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CARACTERIZACAO FUNCIONAL E ENVOLVIMENTO DO OPERON htrA-
XAC3983 NA PATOGENICIDADE E VIRULENCIA DE Xanthomonas citri
SUBSP. citri PATOTIPO A

Resumo — O cancro citrico tem como agente causal a bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri (Xac), que afeta todas as espécies de citros economicamente
importantes. O sequenciamento do genoma do isolado 306 desta bactéria (Xac
306) revelou que 37,4 % dos genes ndo tinham uma funcdo predita. Assim, a
gendmica funcional da interagcdo Xac-hospedeiro tem um papel importante na
elucidacdo da funcdo dos genes e dos mecanismos envolvidos na patogenicidade
e viruléncia dessa bactéria. Os genes XAC3981, XAC3982 e XAC3983 fazem
parte deste contexto de genes codificadores de proteinas sem funcéo conhecida
(hipotéticas). As proteinas codificadas por estes trés genes sdo conservadas em
bactérias da familia Xanthomonadaceae. Em um estudo prévio, o gene XAC3981
da Xac 306 foi interrompido por inser¢cdo do transposon Tn5 e esse mutante
apresentou auséncia de sintomas quando inoculado em plantas citricas,
sugerindo que possui um papel importante na patogenicidade de Xac. No presente
estudo demonstrou-se que 0s genes XAC3981-3983, juntamente com o0 gene htrA
(XAC3980), constituem um operon funcional de Xac 306. O presente estudo
avaliou também os efeitos de mutacdes por delecdo em algumas regides do
operon htrA-3983. Um mutante foi produzido por delecdo de 84% da sequéncia
codificadora do gene XAC3982 (AXAC3982) e outros trés foram obtidos pela
delecao das regides promotoras desse operon. O mutante AXAC3982, quando
comparado com a estirpe selvagem, alterou o fenétipo em genétipos resistentes
e suscetiveis de citros e produziu menos biofilme in vitro. Observou-se que 0s
promotores preditos, quando analisados isoladamente, ndo tem efeito sobre a
viruléncia total dessa bactéria e ndo interferem na transcricao deste operon. Os
resultados obtidos sugerem que o operon, denominado neste estudo como operon
htrA-XAC3983, estéa relacionado com a viruléncia e patogenicidade de Xac.

Palavras-chave: cancro citrico; interacdo planta-patdgeno; mutagénese sitio dirigida;

operon; proteinas hipotéticas.



FUNCTIONAL CHARACTERIZATION AND INVOLVEMENT OF OPERON htrA-
XAC3983 IN PATHOGENICITY AND VIRULENCE OF Xanthomonas citri
SUBSP. citri PATHOTYPE A

Abstract - The bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) is the causal agent
of citrus canker, a disease that affects all economically important citrus species.
The genome sequencing of the 306 isolate of this bacterium (Xac 306) revealed
that 37.4% of the genes had no predicted function. Thus, the functional genomics
of the Xac-host interaction play an important role in the elucidation of the function
of the genes and in the mechanisms involved in the pathogenicity and virulence of
this bacterium. The genes XAC3981, XAC3982 and XAC3983 are part of this
context of protein coding genes with unknown function (hypothetical). The proteins
encoded by these three genes are conserved and present exclusively in bacteria
of the family Xanthomonadaceae. In a previous study, the ORF XAC3981 from
Xac306 was disrupted by insertion of the Tn5 transposon and the mutant showed
no symptoms when inoculated in citrus plants, suggesting that it plays an important
role in Xac pathogenicity. In the present study, genes XAC3981-3983, together
with gene htrA (XAC3980), have been shown to constitute a functional operon of
Xac 306. The present study also evaluated the effects of deletion mutations in
some regions of XAC3980-3983 operon. One mutant was produced by deleting
84% of the coding sequence of the gene XAC3982(AXAC3982) and another three
were obtained by deleting the promoter regions of that operon. The AXAC3982
mutant, when compared to the wild type strain, altered the phenotype in resistant
citrus genotypes and produced less biofilm in vitro. It has been observed that the
predicted promoters, when analyzed alone, have no effect on the total virulence of
this bacterium and do not interfere in the transcription of this operon. The results
presented here suggest that the operon, termed as operon htrA-XAC3983 in this
study, is related to the virulence and pathogenicity of Xac.

Keywords: citrus canker; plant-pathogen interaction; site-directed mutagenesis;

operon; hypothetical protein.



1 INTRODUCAO

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é o agente causal do cancro
citrico e afeta todas as variedades comerciais de citros (Vauterin et al., 1995) e
um controle efetivo para essa doenca € inexistente até o0 momento. Entretanto,
com a disponibilizacdo do genoma do isolado 306 (Xac 306) deste fitopatdbgeno
(Da Silva et al., 2002), inameras informacdes a respeito desse micro-organismo
ficaram disponiveis a nivel molecular, possibilitando o inicio de estudos de
funcionalidade dos genes desse fitopatégeno (Laia et al., 2009; Martins et al.,
2010). Quando da anotac&o do genoma em 2002, um total de 4.428 ORFs (“Open
Reading Frame”) (genes) foram encontradas, sendo que para 37,4% delas néo
havia nenhuma funcdo predita, ou seja, codificavam proteinas sem funcgéo
conhecida, dai o nome de hipotéticas. Desde entdo este nimero foi muito pouco
alterado pois, mesmo diante de todas as abordagens de gendmica funcional
disponiveis, a maioria dos genes anotados como codificando proteinas com
funcéo desconhecida (hipotéticas) ainda ndo foram avaliados experimentalmente.
Sendo assim, se faz necessario avaliar e caracterizar os genes que codificam
proteinas hipotéticas em Xac para uma melhor compreensao dos mecanismos
moleculares envolvidos na patogenicidade e viruléncia dessa bactéria.

Com esse intuito, nosso grupo de pesquisa vem utilizando técnicas de
mutagénese e de andlise da expressao global de genes (RNA-seq) a fim de
entender os mecanismos pelos quais a Xac consegue infectar, se multiplicar e se
manter no apoplasto da planta e desencadear cancro. O primeiro passo nesse
caminho se deu com a producdo e analise in planta de uma biblioteca de mutantes
de Xac, por meio de insercdo aleatéria in vivo de transposon (Tn5), o que
possibilitou a identificacdo de diversos genes implicados no processo de
patogénese e viruléncia neste fitopatdégeno (Laia et al., 2009, Ferreira et al., 2017).

Um desses mutantes de Xac produzidos por Laia e colaboradores (2009)
interrompeu o0 gene XAC3981, o qual codifica uma proteina hipotética. Moreira e
colaboradores (2017), utilizando a abordagem prote6mica, avaliaram a expressao
dessa proteina hipotética em condicdes infectantes e observaram que sua
expressao foi regulada positivamente (“‘up-regulated”) nesta condicao. Além disso,

os testes de patogenicidade demonstraram que o mutante AXAC3981 apresentou



sintomas atenuados do cancro citrico em folhas de laranja doce (Citrus sinensis)
e lim&o-cravo (Citrus limonia Osbeck), o que sugere que este gene tenha um papel
relevante na viruléncia da bactéria (Moreira et al., 2017).

Os genes XAC3982 e XAC3983, que também codificam proteinas
hipotéticas, estdo a jusante do gene XAC3981 e, segundo as ferramentas
ProOpDB (Taboada et al., 2011) e DOOR (Mao et al., 2014), séo preditos de
serem transcritos em um unico RNA mensageiro policistrénico. A interpretacéo de
Moreira et al. (2017) foi a de que a inser¢éo do transposon Tn5 no gene XAC3981
provavelmente interrompe a expressao de XAC3982 e XAC3983, uma vez que
esses genes estdo previstos como fazendo parte de um operon. Entretanto,
pesquisas com o uso de outra ferramenta para a busca de operons, a “Microbes
Online Operon Predictions”(Dehal et al., 2009), indicou que o referido operon seria
composto por esses trés genes juntamente com o gene htrA (XAC3980), que
codifica uma proteina pertencente a familia das proteases HtrA “High Temperature
Requirement A”.

Diante dessa nova hipotese, de que o operon seria constituido por 4 genes
e ndo apenas 3, e dos resultados obtidos com o mutante AXAC3981 por Moreira
e colaboradores (2017), no presente estudo investigou-se se o0 operon htrA-
XAC3983 € expresso como um transcrito Unico e se desempenha um papel
importante no processo infeccioso da Xac 306 em genotipos suscetiveis (Citrus
sinensis Osbeck e Citrus paradisi) e resistente (Citrus reticulata) ao cancro citrico

e se os preditos promotores desse operon regulam a expressdo do mesmo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A citricultura e o cancro citrico

A citricultura € um dos mais tradicionais setores do agronegadcio brasileiro
e o0 Brasil responde por 34% da producéo de laranja (Neves e Trombim, 2017) e
por mais de 3/4 das exportagbes globais de suco de laranja, segundo o
levantamento feito pelo Departamento da Agricultura dos Estados Unidos, o qual
destaca o pais como o mais importante fornecedor global desse nobre produto
(USDA, 2019). A maior regido produtora de laranjas no Brasil € denominada como
cinturdo citricola e engloba o estado de Sao Paulo e Triangulo Mineiro, e €
responsavel por mais de 80% da producéo (Neves et al., 2010).

Atualmente a citricultura vive um momento de fortes transformacdes em
sua cadeia produtiva. Muitos sdo os desafios enfrentados por esse setor devido
ao aumento da incidéncia de doengas no campo, onde entre as doenc¢as de maior
impacto econdmico e importancia aos citricultores estdo o Huanglongbing (HLB
ou greening) e o cancro citrico (Ference et al., 2017).

Em levantamento realizado em 2018 pelo Fundo de Defesa da Citricultura
— Fundecitrus, foi revelado que o cancro citrico esta presente em 16,43% dos
talhbes no parque citricola de S&o Paulo e Triangulo/Sudoeste Mineiro
(Fundecitrus, 2018).

Entre os impactos econémicos decorrentes do cancro citrico estdo a
depreciacdo dos frutos pela presenca de lesfes, que os tornam inaceitaveis para
o mercado de frutas frescas, a reducdo na producao pela queda prematura de
frutos sintomaticos e a restricdo da comercializacdo para areas livres da doenca
(Fundecitrus, 2018). Para a industria produtora de suco de laranja o cancro citrico
nao afeta diretamente a qualidade do suco, sendo que o maior potencial de
impacto da doenca nos pomares € na reducao da producao decorrente da queda
prematura dos frutos (Fundecitrus, 2018).

O controle do cancro citrico era baseado principalmente na inspecéo de
pomares e na exclusado de plantas doentes (Belasque Junior et al., 2005). Nos

ultimos anos passou a focar na ado¢ao de medidas integradas de manejo, visando



a minimizacdo do impacto provocado pela doenga no campo e na producao dos
frutos (Behlau, Sala, Bassanezi, 2017; Amorim, 2018).

A partir de 2017 entrou em vigor no estado de S&o Paulo a nova legislacéo
determinada pela Resolucdo da Secretaria de Agricultura e Abastecimento n°. 10
de 20/02/2017 (Resolugcéo SAA 10), a qual estabelece como medida de controle
o Sistema de Mitigacao de Risco (SMR). A mitigacao de risco permite ao citricultor
manter as plantas com sintomas de cancro citrico em seus pomares (Behlau, Sala,
Bassanezi, 2017). Com a adoc¢édo do SMR a incidéncia da doenca nos pomares
em 2018 foi 35% maior em relacdo ao ano anterior no parque citricola de Sao
Paulo e Triangulo e Sudoeste Mineiro (Fundecitrus, 2019).

O cancro citrico tem sua instalacéo nos citros preferencialmente em folhas
de brotacBes novas e em frutos nas primeiras fases de crescimento (Amaral,
2003).

A doenca é causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Schaad
et al., 2006) e a severidade das infec¢cdes causadas por esse fitopatdgeno variam
conforme as espécies, variedades, condicbes climaticas predominantes e as

medidas de controle adotadas (Das, 2003).

2.2 Xanthomonas citri subsp. citri

O género Xanthomonas contém uma ampla variedade de espécies,
linhagens e hospedeiros. Representa o maior grupo de bactérias fitopatogénicas
de importancia econémica (Vauterin et al., 2000; Vicente et al.; 2001).

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Schaad et al., 2006) foi
anteriormente classificada como Xanthomonas axonopodis pv citri (Xac) (Vauterin
et al.,, 1995) e, devido a essa nomenclatura, alguns trabalhos ainda usam a
abreviagdo Xac para nomeé-la, assim como foi usada no presente trabalho. A Xac
€ 0 agente causal do cancro citrico, também conhecido como cancro citrico
asiatico ou cancrose A, forma mais agressiva e propagada da doenca e que afeta
todas as variedades comerciais de citros (Das, 2003).

Além da estirpe A de Xanthomonas citri subsp. citri, outras duas variantes
foram identificadas e denominadas A* (Verniére et al., 1998) e A" (Sun et al., 2004).

Ambas possuem limitada gama de hospedeiros e s&o consideradas menos severas



guando comparadas com a estirpe A. Apesar de produzirem sintomas tipicos de
cancro citrico e serem geneticamente similares a Xac, a patogenicidade destas duas
variantes é restrita e semelhante a Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolli tipos
B e tipo C, causadoras da cancrose dos citros (Verniere et al., 1998).

A Xac é uma bactéria Gram-negativa, aerébica obrigatoria, tem formato de
bastonete e possui um unico flagelo polar. Sua temperatura étima de crescimento
varia entre 28°C e 30°C e, em meio de cultura, produz coloragdo amarela devido
a producéao do pigmento xantomonadina (Brunings e Gabriel, 2003; Das, 2003).

A penetracdo da Xac nos tecidos vegetais de citros ocorre atraves de
aberturas naturais como os estématos, hidatédios e lenticelas (Gottwald e
Graham, 1992; Graham et al., 1992), por ferimentos mecéanicos e por galerias
formadas pela larva minadora dos citros (Phyllocnistis citrella) (Das, 2003).

A bactéria coloniza o espaco apoplastico de folhas, frutas e caules jovens
causando sintomas de infec¢cdo como lesGes necrdticas circulares e eruptivas,
muitas vezes com um halo clorético amarelo em folhas e frutos, resultado da
multiplicacdo da bactéria e encharcamento do tecido vegetal do hospedeiro
(Brunings e Gabriel, 2003; Belasque Junior et al., 2005).

As bactérias fitopatogénicas devem ser capazes de aderir a superficie da
planta, invadir o espaco intracelular do tecido hospedeiro, adquirir nutrientes e
neutralizar as respostas de defesa para uma infeccdo bem-sucedida (Buttner e
Bonas, 2010). Para se desenvolver nos espacos intracelulares, as Xanthomonas
tém que coordenar o processo de multiplicacdo e produzir polissacarideos
extracelulares, principalmente a goma xantana (Padmanabham et al., 1973 apud
Jaciani, 2012). O acumulo de goma xantana e a diminuigdo do espaco intracelular
proporciona o0 aspecto de encharcamento no tecido infectado, ocorrendo o
aprisionamento da agua do xilema devido ao potencial higroscépico da goma
(Graham et al., 2004, Padmanabham et al., 1973 apud Jaciani, 2012).

Os sintomas iniciais do cancro podem ser observados nas folhas
aproximadamente nove dias apos a infeccdo e, com o passar do tempo, as
pustulas que se formam vao se tornando de coloracdo marrom escura (Gottwald,
Graham, Schubert, 2002; Graham et al., 2004). Os sintomas mais evidentes sao
decorrentes de hiperplasia e hipertrofia, desencadeadas pelo patdgeno ao alterar
a transcricédo de alguns genes do hospedeiro (Cernadas et al., 2008).



A proteinas que séo translocadas para o interior da célula hospedeira séo
designadas proteinas efetoras. A proteina efetora PthA, uma proteina de
viruléncia pertencente a familia AvrBs3/PthA, é utilizada para modular a
transcricdo do hospedeiro e desencadear o cancro citrico pela Xac (Domingues et
al., 2010). Além disso, esse fitopatdgeno apresenta um extenso arsenal de genes
relacionados com o processo de patogenicidade e fatores de viruléncia (Da Silva
et al., 2002). Tais fatores de viruléncia incluem os polissacarideos extracelulares
(EPS), os lipopolissacarideos (LPS), as enzimas de degradacdo da parede
celular, os efetores e seus sistemas de secrec¢ao, o sistema de regulacéo de dois
componentes (TCS) e o sistema sinalizagao célula a célula ou “quorum-sensing”

(Jalan et al., 2013).

2.3 Gendbmica funcional

7

A genbmica € um ramo que estuda a caracterizacdo da estrutura
comparativa, funcao, evolucdo e mapeamento de genomas (Nelson e Cox, 2014).
Um genoma € composto pela sequéncia completa do DNA de um organismo
(Alberts et al., 1999). A gendmica pode ser dividida em trés diferentes vertentes:
gendmica estrutural, funcional e comparativa (Amaral, 2006).

A gendmica estrutural visa compreender a estrutura e organizacdo dos
genes. Ja as analises de genémica comparativa buscam conhecer as relaces
entre os genomas e a homologia entre sequéncias e genes, determinando o grau
de sintenia (a ordem génica conservada) de espécies correlacionadas (Amaral,
2006; Nelson e Cox, 2014). A gendmica funcional auxilia na determinacdo da
funcéo e do processo celular onde os genes atuam (Nelson e Cox, 2014).

O sequenciamento completo do genoma de Xanthomonas citri subsp. citri
estirpe 306 possibilitou caracterizar a estrutura desse micro-organismo em um
cromossomo circular e dois plasmideos, denominados pXAC33 e pXAC64. Foram
identificadas 4.313 ORFs, sendo possivel associar uma fungéo biologica para
62,83% delas (Da Silva et al., 2002).

A disponibilidade do genoma da Xac possibilitou um grande avanco na
pesquisa e no desenvolvimento de estudos a respeito desse fitopatdgeno.

Entretanto, muitos genes ainda ndo tém evidéncias experimentais que lhes



atribuam uma funcao (Amaral, 2006). Diante desse cenario, estudos a respeito da
gendmica funcional de Xac séo estritamente necessarios, visando atribuir fungbes
aos genes e proteinas ainda caracterizados como hipotéticos, assim como buscar
novos genes alvos e auxiliar a compreensdo dos mecanismos moleculares
utilizados por esse patdgeno para os infectar os citros e causar a doenca (Amaral,
2006; Amorim, 2018).

Quando a clonagem génica ainda ndo era utilizada, a maioria dos genes
eram identificados pela associacéo da alteracdo de um dado fenétipo a um gene
mutado. Uma das técnicas de obtencdo desses mutantes era a mutacao
randbmica, a partir do uso de elementos genéticos de transposicdo aleatorios, 0s
transposons (Alberts et al., 2002).

Uma biblioteca de mutantes de Xac foi gerada por meio de insercao
aleatdria in vivo do transposon Tn5 no genoma (Laia et al., 2009). Entretanto,
encontrar mutantes especificos em uma biblioteca desse tipo pode ser um
trabalho dificil se o fendtipo que o gene de interesse afeta néo for tdo evidente.
Sendo assim, uma outra estratégia € a mutacdo em um gene especifico, por
delecdo parcial ou total por recombinacdo homoéloga, para estudar seu efeito
sobre o fendtipo (Souza, 2002).

Uma maneira de obter mutantes em regides especificas do genoma € por
mutacdo sitio-dirigida por PCR “Polymerase Chain Reaction”. Essa técnica
permite, de forma eficiente, a mutacéo de genes bacterianos por meio da troca,
por recombinacdo homodloga, da copia selvagem do gene alvo por uma cépia
truncada ou que contenha alguma delecao (Lee et al., 2009).

A producdo de mutantes por insercdo aleatoria do transposon Tn5 se
mostrou eficiente em diversos trabalhos com bactérias patogénicas (Jacobs et al.,
2003; Guo et al., 2010; Luan et al., 2017). Em Xac, estudos a partir da analise de
mutantes produzidos por insercdo aleatéria, quando analisados in planta,
identificaram diversos genes envolvidos no processo de patogénese e viruléncia
(Laia et al., 2009; Ferreira, 2009; Yan e Wang, 2012). Dentre esses mutantes, um
deles demonstrou auséncia de sintoma quando inoculado em folhas de liméo
cravo, e se refere ao gene htrA “high temperature requeriment A” (XAC3980), o
qual codifica uma serino protease HtrA, também conhecida como DegP (Laia et

al., 2009). A familia HtrA de chaperonas e serino proteases é importante por



regular respostas de estresse e controlar a qualidade da proteina no periplasma
de bactérias (Backert et al., 2018).

As proteinas Htra estdo associadas a doencas infecciosas, uma vez que a
inativacdo dos genes htrA resultam em propriedades de viruléncia
significativamente reduzidas por varios patdégenos bacterianos (Backert et al.,
2018). Em Xac, esse gene € predito como pertencente a um operon, juntamente
com outros trés genes, XAC3981, XAC3982 e XAC3983 (Microbes online - Dehal
et al., 2009), sendo que esses trés genes codificam proteinas classificadas como
hipotéticas conservadas (Moreira et al., 2017), uma vez que também estdo
presentes em varias outras espécies de Xanthomonas e mesmo em outras
bactérias, mas ndo se conhece as suas funcoes.

As proteinas e genes hipotéticos, sem func¢des definidas, sdo amplamente
distribuidos em todos os genomas bacterianos sequenciados. Entender suas
funcionalidades € uma exigéncia basica para os bacteriologistas (Wang et al.,
2017) assim como um desafio, visto que nenhuma informacéo de referéncia esta
disponivel. Da mesma forma, o estudo de genes que sdo agrupados em operons
pode contribuir para um melhor entendimento sobre a fungéo e regulacdo génica
(Ermolaeva et al., 2001).

2.4 Operons e atranscri¢cao génica

Alguns genes em genomas bacterianos sdo organizados em operons,
sendo co-transcritos em uma unica molécula de RNA mensageiro (RNAm). Os
operons sdo agrupamento de genes estruturais localizados em sequéncia no
cromossomo (Nelson e Cox, 2014). Nas bactérias um conjunto de genes
adjacentes é frequentemente transcrito em um RNAmM unico que, portanto,
carregara a informacao de diversas proteinas (Alberts et al., 1999). Quando esse
RNAmM possui multiplos genes em um Unico transcrito bacteriano ele é
denominado policistronico (Nelson e Cox, 2014).

O primeiro passo na expressdo de um gene é a transcricdo, que ocorre
guando héa a transferéncia de informacdes do DNA de um gene, ou grupo de
genes, para o RNA (Ramalho et al., 2012). A enzima RNA polimerase € a
responsavel por regular essa transferéncia (Drennan et al. 2012).



Em bactérias, a RNA polimerase se liga ao DNA para iniciar a transcri¢cao
ao encontrar uma regido denominada promotora, que fica a montante do sitio de
inicio da transcricao e possui uma sequéncia de nucleotideos que sinaliza o ponto
de inicio para a sintese de RNA (Alberts et al., 1999).

A regido promotora é composta por um promotor e um operador
(Ermolaeva et al., 2001; Ramalho et al., 2012). O promotor sinaliza o inicio da
sintese do RNAm pela RNA polimerase e o operador, um segmento curto de DNA
localizado entre o promotor e 0s genes estruturais, € o local onde uma proteina
repressora se liga para impedir a transcricéo (Alberts et al., 1999; Ramalho et al.,
2012).

O primeiro modelo de operons que elucidou a regulacdo da expressao
génica foi proposto pelos pesquisadores franceses Francois Jacob e Jacques
Monod em 1961. Nesse artigo classico eles descreveram o mecanismo regulador
do operon da lactose (lac) de Escherichia coli (E. coli), que explicou a base
bioquimica da utilizacdo da lactose pela bactéria (Ramalho et al., 2012), um
sistema que permite a bactéria reprimir a producdo de enzimas envolvidas no
metabolismo da lactose quando essa néo esta disponivel (Berg et al., 2002).

Para o operon de lactose (lac), o gene i codifica o repressor, o € o local do
operador, e 0S genes z, y e a sao 0s genes estruturais da -galactosidase, da
permease e da transacetilase, respectivamente (Berg et al., 2002), como pode ser

observado na Figura 1.

Regido requladora Genes estruturais
Gene repressor Promotor-Operador Cene da g-galactosidase Gene da permease Gene da transacetilase
1 P o lacz lacY lachA
- — I | I I -
Operon lac

Figura 1. Sequéncia do operon lac em E. coli descrito por Jacob e Monot em 1961.
Na primeira regido da figura se observa um gene repressor que antecede esse
operon e esta identificado pelo nimero um. O operon lac compreende a regiao
reguladora, composta por um promotor e um operador, identificados como P e O
respectivamente, e pelos genes estruturais lacZ, lacY e lacA, localizados em
sequéncia no genoma da E. coli. Fonte: Ruberti, 2013.

Os promotores controlam a transcricdo de todos 0s genes, e para 0S

procariotos existe um determinado promotor para um conjunto de genes, sendo
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gue os RNAs que séao transcritos possuem informacdes variadas de produtos
génicos, que na maioria dos casos estéo relacionados metabolicamente (Li et al.,
2015; Moreira, 2016). Entretanto, embora cada conjunto de genes possua um
promotor, nem todos sao idénticos entre si, pois nas células bacterianas a RNA
polimerase é confrontada com um conjunto com cerca de pelo menos 2.000
sequéncias promotoras diferentes (Browning e Busby, 2004).

Em E. coli existem duas regides promotoras ja bem estabelecidas que sao
formadas pelos hexameros TTGACA localizada a 35 pb a montante do inicio da
transcricao (sequéncia consenso -35) e TATAAT localizada a 10 pb a montante
do inicio da transcricdo (consenso -10). Geralmente elas séo separadas entre si
por 17 pares de bases e a transcricao € iniciada sete pares de bases apos a regido
-10 (Moreira, 2016).

Os operons sdo um modo comum de organizagao de genes em algumas
bactérias (Liu et al., 2009), e alguns ja sdo descritos com interacdes em processos
bioldgicos como copAB gue é responsivo ao cobre (Teixeira et al. , 2008), 0 operon
gum gque compreende 0s genes cujos produtos estdo envolvidos na biossintese
do polissacarideo extracelular xantana em Xanthomonas campestris pv.
campestris (Vojnov et al., 2001), e operons que conferem resisténcia a mercurio
(Helmann et al., 1989).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estirpes bacterianas, plasmideos e meios de cultura utilizados

As estirpes bacterianas e os plasmideos utilizados no presente estudo
estao listados na Tabela 1. Os meios de cultura utilizados para os experimentos
foram: meio “Nutrient Agar” (NA) (extrato de carne 3g/L, peptona 5 g/L e &gar
15g/L) e meio “Nutrient Broth” (NB) (extrato de carne 3g/L, peptona 5 g/L) para o
cultivo da Xanthomonas; Meio Goma (25 g/L de glicose, 3 g/L de extrato de
levedura, 2 g/L de K2HPOg4, 0,1 g/L de MgS0Oa4 x 7.H20, pH 7,0) para o ensaio de
extracao e quantificacdo de goma xantana; meio XVM2 (20 mM de NacCl, 10 mM
(NH4)2S04, 5 mM MgSO0Oa4, 1 mM CaClz, 0,16 mM KH2PO4, 0,32 mM K2HPO4, 0,01
mM FeSO4, 10 mM frutose, 10 mM sacarose e 0,03% de casaminoacidos, pH 6.7)
para a formacéao de biofilme e meio “Nutrient Broth Yeast extract (NBY) (3 g/L de
extrato de carne, 2 g/L de extrato de levedura, 5 g/L de peptona, 2 g/L de K2HPOau,
0,5 g/L de KH2PO4, pH 7,2) para a transformacao de Xac eletrocompetente.

A estirpe de Escherichia coli DH10B utilizada para transformacgéo do
plasmideo foi cultivada em meio de cultura Luria-Bertani (LB) (10 g/L de triptona,
5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de cloreto de sodio, pH 7,0) a 37°C por 16
horas. Quando necessario, os meios de crescimento foram suplementados com o
antibiético canamicina na concentragao de 30 ug/mL.

Para a curva de crescimento bacteriano as suspensdes foram diluidas em
tampéo fosfato 1X (8 g/L de NaCl, 0,2 g/L de KCI, 1,44 g/L Naz2HPOu4, 0,24 g/L de
KH2PQOg4, pH 7,3).
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Tabela 1 - Estirpes bacterianas e plasmideos utilizados no presente estudo.

Estirpe

. Caracteristica Referéncia
e plasmideos

(Da Silva et al.,

- - . e
Xac 306 Xanthomonas citri subsp. citri, estirpe 306 Rif 2002)

AXAC3982 Mutante por dele¢do do gene XAC3982 derivado da cepa Xac 306 Presente estudo

Mutante por delecdo parcial da regido intergénica entre os genes

ARIP3980/81 htrA(XAC3980) e XAC3981 derivado da cepa Xac 306 Presente estudo
oy Mfare o Sl ot da g0 ergnicn S SOETES  presen st
aaoTozo  MYIE o Sl ot g ergénicn o006 5 9ETES  presen st
E.coli DH10B A(mcrA, merBC, mrr, Al e hsdRMS), pir+, lacZ Invitrogen
pNPTS138 Vetor suicida, Km' Addgene
Ag(lilé‘ggégS pPNPTS138 contendo a construgdo AXAC3982 Presente estudo
A&Eggg&g? pNPTS138 contendo a construgdo ARIP3980/81 Presente estudo
AFE#:I:JBSO%S? pNPTS138 contendo a construgdo ARIT3980/81 Presente estudo
A£¥gg%3gg pNPTS138 contendo a construcdo ARIT3979/80 Presente estudo

3.2 Obtencdo do operon constituido pelos genes htrA (XAC3980) a
XAC3983

Para confirmacdo da transcricdo do referido operon, foram realizadas
reacdes de PCR utilizando como molde a primeira fita de cDNA a partir do RNA
total de XAC 306 selvagem infectante 5 dias apos a inoculagéo em folhas jovens
de plantas de laranja Péra Rio (5 DAI). Para isso, foram realizados os passos

descritos a sequir.

3.2.1 Inoculagdo de Xanthomonas citri subsp. citri em folhas de citros
e exsudacao

Para o preparo do in6culo, a bactéria Xac 306 foi cultivada em meio de
cultura NA por 48-72 horas a 28°C. Uma massa de células foi coletada e diluida
em agua bi-destilada esteéril, sendo que a suspenséo bacteriana foi ajustada para
uma densidade 6tica a 600nm (DOsoonm) igual a 0,3, equivalente a 108 UFC/mL.

Em seguida, a suspensao bacteriana foi inoculada na face abaxial de folhas jovens
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de plantas de laranja Péra Rio (Citrus sinensis). A inoculagéo foi feita em todo o
limbo foliar pelo método de infiltracdo por pressdo, com uso de uma seringa
hipodérmica plastica de 10 mL sem a agulha. Foram utilizadas aproximadamente
30 folhas para a inoculacdo. A recuperacdo das células bacterianas de Xac foi
feita 5 dias apods inoculagdo (DAI) pelo método de exsudacdo. Para tanto, as
folhas inoculadas foram coletadas, picadas finamente no sentido lateral com
auxilio de estilete estéril. Em seguida, as folhas picadas foram imersas em 100
mL de agua bidestilada autoclavada e gelada em um béquer de vidro de 500 mL,
seguido por uma agitacao suave por 20 minutos com o béquer imerso em banho
de gelo. Os restos foliares foram separados por filtracdo em duas camadas de
gaze e as células bacterianas exsudadas foram recuperadas por centrifugacao a
9000 x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o RNA total das bactérias exsudadas

foi extraido imediatamente, como descrito abaixo.

3.2.2 Extracdo de RNA total

O RNA total de “pellets” bacterianos exsudados de folhas de citros foi
extraido utilizando o “kit RNeasy Protect Bacteria Mini” (Qiagen) conforme as
recomendacdes do fabricante. Como sugerido pelo fabricante, todas as amostras
foram tratadas com DNase livre de RNAse, sendo mantidas a 37°C por 60 minutos
para eliminar qualquer resquicio de DNA nas amostras.

A qualidade do RNA total extraido foi verificada através de “NanoDrop 1000
Spectrophotometer” (Thermo Fisher Scientific), e a concentragao foi quantificada
com o fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen) utilizando o “Qubit® RNA BR Assay kit”.
Para averiguar possivel contaminacdo com DNA na amostra, foi utilizado o
“Qubit® DNA HS Assay kit” (Invitrogen).

3.2.3 Desenho de oligonucleotideos iniciadores dos operons
XAC3981-3983 e XAC3980-3983

Inicialmente foi desenhado um oligonucleotideo direto a partir do gene
XAC3981 (XAC3981 F) e um reverso a partir do gene XAC3983 (XAC3983 R). A
sequéncia de cada oligonucleotideo esta descrita na Tabela 2.
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De acordo com a base de dados DOOR “Database of prOcaryotic
OpeRons” o tamanho do transcrito do operon XAC3981-XAC3983 a ser
amplificado é de 1241 pb.

Foram desenhados também oligonucleotideos para a amplificacdo do
possivel operon htrA-XAC3983: um oligonucleotideo direto a partir do gene htrA
(XAC3980 F) e o reverso utilizado foi o desenhado a partir do gene XAC3983
(XAC3983 R). Foram desenhados ainda oligonucleotideos diretos (F) e reversos
(R) para amplificar individualmente o gene htrA e os genes XAC3981, XAC3982 e
XAC3983 (Tabela 2).

Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do operon htrA-
XAC3983 e para amplificacdo individual dos genes que o constituem.

Nome dos Sequéncia 53’ “Amplicon”
oligonucleotideos (pb)

XAC3981 F ATGAGCCCCACCAATACCGATCAG 1241

XAC3983 R TCAGGCGGCGCGATCGGCGCGATC

XAC3980 F ATGCGACCGCTGCCTACC 2795

XAC3983 R TCAGGCGGCGCGATCGGCGCGATC

XAC3980 F ATGCGACCGCTGCCTACC 1437

XAC3980 R TCAACGCATCAGCGCGTC

XAC3981 F ATGAGCCCCACCAATACCGAT 363

XAC3981 R TTAGTTGTCGTTGCTGCGTGC

XAC3982 F GTGAGCGATCAGGCCTCTCCC 486

XAC3982 R TCATGGACGTGCTCCACTGGCAG

XAC3983 F ATGAAATTTGGAACCTTGCGTCAACGC 393

XAC3983 R TCAGGCGGCGCGATCGGCGCGATC

(F), sequéncia do oligonucleotideo direto; (R), sequéncia do oligonucleotideo reverso.

3.2.4 Sintese de cDNA e RT-PCR

A denominagdo RT-PCR “Reverse Transcriptase” corresponde a uma
reacado da transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Nao utiliza o DNA de cadeia dupla como molde e sim o RNA de cadeia
simples. A partir do RNA, a enzima transcriptase reversa sintetiza uma cadeia de
DNA complementar (cDNA) na qual aplica-se a técnica de PCR para verificar a
expressao génica, uma vez que analisa 0 RNA responsavel pela sintese proteica
(Bustin e Nolan, 2004).

Para a sintese da primeira fita de cDNA foram utilizados 500 ng de RNA
total de Xac 306 selvagem em estado infectante e o “kit SuperScript Il First Strand

Synthesis Super Mix for gRT-PCR” (Thermo Fisher Scientific), segundo as
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instrucdes do fabricante. Este cDNA foi utilizado em reacdes de PCR para
obtencdo do “amplicon” referente ao RNA mensageiro do operon XAC3981-
XAC3983 utilizando os oligonucleotideos XAC3981 F e XAC3983 R e do operon
htrA-XAC3983 utilizando os oligonucleotideos XAC3980 F e XAC3983 R.

O produto esperado da amplificagdo do operon em cada situagdo € um
fragmento de 1.241 pb e 2.795 pb, respectivamente.

3.3 Mutagénese sitio-dirigida por PCR para obtencdo dos mutantes

3.3.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

A metodologia escolhida para produzir os mutantes foi a mutacao sitio-
dirigida por PCR de extensdo por sobreposicdo. Esse método consiste da
insercao ou delecéo de um fragmento de DNA por meio de duas etapas de PCR.
A primeira etapa é chamada de PCR primaria e a segunda de PCR secundaria ou
de ligacao (Lee et al., 2004). Foram desenhados dois pares de oligonucleotideos
iniciadores para cada mutante a ser produzido, sendo o primeiro par denominado
A-B, e 0 segundo par denominado C-D. Aos oligonucleotideos B e C € adicionada
uma cauda com bases complementares as sequéncias dos préprios
oligonucleotideos. Sendo assim, a cauda do oligonucleotideo B € composta pela
sequéncia reversa complementar das nove primeiras bases do oligonucleotideo
C. Ja a cauda do oligonucleotideo C foi composta pela mesma sequéncia das
Ultimas nove bases do oligonucleotideo B. Devido a presenca das caudas
complementares, os fragmentos se unem pela complementariedade de dezoito
pares de bases e ocorre a delecdo da regido localizada entre os oligonucleotideos
BeC.

Cada oligonucleotideo foi desenhado a partir das sequéncias de
nucleotideos do genoma da Xac disponiveis para consulta na base de dados
“‘Genbank” do “The National Center for Biotechnology Information” — NCBI e estédo
descritos na Tabela 3. O programa “SnapGene® Viewer” versao 4.1.2. foi
posteriormente utilizado para uma segunda conferéncia das sequéncias de cada
oligonucleotideo e para a confirmacdo do correto anelamento nas regifes de

interesse.
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Tabela 3 - Descricdo da sequéncia dos oligonucleotideos que foram utilizados na mutacéo sitio dirigida por PCR de extenséo por

sobreposicdo e tamanho dos fragmentos (“amplicon”) resultantes das PCRs primérias e PCR de ligacéo.

Nome do produto

Nome do oligonucleotideo

Sequéncia 5’—3™*

“Amplicon” (pb)

Fragmento AB
Fragmento CD

Fragmento AD

XAC3982 A(F)
XAC3982 B(R)
XAC3982 C(F)
XAC3982 D(R)
XAC3982 A(F)
XAC3982 D(R)

ATCCGAATTCTGAGCGAGGTCAAACGCG
GTCTTTGCCTCCGGCAGCGGGAGAGGC
GCTGCCGGAGGCAAAGACGATGAGGCG
CGGGATCCACATGTGGCGCGCGATCT
ATCCGAATTCTGAGCGAGGTCAAACGCG
CGGGATCCACATGTGGCGCGCGATCT

699

734

1434

Fragmento AB
Fragmento CD

Fragmento AD

Reg.
Reg.
Reg.
Reg.
Reg.
Reg.

Intergénica Parcial A (F)
Intergénica Parcial B (R)
Intergénica Parcial C (F)
Intergénica Parcial D (R)
Intergénica Parcial A (F)
Intergénica Parcial D (R)

TGTTGAATTCAGCTTCAATCCGCAGGGC
GGGGCTCATAATAGCACCGGGGGGGTG
GGTGCTATTATGAGCCCCACCAATACC
CGGGATCCCGCAGTGAAAAACATCGC
TGTTGAATTCAGCTTCAATCCGCAGGGC
CGGGATCCCGCAGTGAAAAACATCGC

748

669

1435

Fragmento AB 80/81
Fragmento CD 80/81

Fragmento AD 80/81

Reg.
Reg.
Reg.
Reg.
Reg.
Reg.

intergénica total A (F)
intergénica total B (R)
intergénica total C (F)
intergénica total D (R)
intergénica total A (F)
intergénica total D (R)

TGTTGAATTCAGCTTCAATCCGCAGGGC
GGGGCTCATTCAACGCATCAGCGCGTC
ATGCGTTGAATGAGCCCCACCAATACC
CGGGATCCCGCAGTGAAAAACATCGC
TGTTGAATTCAGCTTCAATCCGCAGGGC
CGGGATCCCGCAGTGAAAAACATCGC

690

686

1377

Fragmento AB 79/80
Fragmento CD 79/80

Fragmento AD 79/80

Reg.
Reg.
Reg.
Reg.
Reg.
Reg.

intergénica total A (F)
intergénica total B (R)
intergénica total C (F)
intergénica total D (R)
intergénica total A (F)
intergénica total D (R)

CATCGAATTCCGGTTTGCTTGGCGACCG
CGGTCGCATTATGAGCAACGGCAATGGT
TTGCTCATAATGCGACCGCTGCCTACC
CATGGATCCACATTGCGCGCCAGGTTG
CATCGAATTCCGGTTTGCTTGGCGACCG
CATGGATCCACATTGCGCGCCAGGTTG

682

824

1506

(F): sequéncia do oligonucleotideo direto (“Forward”); (R): sequéncia do oligonucleotideo reverso (“Reverse”). *As sequéncias em
vermelho e em verde dos oligonucleotideos A e D correspondem, respectivamente, aos sitios de restricdes das enzimas EcoRI e

BamHlI.
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Nas Figuras a seguir (Figuras 2 a 5) pode-se observar os locais de
anelamento dos oligonucleotideos A, B, C e D no genoma da Xac 306 para cada
mutante produzido neste estudo. Todos sao flanqueados por aproximadamente

700 pares de bases de DNA em cada lado da regido a ser deletada.

>NC 003919.1:4674628-4676513 Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306,
complete genome
TGCGTCAGTCGGGCATCACCGGGGTGATGGTGAGCGAGGTCAARACGCGGCGGTCGCGCTGCCGCCAACGGCC
TGGTCGCCGGCGATGTGATCGTGGCCAGCAGCGTGGGCGAGTTCGCCGACCTTGCCAGCTGGCGGGCCAATT
TCCAACGTAAACCGCAGCAGCTTGTCGTGCGTATCCTGCGTGGCAACGCGCAGTACGACGCGCTGATGCGTT
GACGCACTGTGTACCGAAAGTTGGTTGCACTAACGCCTCCTACACCCCCCCGGTGCTATTGCTACCGCTCGA
CCGCACGTGAGTGGCGGCTGCCATCAATGACCGAAGGAGATATCGCATGAGCCCCACCAATACCGATCAGCT
GAAGGAAAACCTGAGCGAAGCCGGCACCCATCTGAAGTCGGCCGCAAACGCCGCCGGCGAAGCCGTCAGGGG
TGCGACCAGCGCCGCCGGCGATGAGCTCAAGCTCGGTCGCGCCAACGTCAAGGCCGAACTGTCCGACACCGC
GCTGGCCGGCATGGCCGCTGCCGAGTTCGGCGGTGCCGCTGCCAAGGAGCAGATCGACGTCCTGGTTGCCAA
GGGCAACGATCTGCTGGAAAGCGCCACCGATCTGATCCGCGAGCGTCCGCTGGCCGCCTTCGGCGTTGCCTT
CGCCGCTGGCTGGGTCATTGCCARGCTGGCACGCAGCAACGACAACTAAGTCGTGAGCGATCAG

ACCGACGCGCCAGACGCGCGCGCGCAAACGCCAGGACTGGACGAAAGCGTACGTGCGGTCGG
CGCCGCCGGCCGTGCCACGCTGGGCTCGGCCAAGGACACCAGTCGCGCCTTGCGCCGGCTGGTGTCGGCTGA
TCTGCAACTGGCACGCAGCGCATTCGGGCGAGGCCTGGCCTGGGCCTGCGTGGCCGTGGTGTTCGGTGCCTC
GTCATGGTTATTGCTGGCTGGCGCCATCATCGCCCTGCTGCAGCGTGCCGGGCTGTCGTGGTTCCAGGCGAT
GTTTTTCACTGCGTTGGCGAGTCTGTTGGTGACCGGCATTGCGGCATGGCGTGTGTTCTTCTACTTCGACCA
TACCGGCATGAATGCAACGCGCCGTCAGCTCATCAAGCTTGGGATTTTCGATGACCCCGGCAAAGACGATGA
GGCGGCGACCTCTGCCAGTGGAGCACGTCCATGAAATTTGGAACCTTGCGTCAACGCGTCGAACGCGCCGAA
TATCTGGTCGAAGGACGTGCCCAAGAAACGCGCCTGCATTGGAGCGAACTCCGCCAGACCTGGCGTGCCGGG
TGGTCCCCACTGCGCATTATGACGGTGGGCTTCGGGCTGGGGTTTGTCACCGGCCGTAATGAACCGCAAGCG
GCATTGGGGAGCATCGCCAGCAAGCTTGGCGGTATTCCCAAGCTTCTGCAGATGATCAGCACCATCTCCGCG
CTGTTCACCGCGCACCGTGCGCAGGAAGCTTCCGAGCAGGCCGAACGTGCTGCAGACAATGCCGAGGAAGTG
GCAGCCGACCCGCCGGTGACCGTGGTGCAGGTCCCGGCCGATCGCGCCGATCGCGCCGCCTGAGCGCGGAGG
ATATTCACGGCGGCCAGCGCTCTGCCAGGCCGCTGTCGTTGGCGACCGCACATTGGCCTGTGCAAGTCATCG
ACGCACCGGAGCAACCGAGAATCCGTACCACGGCCGGACGAACATGTTCGGCTCCGGCGCAGCACGCACGTA
CTACGCTTGGGATTGGTCGAAGGAATGACTGCACCACGAACCCGCGGATATAGGCGTCTGCGCCTTCCATTT
CTGCAGATGACTGCTCGCCGCGGTTGCTGGCCGATAGCAGCTCTGACATGCGGAGATCGCGCGCCACATGTG
GCGACTTAGCTTCG

Figura 2. Localizagdo dos oligonucleotideos A, B, C e D, desenhados para o
mutante AXAC3982, e sequéncia de nucleotideos da ORF XAC3982 em formato
FASTA, disponivel no banco de dados “Genbank” (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A seta preta indica o inicio da ORF XAC 3982 e os
trés nucleotideos em vermelho indicam o cdédon de terminacdo. A regidao dos
oligonucleotideos A, B, C e D estdo sublinhadas em negrito e indicadas pelas
cores rosa, verde, roxa e marrom, respectivamente.
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>NC 003919.1:c4675662-4674145 Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306,
complete genome
TCAACACCGCCAGCTTCAATCCGCAGGGCAGCATGGCCGGCAATATCGGCCTGGGGCTGGCGATTCCGTCCA
ACCTGGCGCGCAATGTCGTCGAGCAATTGGTGACCAAGGGCGTGGTGGTGCGCGGCACGCTCGGCCTGGAGA
CCCAGAACCTCACCCAACAGATGCTGCAGGGCCTGGGGGTGGATTCGTTGCGCGGCGCATTGGTGACACGGG
TGTTGCCGGGCTCCGCAGCGGCGGCGGCAGGCGTGCAACCGGGCGATGTCGTGGTGGCGGCCAACGACCAGC
GCGTGGACAGCGCCGAAGCGCTGCACAACTACGAAGGCCTGCAGGCGGTTGGCAGTGCGGTGACCCTGGATA
TCCGTCGCGATGGCAAGCCGCTCAAACTCAAGGCCACGCTGAGAGAGCAGGACCGCGCCATCACCGGCGALCA
TGCTGGACCCGCGTCTGACCGGCGCGACCTTCGTCGATCTCCCCGAATCGCTGCGTCAGTCGGGCATCACCG
GGGTGATGGTGAGCGAGGTCAAACGCGGCGGTCGCGCTGCCGCCAACGGCCTGGTCGCCGGCGATGTGATCG
TGGCCAGCAGCGTGGGCGAGTTCGCCGACCTTGCCAGCTGGCGGGCCAATTTCCAACGTAAACCGCAGCAGC
TTGTCGTGCGTATCCTGCGTGGCAACGCGCAGTACGACGCGCTGATGCGTTGACGCACTGTGTACCGAAAGT
TGGTTGCACTAACGCCTCCTA GCTACCGCTCGACCGCACGTGAGTGGCGGCTGC
CATCAATGACCGAAGGAGATATCGCATGAGCCCCACCAATACCGATCAGCTGAAGGAAAACCTGAGCGAAGC
CGGCACCCATCTGAAGTCGGCCGCAAACGCCGCCGGCGAAGCCGTCAGGGGTGCGACCAGCGCCGCCGGLGA
TGAGCTCAAGCTCGGTCGCGCCAACGTCAAGGCCGAACTGTCCGACACCGCGCTGGCCGGCATGGCCGCTGC
CGAGTTCGGCGGTGCCGCTGCCAAGGAGCAGATCGACGTCCTGGTTGCCAAGGGCAACGATCTGCTGGARAAG
CGCCACCGATCTGATCCGCGAGCGTCCGCTGGCCGCCTTCGGCGTTGCCTTCGCCGCTGGCTGGGTCATTGC
CAAGCTGGCACGCAGCAACGACAACTAAGTCGTGAGCGATCAGGCCTCTCCCGCTGCCGGAACCGACGCGCC
AGACGCGCGCGCGCAAACGCCAGGACTGGACGAAAGCGTACGTGCGGTCGGCGCCGCCGGCCGTGCCACGCT
GGGCTCGGCCAAGGACACCAGTCGCGCCTTGCGCCGGCTGGTGTCGGCTGATCTGCAACTGGCACGCAGCGC
ATTCGGGCGAGGCCTGGCCTGGGCCTGCGTGGCCGTGGTGTTCGGTGCCTCGTCATGGTTATTGCTGGCTGG
CGCCATCATCGCCCTGCTGCAGCGTGCCGGGCTGTCGTGGTTCCAGGCGATGTTTTTCACTGCGTTGGCGAG
TCTGTT

Figura 3. Localizagdo dos oligonucleotideos A, B, C e D, desenhados para o
mutante ARIP3980/81, e sequéncia de nucleotideos em formato FASTA da regido
intergénica a montante do gene XAC3981, disponivel no banco de dados
Genbank (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/). A seta preta indica o inicio do gene
XAC3981 e porgcédo com fundo em cor cinza compreende toda a regido intergénica
entre o gene htrA (XAC3980) e a ORF XAC3981. A regido dos oligonucleotideos
A, B, C e D estdo sublinhadas em negrito e indicadas pelas cores rosa, verde,
roxa e marrom, respectivamente.
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>NC 003919.1:4674145-4675663 Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306,
complete genome
TCAACACCGCCAGCTTCAATCCGCAGGGCAGCATGGCCGGCAATATCGGCCTGGGGCTGGCGATTCCGTCCA
ACCTGGCGCGCAATGTCGTCGAGCAATTGGTGACCAAGGGCGTGGTGGTGCGCGGCACGCTCGGCCTGGAGA
CCCAGAACCTCACCCAACAGATGCTGCAGGGCCTGGGGGTGGATTCGTTGCGCGGCGCATTGGTGACACGGG
TGTTGCCGGGCTCCGCAGCGGCGGCGGCAGGCGTGCAACCGGGCGATGTCGTGGTGGCGGCCAACGACCAGC
GCGTGGACAGCGCCGAAGCGCTGCACAACTACGAAGGCCTGCAGGCGGTTGGCAGTGCGGTGACCCTGGATA
TCCGTCGCGATGGCAAGCCGCTCAAACTCAAGGCCACGCTGAGAGAGCAGGACCGCGCCATCACCGGCGALCA
TGCTGGACCCGCGTCTGACCGGCGCGACCTTCGTCGATCTCCCCGAATCGCTGCGTCAGTCGGGCATCACCG
GGGTGATGGTGAGCGAGGTCAAACGCGGCGGTCGCGCTGCCGCCAACGGCCTGGTCGCCGGCGATGTGATCG
TGGCCAGCAGCGTGGGCGAGTTCGCCGACCTTGCCAGCTGGCGGGCCAATTTCCAACGTAAACCGCAGCAGC
TTGTCGTGCGTATCCTGCGTGGCAACGCGCAGTAC CGCACTGTGTACCGAAAGT
TGGTTGCACTAACGCCTCCTACACCCCCCCGGTGCTATTGCTACCGCTCGACCGCACGTGAGTGGCGGCTGC
CATCAATGACCGAAGGAGATATCGCATGAGCCCCACCAATACCGATCAGCTGAAGGAAAACCTGAGCGAAGC
CGGCACCCATCTGAAGTCGGCCGCAAACGCCGCCGGCGAAGCCGTCAGGGGTGCGACCAGCGCCGCCGGCGA
TGAGCTCAAGCTCGGTCGCGCCAACGTCAAGGCCGAACTGTCCGACACCGCGCTGGCCGGCATGGCCGCTGC
CGAGTTCGGCGGTGCCGCTGCCAAGGAGCAGATCGACGTCCTGGTTGCCAAGGGCAACGATCTGCTGGARAAG
CGCCACCGATCTGATCCGCGAGCGTCCGCTGGCCGCCTTCGGCGTTGCCTTCGCCGCTGGCTGGGTCATTGC
CAAGCTGGCACGCAGCAACGACAACTAAGTCGTGAGCGATCAGGCCTCTCCCGCTGCCGGAACCGACGCGLCC
AGACGCGCGCGCGCAAACGCCAGGACTGGACGAAAGCGTACGTGCGGTCGGCGCCGCCGGCCGTGCCACGCT
GGGCTCGGCCAAGGACACCAGTCGCGCCTTGCGCCGGCTGGTGTCGGCTGATCTGCAACTGGCACGCAGCGC
ATTCGGGCGAGGCCTGGCCTGGGCCTGCGTGGCCGTGGTGTTCGGTGCCTCGTCATGGTTATTGCTGGCTGG
CGCCATCATCGCCCTGCTGCAGCGTGCCGGGCTGTCGTGGTTCCAGGCGATGTTTTTCACTGCGTTGGCGAG
TCTGTT

Figura 4. Localizagdo dos oligonucleotideos A, B, C e D, desenhados para o
mutante ARIT3980/81, e sequéncia de nucleotideos em formato FASTA da regido
intergénica a jusante do gene htrA (XAC3980), disponivel no banco de dados
“Genbank” (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Os nucleotideos com fundo em
cor cinza compreendem a regido intergénica entre o gene htrA (XAC3980) e a
ORF XAC3981. A regiao dos oligonucleotideos A, B, C e D estédo sublinhadas em
negrito e indicadas pelas cores rosa, verde, roxa e marrom, respectivamente.
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>NC 003919.1:4672104-4674274 Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306,
complete genome
ACGTATGGCGTCGCTCCGTACCCTCAGCCCAATCCCTGTCCCGCAGGAGAGGGGCGTTAGTCAAAGCCGCTG
CAACAAAAAAGCCGACGCCGTGAAAACAGCGCCGGCTTTTTCGACATTGCACATGGTTCATGGCACATGGCG
CGTGCGCTGCACGCGTCTCACGCTAAGCGGCCCAGGCAACTCACCCTGCGCCGCAGCGTGACAACCTCAACG
CGTGACGCGCTTTGCCGCTTTCTTGCCCACTGCCTTGCGCGCGGCGGTGGTCTTTGCCACGGCACGCGTGGC
CGGGGTCTTGGTCACCTTGGCGGCTTTCTTCAACGCGGTCTTGGTCACGGCCTTCTTGAGCGGGGCCTTCTT
CACTGCGGCCTGCCTGGTCGCGGTTTGCTTGGCGACCGGCGCCTTCTTGGCTGCAGGCTTGACCAACGTCTT
CTTCGCTGCCGCCGGCTTGGCTGCTGCCTTCTTGGCTGCCTTCTTCGCCGCCGTGCGCGCGTTCACCGTTGC
AACGGCGGTCTTGCGTGCGGCGCGCTTGGCGGCGGTCTTGGCATTCAGTGCGGCCGCTTCGGCCCTGGCATT
GGCCTTGGCGGTTTCCAGCTTGCGCCTGGTATTGGCCTTGGTGTCTGTGAGCTTCTGCTTGGCCGCGGCGCT
GGTGCTGCTCAACTTCTGCTTGGCGGCCTGCGTGGTCGAGGTCAACGTTTGCTTGGCCACGTCCTTGGTGGC
GGTGAGCTTCTGCTTGGCGGCCTCCTTGGTGGCGACCAGCTTGTCCTTGGCAGCGTCCTTGGTGGCCGCCAG
CGAGCGCTTGGTCTTGGCCACGCTGCGTTTCACTGCGCTGGCCGCAGTGCCGGCGTTCCTGGCCACGTTCTT
TTCGACCTTGACCACCGCCTTGCGCGCTTTGGCCACCTGCGTCTTGACCTCTTCCACCGCCGTGCCTGCAGC
CTCCTGCACGCTGGCAACCGCCTCGCTGGCGGTGCTGGCGATGGTCTCGGTCAACTCGGTGGCGGTGCTTTT
TACGCTATCGACGGCGTCGGACAGGGTTGCCGTTAC AGACCCTCCTTAAGGGCG
TCAGTGCGGGAAACTTAGGCGATGCGCGACGGCACGCAACATGCTGAACAGGCATCGGATCAAGCGGACGCT
ACGCCCGGCCTGCCGGGCTGTCAACGCAATCAGGGCAAGGGATGTGCGGCACTTTCACCGGCAGTTAAATTG
CATGCGGGCACTCTCGTTCAGCTTGATTTACGTAGTCAGACGCCCTATTCCTCATCCACCGCGTAACCCGGA
ATCCGTTCCATGCGACCGCTGCCTACCCTGCTGACTCTTTCGCTGGCCGCTGCCTTCGGCGGCTTTGCCGCC
ACCGGCATCAACGCCTGGCTCGACAATCGCGCCGAAGCCACACCCCCCAGCAACGCCGCCTTTACCCTGCCG
ACGGCCGCCGCATTGCCGGCGGCGGTGGCCGGCCAACCTGTGCCGTCGCTGGCGCCGATGCTGCAGCAGGCC
ATGCCCGCGGTGGTGAGCGTGAACACCAAACAGGTGGTGCGCGTCCGCAACCCGTTCTTCAACGACCCGATC
CTGCGCCGGCTGTTTCCGCAGGTGCCGCAGGACCGCATCAACGAGTCGCTGGGTTCGGGCGTGATCATCGAT
GCGCAAAAAGGGTATGTGCTGACCAATCACCACGTCATCGAAAACGCCGACGACGTGCAGGTGACGCTCGGC
GACGGACGCACGGTCAAGGCCGAGTTCATCGGCTCCGATGCCGATACCGATATTGCGCTGATCCGCATCAAG
GCCGACAACCTCACCGATATCAAACTGGCCGACAGCAACGCGCTACGCGTGGGCGATTTTGTGGTGGCCATC
GGCAACCCGTTCGGCTTCACCCAGACCGTCACCTCCGGCATCGTCTCGGCAGTGGGGCGCAGCGGGATTCGC
GGCTTGGGCTACCAGAACTTCATCCAGACCGATGCCTCGATCAACCCCGGCAACTCGGGCGGLCGLCGLCTGGETC
AACCTGCAAGGCCAGTTGGTTGGCATCAACACCGCCAGCTTCAATCCGCAGGGCAGCATGGCCGGCAATATC
GGCCTGGGGCTGGCGATTCCGTCCAACCTGGCGCGCAATGTCGTCGAGCAATTGGTGACCAAGGGCGTGGTG
GTGCGCGGCA

Figura 5. Localizagdo dos oligonucleotideos A, B, C e D, desenhados para o
mutante ARIT3979/80, e sequéncia de nucleotideos em formato FASTA da regido
intergénica a montante do gene htrA (XAC3980), disponivel no banco de dados
“Genbank” (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A seta preta indica o inicio do
gene htrA e os nucleotideos com fundo em cor cinza compreendem toda a regiao
intergénica entre o gene bpH1 (XAC3979 - localizado na fita complementar do
genoma da Xac 306) e o gene htrA. A regido dos oligonucleotideos A, B, Ce D
estao sublinhadas em negrito e indicadas pelas cores rosa, verde, roxa e marrom,
respectivamente.

Para confirmar que as mutacdes ndo afetam a transcricdo dos genes a
montante (XAC3979) e a jusante (XAC3984) dos possiveis operons, foram
também desenhados oligonucleotideos diretos e reversos para amplificar esses
genes (Tabela 4).

Todos o0s oligonucleotideos desenhados tiveram sua especificidade
validada pelo uso da ferramenta Blastn, disponivel no NCBI (NCBI: txid190486),
onde foi contrastada a sequéncia de cada oligonucleotideo contra 0 genoma

completo da Xac 306 (Apéndice B).
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Tabela 4. Oligonucleotideos especificos para a amplificacdo dos genes bpH1
(XAC3979) e XAC3984.

Nome do oligonucleotideo Sequéncia 5’—3’ “Amplicon” (pb)
XAC3979 F ATGAGCAACGGCAATGGTGTA

XAC3979 R TCAACGCGTGACGCGCTT 852
XAC3984 F ATGGCACGCATGTTGCGC

XAC3984 R TCACGGCGGCCAGCGCTC 345

O vetor suicida pNPTS138 foi utilizado para a producdo dos mutantes de
Xac que continham as delec6es do gene ou das regides intergénicas especificas
(anteriormente citadas). Esse vetor possui um marcador de resisténcia a
canamicina, um gene que codifica a b-galactosidase (LacZ) e outro que confere
sensibilidade a sacarose (SacB), além de multiplos sitios de clonagem e da
capacidade de se transferir por conjugagéo.

A clonagem dos fragmentos de interesse na regiao “polylinker” do vetor
pNPTS138 é facilitada com o uso das enzimas de restricdo EcoRI e BamHlI, cujos
sitios de clivagem foram desenhados nos oligonucleotideos A e D (Tabela 3) e

correspondem as mesmas enzimas utilizadas para a clivagem do vetor.

3.3.2 Reacéo de PCR para a obtencao dos fragmentos AB, CD e AD

As reacdes de PCR para a obtencdo dos fragmentos AB e CD foram
preparadas separadamente para cada par de oligonucleotideos. Cada reacao
consistiu em 50 ng de DNA gendémico da Xac 306, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 U
de “Phusion® High Fidelity DNA Polymerase” (“Thermo Scientific”), 1 X do tampao
da enzima, 0,5 uyM de cada oligonucleotideo iniciador, 5,0% de DMSO
(Dimetilsulfoxido) e &gua ultrapura estéril, totalizando um volume final de reagéo
de 20 uyL. O material resultante das reacdes foi amplificado em termociclador
“Veriti® 96-Well Thermal Cycler” (“AB Applied Biosystems”), no qual as amostras
foram inicialmente submetidas a desnaturacao inicial a 98°C por 30 segundos,
seguida por 30 ciclos de amplificacdo. A cada ciclo de amplificacdo, as amostras
foram submetidas & uma etapa de desnaturacdo a 98°C por 10 segundos,

anelamento a 62°C (para a XAC3982) e 69C° (para as regides intergénicas) por
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15 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Apoés os ciclos de reacao, o
processo foi encerrado com uma extensao final a 72°C por 10 minutos, seguido
de resfriamento a 4°C.

A confirmacdo da amplificacdo dos produtos das reacbes de PCR foi
realizada por meio de corrida eletroforética em gel de agarose a 1,0%, com 0,5 X
de tampao TBE (Tris-Borate-EDTA) (5,0 X TBE: 54 g/L de Tris base, 27,5 g/L de
acido borico, 20 mL de EDTA a 0,5 M, pH 8,0, g.s.p. 1L com H20 MiliQ) e
coloracdo com 10 mg/mL de brometo de etidio. Os fragmentos amplificados foram
visualizados por exposicdo a Iluz ultravioleta, e fotodocumentados no
fotodocumentador Molecular Imager Gel Doc™ XR+ Imaging System (BIORAD).
Os fragmentos obtidos a partir das PCRs primérias foram purificados com o uso
do “kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), de acordo com
as instrucdes fornecidas pelo fabricante, e quantificados no espectrofotémetro
“NanoDrop® ND-1000" (“Thermo Scientific”).

Os fragmentos A-B e C-D purificados foram utilizados como molde na PCR
de ligacao, seguindo as condi¢cdes da PCR primaria, com algumas modificacfes.
As reacdes foram realizadas usando 50 ng de DNA tanto do fragmento A-B quanto
do C-D, e nesse momento foram utilizados os oligonucleotideos A e D. a
temperatura de anelamento foi de 63°C (XAC3982) e 69°C (demais regides
intergénicas). A amplificacdo dos segmentos A-D foram verificadas por
eletroforese em gel de agarose (1,0%), e as bandas com tamanhos
correspondentes ao esperado foram cortadas, com auxilio de um bisturi, e
purificadas com o “kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega),
segundo as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Por fim, foi feita a quantificagéo
dos DNAs purificados no espectrofotdmetro “NanoDrop® ND-1000" (“Thermo

Scientific”).

3.3.3 Reacdo de digestdo com endonucleases de restricdo dos
fragmentos AD-XAC3982, AD-RIP3980/81, AD-RIT3980/81 e AD-RIT3979/80

Inicialmente o vetor pNPTS138 foi submetido a uma reacdo de digestao

dupla com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI. A reacéo foi composta por



23

30 pg de DNA (vetor fechado), 30 U da enzima BamHI (Fermentas), 15 U da
enzima EcoRlI, 2X do tampao de digestdo “Tango® Buffer’ (Fermentas) e agua
ultrapura estéril, totalizando um volume final de reacdo de 60 pL. A reagao foi
incubada a 37°C por 16 horas e as enzimas foram inativadas por desnaturacéo a
65°C por 20 minutos.

As reacOes de digestdo dos fragmentos AD-XAC3982, AD-RIP3980/81,
AD-RIT3980/81 e AD-RIT3979/80 foram realizadas com as mesmas enzimas e
nas mesmas condicdes utilizadas para digerir o vetor, porém usando 1,0 ug de
cada fragmento, 10U da enzima BamHI (Fermentas), 5U da enzima EcoRI, 2X do
tampdo de digestdao “Tango® Buffer” (Fermentas) e agua ultrapura estéril,
totalizando um volume final de reagéao de 100 pL.

Para a confirmacéo da digestdo do vetor pNPTS138, o produto gerado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,0% e o fragmento correspondente
ao vetor aberto foi purificado com o “kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System” (Promega), conforme as instru¢bes fornecidas pelo fabricante. Os
fragmentos A-DXAC3982, A-DRIP3980/81, A-DRIT3980/81 e A-DRIT3979/80
digeridos foram purificados pelo método de fenol-cloroférmio (Sambrook et al.,
1989) e em seguida as concentragdes de cada DNA, assim como a concentragao
do vetor pNPTS138, foram determinadas no espectrofotometro “NanoDrop® ND-
1000” (Thermo Scientific).

3.3.4 Clonagem em vetor pNPTS138 e transformacdo em células de
E. coli DH10B quimicamente competente

A reacéo de ligacdo de cada fragmento ao vetor pNPTS138 foi preparada
em um volume final de 20 uL contendo 150 ng do fragmento a ser clonado, 50 ng
de vetor, 1 X de tampéao de ligacdo, 4 U da enzima T4 DNA ligase (Fermentas),
sendo o volume completado com agua ultrapura estéril. A reacdo foi mantida em
termociclador a 16 °C por 16 horas.

Os produtos das ligacbes no vetor pNPTS138 deram origem as
construcbes pNPTS138-AXAC3982, pNPTS138-ARIP3980/81, pNPTS138-
ARIT80/81 e pNPTS138-ARIT79/80. Essas construcdes foram usadas para
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transformar células de Escherichia coli DH10B quimicamente competentes,
preparadas como descrito em Sambrook et al. (1989). A confirmagao da clonagem
foi feita por meio da extragdo do DNA plasmidial de algumas col6nias brancas
obtidas na transformacdo, seguida de reacbes de PCR utilizando os
oligonucleotideos do vetor. Os vetores contendo os “amplicons” de interesse
foram enviados para sequenciamento utilizando os oligonucleotideos M13pUC
Foward -20 (GTAAAACGACGGCCAGT) e M13pUC Reverse -24
(GGAAACAGCTATGACCATG), que flanqueiam a regido onde ocorreu a insercao
no vetor pNPTS138. Os oligonucleotideos foram gentilmente cedidos pelo Centro

de Recursos Biolégicos e Biologia Gendmica (CREBIO) da Unesp/FCAV.

3.3.5 Transformagdo em células eletrocompetentes de Xac 306

Para a obtencdo dos mutantes foram preparadas células de Xac
eletrocompetentes de acordo com o protocolo descrito por Amaral (2005), com
modificacdes. Para tal, a Xac 306 foi recuperada da preservacdo em agua de
torneira estéril, plaqueada em meio NA e incubada a 28°C por 72 horas para
cultivo. Posteriormente, com auxilio de alca de platina, uma porcdo de massa
bacteriana foi transferida para um Erlenmeyer de 50 mL contendo 5 mL de meio
liguido NB. Esse pré-indculo foi feito no inicio da manha e foi mantido a 28 °C sob
agitacdo a 200 rpm (agitador Innova 4430, “New Brunswick Scientific”) por
aproximadamente 12 horas. Ao final do dia, foram inoculados 2 ml do pré-in6culo
em 200 mL de meio liquido NB, contido em um Erlenmeyer de 500 mL. O in6culo
foi mantido a 29°C sob agitacdo continua de 200 rpm, até atingir uma densidade
Optica (DO600nm) entre 0,5 e 0,8, 0 que demorou aproximadamente 16 horas.

Em seguida, a cultura bacteriana foi transferida para tubos tipo Falcon
estéreis de 50 mL e centrifugada a 4.000 x g por 15 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o precipitado
bacteriano de cada tubo foi ressuspendido em 50 mL de agua ultrapura estéril,
seguido de nova centrifugacado como descrito acima. O precipitado foi lavado mais
duas vezes consecutivas e ao final do processo juntou-se todo o contelldo em um

unico tubo. As células foram aliquotadas em microtubos do tipo “eppendorf” de 1,5
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mL (100 uL de célula em cada tubo) e imediatamente utilizadas para
transformacao por eletroporagéao.

A eletroporacao foi realizada em equipamento “Gene Pulser Xcell™
Electroporation Systems” (BioRad) onde 4 uL de DNA plasmidial das construcdes
pNPTS138-AXAC3982, pNPTS138-ARIP3980/81, pNPTS138-ARIT3980/81 e
pNPTS138-ARIT3979/80, na concentracao final de 1000 ng, foram adicionados a
100 pL de células competentes e transferidos para uma cubeta de eletroporagao.
Para o controle da reacao, 100 pL de células da Xac 306 foram eletroporadas com
3 uL de agua ultrapura estéril. As condigdes utilizadas para a realizagdo da
eletroporagao foram as seguintes: cubeta com espessura de 2 mm (BioRad),
pulso elétrico de 2.500 Volts e tempo de conducéo (TC) igual a 2,6 milissegundos.

Apos a eletroporacdo foi adicionado a solucdo 1 mL de meio NBY
suplementado com sacarose 20% e 10 mM MgSOa. A solugéo foi transferida para
um tubo tipo “Falcon” de 15 mL, o qual foi mantido por agitagdo em equipamento
“Innova 4430 Incubation Shaker” por 4 horas, 29 °C, a 140 rpm. Em seguida, 200
ML de cada suspensao foi plaqueada em meio NA contendo canamicina (30 ug/ml)
e incubada em BOD a 29°C por 72 horas, para sele¢édo das col6nias contendo o

vetor.

3.3.6 Selecéao e confirmagdo dos mutantes

As colbnias resultantes da transformacéo foram selecionadas num primeiro
momento a partir da resisténcia do vetor pPNPTS138 a canamicina. Essas coldnias
foram utilizadas em uma segunda etapa de selecdo, de modo que uma mesma
coldnia foi transferida para o meio NA e para meio NA suplementado com 5% de
sacarose. O pNPTS138 possui sensibilidade a sacarose; consequentemente,
nesse segundo evento as colonias que ainda possuam o vetor ndo crescem nessa
condicdo. As colbnias que cresceram em NA, mas ndo cresceram em NA mais
sacarose foram selecionadas, esperando-se que nesse momento tenha ocorrido
a troca, por recombinacdo homaologa, do gene inteiro, presente no cromossomo

bacteriano, pelo gene deletado, contido no plasmideo.
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As colbnias selecionadas foram multiplicadas em meio NB e utilizadas na
extragcdo de DNA gendmico utilizando o “kit Wizard® Genomic DNA Purification”
(Promega), de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante, para posterior
confirmacédo da delecdo génica por meio de PCR com os oligonucleotideos A e D.
O produto resultante dessa PCR foi entdo purificado e enviado para
sequenciamento com 0s mesmos oligonucleotideos para a confirmacao definitiva

da delecéo.

3.3.7 Confirmacéao daidentidade da Xac 306 mutada

A confirmacdo da identidade da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
estirpe 306 contendo os genes mutados foi feita por meio de PCR utilizando o
DNA genbmico dos mutantes e o0s oligonucleotideos XacOl (5'-
CGCCATCCCCAC CACCACCACGAC-3") e Xac02 (5°-
AACCGCTCAATGCCATCCACTTCA-3"), especificos para Xac 306 (Colleta-Filho
et al., 2006). Como controle positivo foi utilizado o DNA gendmico de Xac 306, e
como controle negativo o DNA gendmico de Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii das linhagens B (XauB) e C (XauC). As reagbes de PCR foram
compostas por 50 ng de DNA gendémico, 0,2 mM de cada dNTP,1,0 U de “GoTaq®
DNA Polymerase” (Thermo Scientific), 1X do tampao da enzima, 0,5 yM de cada
oligonucleotideo iniciador (Xac0l e Xac02), 1,5 mM de MgCI2 e agua ultrapura
estéril, totalizando um volume final de reagao de 20 pL.

O material resultante foi amplificado em termociclador “Veriti® 96-Well
Thermal Cycler” (“AB Applied Biosystems”), com as amostras sendo inicialmente
submetidos a desnaturacéo inicial a 95°C por 1 minuto, seguida por 25 ciclos de
amplificagcdo. A cada ciclo, as amostras sofreram em cadeia as etapas de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 65°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 30 segundos. Apos os ciclos de reagcdo, o processo foi
encerrado com uma extensao final a 72°C por 10 minutos, seguida de

resfriamento a 4°C.
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3.4 Testes de patogenicidade

3.4.1 Testes de patogenicidade por infiltracdo, perfuracdo e
pulverizacdo para os mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81

Para o ensaio de patogenicidade, as plantas hospedeiras utilizadas foram
a laranja doce ‘Hamlin’ (Citrus sinensis Osbek) e a citrumelo ‘Swingle’ (Citrus
paradisi Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) consideradas suscetiveis, e a tangerina
‘Ponkan’ (Citrus reticulata), considerada resistente ao cancro citrico (Gottwald,
Graham, Schubert 2002). Suspensfes bacterianas de Xac 306 selvagem e dos
mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81 foram ajustadas para 108 UFC/mL (DOe00 nm
= 0,4) e para 10° UFC/mL (por diluicdo) em tampé&o fosfato estéril 1X. As
suspensodes de células bacterianas (106 UFC/mL) foram infiltradas por pressédo na
face abaxial das folhas, usando uma seringa plastica de 10 mL sem a agulha. Os
mutantes foram infiltrados a direita da nervura central, enquanto que no lado
esquerdo foi inoculado a estirpe selvagem. As suspensdes bacterianas (108
UFC/mL) foram também inoculadas por perfuracao do limbo foliar com agulhas de
0,55 mm de diametro. Foram feitas trés réplicas por planta e o experimento foi
repetido trés vezes, tanto para o método de infiltracdo como para o método de
perfuracao.

Plantas de laranja doce ‘Hamlin’ com folhas jovens também foram
individualmente aspergidas com 50 mL de cada suspensdo bacteriana (108
UFC/mL) dos mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81. A observacao dos sintomas
nos experimentos foi acompanhada até o trigésimo dia, exceto para a perfuragéo
gue foram acompanhados até o sexagésimo dia.

Para todos os testes de patogenicidade as plantas utilizadas nos
experimentos foram mantidas em laboratério de seguranca do Laboratério de
Bioquimica e Biologia Molecular (UNESP/FCAV, Jaboticabal, SP, Brasil). Este
laboratorio possui um sistema de filtragem absoluta do ar (filtros HEPA), um
sistema para gerar pressdo negativa, impedindo, desta maneira, o escape do
organismo fitopatogénico para o meio ambiente, além de manter condi¢des 6timas

de temperatura (28°C), luminosidade e umidade.
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3.4.2 Teste de patogenicidade por infiltracdo para os mutantes
ARIT3980/81 e ARIT3979/80

A patogenicidade para os mutantes ARIT3980/81 e ARIT3979/80 foi
avaliada pelo método de infiltracdo por pressédo em folhas de laranja doce ‘Hamlin’
e em tangerina ‘Ponkan’, com as suspensées bacterianas na concentracédo de 10°
UFC/mL, sendo inoculadas na face abaxial das folhas com o uso de uma seringa
plastica de 10 mL sem a agulha. A observacao dos sintomas foi acompanhada até
o trigésimo dia.

Estes dois mutantes produzidos pela delecao total das regides promotoras
dos operons foram produzidos na etapa final deste projeto. Diante do pouco tempo
disponivel para explorar e identificar a funcdo, assim como o0s demais
mecanismos que poderiam estar envolvidos na regulacdo desses operons,
priorizou-se confirmar qual era o efeito dessas dele¢cdes na patogenicidade da
bactéria, ja que esta era uma informacdo primordial. Diante disso, o0s
experimentos realizados com os mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81 (descritos
nos préximos topicos), ndo foram realizados para os mutantes ARIT3980/81 e
ARIT3979/80.

3.5 Experimentos realizados para os mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81

3.5.1 Inoculacédo em planta ndo hospedeira

Folhas de pimenta [Capsicum baccatum var. praetermissum (Heiser & P.
G. Smith) Hunz)], uma planta ndo hospedeira de Xac, foram inoculadas com
suspensdes bacterianas (ajustadas em tampéao fosfato 1X para 108 UFC/mL) de
Xac 306 selvagem e dos mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81. As suspensdes
bacterianas contendo 108 UFC/mL, 107 UFC/mL e 10% UFC/mL foram infiltradas
na parte abaxial das folhas. Os sintomas de reacdo de hipersensibilidade (HR)

foram observados por 10 dias.
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3.5.2 Curva de crescimento bacteriano in planta

A estirpe 306 da Xac e os mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81 foram
submetidos a inocula¢des em folhas jovens de laranja ‘Hamlin’ para avaliagdo do
crescimento bacteriano no tecido vegetal, apés a infeccdo. As inoculacdes
consistiram de perfuracdo do limbo foliar com agulhas de 0,55 mm de diametro
imersas previamente nas suspensdes bacterianas. Para cada isolado foram
inoculadas cinco folhas, com oito perfuragdes por folha, sendo quatro de cada
lado da nervura central.

Para avaliar o crescimento bacteriano, discos foliares foram retirados das
folhas aos 0O, 1, 3, 6, 9, 11,15 e 20 DAI. Para tanto, foi utilizado um cortador de
folhas de aproximadamente 1 cm de diametro e quatro discos foliares contendo o
sitio de inoculacdo no centro foram retirados aleatoriamente.

Os discos das folhas foram macerados em 1 mL de tampéo fosfato 1X
estéril e diluicdes em série (10 a 10¢) foram preparadas. Uma gota de 10 uL de
cada diluicao foi depositada na superficie do meio solido NA. As placas foram
mantidas a 29° C por 36 horas, e colbnias isoladas foram contadas. O experimento
foi repetido independentemente trés vezes.

As plantas utilizadas nos experimentos foram mantidas em laboratério de
seguranca do Laboratério de Biologia Molecular (UNESP/FCAV, Jaboticabal, SP,
Brasil), sob condi¢cbes controladas de temperatura (28°C), luminosidade e

umidade.

3.5.3 Ensaio de formacéo de biofilme em meios de cultura NB e XVM2

O biofilme produzido pelos mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81, e pela
Xac 306 selvagem foi mensurado em duas condi¢des. As suspensdes bacterianas
foram ajustadas para 108 UFC/mL em meio XVM2 suplementado com 1% de
glicose (Rigano et al., 2007) e em meio NB (Yan e Wang, 2011),
independentemente. Entdo, 1 mL de cada suspenséo foi transferido para tubos de
ensaio tipo borosilicato estéreis e mantidos sem agitacdo por 96 horas a 29°C. O
meio de cultura foi retirado e lavado com agua destilada estéril duas vezes. O

biofilme formado nos tubos foi visualizado por coloragdo com 0,1% de corante
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cristal violeta. As células fixadas com o corante foram dissolvidas em 1 mL de
etanol/acetona 80/20 e quantificadas por espectrofotometria a 590nm. As médias
de quatro repeticBes biologicas foram utilizadas para comparar a producédo de
biofilme da Xac 306 selvagem com a dos mutantes, e os resultados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05) por meio do “software” computacional AgroEstat®
(Barbosa e Maldonado Jr, 2015).

3.5.4 Extracao e quantificacdo de goma xantana

A goma xantana dos mutantes AXAC3982, ARIP3980/81 e da Xac 306
selvagem foi extraida de acordo com Lo et al. (1997), com modificacbes. Quatro
colénias isoladas de cada linhagem foram inoculadas separadamente em 10 mL
de meio NB e incubadas a 29°C, com agitacdo continua a 180 rpm e, ap6s 17
horas, as culturas tiveram suas densidades 6ticas a 600nm (DOsoonm) ajustadas
para 0,3. Um volume de 2,5 mL de cada cultura bacteriana foi inoculado em 100
mL de meio goma xantana e incubados a 29°C, a 180 rpm, por 96 horas.

Apobs este tempo, as células em cultura foram centrifugadas a 10000 x g a
4°C por 40 minutos. Os sobrenadantes e os precipitados foram recuperados. Os
precipitados bacterianos foram ressuspendidos em 1mL de H20 bidestilada
estéril, transferidos para béqueres de vidro (com peso conhecido) e mantidos a
70°C por 24 horas, em seguida foram pesados para o calculo do peso celular
seco. Os sobrenadantes foram transferidos para béqueres de 500 mL contendo 4
g de KCI e foram mantidos sob agitacdo por 15 minutos e em seguida foram
adicionados 200 mL de isopropanol gelado para a precipitacdo da goma. A goma
produzida foi transferida para copos plasticos de pesos conhecidos, mantidos a
37°C por 72 horas e em seguida pesados. A razédo do valor (peso) de goma pelo
valor (peso) da massa seca de bactérias fornece a quantidade de goma produzida
pela quantidade de bactéria presente no meio de cultura. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05) por meio do “software” computacional AgroEstat®
(Barbosa e Maldonado Jr, 2015).
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3.5.5 Motilidade bacteriana

Os mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81 foram testados quanto a
motilidade tipo “swimming” e tipo “swarming” para verificar se as mutacdes tiveram
algum efeito na motilidade bacteriana. A motilidade “swimming” foi avaliada com
base no protocolo de Li e Wang (2011) com 0,3% de agar. Para avaliar a
motilidade do tipo “swarming” foi utilizado o meio NB com 0,7% de agar (Malamud
et al., 2011). Quatro colbnias isoladas de cada estirpe foram transferidas para um
tubo tipo “Falcon” de 50 mL contendo 10 mL de meio NB e incubadas a 29°C, sob
agitacao de 180 rpm por 16 h em equipamento “Innova 4430 Incubator Shaker”.
Em seguida, foram aplicados 2 yL dos indculos com concentragao ajustada para
108 UFC/mL (DO600mm de 0,3) no centro das placas contendo 20 mL dos meios
semi-sélidos com 0,3% e 0,7% de agar. As placas foram incubadas em estufa a
29°C por 72 horas e, ap0s esse periodo, foi realizado o registro fotogréafico. O
didmetro das colénias foi mensurado com o auxilio do software ImageJ
(https:/limagej.nih.gov/ij/) e a média do didmetro das coldnias foi utilizada para
avaliar a motilidade. O experimento foi feito com quatro réplicas bioldgicas e

guatro réplicas técnicas para os mutantes e para a Xac 306.

3.5.6 Diagnose, inoculacéo e reisolamento bacteriano

Para certificagdo de que todos os resultados obtidos com os experimentos
realizados in planta tratavam-se das respectivas bactérias, foram realizados os
testes descritos a seguir. A estirpe selvagem e os mutantes AXAC3982 e
ARIP3980/81 de Xac foram inoculadas em folhas de laranja ‘Hamlin’ e, apos
quinze dias, as folhas inoculadas foram coletadas e realizada a exsudacao da
bactéria conforme descrito no item 3.2.1. O exsudado foi transferido para placas
contendo meio de cultura NA e, apos crescimento bacteriano, foi realizado a
extragdo de DNA gendmico. Os DNAs gendomicos obtidos foram utilizados em
reacdes de PCR com os oligonucleotideos A e D de cada mutante (Tabela 3) que
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flanqueiam as regibes de interesse deletadas, bem como oligonucleotideos

especificos para a Xac 306 (Xac 01 e Xac02).

3.6 Andlises in silico

Foram realizadas andlises para predicdo de operons utilizando as
ferramentas DOOR - “Database of prOcaryotic OpeRons” (Mao et al., 2014),
ProOpDB: “Prokaryotic Operon DataBase” (Taboada et al.,, 2011) e “Microbes
Online Operon Predictions” (Dehal et al., 2010).

A ferramenta BPROM (“Bacterial Promoter Prediction Program”) da
empresa Softberry (www.softberry.com) foi utilizada para predizer regides
promotoras e para verificar a probabilidade de existéncia de promotor a montante
dos provaveis operons XAC3981-3983 e htrA-XAC3983 no genoma da Xac 306.
A busca foi realizada na regido que compreende o inicio do gene bpH1 (XAC3979,
posicdo 4.673.409 pb) até o final do gene XAC3983 (posicéo 4.676.202 pb).

Para os trés genes ainda hipotéticos desse operon (XAC3981, XAC3982 e
XAC3983) foi verificada a presenca de peptideo sinal com a ferramenta Phobius
(Bendtsen et al., 2004), foram feitos alinhamentos para identificar proteinas com
homologia e dominios funcionais pelo UniProt (The UniProt Consortium, 2019) e
foi feita a modelagem da estrutura tridimensional das respectivas proteinas
hipotéticas com as ferramentas iTASSER (Yang et al., 2015) e Phyre2 (Kelley et
al., 2015). Foi também utilizada uma ferramenta para a predicdo de proteinas
transmembranas - TMPRED (Hofmann e Stoffel, 1993), de regides hélices
transmembrana em proteinas - TMHMM (Moller et al., 2001) e um banco de dados
de grupos de genes ortdlogos - OrthoDB (Kriventseva et al., 2018).

Para todos os recursos foi utilizada a sequéncia FASTA (Xanthomonas
axonopodis pv citri str. 306) de cada gene e/ou proteina, disponivel no “National
Center for Biotechnology Information”- NCBI.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Mutagénese sitio-dirigida por PCR para obtencao dos mutantes
AXAC3982, ARIP3980/81, ARIT3979/80 e ARIT3980/81

Utilizando a técnica de mutacdo sitio dirigida por PCR foram obtidos os
mutantes AXAC3982, ARIP3980/81, ARIT3979/80 e ARIT3980/81. Os fragmentos
AB, CD e AD obtidos pelas reacdes de PCR, referentes ao gene XAC3982 e a
regido intergénica parcial (RIP) XAC3980/81, regido intergénica total XAC3979/80
e XAC3980/81 foram obtidos com os respectivos tamanhos esperados e podem
ser observados na Figura 6 e 7. O AXAC3982 apresenta delegéo de 84% do gene,
enquanto o ARIP3980/81 apresenta delecao de 58 pb imediatamente a montante
do inicio do gene XAC3981. Para o ARIT3980/81 foram deletados 116 pb a
montante do inicio do gene XAC3981, o que compreende toda a regido intergénica
entre esse gene e o0 gene htrA (XAC3980). Da mesma forma, o mutante
ARIT3979/80 possui e delecdo de toda a regido intergénica entre o gene
bpH1(XAC3979) e o gene htrA (XAC3980), o que equivale a 243 pb.

Os fragmentos amplificados nas PCRs possuem os tamanhos previstos para
os mutantes AXAC3982, ARIP3980/81, ARIT3979/80 e ARIT3980/81, sendo eles:
699 pb, 767 pb, 682 pb e 690pb (fragmento AB), 734 pb, 696 pb, 824 pb e 686 pb
(fragmento CD) e 1.434 pb, 1.409 pb, 1.506 pb e 1.377 pb (fragmento AD),

respectivamente.
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos resultantes das PCRs
primarias (AB e CD) e de ligacdo (AD) para os mutantes AXAC3982 e
ARIP3980/81, onde o tamanho do fragmento AD corresponde ao gene ja
deletado. M — Padrao de peso molecular (GeneRuler™ 1Kb Plus DNA Ladder,
Fermentas). AXAC3982 - AB: fragmento AB (699 pb), CD: fragmento CD (734 pb)
e AD: fragmento AD (1.434 pb). ARIP3980/81 - AB: fragmento AB (767 pb), CD:
fragmento CD (696 pb) e AD: fragmento AD (1.409 pb).
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos resultantes das PCRs
primarias (AB e CD) e de ligagdo (AD) para os mutantes ARIT3980/81 e
ARIT3979/80, onde o tamanho do fragmento AD corresponde ao gene ja deletado
e C é o tamanho dos genes sem a delecdo. M — Padrdo de peso molecular
(GeneRuler™ 1Kb Plus DNA Ladder, Fermentas). ARIT3980/81 — AB: fragmento
AB (690 pb), CD: fragmento CD (686 pb) e AD: fragmento AD (1377 pb).
ARIT3979/80 - AB: fragmento AB (682 pb), CD: fragmento CD (824 pb) e AD:
fragmento AD (1506 pb).

Os DNAs gendmicos dos mutantes AXAC3982, ARIP3980/81, ARIT3979/80
e ARIT3980/81 foram amplificados com os oligonucleotideos especificos para Xac

306 (Xac01 e Xac02) e apresentaram fragmentos com o tamanho esperado (581



35

pb), semelhante ao fragmento amplificado a partir da estirpe selvagem (Figura 8).
Estes resultados confirmaram que as mutacdes ocorreram na bactéria

Xanthomonas citri subsp. citri.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos resultantes da reacao
de PCR com os oligonucleotideos Xac01 e Xac02 (especificos para Xanthomonas
citri subsp. citri.) com os DNAs gendmicos dos mutantes AXAC3982 (1) e
ARIP3980/81 (2), da Xac 306 (3 e 9) como controles positivos, com 0os DNAs de
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii estirpe B (XauB) (4), Xanthomonas
fuscans subsp. aurantifolii, estirpe C (XauC) (5) e agua (6) como controles
negativos da reacédo, (7) DNA gendbmico do mutante ARIT3979/80 e (8) DNA
gendmico do mutante ARIT3980/81 . M — Padrao de peso molecular (GeneRuler™
1Kb Plus DNA ladder, Fermentas).

4.2 O gene htrA é transcrito em um unico RNA mensageiro juntamente
com os genes XAC3981, XAC3982 e XAC3983

A reacdo de PCR utilizando o cDNA da Xac 306 selvagem infectante
(inoculada em planta) e os oligonucleotideos XAC3981 F e XAC3983 R amplificou
um fragmento de 1.241 pares de bases (pb) (Figura 9, Al), que corresponde a
regido dos genes XAC3981, XAC3982 e XAC3983 sendo transcritas
conjuntamente. Esse transcrito foi amplificado, pois num primeiro momento
acreditava-se que o operon era composto apenas pelos trés genes hipotéticos.
Entretanto, ao utilizar esse mesmo cDNA para uma reagdo com O0S
oligonucleotideos XAC3980 F e XAC3983 R obteve-se a amplificacdo de um
fragmento de 2.795 pb (Figura 9, C1). O tamanho desse fragmento corresponde

a somatoria dos 1.437 pb do gene htrA juntamente com os 1.241pb
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correspondente aos trés genes hipotéticos citados (XAC3981 a 3983), mais 116
pb referentes a regido intergénica entre o gene hrtA e ao geneXAC3981. Esse
resultado corrobora a hipétese de que o gene htrA também é transcrito nesse
RNAmM e, portanto, compde esse operon. Assim, esse conjunto de genes foi
demonstrado pela primeira vez, neste trabalho, como estando presente em um
unico operon (operon htrA-XAC3983).

O cDNA de Xac 306 selvagem infectante foi também utilizado para amplificar
cada um dos genes hipotéticos [XAC3981 (363 pb), XAC3982 (486 pb) e
XAC3983 (393 pb)] e o0 gene htrA (XAC3980, 1.437pb) individualmente (Figura 6
A2, A3, A4 e B1, respectivamente), utilizando os oligonucleotideos especificos
para cada regido: XAC3981 F e R, XAC3982 F e R, XAC3983 F e R e XAC3980
F e R (Tabela 1). Os mesmos resultados foram obtidos quando foram feitas
reacdes de PCR usando como molde o cDNA da Xac 306 selvagem em estado

nao infectante (meio de cultura NB) (dados ndo mostrados).
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Figura 9. Géis de agarose 1% apos corrida eletroforética. Fragmentos resultantes
das reagdes de PCR a partir de transcritos de Xanthomonas citri subsp. citri estirpe
306 em estado infectante. (Al) Fragmento resultante da PCR com o0s
oligonucleotideos XAC3981 F e XAC3983 R com 1.241 pb. “Amplicon” das ORFs:
(A2) XAC3981 com 363 pb, (A3) XAC3982 com 486 pb, (A4) XAC3983 com 393pb
e (B1) do gene htrA com 1.437pb, amplificados individualmente com os
oligonucleotideos F e R de cada gene e ja descritos na Tabela 2. (C1) A seta
indica o fragmento de 2795 pb resultante da PCR com os oligonucleotideos
XAC3980-F e XAC3983-R, mostrando que as quatro ORFs sao transcritas
conjuntamente. M — Padrdo de peso molecular GeneRuler™ 1Kb Plus DNA
Ladder, Fermentas.
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O sequenciamento do transcrito amplificado pelos quatro genes contribuiu
para confirmar a correta transcricdo desse RNAmM policistrénico. Foram
confirmadas por sequenciamento, tanto a transcricdo para o transcrito com o gene
htrA, como para o transcrito sem esse gene (apenas com 0s trés genes
hipotéticos). As sequéncias provenientes da reacdo de sequenciamento estdo
disponiveis no Apéndice A.

As PCRs realizadas com o cDNA obtido a partir dos mutantes inoculados em
laranja ‘Péra Rio’ e os oligonucleotideos XAC3981 F e XAC3983 R mostraram que
um dos transcritos referente ao operon XAC3980-3983 apresentou alteracao de
tamanho. O mutante AXAC3982 apresentou um transcrito para a regido do operon
de aproximadamente 800 pb, enquanto que os mutantes ARIP3980/81,
ARIT3979/80 e ARIT3980/81 apresentaram um transcrito igual ao tamanho do
operon da Xac selvagem com 1.241 pb (Figura 10). Esse resultado era esperado
para o mutante AXAC3982, ja que o mesmo possui 80% do gene deletado,
enquanto os outros mutantes possuem delecdes em regifes anteriores ao que foi
amplificado com esses oligonucleotideos. Desta forma, quando utilizado esse par
de oligonucleotideos, esperava-se um fragmento com o tamanho de 1.241 pb para

os demais mutantes, como foi observado na Figura 10 (B).

A <= B
u - e
500, 1500pb
pgp— B
1000pb
- 700pb S——
700pb
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1 2 3 M M 1 2 3

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1% para os fragmentos resultantes das
reacfes de PCR utilizando cDNA dos mutantes infectantes e oligonucleotideos
XAC3981 F e XAC3983 R. (A1) AXAC3982 com a 834pb, (A2) ARIP3980/81, (B1)
ARIT3979/80 (B2) ARIT3980/81 e (A3 e B3) Xac 306 com 1.241pb. M — Padréo
de peso molecular GeneRuler™ 1Kb Plus DNA Ladder, Fermentas.
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Os oligonucleotideos XAC3980 F e XAC3983 R foram utilizados em uma
reacdo de PCR onde o cDNA de cada um dos mutantes produzidos para a regiao
promotora foi usado como molde na reacao. O resultado foram fragmentos com
tamanhos muito parecidos em relacdo aos apresentados pela Xac 306 e pelo
mutante ARIT3979/80, j4 que o mutante ARIT3980/81 tem uma delecédo de 116
pb entre o gene htrA e a ORF XAC3981, tamanho que foi pouco perceptivel no
gel (Figura 11).

3000pb
e e W
1500pb
Ny
—— W 1000pb
-
1 C 2 M

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1% para os produtos resultantes da
PCR com os oligonucleotideos XAC3980 F e XAC3983 R a patrtir de transcritos
dos mutantes (1) ARIT3979/80, (2) ARIT3980/81 e (C) da Xanthomonas citri
subsp. citri estirpe 306 em estado infectante usado como controle. M — Padréo de
peso molecular “GeneRuler™ 1Kb Plus DNA Ladder”, Fermentas. A seta indica
tamanho do amplicon esperado, referente ao transcrito desde o gene htrA até a
ORF XAC3983, compreendendo 2.795 pb.

O fragmento resultante da reacdo de PCR onde se observou um transcrito
com o tamanho referente aos quatro genes preditos para o operon XAC3980-3983
foi recortado do gel, purificado e utilizado na reagdo de sequenciamento com 0s
oligonucleotideos reversos de cada gene do operon, assim como com O
oligonucleotideo direto do gene htrA (XAC3980 F) (Tabela 2).

As reac0Oes de sequenciamento foram analisadas com a ferramenta Blastn
(“National Center for Biotechnology Information”- NCBI), onde foram alinhadas

uma a uma em contraste a sequéncia do operon XAC3980-3983. Essa
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comparacao confirmou que esse fragmento € proveniente de um unico RNAm, ja

gue nele foram transcritos os quatro genes (Figura 12).
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Figura 12. BLASTn do alinhamento da sequéncia de nucleotideos do operon htrA-XAC3983 contrastada com os “amplicons”
resultantes da reacdo do sequenciamento. Cada traco vermelho corresponde a uma regido sequenciada com seu respectivo
oligonucleotideo especifico, identificado em preto e localizado abaixo de cada uma. Da esquerda para a direita: XAC3980 F,
fragmento sequenciado com oligonucleotideo direto do gene htrA; XAC3980 R: fragmento sequenciado com oligonucleotideo reverso
do gene htrA; XAC3981 R: fragmento sequenciado com oligonucleotideo reverso do gene XAC3981; XAC3982 R: fragmento
sequenciado com oligonucleotideo reverso do gene XAC3982; XAC3983 R: fragmento sequenciado com oligonucleotideo reverso
do gene XAC3983. No quadro seguinte, em azul, nomeado como “Descriptions” estdo identificados novamente cada
oligonucleotideo, assim como o percentual de identidade de cada sequéncia em relagdo a sequéncia contrastada (XAC3980-

XAC3983).
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Segundo as ferramentas DOOR (Mao et al., 2014) e ProOpDB (Taboada et
al., 2011), o operon discutido neste estudo é composto pelos genes XAC3981,
XAC3982 e XAC3983 e abaixo estdo descritas as espécies de bactérias da familia
Xanthomonadaceae que possuem operons conservados idénticos ao da Xac 306
(Tabela 5).

Tabela 5. Descricdo dos operons classificados como idénticos ao operon
XAC3981/3983 de Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306, descrita na tabela
como Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306.

Operon NUmero Espécies NC
ID de
genes

58758 3 Xanthomonas campestris pv. NC_ 003902
campestris str. ATCC 33913

62861 3 Xanthomonas axonopodis pv. NC_ 003919
citri str. 306

448483 3 Stenotrophomonas maltophilia NC 010943
K279a

457400 3 Stenotrophomonas maltophilia NC 011071
R551-3

650290 3 Xanthomonas albilineans GPE NC 013722
PC73

793663 3 Pseudoxanthomonas suwonensis NC 014924
11-1

1198227 3 Stenotrophomonas maltophilia JV3 NC 015947

(Operon ID): numero de referéncia para esse operon no banco de dados DOOR; (NC):
cbdigo referente a sequéncia genémica disponivel no NCBI.

Esse operon foi anteriormente citado por Moreira e colaboradores (2017),
onde realizaram uma anadlise filogenética e descreveram que as proteinas
referentes aos trés genes hipotéticos, XAC3981, XAC3982 e XAC3983, sao
organizados em um cluster e conservados na familia Xanthomonadaceae (Figura
13).


http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/operon.php?id=58758
http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/operon.php?id=448483
http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/operon.php?id=457400
http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/operon.php?id=650290
http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/operon.php?id=793663
http://csbl.bmb.uga.edu/DOOR/operon.php?id=1198227
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Figura 13. Analise filogenética das proteinas hipotéticas conservadas de Xanthomonas relacionadas ao operon htrA-XAC3983. As
cores destacam os diferentes géneros pertencentes a familia Xanthomonadaceae. O circulo vermelho destaca a separacéo entre a
familia Xanthomonadaceae (acima) e outros organismos usados como referéncia (abaixo). A seta vermelha destaca os respectivos
genes de Xac, enquanto a seta verde destaca os respectivos genes de Xanthomonas albilineans (Xalb). Fonte: Moreira et al. (2017).
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Elucidar a funcionalidade de genes e proteinas hipotéticas é sempre um
desafio, pois além de demandar um tempo maior de investigagdo a respeito das
funcbes, normalmente ndo ha informagBes de referéncia disponiveis para
comparacdo. Uma maneira alternativa de atingir esse objetivo € empregar
analises associadas ao dominio, o que poderia ajudar a prever a potencial
funcionalidade de proteinas hipotéticas (Wang et al, 2017). O gene XAC3983 é
um exemplo de estrutura ainda sem nenhuma descri¢cao na literatura.

Os trés genes hipotéticos XAC3981, XAC3982 e XAC3983 nao possuem
nenhum peptideo sinal e a estrutura tridimensional destas proteinas nao foi
possivel de ser determinada, ja que nenhuma apresentou similaridade com as
estruturas proteicas ja depositadas para comparag¢do nos bancos de dados para
estrutura 3D de proteinas, o PDB “Protein Data Bank” (Berman et al., 2007). Todas
foram analisadas com mais de uma ferramenta para a predicdo de estrutura,
entretanto o resultado foi 0 mesmo em todas as pesquisas.

Diferentemente das ferramentas DOOR e ProOpDB, a “Microbes Online
Operon Predictions” (Dehal et al., 2009) prediz que o operon é composto pelo
gene htrA (XAC3980) e pelos trés genes hipotéticos (XAC3981, XA3982 e
XAC3983) da Xac 306 (Figura 14), predicao esta que corrobora com os resultados
apresentados neste estudo.

< brH1 | | | | m H WACTHE

243 116 3 -4 14
Figura 14. Imagem gerada pela ferramenta “Microbes Online Operon Predictions
mostrando” o operon htrA-XAC3983 de Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306.
Em azul estdo os genes proximos preditos como pertencentes ao mesmo operon.
Os numeros abaixo dos genes indicam a distancia intergénica entre dois genes
adjacentes. O numero negativo -4 indica que os genes XAC3982 e XAC3983 séao
sobrepostos em quatro nucleotideos. Os genes a montante e a jusante do operon
sé&o mostrados em branco.

Com essa mesma ferramenta foi gerada uma matriz de correlacdo génica
a partir de dados ja depositados neste servidor, a qual mostrou que o0s quatro
genes presentes no operon htrA-XAC3983 possuem um mesmo perfil de
expressdo, com valores de coeficiente de correlacdo de Pearson muito préximos.

Essa correlacéo é chamada positiva (valores muito proximos de 1) e significa que
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guando foram comparados aos pares, sempre possuem valores de expressao
aumentada ao mesmo tempo (Figueiredo Filho e Silva Junior, 2009). Entretanto,
guando comparados com um dos genes adjacentes e que ndo compde 0 operon,
XAC3984, esse nivel de expressdo apresenta valores inversos. Esses dados
corroboram a hipdtese de que deve existir uma regulacdo conjunta para estes

guatro genes presentes no operon htrA-XAC3983 (Figura 15).
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Figura 15. Imagem gerada pela ferramenta “Microbes Online Operon Predictions”
mostrando o heatmap entre os genes que compreendem o operon XAC3980-
3983. As abreviacbes da coluna do gene do heatmap e do grupo de linhas
correspondem a: U: primeiro gene a montante do operon, *: gene selecionado, O:
genes no operon, tanto a montante como a jusante do gene selecionado, D:
primeiro gene a jusante do operon.

O gene htrA de Xac possui similaridade com o gene de Xylela fastidiosa
gue codifica para uma proteina pertence a familia das serino proteases HtrA, que
séo altamente expressas por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. As HtrA
procaridticas sao atribuidas a tolerancia contra varias tensées de dobramento,
bem como a patogenicidade (Wessler et al., 2017). Elas possuem caracteristicas
de viruléncia as quais podem ser atribuidas a reducédo da aptidao das bactérias,
maior susceptibilidade ao estresse ambiental assim como a diminuicdo da
secrec¢do de fatores de viruléncia. Em alguns patdogenos Gram-negativos e Gram-
positivos, a propria HtrA pode ser exposta ao ambiente extracelular promovendo
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a colonizacéo bacteriana e a invasao dos tecidos do hospedeiro (Backert et al.,
2018).

Diante desses resultados de transcritos Unicos desde o gene htrA até o
gene XAC3983, iniciou-se a busca in silico por promotores existentes a montante
do predito operon XAC3981-3983 (desde o inicio do gene htrA - XAC3980, até o
final do gene XAC3983), bem como a montante do operon htrA-XAC3983 (desde
o inicio do gene bpH1 -XAC3979 até o final do gene XAC3983). As andlises in
silico do predito operon XAC3981-3983 localizou duas regides promotoras. Um
promotor esté situado no meio do gene htrA (XAC3980) e o outro inicia nas quatro
tltimas bases do mesmo gene e continua imediatamente a jusante. Foi predito
também um sitio de ligacdo para o fator de transcri¢cdo no final dessa segunda

regido promotora. A Figura 16 ilustra a localizagéo das duas regides promotoras.

4673409>
ATGCGACCGCTGCCTACCCTGCTGACTCTTTCGCTGGCCGCTGCCT TCGGCGGCTTTGCCGCCACCGGCATCAACGCCTGGCTCGACA
ATCGCGCCGAAGCCACACCCCCCAGCAACGCCGCCTTTACCCTGCCGACGGCCGCCGCATTGCCGGCGGCGGT GGCCGGCCAACCTGT
GCCGTCGCTGGCGCCGATGCTGCAGCAGGCCATGCCCGCGGTGGTGAGCGTGAACACCARACAGGTGGTGCGCGTCCGCAACCCGTTC
TTCAACGACCCGATCCTGCGCCGGCTGTTTCCGCAGGTGCCGCAGGACCGCAT CAACGAGT CGCTGGGTTCGGGCGTGATCAT CGATG
CGCAARAAGGGTATGTGCTGACCAAT CACCACGTCATCGAARACGCCGACGACGTGCAGGTGACGCTCGGCGACGGACGCACGGTCAR
GGCCGAGTTCATCGGCTCCGATGCCGATACCGATAT TGCGCTGATCCGCAT CAAGGCCGACAACCT CACCGATATCAAACTGGCCGAC
AGCAACGCGCTACGCGTGGGCGATTTTGT GGTGGCCATCGGCAACCCGT TCGGCTTCACCCAGACCGTCACCTCCGGCATCGTCTCGG
CAGTGGGGCGCAGCGGGATTCGCGGCTTGGGCTACCAGAACTTCAT CCAGACCGAT GCCTCGATCAACCCCGGCAACTCGGGCGGCGE
GCTGGTCAACCTGCAAGGCCAGTTGGTTGGCATCAACACCGCCAGC i E O BOEEORIIN C G CCTGGGG
CTGGCGATTCCGTCCAACCTGGCGCGCAATGTCGTCGAGCAATTGGTGACCAAGGGCGTGGTGGTGCGCGGCACGCTCGGCCTGGAGA
CCCAGRACCTCACCCARCAGATGCTGCAGGGCCTGGGGGTGGATTCGTTGCGCGGCGCATTGGTGACACGGGTGTTGCCGGGCTCCGE
AGCGGCGGCGGCAGGCGTGCAACCGGGCGAT GTCGTGGT GGCGGCCAACGACCAGCGCGTGGACAGCGCCGAAGCGCT GCACAACTAC
GAAGGCCTGCAGGCGGTTGGCAGTGCGGTGACCCTGGATAT CCGTCGCGAT GGCAAGCCGCTCARACT CARGGCCACGCTGAGAGAGC
AGGACCGCGCCATCACCGGCGACATGCTGGACCCGCGTCTGACCGGCGCGACCTTCGTCGATCTCCCCGAATCGCTGCGTCAGTCGGG
CATCACCGGGGTGATGGTGAGCGAGGTCARACGCGGCGGTCGCGCTGCCGCCAACGGCCTGGT CGCCGGCGATGTGAT CGTGGCCAGC
AGCGTGGGCGAGTTCGCCGACCTTGCCAGCT GGCGGGCCAATTT CCAACGTAAACCGCAGCAGCTTGTCGTGCGTATCCTGCGTGGCA
ACGCGCAGTACGACGCGCTGATGC GCCTCCTACACCCCCCCGGTGCTATTG
CTACCGCTCGACCGCACGTGAGTGGCGGCTGCCATCAATGACCGAAGGAGATATCGCA I CAGCCCCACCARTACCGAT CAGCTGAAGE

GTCGTGAGCGATCAGGCCTC
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Figura 16. Localizacdo dos promotores preditos pela ferramenta BPROM do
programa “Softberry”. A area com fundo na cor cinza corresponde ao gene htrA
(XAC3980). Os nucleotideos marcados em verde correspondem aos genes
XAC3981, XAC3982 e XAC3983; os nucleotideos marcados em negrito na cor
preta correspondem as regides intergénicas, sendo que XAC3982 e XAC3983
compartilham 4 nucleiotideos; as marcagcbes na cor rosa correspondem aos
promotores preditos. A caixa vermelha esta delimitando a regido predita como sitio
de ligagao para o fator de transcrigcao.
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Para o operon htrA-XAC3983 foi predita uma Unica regido promotora
localizada no meio da regiéo intergénica entre o gene bpH1 e o gene htrA (Figura
17).

>4672314

AAACTTAGGCGATGCGCGACGGCACGCAACATGCTGAACAGGCATCGGATCAAGCGGACGCTACGCCCGGCCTGCCGGGCTGTCAACG
CAATCAGGGCAAGGGATGTGCGGCACT T TCACCEECAGT TARATTGCATECEGGCACTCTCGTTCAGCTTGATTTACGTAGTCAGACG

CCCTATTCCTCATCCACCGCGTAACCCGGAATCCGTTCCATGCGACCGCTGCCTACCCTGCTGACTCTTITCGCTGGCCGCTGCCTICG
GCGGCTTTGCCGCCACCGGCATCRAACGCCTGGCTCGACRATCGCGCCGAAGCCACACCCCCCAGCAACGCCGCCTTTACCCTGCCGAC
GGCCGCCGCATTGCCGGCGGCGGTGGCCGGCCAACCTGTGCCGTCGCTGGCGCCGATGCTGCAGCAGGCCATGCCCGCGGTGGTGAGT
GTGAACACCAAACAGGTGGTGCGCGTCCGCARCCCGTITCTTCARCGACCCGATCCTGCGCCGGCT GTTTCCGCAGGTGCCGCAGGACC
GCATCAACGAGTCGCTGGGTT CGGGCGTGATCATCGATGCGCARARAGGGTATGTGCTGACCAAT CACCACGTCATCGARAACGCCGA
CGACGTGCAGGTGACGCTCGGCGACGGACGCACGGTCAAGGCCGAGTTCATCGGCTCCGATGCCGATACCGATATTGCGCTGATCCGC
ATCAAGGCCGACAACCTCACCGATATCARACTGGCCGACAGCAACGCGCTACGCGTGGGCGATTT IGTGGTGGCCATCGGCAACCCGT
TCGGCTTCACCCAGACCGTCACCTCCGGCATCGTCTCGECAGTGGEGCGCAGCGGEATTCGCGGCTTGGGCTACCAGRACTTCATCCA
GACCGATGCCTCGATCAACCCCGGCARCTCGGGCGGCGCGCTGGTCAACCTGCARAGGCCAGTTGGTTGGCATCAACACCGCCAGCTTIC
BATCCGCAGGGCAGCATGGCCGGCAATATCGGCCTGGGGCTGGCGATTCCGTCCAACCTGGCGCGCAATGTCGTCGAGCAATTGGTIGA
CCRAGGGCGTGGTGGTGCGCGGCACGCTCGGCCTGGAGACCCAGARCCTCACCCARCAGATGCTGCAGGGCCTGGEGGTGGATTICGTIT
GCGCGGCGCATTGGTGACACGGGTGTTGCCGGGCTCCGCAGCGGCGECEGECAGGCEGTGCARCCGGGCGATGTCGTIGGTGGCGGCCARC
GACCAGCGCGTGGACAGCGCCGAAGCGCTGCACAACTACGAAGGCCTGCAGGCGGTIGGCAGTGCGGTGACCCTGGATATCCGTICGLG
ATGGCAAGCCGCTCARACTCAAGGCCACGCTGAGAGAGCAGGACCGCGCCATCACCGGCGACATGCTGGACCCGCGICTGACCGGLGC
GACCTTCGICGATCTCCCCGAATCGCTGCGTCAGTCGGGCATCACCGGGGTGATGGTGAGCGAGGTCARACGCGGCGEGTCGCGCTGCC
GCCAACGGCCTGGTCGCCGGCGATGTGATCGTGGCCAGCAGCGTGGGCGAGTTCGCCGACCTTGC CAGCTGGCGGGCCAATTTICCAAC
GTAARCCGCAGCAGCTTGTICGTIGCGTATCCTGCGTGGCAACGCGCAGTACGACGCGCTGATGCGT TGACGCACTGTGTACCGAAAGTT
GGTTGCACTAACGCCTCCTACACCCCCCCGGTGCTATTGCTACCGCTCGACCGCACGTGAGTGGCGGCTGCCATCAATGACCGAAGGA

GATATCGCATGAGCCCCACCAATACCGATCAGCTGAAGGARRR SAGCGAAGCCGGCACCCATCTGRAAG

CCGATCGCGLCCGLCTIGA >4676202

Figura 17. Localizagcdo dos promotores preditos pela ferramenta BPROM do
programa “Softberry”. A area com fundo na cor cinza corresponde ao gene htrA
(XAC3980). Os nucleotideos marcados em verde correspondem aos genes
XAC3981, XAC3982 e XAC3983; o0s nucleotideos marcados em rosa
correspondem ao gene bpH1(XAC3979) e em negrito na cor preta correspondem
as regibes intergénicas, sendo que XAC3982 e XAC3983 compartilham 4
nucleotideos. A regido demarcada em azul corresponde ao promotor predito.
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4.3 As mutacdes das regides intergénicas a montante dos operons
XAC3981-3983 e htrA-XAC3983 sao apolares

Construgcdes moleculares utilizadas para a delecéo de genes devem alterar
somente o0 gene correspondente a delecédo, sendo que 0s genes posteriores e
anteriores devem se manter inalterados e sem modificacbes, esse tipo de
mutacdo é chamada de apolar (Jacomo, 2014).

O cDNA dos mutantes ARIT3980/81 e ARIT3979/80 em estado infectante
(5 DAI) foram utilizados como molde para reagbes de PCR com os
oligonucleotideos especificos que amplificam os genes a montante (bpH1 -
XAC3979 com 852pb) e a jusante (gene XAC3984 com 345 pb) ao operon htrA-
XAC3983 (Tabela 4), e verificou-se que a dele¢c&o da regido intergénica nao altera
a transcricdo dos mesmos. Assim, os dois mutantes produzidos pela delecéao da
regiao intergénica podem ser classificados como apolares, jA que em nenhuma
das situagBes ocorreu alteracao na transcricdo dos genes a montante ou a jusante
(Figura 18).

XAC3979 XAC3984

|
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Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 1% para os produtos resultantes da
PCR com os oligonucleotideos que amplificam o gene bpH1 (XAC3979) e ao gene
XAC3984. (1) fragmento amplificado usando como molde o DNA genbémico de
XAC 306 selvagem, (2, 3, 4 e 5) fragmentos amplificados usando como molde o
cDNA do mutante ARIT3979/80 cultivado em NB, (6 e 7): controles positivos
usando o cDNA de XAC 306 selvagem cultivada em NB (6) e em estado infectante
(7) como molde para a amplificacao, (8 e 9) fragmentos amplificados usando como
molde o cDNA em estado infectante do ARIT3979/80 e ARIT3980/81,
respectivamente. M — Padrdo de peso molecular GeneRuler™ 1Kb Plus DNA
Ladder, Fermentas.
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Uma reacao de PCR com os oligonucleotideos que amplificam o gene htrA
também foi feita usando como molde o cDNA dos mutantes ARIT3980/81 e
ARIT3979/80 em estado infectante (5 DAI e cultivado em NB). O mutante
ARIT3980/81 ndo afetou a transcricdo do gene htrA e, portanto, também foi

classificado como apolar (Figura 19).

- e 2000
1000pb

1 2 3 M

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose 1% para os produtos resultantes da
PCR com os oligonucleotideos que amplificam o gene htrA em um fragmento com
1437 pb (XAC3980). (1) fragmento amplificado usando como molde o cDNA do
mutante ARIT3979/80 em estado infectante, (2) fragmento amplificado usando
como molde o cDNA do mutante ARIT3980/81 em estado infectante, (3) controle
positivo usando o cDNA de XAC 306 selvagem cultivada em NB. M — Padréo de
peso molecular “GeneRuler™ 7Kb Plus DNA Ladder”, Fermentas.

Para confirmar que a mutacdo da regido intergénica parcial (ARIP3980/81)
do operon XAC3981-3983 nao afetou a transcricdo do gene XAC3981, foi
realizada uma PCR com o cDNA do mutante ARIP3980/81 inoculado em meio de
cultura NB, e em estado infectante (5 DAI), e como controle positivo para a reacao
foram utilizados o cDNA da Xac 306 nas mesmas condi¢des que o mutante (NB e
5 DAI) e o DNA genémico de Xac. O ARIP3980/81 também foi classificado como
um mutante apolar, pois ndo afetou a transcricdo do gene XAC3981 (Figura 20).



49

1500pb

———--
1000pb

M 1 2 3 4 5

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose 1% para os produtos resultantes da
PCR com os oligonucleotideos que amplificam 1242 pb referente ao gene
XAC3981. Fragmentos amplificados usando como molde o cDNA do mutante
ARIP3980/81(1) cultivado em NB e (2) em estado infectante; fragmentos
amplificados usando o (3) cDNA de Xac 306 selvagem cultivada em NB e (4) em
estado infectante e (5) fragmento amplificado usando como molde o DNA
gendmico de Xac 306 selvagem. M — Padrao de peso molecular “GeneRuler™
1Kb Plus DNA Ladder”, Fermentas.

Resultados da literatura mostraram que dois genes do novo operon
XAC3980-3983, quando interrompidos pela insercédo do transposon Tn5, alteram
a viruléncia de Xac, o gene htrA (Laia et al., 2009) e o gene XAC3981 (Moreira et
al., 2017). No entanto, ndo ha evidéncias se essas mutacfes foram ou néo
polares, ja que os autores ndo avaliaram esse efeito em cada uma das situacées
ou fizeram a complementacdo da mutacdo. Diante deste novo contexto, ou seja,
da existéncia de um novo operon constituido pelos genes htrA (XAC3980),
XAC3981, XAC3982 e XAC3983 (hipotéticos), iniciou-se a busca em obter
mutantes das regides promotoras existentes a montante do operon htrA-XAC3983

para averiguar o efeito da delecéo na expressao desse operon.

4.4 Teste de patogenicidade para 0s mutantes ARIT3979/80 e
ARIT3980/81

Os mutantes ARIT3979/80 e ARIT3980/81, quando inoculados em folhas
de tangerina ‘Ponkan’ (Citrus reticulata) (A) e laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis
Osbeck) (B), ndo apresentaram alteracdo de fenotipo em relacdo a estirpe

selvagem (Figura 21).
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Figura 21. Teste de patogenicidade dos mutantes ARIT3979/80 e ARIT3980/81
em folhas de ‘Ponkan’ (Citrus reticulata) (A), laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis
Osbeck) (B) na concentracdo de 10 UFC/mL pelo método de infiltracdo por
pressdo. As imagens mostram os sintomas na face abaxial das folhas para o
mutante ARIT3979/80 (Al e B1) e ARIT3980/81 (A2 e B2) ambos inoculados a
direita, enquanto a Xac 306 foi inoculada a esquerda da nervura central. Os
sintomas foram avaliados 30 dias apds a inoculacao.

Da mesma forma, a delecdo dessas regibes parece nao ter alterado a
transcricdo do operon XAC3981-3983, assim como para o operon htrA-XAC3983
(Figuras 10 e 11).

Diversas  bactérias  fitopatogénicas  produzem  polissacarideos
extracelulares que contribuem para a capacidade desses organismos causarem
doenca (Denny, 1995). Uma destas, a bactéria Xanthomonas campestris pv.
campestris, é 0 agente causal da podriddo negra das cruciferas e produz um
polissacarideo extracelular denominado xantana. O operon gum é composto por
12 genes, gumB a gumM, cujos produtos estdo envolvidos na biossintese de
xantana e sao regulados por um promotor situado a montante do gene gumB
(Vojnov et al., 2001), embora existam relatos que essa bactéria possui promotores
fracos a montante de gumK e gumD (Katzen et al., 1996, Vojnov et al., 2001) e
gue afetam a transcricao deste operon (Rigano et al., 2007).

Uma hipétese para os resultados aqui apresentados € que esta regido
predita como promotora ndo seja a Unica responsavel pela transcricdo do operon,
e talvez exista outro promotor que possa atuar controlando a transcricdo deste
operon juntamente com este promotor deletado. Se existe outro promotor, é
possivel que este também precisasse ser interrompido para que a transcricao
fosse completamente interrompida. Ou ainda, que esta regido predita como
promotora, talvez ndo desempenhe esta funcao para o operon em questao.
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4.5 Experimentos realizados com os mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81

45.1 Teste de patogenicidade em laranja doce ‘Hamlin’ (Citrus
sinensis Osbek), tangerina ‘Ponkan’ (Citrus reticulata) e Citrumelo
‘Swingle’ (Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.)

O mutante AXAC3982, quando inoculado na concentracdo de 108 UFC/ml
pelo método de perfuracédo, causou uma diminuicdo de necrose, que se restringiu
apenas ao local da infiltrac&do do indculo, e do halo clorético em folhas de tangerina
‘Ponkan’ quando comparado com a estirpe selvagem Xac 306 (Figura 22, A2). E
possivel verificar também uma diminuicdo da area necrosada em folhas de laranja
doce ‘Hamlin’ e em Citrumelo ‘Swingle’ ao compararmos o mutante AXAC3982
com a estirpe selvagem de Xac, inoculados pelo método de infiltragcdo na
concentracdo de 10° UFC/ml (Figura 22, B1 e C1), indicando dificuldade do
mutante em se desenvolver no l6bulo foliar por completo. JA o mutante
ARIP3980/81, ao ser inoculado em folhas de tangerina ‘Ponkan’ (Figura 23A), de
laranjeira ‘Hamlin’ (Figura 23B) e Citrumelo ‘Swingle’ (Figura 23C) por infiltracao
(Figura 23 Al, B1 e C1) ou perfuracéo (Figura 23 A2, B2 e C2), ndo apresentou
alteracdo de fendtipo em comparacdo com a Xac selvagem. Quando as
suspensdes bacterianas foram pulverizadas sobre folhas jovens de laranjeira,
todas as estirpes (Xac 306, AXAC3982 e ARIP3980/81) apresentaram viruléncia
semelhantes (Figura 24).

Segundo a base de dados de proteinas UniProt (The UniProt Consortium,
2019), a sequéncia da proteina hipotética referente ao mutante AXAC3982 possui
homologia com proteinas que apresentam 98,1% de identidade com uma familia
de proteinas fago holina de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis str. CIO151,
e também com proteinas de membrana de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (estirpe 85-10), assim como com outras varias proteinas hipotéticas.

As holinas sdo um grupo de proteinas de membrana codificadas por fagos
que controlam o acesso de endolisinas ao peptidoglicano e, desse modo,
desencadeiam o processo de lise num momento preciso (Shi et al., 2012). Sao
xenologos de origem fagica presentes em praticamente todas as bactérias

(Desvaux, 2012). Os fagos lisam a célula hospedeira a partir do seu interior,
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geralmente usando o sistema holina-endolisina, onde as holinas causam poros na
membrana celular, permitindo que as endolisinas tenham acesso ao
peptidioglicano, sobre o qual exercem atividade catalitica (Azeredo, 2013).

As proteinas holinas sao codificadas dentro dos genomas de bacteriéfagos,
onde promovem a lise celular para a liberagdo do virion, e dentro dos genomas
bacterianos, onde elas servem a uma diversidade de funcdes potenciais ou
estabelecidas, que incluem a liberagdo de agentes de transferéncia génica, a
facilitacdo de eventos de diferenciacdo como a esporulacdo e germinacdo de
esporos, contribuicdo para a formacdo de biofilme, promocdo de respostas a
condicdes de estresse e a liberacdo de toxinas e outras proteinas (Reddy e Saier,
2015).

Se a proteina codificada pelo gene XAC3982 for realmente uma holina e
estas proteinas holinas contribuirem para a formacéo de biofilme em Xac, assim
como em bacteriéfagos, a interrupcdo desta proteina no mutante AXAC3982
poderia explicar a menor formacgéo e expansédo das lesdes no tecido vegetal, ja
gue a formacédo de biofilme é um processo importante para o estabelecimento
desta bactéria e foi interrompido. Entretanto, os testes realizados para esse

mutante n&o confirmaram tais expectativas.
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Figura 22. Teste de patogenicidade com o mutante AXAC3982 e com a Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306 em folhas de (A)
tangerina ‘Ponkan’ (Citrus reticulata), (B) laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis Osbeck) e (C) citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi Macf. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) na concentracédo de 108 UFC/mL. O Mutante AXAC3982 foi inoculado a direita da nervura central na face
abaxial da folha pelo método de infiltracdo por pressédo (Al, B1 e C1) e perfuracdo do limbo foliar com agulha (A2, B2 e C2). A
Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306 foi inoculada a esquerda da nervura central nas duas metodologias utilizadas. Os sintomas
foram avaliados 30 e 60 dias ap6s a inoculacao por infiltracdo e perfuracédo, respectivamente.
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Figura 23. Teste de patogenicidade com o mutante ARIP3980/81 e com a Xanthomonas citri subsp. citri estirpe Xac 306 em folhas
de (A) tangerina ‘Ponkan’ (Citrus reticulata), (B) laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis Osbeck) e (C) citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi
Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.) na concentracédo de 108 UFC/mL. O Mutante ARIP3980/81 foi inoculado a direita da nervura central
na face abaxial da folha pelo método de infiltracdo por pressdo (A1, B1 e C1) e perfuracéo do limbo foliar com agulha (A2, B2 e C2).
A Xac 306 foi inoculada a esquerda da nervura central nas duas metodologias utilizadas. Os sintomas foram avaliados 30 e 60 dias
apos a inoculagéo por infiltracéo e perfuracdo, respectivamente.
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AXAC3982

Figura 24. Teste de patogenicidade por pulverizagdo em folhas de laranja ‘Hamlin’
(Citrus sinensis Osbek) com as suspensotes bacterianas da Xanthomonas citri subsp.
citri estirpe 306 e dos mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81 na concentracéo de 108
UFC/ml, com sintomas avaliados 30 dias ap0és a inoculacao.

Os resultados obtidos pela avaliacdo da patogenicidade por pulverizagcéao
sugerem que as mutacOes desses genes nao afetaram a capacidade de penetracao
das bactérias através das aberturas naturais das plantas.

Com este resultado, podemos inferir que a sequéncia de 58 pares de bases a
jusante do gene htrA (XAC3980), na qual foi localizado um predito RBS (sitio de
ligagdo dos ribossomos) pela ferramenta BPROM, néo interferiu na transcricdo do
gene XAC3981, pois o ARIT3980/81 ndo apresentou alteracdo na viruléncia quando
comparado com estirpe selvagem de Xac in planta (Figura 21). Da mesma forma, os
resultados apresentados aqui para o ARIP3980/81, confirmam que essa mutacao foi
apolar, ou seja, ndo afetou a transcricdo do gene XAC3981, e nesse contexto, nao
houve alteracédo de viruléncia quando analisado in planta. Por outro lado, o mutante
para 0 gene XAC3981 obtido por insercdo do transposon Tn5 (Laia et al., 2009),
quando analisado in planta, levou a uma reducéo quase que completa do fen6tipo em
comparacao com a Xac 306. Cabe aqui discutir a respeito desse mutante obtido por
insercdo do transposon, pois nao ha relatos do local exato onde este transposon foi
inserido, nem mesmo se resultou numa mutacao polar ou apolar. Com isto, abre-se a
possibilidade de supor que esta mutacdo pode ter alterado outras regides adjacentes
ao gene XAC3981, ou até mesmo alterado a transcricdo de todo o operon. Se a
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interrupcéo feita pelo transposon resultou em uma mutagéo polar, por exemplo, muito
provavelmente os sintomas in planta provocado por este mutante deveriam ser bem

mais atenuado quando comparado com a bactéria selvagem.

4.5.2 Curvade crescimento bacteriano in planta

A curva de crescimento bacteriano realizada em folhas de laranja ‘Hamlin’ em
oito tempos de coleta mostrou que os mutantes contendo delecéo parcial na regiao
intergénica a montante do gene XAC3981, bem como no gene XAC3982 se
multiplicaram no interior do hospedeiro da mesma forma que a estirpe selvagem.
Diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que essas mutacdes nao

reduziram a capacidade de multiplicagcdo bacteriana in planta (Figura 25).
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Figura 25. Curva de crescimento de Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306 e dos
mutantes AXAC3982, ARIP3980/81 em folhas de laranja ‘Hamlin’ (Citrus sinensis
Osbek) aos 0, 1, 3, 6, 9, 11, 15 e 20 DAI (dia ap6s inoculagéo), gerada com base na
contagem de colonias. As barras representam os desvios padroes das amostras.

4.5.3 Reacdao de Hipersensibilidade em pimenta

Os sintomas de reacgdo de hipersensibilidade (HR) em pimenta [Capsicum
baccatum var. praetermissum (Heiser & P. G. Smith) Hunz] foram observados durante

10 dias. Os mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81 apresentaram sintomas
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caracteristicos de HR (resposta de hipersensibilidade), semelhantes aos sintomas

apresentados pela Xac 306 selvagem (Figura 26).

' Y

Figura 26. Fenotipos de reacdo de hipersensibilidade (HR) desenvolvidas em folhas
de pimenta Capsicum baccatum var. praetermissum (Heiser & P. G. Smith) Hunz.
Folhas inoculadas com suspensGes bacterianas contendo 108UFC/mL (A) e
107UFC/mL (B). A direita da nervura principal foram infiltradas suspensdes da bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306 selvagem; & esquerda da nervura principal
foram infiltrados, de cima para baixo, o mutante AXAC3982, o mutante da regido
intergénica parcial ARIP3980/81 e o tampéo fosfato 1X (controle negativo). Sintomas
de HR aos 3 DAI (dias apds inoculagéo) [Al e B1], 5 DAI [A2 e B2], 7 DAI [A3 e B3]
e 10 DAI [A4d e B4].

Durante o processo de infeccdo, a bactéria passa por uma fase epifita até que
consiga penetrar o hospedeiro pelas aberturas naturais da planta, como por exemplo
0s estdbmatos, ou mesmo pelas regibes onde ocorreram lesdes no tecido vegetal
decorrente de ventos muito fortes ou pela acdo do homem (Oliveira et al., 2008).

Ao penetrar o tecido vegetal a bactéria precisa coordenar um complexo
mecanismo que envolve muitos genes, inclusive alguns ligados a patogenicidade e
viruléncia, para que assim consiga obter os nutrientes necessarios para a sua
sobrevivéncia e multiplicacdo nesse ambiente hostil. Da mesma forma, a planta
precisa reconhecer a bactéria e ativar uma resposta especifica a esta. Neste momento

ocorre uma interacao entre o patégeno e o hospedeiro, onde sao produzidas proteinas
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de ataque e de defesa que determinardo se essa interagdo sera compativel ou
incompativel (Flor, 1971 apud Artier, 2010).

A interacdo entre uma planta e um patégeno classificada como incompativel
acontece quando os genes de resisténcia da planta codificam proteinas receptoras
(R) que sdo capazes de interagir especificamente com uma proteina efetora (Avr),
codificada pelo gene avr do patégeno, desencadeando uma resposta de
hipersensibilidade (“hypersensitive response” — HR). Essa resposta leva a morte
celular no local de infeccdo e a consequente contencdo do patdgeno. Na interacéo
compativel a bactéria consegue mascarar os mecanismos de defesa da planta e
consequentemente desencadeia a doenga (Keen, 1990).

Diante da falta de informacdes disponiveis a respeito da funcdo do gene
XAC3982, investigou-se 0s possiveis efeitos desta mutacdo em relacdo aos efetores
de viruléncia de Xac. Assim, caso 0s sintomas observados em pimenta fossem
diferentes de HR, seria um sinal de que essa mutag&o poderia ser relacionada a algum

gene efetor de Xac, contudo esta hipétese néo foi confirmada.

454 Formacéo de biofilme em meio de cultura NB e XVM2 e producéao de

goma xantana

Houve diferenca significativa na producdo de biofilme entre o mutante
AXAC3982 e a Xac selvagem. O mutante AXAC3982 produziu 50% menos biofilme
em meio NB quando comparado com a estirpe selvagem, enquanto o mutante
ARIP3980/81 nao apresentou diferenca significativa na producdo de biofilme em
relacdo a Xac (Figura 27). Contudo, a producéo de biofilme em meio minimo XVM2
nao apresentou diferenca significativa entre os mutantes e a Xac selvagem pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05) (Figura 28). Como, de acordo com a base
de dados de proteinas UniProt (The UniProt Consortium, 2019), a sequéncia da
proteina hipotética referente ao mutante AXAC3982 possui homologia com proteinas
gue apresentam 98,1% de identidade com uma familia de proteinas fago holina e
estas proteinas contribuem para a formacdo de biofilme, este poderia justificar a

menor producao por esse mutante ja que o gene foi interrompido.
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Figura 27. Quantificacdo de biofilme in vitro em meio de cultura NB pela Xanthomonas
citri subsp. citri estirpe 306 e pelos mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81 por meio da
leitura da densidade 6tica (DO 595nm). O experimento foi realizado com quatro
réplicas técnicas e quatro réplicas biologicas. As letras diferentes significam diferenca
estatistica pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05). As barras
representam o erro padrédo das médias.
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Figura 28. Quantificacdo de biofilme in vitro em meio de cultura XVM2 pela
Xanthomonas citri subsp. citri estirpe 306 e pelos mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81
por meio da leitura da densidade otica (DO 595nm). O experimento foi realizado com
guatro réplicas técnicas e quatro réplicas bioldgicas. As médias seguidas pela mesma
letra ndo tém diferenca estatistica pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade
(p<0,05). As barras representam o erro padrao das médias.

A formagé&o de biofilme é um fator importante relacionado com a viruléncia de
bactérias e desempenha um papel fundamental no estabelecimento das interacdes
patdgeno-hospedeiro (Danhorn e Fuqua, 2007, Malamud et al., 2011), tendo como
funcéo a adesao e protecdo das bactérias contra agentes bioticos e abiéticos (Sena-

Vélez et al., 2015, Yan e Wang, 2011).
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O meio minimo XVM2 é um meio limitado e que simula as condi¢cbes do
apoplasto das células vegetais (Sena-vélez et al., 2015), ou seja, um ambiente com
limitacdo de nutriente, onde a bactéria € submetida a uma condicao de estresse.

Uma possivel explicacdo para o desempenho do mutante AXAC3982 ao formar
biofilme da mesma forma que a estirpe selvagem em XVM2 seria porque o mutante
teve a necessidade de expressar vias metabdlicas necesséarias a sua sobrevivéncia
guando em condic¢des limitadas de nutrientes, jA que os nutrientes ali presentes néo
se assemelham aqueles presentes no meio de cultura completo, como € o NB. Uma
destas vias seria a de producéo de biofilme. Em contrapartida, quando cultivado em
NB, ele possuia as condi¢des favoraveis para o seu estabelecimento e ndo precisou
ativar as mesmas vias metabdlicas, mantendo-se em estado de laténcia e por isso
acabou tendo uma producédo menor de biofilme do que a Xac.

Rigano e colaboradores (2007) observaram que mutacbes em genes que
interferem na formacédo de biofilme também podem limitar ou inviabilizar a producéo
de goma xantana, ja que os dois processos sao interligados. Sendo assim, para
confirmar se a menor producéo de biofilme teria ou ndo relevancia para o AXAC3982,
foi avaliado se esse mutante era capaz de produzir goma xantana. Entretanto, nao
houve diferenca na produgcdo de goma xantana entre os mutantes AXAC3982,
ARIP3980/81 e a estirpe selvagem de Xac 306 (Figura 29) pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade (p<0,05).
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Figura 29. Produgcdo de goma xantana nas estirpes Xanthomonas citri subsp. citri
estirpe 306, mutante AXAC3982 e ARIP3980/81. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. As barras
representam o erro padrdo das médias.



61

A goma xantana € o polissacarideo extracelular caracteristico produzido pelas
Xanthomonas spp. (Buttner e Bonnas, 2010) e, apesar de ndo ser considerada
essencial para os estagios iniciais de infeccéo, facilita a manutencao de bactérias na
planta hospedeira, possivelmente melhorando a colonizacdo de tecidos distantes
(Dunger et al., 2007). Genes com mutagdes que afetam a producdo de goma xantana
muitas vezes sao incapazes de formar biofilme in vitro e in vivo (Rigano et al., 2007).

N&o houve alteracdo na capacidade de produzir goma xantana para os dois
mutantes aqui discutidos. Diante deste resultado, a menor producdo de biofilme
apresentada anteriormente parece nao ter relacdo com o processo infeccioso de Xac,
ja que esse mutante nao apresentou dificuldades em produzir a goma xantana, que é
um elemento diretamente envolvido no processo de formacdo de aglomerados
celulares no biofilme. Assim, pode-se concluir que o gene XAC3982 e a regido
intergénica aqui deletados, ndo tém relacdo com a producao de biofilme e ndo tém
influéncia na formacéo de goma xantana pela Xac 306.

4.6 Analise das motilidades “swimming” e “swarming”

Ambos os testes de motilidade “swarming” e “swimming” ndo mostraram
diferencas significativas entre a estirpe Xac 306 e os mutantes AXAC3982 e
ARIP3980/81. Este resultado sugere que os dois mutantes ndo estdo envolvidos com
0 mecanismo de formacéao de flagelos e motilidade bacteriana (Figura 30). O Teste
de “Tukey” foi empregado ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).
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Figura 30. Teste de motilidade “swarming” realizado em meio semi-sélido (0,7% de
agar) e “swimming” realizado em meio semi-solido (0,3% de agar) para Xanthomonas
citri subsp. citri estirpe 306 e para os mutantes AXAC3982 e ARIP3980/81. As barras
no gréfico representam o desvio padrao das médias. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. O
teste foi realizado com quatro réplicas biolégicas e quatro réplicas técnicas.

4.7 Anédlises in silico da proteina hipotética XAC3982

A sequéncia da proteina referente ao gene XAC3982 é descrito como hipotético,
porém, apos andlises in silico, foi identificada uma homologia com duas regifes de
dominios de hélice transmembrana, uma na posicdo do aminoacido 70 a 92 e outra
na posicdo 102 a 124 (Figura 31).

De acordo com as demais andlises in silico utilizando as ferramentas OrthoDB
(Kriventseva et al., 2018), TMpred (Hofmann e Stoffel, 1993) e TMHMM verséo 2.0

(Moller et al., 2001), esses dominios sdo associados a proteinas transmembranas

helicoidais.
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Figura 31. Predicdo da regido de hélices transmembrana da proteina hipotética
XAC3982. O programa TMHMM mostrou a possivel presenca de duas hélices

transmembrana entre as posicdes 70 - 92 e 102 — 124 da sequéncia da proteina.




63

A ferramenta InterProScan (Jones et al., 2014) prevé que esta proteina possui
similaridade com o dominio Phage holin_3 6 (IPR009937). As holinas sdo pequenas
proteinas hidrofébicas que contém de um a trés dominios transmembranares (Guerra,
2017) e juntamente com as endolisinas, em bacteri6éfagos, tém papel importante na
degradacéao de peptideoglicano da parede e membrana celular do hospedeiro (Young
e Blasi, 1995; Wang, Smith e Young 2000).

As holinas sdo um grupo diverso de proteinas que se enquadram em 58 familias
distintas (Reddy e Saier, 2015) e tém como funcdo principal o acesso de suas
endolisinas associadas a parede celular (Desvaux, 2012). Para induzir a lise do
hospedeiro, alguns bacteriéfagos utilizam a estratégia “holina-endolisina” e sintetizam
uma endolisina, que é essencial para a hidrolise rapida do peptidoglicano e uma
segunda proteina membranar, a holina, que permite a liberacdo ou ativacdo da
endolisina num periodo de tempo bem definido (Cataldo, 2010). Sdo também
apresentadas como um sistema de secrecédo alternativo para algumas proteinas que
nao possuem peptideo sinal (Desvaux, 2012).

As holinas formam poros has membranas citoplasmaticas das bactérias com o
objetivo principal de liberar endolisinas que hidrolisam a parede celular e induzem a
morte celular (Fernandes, 2016). Em geral sdo produzidas sem sequéncias
sinalizadoras caracteristicas de proteinas exportadas através da via secretoria geral,

também chamada de translocase Sec (Saier et al., 2008).
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5 Considerac®es finais

Diante dos resultados obtidos nesse trabalho podemos concluir que os genes
htrA-XAC3983 constituem um operon funcional no genoma da Xanthomonas citri
subsp. citri isolado 306 (Xac 306) e ndo apenas o0s genes XAC3981-3983 como predito
por alguns programas preditores de operons em procariotos. Esse operon parece ter
papel na patogenicidade da Xac 306, jA que a mutacdo em um dos Seus genes
(XAC3982) alterou a producéo de biofilme e atenuou o fenétipo in planta.

O mutante XAC3982 produz sintomas atenuados em genotipos citricos
resistentes e suscetiveis, tem homologia com proteinas holinas, uma classe de
proteinas transmembranares. Esta é a primeira constatacdo de que a proteina
codificada pelo gene XAC3982 possivelmente tenha sua funcéo relacionada a uma
proteina transmembrana. Experimentos adicionais a respeito dessa caracteristica
poderdo corroborar esta hipétese.

As regibes promotoras preditas neste trabalho ndo sédo responsaveis pela
transcricdo dos genes do operon.

Novos estudos a respeito do operon htrA-XAC3983 sdo necessarios para
compreender como é regulada essa transcricdo, assim como qual é o seu papel na

interacdo patdgeno-hospedeiro.
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Apéndice A. Sequenciamento do operon XAC3980-3983.

O transcrito amplificado com os oligonucleotideos XAC3980 F e XAC3983 R foi
submetido a reacdo de sequenciamento para a confirmacdo do operon XAC3980-
3983. Abaixo estdo os resultados do sequenciamento com cada um dos

oligonucleotideos especificos para cada gene.

Oligonucleotideo >XAC3980 F

G--A-C-TAA-GCTG-
CTTCTGCGGCTTTGCCGCCACCGGCATCAACGCCTGGCTCGACAATCGCGCCGAAGCCACACCCCCCAGCAACGCCGCCTTTA
CCCTGCCGACGGCCGCCGCATTGCCGGCGGCGGTGGCCGGCCAACCTGTGCCGTCGCTGGCGCCGATGCTGCAGCAGGCCATG
CCCGCGGTGGTGAGCGTGAACACCAAACAGGTGGTGCGCGTCCGCAACCCGTTCTTCAACGACCCGATCCTGCGCCGGCTGTT
TCCGCAGGTGCCGCAGGACCGCATCAACGAGTCGCTGGGTTCGGGCGTGATCATCGATGCGCAAAAAGGGTATGTGCTGACCA
ATCACCACGTCATCGAAAACGCCGACGACGTGCAGGTGACGCTCGGCGACGGACGCACGGTCAAGGCCGAGTTCATCGGCTCC
GATGCCGATACCGATATTGCGCTGATCCGCATCAAGGCCGACAACCTCACCGATATCAAACTGGCCGACAGCAACGCGCTACG
CGTGGGCGATTTTGTGGTGGCCATCGGCAACCCGTTCGGCTTCACCCAGACCGTCACCTCCGGCATCGTCTCGGCAGTGGGGC
GCAGCGGGATTCGCGGCTTGTGCTACCAGAACTTCATCCAGACCGATGCCTCGATCAACCCCGGCAACTCGTGCGGCGCGCTG
GTCAACCTGCAAGGCCAGTTGGTTGGCATCTACACCGCCAGCTTCTATCCGCATGTACAGCATGGCCGGCAATATCGGCCTGG
GGCTGGTCGATTACCGTCCAATCCTGGCTCGCAATGTCGTCGAGCAATTGATGACTAAGGGCGTGGTGGCGCTCGGCACGCTC
GGTCCTGGGAGACCCAGAACCTCAC--A-AGATGCTGCAGTACTGGGGGGTG-ATTCGTTGCGCGGCGCATTGG—

GACACGCGTGTTGCCGGGCTC-CATCTGCTGCGGAC-GGCGATGCAA-~GGCGATG-~~~TG-~GGCTGT-CC~ACGAAC-
GCGCGATG-TCAGTCGCC-——-~- CCGCTGGCA-A-TTACG-----~- TGCAG-CGTG-CATGCTCG--ATCCTGGAATTC-~~
CGT----- CAAGTCCGT-C-A--TCA---C-CTT----- A-ACT------- C---CCC----- T---TGGCC

Oligonucleotideo XAC3980 R

CC-—==——————= A---A--GCACGACAGCTGCTGCGGTTTACGTTGGAAATTGGCCCGCCAGCTGGCAAGGT---CGAA—-
TCGCCCACGCTGCTGGCCACGATCACATCGCCGGCGACCAGGCCGTTGGCGGCAGCGCGACCGCCGCGTTTGACCTCGCTCAC
CATCACCCCGGTGATGCCCGACTGACGCAGCGATTCGGGGAGATCGACGAAGGTCGCGCCGGTCAGACGCGGGTCCAGCATGT
CGCCGGTGATGGCGCGGTCCTGCTCTCTCAGCGTGGCCTTGAGTTTGAGCGGCTTGCCATCGCGACGGATATCCAGGGTCACC
GCACTGCCAACCGCCTGCAGGCCTTCGTAGTTGTGCAGCGCTTCGGCGCTGTCCACGCGCTGGTCGTTGGCCGCCACCACGAC
ATCGCCCGGTTGCACGCCTGCCGCCGCCGCTGCGGAGCCCGGCAACACCCGTGTCACCAATGCGCCGCGCAACGAATCCACCC
CCAGGCCCTGCAGCATCTGTTGGGTGAGGTTCTGGGTCTCCAGGCCGAGCGTGCCGCGCACCACCACGCCCTTGGTCACCAAT
TGCTCGACGACATTGCGCGCCAGGTTGGACGGAATCGCCAGCCCCAGGCCGATATTGCCGGCCATGCTGCCCTGCGGATTGAA
GCTGGCGGTGTTGATGCCAACCAACTGGCCTTTGCAGGTTGACCAGCGCGCCGCCTGAGTTGCCGGGGGTTGATCGAGGGCAT
CGGTCCTGGATGAAGGTTCTGGGTAGCCCAAAGCCGCCTAATCCCTGT

Oligonucleotideo >XAC3981 R

GG—-—-—-—- G-T---AG-CAGCGGCGAGGCAACGCCGAAGGCGGCCAGCGGACGCTCGCGGATCAGATCGGTG-
CGCTTTCCAGCAGATCGTTGCCCTTGGCAACCAGGACGTCGATCTGCTCCTTGGCAGCGGCACCGCCGAACTCGGCAGCGGLC
ATGCCGGCCAGCGCGGTGTCGGACAGTTCGGCCTTGACGTTGGCGCGACCGAGCTTGAGCTCATCGCCGGCGGCGCTGGTCGL
ACCCCTGACGGCTTCGCCGGCGGCGTTTGCGGCCGACTTCAGATGGGTGCCGGCTTCGCTCAGGTTTTCCTTCAGCTGATCGG
TATTGGTGGGGCTCATGCGATATCTCCTTCGGTCATTGATGGCAGCCGCCACTCACGTGCGGTCGAGCGGTAGCAATAGCACC
GGGGGGGTGTAGGAGGCGTTAGTGCAACCAATTTTCGGTACACAGTGCGTCAACGCATCAGCGCGTCGTACTGCGCGTTGCCA
CGCAGGATACGCACGACAAGCTGCTGCGGTTTACGTTGGAAATTGGCCCGCCAGCTGGCAAGGTCGGCGAACTCGCCCACGCT
GCTGGCCACGATCACATCGCCGGCGACCAGGCCGTTGGCGGCAGCGCGACCGCCGCGTTTGACCTCGCTCACCATCACCCCGG
TGATGCCCGACTGACGCAGCGATTCGGGGAGATCGACGAAGGTCGCGCCGGTCAGACGCGGGTCCAGCATGTCGCCGGTGATG
GCGCGGTCCTGCTCTCTCAGCGTGGCCTTGAGTTTGAGCGGCTTGCCATCGCGACGGATATCCAGGGTCACCGCACTGCCAAC
CGCCTGCAGGCCTTTCGTAGTTGTGCAGCGCTTTCGGCGCTGTCCACGCGCTGGTCGGTTGGCCGCCACCACGGACATCGCCC
GGGTTGCACGCCTGCCGTCTGCCCGCTGGC-GAGCCC-GGCA-
CACCCGTGTCAACAAATGCGCCGCGCAATCGAATTCCACCCTCC-AGGTCCCTTGC-G-ATCTTGTTTGGG-
TGAAGGTTCTTGGG----TC
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Oligonucleotideo >XAC3982 R

TTTGCCGGGGTCATCGAAATCCCAAGCTTGATGAGCTGACGGCGCGTTGCATTTATGCCGGATGGTCGAAGTAGAAGAACACA
CGCCATG--
AATGCCGGTCACCAACAGACTCGCCAACGCAGTGAAAAACATCGCCTGGAACCACGACAGCCCGGCACGCTGCAGCAGGGCGA
TGATGGCGCCAGCCAGCAATAACCATGACGAGGCACCGAACACCACGGCCACGCAGGCCCAGGCCAGGCCTCGCCCGAATGCG
CTGCGTGCCAGTTGCAGATCAGCCGACACCAGCCGGCGCAAGGCGCGACTGGTGTCCTTGGCCGAGCCCAGCGTGGCACGGLC
GGCGGCGCCGACCGCACGTACGCTTTCGTCCAGTCCTGGCGTTTGCGCGCGCGCGTCTGGCGTGTTTTGTTTCGGCAGCGGGA
GAGGCCTGATCGCTCACGACTTAGTTGTCGTTGCTGTGTGCCAGCTTGGCAATGACCCACCCAGCGGCGAAGGCAACGCCGAA
GGCGGCCAGCGGACGCTCGCGGATCAGATCGGTGGCGCTTTCCAGCAGATCGTTGCCCTTGGCAACCAGGACGTCGATCTGCT
CCTTAGCAGCGGCACCGCCGAACTCGGCAGCGGCCATGCCGGCCAGCGCGGTGTCGGACAGTTCGGCCTTGACGTTTGGCGCG
ACCGA-CTTGATCTCATC

Oligonucleotideo >XAC3983 R

Co—=m-——- AC-G--ACGGCGGG-C--CTGC-ACTTCCTC--GCATTGTCTGCAGCACGTTCGGTT--TC-TT
TTCCTGCGCACGGTGCGCGGTGAACAG--GA--ATG-T-
CTGATCATCTGCAGAAGCTTGGGAATACCGCCAAGCTTGCTGGCGATGCTCCCCAATGCCGCTT—
GGTTCATTACGGCCGGTGACAAACCCCAGCCCGAAGCCCACCGTCATAATGCGCAGTGGGGACCACCCGGCACGCCAGGTCTG
GCGGAGTTCGCTCCAATGCAGGCGCGTTTCTTGGGCACGTCCTTCGACCAGATATTCGGCGCGTTCGACGCGTTGACGCAAGG
TTCCAAATTTCATGGACGTGCTCCACTGGCAGAGGTCGCCGCCTCATCGTCTTTGCCGGGGTCATCGAAAATTTTAAGCCTGA
TTAGCTGACGGCGCGTTGCATTCATGCCGGTATGGCCCCACTATTTTTATTTCGCGCCATGCCGCAATGCCCCGCCCCCAACA
GACTCGCCAACGCAGTGAAAAACATCGCCTGGAACCACGACAGTTGTGGGGACGCTGCAGCAGGGCGATGATGGCGCCTGCTT
TTTTTTTTCCATGACGAGGCACCGAACACCACGGCCACGCAGGCCCAGGCTAGGCCTCGCCCGAATGCGCTGCGTGCCAGTTT
GCAGATCATCCGACACCAGCCGGCGCAAGGTCGCGACTGGTGTCTTTGGCCGAGCCCCATCGTGGCACGGCCGGLCGGLGLLCGA
TCACACGTAACGCTTTTCTTCATCCCTGGCCGTTTTGTGCGCGCCGCGTCTGGTGCGTCGGCTTCTGGCAGCCGGGAGAGGCC
TTGATCCCCTTAACTATTTT
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Apéndice B. Blastn dos oligonucleotideos utilizados para a mutac&o sitio dirigida por
PCR.

Os oligonucleotideos utilizados para a mutacao sitio dirigida por PCR de
extensao por sobreposigéo (A, B, C e D, disponiveis na Tabela 3) foram contrastados
com o genoma da Xac 306 (Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306, NCBI:
txid190486) usando a ferramenta Blastn disponivel no NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/). Para cada um dos mutantes foi confirmada a
especificidade dos oligonucleotideos e o correto anelamento nas regides de interesse
(Figuras B1 a B4).

A Query 11 TGAGCGAGGTCRAACGCG 28 B Query 10 TCCGGCAGCGGGAGAGGC 27
ARNRRRARRARRAAR Y ARRRR AR RN RN
Sbjct 4.674.658 TGAGCGAGGTCARACGCG 4.674.675 Shjct 4.675.357 TCCGGCAGCGGGAGAGGC 4.675.340
C Query 10 GGCARAGACGATGAGGCG 27 D Query 7 CCACATGTGGCGCGCGATCT 26
RERRRRERRRRERE A RRRRRRRRARRARRRARY
Sbjct 4.675.766 GGCARAGACGATGAGGCG 4.675.783 Sbjct 4.676.500 CCACATGTGGCGCGCGATCT 4.676.481

Figura B1. Blastn dos oligonucleotideos A, B, C e D desenhados para o mutante
AXAC3982. As numeracdes sublinhadas correspondem as posi¢cdes onde cada um
dos oligonucleotideos se anela no genoma da Xac 306 e sdo crescentes em A
(4.674.658 — 4.674.675) e C (4.675.766 — 4.675.783), onde os dois oligonucleotideos
sao diretos (F), enquanto em B (4.675.357 - 4.675.340) e D (4.676.500 — 4.676.481)
sdo decrescentes, ja que os oligonucleotideos sao reversos (R).

A Query 10 CAGCTTCAATCCGCAGGGC 28 B Query 10 BATAGCACCGGGGGGGTIG 27
EEREERRRRRRRR AR NN RN
Sbict 4.674.155 CAGCTTCAATCCGCAGGGC 4.674.173 Sbjct 4.674.903 AATAGCACCGGGGGGGTG 4.674.886
C Query 10 ATGAGCCCCACCAATACC 27 D Query 9 CGCAGTGAARARACATCGC 26
[RRRRRRR R FITTTTEEEE el
Shict 4.674.962 ATGAGCCCCACCARATACC 4.674.979 Sbjct 4.675.648 CGCAGTGAAARAACATCGC 4.675.631

Figura B2. Blastn dos oligonucleotideos A, B, C e D desenhados para o mutante
ARIP3980/81. As numeracdes sublinhadas correspondem as posi¢cdes onde cada um
dos oligonucleotideos se anela no genoma da Xac 306 e sdo crescentes em A
(4.674.155 - 4.674.173) e C (4.674.962 — 4.674.979), onde os dois oligonucleotideos
sao diretos (F), enquanto em B (4.674.903 - 4.674.886) e D (4.675.648 — 4.675.631)
sao decrescentes, ja que os oligonucleotideos séo reversos (R).
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A Query 10 CAGCTTCAATCCGCAGGGC 28 B Query 10 TCAACGCATCAGCGCGTC 27
RN RRRR AR R RN NARARRRRRRRRRRARY
Sbjct 4.674.155 CAGCTTCAATCCGCAGGGC 4.674.173 Sbjct 4.674.845 TCAACGCATCAGCGCGTC 4.674.828
C Query 10 ATGAGCCCCACCAATACC 27 D Query 9 CEAERATIIE T
ey TN
Sbjct 4.674.962 ATGAGCCCCACCAATACC 4.674.979 Sbjct 4.675.648 CGCAGTGAAAAACATCGC 4.675.631

Figura B3. Blastn dos oligonucleotideos A, B, C e D desenhados para o mutante
ARIT3980/81. As numeracdes sublinhadas correspondem as posi¢cdes onde cada um
dos oligonucleotideos se anela no genoma da Xac 306 e sdo crescentes em A
(4.674.155 - 4.674.173) e C (4.674.962 — 4.674.979), onde os dois oligonucleotideos
sao diretos (F), enquanto em B (4.674.845 - 4.674.828) e D (4.675.648 — 4.675.631)
sdo decrescentes, ja que os oligonucleotideos sao reversos (R).

A Query 11 CGGTTTGCTTGGCGACCG 28 B Query 10 TATGAGCAACGGCRATGGT 28

(RN RRERRRRRNANAN (RN RRE AR R RN
Sbjct 4.672.484 CGGTTTGCTTGGCGACCG 4.672.501 Sbjct 4.673.166 TATGAGCAACGGCAATGGT 4.673.148

CQuery 10 ATGCGACCGCTGCCTACC 27 D gQuery 10 ACATTGCGCGCCAGGTTG 27
(RN RN AR FEEEEErEE et
Sbjct 4.673.409 ATGCGACCGCTGCCTACC 4.673.426 Sbjct 4.674.232 ACATTGCGCGCCAGGTTG 4.674.215

Figura B4. Blastn dos oligonucleotideos A, B, C e D desenhados para o mutante
ARIT3979/80. As numeracdes sublinhadas correspondem as posicées onde cada um
dos oligonucleotideos se anela no genoma da Xac 306 e sdo crescentes em A
(4.672.484 — 4.672.501) e C (4.673.409 — 4.673.426), onde os dois oligonucleotideos
sao diretos (F), enquanto em B (4.673.166 - 4.673.148) e D (4.674.232 — 4.674.215)
sdo decrescentes, ja que os oligonucleotideos sédo reversos (R).



