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LTs mitB2.1 E mitB2.2 ASSOCIADAS AO ELEMENTO TnXax1”.



CARACTERIZACAO DE TRANSGLICOSILASES LITICAS DE MUREINA EM
Xanthomonas citri subsp. citri 306 E ESTUDO FUNCIONAL DAS LTS mitB2.1 E
mlitB2.2 ASSOCIADAS AO ELEMENTO TnXax1.

RESUMO - Xanthomonas citri subsp. citri 306 (XccA) é o agente causal do cancro
citrico (CC), doenca endémica que afeta a citricultura. Durante a interagdo patégeno-
hospedeiro o sistema de secrecéo tipo trés (SST3) codificado pela XccA age na
translocacdo de efetores e no estabelecimento da doenca. A montagem do aparato
de SST3 depende da sintese, remodelagem e degradacdo da parede celular
bacteriana, sendo este processo realizado pela acdo enzimética de transglicosilases
liticas de mureina (LTs). XccA codifica diversas LTs, porém, pouco é conhecido sobre
a diversidade de familias e relacdo com a viruléncia. Dentre as LTs com provavel
relacdo com a viruléncia, duas ORFs pardlogas presentes no cromossomo e
plasmideo pXAC64, respectivamente; sdo genes passageiros do TnXaxl, um
transposon da familia Tn3, relacionado a evolugcdo e emergéncia da patogenicidade
nas Xanthomonadales. Portanto, este estudo objetivou elucidar o provavel papel e
diversidade das LTs presentes no genoma de XccA, caracterizando funcionalmente
as LTs presentes em TnXaxl pela técnica de mutacdo sitio dirigida. Foram
identificadas no genoma de XccA 13 LTs, sendo 12 pertencentes as familias: 1A, 1B,
1C, 1D, 1F, 1G, 3A, 3B (2 copias), 5A e 6A, e uma nao classificada. A LT nao
classificada, é exclusiva do género Xanthomonas e relacionada a familia 3B, porém
contém um dominio adicional relacionado ao metabolismo de carboidratos. As LTs
classificadas em familias apresentam provavel funcdo relacionada com a
remodelagem da parede celular para insercéo de sistemas de secrecao tipo 3, 4 e 6,
insercao de flagelo, divisdo celular, reciclagem da parede celular e degradacao e
controle da producao do peptidoglicano. As LTs do TnXax1 pertencem a familia 3B,
ndo sdo essenciais para XccA e desenvolvimento do CC, porém estéo relacionadas
ao aumento da viruléncia, diminuicdo da formacgéo de biofilme, agregacdo e aumento
na producdo de goma xantana, corroborando o papel do TnXaxl como agente
propagador da patogenicidade e viruléncia em Xanthomonadales. Em resumo, 0s
resultados langam novos conhecimentos frente ao papel das LTs com o metabolismo
do peptidoglicano e relacdo com os mecanismos de transferéncia lateral, viruléncia e
patogenicidade de XccA.

Palavras-chave: gendmica comparativa, mutacao sitio-dirigida, transferencial lateral,
viruléncia.
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CHARACTERIZATION OF LYTIC MUREIN TRANSGLYCOSYLASES IN
Xanthomonas citri subsp. citri 306 AND FUNCTIONAL STUDY OF TnXaxl
ELEMENT ASSOCIATED LTS mitB2.1 AND mlitB2.2.

ABSTRACT - Xanthomonas citri subsp. citri 306 (XccA) is a causal agent of type A
citrus canker (CC), one of the most devastating citriculture diseases. Type 3 Secretion
Systems (T3SS) play a fundamental role in XccA pathogenicity. T3SS components are
embedded in the bacterial inner and outer membrane and act as a channel for injection
of effector proteins directly into the plant host cell cytosol. T3SS assembly and
installation relies on bacterial cell wall synthesis, remodeling and degradation. Murein
lytic transglycosylases (LT) are important in this process and are responsible for
peptidoglycan cleavage and its remodeling. Information about the XccA LT arsenal is
scarce: little is known about family diversity, their exact role and their connection to
virulence in this bacterium. Among the LTs with probable relation to virulence, two
paralogue ORFs (one in chromosome, one in pXAC64 plasmid) are passenger genes
of the Tn3 family transposon TnXax1, known to play a significant role for evolution and
emergence of pathogenicity in Xanthomonadales. This study addresses LT diversity in
the XccA genome and examines the role of plasmid and chromosomal TnXax1 LT
passenger genes using site-directed deletion mutagenesis and functional
characterization. We identified 13 XccA LTs: 12 belong to families 1A, 1B, 1C, 1D (2
copies), 1F, 1G, 3A, 3B (2 copies), 5A, 6A and one which is non-categorized. This non-
categorized gene, is exclusive to the Xanthomonas genus and related to the 3B family
but contains an additional domain linked to carbohydrate metabolism, whilst the other
catalyzes peptidoglycan biosynthesis, and is widely distributed in gamma-
proteobacteria. The categorized LTs are probably involved in cell wall remodeling to
allow insertion of type 3, 4 and 6 secretion systems, flagellum assembly, division and
recycling of cell wall and degradation and control of peptidoglycan production. The
TnXax1 passenger LTs (3B family) are not essential to XccA and CC development but
are implicated in virulence, biofilm production and aggregation decrease and xanthan
gum production increase, corroborating the role of TnXax1 transposon as a virulence
and pathogenicity propagating agent in XccA. These findings also suggest that LTs
acquisition by horizontal gene transfer mediated by TnXax1 improved bacterial fitness,
bringing adaptive advantages to the plant-pathogen interaction process.

Key words: comparative genomics, lateral gene transfer, site-directed deletion
mutagenesis, virulence.
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(B) Curva de crescimento in planta realizado em concentracédo de 10 UFC/mL para
as linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes AmitB2.1, AmitB2.2
e AmitB2.1-AmitB2.2 em folhas de Laranja “Péra Rio”. Os valores apresentados

representam a meédia e 0 respectivo desvio Padrao.........ccceeeeeevveeeviiiiiiiieeeeeeeennnns p. 50

Figura 14. Ensaio de formacao de biofilme. O teste de formacdo de biofilme foi
realizado das linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes AmltB2.1,
AmitB2.2 e AmItB2.1-AmitB2.2 em meio rico NB (A) e em meio minimo XVM2 (B), em
tubos de vidro tipo borossilicato. O experimento foi realizado com quatro réplicas
bioldgicas e cinco réplicas técnicas para cada amostra. Os valores apresentados

representam a meédia e 0 respectivo desvio Padrao.........ccoeeeeeevvvveiiiiiiiieeeeeeeeeennns p. 53

Figura 15. Ensaio de agregacao celular. O ensaio de agregacéo celular foi realizado
para a Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes AmitB2.1, AmitB2.2 e
AmitB2.1-AmitB2.2 no periodo de 24 horas. O teste foi realizado em 5 réplicas
biolégicas e 2 réplicas técnicas para cada amostra. Os valores apresentados
representam a média e 0 respectivo desvio Padrao..........cccooecueeiieieeeeeeeeeenineeee p. 54

Figura 16. Producdo de goma xantana. Relacdo da producdo de goma/biomassa
para Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes AmlitB2.1, AmitB2.2 e AmitB.1-
AmitB2.2. O teste foi realizado em 3 réplicas biologicas. Os valores apresentados

representam a média e 0 respectivo desvio Padrao. .........cccooecevevieeeeeeeeeeeeiinnene p. 55

Figura 17. Motilidade bacteriana. (A) Motilidade “swimming” realizada em meio
semi-solido (0,3% de agar) para Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes
AmitB2.1, AmItB2.2 e AmitB2.1-AmitB2.2. (B) Motilidade “swarming” realizada em
meio semi-solido (0,7% agar) para Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes
AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmitB2.2. O teste foi realizado em 5 réplicas
biolégicas e 5 réplicas técnicas para cada isolado. Os valores apresentados

representam a meédia e 0 respectivo desvio Padrao.........cccceeeeevveveiiiiiiiieeeeeeeeeennns p. 57
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1 INTRODUCAO

As Xanthomonadaceae s&o um dos maiores e mais importantes grupos de
fitopatbgenos Gram-negativos. Um destes patdgenos, a bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri 306 (XccA) € o agente causal do cancro citrico (CC) do tipo A, uma das
principais doengas que afetam a citricultura (Graham et al., 2004).

A interacdo entre XccA-hospedeiro depende da expressao de diversos genes,
tanto pela bactéria, como pelo hospedeiro (Jalan et al., 2013), sendo os diferentes
sistemas de secrecao bacterianos considerados como um dos mais relevantes para o
processo de desenvolvimento do CC (Jalan et al., 2013). O Sistema de secrecéo tipo
3 (SST3) apresenta papel fundamental na patogenicidade de XccA, sendo um
mecanismo bacteriano que media interacdes entre patdgeno e hospedeiro. Este
sistema € essencial para a viruléncia bacteriana e tem como finalidade a exportacéo
de proteinas efetoras (Buttner e Bonas, 2010). As proteinas secretadas pelo patégeno
sdo responsaveis por modular diversas fungfes biolégicas, como expressao génica,
progressao do ciclo celular, supresséo das respostas de defesa da planta e sequestro
da maquinaria celular responsavel pela multiplicacdo desordenada das células do
hospedeiro, funcbes bioquimicas, processos fundamentais para a penetracédo e
estabelecimento do patégeno e consequentemente o desenvolvimento da doenca
(Buttner e Bonas, 2010).

Para ocorrer a formacéo e instalacdo do SST3, € necessario que ocorra a
sintese, remodelagem e degradacdo de parede celular da bactéria, sendo as
transglicosilases liticas de mureina (LT) as enzimas responséaveis pela clivagem do
peptidoglicano e em seguida, seu remodelamento (Holtje, 1998; Dik et al., 2017). Além
das LTs estarem relacionadas com a montagem dos sistemas de secrecéo tipo 3 e 4,
também podem desempenhar diversas outras funcdes celulares como, por exemplo,
expansdo da parede celular durante o crescimento bacteriano, rearranjo da parede
celular para montagem de flagelos, possuindo ainda papel na conjugacéo bacteriana,
além de reciclagem de muropeptideos e lise da parede celular permitindo processos
de esporulacdo e germinacdo em bactérias Gram-positivas (Dik et al., 2017). De
acordo com a provavel funcdo e distribuicdo de dominios, as LTs podem ser

classificadas em 6 familias (Dik et al., 2017). No entanto, 0 mecanismo de acdo de



diversas LTs ainda é desconhecido (Dik et al., 2017). Além disso, diversos genomas
depositados nos bancos de dados publicos ndo apresentam anota¢ao concisa de suas
LTs. Portanto, a funcdo e diversidade das LTs encontradas em micro-organismos
procariotos ainda nao é totalmente elucidada.

A XccA apresenta poucas informacgdes sobre seu arsenal de LTs, logo pouco
se sabe sobre a diversidade e provavel papel destas enzimas nesta bactéria. Estudos
anteriores investigaram a funcdo da LT XAC_RS22275 presente no plasmideo
pXAC64 de XccA por técnicas de genbmica funcional, sugerindo correlacdo com o
processo de interacdo XccA-citros (Laia et al., 2009). O gene XAC_RS22275 possui
uma copia pardloga presente no genoma cromossomal, XAC_RS16355,
apresentando 99% de identidade com a copia plasmidial. Estudos utilizando mutacéo
sitio dirigida da ORF XAC_RS22275 mostraram reducdo dos sintomas do CC
(Ferreira, 2014), suportando a importancia destes genes para o desenvolvimento do
CC. A analise de secretoma realizada em meio minimo indutor XAM1 mostrou uma
super expressdo dessas duas ORFs (Ferreira et al., 2016), corroborando com a
hipétese de que este gene esta envolvido na relacdo patégeno-hospedeiro. Ambas as
copias sdo genes passageiros do transposon TnXax1 pertencente a familia Tn3, que
€ composto por uma transposase (tnpA), resolvase (tnpS) e recombinase (tnpT),
sendo que a copia TnXax1l do cromossomo contém as proteinas efetoras do T3SS:
XopE3 e XopAl, enquanto a copia TnXaxl do plasmideo contém o efetor XopE2
(Ferreira et al., 2015). Estudos anteriores indicam que o elemento TnXaxl é
conservado em Xanthomonadales e preponderante para evolucdo e emergéncia da
patogenicidade desta ordem (Ferreira et al., 2015; Gochez et al., 2018).

Portanto, as LTs estdo diretamente relacionadas ao metabolismo do
peptidoglicano por diversos mecanismos, no entanto sua relagdo com patogenicidade
em XccA néo é totalmente compreendida. Desta forma, o estudo funcional e in-silico
dessas proteinas podera lancar luz sobre a provavel relacdo com o CC e viruléncia
em XccA.

Neste trabalho foi realizada a identificacdo, anotacdo e estudo gendémico
comparativo das LTs presentes em XccA. A técnica de mutagdo sitio-dirigida foi
utilizada na LT XAC_RS16355, para gerar um mutante simples e um mutante duplo,
utilizando o mutante ja existente para a XAC_RS22275 e cedido para este estudo. A

técnica de mutacao sitio-dirigida permite o estudo funcional das LTs constituintes do



transposon TnXaxl, e também investigacdo da possivel relacdo da transferéncia
lateral com o processo de viruléncia e interagdo planta-patégeno. Também foi avaliado
se as LTs constituintes do transposon TnXaxl estdo diretamente relacionadas a
fatores de viruléncia, como formacéo de biofilme, agregacao celular, goma xantana e
motilidade bacteriana, uma vez que estes sdo essenciais para a viruléncia total da
XcCcA.

Os resultados sugerem que as LTs identificadas em XccA apresentam funcgao
relacionada a diferentes etapas do metabolismo do peptidoglicano com a
remodelagem da parede celular para insercéo de sistemas de secrecdao tipo 3, 4 e 6,
insercao de flagelo, divisdo e reciclagem da parede celular e degradagao e controle
da producao do peptidoglicano. Em adicao, foi observado que as LTs associadas ao
TnXaxl ndo sdo essenciais para o desenvolvimento do CC, porém, estao
relacionadas com o aumento da viruléncia da XccA, diminui¢c&o de biofilme, agregacao
e aumento da producdo de goma xantana. Estes resultados corroboram com o
provavel papel do elemento TnXaxl como agente propagador da viruléncia e
patogenicidade em XccA, e sugerem também que a aquisicdo destas LTs pelo
mecanismo de transferéncia lateral, mediado pelo elemento TnXax1, influenciou o
fithess bacteriano, trazendo vantagens adaptativas para a bactéria durante o processo

de interacao planta-patdégeno em XccA.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Xanthomonas citri subsp citri 306 A e o cancro citrico

O agente etioldgico do cancro citrico tipo A (CC) é a bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri 306 A (XccA), fitopatdgeno Gram-negativo, aerdbio obrigatério, possui
metabolismo oxidativo, nao fixa nitrogénio, uniflagelar e ndo produz esporos
(HAYWARD, 1993). Em 2002 seu genoma foi sequenciado, revelando um
cromossomo circular de 5,17 Mbp e dois plasmideos epissomais pXAC64 (64,920 bp)
e pXAC33 (33,699 bp) (Da Silva et al., 2002).

O cancro citrico tipo A (CC) é uma doencga endémica em muitas partes do
mundo, levando a impactos econdmicos severos na industria produtora de citros (Da
Silva et al., 2002; Brunings e Gabriel, 2003). Dentre os impactos econémicos da
doenca tém destaque a restricdo da comercializacdo da producéo para areas livres
da doenca por ser uma doenca quarentenaria e a depreciacdo, queda dos frutos pela
presenca de lesbes e desfolha de plantas (Fundo de defesa da citricultura, 2014).
Alguns métodos para controle da doenca utilizando cobre séo conhecidos, mas levam
ao aumento da resisténcia da bactéria em plantas susceptiveis (Li et al., 2011a) e nédo
tém se mostrado eficientes a longo prazo. Diante disso, uma melhor compreenséo dos
mecanismos utilizados pela XccA durante o processo infeccioso poderia ajudar a
desenvolver estratégias para combater este patdgeno.

A disseminacdo da bactéria pode ocorrer pelas chuvas com ventos,
equipamentos de colheita contaminados, movimentacédo de pessoas que trabalham
no campo, movimentacdo e exposicao de plantas infectadas, tornando dificil a
erradicacao da doenca (Ference et al., 2017). O CC se desenvolve em folhas, ramos
e frutos, é caracterizado pela formacgéo de lesdes circulares, e encharcamento dos
tecidos (“water soaking”), podendo sofrer erupc¢édo, tomando forma semelhante a
bolhas, que posteriormente se transformam em pustulas esponjosas, brancas ou
amarelas, que escurecem e engrossam com o decorrer do tempo, ficando de cor
castanho claro e aspero ao toque (Figura 1). Em arvores infectadas, o CC pode levar

a desfolha e queda prematura dos frutos (Brunings e Gabriel, 2003).



sinensis L. Osbeck). Nas folhas e fruto esta presente o halo amarelo caracteristico ao
redor das lesbes. Fonte: Fundecitrus, 2018.

Para se estabelecer com sucesso em plantas hospedeiras, os patdogenos
devem ser capazes de aderir a superficie da planta, invadir o espaco intercelular do
tecido hospedeiro, adquirir nutrientes para sobreviver e neutralizar as respostas de
defesa das plantas (Graham et al., 2004). O repertorio de fatores de viruléncia
utilizados pela XccA inclui a secrecao de polissacarideos, enzimas de degradacéo de
parede celular, fatores detoxificantes, efetores, adesinas, sistemas de secregao e
fatores de sinais difusiveis (DSF) mediados por “quorum sensing” (QS) (Figura 2) (Da
Silva et al., 2002).

As adesinas sao proteinas que estdo relacionadas a adesdo das bactérias a
superficie do hospedeiro, fazem a mediacdo entre a ligacdo bacteriana a multiplos
receptores da célula hospedeira e contribuem para diferentes fases do processo de
infeccdo (Das et al., 2009). Os exopolissacarideos (EPS ou goma xantana), polimero
de unidades pentassacaridicas repetidas, uma cadeia principal de celulose e cadeias
laterais de trissacarideos sdo comercialmente usados como um agente espessante
em induastrias nutricionais e farmacéuticas (Becker et al., 1998). Em XccA, o
grupamento de 12 genes gum é o responsavel pela biossintese do polimero (Brunings

e Gabriel, 2003). A xantana tem sido relatada como um importante fator de viruléncia



indispensavel para os estagios iniciais do CC (Facincani et al., 2014) relacionada a
fixacdo da bactéria no hospedeiro, protecédo as tensdes ambientais e também contribui
para o desenvolvimento de sintomas do CC (Rigano et al., 2007). Além disso, é
sugerido que os EPSs sédo a maior parte do biofilme maduro (Costerton et al., 1995).

Os biofilmes séo aglomerados de células em uma matriz de polissacarideos
extracelulares (EPSs) (Costerton et al., 1995), juntamente com proteinas, lipidios e
acidos nucléicos (Li e Wang, 2012). Quando agrupadas dessa forma podem favorecer
a troca de material genético por mecanismos de transferéncia génica horizontal entre
0S micro-organismos presentes, favorecendo a diversidade das populagdes. Além
disso o biofilme pode proporcionar protecdo ao estresse ambiental, sendo
considerado um mecanismo de defesa as respostas do hospedeiro e antimicrobianos
(Costerton et al., 1995; Branda et al., 2005). Juntamente com o EPS, os
lipopolissacarideos (LPS) sdo componentes do biofiime maduro, e da membrana
externa da bactéria, atuando na protecao contra ambientes hostis (Raetz e Whitfield,
2002). Também atuam contra os “PAMPs” (“Pathogen-associated molecular
patterns”), padrdes de moléculas reconhecidas pelas células do sistema imune inato
da planta, sendo detectados por receptores especificos do hospedeiro (Dow et al.,
2000). Logo, biofilmes, goma xantana e LPSs s&o fatores de viruléncia importantes
para o reconhecimento e sobrevivéncia da bactéria, sendo também, associados ao
desenvolvimento do CC. Os fatores de viruléncia da XccA também podem estar
relacionados as proteinas secretadas por sistemas se secre¢cao, como o tipo 2 (SST2)
e 3 (SST3) (Figura 2). O SST2 é o principal sistema que medeia o transporte de
proteinas do periplasma bacteriano para o0 meio extracelular, tais quais: toxinas e
enzimas extracelulares, como proteases, lipases e enzimas que degradam a parede
celular da planta, contribuindo diretamente na interacdo hospedeiro-patégeno (Ryan
et al.,, 2011). O SST3 esta relacionado a translocacédo de efetores diretamente no
citosol das células do hospedeiro, modulando as respostas de defesa e contribuindo

para a multiplicagdo bacteriana (Deng et al., 2017).
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Figura 2. Fatores de viruléncia conhecidos em Xanthomonas. Xanthomonas spp.
dependem dos sistemas SST2 e SST3, adesinas, EPS e lipopolissacarideos (LPS)
para interagir com sucesso com suas plantas hospedeiras. O LPS pode ser liberado
da superficie bacteriana e demonstrar respostas de defesa da planta. LPS e outros
PAMPs sédo presumivelmente detectados por receptores especificos de plantas que
ativam as respostas de defesa das plantas [imunidade desencadeada por PAMP
(PTD]. O PTI também pode ser desencadeado por produtos de degradacao da parede
celular da planta que resultam da acdo de enzimas degradativas secretadas pelo
sistema SST2. O sistema SST3 é o responsavel pela translocacdo de proteinas
efetoras para a célula hospedeira € essencial para a patogenicidade bacteriana.
Proteinas efetoras de Xanthomonas spp. com localizacéo e/ou funcéo conhecidas na
planta e parceiros de interacdo de plantas identificados s&o mostrados. Os efetores
do SST3, membros da familia TALE/AvrBs3/PthA modulam a expressdo génica do
hospedeiro. O efetor AvrBs4/PthA4 é o fator de viruléncia mais importante para o
desenvolvimento da hiperplasia dos tecidos (Hu et al., 2014). As proteases de cisteina
previstas XopD e membros da familia YopJ/AvrRxv presumivelmente removem SUMO
de proteinas alvo de plantas e/ou suprimem a deposicdo de calosidades na parede
celular da planta. IM, membrana interna; OM, membrana externa; CW, parede celular;
PM, membrana plasmatica. Fonte: extraido de Buttner e Bonas, 2012.



2.2 A importancia da transferéncia génica horizontal para a
diversidade genética em Xanthomonadales

Em relacdo aos eucariotos, 0os genomas bacterianos sdo compactos e
apresentam principalmente genes associados a fun¢des basicas do organismo, como
reproducdo e sobrevivéncia (Monteiro-Vitorello et al., 2005). Estas fungdes
caracterizam a porgdo estavel do genoma, comumente utilizada para delinear a
historia evolutiva de um micro-organismo (Liu et al., 1999). Para sobreviver, a
diferentes habitats e colonizar diferentes hospedeiros, as bactérias precisam se
adaptar rapidamente as constantes mudancas ambientais. Para isso, 0 mecanismo
de transferéncia génica horizontal (TGH) realiza o intercambio de material genético
entre as diferentes bactérias permitindo que as bactérias diversifiquem seu arsenal
genético e, consequentemente, agreguem novas caracteristicas que melhorem sua
adaptacao (Sieber et al., 2017). Os elementos genéticos mdveis, como: transposons,
integrons, plasmideos e profagos provenientes de bacteriéfagos temperados, sao os
responsaveis pela transferéncia de genes associados a interacdo patégeno-
hospedeiro e genes de adaptacédo ou patogenicidade (Frost et al., 2005).

O género Xanthomonas € reconhecido por apresentar genoma com
configuracbes em mosaico (Ryan et al., 2011), devido aos rearranjos gendmicos
envolvendo ilhas gendmicas, sequéncias de insercdo (“IS”-“insertion sequences”)
(Lima et al., 2005; Monteiro-Vitorello et al., 2005) e inser¢des de profagos (Varani et
al., 2013). Os elementos “IS” sdo transposons procarioticos muito simples, variando
de 0,8 a 3,5 Kb, e devido ao processo de mobilizacdo podem gerar rearranjos
gendmicos, inversdes e delecdes, que podem resultar na modificacdo de regides
promotoras, formacao de pseudogenes e modificacdes do contetido génico. Portanto,
atuam diretamente na diversificacdo do repertério genético de sua espécie
hospedeira, uma vez que podem contribuir para a aquisicdo de genes favoraveis as
respostas adaptativas das bactérias ao ambiente, e também que possam contribuir
para o seu metabolismo.

Algumas estruturas genéticas do tipo cassete de insercdo movel (“MICs” -
“‘mobile insertion cassetetes”) sdo derivadas de “ISs”, possuem sequéncias curtas
(100 pb) de inversbes repetidas (“IR”), e embora ndo codifiquem suas proprias

transposases, podem ser ativados por um mecanismo cognato (Siguier et al., 2012)



possibilitando sua disseminacéo tal qual um transposon. Alguns efetores do SST3,
tém sido associados a “MICs” como genes passageiros, podendo ser disseminados
por TGH e atribuindo novas caracteristicas adaptativas para o organismo (Ferreira et
al., 2015).

O transposon TnXaxl foi caracterizado recentemente em Xanthomonas
indicando que os eventos de transposicdo sdo determinantes para a evolugédo e
emergéncia da patogenicidade neste género (Ferreira et al., 2015). O elemento
TnXaxl carrega diferentes conjuntos de genes passageiros, tais como 0S genes
TALEs/AvrBs/PthA (“TALE” - “transcription activator—like effector”), efetores do SST3
relacionados com a modulagéo das respostas do hospedeiro em favor do patégeno
(Boch e Bonas, 2010). Em Xanthomonas alguns “MICs” sdo flanqueados pelas
mesmas “IRs” do elemento TnXax1, possibilitando sua disseminagé&o por transferéncia
lateral por todas as Xanthomonas (Boch e Bonas, 2010). Portanto, a presenca de
elementos transponiveis possibilita a disseminacéo de patogenicidade e viruléncia por
todo o género Xanthomonadales. Tal fato foi observado na cepa X. citri-03-1638-1-1,
gue apresenta um plasmideo hibrido de 99Kb, quatro TALEs e um “operon” que
confere resisténcia ao cobre, resultante da recombinacao entre o elemento TnXax1
presente nos plasmideos pXAC33 e pXAC64 (Gochez et al., 2018). Estes resultados
corroboram a hipétese de que o elemento TnXaxl é conservado na ordem
Xanthomonadales e apresenta papel preponderante para evolugdo e emergéncia da
patogenicidade deste género (Ferreira et al., 2015; Gochez et al., 2018).

Em XccA, o elemento TnXaxl apresenta-se duplicado, sendo uma copia
presente no plasmideo pXAC64, composto por uma transposase (tnpA), resolvase
(tnpS) e recombinase (tnpT), a LT XAC_RS22275 e o efetor XopE2. A outra cépia esta
no cromossomo da bactéria e contém a LT XAC_RS16355 e as proteinas efetoras do
T3SS: XopE3 e XopAl (Moreira et al., 2010). Assim como os efetores identificados
(XopE2, XopE3 e XopAl), as LTs XAC_RS22275 e XAC_RS16355 s&do genes
passageiros do transposon TnXax1, e embora ndo sejam um efetor do SST3 (Pothier
et al., 2011), j& foi sugerido como importante para a instalacdo e atividade deste
aparato (Laia et al., 2009). Estes genes estdo conservados em diversas
Xanthomonas, sugerindo que uma pressdo seletiva estd atuando para manté-los
dentro dos transposons (Ferreira et al., 2015). O gene XAC_RS22275 apresenta 63%
de identidade com HopAJl de Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, que
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apesar de ndo ser um substrato do SST3, tem sido sugerido que HopAJ1 € secretada
para o periplasma bacteriano, onde atua na quebra do peptidoglicano permitindo a
montagem do SST3 contribuindo para a entrega de proteinas efetoras em células
hospedeiras (Oh et al., 2007). Em estudos anteriores foi averiguado que a delecao da
LT XAC_RS22275 esta relacionada com a diminuicdo dos sintomas de necrose do
CC (Laia et al., 2009). Em adicéo, outros estudos também sugeriram que as LTs
presentes no TnXaxl apresentem papel na interagdo XccA-citros, demonstrada por
analise de protedmica em meio minimo indutor XAM1 (Ferreira et al., 2016). Estes
resultados sugerem que estes genes sdo conservados em Xanthomonas,

apresentando papel fundamental para a viruléncia e patogenicidade.

2.3 O sistema de secrecéao tipo 3: SST3

No curso da evolucao biolégica, as bactérias desenvolveram sete mecanismos
para exportar varios fatores de viruléncia através das membranas celulares (Sistemas
de secrecdo do tipo 1 ao 7) (Costa et al., 2015), sendo o Sistema de Secrecao tipo 3
(SST3) um dos mais estudados (Deng et al., 2017). O SST3 consiste em um complexo
proteico contendo um “pilus” extracelular, com formato semelhante a uma “agulha”, e
os translocadores formam poros nas membranas da célula hospedeira; diante disso,
assume-se que as proteinas sédo secretadas através do SST3 na célula hospedeira
em um modelo de injecéo direta (Cornelis, 2000; Galan et al., 2014).

Este sistema é encontrado em diversos organismos patogénicos, por exemplo:
Salmonella, Shigella, Yersinia, Pseudomonas, Escherichia coli enteropatogénica
(EPEC) (Deng et al., 2017) e considerados a chave da patogenicidade em plantas e
bactérias (Ghosh, 2004). O SST3 é composto de duas partes distintas (Figura 3), uma
estrutura extracelular oca alongada, denominada "agulha" em patdégenos de animais
e "pilus Hrp" em fitopatdbgenos; uma base cilindrica, que atravessa as duas
membranas bacterianas e garante a estabilidade de toda a estrutura no envelope
celular. Uma estrutura adicional projetada da membrana interna para o citosol
bacteriano, o aparato exportador (Cornelis, 2000; Tampakaki et al., 2004), analoga a
um complexo citoplasmatico flagelar composto de ATPase e outras proteinas, que
poderiam corresponder ao anel C flagelar (Tampakaki et al., 2004).
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Figura 3. Representacédo dos sistemas de secrecdo em Xanthomonas spp. Seis
tipos de sistemas de secre¢ao sdo codificados, o0 SST2 e o SST5 dependem da via
Sac ou TAT para o transporte de proteinas através da membrana interna da célula.
Os sistemas SST3, SST4 e SST6 estdo associados a formacédo do pilus extracelular
e a entrega de proteinas de viruléncia para o interior das células do hospedeiro,
entretanto, apenas a translocagcédo para o SST3 é conhecida. OMV: formacdo de
vesiculas da membrana externa; IM: Membrana interna; OM: Membrana externa; TAT,
translocacgédo “Twin-arginine”. Fonte: Blttner e Bonas (2010).

A secrecdo de proteinas efetoras apresenta papel fundamental durante a
interacdo planta-patbgeno e sao responsaveis por modular diversas funcdes
biolégicas (Jalan, 2014). Sua principal funcdo é modificar os processos bioldgicos do
hospedeiro favorecendo o crescimento do patégeno, e a0 mesmo tempo promover o
desenvolvimento da doenca e supressédo das respostas de defesa (Jalan, 2014,
Pfeilmeier et al., 2016; Ference et al., 2017). As proteinas efetoras variam entre os
organismos, e consequentemente nos sintomas e severidade de diversas doencas
(Tampakaki et al.,, 2004). Nas Xanthomonas, o SST3 e as proteinas efetoras sao
consideradas a chave da patogenicidade (Ghosh, 2004). J& foram identificados 24
efetores/candidatos a efetores em XccA; 30 em X. campestris pv. vesicatoria 85-10;
32 em X. oryzae pv. oryzae KACC10331 (Buttner, 2012).
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Os efetores da familia TALE/AvrBs/PthA estdo distribuidos por todo o género
Xanthomonas, sendo que algumas espécies apresentam apenas uma ou varias
dezenas de TALEs. Sdo uma classe estruturalmente e funcionalmente distinta de
proteinas de patégenos de plantas que séo injetadas através do SST3 em células
vegetais. Uma vez na célula vegetal, eles séo direcionados para o ndcleo, ligam-se as
sequéncias de DNA especificas a cada TALE e modulam a expressado dos genes a
jusante. A interacdo patdégeno-hospedeiro selecionou os TALES que ativam genes do
hospedeiro relacionados a colonizacdo e disseminacdo bacteriana. A pressao da
doenca, por sua vez, selecionou as adaptacdes de plantas que montam a defesa em
resposta aos TALEs. Assim, os TALEs podem ser fatores de viruléncia ou fatores de
"aviruléncia" reconhecidos por um ou ambos 0os membros da interacdo (Bonas et al.,
1989; Bogdanove et al., 2010).

2.3.1. A montagem e instalagcdo do SST3 no envelope bacteriano

A montagem do corpo basal e também das outras estruturas do SST3 envolvem
uma hierarquia de expressao (Deng et al., 2017). A instalagcdo do SST3 no envelope
bacteriano também esta associada a enzimas de degradacao de peptidoglicano, as
transglicosilases liticas de mureina (LTs) (Koraimann, 2003; Zahrl et al., 2005;
Scheurwater et al., 2008), uma vez que 0s poros naturais da parede celular sao
poucos e muito estreitos para permitir a montagem de sistemas complexos, como o
SST3, SST4, SST6 e o flagelo (Koraimann, 2003; Buttner, 2012; Deng et al., 2017,
Dik et al., 2017). Além disso, outro fato que chama a atencéo para as LTs é que elas
estdo presentes na maioria das bactérias Gram-negativas que contém peptidoglicano,
sendo consideradas um novo e importante alvo para o desenvolvimento de novas
drogas antibacterianas (Dik et al., 2017).

As LTs podem ser associadas diretamente a componentes dos sistemas de
secrecdo de proteinas, como ja mostrado para VirB1 nos sistemas de secre¢éo do
tipo 4 (SST4) de Agrobacterium tumefaciens e Brucella suis (Draper et al., 2006).
VirB1 é uma proteina codificada pelo agrupamento génico do SST4, relacionada a lise
do peptidoglicano para montagem da estrutura do aparato no envelope celular e
interacdo planta-patogeno (Buttner, 2012), tendo atividade de transglicosilase litica de

mureina (Zahrl et al., 2005). Estudos realizados com estas enzimas mostram que sua
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auséncia pode tanto influir na patogenicidade/viruléncia do organismo, realgando o
papel das LTs na dinamica celular (Buttner, 2012).

No entanto, a anotacao precisa das LTs em bancos de dados publicos como o
“‘NCBI” (“National Center for Biotechnology Information” -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) é incompleta, uma vez que estas proteinas ndo estéo
corretamente classificadas (Apéndice A). Além disso, pouco se sabe sobre a funcéo
e mecanismo destas proteinas nos diversos micro-organismos conhecidos. Portanto,
o papel e diversidade das LTs encontradas em micro-organismos procariotos ainda
nao é totalmente elucidada. Diante disso, a caracterizacao destas proteinas € de suma
importancia, tanto para a compreensao do papel bioldgico destas proteinas para os
micro-organismos, quanto para maior compreensdo do processo de interacao

patdgeno-hospedeiro.

2.4 Transglicosilases liticas de mureina: LTs

A biossintese de peptidoglicano é um processo fundamental e garante a
viabilidade celular, explorado como alvo para o desenvolvimento de antibiéticos, por
exemplo vancomicina e B-lactamicos (Fair e Tor, 2014). O peptidoglicano € um
heteropolimero constituido por polissacarideos que contém residuos alternados de N-
acetilglicosamina e N-acetilmurdmico associados por uma ligacdo B-1,4. E
componente da parede celular de micro-organismos procariotos apresentando papel
estrutural e fundamental para: a manutencao celular, forma, resisténcia as pressoes
de turgor interna e garantia da manutencao e integridade da parede celular (Lovering
et al., 2012). O peptidoglicano ndo € uma estrutura estatica, sendo continuamente
expandido, degradado e rearranjado para criar aberturas pontuais para a insercéo de
flagelos e/ou poros para alguns sistemas de secrecdo bacterianos, sendo estes
processos realizados pelas transglicosilases liticas de mureina (LTs) (Holtje et al.,
1975).

As LTs sao proteinas que apresentam de 150 a 750 aminoacidos, com
atividade catalitica relacionada com a fragmentacdo do polissacarideo do
peptidoglicano na ligacéo glicosidica entre os acidos N-acetilglicosamina (NAM) e
acido N-acetilmuramico (NAG), através de uma ciclizac¢do intramolecular da porgédo N-

acetilglicosamil. Durante esse processo, ocorre a formacdo de muropeptideos
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contendo uma ligagéo 1,6-anidro no residuo de &cido muramico (1,6-anidromuramico)
(Holtje, 1998), utilizado no metabolismo do peptidoglicano (Jacobs et al., 1994) (Figura
4).

Os muropeptideos formados durante a reacdo das LTs séo reenviados para o
citoplasma via proteina de membrana AmpG, desreprimindo AmpR e ativando a
expressdo de lactamases (AmpC) (Lee et al.,, 2013). Nesse sentido, as LTs sdo
estudadas quanto a sua utilizagdo como antimicrobianos de duas formas: um inibidor
de LT pode suprimir a capacidade de bactérias Gram-negativas de induzir [3-
lactamases, proteinas de resisténcia natural; a inibicdo de uma LT pode ainda
colaborar/cooperar com a inibicdo de proteinas indutoras de penicilina (PBPSs)

garantindo o efeito bactericida do antibiético (Jacobs et al., 1994)
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Figura 4. Modo de acdo das LTs. As LTs clivam as liga¢des glicosidicas entre os
acidos N-acetilglicosamina (NAM) e N-acetilmuramico (NAG), formando como produto
muropeptideos contendo uma ligagéo 1,6-anidro no residuo de &cido muramico (1,6-
anidromuramico). Este residuo é reenviado para o citoplasma via proteina de
membrana AmpG, desreprimindo AmpR e ativando a expressao de lactamases
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(AmpC). Na figura: LT: transglicosilase litica de mureina; Inner membrane: membrana
interna; Outer membrane: membrana externa; Periplasm: periplasma; Cytoplasm:
citoplasma; Extracellular space: espaco extracelular. Fonte (Dik et al., 2017).

As LTs sdo agrupadas em uma superfamilia de proteinas e com base na
similaridade de sequéncias pdde-se identificar os motivos proteicos, presenca ou
auséncia de dominios especificos que permitiram sua classificacdo e divisdo em
Familias e subfamilias (Tabela 1) (Blackburn e Clarke, 2001; Dik et al., 2017; Herlihey
e Clarke, 2017). Em organismos Gram-negativos apresentam-se em 6 Familias e
subfamilias (1: 1A, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H; 2: 2A; 3: 3A, 3B; 4: 4A; 5: 5A; 6: 6A) e
em organismos Gram-positivos, apresentam-se em duas Familias e uma subfamilia
(1A, 1B e 2A) (Dik et al., 2017). Neste caso, sera discutido e analisado as familias dos
organismos Gram-negativos.

As LTs estdo amplamente distribuidas em organismos procariotos, e em alguns
€ possivel identificar um diverso arsenal de LTs de diferentes familias (Figura 5). Por
exemplo, E. coli & atualmente conhecida por codificar 10 LTs de diferentes familias:
1A (SIt70), 1B (MItC), 1C (MItE), 1D (MItD), 1E (MItF), 2A (MItA), 3A (MItB), 5A (MItG),
6A (RIpA) e nenhuma LT da Familia 4 (Blackburn e Clarke, 2001; Dik et al., 2017), ja
0 patdégeno orportunista Pseudomonas aeruginosa também apresenta 10 LTs: 1A
(Slt), 1D (MItD), 1E (MItF e MItF2), 2A (MItA), 3A (MItB1), 3B (SItB2 e SItB3), 5A (MItG),
6A (RIpA) e nenhuma LT da Familia 4.

Para investigar se este numero de LTs esta relacionado a processos celulares
essenciais ou se apresentam redundancia funcional, foram construidos mutantes para
6 LTs de E. coli (slt70, mItA-E) e observou-se que tanto as dele¢des individuais, quanto
as multiplas delecdes comprometeram a clivagem do septo durante a divisédo celular,
resultando em cadeias celulares e aumento da permeabilidade da membrana externa,
no entanto, nenhum efeito letal foi observado, sugerindo redundancia funcional entre
as LTs (Heidrich et al., 2002). Essa redundéancia funcional entre as LTs ja foi
comparada as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) responsaveis pelos estagios
finais da biossintese do peptidoglicano, portanto, assim como os PBPs, a redundancia
funcional entre as LTs permite a eliminacdo de uma ou mais LT sem provocar um
efeito letal (Blackburn e Clarke, 2001; Heidrich et al., 2002; Scheurwater et al., 2008).
Em adicdo a esses resultados, tém-se sugerido que algumas das func¢des das LTs
Sao essenciais para a bactéria e que ndo é possivel nocautear todas as LTs
(Scheurwater et al., 2008).
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As LTs sdo consideradas enzimas autoliticas devido a capacidade de causar
lise celular completa caso sua atividade ocorra de maneira desordenada. Adicionando
a esse fato a abundancia de LTs que um organismo apresenta, tem sido sugerido um
controle especifico destas proteinas por modificacdo quimica do substrato e um
controle fisico secundério, relacionado a formacao de complexos com proteinas PBPs
e interacdo fisica das LTs com proteinas de montagem de diversos sistemas de
secrecdo (Scheurwater et al., 2008). No entanto, faltam respostas-chave em relacéo
a estrutura, mecanismo e funcéo da LTs.

Até 0 momento sabe-se que as LTs estdo envolvidas em diversas funcdes
celulares, por exemplo: expanséo da parede celular durante o crescimento bacteriano,
divisdo do septo para permitir a separacao de células filhas, rearranjo da parede
celular para insercdo de flagelos e sistemas de secrecédo tipo 3 e 4, conjugacao
bacteriana, reciclagem da parede celular (resisténcia), biossintese, degradacéo e
rearranjo do peptidoglicano, viruléncia e integridade celular e também atua regulando
o alongamento das cadeias do peptidoglicano. Em organismos Gram-positivos estédo
envolvidas na lise da parede celular, permitindo os processos de germinacao e
esporulacéo (Dik et al., 2017).

O conhecimento do papel das transglicosilases pode auxiliar na compreensao
de diversas enfermidades, inclusive o CC. Em adicdo, as LTs apresentam-se
conservadas em diversos micro-organismos, podendo ser um potencial alvo para

desenvolvimento de drogas antimicrobianas.
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Tabela 1. Relacdo de dominios encontrados nas LTs.

Dominio

Funcéo (InterproScan) (Finn et al., 2017)

SLT (IPR008258)

Relacionado com proteinas codificadas por
bacteri6fagos e sistema de secrecéo tipo 2, 3 e 4.
Este dominio apresenta atividade de clivagem da
ligacdo (glicosidica B-1,4 entre &acido N-
acetilmuramico e N-acetilglicosamina, com a
formacao concomitante de uma ligacao 1,6-anidro

no residuo de acido muramico.

LysM (IPR018392)

Funcao relacionada a ligacdo ao peptidoglicano e

de interacdes planta-patégeno.

DUF3393 (IPR023664)

Funcao desconhecida, relacionada a degradacéo
de mureina durante a reciclagem de
muropeptideos durante o alongamento celular

e/ou divisao celular.

SBP_bac_3 (IPR001638)

Envolvido no transporte ativo de solutos através

da membrana citoplasmatica.

PG_binding_1 (IPR002477)

Relacionado com a ligag&o ao peptidoglicano.

MItA (IPR034654)

Auxilia na ligacao ao peptidoglicano.

3D (IPR034654)

Composto por trés residuos conservados de acido
aspartico, presumidamente relacionados com

atividade de peptidase.

SLT_ 2 (IPR031304)

Funcéo relacionada ao dominio SLT.

Phage_lysozyme (IPR023347)

Propriedade de quebrar o peptidoglicano,
hidrolizando as ligagbes 1,4-beta entre N-
acetilglicosamina e &cido N-acetilmuramico em

heteropolimeros.

YceG (IPR003770)

Relacionado com término da polimerizacdo do
peptidoglicano pela quebra endolitica de cadeias

nascentes.

DPBB_1 (IPR007112)

Relacionado a proteinas de membrana externa e

especificidade para peptidoglicano.
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SPOR (IPR007730)

Relacionado tanto com a divisdo celular e

morfogénese, e processos de esporulagao.
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Figura 5. Classificacdo das LTs. As LTs foram classificadas de acordo com a

presenca de dominios, e provavel funcdo. Fonte: DIK et al. (2017).
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2.4.1. As LTs e sua contribui¢cdo para a patogenicidade e viruléncia em
XccA

As LTs nao contribuem significativamente para o SST3 e viruléncia, devido a
redundancia funcional que estas proteinas apresentam (Zahrl et al., 2005; Buttner et
al., 2007; Oh et al., 2007; Garcia-Gomez et al., 2011). Embora nao haja uma relagéo
direta entre as LTs e 0s SST3, SST4 e SST6, sabe-se que ha pelo menos um gene
dessa classe para cada sistema (Koraimann, 2003).

Em XccA, duas LTs (XAC_RS22275 e XAC_RS16355) sdo genes passageiros
do transposon TnXax1, elemento importante para a disseminacgao de patogenicidade
e viruléncia por todo o género (Ferreira et al., 2015). Um estudo de mutagénese por
insercdo aleatdria utilizando o transposon Tn5 gerou uma biblioteca com
aproximadamente 10.000 mutantes viaveis, dentre estes o mutante “18D5”, cuja ORF
XAC_RS22275 foi truncada. O mutante foi inoculado na variedade suscetivel lima
acida ‘Galego’ e apresentou reducdo dos sintomas de necrose quando comparados
aos da estirpe selvagem XccA. Este resultado sugeriu que o nocaute na proteina
XAC_RS22275 apresenta correlacdo com o processo de interacdo patégeno-
hospedeiro (Laia et al., 2009). O gene XAC_RS22275 foi novamente nocauteado
utilizando a técnica de mutacao sitio-dirigida, apresentando diminuicdo dos sintomas
de necrose e hiperplasia em hospedeiro susceptivel Laranja “Péra Rio”, confirmando
a importancia desta LT para a viruléncia e patogenicidade da bactéria (Ferreira, 2014).
Ambos o0s genes, XAC_RS22275 e XAC_RS16355, foram detectados em experimento
de secretoma utilizando meio minimo indutor de viruléncia XAM1, indicando relacéo
com a interacdo XccA-citros (Ferreira et al., 2016).

O gene XAC_RS22275 esta localizado no plasmideo pXAC64, enquanto o
gene XAC _RS16355 encontra-se no cromossomo de XccA, apresentam 99% de
similaridade e apenas uma troca no aminoacido Ser por Ala na posi¢cao 51. Ambas as
cOpias possuem peptideo sinal de 27 aminoacidos (aa) e provavelmente funcéo
enzimatica, logo, tem sido sugerido que as LTs XAC_RS22275 e XAC_RS16355 sdo
secretadas para o periplasma, onde atuam na remodelagem do peptidoglicano,
facilitando a montagem do SST3 e contribuindo indiretamente para a translocacéo de
efetores (Noél L. ; Thieme F.; Nennstiel D. ; Bonas, 2002; Oh et al., 2007).
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De acordo com a literatura, as LTs estdo amplamente distribuidas nos
organismos procariotos, no entanto, cada organismo apresenta um arsenal de LTs
individual. Ressaltamos a abundancia e diversidade destas proteinas em processos
celulares basicos relacionados ao metabolismo do peptidoglicano por diversos
mecanismos, a resisténcia a antimicrobianos e viruléncia e patogenicidade, o que as
torna atrativas para novas propostas de estudo. Além de contribuirem para a
compreensao do processo infeccioso entre patégeno-hospedeiro, o estudo das LTs
pode esclarecer questdes basicas da ciéncia, podendo ser aplicada a todos os micro-
organismos.

Os dados apresentados na literatura reforcam a hipétese que as LTs
XAC_RS16355 e XAC_RS22275 estédo relacionadas a patogenicidade e viruléncia em
XccA, corroborando com a hipotese que uma pressao seletiva esta operando para
preservar as LTs dentro do transposon TnXaxl em Xanthomonas (Ferreira et al.,
2015; Gochez et al., 2018). No entanto, ndo se sabe o provavel papel celular de todos
estes genes, e todos os dados envolvendo genémica funcional estdo relacionados
apenas ao gene XAC_RS22275, portanto, ndo se sabe se 0s genes atuam
independentemente, se atuam em conjunto ou se apenas uma das copias é expressa

e supre a funcao da outra.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacéo e analise in silico das proteinas transglicosilases em

Xanthomonas citri.

A busca por proteinas transglicosilases foi realizada utilizando como fonte a
base de dados “Genbank” do “The National Center for Biotechnology Information —
NCBI” através da ferramenta “Blast” (Altschul et al., 1997), e classificadas a partir da
proposta de DIK e colaboradores (2017), com uso da ferramenta “InterProScan” (Finn
et al.,, 2017). O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando a ferramenta
“ClustalX” (Larkin et al., 2007).

3.2 Linhagens bacterianas, meios de cultura e cultivo de células

Para este trabalho foram utilizados o isolado 306 da bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri 306 A(XccA) (Da Silva et al., 2002) e o mutante AXAC_RS22275 (Ferreira,
2014), obtidos no Laboratério de Biologia Molecular (LBM), Departamento de
Tecnologia da FCAV/UNESP, onde encontravam-se armazenados a -80°C.

As bibliotecas de “Shotgun”, “Cosmideos” e DNA genémico foram obtidas da
biblioteca de Xanthomonas (Da Silva et al., 2002) e utilizadas para obtencao das ORF
(“Open reading frame”) XAC_RS16355. O material encontrava-se disponivel no
Centro de Recursos Biolégicos e Biologia Gendmica (CREBIO) da FCAV/UNESP,
armazenado a -80°C.

Os meios de cultura utilizados para o cultivo bacteriano de XccA e mutantes
foram: meio de cultura NB (5 g/L de peptona, 3 g/L de extrato de carne, 15 g/L de agar
e agua destilada g.s.p. 1000 mL), e com adicdo de agar (NA), NA com adicdo de
sacarose 5%, XVYM2 (20 mM NaCl, 10 mM (NH4)2S04, 5 mM MgS04, 1 mM CacClz2,
0,16 mM KH2PO4, 0,32 mM K2HPO4, 0,01 mM FeSO4, 10 mM frutose, 10 mM
sacarose, 0,03% casaminoacidos, pH 6.7) suplementado com 1% w/v de glicose, meio
goma (25g/L glicose; 3g/L extrato de levedura; 2g/L K2HPO4; 0,1g/L MgS0O4, pH 7),
LB para motilidade “swimming” (10 g/L triptona, 5 g/L NaCl, 3%) e LB para motilidade
“swarming” (10 g/L triptona, 5 g/L NaCl,7% &gar). Para o cultivo de Escherichia coli

DH10B (E. coli) foram usados meio LB (10 g/L de triptona, 5 g/L extrato de levedura,
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10 g/L de NaCl, 15 g/L de agar quando o meio for sélido, g.s.p 1000 mL). Quando
necesséario, foram adicionados aos meios de cultura os seguintes antibioticos:
canamicina (50 ug/mL), ampicilina (50 pg/mL) e cloranfenicol (50 ug/mL) (Tabela 2).
Quando necessario uma aliquota dos isolados foi espalhada em placa de Petri,
dentro da cabine de fluxo laminar, com meio de cultura apropriado. Para E. coli foi
utilizado o meio LB contendo antibiético quando necessério, a 37°C e 24 horas em

estufa, e para XccA, utilizou-se NA/NB a 29°C durante 72 horas em BOD.

Tabela 2. Cepas bacterianas utilizadas para a obtencado dos mutantes da ORF
XAC_RS16355, pela técnica de mutagénese sitio dirigida.

Cepa bacteriana Caracteristicas Referéncia

XccA Estirpe selvagem (Da Silva et al.,
2002)

AXAC_RS22275/ Mutante ORF XAC_RS22275* (Ferreira, 2014)

AmitB2.1

AXAC_RS16355/ Mutante ORF XAC_RS16355* Este trabalho

AmIitB2.2

AXAC_RS22275- Mutante das ORFs Este trabalho

AXAC_RS16355/ XAC_RS22275 e

AmltB1.1-AmltB2.2 XAC_RS16355
E. coli E. coli DH5a E44, AlacU169 ¢lacAM15, Biomedal

Apir recAl, endAl, hsdR17, thi-1,
gyrA96, relA1, Apir phage
lysogen
E. coli E. coli SM Apir  Km', thi-1, thr, leu, tonA, lacY, Biomedal
sup
E. coli DH10B A (mcrA, merBC, mrr, A1 and Invitrogen
hsdRMS), pir+, lacZ para
screening
Cosmideo 1HBO1 Amp'; Utilizado para obtencdo LBM
da ORF XAC_RS16355
PNPTS138 Vetor suicida, Km", CI (Cappelletti, 2010)
pPNPTS138- Mutante ORF XAC_RS16355  Este estudo
AXAC_RS16355/
AmIitB2.2

*As ORFs estéo redigidas conforme nova anotacéo do genoma de XccA presente no
banco de dados NCBI.

Antibidticos: Canamicina (Km"); Ampicilina (Amp"), cloranfenicol (CI")

Anotacdo antiga: XAC_RS22275=XACb0007; XAC_RS16355=XAC3225.
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3.3 Mutagdo na ORF XAC_RS16355

A técnica de clonagem por homologia foi realizada de acordo com Lee et al.
(2004), utilizando o vetor suicida pNPTS138 (Figura 7). A mutacéo sitio-dirigida por
‘PCR de extensao por sobreposi¢céo” (“site directed mutagenesis by PCR overlap
extension”) € um método padrédo para a obtencdo de mutantes, tanto por insercéo
quanto por delecdo de sequéncias de DNA. A técnica envolve substituicdo, insercao
ou delecédo de sequencias de DNA, utilizando-se ou ndo endonuclease de restricao.
Envolve ainda a geracao de produtos de PCR (“Polymerase Chain Reaction”) que se
sobrepdem uns aos outros devido a presenga de uma “cauda complementar” (Sn Ho,
1989). Para o evento de recombinacdo homoéloga no DNA do hospedeiro foi utilizado
o vetor pNPTS138, que resulta em um diploide para o gene de interesse, e a partir de
um evento de crossing-over ocorre a eliminacao do alelo selvagem, assim como do
vetor suicida (Figura 7) (Kaniga, 1991).

Os oligonucleotideos foram desenhados na regido intergénica da ORF
XAC_RS16355 e serao utilizados na obtencéo do mutante simples, AXAC_RS16355
e do mutante duplo AXAC_RS22275-AXAC_RS16355 (Tabela 3). Dois pares de
oligonucleotideos, A-B e C-D foram utilizados neste trabalho. O oligonucleotideo A foi
desenhado na regido “upstream”, com sitio de restricdo para a endonuclease Nhel
(“Promega”) na extremidade 5’ e o oligonucleotideo D, na regido “downstream”, com
0 sitio para a endonuclease Hindlll (“New England BioLabs Inc®”), também na
extremidade 5’ (Tabela 3). Os oligonucleotideos B e C foram delineados de forma a
terem uma regiao complementar na extremidade 3’. Os oligonucleotideos B e C foram

delineados de forma a terem uma regido complementar na extremidade 3’ (Tabela 3).
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Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a obtencdo do mutante da ORF XAC_RS16355.

Nome do Nome do Sequéncia5 —-» 3 Enzimade Amplicon (pb) Uso
produto oligonucleotideo restricdo

AB A (F)* CATAGCTAGCGGTTCGGTGACTACACCTTG  Nhel 237

B (R)* CATCCCCGAGAGATACCCGAGGTGGTG

Mutac&o sitio
CD C (F)* GGGTATCTCTCGGGGATGTACGTCGGA 624 diricida ORE
irigida
D (R)* GACGCTTTCTTCTGGCTGAAGCTTCTGT Hindlll J
XAC_RS16355

AD A (F)* CATAGCTAGCGGTTCGGTGACTACACCTTG 861

D (R)* GACGCTTTCTTCTGGCTGAAGCTTCTGT

*(F): Sequéncia do oligonucleotideo (Forward); (R): Sequéncia do oligonucleotideo reverso (Reverse).
Em azul: enzimas de restricdo: oligonucleotideo A: Nhel, oligonuceotideo D: Hindlll.

As sequéncias em vermelho dos oligonucleotideos B e C correspondem as caudas complementares das sequéncias (regides
complementares) dos oligonucleotideos B e C em que se ligaréo.
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A 5 Cromossomo XccA 3’
A B C D
— po — A—
AB (237 pb) CD (624 pb)
AD (861 pb)
B 5 pxaces Xcca 3’
A B C D

—— D f—

AB (181 pb)  CD (198 pb)

L/

AD (369 pb)

Figura 6. Diagrama do desenho de oligonucleotideos. (A) Representacdo da
construcdo do mutante AXAC_RS16355 por delecéo. As setas com letras A, B, Ce D
representam os oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos fragmentos AB e
CD com tamanhos de 237 pb e 624 pb respectivamente. O fragmento AD apresenta
um tamanho de 2143 pb e a versdo AD deletada (sem o gene XAC_RS16355) um
tamanho de 861 pb. (B) Representacdo da constru¢do do mutante AXAC_RS22275
por delecdo. As setas com letras A, B, C e D representam os oligonucleotideos
utilizados para a amplificagdo dos fragmentos AB e CD com tamanhos de 181 pb e
198 pb respectivamente. O fragmento AD apresenta um tamanho de 1100 pb e a
versao AD deletada um tamanho de 369 pb.

SnabiT7.Spel. Apal.Munl.NgoMLKasLHindIILPstL. EcoRV.BamHILEcoRLNhel EagL.MIuLBspELBsrGL.SphI Sall.

\\\h{//ﬂ

Clal
Figura 7. Mapa do vetor suicida pNPTS138. Para obtencdo do mutante
AXAC _RS16355 foram utilizadas as endonucleases Nhel e Hindlll (Fonte: Capeletti,
2010).
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3.3.1. Isolamento de DNA plasmidial contendo a ORF XAC_RS16355

O DNA plasmidial contendo a ORF XAC_RS16355 e utilizado como molde
(“template”) para as reacdes de PCR foi extraido de um clone da biblioteca de
“Shotgun” de XccA presente no CREBIO (Da Silva et al., 2002). Os isolados foram
cultivados em meio LB com adicdo de antibiotico necessario, incubados em BOD a
37°C por 16 horas. Para a extragao, utilizou-se “Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System” (“Promega”), seguindo as instru¢des do fabricante. As amostras
foram quantificadas em espectrofotometro “NanoDrop®” ND-1000 (“Thermo
Scientific”) a partir do valor da absorbancia a 260 nm, considerando que valor de A260
nm igual a 1,0 corresponde a uma solucdo de DNA com concentragao igual a 50 pg/mL
(Sambrook et al., 1989).

3.3.2. Obtengao do mutante AXAC_RS16355

Os oligonucleotideos A, B, C e D (Tabela 3, Figura 6) foram utilizados para a
obtencdo do mutante AXAC RS16355, utilizando como molde o DNA plasmidial do
Cosmideo 1HBO1. O DNA foi extraido utilizando “Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System” (“Promega”) seguindo as instrucdes do fabricante e as amostras
foram quantificadas em espectrofotbmetro “NanoDrop®” ND-1000 (“Thermo
Scientific”) a partir do valor da absorbancia A 260 nm (Sambrook et al., 1989). Foram
utilizados dois pares de oligonucleotideos, A-B, C-D. Duas primeiras reacdes de PCR
independentes foram feitas com os oligonucleotideos A-B e C-D, gerando o0s
fragmentos AB e CD, respectivamente. Estes produtos foram utilizados como molde
para amplificacdo por PCR com os oligonucleotideos A-D, resultando num unico
fragmento AD (Condi¢Oes para as reacdes estdo no Apéndice B). Uma representacéo
esquematica da estratégia utilizada para a obtengcdo do mutante nocaute
AXAC _RS16355 é apresentada na Figura 6.

Posteriormente, o fragmento AD e o vetor suicida pNPTS138 foram digeridos
com as mesmas enzimas de restricdo Nhel (Promega) e Hindlll (“New England
BioLabs Inc®”) e ligados com a enzima T4 Ligase (“New England BioLabs Inc®”),
seguindo instru¢des dos fabricantes (condi¢cdes no Apéndice B). O produto da ligacédo
(PNPTS138-AXAC_RS16355) foi utilizado para transformacdo em células

guimicamente competentes de E. coli DH10B.
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3.4 Subclonagem em E. coli DH10B

3.4.1. Preparacéo de células quimiocompetentes de E. coli DH10B

As células quimicamente competentes de E. coli DH10B foram preparadas
segundo o protocolo de Sambrook et al. (1989) com algumas modificacdes. Para
tanto, foi plaqueada uma amostra da estirpe em meio LB sélido, sendo incubadas em
BOD por 16 horas a 37 °C em estufa. Posteriormente, uma coldnia isolada de cada
amostra foi transferida para 5 mL de meio LB liquido e mantidas sob agitacdo a 200
rpm em equipamento “Innova 4430 Incubation Shaker”, a 37 °C, por 16 horas (pré-
indculo). Em seguida, 1 mL do pré-indculo foi transferido para um frasco tipo
Erlenmeyer de 2 L contendo 300 mL de meio LB liquido (inéculo), sendo os frascos
mantidos sob agitacdo a 200 rpm em equipamento “Innova 4430 Incubation Shaker”,
até a obtencdo de uma densidade oéptica Abs 600 nm entre 0,4 e 0,6
(aproximadamente 3 horas).

Apos obtencéo da DO desejada, o in6culo foi mantido em banho de agua e gelo
durante 15 min. Em seguida, cada indculo foi distribuido em seis tubos tipo “Falcon”
de 50 mL previamente mantidos em gelo e centrifugados a 4 °C, 3040 g em centrifuga
“Hettich Zentrifugen Rotina 46R”, por 12 min, sendo o sobrenadante descartado ao
final da centrifugacdo. O precipitado resultante de cada tubo foi ressuspendido com
auxilio de uma pipeta, em 10 mL de uma solucao estéril e gelada de cloreto de célcio
(CaCl2) e glicerol (0,1 M; 20% de glicerol). Em seguida, a suspensédo de bactérias foi
centrifugada em centrifuga “Hettich Zentrifugen Rotina 46R”, nas mesmas condic¢des
descritas anteriormente e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de cada tubo
foi novamente ressuspendido com auxilio de pipeta em 1 mL de solu¢cédo gelada de
cloreto de calcio e glicerol (0,1 M; 20% de glicerol) e a suspensdo novamente
centrifugada em centrifuga “Hettich Zentrifugen Rotina 46R”, como nas condi¢des
acima. O precipitado de todos os tubos foi ressuspendido com pipeta em um volume
final de 2 mL em um Unico tubo. A suspensédo de células aliquotadas em volumes de
50 uL, em microtubos tipo “eppendorf”, os quais foram congelados imediatamente em

nitrogénio liquido e conservados em ultrafreezer a -80 °C até o momento de uso.
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3.4.2. Transformacao do vetor pNPTS138-AXAC_RS16355 em células
guimiocompetentes de E. coli DH10B

A transformacéo foi realizada de acordo com protocolo descrito por Sambrook
et al. (1989). Para a transformacéao, foram utilizados 100 ng do vetor suicida contendo
o fragmento AD nocauteado, agua Milli-Q estéril (controle negativo) e 50 ng do vetor
pUC19 (controle positivo). Os DNAs foram adicionados separadamente em
microtubos de 1,5 mL contendo células de E. coli DH10B quimiocompetentes,
mantidos em gelo, com a mistura sendo feita gentilmente com as méaos. Em seguida,
as células foram mantidas em gelo por mais 20 min e, em entéo, transferidas para um
banho-maria (“Memmert”) a 42 °C por 45 segundos, sendo retornadas ao gelo
imediatamente e nele mantidas por mais 2 min. Estas células foram recuperadas
mediante a adi¢cao de 950 pL de meio LB liquido e incubacgao por 1,5 horas, a 37 °C
em equipamento “Innova 4430 Incubation Shaker” sob agitacao constante de 150 rpm.
Ao final, 200 uL das células foram plagueadas em meio LB sélido com o antibiético
Canamicina a 50 ng/uL, e mantidas por 16 horas, a 37 °C, para selecdo dos

transformantes.

3.4.3. Selecdo e confirmacao das colbnias

Para selecéo das colonias foram utilizadas placas contendo meio LB sélido com
o antibiético canamicina 50 ng/uL, 0,1mM de IPTG (isopropil [B-D-
tiogalactopiranosideo) e 0,0032% de X-gal (5-bromo- 4-chloro- 3-indolyl-B-D-
galactosidase), mantidas a 37°C em estufa. O vetor pPNPTS138 é resistente a este
antibiotico e a clonagem correta interrompe o0 gene Lac-Z pertencente ao vetor, dessa
forma, pode-se fazer selecdo de colonias por cores: colonias brancas séo
recombinantes, pois a clonagem interrompe o Lac-Z sendo incapaz de clivar X-gal, e
as colbnias azuis ndo contém o gene de interesse (AXAC_RS16355).

As colbnias brancas selecionadas foram replicadas em placas de meio LB com
Canamicina 50 ng/uL, incubadas por 24hr a 37°C em estufa, e uma massa de células
(10 amostras) foi transferida para 50 mL de meio LB liquido, 16 horas a 37°C em
equipamento “Innova 4430 Incubation Shaker”, para extragdo de DNA plasmidial. A
extragao foi feita com “Kit Wizard Genomic DNA Purification” (“Promega”), seguindo o

protocolo do fabricante e as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro
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“NanoDrop®” ND-1000 (“Thermo Scientific”) a partir do valor da absorbancia a 260 nm
(Sambrook et al., 1989).

3.5 Transformacéao de células de XccA eletrocompetentes

Ap6s confirmagdo do sequenciamento, o DNA plasmidial do vetor pNPTS138-
AmitB2.2 foi extraido com “Kit Wizard Genomic DNA Purification” (“Promega”),
seguindo o protocolo do Kit, quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-
1000 (“Thermo Scientific”) a partir do valor da absorbancia a 260 nm (Sambrook et al.,
1989) e posteriormente inserido por eletroporacdo (Do Amaral, 2005) em XccA e no
mutante AXAC_RS22275 (Ferreira, 2014).

Células eletrocompetentes de XccA e do mutante AXAC RS16355 foram
preparadas de acordo com Amaral et al. (2005), com modificacbes. Para tanto,
cultivou-se a XccA em meio NA por 48 horas, a 29°C em BOD. Uma coldnia isolada
foi transferida para 5 mL de meio NB, cultivado por 16 horas a 29°C em equipamento
“Innova 4430 Incubation Shaker”, sob agitacdo constante de 180 rpm. Em seguida, 2
mL do cultivo foi transferido para um erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio
NB durante 16 horas, a 29°C em equipamento “Innova 4430 Incubation Shaker”, sob
agitacao constante de 180 rpm. Apds o periodo de incubacéo, o cultivo foi dividido em
4 tubos tipo “Falcon” de 50 mL cada, centrifugados a 4040g em centrifuga “Hettich
Zentrifugen Rotina 46R”, por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de agua Milli-Q estéril
(2X autoclavada) com a pipeta, a temperatura ambiente. O pellet de dois tubos tipo
“Falcon” foram transferidos para um sé tubo, restando apenas dois tubos tipo “Falcon”,
e este foram completados para 50 mL com agua Milli-Q estéril (2X autoclavada) (total
100 mL) a temperatura ambiente. Estes tubos foram centrifugados a 4040 g em
centrifuga “Hettich Zentrifugen Rotina 46R”, por 15 minutos também a temperatura
ambiente, e em seguida o sobrenadante foi descartado e o “pellet” ressuspendido no
meio restante (aproximadamente 1 mL) com a pipeta e divididos em tubos tipo
“‘eppendorf” (100 uL por tubo), a temperatura ambiente, sendo estes utilizados
rapidamente.

Para a transformacao, foram utilizados 3 pL de DNA do vetor pNPTS138-
AXAC_RS16355 (~1000 ng) e 3 pL de agua Milli-Q estéril (controle negativo), que

foram adicionados a 100 pL de células competentes e transferidos para uma cubeta
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de eletroporacdo, com espessura de 2 mm (“BioRad”), a qual foi entdo submetida a
eletroporagédo de pulso de 2.500 V durante 2,6 ms, no equipamento Gene
“PulserXcell™ Total System” (“BioRad”). Apdés a eletroporacdo foi adicionado a
solucéo 1 mL de meio NBY (0,8% NB, 0,2% de extrato de levedura, 0,2% de K2HPOa,
0,05% de KH2POa4, 0,25% de glicose, 1 M MgSO4) suplementado com sacarose 20%
e 10 mM MgSOua. A solucéo foi transferida para um tubo tipo “Falcon” de 15 mL, o qual
foi mantido por agitacdo em equipamento “Innova 4430 Incubation Shaker” por 4
horas, 29 °C a 140 rpm. Em seguida, 200 uL de cada suspenséao foi plaqueada em
meio NA contendo Canamicina (20 pg/ml) e incubada em BOD a 29°C por 72 horas,
para selecdo das coldnias com o vetor pPNPTS138-AXAC_RS16355.

Para o segundo evento de recombinacao as col6nias foram crescidas em 5 mL
de meio NB, 16 horas a 29°C em equipamento “Innova 4430 Incubation Shaker”, sob
agitacdo constante de 180 rpm. Em seguida as amostras foram diluidas na propor¢éo
1:10, 1:100 e 1:1000 e 50 pL foram plagueadas em meio cultivo NA com adicao de
sacarose 5% e incubadas em BOD por 24-48 horas. Nesse momento a troca do gene
original pelo gene truncado ja deve ter ocorrido pelo evento de recombinacdo
homéloga, sendo as colbnias que crescerem resistentes a sacarose e susceptiveis a
Canamicina, devido a perda do vetor suicida. Estas foram selecionadas como
candidatas a mutacdao sitio-dirigida para o mutante simples AXAC_RS16355 e duplo,
AXAC RS22275-AXAC_RS16355.

3.6 Confirmagdo da mutagdo em XccA

As confirmacfes dos mutantes foram realizadas por meio de PCRs de colbénias
(Apéndice B), sendo o DNA utilizado proveniente de 1 coldnia da placa contendo
sacarose 5%. Para tanto, utilizou-se um palito para pegar uma massa bacteriana e
transferi-la para um tubo de PCR, adicionou-se 20 pL de um tampé&o de lise (50 mM
KCI, 0,1% Tween 20, 10 mM tris HCIl, pH 8.8), incubados em termociclador
“‘GeneAmp® PCR System 9700”7, durante 30 minutos a 99°C. Destes 4 uL foram
utilizados como template para as reacdes de PCR de colbnia, oligonucleotideos A-D
(condicdes no Material S1 e S3) e em seguida, as amostras foram aplicadas em gel
de agarose 1%, revelados no “Fotodocumentador CHEMIDOC MP BIO-RAD”, para
confirmar a mutagdo no gene XAC_RS16355. Foi realizada uma reagédo de PCR
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utilizando 100 ng de cada mutante e oligonucleotideos especificos para Xanthomonas
citri subsp. citri 306 A (Xac01 e Xac02 — Tabela 4C) (Coletta-Filho et al., 2006). E ainda
uma PCR utilizando 100 ng de DNA de cada mutante e oligonucleotideos especificos
para o vetor pNPTS138, cuja finalidade € verificar se houve outra integracéo do vetor
no genoma de XccA (Tabela 4C). As reacdes de PCR sempre foram acompanhadas
de uma reacdo contendo agua Milli-Q no lugar do DNA para controle negativo das
reacoes, e uma PCR com 100 ng de DNA gendmico de XccA para controle positivo
das reacdes (as condicdes destas ultimas PCRs estdo no Apéndice B).

Em seguida, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial das colonias utilizando
o “Kit Wizard Genomic DNA Purification” (“Promega”) seguindo instru¢cées do
fabricante e quantificadas em espectrofotometro “NanoDrop®” ND-1000 (“Thermo
Scientific”) a partir do valor da absorbancia a 260 nm (Sambrook et al., 1989). Uma
aliguota de 100 ng de DNA plasmidial foi utilizada para o sequenciamento na
plataforma 3730xI “DNA analyser” (“Themo Fisher Scientific’) (com o0s
oligonucleotideos “A”, “D_RS16355”; e "F_RS 22275" e “D_RS22275” (Tabela 4A),
para confirmagdo do clone contendo a mutagdo na ORF XAC_RS16355. A
comparacao das sequéncias obtidas no sequenciamento com a sequéncia do genoma
de XccA foi feita utilizando a ferramenta BLAST disponivel no site do NCBI
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov) (Altschul et al., 1997).
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Tabela 4. A. Oligonucleotideos especificos para diferenciar as ORFs XAC_RS16355
e XAC_RS22275; B.Oligonucleotideos especificos para Xanthomonas citri subsp. citri
306. C. Oligonucleotideos utilizados para identificar sequéncias do vetor pNPTS138.

Nome do Amplicon
' ] Sequéncia& = 3
oligonucleotideo (pb)
A (F)* CATAGCTAGCGGTTCGGTGACTACACCTTG 2100

D_RS16355 (R)* AAGGGGAGGCGCGTCCTCTTGGCG

F_RS22275 (F)* GTGTGGATCCGGGCATTCTGACCGCCAT

D_RS22275 (R)* TGGGGCCGATATCGATAAAAAAAGGAATCC 1100
B XacO1 CGCCATCCCCACCACCACCACGAC

Xac02 AACCGCTCAATGCCATCCACTTCA o8
C M13 Foward -40** GTTTTCCCAGTCACGAC 250

M13 Reverse -48** AGCGGATAACAATTTCACACAGGA

* (F) Foward; (R) Reverse; Oligonucleotideos sintetizados pela SIGMA-ALDRICH
BRASIL LTDA.

**Qligonucleotideos obtidos no Centro de Recursos Biologicos e Biologia Genbmica
(CREBIO) da Unesp/FCAV.

3.7 Teste de patogenicidade por infiltracao

O teste de patogenicidade in planta foi realizado para o isolado XccA, o mutante
AXAC_RS22275, o mutante AXAC_RS16355 e o mutante duplo AXAC_RS22275-
AXAC _RS16355 (Laia et al., 2009). Trés coldnias isoladas dos mutantes e XccA foram
multiplicadas em meio NA durante 72 horas em BOD. A massa bacteriana de cada
isolado foi transferida para um tudo tipo “Falcon” contendo 15 mL de meio NB,
incubados a 29°C, 16 horas sob agitacdo a 180 rpm utilizando equipamento “Innova
4430 Incubator Shaker”. Em seguida a densidade Optica foi avaliada (as amostras
com leitura entre 0,5 e 0,8 foram utilizadas) e entdo os tubos foram centrifugados a
4.040 g em centrifuga “Hettich Zentrifugen Rotina46R”, 25°C por 12 minutos, 0
sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de agua de torneira
estéril, e a concentragdo foi ajustada até a densidade Optica Abs 600 nm igual a 0,3,
equivalente a 108 UFC/mL (Unidades Formadoras de Col6nia/mL). Em seguida, as
suspensdes bacterianas de XccA e dos mutantes foram inoculadas separadamente
em 3 plantas e 3 folhas por planta, da variedade moderadamente resistente de Laranja
“Péra Rio” (Citrus sinensis L. Osbeck) na face abaxial da folha. Ao lado direito da

nervura central foram inoculados os mutantes, e o isolado XccA foi inoculada do lado
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esquerdo da folha, sob as mesmas condi¢cfes e concentra¢des, como controle positivo
da doenca. Também foi inoculado uma folha, com agua estéril para controle em cada
uma das plantas. As plantas foram mantidas sob as mesmas condicbes de
temperatura, umidade, iluminacdo em laboratorio e, apds o terceiro dia, os sintomas

foram observados até o 21° dia, com registro fotografico.

3.8 Curva de crescimento bacteriano ex planta

A curva de crescimento ex planta foi realizada de acordo com (Lacerda et al.,
2017) com modificagbes. A estirpe XccA, o mutante AXAC_RS22275, o mutante
AXAC RS16355 e o mutante duplo AXAC RS22275-AXAC_RS16355 foram
cultivadas em meio NA por 48 horas a 29°C em BOD. Uma col6nia de cada linhagem
foi cultivada em 20 mL de meio NB por 16 horas a 29°C sob agitacdo constante a 180
rpm em equipamento “Innova 4430 Incubator Shaker”. Apds crescimento a densidade
Optica foi averiguada e foram utilizadas as culturas com com leitura entre 0,5 e 0,8,
estas foram utilizadas e ajustadas para 0,1 a Abs 600 nm (in6culo), em um volume
final de 1,5 mL e incubadas por 48 horas no equipamento “BioTek” (“Synergy H1"),
sob agitacdo constante a temperatura de 29°C e com leituras a cada 30 minutos. Os
graficos foram feitos utilizando o software “Graphpad Prism” versao 6. Foram feitas

réplicas técnicas (3 repeticdes) e biologicas (3 colbnias).

3.9 Curva de crescimento bacteriano in planta

O teste foi feito de acordo com LAIA et al., 2009, com modificagdes. A
preparacdo dos indculos foi realizada através da multiplicacdo de XccA, o mutante
AXAC _RS22275, o mutante AXAC_RS16355 e o mutante duplo AXAC RS22275-
AXAC_RS16355 em meio NA durante 48/72h, 29°C em BOD, separadamente. Uma
colonia isolada de cada estirpe foi transferida para um tubo tipo “Falcon” de 50 mL
contendo 10 mL de meio de cultivo NB e cultivados por 16 horas a 29°C em
equipamento “Innova 4430 Incubator Shaker”. Em seguida a densidade o6ptica foi
avaliada (as amostras com leitura entre 0,5 e 0,8 foram utilizadas) e os cultivos foram
centrifugados a 4.040 g em centrifuga “Hettich Zentrifugen Rotina46R” por 15 minutos
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado com cuidado e o pellet
ressuspendido em 50 mL de PBS 1X (137 mM NaCl, 12 mM fosfato, 2.7 mM KCI, pH
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7.4) estéril, padronizado a densidade 6ptica Abs 600 nm, igual a 0,3, correspondente
a 108 UFC/mL, que em seguida foi ajustada por diluicdo seriada até 106 UFC/mL em
um volume final de 50 mL. As suspensdes bacterianas foram inoculadas em 4 pontos
distintos de folhas de Laranja “Péra Rio” (Citrus sinensis L. Osbeck) pela técnica de
infiltrag&o por seringa sem agulha.

Quatro discos com 1 cm? provenientes dos pontos de inoculacdo foram
coletados nos tempos: 0, 1, 3, 6, 10 e 15 dias apods a inoculagéo. Este procedimento
foi realizado em todas as linhagens e nas trés plantas (réplicas biolégicas). Apos
coletado, cada disco foi macerado na presenca de 1 mL de PBS 1X estéril. A cada
tempo de coleta, 100 pL de cultura foram diluidos através de diluicdo seriada (10 -!
até 10 %) e 10 yL das amostras foram plaqueadas através de pipetagem em
microgota, em triplicata (3 diferentes diluicbes para cada disco), em placas contendo
meio de cultura sélido NA, sendo estas mantidas a 29 °C em BOD por 48 horas para

visualizagao e contagem das unidades formadoras de colonias.

3.10 Ensaio de asperséo in planta

O teste de aspersao foi realizado de acordo. Isolados de XccA, o mutante
AXAC _RS22275, o mutante AXAC_RS16355 e o mutante duplo AXAC RS22275-
AXAC_RS16355 foram cultivados em meio NA por 48 horas em estufa. As colonias
foram transferidas para um tubo tipo “Falcon” contendo 10 mL de meio NB e incubadas
a 29°C sob agitacéo constante de 180 rpm em equipamento “Innova 4430 Incubator
Shaker”, durante 16 horas. Em seguida a densidade Optica foi avaliada (as amostras
com leitura até 0,8 foram utilizadas) e o cultivo foi centrifugado em centrifuga a 4.040
g em centrifuga “Hettich Zentrifugen Rotina46R” por 15 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em um tubo tipo
“Falcon” contendo 50 mL de PBS 1X. A densidade Optica foi ajustada para 0,3 (Abs
600 nm) valor correspondente a 108 UFC/mL. A asperséo da suspensdo bacteriana foi
realizada em folhas jovens da variedade moderadamente resistente de Laranja “Péra
Rio” (Citrus sinensis L. Osbeck) utilizando um borrifador, até o ponto de escorrimento.
As plantas foram cobertas com saco transltcido por 24 horas, e apds esse periodo 0
saco foi retirado, foi feito o acompanhamento dos sintomas e registro fotografico no

21° dia apos inoculagéo (Yan e Wang, 2011).
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3.11 Ensaios de formacéao de biofilme

Os ensaios foram realizados em meio rico NB (Yan e Wang, 2011) e em meio
definido indutor de viruléncia XVYM2 suplementado com 1% wi/v de glicose (Rigano et
al.,, 2007). As linhagens de XccA, o mutante AXAC RS22275, do mutante
AXAC RS16355 e do mutante duplo AXAC RS22275-AXAC _RS16355 foram
plagueadas em meio de cultura solido NA e mantidas a 29°C em BOD por 48 horas.
Apos este periodo, as células foram ressuspendidas em meio de cultura liquido XVM2
acrescido de glicose 1% w/v e também meio NB a densidade 6ptica Abs 600 nm, igual
a 0,3, correspondente a 108 UFC/mL, sendo 1 mL desta suspenséo transferido para
tubos de ensaio de vidro tipo borossilicato. Os tubos foram mantidos a 29°C por 96
horas sem agitacdo em BOD. O biofilme formado nos frascos foi visualizado através
da coloragdo com 0,1% de violeta cristal e lavado uma vez com agua ultrapura estéril.
O corante remanescente nas células foi dissolvido em 1 mL de etanol-acetona (80:20)
e quantificado através de espectrofotometria utilizando a Abs 595 nm com a utilizacao
do leitor de microplacas “iMark™” (“Bio-Rad Laboratories, Inc., EUA”). As médias de
quatro repeticdes bioldgicas e cinco técnicas foram utilizadas para a comparacao da
producéo de biofilme.

3.12 Ensaios de producdo de goma xantana

A extracdo de goma xantana foi realizada de acordo com Shu e Yang (1990).
A estirpe XccA, o mutante AXAC RS22275, o mutante AXAC_RS16355 e o mutante
duplo AXAC_RS22275-AXAC_RS16355 foram cultivados em meio de cultura sélido
NA a 29 °C em BOD por 48 horas. ApoOs este periodo, uma massa celular foi
transferida para um tubo tipo “Falcon” contendo 10 mL de meio NB, mantidas a 29 °C,
sob agitacao constante de 180 rpm em equipamento “Innova 4430 Incubator Shaker”
por 16 horas. Em seguida a densidade Optica foi avaliada (as amostras com leitura até
0,8 foram utilizadas) e as amostras foram ajustadas para a densidade 6ptica Abs 600
nm, igual a 0,3, correspondente a 108 UFC/mL, através da adicdo de meio de cultura
liquido NB fresco. Deste cultivo, 2,5 mL foram transferidos para um Erlenmeyer de
250 mL contendo 10 mL de meio goma, mantidos a 29 °C, sob agitacdo constante de

180 rpm em equipamento “Innova 4430 Incubator Shaker” por 96 horas.
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Apés a incubacgéo, os meios cultivados foram centrifugados por 40 minutos, a
4°C a 9.666 g em centrifuga “Hitachi” (“High-Speed Refrigerated Centrifuge CR
22GlII"), o sobrenadante foi transferido para béquers de 500 mL onde foi adicionado
4g de KCI, agitados por 15 minutos e em seguida adicionou-se o dobro do volume
(200 mL) de etanol absoluto gelado. A solugéo foi homogeneizada com um bastéao de
vidro, e com 0 mesmo a goma precipitada foi retirada, transferida para potes de
plastico e incubadas a 37 °C por 72 horas. O pellet remanescente no tubo da
centrifuga foi ressuspendido com 1 mL de agua bidestilada com auxilio de pipeta, a
massa celular foi transferida para um béquer de 50 mL de vidro e incubada a 70 °C
por 24 horas. Todas as extra¢des foram feitas com 3 amostras bioldgicas, os béquers
foram pesados antes e depois de incubados, para obter a massa celular seca e a
massa de goma seca produzida. As médias das amostras biolégicas de cada estirpe

e foram utilizadas para obtencéo dos desvios padrao.

3.13 Ensaios de agregacéo celular

A estirpe XccA, o mutante AXAC_RS22275, o mutante AXAC_RS16355 e o
mutante duplo AXAC _RS22275-AXAC_RS16355 foram cultivados em meio NA por
48/72 horas a 29°C em BOD. Cinco col6nias isoladas foram crescidas separadamente
em 25 mL de meio NB a 29°C em equipamento “Innova 4430 Incubator Shaker” até
gue atingissem a densidade Optica Abs 600 nm de 2,0. Em seguida, 10 mL de cada
cultura foi transferida para tubos de ensaio estéreis de 20 mL. Inicialmente todas as
culturas foram agitadas vigorosamente por 15 segundos e uma aliquota de 100 pL
(tempo zero) retirada de cada tubo na altura de 1 cm do topo da cultura e adicionada
a 900 pL do meio de cultura NB (diluicdo de 10 vezes). Os tubos permaneceram
estaticos e nas primeiras 7 horas amostras foram coletadas de 1 em 1 hora, em
seguida a cada 4 horas, e uma ultima leitura apos 8 horas. As amostras foram
coletadas e diluidas, a densidade Optica Abs 600 nm foi avaliada e multiplicada por
10, até o tempo 24 horas de experimento. O experimento foi realizado em cinco
réplicas bioldgicas e 2 réplicas técnicas para cada isolado bacteriano. As médias das

amostras foram utilizadas para obtencéo dos desvios padréo.
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3.14 Motilidade bacteriana

Para motilidade “swimming” foi utilizado o meio de cultivo NB (Li e Wang, 2011)
com 0,3% de agar e para motilidade “swarming” foi utilizado o meio NB com 0,7% de
agar (Malamud et al.,, 2011). A XccA, o mutante AXAC RS22275, o mutante
AXAC RS16355 e o0 mutante duplo AXAC RS22275-AXAC_RS16355 foram
cultivados em meio de cultivo NA por 72 horas a 29°C em BOD, cinco col6nias de
cada isolado foram transferidas para um tubo tipo “Falcon” de 50 mL contendo 10 mL
de meio de cultivo NB e incubados a 29° por 16 horas, sob agitacao constante de 180
rpm em equipamento “Innova 4430 Incubator Shaker”. Em seguida a densidade éptica
foi avaliada (as amostras com leitura até 0,8 foram utilizadas) e as amostras foram
ajustadas para a densidade 6ptica Abs 600 nm, igual a 0,3, correspondente a 108
UFC/mL. Deste cultivo, 3pL de cada foi pingado no centro de placas de petri (tamanho
5,1 cm) contendo os meios semissolidos com 0,3% e 0,7% de agar. As placas foram
incubadas a 29°C, por 48 horas sem agitacdo em BOD. Para medir os discos formados
pelas colénias da motilidade celular foi utilizado o programa “ImageJ”
(https:/limagej.nih.gov/ij/). Foram feitas 5 réplicas biolégicas e 5 réplicas técnicas para
cada estirpe. As médias das amostras foram utilizadas para obtencdo dos desvios

padrao.

3.15 Analise estatistica

Os resultados obtidos nos testes de agregacédo celular, motilidade, formacao
de biofilme, quantificacdo e extracdo de goma xantana foram analisados pelo
programa “Sigma Plot”. O teste de “Tukey” foi utilizado para comparacdo das médias

entre as amostras, a 5% ou 1% de probabilidade.

3.16 Estimativa do numero de cépias de plasmideo

As leituras dos dados de sequéncia brutos de XccA foram transferidas a partir
dos numeros de acesso SRX195367 e SRX195344 do NCBI “Sequence Read
Archive” (SRA) do projeto “BioProject PRINA177640”. As leituras brutas foram
mapeadas para o genoma do XccA (NC_003919, NC 003922 e NC_003921)

utilizando o bowtie2 com parametros “--very-sensitive” e “--end-to-end” (Langmead e
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Salzberg, 2012). A média de cobertura do cromossomo XccA e do plasmideo pXAC64
foi estimada utilizando a ferramenta “samtools depth” (Li et al., 2009). O numero de
copias de pXAC64 foi determinado dividindo a profundidade de cobertura dos

plasmideos pela do cromossomo.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise in silico: Diversidade e classificacdo das transglicosilases

identificadas no genoma de XccA

Foram encontradas 14 LTs pertencentes as Familias: 1A, 1B, 1C, 1D (2 copias),
1F, 1G, 3A, 3B (3 copias), 5A, 6A e uma proteina néo classificada no genoma de XccA
(Tabela 5, Apéndice C). Nenhuma LT pertencente as Familias 1E, 1H, 2A e 4A foram
identificadas. A auséncia destas familias de LTs ndo pode ser considerado um
resultado surpreendente, pois dificilmente um micro-organismo apresentara em sua
totalidade o arsenal conhecido de LTs (Dik et al., 2017). Além disso, LTs de diferentes
familias podem apresentar redundancia funcional, justificando a auséncia destas
familias (Scheurwater et al., 2008; Dik et al., 2017).

As LTs XAC_RS22275 e XAC_RS16355 foram identificadas e re-anotadas,
sendo 0s nomes novos: mitB2.1 (XAC_RS22275 — presente no plasmideo pXAC64) e
mitB2.2 (XAC_RS16355 — presente no cromossomo de XccA), utilizados a partir de
agora no trabalho. Os mutantes também seréo renomeados:
AXAC RS22275/AmitB2.1, AXAC_RS16355/AmItB2.2 e AXAC_RS22275-A16355/
AmltB2.1-AmitB2.2.

Os resultados indicam que as LTs mitB2.1 (XAC_RS22275) e mitB2.2
(XAC_RS16355) inseridas no transposon TnXax1 apresentam os dominios SLT 2 e
PG_bl, ambos relacionados com a atividade remodeladora do peptidoglicano,
pertencendo, de acordo com a literatura a familia 3B (Apéndice C) (Dik et al., 2017).
Também foi encontrada uma terceira LT que provavelmente pertence a familia 3B
(XAC_RS21660), apresentando quase o dobro de tamanho em residuos de
aminoacidos em relacdo a mitB2.1 e mitB2.2 (Tabela 5). Além disso, essa LT
apresenta baixa identidade de sequéncia de aminoacidos com mitB2.1 e mitB2.2 (42%
de identidade em 55% de cobertura), e também um dominio adicional ainda nao
descrito nesta subfamilia (IPR011013), com provavel funcéo de epimerase (Apéndice
C). Observamos que esta proteina é Unica em Xanthomonadaceae, enquanto que em
outras familias da classe gammaproteobacteria a encontramos divididas em duas

proteinas: uma homoéloga a mitB2 e uma outra proteina com dominio relacionado a
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funcdo epimerase (Apéndice C). Além disso verificamos que esta LT ndo esta
associada a nenhum elemento genético movel descrito em XccA, portanto, indicando
origem e funcéo distinta a mitB2.1 e mitB2.2.

Como resultado adicional, foi identificada uma transglicosilase biossintética,
ORF XAC_RS15740, classificada como MtgA, envolvida na biossintese de
peptidoglicano (Derouaux et al., 2008).
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Tabela 5. Diversidade de LTs encontradas no genoma de Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e plasmideo pXAC64. Classificacédo
e nomes de genes propostos e papel em XccA (para um alinhamento detalhado e analise de dominio, consulte o Apéndice C).

Locus Tag Locus Tag Comprimento InterproScan/ LT . ~
(antigo (novo) Nome  Coordenadas (aa) PFAM/ Uniprot classificacéo Provavel fungao
Lytic_TGlycosylas
e_superhlx_U (IP Reciclagem de parede
4,223,769.. R008939),SLT 1 celular e producéo de
XAC3561 XAC_RS18005 it 4,225,742 657 (IPR0O08258; 1A monomeros de
PF01464) and peptidoglicano
Q8PGQ5
SLT 1
2,862,053.. (IPR0O08258; Degradacao de
XAC2458  XAC_RS12500 mitC 2 863,036 327 PF01464) 1B peptidoglicano
and Q8PJS2
SLT 1
2,639,080.. (IPR0O08258; Insercao do sistema
XAC2256  XAC_RS11470  mitE 2,639,601 203 PF01464): 1C de secrecio tipo 4
Q8PKB9
XAC2729 3,190,523.. SLT_1 Desconhecida
XAC_RS13860 mitD2 3 192’ 106 527 (IPR008258;
192, . (relatada durante a
PF01464); interacdo planta-
L oaloas LysM (IPRO)183§2; 1D patogeno e
,241,249.. PF01476) an A
XAC1086 XAC _RS05550 mitD1 1,242,427 392 AOAOUSFH84: [:t))atcz[ge_nese
AOAOUSFC25 acteriana)
SLT 1
(IPR008258;
XAC2617 XAC_RS13315  sltF 3?;?08823;,425924" 280 ngé‘;g‘g’ 1F Insercéo de flagelos
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SLT 1
hpaH 487,771.. (IPR008258; Insercéo do sistema
XAC0038 XAC_RS02185 / etgA 488,334 187 PF01464) and 16 de secrecéotipo 3 e 4
AOAOUS5GFN3
785,110 (IPFSQ"(S-BI-I§O4' Reciclagem e
XAC0662  XAC_RS03435 mitB 786.249 379 PF13406) and 3A reS|stenC|f|;1 (I:Ie parede
Q8PPM4 celuar
SLT 2
XAC3225 3,798,986.. T204-
XAC RS16355 mltB2.2 3.800,263 (IPR031304.1, Desconhecida
PF13406); (relacionada a
425 Pb_binding_1 3B N !
3,862.. (IPR0O02477; wrulenmg bacteriana e
XACb0007 XAC RS22275 mitB2.1 5,088 PF01471) andbS fitness)
(PXACE4) PHMS; Q8PRL3
1281 557 (|PF\\>((;:(()33?770- Regula o comprimento
XAC1131 XAC RS05780 mitG 1,282,630 357 PF02618) and 5A das (_:(zjadell_as de
0SPNE1 peptidoglicano
RIpA-like_sf
(IPR036908); o
XAC0663  XAC_RS03440  rlpA 778867’26476?;' 475 SPOR 6A D"r’r'foar‘fjoceé'r‘]’éireou
' (IPR0O07730; PFO5 9
036)
Pep_trsgly
(IPR011812),
PBP_transglycosy ~ L
XAC3047 XAC_RS15470 migA  5204.980. 246 lase (IPR036950), Néo Biossintese do
3,565,720 Transal classificada peptigoglicano
aly
(PF00912),

Q8PI51
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SLT_ 2

(IPR031304;

PF13406);
PB_binding_1
(IPR002477; Metabolismo de
828 PF01471); 3B (?) carboidratos/ quebra
Gal_mutarotase_s do peptidoglicano

f dom

(IPR011013;

PF13802) and

AOA1T1SC85

5,077,186..

XAC4296 XAC_RS21660 n/a 5,079,348

*Considerando que todas as LTs classificadas tém uma funcao geral relacionada ao rearranjo da camada de peptidoglicano
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4.2 Obtenc&o dos mutantes AmltB2.2 e AmItB2.1-Am|tB2.2

Para investigar o papel de duas LTs na viruléncia e patogenicidade de XccA,
0s genes mltB2.1 e mltB2.2 foram nocauteados em XccA, gerando os mutantes
simples AmitB2.1 (AXAC_RS22275) (Ferreira, 2014) cedido para este trabalho,
AmitB2.2 (AXAC_RS16355), além disso, ambos os genes foram deletados, gerando
0 mutante duplo AmitB2.1-AmitB2.2 (AXAC_RS22275-AXAC_RS16355) (Figura 8).
Todos os mutantes aqui estudados foram produzidos por PCR de extensdo e
sobreposicao (Sn Ho, 1989), seguido pelo evento de recombina¢do homodloga (Lee et
al., 2004). No caso do mutante AmitB2.2, o gene mitB2.2 foi deletado por completo,
uma vez que os oligonucleotideos foram desenhados na regido intergénica da
sequéncia. O mutante Aml/tB2.1 foi obtido a partir da delegéo de 912 pb do gene
mitB2.1, restando uma sequéncia de 369 pb apenas (Figura 8). O mutante duplo foi
obtido a partir da delecdo de ambos os genes mitB2.1 e mItB2.2. As mutacdes foram
confirmadas por PCR de colbnia, em gel de agarose 1% (Figura 8) e por
sequenciamento utilizando oligonucleotideos especificos para diferenciar os genes
(Tabela 4A).

AmlitB2.1 AmitB2.2 AmlitB2.1-AmitB2.2

M C1 C2 1 2 M C1 cC2 3 4 M C1 C2 5 6
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Figura 8. Géis de eletroforese em agarose (1%) corado com brometo de etidio
(10 mg/mL), visualizados em Fotodocumentador CHEMIDOC MP BIO-RAD. M:
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marcador “GeneRuler™ 1kb DNA Ladder” (Fermentas). Mutante AmlItB2.1: (C1) gene
mitB2.2 2100 pb; (C2) gene mitB2.1, 1200 pb; (1) gene mitB2.2, 1278 pb; (2) gene
mltB2.1 nocauteado (AmItB2.1), com 369 pb; Mutante AmItB2.2: (C1) gene mitB2.1,
2100 pb; (C2) gene mitB2.1, 1200 pb; (3) gene mitB2.2 nocauteado (AmltB2.2), 1000
pb; (4) gene mitB2.1, 1200 pb; Mutante duplo AmItB2.1-AmltB2.2: (C1) gene mlt2B.1,
2100 pb; (C2) gene mitB2.1, 2 pb; (5) gene mitB2.2 nocauteado (AmItB2.1, 1000pb);
(6) gene mltB2.1 nocauteado (AmItB2.1), 369 pb.

4.3 Analise fenotipica das LTs mitB2.1 e mItB2.2

Para avaliar o fendtipo dos mutantes, folhas jovens na variedade
moderadamente resistente Laranja ‘Péra Rio’ (Citrus sinensis L. Osbeck) foram
inoculadas por infiltracédo, perfuracdo e aspersdo, sendo os sintomas avaliados por
fotografias (Figuras 9, 10, 11 e 12).
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Figura 9. Teste de patogenicidade por infiltracdo. Sintomas observados no 1°, 3°, 7°, 9°, 12° DAI (Dia Ap0s a Inoculag&o) das
linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e mutante Am/tB2.1 na superficie adaxial (folhas superiores no quadro) e abaxial
(folhas inferiores no quadro) de folhas jovens de Laranja “Péra Rio”. As duas linhagens bacterianas foram inoculadas na concentracéo

de 108 UFC/mL.
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Figura 10. Teste de patogenicidade por infiltragcdo. Sintomas observados no 1°, 3°, 7°, 9°, 12° DAI (Dia Ap0s a Inoculacéo) das
linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e o mutante AmltB2.2 na superficie adaxial (folhas superiores no quadro) e abaxial
(folhas inferiores no quadro) de folhas jovens de Laranja “Péra Rio”. As duas linhagens bacterianas foram inoculadas na concentracéo

de 108 UFC/mL.
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XccA

AmlitB2.1-mltB2.2

XccA
AmltB2.1-mitB2.2

Encharcamento X X X X X X X X
Hiperplasia X X X X X X X X
Necrose X X

Figura 11. Teste de patogenicidade por infiltragcdo. Sintomas observados no 1°, 3°, 7°, 9°, 12° DAI (Dia Ap0s a Inoculacéo) das
linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e o mutante AmlitB2.1-AmlItB2.2 na superficie adaxial (folhas superiores no quadro) e
abaxial (folhas inferiores no quadro) de folhas jovens de Laranja “Péra Rio”. As duas linhagens bacterianas foram inoculadas na
concentracdo de 108 UFC/mL.
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XccA

Figura 12. Ensaio de aspersdo. Sintomas observados no 21° DAI (Dia Apos a
Inoculagédo) das linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e o0s mutantes
AmitB2.1, AmitB2.2 e AmItB2.1-AmItB2.2 na superficie adaxial e abaxial de folhas
jovens de Laranja “Péra Rio”. As linhagens bacterianas foram aspergidas na
concentracdo de 108 UFC/mL.
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Figura 13. Curvas de crescimento ex planta e in planta. (A) Curva de crescimento
ex planta realizada por 48 horas entre as linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306
A e os mutantes AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmItB2.2 em meio de cultura rico NB.
(B) Curva de crescimento in planta realizado em concentracdo de 10 UFC/mL para
as linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes AmltB2.1, AmitB2.2
e AmitB2.1-AmltB2.2 em folhas de Laranja “Péra Rio”. Os valores apresentados
representam a meédia e o respectivo desvio padrao.
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A andlise das curvas de crescimento ex planta de XccA e dos mutantes
(AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmItB2.2) mostram que as mutacfes nos genes
mltB2.1 e mitB2.2 apresentaram fase Lag, Log e estacionaria semelhantes a XccA,
portanto, ndo houve alteracdo em meio de cultura NB (Figura 13A).

O crescimento bacteriano in planta foi avaliado na variedade moderadamente
resistente Laranja “Péra Rio” (Citrus sinensis L. Osbeck) na concentracdo de 10°
UFC/mL durante 15 dias (Figura 13B). Foi observado que na auséncia do gene
mltB2.1 ha diminui¢cdo na populacdo bacteriana, enquanto que na auséncia de mitB2.2
nao, sugerindo maior importancia da cépia plasmidial para a bactéria. Ja na auséncia
de ambos os genes mltB2.1 e mitB2.2 o crescimento bacteriano supera a estirpe
selvagem XccA. Este resultado pode estar relacionado a aquisicdo dos genes por
transferéncia lateral mediante a agao do transposon TnXax1. Sugerimos que a XccA
nao apresentou estes genes o tempo todo, e no momento de sua aquisicdo houve
melhora no processo de infeccdo e progressdo da doenca. Dessa forma, ao
nocautearmos ambos os genes, da bactéria “retorna” a uma outra condigao, onde tem
gue ativar outros mecanismos e fatores de viruléncia que favorecam sua
sobrevivéncia e colonizacdo do hospedeiro.

O teste de infiltracdo foi realizado em folhas da variedade moderadamente
resistente Laranja “Péra Rio” utilizando-se suspenséo bacteriana com 108 UFC/mL e
o desenvolvimento do fenétipo foi observado durante 12 dias (Figuras 9, 10 e 11).
Enquanto a XccA apresenta encharcamento, hiperplasia e necrose a partir do DAI 7,
0s mutantes AmitB2.1 e AmitB2.1-AmitB2.2 apresentam apenas encharcamento e
hiperplasia, evidenciado o atraso no desenvolvimento dos sintomas em relacéo a cepa
XccA (Figura 9 e 11, respectivamente). J& o mutante AmltB2.2 ndo mostrou diferenca
guanto ao desenvolvimento dos sintomas de CC, apresentando 0s sintomas de
encharcamento, hiperplasia e necrose de forma semelhante a XccA (Figura 10).

A inoculagéo por asperséo foi realizada em plantas da variedade Laranja “Péra
Rio” utilizando-se suspenséo bacteriana com 108 UFC/mL e acompanhado até o 21°
dia (Figura 13). O mutante AmltB2.2 apresentou desenvolvimento semelhante a XccA.
Enquanto os mutantes AmitB2.1 e AmitB2.1-AmltB2.2 levam a reducéo nas lesdes do
CC e também atraso no aparecimento dos sintomas quando comparadas a estirpe

XccA. Estes resultados sugerem que as estirpes AmltB2.1 e AmitB2.1-AmltB2.2 n&o
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sdo capazes de causar doenca no hospedeiro com a mesma agilidade do mutante
AmitB2.2, que se mostrou semelhante a XccA.

Dessa forma, juntos, estes resultados mostram que mitB2.1 e mltB2.2 ndo sao
essenciais para a sobrevivéncia de XccA bem como para o desenvolvimento do CC,
sendo que ocorre apenas um atraso dos sintomas, ainda que significativo. A delecéo
do gene do plasmideo, mitB2.1 resulta em atraso na intensidade e aparecimento do
CC, o que nédo ocorre no mutante para o gene mltB2.2, sugerindo que uma copia
apresenta maior papel em relacdo a outra, e que este gene pode estar relacionado ao

aumento da patogenicidade de XccA.

4.4 Analise da formacéao de biofilme, producdo de goma xantana e

agregacao celular

Houve diferenca significativa na producao de biofilme entre a estirpe XccA e 0s
mutantes AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmItB2.2, para ambos 0s meios, meio rico
NB e meio minimo indutor de viruléncia XVM2 (Figuras 14A e 14B). Quanto aos
mutantes AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmItB2.2, ndo houve diferenca estatistica
para a producdo de biofilme quando comparados entre si. O Teste de “Tukey” foi
empregado ao nivel de 1% de probabilidade (P =<0,001) para ambos os testes (Figura
14).
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Figura 14. Ensaio de formacado de biofilme. O teste de formac&o de biofilme foi
realizado das linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes AmltB2.1,
AmitB2.2 e AmitB2.1-AmItB2.2 em meio rico NB (A) e em meio minimo XVM2 (B), em
tubos de vidro tipo borossilicato. O experimento foi realizado com quatro réplicas
biolégicas e cinco réplicas técnicas para cada amostra. Os valores apresentados
representam a meédia e o respectivo desvio padrao.
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O ensaio de agregacdao celular realizado com os isolados bacterianos revelou
uma associagdo mais rapida entre as células de XccA quando comparada com 0s
mutantes AmitB2.1, AmitB2.2 e AmItB2.1-AmItB2.2 (Figura 15). O gréfico demonstrou
uma queda no intervalo de 0 a 1 hora para XccA, enquanto para os mutantes houve
apenas decréscimo bem lento e constante das barras a partir de 1 hora em diante,
sugerindo que a maioria de suas células permanecem dispersas. Para os mutantes
AmitB2.1 AmItB2.2 e AmitB2.1-AmItB2.2 é possivel observar que a partir de 11 horas
houve queda abrupta dos dados de absorbancia da parte superior das solucdes
(Figuralb).
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Figura 15. Ensaio de agregacéo celular. O ensaio de agregacéo celular foi realizado
para a Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes AmitB2.1, AmitB2.2 e
AmitB2.1-AmItB2.2 no periodo de 24 horas. O teste foi realizado em 5 réplicas
biologicas e 2 réplicas técnicas para cada amostra. Os valores apresentados
representam a meédia e o respectivo desvio padréo.
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A producao de goma pela XccA e os mutantes AmitB2.1, AmitB2.2 e AmItB2.1-
AmItB2.2 esta na Figura 16. A analise feita utilizando o programa “Sigma Plot”,
demonstra maior produgcao de goma para o mutante AmitB2.1, seguido pelo mutante
AmitB2.2 e AmitB2.1-AmItB2.2 em comparacgéo a XccA. Quando a producao de goma
foi comparada apenas entre os mutantes, ndo houve diferenca significativa (Figura
16). O Teste de “Tukey” foi realizado ao nivel de 1% de probabilidade (P = <0,001).

Produgcao de goma
45
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0,5

XccA mAmitB2.1 mAmitB2.2 + AmitB2.1-AmitB2.2

Figura 16. Producao de goma xantana. Relacdo da produgdo de goma/biomassa
para Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes AmlitB2.1, AmitB2.2 e AmitB.1-
AmltB2.2. O teste foi realizado em 3 réplicas bioldgicas. Os valores apresentados
representam a media e o respectivo desvio padrao.
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4.5 Anédlise das motilidades “swimming” e “swarming”

Ambos os testes de motilidade “swarming” e “swimming” ndo mostraram
diferencas significativas entre a estirpe XccA e os mutantes AmltB2.1, AmitB2.2 e
AmitB2.1-AmitB2.2. O Teste de “Tukey” foi empregado ao nivel de 1% de
probabilidade (P = <0,001) (Figura 17). Este resultado sugere que mitB2.1 e mitB2.2
nao estdo envolvidos com o mecanismo de formacgédo de flagelos e motilidade

bacteriana.
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Figura 17. Motilidade bacteriana. (A) Motilidade “swimming” realizada em meio
semi-sélido (0,3% de agar) para Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes
AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmltB2.2. (B) Motilidade “swarming” realizada em
meio semi-solido (0,7% agar) para Xanthomonas citri subsp. citri 306 A e os mutantes
AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmltB2.2. O teste foi realizado em 5 réplicas
biolégicas e 5 réplicas técnicas para cada isolado. Os valores apresentados
representam a média e o respectivo desvio padrao
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4.6 Identificacdo do namero de copias do plasmideo pXAC64

Para determinar se as diferencas observadas entre os mutantes AmlitB2.1 e
AmitB2.2 podem ser explicadas pelo numero de copias do plasmideo e do
cromossomo, ambas foram estimadas diretamente a partir dos dados depositados no
“‘NCBI Sequence Read Archive” (SRA).

De acordo com a analise do indice de cobertura, foram calculadas 3 copias de
pXACG64 por origem de replicacdo cromossOmica. Esse numero € semelhante ao
namero de copias estimado de pXOCgx01 e pXap41l de X. oryzae pv. oryzicola e X.
arboricola pv. pruni, de 4 cépias por célula (Pothier et al., 2011; Niu et al., 2015). Como
0 pXACG64, esses plasmideos carregam genes de relacionados a conjugacao, o
transposon TnXax1 e varios genes de viruléncia e patogenicidade, como: genes de
tolerancia a metais pesados e efetores do SST3 (Pothier et al., 2011; Niu et al., 2015).
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5 DISCUSSAO

5.1 Diversidade de LTs encontradas no genoma de XccA

LTs da Familia 1

A ORF XAC_RS18005 foi classificada como uma LT subfamilia 1A, sendo
homéloga as proteinas SIt70, SIt e LtgA (Tabela 5, Apéndice C). As proteinas da
familia 1A tem sido estudada em Neisseria gonohoeae, E. coli, Shigella flexneri, e
ambos mostraram funcéo relacionada a divisdo celular. O nocaute das LTs da familia
1A, LtgA (N. gonorrhoeae) e SIt70 (E. coli), ndo reduziram a viabilidade celular,
portanto foi sugerido que ambas néo estdo associadas com a divisdo celular (Dik et
al., 2017), sendo que estas proteinas podem atuar na reciclagem de peptidoglicanos,
limitando a exposicéo a proteinas antimicrobianas (Ragland et al., 2017). Diante disso,
supde-se que a ORF XAC _RS18005 apresente funcao similar a outras proteinas da
familia 1A, contribuindo para a integridade de XccA frente ao hospedeiro e/ou meio
ambiente.

A ORF XAC_RS12500 é homologa a proteina MItC e LtgB da subfamilia 1B
(Tabela 2; Apéndice C), apresentando provavel funcao relacionada com montagem e
maturacdo da parece celular (Arends et al., 2010). J4 a proteina XAC_RS11470 foi
classificada como pertencente a familia 1C (Tabela 5; Apéndice C), apresentando
similaridade com a LT MItE de E. coli. A proteina MItE é recrutada pelo dominio
periplasmatico TssM, um componente estrutural do sistema de secrecdo tipo 6
(SST6), para degradacdo do peptidoglicano presente na parede celular no local em
gue o complexo sera inserido (Santin e Cascales, 2017). Além disso, MItE forma um
complexo com a Bulgecina A (Santin e Cascales, 2017), um composto que apresenta
capacidade de inibir a atividade de algumas LTs (Williams et al., 2017). A Bulgecina
A age de forma competitiva com o glutamato catalitico presente nestas proteinas, e
aumenta a eficacia com os antibidticos B-lactamicos, restaurando sua eficacia
(Williams et al., 2017). As LTs sao especuladas como um novo alvo para o
desenvolvimento de drogas antimicrobianas, pois apresentam capacidade de

aumentar a agao de antibiéticos p-lactamicos. Curioso que alguns organismos Gram-
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negativos, incluindo P. aeruginosa, S. maltophilia e N. gonorrhoeae, revisados por Dik
et al. (2017), ndo codificam um homologo de MItE, enquanto que XccA apresenta um
homologo. Este resultado é interessante, pois pode trazer novas alternativas para o
estudo de compostos que inibem o crescimento do patégeno, bem como um novo
organismo a ser utilizado no desenvolvimento de antibidticos e/ou compostos
sinérgicos.

As ORFs XAC _RS13860 e XAC RS05550 sdao homélogas a MItD, MItD1,
mitD2 e LtgE da subfamilia 1D das LT (Tabela 5; Apéndice C). Estas LTs apresentam
o dominio LysM, conhecido por proporcionar a ligacdo ao peptidoglicano em proteinas
que sdo associadas a patogénese de algumas bactérias e ao rearranjo e degradacao
de mureina (Mulder et al., 2006). Algumas proteinas desta familia ja foram associadas
ao metabolismo e rearranjo do peptidoglicano, reducéo da autdlise celular e também
durante a interacdo planta-patégeno e patogénese bacteriana, no entanto, a funcdo
celular desta familia permanece desconhecida (Dik et al., 2017).

A proteina XAC_RS13315 é homdloga a SItF de Rhodobacter sphaeroides
(Tabela 5; Apéndice C). Sabe-se que SItF interage com FliJ e atua na remodelagem
da parede celular para que ocorra a insercdo de proteinas flagelares no
peptidoglicano, e que uma mutacdo na regidao N-terminal da proteina SItF anula a
motilidade bacteriana (De La Mora et al., 2007). Este resultado sugere que a Familia
1F estd associada a montagem de flagelos, no entanto, ela pode nao ser essencial,
pois até o momento ndo foram encontradas homoélogas a essa proteina em outros
organismos que possuem flagelos, como P. aeruginosa, N. gonorrheae e S.
maltophilia (Dik et al., 2017).

A ORF XAC_RS02185 é homodloga as proteinas da Familia 1G, LtgX e EtgA
(Tabela 5; Apéndice C). As LTs pertencentes a familia 1G sdo reconhecidas como
proteinas capazes de remodelar a parede celular para insercdo de sistemas de
secrecdo 3 e 4, contribuindo para a translocacdo de DNA exogeno e de fatores de
viruléncia em seu hospedeiro (Dik et al., 2017). Algumas LTs da familia 1G ja foram
estudadas em Xanthomonadales, trazendo mais informacdes sobre sua funcdo e
relacdo com a patogenicidade e viruléncia. Em Xanthomonas oryzae pv. oryzae,
agente causal da queima bacteriana do arroz, a delecdo do gene hpa2
(PXO_RS00425, 86% identidade com XAC_RS02185) reduziu a severidade dos

sintomas da doencga e a populacao bacteriana na superficie foliar (Zhang et al., 2008).
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Em Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, foi proposto que o gene hpa2 (XOC_RS19750,
84% de identidade com XAC_RS02185) interage com genes do SST3 formando um
complexo para translocar efetores do patégeno para o hospedeiro (Li et al., 2011b).
Posteriormente foi mostrado que o gene homaélogo hpaH do patégeno Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (IS_RS03455, 94% de identidade com XAC_RS02185) esta
localizado no periplasma bacteriano, onde se liga ao peptidoglicano e contribui para a
translocacdo de efetores para o interior de células do hospedeiro (Hausner et al.,
2017).

N&o foram encontradas proteinas das subfamilias 1E, 1H em XccA. A Familia
1E é regulada por um mecanismo alostérico (ndo demonstrado) (Dik et al., 2017). Sua
funcdo esta relacionada a degradacéo pontual do peptidoglicano da parede celular,
permitindo a passagem do pilus, fimbrias e outros complexos macromoleculares
(Dominguez-Gil et al., 2016). A Familia 1H possui o dominio de ligacdo ao
peptidoglicano, PG_binding_1, semelhante a Familia 3B (Dik et al., 2017). A Unica
proteina da Familia 1H € GP144, originada de bacteriéfagos (Dominguez-Gil et al.,
2016). Sabe-se que GP144 interage com as proteinas de membrana e sua delecéo
causa ruptura das membranas e eventual lise celular (CLOUTIER et al. 2010),
portanto, pode ter funcdo essencial na célula. No entanto, ainda ndo ha funcédo e
mecanismo completamente elucidados.

A funcédo de insercédo de pilus e complexos macromoleculares descritos na
Familia 1E também ja foi associada as Familias 1C, 1F, 1G e 3B, portanto, podem
apresentar mesma funcdo. A familia 1H apresenta os mesmos dominios da
superfamilia 1 e da Familia 3, dessa forma, apesar de ndo apresentar funcao e
mecanismos elucidados podem apresentar funcdo semelhante. Dessa forma, a
auséncia das familias 1E e 1H podem estar relacionadas a redundancia funcional
dessas proteinas (Heidrich et al., 2002; Scheurwater et al., 2008; Dik et al., 2017,
Hausner et al., 2017) , que pode ser realizada por outras LTs presentes no genoma
de XccA.

LTs da Familia 3

As LTs pertencentes a familia 3 apresentam mecanismo de funcionamento

pouco conhecido (Lee et al., 2013; Dik et al., 2017). A familia 3 esta dividida em 2
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subfamilias baseada na presenca ou auséncia do dominio PG_binding_1 (Dik et al.,
2017). Em XccA ha apenas uma proteina da subfamilia 3A, a ORF XAC_RS03435,
gue possui apenas o dominio SLT_2 e um glutamato (Glu) catalitico na posicao 162
(Tabela 5; Apéndice C). As enzimas dessa subfamilia tém alta afinidade pelo
peptidoglicano, apresentam atividade exolitica, onde raramente sdo formados
produtos (Lee et al., 2013). Em Neisseria gonorrheae proteinas da subfamilia 3A,
LtgA e LtgD, foram relacionadas a viruléncia, atuando para reforcar o envoltorio celular
da bactéria, melhorando sua resisténcia contra acao de agentes externos (Ragland et
al., 2017).

A subfamilia 3B apresenta em sua por¢do C-terminal o dominio PG_binding_1,
cuja funcdo estd associada a ligacdo das transglicosilases ao peptidoglicano e
aumento na atividade enzimatica das LTs (Heffron et al., 2009). Apesar das funcdes
destes dominios serem bem definidas, faltam estudos que demonstrem o mecanismo
destas LTs (Dik et al., 2017). Em XccA foram encontradas 2 proteinas dessa
subfamilia, sendo elas XAC_RS22275, XAC_RS16355. As ORFs XAC_RS22275 e
XAC_RS16355, denominadas mitB2.1 e mitB2.2, respectivamente, apresentando 425
residuos de aminoéacidos e uma regido de peptideo sinal de 27 aa (predicgéo feita por
SignalP 4.1 [http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/]). Andlises in silico dessas
proteinas demostram que MItB2.1 e MItB2.2 tem 99% de similaridade, diferindo em
apenas 5 bases e um aminoacido em sua sequéncia (Ser por Ala na posicao 51). Além
disso, sdo genes passageiros do transposon TnXaxl, relacionados a disseminacao
de patogenicidade e viruléncia por todo a ordem Xanthomonadales (Ferreira et al.,
2015; Gochez et al., 2018).

LTs da familia 5A

Foi identificada uma proteina da familia 5 e uma da familia 6 em XccA (Tabela
5; Apéndice C). A ORF XAC_RS05780 pertence a Familia 5A é comumente conhecida
como MItG (Dik et al., 2017). Em E. coli MItG, esté localizada na membrana interna, e
é relacionada ao alongamento das cadeias de peptidoglicanos (Yunck et al., 2016).
Tal fato foi observado em cepas mutantes para a LT MItG de E. coli, que apresentaram
aumento das cadeias de peptidoglicanos comparados a linhagem selvagem (Yunck et

al., 2016). A proteina MItG parece ser conservada entre diversas espécies de micro-



63

organismos procariotos, por exemplo em P. aeruginosa, S. maltophilia, N.
gonorrhoeae e XccA e Streptococcus pneumoniae, sugerindo que sejam importantes
para a célula (Dik et al., 2017). No entanto, seus mecanismos de acao ainda ndo foram

totalmente elucidados.

LTs da familia 6A

A ORF XAC_RS03440 é similar a transglicosilase RIpA de Stenotrophomonas
maltophilia da familia 6A (Tabela 5; Apéndice C). Ambas possuem um dominio C-
terminal DBPP_1, ainda nao caracterizado e um dominio C-terminal SPOR,
relacionado a formacdo do anel septal durante a divisdo celular ou morfogénese
(Arends et al.,, 2010). Em P. aeruginosa cepas cuja proteina RIpA foi nocauteada
apresentaram cadeias de células mais longas em comparacgéo a linhagem selvagem,
no entanto, cada uma apresentava um septo visivel, mas divisdo celular incompleta
(Jorgenson et al., 2014). Em E. coli, a auséncia de RIpA n&o se apresentou essencial
para a divisao celular (Arends et al., 2010), diferente do observado em P. aeruginosa
(Jorgenson et al., 2014). Em adicéo, foi observada uma baixa identidade de sequéncia
dos dominios SPOR entre as espécies, sugerindo que podem ter diferentes
funcionalidades (Dik et al., 2017). Mais experimentos serdo necessarios para entender

o papel da familia 6A LTs em seus respectivos organismos.

LTs nédo classificadas

A LT XAC_RS21660 foi identificada neste trabalho e apresenta-se exclusiva na
familia Xanthomonadaceae. Em adicao, foi observado que em outras espécies, como
Pseudomonas e Stenotrophomonas ao fazer um Blast da ORF XAC_RS21666
aparecem duas proteinas, MItB2 e Galactose mutarotase, indicando que em algum
momento durante a evolugdo houve a fusdo destes genes, pelo menos em
Xanthomonas.

Um alinhamento utilizando a ferramenta Blast mostrou que a ORF
XAC _RS21660 possui 43% de identidade e 50% de cobertura com XAC_RS16355, e
42% de identidade e 50% de cobertura com XAC RS22275. A ORF XAC_RS21660

possui 828 residuos de aminoacidos, apresenta os dominios SLT_2, PG_binding_1 e



64

um dominio adicional Galactose-mutarotase relacionado com funcdo epimerase
(Tabela 5, Apéndice C), dessa forma, sugerimos a classificacdo da XAC_RS21660 na
familia 3B. As epimerases bacterianas estdo envolvidas na producao de polimeros de
carboidratos complexos que séo utilizados nas paredes e envelopes celulares e sao
reconhecidos como potenciais alvos terapéuticos para o tratamento de infeccao
bacteriana (Allard et al., 2001). Dessa forma, as divergéncias de similaridade entre as
sequéncias de aminoacidos indicam que se tratam de proteinas com estrutura, funcéo
e origens distintas, sugerindo que XAC_RS21660 provavelmente desempenha uma

funcao distinta.

Auséncia das familias 2A e 4A

Nao foram encontradas LTs das familias 2A e 4A em XccA. Semelhante a
outras familias, a familia 2A ndo apresenta mecanismo bem definido. Semelhante a
Familia 5A, a Familia 2A apresenta um dominio N-terminal MItA e o dominio catalitico
3D na regido C-terminal, 0 que sugere que essa proteina esta relacionada a
reciclagem de muropeptideos durante a elongacéo e divisdo celular (Powell et al.,
2006). Em N. gonorrhoeae, uma mutacdo no dominio 3D mostrou incapacidade das
cepas para completar a separacdo em células filhas durante a divisdo bacteriana
(Cloud e Dillard, 2004), entretanto o0 mesmo fenétipo ndo foi observado em cepas
mutantes de E. coli (Lommatzsch et al., 1997). Nesse sentido, sdo necessarios mais
estudos para determinar o mecanismo e papel das LTs da familia 2A. Porém, o
presumido papel das LTs da familia 2A relacionada com a divisao celular, também
pode ser realizada por LTs da familia 6A, que foram identificadas em XccA, sugerindo
redundancia funcional.

A familia 4A estd relacionada a lisozima de bacteriéfagos e também a
montagem do SST4 (Walmagh et al., 2013), assim como descrito para a subfamilia
1G, identificada em XccA. As LTs da familia 4 apresentam um dominio Unico anotado
como Phage_Lysozyme, relacionado ao ciclo litico do bacteri6fago lambda (Fokine et
al., 2008). A XccA apresenta diversas regifes de profagos integrados em seu genoma,
porém nenhuma dessas apresenta similaridade com bacteridfagos lambda, t&o pouco

genes de fago apresentando o dominio Phage Lysozyme (Varani et al., 2013). Assim
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como outras familias de LTs, a 4A ainda ndo tem seu mecanismo conhecido, sendo
necessario mais estudos para determinar sua fungao.

Embora presuma-se que cada LT apresente um mecanismo especifico, a
auséncia das familias 2A e 4A pode ser explicada pela redundancia funcional
desempenhada por outras LTs presente no genoma de XccA (Scheurwater et al.,
2008).

Como resultado adicional, foi encontrado o gene XAC_RS15470, uma
transglicosilase de biossintese denominada peptidoglicano monofuncional
biossintético (MtgA), envolvida na biossintese de peptidoglicanos (Spratt et al., 1996).
A biossintese de peptidoglicanos € estritamente relacionada aos processos de
morfogénese, citocinese (Popham e Young, 2003) e integridade celular (Van
Heijenoort, 2001). Estes processos sao catalisados por proteinas de ligacdo a
penicilina (PBPs), que podem ser classe A, cuja ligagdo ocorre na por¢cao N-terminal
e apresenta atividade transpeptidase, ou classe B, ligacdo na por¢gdo C-terminal e
atividade glicosiltransferase (GT) (Spratt et al., 1996). Em E. coli a proteina MtgA
apresenta atividade GT e participa da biossintese de peptidoglicano (Spratt et al.,
1996; Bertsche et al., 2006). Em adicdo, tem sido sugerido que MtgA, pode
desempenhar um papel secundario ainda desconhecido na sintese/remodelagem do
peptidoglicano, que além disso € modulado por outras proteinas (Derouaux et al.,
2008).

5.2 As LTs da familia 3B miItB2.1 e mItB2.2 ndo sdo essenciais para a
viabilidade de XccA, mas estdo relacionadas com a progressdo da

doenca

Os genes passageiros mitB2.1 e mltB2.2, inseridos no transposon TnXax1 da
familia Tn3, foram nocauteados para se obter mais informagfes sobre seu papel em
relacdo a patogenicidade e viruléncia em XccA. Para tanto, os genes foram deletados
individualmente pela técnica de mutagéo sitio dirigida (Materiais e Métodos) gerando
0s mutantes simples mitB2.1-pXAC64/AmitB2.1 (AmitB2.1) e mItB2.2/AmitB2.2
(AmitB2.2), respectivamente, e simultaneamente, gerando o mutante duplo AmitB2.1-
AmitB2.2 (Figura 8).
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Afim de avaliar o efeito das dele¢cbes na patogenicidade de XccA, os mutantes
AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmitB2.2 foram inoculados em hospedeiro susceptivel
Laranja “Péra Rio” (Citrus sinensis L. Osbeck) pelos métodos de aspersao e infiltracéo
(Figuras 9, 10, 11, e 12). Ao avaliar o desenvolvimento dos sintomas do CC no ensaio
de infiltracdo, foi possivel observar um atraso na evolugédo sintomas da doenca para
0s mutantes AmitB2.1 e AmitB2.1- AmItB2.2, que apresentam apenas hiperplasia e
encharcamento, enquanto a estirpe XccA e o mutante AmltB2.2 apresentam necrose
dos tecidos (Figuras 9, 10, 11). Ja no teste de asperséo foi possivel observar reducao
no tamanho e numero das lesdes (Figura 12). Essa diferenca na observacdo dos
sintomas pode ocorrer devido a diferenca entre os métodos, enquanto os métodos de
aspersao permitem que a bactéria use sua maquinaria para “penetrar’ naturalmente
os tecidos do hospedeiro, e utilizem também aberturas naturais, como estébmatos e
lesbes, no método de infiltracdo por pressdo, ocorre a destruicdo mecéanica das
barreiras fisicas utilizadas como defesa primaria pela planta: a cuticula e a parede
celular do apoplasto das folhas, por essa razéo, as suspencdes infiltradas tém maior
capacidade de causar sintomas do que os métodos de aspersao (Rigano et al., 2007).
Juntos, estes resultados mostram que os genes mitB2.1 e mItB2.2 ndo sao essenciais
para a viabilidade da bactéria, fato também confirmado pelas curvas ex planta e in
planta (Figura 13A, 13B), porém os mesmos estdo estritamente relacionados com
aumento da viruléncia e a progressédo da doenca.

Quando a bactéria se encontra dentro do espaco apoplastico, a bactéria adere-
se a superficie do hospedeiro utilizando adesinas, 0 SST4 e o SST3, uma estrutura
semelhante a uma agulha, que abrange ambas as membranas, permitindo a conexao
entre patdgeno e hospedeiro (Buttner e Bonas, 2010). Para que ocorra a inser¢cao do
aparato de secrecdo do SST3 € necessario que antes ocorra sintese e remodelagem
da membrana celular, sendo esta tarefa realizada pelas LTs (Koraimann, 2003;
Scheurwater et al., 2008). Nesse sentido, sugerimos que o0 atraso observado na
progressao dos sintomas do CC observados neste trabalho nas Figuras 9, 10, 11 e 12
ocorra devido a um efeito direto da LT MItB2 na montagem do SST3, que
indiretamente afeta a translocacao de proteinas efetoras.

J& foi previsto em outros trabalhos que a atividade de MItB2.1 é semelhante a
Hopall de P. seryngae, relatada como atuando na quebra do peptidoglicano para a

montagem do SST3 e contribuindo para a translocagéo de proteinas efetoras (Oh et
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al., 2007). Resultados semelhantes entre 0 SST3 e as LTs também foram relatados

em outros trabalhos realizados com patdgenos de plantas e animais (sumarizados na

Tabela 6).

Tabela 6. LTs associadas ao SST3 em patdégenos de plantas e animais.

LT

EtgA

HpaH

HpaH

Hpa2

Hpa2

HrpH

HopP1

HopAJl

MItB2.1

IpgF

lagB

Organismo

EPEC

X. campestris pv.
vesicatoria

X. axonopodis pv.

glycines

X. oryzae pv.
oryzae

X. oryzae pv.
oryzicola
P. syringae

P. syringae

P. syringae

X. citri subsp. citri
306 A

S. flexneri
pWR100

Salmonella SPI-1

Caracteristicas ou contribuicéo
parao SST3 e
viruléncia/patogenicidade

Localizada no periplasma;
degrada peptidoglicano; contribui
para o SST3

Localiza-se no periplasma;
atividade LT; Contribui para
viruléncia e SST3; promove a
translocacao de efetores do
Sistema de secrec¢ao

Contribui para viruléncia e HR

Relacionada a viruléncia;
atividade LT demonstrada; lise da
parede bacteriana

Contribui para viruléncia e
translocacao de efetores; interage
com o translocon hrpF; secretado
pelo SST3

Contribui para translocacéo de
efetores pelo SST3

Pode contribuir para a
translocacao de efetores;
associado a supresséao da
resposta imune do hospedeiro;
contribui para translocagao de
efetores pelo SST3

Pode contribuir para a
translocacédo de efetores
Relacionada a viruléncia e
patogenicidade; pode contribuir
para a translocacéo de efetores
Relacionada a quebra do
peptideoglicano, pode contribuir
para a translocacéo de efetores
Contribui para a translocacéo de
efetores do SST3

Referencias

(Garcia-Gomez
et al., 2011)

(Buttner et al.,
2007; Hausner
et al., 2017)

(Noél L. ;
Thieme F.;
Nennstiel D. ;
Bonas, 2002)
(Zhang et al.,
2008)

(Lietal., 2011b)

(Oh et al., 2007)

(Oh et al., 2007)

(Oh et al., 2007)

(Laia et al.,
2009)

(Bertsche et al.,
2006)

(Sukhan et al.,
2001).
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A relacdo entre proteinas efetores e LTs ja foi observada em Xanthomonas,
pela LT HpaH da familia 1G (Tabela 6) (Noél L. ; Thieme F.; Nennstiel D. ; Bonas,
2002; Zhang et al., 2008; Li e Wang, 2011; Li et al., 2011b; Hausner et al., 2017).
Apesar de pertencerem a familias diferentes das LTs (MItB2 pertencerem a familia 3
e HpaH/Hpa2 a familia 1G — Tabela 5) estas proteinas podem desempenhar papel
semelhante devido a redundancia funcional presente entre esta familia de proteinas
(Heidrich et al., 2002; Scheurwater et al., 2008; Dik et al., 2017).

Portanto, os resultados aqui obtidos corroboram com a hipétese que o nocaute
de uma LT ndo contribui significativamente para abolir a secrecdo de efetores,
portanto, da viruléncia (Garcia-Gomez et al., 2011). Como a maioria das bactérias
codifica um numero de LTs diferentes, é provavel que a montagem dos complexos
SST3 e SST4 possa continuar, ainda que de forma menos eficiente, por poros naturais
ou guebras na camada de peptideoglicano por outras LTs (Scheurwater e Burrows,
2011). Portanto, ainda que néo haja uma relacéo direta, as LTs mIiB2.1 e mitB2.2
podem estar associados a translocacdo de efetores. No entanto a auséncia destes
genes ndo abole a doenca, provavelmente devido a redundancia funcional entre a

familia de LTs.

5.3 A diferenca entre o numero de copias de mltB2.1 e mItB2.2 pode influir

na expressao global génica

A diferenca sintomatolégica observada entre os genes mitB2.1 e mitB2.2
(Figuras 9, 10, 11 e 12) pode estar relacionada a trés fatores: diferenca no nivel de
expressdo dos dois genes; reducdo na atividade do gene cromossémico devido a
diferenca de um Unico aminoacido; ou uma diferenca no numero de copias entre o
gene plasmideo e do cromossomo. No entanto, verificamos que ndo ha diferenca
entre as sequéncias dentro do transposon TnXaxl, portanto, € improvavel que a
expressado diferencial seja responsavel. A provavel regido promotora (incluindo as
regides -35 e -10 localizadas “upstream” do codon de iniciagdo) dos genes mltB2.1 e
mltB2.2 séo idénticas. Quanto a diferengca de um aminoacido nas proteinas MitB2.1 e
MItB2.2, também parece improvavel, pois essa troca ocorre fora dos dominios SLT2
e PG_binding_1 relacionados a atividade transglicosilase (Apéndice C). No entanto,

algumas mutacdes sindbnimas podem ter um efeito sobre a expressdo no nivel
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translacional ou na estabilidade do mRNA, porém seriam necessarios estudos
envolvendo gRT-PCR para confirmar esta hipotese.

A verificacdo do numero de copias entre plasmideo e cromossomo foi realizada,
neste estudo, mostrando que ha 3 plasmideos por origem de replicacdo
cromossOmica, portanto, 3 plasmideos por célula. Ao avaliar os fenétipos de todos os
mutantes aqui obtidos, observa-se que a auséncia de MItB2.1 (AmItB2.1) nédo é
suprida por MItB2.2, apoiando a hipotese que o aumento do nimero de coépias do
gene presente no plasmideo influi na expresséo global de genes (Figura 9 e 12).
Também pbdde ser observado que na auséncia de ambas coépias, MItB2.1 e MItB2.2
(AmitB2.1-AmitB2.2), o fendtipo mostra-se semelhante a AmitB2.1 (Figura 11 e 12),
afirmando que a expressédo de MItB2.1 supera a de MItB2.2, enquanto o fendtipo
observado para o gene MItB2.2 (AmitB2.2) presente no cromossomo assemelha-se
ao isolado XccA (Figura 10 e 12).

Diante disso, o0 maior niumero de cépias do gene mitB2.1, presente no
plasmideo, pode ser o responsavel por aumentar o nivel global da expressao deste
gene, em relagdo ao menor nimero de copias do gene mitB2.2, encontrado no
cromossomo. Em adi¢éo, sugerimos que o gene mitB2.1 esta diretamente relacionado
ao aumento da patogenicidade em XccA, explicando os sintomas observados nos
ensaios in planta (Figuras 9, 10, 11 e 12), corroborando a hip6tese de que ha uma
pressdo seletiva para manter o gene passageiro mltB2 dentro das estruturas de
TnXax1 (Ferreira et al., 2015).

5.4 O possivel papel das transglicosilases MItB2 no atraso do cancro citrico

e contribuicdo para o fitness

Alguns dos principais fatores de viruléncia e patogenicidade em XccA incluem
o SST3, SST2, formacédo de biofiime e goma xantana, “quorum-sensing” (QS) e
diversos sistemas de dois componentes (TCS) (Buttner, 2012). Diante disso, a
formacao de biofilme, goma xantana e motilidades foram avaliadas na XccA e nos
mutantes AmltB2.1, Amlt2.2 e AmitB2.1-AmitB2.2.

A goma xantana € o0 principal exopolissacarideo produzido pelas
Xanthomonaceae, apresentando papel importante para a sobrevivéncia da bactéria

(Rigano et al., 2007) e também para a viruléncia (Zimaro et al., 2014). Neste trabalho,
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0s mutantes AmitB2.1, AmitB2.2 e AmitB2.1-AmIitB2.2, apresentaram producao pouco
maior de goma xantana quando comparados a estirpe XccA (Figura 16). Fato
semelhante foi observado em uma cepa mutante para o gene oprB (XccAoprB) em
XccA, que mostrou diminuicdo da formacao de biofilme para a cepa mutante e alta
producdo de xantana, provavelmente em consequéncia do comprometimento da
absorcao de glicose pelo gene oprB, responséavel por redirecionar o fluxo de carbono
para a producdo de xantana (Ficarra et al., 2017).

O biofilme e a autoagregacao séo caracteristicas importantes relacionadas a
viruléncia das bactérias, desempenhando papel fundamental durantes as interacdes
patégeno-hospedeiro (Rigano et al., 2007). O biofilme € vantajoso para a bactéria pois
oferece protecdo ao estresse ambiental, mecanismos de defesa do hospedeiro e
compostos antimicrobianos (Malamud et al., 2011). Além disso, em XccA, o biofilme
também é necessario para a viruléncia total (Zimaro et al., 2014). A auséncia das LTs
mitB2.1 e mltB2.2 em XccA levaram a reducdo na formacéo do biofilme bacteriano,
guantificado nos meios NB, e meio minimo XVM2 suplementado com glicose (Figuras
14A e 14B). Como a producao mais baixa de biofilme pode levar a uma reducédo na
agregacao celular (Rigano et al., 2007), também foi testada a capacidade dos
mutantes e de XccA de formar agregados celulares. Os resultados aqui obtidos
mostraram que XccA tem a capacidade de agregar um pouco mais que 0s mutantes
(Figura 15), sugerindo que a bactéria passa a viver mais tempo em um estilo de vida
planctdnico, consequentemente influindo na viruléncia da mesma.

Para colonizar ambientes e também para formacao de um biofilme maduro, as
bactérias utilizam de mecanismos de motilidade bacteriana (Malamud et al., 2011). As
motilidades podem ser avaliadas de forma individual (“swimming”), e também pela
motilidade em grupos (“swarming”), ambas dependentes de flagelo e fundamentais
para a aderéncia inicial da bactéria na superficie da folha, desenvolvimento do biofilme
e viruléncia (Malamud et al., 2011). Neste trabalho, os ensaios de motilidade
realizados para XccA e para os mutantes AmlitB2.1, AmltB2.2 e AmItB2.1-AmItB2.2
nao mostraram diferenca significativa (Figuras 17A e 17B). Este resultado sugere que
as proteinas da familia as LTs do transposon TnXaxl ndo estdo envolvidas
diretamente na montagem do flagelo e na motilidade bacteriana. De acordo com a
classificacao apresentada na Figura 5 e na Tabela 2, que a LT que realiza esta tarefa
é a ORF XAC_RS13315 (sltF) da familia 1F (Dik et al., 2017).
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6 CONCLUSOES

Os resultados aqui relatados indicam que LTs de diferentes familias e
subfamilias estdo amplamente distribuidas no genoma de XccA. De 12 LTs
identificadas, duas LTs, mitB2.1 e mltB2.2 foram selecionadas devido a sua presenca
COmo genes passageiros no transposon TnXax1l da familia Tn3. Os resultados aqui
obtidos indicam que os genes miltB2.1 e miItB2.2 ndo sdo essenciais para 0
desenvolvimento do CC, porém sugerem que a aquisicdo destes genes pelo elemento
TnXax1 levou a uma vantagem adaptativa com relagéo ao acréscimo da viruléncia do
patégeno. As LTs estdo presentes durante todo o processo de remodelamento do
peptidoglicano e montagem do aparato do SST3 e sua auséncia gera consequéncias
para a patogenicidade bacteriana. Mais estudos sdo necessarios para determinar
suas funcbes celulares especificas, seus reguladores de expressdo e também sua

estrutura tridimensional e atividade enzimatica especifica.
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Apéndice A. Pesquisa das LTs em Xanthomonas citri subsp. citri 306 A, utilizando o
banco de dados NCBI.

Mame/Gene ID | Description

mit
ID: 1158494

mitA
ID: 1153240

mitB

lytic murein transglycosylase [Xanthomonas axanopadis pv
citrf str. 306]

(_’i,}, discontinued

transglycosylase associated protein [Xanthomonas
axonopodis pv. citr! str. 306]

(_’i}, discontinued

soluble Iytic murein transglycosylase [Xanthomonas
axonopodis pv. cifr str. 306]

(_’i}, discontinued

transglycosylase [Xanthomonas axonopodis pv. citrf str. 306]
,ﬂ_’i}, discontinued

monofunctional biosynthetic peptidoglycan transglycosylase
[Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306]

(_’i}, discontinued

membrane-bound lytic murein transglycosylase D
[Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306]

{i,"_\, discontinued

soluble Iytic murein transglycosylase [Xanthomonas
axonopodis pv. citri str. 306]

,ﬂ_’i,}, discontinued

membrane-bound lytic transglycosylase [Xanthomonas
axonopodis pv. citn str. 306]

,ﬂ_’i}, discontinued

Location

NC_003922.1 (38625139,

complement)

NC_0039159.1
(4903648..4903899)

NC_003915.1
(4223637..4225742)

NC_003915%.1
(3798986..3800263,
complemeant})

NC_0039151
(3564580..3565720,
complement)

NC_003915%.1
(3190523..3191935,
complemeant})

NC_0039159.1
(2862053..2863036,
complement})

NC_0039151
(785110..786249)

Aliases

XACbO0O7

XAC4169

XAC3561

XAC3225

XAC3047

XACZT29

XAC2458

XACOBE2
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Apéndice B. Condicbes das reacoes de PCRs e digestbes utilizadas para a
mutacao sitio-dirigida da ORF XAC_RS16355.

Apéndice B1. Concentracdes dos reagentes para as PCRs A-B, C-D e A-D, em um
volume final de 20pL.

PCR Reagentes Concentracoes
Buffer GC 1X
dNTP 200uM

A-B Oligonucleotideo Foward 0,5uM

C-D Oligonucleotideo Reverse 0,5uM

A-D DNA (genbmico) 200ng
DMSO 3%
Taq Polimerase Phusion 0,4U
Buffer 1X
dNTP 200uM
Oligonucleotideo A 0,5uM

PCR de col6nia Oligonucleotideo D 0,5uM
DNA* e
MgCl, 1,5mM
Go Tag Polymerase (Promega) 1U
Buffer 1X
dNTP 200uM

PCR com Oligonucleotideo F_RS22275/A 0,5uM

oligonucleotideos Oligonucleotideo D 0,5uM

especificos (Tabela 4A) DNA (gendmico) 200ng
MgCl. 1,5mM
Go Tag Polymerase (Promega) 1U

PCR = Polymerase Chain Reaction; dNTP = desoxirribonucleotideos trifosfatos;
DMSO = dimetilsulfoxido.
*Adicionado 4pL de DNA lisado.
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Apéndice B2. Condicbes de PCR utilizadas para obtencdo dos mutantes AmitB2.2 e

AmitB2.1-AmltB2.2.

PCR
(Tabela 3)
Desnaturacao Inicial
A-B Ciclos
Extenséo Final
Desnaturacao Inicial
C-D Ciclos
Extenséao Final
Desnaturacao Inicial
A-D Ciclos

Extensao Final

Temperatura

98°C
98°C
68°C
72°C
72°C
98°C
98°C
64°C
72°C
72°C
98°C
98°C
70°C
72°C
72°C

Tempo

30seg
10seg
15seg
30seg
10min
30seg
10seg
15seg
30seg
10min
30seg
10seg
15seg
30seg

10min

Quantidade

1

30

30

30

1

*Todas as reacOes foram realizadas no termociclador GeneAmp® PCR System

9700.



Apéndice B3. Reacdes de PCR realizadas para confirmacao da mutacao realizada em

XCCA.

PCR de colbnia
Oligonucleotideos A-D
(Tabela 3)

PCR especifica
XAC RS22275
(Tabela 4A)

PCR especifica
XAC_RS16355
(Tabela 4A)

PCR para Xanthomonas
citri subsp. citri XacO1 e
Xac02
(Tabela 4B)

PCR primers pNPTS138

M13 Foward — 40
M13 Reverse -48
(Tabela 4C)

*Todas as reagdes foram realizadas no termociclador GeneAmp® PCR System

9700.

Desnaturacao

Inicial
Ciclos
Extensao Final
Desnaturacao
Inicial
Ciclos
Extensao Final
Desnaturacao
Inicial
Ciclos
Extensao Final
Desnaturacao
Inicial
Ciclos
Extensao Final
Desnaturacao
Inicial

Ciclos

Extensao Final

95°C

95°C
61°C
72°C
72°C

95°C

95°C
68°C
72°C
72°C

95°C

95°C
67°C
72°C
72°C

95°C

95°C
65°C
72°C
72°C

95°C

95°C

48°C

72°C
72°C

60seg

30seg
30seg
30seg

10min
60seg

30seg
30seg
30seg

10min
60seg

30seg
30seg
30seg

10min
60seg

30seg
30seg
30seg

10min
60seg

30seg
30seg
30seg

10min

30

30

30

25

25

1



Apéndice B4. Condicbes das digestdes e Ligacao utilizadas neste trabalho.
Digestao vetor

Reagentes
Vetor pPNPTS138

Enzima Nhel (New England BioLabs inc®)

Enzima Hindlll (Promega)
Buffer B (Promega)

BSA

H.O g.s.p. 60uL

Reagentes
Inserto (AD)

Enzima Nhel (New England BioLabs inc®)

Enzima Hindlll (Promega)
Buffer B (Promega)

BSA

H.O g.s.p. 60uL

Digestao inserto

Concentracéo
10ug
30U
40U
1X
0,1mg/pL

Concentracéo
1,5ug

1U

1U

1X

0,1mg/pL

Reacdo de ligacdo entre o vetor e o inserto

Reagentes
Inserto AD

Vetor pNPTS138
Buffer

T4 Ligase (New England BioLabs inc®)

H20 qg.s.p. 20pL
Incubacgéao

Inativacao

Concentracéo
300ng

118ng

1X

400U

24 horas 37°C
20 min 80°C

85

*Todas as reacOes foram realizadas em equipamentos de banho maria Memmert as
temperaturas indicada pelos fabricantes das enzimas.

Apéndice C. Alinhamento de aminoacidos para as LTs de XccA.



Family 1A - Alignment

XAC3561-XAC_RS18005
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Sit-(PA3020)
LtgA-(NGO2135)
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Family 1A - Domain architecture

XAC_RS18005 (Slt)

SIt (ECK4384)

St (PA3020)

Sit (SmIt4007)

LtgA (NGO2135)

- Lytic transglycosylase, superhelical U-shaped (IPR008939)

C] Lytic transglycosylase, superhelical linker - SLT_L (IPR012289)
- Transglycosylase SLT domain 1 - SLT (IPR0O08258)
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Family 1B - Alighment

1?0 12I0
EBsScAPATME SaPMSaPPRH
G T

EcAA GANENS AGAGREETEA 41
XDXGXXXTXX XXXXXXPXAH A---REXXXA

XAC2458-XAC_RS12500 MEGMS
MItC-(ECK2958) MKl
LtgB-(NGO1033) MEK- - - - - - -

Consenst::* MKKXXXLXXX

Conservation
o

XAC2458-XAC_RS12500 PAPHANTESS
MItC-(ECK2958) 1
LtgB-(NGO1033)

Consensus
1006

Conservation
o

XAC2458-XAC_RS12500
MItC-(ECK2958)
LtgB-(NGO1033)
Consensus

1006

GSVXRX==== =-=co-e-—= TR 4,

Conservation
o

XAC2458-XAC_RS12500 - -
MItC-(ECK2958) 1

LtgB-(NGO1033) \ - - PNANE GAWEN: w
Consensus - --XPXXEXX RYXXXVNXXX GXYRXR-XXX X
e
Conservation I_I f H
nsenvation eeallmales Nieea s Aallllemes =

o
435

Family 1B - Domain architecture

MItC (ECK2958) | ¢ T T T > | |
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- Transglycosylase SLT domain 1 - SLT (IPR008258)

Murein transglycosylase-C, N-terminal (IPR024570)



Family 1C - Alignment
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Family 1B - Domain architecture

XAC_RS11470 (MItE) : ! : ‘ :
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- Transglycosylase SLT domain 1 - SLT (IPR008258)
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Family 1D - Alignment
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Family 1D - Alignment
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Family 1D - Domain architecture

XAC_RS13860 (MItD2)

XAC_RS05550 (MItD1)

MItD (ECK0211)

MItD (PA1812)

MItD1 (SmIt0994)

MItD2 (Smit3434)
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—_— S —)
— [=—==——"==)
- = G
[————— |
—

- Transglycosylase SLT domain 1 - SLT (IPR008258)
@ sV domain (1PRO18392)

[:] Lytic murein transglycosylase D, lipid attachment domain (IPR0O10511)



Family 1F - Alignment
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Family 1F - Domain architecture

XAC_RS13315 (MItF) | S —— | | ‘
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- Transglycosylase SLT domain 1 - SLT (IPR008258)
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Family 1G - Alignment
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Family 1G - Domain architecture

XAC_RS02185 (hpaH) 1 -

EtgA (EPEC)

LtgX (NG5004)

- Transglycosylase SLT domain 1 - SLT (IPR0O08258)
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Family 3A - Alignment
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Family 3A - Domain architecture

XAC_RS03435 (MItB1) (

MItB (ECK2696) ¢

MItB (PA4444) C

SItB1 (PA4001) c

MItB1 (SmIt4052) (

LtgD (NGO0626) e

Transglycosylase SLT domain 2 - SLT_2 (IPR031304)



Family 3B - Alignment
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Family 3B - Domain architecture

XAC_RS16355 (MItB2) c

XAC_RS22275 (MItB2) e

SItB2 (PA1171) ¢

SItB3 (PA3992) <

MItB2 (SmIt4650) c

Transglycosylase SLT domain 2 - SLT_2 (IPR031304)

Peptidoglycan binding-like (IPR002477)
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Family 5A - Alignment
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Family 5A - Domain architecture

XAC_RS05780 (MItG)  ——
MItG (ECK1083) =

MItG (PA2963) =—-----
MItG (SmIt1034) -1

- Endolytic murein transglycosylase (IPR003770) / YceG (PF02618)



Family 6A - Alignment
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Family 6A - Domain architecture

XAC_RS03440 (RIpA) _— —_——
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RIpA (PA4000) 3 —_—
RIpA (SmIt4051) —_— —

RIpA (NGO1728) —_

- Sporulation-like domain - SPOR (IPR007730)

- Lytic transglycosylase MItA, domain B (IPR005300) / DPBB_1 (PF03330)



XAC_RS21660 (unknown) - Alignment against Family 3B
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XAC_RS21660 - Domain architecture

XAC_RS21660 - X )

related to Family 3B
= & active site | 1 a8 A A

A

catalytic residues |

A

rhosphate binding residues | A

Specific hits H1tB_2 @ N

Superfanilies MItB superfamily Aldose_epim superfamily

Peptidoglycan binding-like (IPR002477) - Glycoside hydrolase-type carbohydrate-binding (IPR014718)

Transglycosylase SLT domain 2 - SLT_2 (IPR031304)
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XAC_RS15470 (MtgA)

XAC_RS15470 (MtgA)

B
!I UniProt Reviewed - Q8PI51 - Peptidoglycan polymerase that catalyzes glycan chain elongation from lipid-linked precursors.

- Biosynthetic peptidoglycan transglycosylase (IPR011812)



