01966 Esterase/lipase (PD1703) -35.4 0.00
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Tabela 14. Genes diferencialmente expressos entre as cepas selvagem (WT) e AxadA2

CDSs Nome do produto génico (ercl(;g}ﬁ]neg;) ps\ga'l(l)%r
XFTem_00904 (yer e 070451 2519802bp) 400 400
XFTem_01636 monothiol glutaredoxin, Grx4 family 11.0 4E-07
s PR
XTem 01073 o assoniated (ipo)proteins 54 0.01
XFTem_02319 ribosomal protein S7, bacterial/organelle -5.8 0.05
XFTem_00970 Zn-dependent oligopeptidases ( EC:3.4.15.5) -6.4 0.01
XFTem_02274 ribosomal protein S2, bacterial type -6.7 0.01
XFTem_00503 Ribosomal protein L5 -6.8 0.04
XFTem 02244 succinyl-CoA sE)thh-e;the,)beta subunit ( 68 0.04
XFTem_00496 ribosomal protein L22, bacterial type -6.9 0.05
XFTem_01756  C°l ""a"‘afassos‘giit:tde Qﬁg‘igzg)s (invasion- -8.1 0.04
XFTem_02323 ribosomal protein L7/L12 -8.3 0.03
XFTem_00493 Ribosomal protein L23 -8.3 0.02
rem oosis DRI AN a5 ono
XFTem_00558 hypothetical protein -8.6 0.02
XETem 02239 prepilin-type N-terminal c_Ieavage/methylation 89 0.04

- domain
XFTem_01778 chaperonin GroL -10.2 4E-07
XFTem_01234 hypothetical protein -11.3 6E-05
XFTem_00068 P pilus assembly protein, pilin FimA -14.3 2E-06
XFTem_00354 hypothetical protein -14.4 2E-05
XFTem_00614 hypothetical protein -17.6 3E-08
XFTem_00559 hypothetical protein -18.8 0.00
XFTem_02438 Predicted membrane protein -19.4 5E-07
XFTem_02103 Outer membrane protein W -20.9 2E-10
XFTem_01965 hypothetical protein (PD1702) -23.4 3E-05
XFTem_01966 Esterase/lipase (PD1703) -62.9 2E-10




Tabela 15. Genes diferencialmente expressos entre as cepas selvagem (WT) e AxadA3.
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CDSs Nome do produto génico (gg(l:glg}ﬁ]negai) ps\g:.\gc;r
XFTem_00904 (e 1a7045.1: 2519802bp) B2 507
XFTem_01636 monothiol glutaredoxin, Grx4 family 13.8 2E-05
el S
XFTem_01491  Molecular chaperone (small heat shock protein) 5.4 5E-02
XFTem_02103 Outer membrane protein W -5.9 4E-02
XFTem_00513 30S ribosomal protein S11 -6.0 5E-02
XFTem_01687 ribosomal protein S1 -6.1 2E-02
XFTem_01939  S-adenosylmethionine synthetase ( EC:2.5.1.6) -6.4 5E-02
XFTem_00498 ribosomal protein L16, bacterial/organelle -7.6 2E-02
XFTem_00491 50S ribosomal protein L3, bacterial -7.8 1E-02
XFTem_02319 ribosomal protein S7, bacterial/organelle -8.1 2E-02
XFTem_02365 Putative multicopper oxidases ( EC:1.10.3.3) -8.1 5E-02
XFTem_02438 Predicted membrane protein -8.4 2E-02
XFTem_00970 Zn-dependent oligopeptidases ( EC:3.4.15.5) -8.8 2E-02
XETem 00962 Chemotaxis protein h_istidine kinase and related 89 2E-02

- kinases
XFTem_00502 ribosomal protein L24, bacterial/organelle -9.3 1E-02
XFTem_00512 30S ribosomal protein S13 -9.6 4E-03
XFTem_01234 hypothetical protein -11.1 4E-03
XETem_01010 HoIIidayjunction( [E)gggeélllclazs? RuvA subunit 114 4E-03
XFTem_00560 hypothetical protein -14.9 6E-04
XFTem_00496 ribosomal protein L22, bacterial type -17.2 3E-04
XFTem_00493 Ribosomal protein L23 -17.4 3E-04
XFTem 00515 20 o and chiotoplastype (EC2.776) 191 SEDS
XFTem_02313 Cold shock proteins -22.2 9E-07
XFTem_00503 Ribosomal protein L5 -24.4 7E-06
XFTem_00558 hypothetical protein -34.3 2E-09
XFTem_01093 hypothetical protein -35.1 1E-04
XFTem_01965 hypothetical protein (PD1702) -50.7 2E-05
XFTem_00592 hypothetical protein -52.3 1E-04
XFTem_00559 hypothetical protein -62.8 1E-08
XFTem_01966 Esterasellipase (PD1703) -172.6 1E-09
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A comparagdo entre os transcritomas das cepas mutantes AxadA revelou
pouquissimos genes diferencialmente expressos , sendo que a comparacado AxadA1
X AxadA3 ndo apresentou nenhum gene sendo mais ou menos expresso, mesmo
quando o critério para a comparacdo foi aumentado para o p valor de 0,1.
Observamos niveis aumentados dos transcritos de XadAl no mutante AxadA2 na
comparacao com AxadAl. Sera importante averiguar se de fato ocorre um aumento
real nos niveis proteicos de XadAl nesse mutante para compensar a falta da
adesina XadA2.

O conjunto de dados de RNA-seq sera futuramente mais explorado com

outros tipos de andlises antes da deciséo de refazer estes experimentos.

4.5.8 Viruléncia em videiras e transmissao inseto-planta

O fendtipo de viruléncia dos trés mutantes AxadA foi avaliado pela inoculacéo
mecéanica dessas células em videiras e acompanhamento do aparecimento de folhas
sintométicas apd6s 10 semanas da infeccdo. O gréafico da Figura 28 mostra que a
infeccdo com AxadA3 resultou em maior nimero de folhas sintomaticas (1,5 — 2,8
vezes) em relacdo a Temecula selvagem, o que pode ser considerado um fenotipo
hipervirulento. Nossa hip6tese € que o mutante AxadA3 se disperse com maior
eficiéncia pela planta, uma vez que a adesina XadA3 que é importante para a
adesdo célula-célula e formacdo de biofilme. Além disso, como discutido
anteriormente, esse mutante parece ter niveis aumentados dos transcritos de LesA
um importante fator de viruléncia de X. fastidiosa (Nascimento et al., 2016).

Por outro lado, as plantas inoculadas com os outros dois mutantes, AxadA17 e
AxadA2, apresentaram um numero menor de folhas sintomaticas (0,8 — 3 vezes)
quando comparados a cepa selvagem. A hipétese, € que a delecdo desses genes
possa ter resultado na superexpressdo outras adesinas para compensar a falta
dessas proteinas de membrana externa que sao relativamente abundantes, o que
resultaria na formacdo de um biofilme mais denso in planta e consequentemente
menor disseminagdo sistémica. Nesse cenario as células ficariam retidas mais

proximas ao ponto de inoculacdo, gerando numero menor de folhas sintomaticas.



95

9 _
8
S g
g 1
I
g1
g
%) 6 T
s —0—AxadAl
g 54 —O—AxadA2
15 ——AxadA3
% 4 1 —-WT
a —e—Controle
< 37
o
g 24
©
e
2 1+
=

0 N —"

10 Semana 112 Semana 122 Semana 132 Semana

Figura 28. Ensaio de patogenicidade da cepa Temecula e dos mutantes xadAs em videiras. Cada
uma das cepas indicadas foram inoculadas mecanicamente em 12 plantas de videiras (Vitis vinifera
variedade Cabernet Sauvignon) mantidas em casa de vegetacdo. O numero de folhas sintométicas
(perda de clorofila e morte marginal das folhas) foi avaliado 10, 11, 12 e 13 semanas apos
inoculacdo. Esse ensaio foi realizado no laboratério do Prof. Steven Lindow na Universidade da

California, Berkeley, EUA tendo sido repetido por duas vezes, apresentado o mesmo perfil.

Para verificar se as XadAs tem papel na transmissdo da bactéria do inseto
para a planta foi realizado um ensaio de transmissdo como descrito no item 3.33. O
grafico da Figura 29 mostra que o mutante AxadA3 é claramente deficiente na
transmissao do inseto para planta, enquanto que os mutantes AxadAl e AxadA2 nao
parecem ser afetados nesse processo. Um possivel explicacdo € que a retencdo do
mutante AxadA3 no aparelho bucal do inseto € menos eficiente que as dos mutantes
AxadAl e AxadA2, reduzindo assim a chance de sua transmissdo para a planta.
Nesse caso, possivelmente as células bacterianas ndo séo retidas na parte anterior

do aparelho bucal do inseto, e seriam, portanto digeridas pelo inseto.
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Figura 29. Ensaio de transmissdo da cepa Temecula e dos mutantes xadAs do inseto-vetor para
planta. A primeira etapa do ensaio é aquisicdo das cepas pelo inseto-vetor (Graphocephala
atropunctata) e para isto os insetos foram alimentados em dispositivo de dieta artificial com as cepas
indicadas por trés dias. Em seguida ocorreu a etapa de transmissdo, onde o0s insetos foram
colocados em telado juntamente com plantulas saudéveis por um periodo de 7 dias, para que estes
pudessem se alimentar do xilema das plantulas e assim transmitir a bactéria. A avaliagdo da
colonizagéo dos insetos e das plantulas foi realizada por contagem de coldnias e PCR. Esse ensaio
foi realizado no laboratério do Prof. Steven Lindow na Universidade da California, Berkeley, EUA
tendo sido repetido por duas vezes.

Nossos resultados mostraram claramente que o mutante AxadA3 tem
reduzida capacidade de agregacao celular e formacdo de biofiime quando
comparado tanto aos mutantes AxadAl e AxadA2 como a cepa selvagem Temecula,
embasando a hipGtese corrente de que para que X. fastidiosa sobreviva, se
multipligue e seja transmitida € necessario que ela forme biofilme tanto no xilema
como no inseto (Chatterjee et al., 2008a; Killiny & Almeida, 2009b; Caserta et al.,
2010). Para que ocorra a formacao do biofilme é preciso que a célula esteja bem
aderida a superficie e que haja agregacdo destas células. Portanto, a adesina
XadA3 se mostra fundamental para X. fastidiosa se propagar com eficiéncia entre

seus hospedeiros vegetais.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho, tivemos como objetivo caracterizar bioquimica e
funcionalmente a proteina XadA3 e obter informacdes adicionais sobre o papel
desempenhado por XadAl e XadA2 na adeséo e viruléncia de X. fastidiosa.

Utilizando imunodeteccdo com um anticorpo policlonal anti-XadA3,
demonstramos que essa proteina localiza-se na superficie bacteriana e medeia a
adeséo intercelular.

A caracterizacdo dos fendtipos de mutantes de delecdo de cada um dos
genes das trés adesinas XadA esta resumida na Tabela 17. Estes experimentos
revelaram que o mutante AxadA3 tem reduzida capacidade de agregacéo celular e
formacédo de biofilme quando comparado tanto aos mutantes AxadAl e AxadA2

como a cepa selvagem Temecula.

Tabela 17. Caracteristicas fenotipicas dos AXadAs em comparagdo a cepa selvagem.

Fendétipo Temecula AxadAl AxadA?2 AxadA3
Formacdao de biofilme ++++ +++ ++ +
Aglutinacdo ++ +++ +++ +
Motilidade celular em placa (PWG) + - + ++
Motilidade celular em placa (PIM-6) + - ++ +

Motilidade celular em placa (PWT) - - - -

Adesao a superficie sob condi¢des

de fluxo +++ ++++ + ++

Formacdao de vesiculas + ++ ++++ +++
Tamanho das vesiculas (moda) + + +++ ++
Capacidade de transmissao ++++ +++ ++ +

Patogenicidade (videiras) +++ + ++ I

A delecdo dos genes xadA afeta marginalmente o perfil de expresséo génica
global avaliado através de RNA-seq das cepas mutantes comparativamente a cepa
selvagem, porém destaca-se, nas cepas mutantes, o aumento nos niveis dos
transcritos de lipases/esterases que parecem atuar na degradacao do tecido vegetal

associado aos sintomas da doenca de Pierce de videiras.
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A delecdo de xadA3 resulta em um fenoétipo de hiperviruléncia em videiras,
mas também de deficiéncia de transmisséo pelo inseto-vetor.

O conjunto dos resultados obtidos nesse trabalho evidenciam o importante
papel desempenhado pelas adesinas XadAs, particularmente XadA3, nas adesao

intercelular e no desenvolvimento do biofilme e na viruléncia de X. fastidiosa.
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7.1 Alinhamento multiplo das sequéncias de XadA3 de cepas de X. fastidiosa

O alinhamento abaixo foi realizado com o programa CLUSTAL O (1.2.4) com

as sequéncias de aminoacidos de XadA3 das cepas listadas na tabela 10 exceto da

cepa PLS229 que aparentemente esta incompleta.
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NVKLGSTGLIITDGPSVTSSGIS-—-—-—-=-—-———————————————————————————————
RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIINVGTGTADTDAVNEFGQOLOAVSDTASKGWNL
NVKLGS———— === === - - - mm
NVKLGS-—==—-——————~————————— - —— - —————————

LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTENLATALEADSLTTGNTAMTTDG
LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTENLATALEADSLTTGNTAMTTDG
LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTENLATALEADSLTTGNTAMTTDG
LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTENLATALEADSLTTGNTAMTTDG
LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTEFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG
AASGANSSN-——————————-——————— -~ - —————————
LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTEFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG
LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTENLATALEADSLTTGNTAMTTDG
LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTEFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG
LASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALEVDSLTTGNTAMTTDG
LASGANSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLTTGNTAMTTDG
LASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALEVDSLTTGNTAMTTDG
LASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALEVDSLTTGNTAMTTDG
LASGANSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLTTGN-—-—-—-—-——

415
415
415
415
415
415
415
415
415
540
415
540
540
415
415
407
540
415
415

475
475
475
475
475
475
475
475
475
600
475
600
600
475
438
407
600
421
421
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VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDVVNFSQLOAVSSTAS 720
VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSV T === === == ——m——— oo oo 683

VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVT— === === === —————m——m oo 433
VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVT —— == === === == — = —— oo 683

——————— VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNESQLQOAV 590
——————— VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNESQLQAV 590
——————— VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNESQLQOAV 590
———————————————————————————— SSGISAGNQKITNVAAGTADTDVVNFEFSQLQAV 715
——————— VGKRVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNESQLQOAV 590
MTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDVVNESQLQAV 840
———————————————————————————— SSGISAGNQKITNVAAGTADTDVVNESQLQAV 715
MTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVTAGTADTDAVNESQLQAV 590

———————————————————————————— SSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNEFSQLQAV 465
———————————————————————————— SSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNEFSQLQAV 715
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SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
——————————————————— VALGESVDLKNSDGNLLITKTTGSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALEVDSLT
SDTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALEVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALEVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALKVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALEVDSLT
SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTENLATALEVDSLT

TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
——————————————————————————————————————————— ITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAVGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
—————————————————————————————————————— AGNQKITNVAVGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNES
————————————————————— TGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAVGTADTDAVNES
————————————————————— TGLIITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAVGTADTDAVNES

kkhkkkhkk Kkkhkkkhkkkkkkkk

QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK
QLOAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLENLSSSLK

ok rhkhkhkhhkhkhhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhrhhkrhkhkrhhkrhkkhhkdhkxk

650
568
650
650
650
525
650
650
650
775
650
900
775
650
438
525
775
421
421

710
585
710
710
710
585
710
710
710
835
710
960
835
710
460
585
835
460
460

770
645
770
770
770
645
770
770
770
895
770
1020
895
770
520
645
895
520
520
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LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD
LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD

Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkkhkhhkxk

AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGNGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGNGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGNGSIAVGVGTLASAEGATA
AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGNGSIAVGVGTLASAEGATA

hhkrhkhkhkhkhkhkkhkrkh dhhkrhkhkhkkhkrhkhkrhkkhkhkhkhkrkhkrhkhkxkhkxk*k kxkhkkkkkkkkkkhkkkkxk

VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLONNTVGTVSV
IGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVONNTVGTVSV
MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVONNTVGTVSV
IGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQONNTVGTVSV
IGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVONNTVGTVSV
MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQONNTVGTVSV
MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVONNTVGTVSV
MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQONNTVGTVSV
MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQONNTVGTVSV
MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVONNTVGTVSV
MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQONNTVGTVSV

ek kkhkhkhkhkhhkhkhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhhhkrhhkhhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkhkrhkhkx ok hkhkhkhkxkhkx

830
705
830
830
830
705
830
830
830
955
830
1080
955
830
580
705
955
580
580

890
765
890
890
890
765
890
890
890
1015
890
1140
1015
890
640
765
1015
640
640

950
825
950
950
950
825
950
950
950
1075
950
1200
1075
950
700
825
1075
700
700
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GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSLN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSLN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSLN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSLN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSLN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSLN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSLN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSLN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIEILSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVXXXXXXXXAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNAADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN
GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTEVKVNSVN

khkrhkhkhkhkhkhkkrkhk hhkrkkkkhkkk*k kAKk kA hkkAhkkhAhkk khkhkkkhkhkkhkhkhk ok

NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVNATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA
NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA

hhkhhkhkhkkhhkhkoehhhkhhkrhhkhkhhkhhkhhhkbrhhkrhhkhhhkrhkhkhhkdrhkhkrhkkhkrhhkrkhhkhkkhxkxx

GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATIATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATIATANLP
GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAATATANLP
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9abc QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKESGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
Jlal?2 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1065
U24d QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKEFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
Fb7 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
3124 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKESGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
Hib4 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1065
Pr8x QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKESGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
XRB QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKESGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
B111 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
Temeculal QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKESGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1315
M12 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
M23 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKEFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1440
GB514 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1315
Ann-1 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKESGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190
Dixon QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEFKEFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 940
Mul-MD QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1065
Mullberry QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1315
ATCC35871 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKESGSANTRSQVGIGAGVGYQW 940
Griffin-1 QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVEFKEFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 940
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7.2 Resequenciamento de segmentos de xadA3 das cepas 3124, Pr8x e Hib4

O alinhamento mostrado na Figura 30 exemplifica estas alteracdes na cepa
3124. O sequenciamento mostrou que estes polimorfismos ndo existem na cepa
3124. Baseado no resequenciamento do amplicon dessa regido gendmica, 0s
polimorfismos de sequéncia ndo se confirmaram. Sendo assim a sequéncia de
xadA3 de 3124 idéntica a de 9a5c com excecdo do nucleotideo 411, troca de T

(9a5c¢) por C (3124), mas que nao muda o aminoacido, continua sendo um D.

9asc ATTTG-CTGGCTICTGEAGCCARCAGCAGTARTG TEG-TECCGGETGAGTCGGTGEATCT 1453
3124 F _3ng ATTTG-CTGECTICTEEAECCARCAGCAGTARTG TEEETGCCEEETEAGTCGETGEATCT 831
3124 ATTTGCTGECTICTGEAGCCARCAGCAGTARTG TEG-TECCGGETGAGTCGGTGEATCT 1854
3124 F ING o mmmmmmmm e

9asc GARGRATAGTEA-CGEGAACCTCTTAATCACCAR ARCARCCGACAGTARTGATETGACTT 1912
3124 F_3ng GAAGA-TACTEA-CEGGAACCTCTTAATCACCAR AACARCCGACAGTARTGATGTGACTT 389
3124 GaAGRATACTEA|566RRCCTCTTARTCACCAR AACARCCGACAG A ATGATGTGACTT 1914
3124 F ING —mmmm e

9asc TTAATTTGECCACTGCTTT AARAGTAGRCAGTTT G-ACCACTRECAAC ACGECEATGACE 1971
3124 F_3ng TTATTTTGECCACTECTC- —~ARGTAGACAGETT GEACCACTEECA-CACGECCATGA—— 943
3124 TTAATTTGGCCACTGCTTTAARAGTJACAGTTT G- ACCACTGECAACACGECEATGACG 1973
3124 F ING o mmm e

Figura 30. Resequenciamento de um trecho de xadA3 da cepa 3124. Em vermelho os
polimorfismos identificados na sequéncia original e ndo confirmados no sequenciamento pelo método

de Sanger. Erros no sequenciamento Sanger em rosa.

O resequenciamento de xadA3 na cepa Pr8x (Figura 31), mostrou que as
insercdes de T na posicdo 1545 e na posicdo 1948 nao se confirmaram. Sendo
assim a sequéncia de Pr8x praticamente idéntica a de 9a5c, exceto por uma troca
de T por C que nao altera o aminoacido codificado.

De modo similar, também verificamos erros no sequenciamento do genoma
da cepa Hib4, um deles resultando em uma inser¢cdo que é inexistente de acordo
com o sequenciamento pelo método de Sanger. XadA3 de Hib4 tem tamanho

menor que as demais cepas, o que foi confirmado por immunoblotting (Figura 10).
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de um trecho de xadA3 da cepa Pr8x. Em vermelho os

polimorfismos identificados na sequéncia original e ndo confirmados no sequenciamento pelo método

de Sanger.

Figura 32. Resequenciamento de um trecho xadA3 da cepa Hib4. Em vermelho os polimorfismos
preditos, sendo que nem todos foram confirmados no sequenciamento pelo método de Sanger. O
longo trecho tracejado esta de fato ausente em Hib4 e resulta em uma proteina de menor massa

molecular.
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7.3 Obtencé&o do anticorpo Anti-XadA3

7.3.1 Clonagem de xadA3

Para realizagdo da clonagem de xadA3 foi escolhido um segmento da porgao
codificadora N-terminal da CDS XF1981 da cepa 9a5c de X. fastidiosa, que é
variavel e diferente das proteinas XadA1 e XadA2. Para tal, foram planejados
oligonucleotideos especificos visando a geracao de produtos com tamanho de
aproximadamente 1000 pares de bases. Foram planejados dois pares de primers,
um denominado F1, que amplifica do 1° ao 451° aminoacido (1353 pb) e contém no
inicio da sequéncia a regido codificadora de um peptideo sinal putativo. O segmento
(posicao 1 a 91) que supostamente coompreende o peptideo sinal foi inferido a partir
de analises que realizamos com o programa SignalP 4.0 e pela comparagdao com
informacdes da literatura. Varios membros do sistema de secrecao tipo V, como por
exemplo, proteinas autotransportadoras, foram anotados tendo uma longa
sequéncia sinal N-terminal ndo usual, que excede 50 aminoacidos em comprimento
(Henderson et al., 1998; Preston et al., 2005; Desvaux et al., 2006). Incluimos nestes
oligonucleotideos sitios para as enzimas de restricdo Ncol (oligonucleotideo direto)
e Xhol (oligonucleotideo reverso) (Tabela 3). As sequéncias de xadA3 contendo as
sequéncias dos oligonucleotideos planejados para F1 podem ser visualizados na
Figura 33.

O primer F2 exclui a por¢cao do peptideo sinal, amplificando do 92° ao 451°
aminoacido (1080 pb). A clonagem desse segmento foi realizada, mas a expressao

recombinante nao foi adiante (dados nao apresentados).
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GGAGTATTGCCATGGAAATTCATACTGCACTGCCCATGGTTCGGTTGGGTGGAATCGAAGG
TGTTGATCCATTATTTTTGCCGAAATACAAGATCGGTCAGTCGCTGCAAC
ACGCAGTGATGACGTCAGCAGCTTCAAGTAAAAAAGGTACGCAGCCACGA
CGTTCCAACAATGCGATGACAGCTAAGCGTAGCGCGAAACTGCACGACCG
GAGGCAGTTGCACATTGTCTTATTGACAGTGCTTGCAGCCTCAACGGGAT
ATACGGGGAAAGTAGCAGCTCAAGTCCATGGAAATTCCGACTCGACTGAA
AATTGCGTAGAAATACTGGGCGACAGTAGTCAGACATCCTTCATTCATAG
TGCTTCTAACGATAAATGCAAGCCAGATTTCACGCAAACAGAGTATTCCC
TGTTTTATGATTATAGAAACCTGGTTCTTGGTGGGTCCTTATATGTCAAT
GAGGGTAAACTCGGGCTAGTCGATATTTCTGGTGCAACTTATTCTATGCG
CCTAGGCAGCATTGCTACCATGAATGGCTCGGCTGGCATAGATTCGATTG
CCATCGGTTCAGGGCAAGGTTCCAAAACGGATGGGAATACCAGCGGCGCC
ACTGTAGCACAGGGGCTGCGTTCGATTGCGATTGGTACTACGGCCCGTTC
GCAATCTCAAGATGCGATTTCTATAGGGACCGGTGCATCCACTACAGGCA
ATTTTGCGATAGCGATAGGTAATGGAGCATTGACATCAATTGCCAATGGG
ATAGCGCTTGGTGCATCAAGCAGTGTCACCACAAGAGGAGGCGTGGCACT
GGGACAAGGCTCGCTGGCTGCGACCGCTTCTGGCATTACTGGCTATGATC
CGGTCACCAAGAGCACCTCGACTCTTTCCACGTCAATGTGGAGAAGTACG
TTGGGGGCAGTCAGTATCGGTAATATAACCTCTAGCACCTCCCAGACACG
TCAACTTACAGGATTGGCGGCAGGTAGGTCAGATACGGATGCGGTGAATG
TTGCCCAGCTGAAGTTGCTTGCTGAATCTGTGGGTGGTGGTTGGAATTTG
ACTGCTTCCGGAGCCAACAGCAGTAATGTGGCGCTGGGTGAGTCGGTAGA
TTTGAAGAATAGTGATGGGAACCTCTTAATCACCAAAACAACCGACAGCA
ATGATGTGACTTTTAATTTGGCCACTGCTTTAAAAGTGGACAGTTTGACC
ACTGGCAACACGGCGATGACGACCGATGGTGTGACGGTGGGCAAGAGAGT
GACCTTGGATTCGACAGGATTAGTGATTGCGGAAGGTCCCTCGGTAATCA
GTTCGGGCATTAATGCGGCCGGCCAAAAGATCATGAATGTTGGAACGGGT
ACTGCGGATACAG

Figura 33. Pares de oligonucleotideos para clonagem de segmento do gene xadA3 da cepa
9abc de X. fastidiosa. Segmento N-terminal de xadA3 selecionado para clonagem. As sequéncias
destacadas em cinza referem-se aos oligonucleotideos planejados para a clonagem, F1, F2 e R,
respectivamente. Em negrito/italico estdo os sitios das enzimas de restricdo Ncol (CCATGG) e Xhol

(CTGCGG), respectivamente. Sequéncia de nucleotideos obtida em (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/)

Para amplificacéo da regidao F1 de xadA3 primeiramente foi extraido o DNA
gendmico da cepa 9a5c. Utilizando os pares de oligonucleotideos planejados para a
porcdo N-terminal de xadA3 com peptideo sinal (F1) (Tabela 3) obtivemos amplicon
de tamanho esperado (~1,3 kb para F1), utilizando-se como molde DNA gendmico
da cepa 9a5c. Um teste foi realizado para verificagdo da melhor Tm (melting
temperature / temperatura de anelamento) para os oligonucleotideos. A Figura 34
mostra este ensaio, no qual se pode determinar a temperatura de 55°C a melhor

para a amplificacdo das regides de interesse de xadA3.
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55°C 60°C

Figura 34. Andlise eletroforética da reacdo de PCR realizada em Tms distintas. Em (A), a Tm foi de
55°C e em (B) foi utilizada Tm de 60°C. Para ambos os géis, nas canaletas 1: marcador de tamanho
molecular DNA ladder 1Kb (Fermentas); canaletas 2: amplicon F1; canaletas 3: controle positivo

(XFOQ78); canaletas 4: controle negativo.

ApG6s purificag@o dos amplicons, foi realizada a clonagem do segmento F1 em
vetor pGEM-T (Figura 35B), utilizando-se a cepa BL21(DE)3. A Figura 35 mostra a
digestdo das construcbes obtidas no pGEM-T, apds extracdo do plasmideo dos
clones obtidos. Para liberacdo do inserto, procedemos com dupla digestdo (Ncol e
Xhol). O inserto gerado pela digestédo (Figura 35) foi eluido do gel e subclonado no
vetor de expressao pET28a (Figura 36A) previamente linearizado com as enzimas
Ncol/Xhol. Para confirmacéo do sucesso destas clonagens no pET28a, a construcao
foi digerida simultaneamente com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol. A Figura 36
mostra o resultado da digestdo das construcfes pET28a-XadA3F1 e, confirmando a
clonagem. As canaletas 3 e 4 da Figura x mostram o resultado da amplificacdo dos
segmentos de xadA3 para um inéculo de E. coli contendo o plasmideo pET28a sem
inserto, como se esperava ndo houve amplificacdo, confirmando que a bactéria nédo
tem nenhuma sequéncia semelhante a xadA3.

O vetor de expressdo pET28a (Novagen) foi escolhido porque este insere
uma calda de hexabhistidina (His-Tag) na extremidade C-terminal ou N-terminal do

inserto, dependendo dos sitios de clonagem utilizados, neste caso C-terminal.
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Figura 35. Andlise das construcbes de xadA3 em pGEM-T. (A) Para confirmar a clonagem do
segmento F1 de xadA3, as constru¢cdes foram digeridas, com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol. A
canaleta 1 representa o amplicon F1. A canaleta 3 mostra o vetor pGEM-T néo digerido e a canaleta
4 mostra a digestdo da constru¢do de F1 em pGEM-T, transformados em BL21(DE)3. As amostras
foram analisadas em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. O marcador de tamanho 1Kb
DNA ladder foi aplicado na canaleta PM. (B) Esquema do vetor pGEM-T.
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Figura 36. Analise das constru¢cfes de xadA3 em pET28a. (A) Esquema do vetor pET28a. (B) Para
confirmar a clonagem do segmento F1 de xadA3, as construcdes foram digeridas, com as enzimas de
restricdo Ncol e Xhol. A canaleta 2 representa o amplicon do segmento F1 e na canaleta 4 a digestéo
do plasmideo. As canaletas 3 e 4 mostram o vetor pET28a nao digerido e digerido, respectivamente.
(C) Amplificacdo a partir de uma colbnia de E.coli transformada apenas com o vetor pET28a vazio. As
amostras foram analisadas em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. O marcador de

tamanho 1Kb DNA ladder foi aplicado na canaleta PM.
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A fim de confirmarmos as sequéncias de nucleotideos dos clones
selecionados como correspondentes ao segmento desejado de xadA3, submetemos
um clone de cada construcdo ao sequenciamento automatizado (método Sanger).
Utilizamos os oligonucleotideos mostrados na Tabela 5.

A Figura 37 mostra o resultado do sequenciamento automatizado para o
segmento F1 de xadA3, que contém a sequéncia do peptideo sinal. As sequéncias
obtidas pelo sequenciamento foram recuperadas no programa BioEdit e alinhadas
com a sequéncia de XF1981, podendo entdo observar os sitios das enzimas de
restricdo Ncol e Xhol seguida da cauda de seis histidinas inserida pelo vetor
pET28a, destacadas em cinza. O codon iniciador anotado pelo NCBI para XadA3
estd destacado em azul, com subsequente sequéncia de peptideo sinal (35
aminoacidos ou 105 pb). Este banco de dados desconsidera os primeiros 55
aminoacidos (165 pb) que € anotado no X. fastidiosa Genome Project
(http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/) e no IMG-ER. Como ndo temos a certeza se isto é
um erro de anotacao consideramos o peptideo sinal desde o primeiro codon anotado
pelo X. fastidiosa Genome Project (90 aminoéacidos / 270 pb). Foram detectadas 4
mutac¢des pontuais introduzidas na PCR, das quais somente uma causou mudanga
de aminoacido, a qual ndo pareceu ser prejudicial para o restante dos experimentos.

Apos confirmacédo da sequéncia do inserto recombinante, iniciamos testes de

expressao da proteina recombinante visando a producéo de anticorpos anti-XadA3.
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Figura 37. Clonagem da sequencia N-terminal de xadA3, com peptideo sinal (F1), no vetor de

expressdo pET28a. O aminoacido destacado em azul é a metionina inicial para XF1981. Em negrito,

mutacdes de bases (12 posi¢cdo 216, T por C; 22 posi¢cdo 545, C por G — mudou S (Serina) para W

(Triptofano); 32 posicdo 786, A por G; 42 posi¢cdo 1180, T por C). Os sitios das enzimas de restricdo

Ncol e Xhol gerados pelos oligonucleotideos utilizados no PCR para amplificagdo de F1 estdo

representados em cinza. A proteina recombinante XadA3 é acrescida no C-terminal com uma cauda

de seis histidinas, regido apos o sitio de restricdo de Xhol. O c6don de termina¢do da traducao esta

marcado por um hifen. Sequéncia proteica deduzida utilizando-se o programa Expasy Translate Tool

(http://www.expasy.org/tools/dna.html).

7.3.2 Expresséo e purificagcdo de XadA3 recombinante

A construgcao pET28a-XadA3 foi entdo utilizada para expresséo da por¢cado N-

terminal de XadA3 recombinante em E. coli. Para avaliar a melhor condicdo em que

a proteina XadA3 recombinante poderia ser expressa foi realizado preliminarmente
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um estudo de inducdo empregando as cepas BL21(DE3), BL21-Gold(DE3), Rosetta
gami e ArcticExpress, como descrito no item 3.18).

Verificamos que a condicdo mais eficiente foi a inducao por BL21-Gold(DE3)
com 1 mM de IPTG, a 37°C por 3 horas (como indicado pela seta na Figura 38),
sendo esta condicdo escolhida para indugcdo em maior escala. Como pode ser
constatado na Figura 38, a adicao de glicose 1% ao meio de cultura antes da adicao
de IPTG impediu completamente a expressdo basal da proteina recombinante
(canaleta 1). A proteina recombinante foi recuperada na fracdo insoluvel do extrato
bacteriano (Figura 9, canaleta 2). XadA3 recombinante submetida a SDS-PAGE
exibe uma massa molecular de ~46 kDa, a qual estd de acordo com a massa
molecular calculada pelo programa Compute pl/Mw (45.937,27 Da) acrescida do
segmento C-terminal adicional conferido pelo vetor pET28a. Este segmento C-

terminal contém a cauda de seis histidinas.
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Figura 38. Analise da expressdo de XadA3 recombinate em cepas de E.coli por SDS-PAGE corado
com azul de Comassie. Indugcédo em diferentes cepas de E. coli com diferentes concentracdes (mM)
de IPTG, tempo e temperatura. (N.I.) Cultura bacteriana ndo induzida e (l.) induzida para as fracfes
solaveis e insolaveis geradas apos a lise das células bacterianas. Os padrfes de massa molecular
relativa utilizados (canaleta PM) foram Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (10 — 250 kDa)
e PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (10 — 170 kDa).
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A proteina XadA3 recombinante recuperada na fragdo insoluvel do lisado
bacteriano foi purificada em cromatografia de afinidade em resina Ni**-NTA. Como
mostrado na Figura 39, a proteina foi totalmente adsorvida na resina e niveis
adequados de eluicdo foram atingidos com o tampdo E. Avaliamos que a
cromatografia em Ni?**-NTA da fracdo insolivel de bactérias induzidas a 37°C
resultou em um grau de purificac@o satisfatorio e que a quantidade de XadA3 obtida
(aproximadamente 800 pg) seria suficiente para imunizacdo do coelho e

consequente producao de anticorpos anti-XadA3.

XadA3 Lavagem Eluicbes
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Figura 39. Purificacdo de XadA3 recombinante por afinidade a niquel. Aliquotas correspondentes a
10 pg da fragéo soluvel da cultura ndo induzida com IPTG (canaleta 1) e 10 pg da fragdo soltuvel da
cultura induzida com IPTG (canaleta 2) foram analisadas por SDS-PAGE 15% e coloracdo com
Coomassie Blue. A fragdo insoluvel do lisado de bactérias induzidas foi purificada por cromatografia
de afinidade em Ni**-NTA (Qiagen). A canaleta 3 mostra a fragdo ndo adsorvida a resina, as
canaletas 4 e 5 referem-se as lavagens com tampdo C, as canaletas 6 e 7 referem-se as eluigBes
com tampéo D e as canaletas 9 e 10 referem-se as eluicdes com tampéao E. (PM) PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder (10 — 170 kDa). A seta indica o polipeptideo de aproximadamente 46 kDa

que corresponde a XadA3 recombinante.

7.3.3 Analise da Producédo de anticorpos anti-XadA3

Em sequéncia a purificacdo, foram preparadas duas aliquotas de 400 ug de
proteina XadA3 recombinante para imunizacdo do coelho. Apesar de obtermos um
grau de purificacdo bom para a proteina XadA3 recombinante por cromatografia de
afinidade, decidimos também separa-las por gel de SDS-PAGE 15% para aumentar
a chance de inocularmos no coelho somente a proteina correspondente ao tamanho

esperado, obtendo assim anticorpos mais especificos para a proteina de interesse.
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Além disso, a utilizacdo de amostras de antigeno misturada ao gel de poliacrilamida
macerado induz uma melhor resposta imune no coelho segundo a técnica do
biotério. A banda foi processada como descrito no item 3.20.

As amostras de sangue do coelho, imunizado com um segmento da proteina
XadA3 recombinante foram coletadas para andlise dos anticorpos. O soro das
amostras de sangue pré-imune do coelho e apds 14, 28, 42 e 60 dias de inoculacédo
com o antigeno foram parcialmente purificados por precipitacdo com sulfato de
amonio seguido de dialise, como descrito no item 3.20. Diversas diluicdes dos soros
assim obtidos foram testadas através de Immunoblotting para deteccdo de XadA3
recombinante (dados ndo apresentados). A diluicdo de 1:2000 do soro obtido ap6s
60 dias de imunizacdo se mostrou adequada exibindo razoavel especificidade e
menor ruido, como mostra a Figura 40, onde podemos verificar nitidamente a banda
correspondente a proteina recombinante (~46 kDa). O anticorpo também detectou
um polipeptideo de menor tamanho que talvez corresponda a produto de

degradacédo da proteina recombinante.

vetor vetor
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Figura 40. Andlise do anticorpo policlonal anti-XadA3. O extrato total de culturas de E.coli BL21-Gold
DE3 transformada com vetor pET28a vazio ou com a construcdo pET28a-XadA3 néo-induzidas (NI) e
induzidas (I) com IPTG foi separado em SDS-PAGE/poliacrilamida 10%, seguindo-se coloragdo com
Coomassie blue (a esquerda) e Immunoblotting (a direita) com anti-XadA3 na diluicdo de 1:2000. A
deteccdo foi realizada com anticorpo secundario fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na diluicao
1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared Imaging System. O padrdo de
massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250

kDa). A seta vermelha indica a proteina recombinante.

A amostra de sangue pré-imune processada foi também analisada como

controle para verificar se o coelho utilizado para producdo do anticorpo ja possuia
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algum anticorpo que reconhecesse XadA3. O resultado estd apresentado na Figura
41, onde se pode observar que na altura de ~46 kDa, regido de interesse, ndo ha

nenhuma banda.
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Figura 41. Andlise da amostra de soro pré-imune. O extrato total de culturas de E.coli BL21-Gold
DE3 transformada com vetor pET28a vazio ou com a construcdo pET28a-XadA3 néo-induzidas (NI) e
induzidas (I) com IPTG foi separado em SDS-PAGE 10%, seguindo-se coloracdo com Coomassie
blue (a esquerda) e ) e Immunoblotting (a direita) com soro pré-imune na diluicdo de 1:2000. A
deteccéo foi realizada com anticorpo secundario fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na diluicdo
1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared Imaging System. O padrdo de
massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250
kDa).

O anticorpo policlonal anti-XadA3 foi entdo testado contra o extrato total das
cepas 9ab5c e Temecula de X. fastidiosa (Figura 42). Observamos bandas
correspondentes a polipeptideos Unicos da proteina XadA3 com tamanhos distintos
nessas cepas, confirmando o polimorfismo observado nas predic¢des in silico (Tabela
10). A cepa Temecula expressa uma proteina com massa molecular
significativamente maior que a cepa 9a5c. Como esperado, 0 anticorpo ndo detecta

nenhum polipeptideo no extrato do mutante AXadA3 de X. fastidiosa (Figura 18).
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Figura 42. Andlise do anticorpo policlonal anti-XadA3 em extrato total de X. fastidiosa. Aliquotas de
10 ug de extrato total da cepa 9a5c e Temecula foram separadas em SDS-PAGE 10% seguindo-se
coloragdo com Coomassie blue (a esquerda) e Immunoblotting (a direita) com anti-XadA3 na diluicao
de 1:2000. A deteccdao foi realizada com anticorpo secundario fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na
diluicdo 1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared Imaging System. O
padrdo de massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual Color Standards
(10-250 kDa).

Ainda como controle analisamos a amostra de soro pré-imune em extratos
totais das cepas 9a5c, Temecula e AXadA3 de X. fastidiosa. Como mostra a Figura

43, ndo foram observadas bandas na regiao de interesse, entre 100 e 150 kDa.
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Figura 43. Analise do soro pré-imune em extrato total de X. fastidiosa. Aliquotas correspondentes a
10 pg de extrato total da cepa 9a5c, Temecula e AXadA3 foram separadas em SDS-PAGE 10%
seguindo-se coloragdo com Coomassie blue (& esquerda) e Immunoblotting (a direita) com soro pré-
imune na diluigdo de 1:2000. A deteccao foi realizada com anticorpo secundario fluorescente anti-
rabbit 800 (Li-Cor) na diluicdo 1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared
Imaging System. O padrdo de massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™ Precision Plus Protein
Dual Color Standards (10-250 kDa)
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