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RESUMO

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (XAC) é causadora do cancro citrico, uma
doenca que afeta varias espécies de plantas citricas, ocasionando queda na
produtividade e prejuizos econdmicos aos produtores. Muitas proteinas tém sido
detectadas por analise protedmica e relacionadas com a invaséo e disseminagéo da
bactéria no hospedeiro citrico. No presente trabalho foram aplicadas técnicas
bioguimicas para a obtenc¢éo e caracterizacao funcional parcial de dois genes de XAC:
XAC1006 (malato desidrogenase - MDH) e XAC0223 (proteina hipotética
conservada), detectados em trabalhos de protedmica prévios realizados no
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular Aplicada (LBBMA)/UFSCar como
estando potencialmente envolvidos com a patogenicidade de XAC. A proteina
hipotética conservada XAC0223 ndo possui funcdo descrita na literatura para XAC,
mas a analise da sua sequéncia génica por ferramentas de bioinformética evidenciou
semelhancas com proteinas de membrana e de vesiculas de membrana externa
(OMVs) de funcdo conhecida em outras espécies. Foi possivel caracteriza-la
parcialmente por teste de patogenicidade com um mutante de delecdo desta ORF,
obtido anteriormente, que aparentemente apresentou maior viruléncia do que XAC
selvagem, o que pode corroborar a hipotese de que esta possa ser uma proteina
detectada pela planta hospedeira, importante para desencadear suas respostas de
defesa. A MDH foi descrita anteriormente como uma proteina de assinatura na
superficie de células de XAC sob condi¢des infecciosas in vivo, a qual também tem
sido descrita para outros organismos patogénicos como uma proteina determinante
em seus processos infecciosos. Neste trabalho a MDH recombinante foi obtida na
forma nativa e com atividade enzimatica confirmada, sendo também produzidos
anticorpos anti-MDH, os quais foram utilizados em Western blot, levando a
constatacdo de sua possivel presenca na superficie de XAC sob condi¢des
infecciosas. Espera-se, por meio dos resultados obtidos, contribuir para o
conhecimento dos mecanismos de patogenicidade de Xanthomonas sp., confirmando
alvos potenciais de interesse biotecnoldgico contra a doenca e auxiliando no seu
combate futuro.

Palavras-chave: Xanthomonas citri subsp citri; cancro citrico; patogenicidade;
proteinas moonlighting; malato desidrogenase; proteina hipotética conservada.



ABSTRACT

The bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (XAC) is the cause of citrus canker, a
disease that affects many species of citric plants, causing drop in productivity and
losses to producers. Many proteins have been detected by proteomic analysis and
related to the invasion and dissemination of the bacterium in the citrus host. In the
present work, biochemical techniques were applied for the obtaining and partial
functional characterization of two XAC genes: XAC1006 (malate dehydrogenase -
MDH) and XAC0223 (conserved hypothetical protein), both detected in previous
proteomics studies performed at the Laboratory of Biochemistry and Applied Molecular
Biology (LBBMA)/UFSCar as potentially involved in XAC’s pathogenicity. The
conserved hypothetical protein (XAC0223) does not have a described function in
literature for XAC, but its gene sequence analysis by bioinformatics tools shows
similarities with membrane proteins and outer membrane vesicles (OMVs) of known
function in other species. It was possible to characterize it partially by pathogenicity
test with a deletion mutant of this ORF, previously obtained, which apparently
presented greater virulence than the wild XAC, which may corroborate the hypothesis
that it may be a protein detected by the host plant which can trigger their defense
responses. MDH was described as a signature protein in XAC cells surface under in
vivo infectious conditions, which has also been described for other pathogenic
organisms, as a determinant protein in their infectious processes. In this work, a
recombinant MDH was obtained in the native form with confirmed enzymatic activity,
and anti-MDH antibodies were also produced and used in Western blot, providing more
evidence of its possible presence on XAC’s surface under infectious conditions. It is
hoped, through the obtained results, to contribute to the knowledge of the pathogenicity
mechanisms of Xanthomonas sp., confirming potential targets of biotechnological
interest against the disease and helping in its future combat.

Key words: Xanthomonas citri subsp. citri; citrus canker; pathogenicity; “moonlighting”
proteins; malate dehydrogenase; conserved hypothetical protein.
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1. INTRODUCAO

1.1 O cancro citrico e a bactéria Xanthomonas citri

O cancro citrico € uma doenca que acomete muitas espécies vegetais citricas,
por todo o mundo, ocasionando lesGes nas folhas, frutos e ramos (DAS, 2003; WAITE
et al.,, 2016). A doenca é caracterizada pela formacdo de lesdes circulares, que
aumentam em relevo e formam vesiculas, crescendo dentro de pustulas que
escurecem, podendo causar desfolhamento e queda prematura dos frutos
(BRUNINGS; GABRIEL, 2003; DAS, 2003) (Figura 1).

Existe uma queda significativa na produtividade de citros com a doenca,
gerando altos gastos para as industrias com medidas de prevencao ou de tratamento,
tornando-se de extrema importancia o uso de métodos de identificagcdo mais rapidos
e acessiveis da infeccdo (WAITE et al., 2016). Dentre as doencas que afetam os citros
pelo mundo todo, o cancro citrico € uma das que mais causam danos econémicos, e
€ assunto de leis rigorosas de quarentena e erradicacado nos Estados Unidos e em
muitos outros paises (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

Um programa de manejo integrado de controle do cancro citrico em regides
endémicas envolve o plantio de um estoque de mudas livre de cancro, escolha de
cultivares de citros menos suscetiveis, implantacdo de quebra-ventos arboricolas,
pulverizacdo de bactericidas a base de cobre e aplicagédo de indutores de resisténcia
sistémica adquirida (FERENCE et al., 2018).

Figura 1. Folhas e fruto de laranja apresentando sintomas do cancro citrico: lesées circulares
marrons com borda amarelada. Fonte: Arquivo Fundecitrus.
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A bactéria causadora do cancro citrico, Xanthomonas citri subsp. citri (XAC)
(Figura 2), € gram-negativa, aerobia obrigatoria, com formato de bastonete e um
flagelo polar (BRUNINGS; GABRIEL, 2003). Conforme descrito em Gottig et al.
(2010), fazem parte dos mecanismos basicos de ataque de XAC ao hospedeiro as
proteinas efetoras de patogenicidade introduzidas pela bactéria na planta (sistema de
secrecdo de proteinas tipo Ill), as quais modulam as respostas de defesa basal da
planta e beneficiam o patdgeno. Posteriormente, ha formacdo de biofilme com
adesinas e xantana (exopolissacarideo secretado) e o envolvimento de uma proteina
semelhante a um peptideo natriurético de plantas para regular a homeostase do
hospedeiro, melhorando, assim, a fotossintese deste, o que facilita a infeccdo no
tecido devido ao estilo de vida biotréfico de XAC (GOTTIG et al., 2010).

Figura 2. Bacilos da bactéria Xanthomonas citri (foto de cima) e colénias amareladas crescidas
em placas com meio LB agar (foto de baixo). Fonte: Adaptado de Behlau; Belasque Jr., (s.d.).

Em Sena-Vélez et al. (2016), o DNA extracelular (eDNA) foi considerado um
fator muito importante para a viruléncia e sobrevivéncia de XAC em citros, devido a
sua atuacdo na formagao do biofilme. De acordo com uma revisdo da literatura
apresentada por Ference et al. (2018), estudos tém demonstrado que a regulacdo do
grupo de genes denominados fatores de patogenicidade (rpf) é responsavel pela
sintese de enzimas extracelulares, como proteases, endoglucanases e também pela

producéo de xantana, a qual, juntamente com o eDNA, sdo importantes nos primeiros
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estagios de formacao do biofilme de Xanthomonas. Apontam ainda que a xantana
pode contribuir para a suscetibilidade da planta suprimindo a calose (deposi¢do de
polissacarideo que obstrui os poros dos vasos da planta em situa¢cdes desfavoraveis,
como uma infeccéo), além de fornecer protecao a bactéria tanto contra a dessecacao
como de compostos antimicrobianos.

Resultados obtidos em nosso grupo de pesquisa sugerem que um fator que
possa contribuir para a patogenicidade de XAC pode também estar relacionado a
habilidade de regulacdo rigorosa das vias de metabolismo do carbono por XAC,
capacitando-a de maneira vantajosa na utilizacao de fontes organicas como a xilose,
componente presente nas paredes celulares do hospedeiro vegetal (ZANDONADI et

al., resultados nao publicados).

1.2 Andlise protedmica e funcional de genes relacionados a patogenicidade de
XAC

Com o objetivo de buscar alternativas ao controle do cancro citrico, muitos
trabalhos tém utilizado técnicas de protebmica e biologia molecular para
identificacdo e caracterizacdo de proteinas possivelmente relacionadas a
fitopatogenicidade de XAC. O sequenciamento completo do genoma da estirpe 306
de XAC (DA SILVA et al.,, 2002) permitiu disponibilizar um banco de proteinas
anotadas a partir do genoma, o qual € imprescindivel para identificacdo de proteinas
por espectrometria de massas em abordagens proteémicas.

Em um estudo de protebmica comparativo do biofiime de XAC e células
planctonicas utilizando Eletroforese 2D em Gel Diferencial (2D-DIGE), foram
detectadas grandes variagcdes na composicdo das proteinas de membrana externa,
entre elas proteinas receptoras ou transportadoras, bem como outras proteinas
conhecidas por estarem envolvidas na formacéao do biofilme bacteriano (ZIMARO et
al., 2013). Facincani et al. (2013) utilizaram uma abordagem protedmica chamada
MudPIT, para analisar proteinas que sédo encontradas diferencialmente ao longo do
tempo, quando o patdgeno ataca a planta hospedeira ou é cultivada em meio indutor

de patogenicidade XAM-1, avaliando a adaptacao e a viruléncia do patégeno.
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Em pesquisa realizada por Artier e co-autores (2016), de analise proteémica
diferencial de frac&o enriquecida de periplasma de células de XAC crescidas em meio
indutor de patogenicidade (XAM-M) e em meio ndo indutor de patogenicidade (NB)
vérias foram as proteinas diferencialmente expressas que foram identificadas por
espectrometria de massas (Figura 3), sendo também demonstrado que o meio XAM-
M é capaz de induzir genes hrp (de resposta a patogenicidade e hipersensibilidade)
em XAC. Varias proteinas foram apresentadas como potencialmente relacionadas a
viruléncia de XAC, por serem encontradas exclusivamente sob condi¢bes de indugéo
de patogenicidade, ou terem sua abundancia aumentada em meio XAM-M, como a
superéxido dismutase (SOD), transglicosilase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e a fosfoglicomutase. Estes autores verificaram ainda que a adaptagéo de
XAC a condicdo infecciosa in vitro tem um impacto significativo na atividade
metabdlica do envelope celular, levando a drasticas alteracbes na abundancia e/ou
localizacdo de muitas enzimas, a maioria ndo reportada previamente como estando
envolvida na patogenicidade de XAC.

Estudos funcionais com essas proteinas de XAC descritas como estando
potencialmente envolvidas na sua patogenicidade podem ser muito importantes tanto
para validacdo da analise protedmica, como também para confirmacédo da anotacao
de genes do genoma, e ainda, para a obtencdo de mais informacdes sobre o
metabolismo bacteriano que possam levar ao controle ou prevencéo do cancro citrico.

Varios estudos funcionais tém sido relatados de caracterizagdo de alvos
importantes para a patogenicidade de XAC. Xia et al. (2016) reportaram o
requerimento de uma endoglucanase extracelular (BglC3) na viruléncia de XAC, visto
que a delecdo deste gene, que resultou na completa perda da atividade de
carboximetil-celulase extracelular, atrasou o inicio dos sintomas do cancro e
demonstrou que a densidade celular do mutante foi menor do que o tipo selvagem. O
gene pthA foi destacado por Brunings e Gabriel (2003) como um gene codificador de
uma proteina efetora de patogenicidade em XAC, e também em qualquer estirpe de
Xanthomonas causadora do cancro citrico, gene este que possui muitos alelos e serve

como ferramenta diagnostica da doenca.
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Condition
{more Open
abundant reading
Spat spat) frame (ORF) Pratein 1D {exclusive peptide count)™
1 ME KACDO0Z DA polymerase |1l subunit B (0)
2 ME AACOE1E Ribokinase (2}
3 ME XACI56 Ketoglutarate semialdehyde dehydro-
genase (2)
4 ME XAC3I556 Aminopeptidase A/ (10
KACT204 Alanyl dipeptidyl peptidase (8)
KACIEST ATP synthase subunit o (5)
XAC2378 Conserved hypothetical protein (0)
5 ME XAC1838 Enolase-phosphatase (2)
b ME XACO554 Putative NADH dehydrogenase/NAD(FIH
nitroreductase (%)
7 ME XAC1m?2 Outer membrane protein (12)
KACISHE Aminopeptidase A/ (2)
KACO104 Metalloprotease (2)
B ME XAC1078 ATP-dependent Clp protease proteclytic
subunit (13)
XAC2067 Keto-hydroxyglutarate-aldolase/keto-
deoxy-phosphogluconate aldolase (2)
9 ME KACTDZ Outer membrane protein (18)
0" ME XACDOSTY Elongation factor Tu
XAC1348 Acetoacetyl-Cod thiolase
XACDBGB Hypothetical protein XACOBGE
1n* ME XACDSA 10-kDa chaperonin (9)
12* ME AACO542 60-kDa chaperonin (32)
13 KAM-M XAC3345 Pyruvate kinase type |l
14 KAM-M XACDB23 Outer membrane hemin receptor
15* HAM-M XAC00Z5 Xanthomaonas consenved hypothetical
protein
XAC35E3 dTDP-4-dehydrorhamnose-3,5-
epimerase
16 KAM-M XAC3442 Inorganic pyrophosphatase
KACO2% Monoxygenase
17 KAM-M XAC04TO0 Phosphoribosylaminoimidazole-succino-
carboxamide synthase
KACTAN Elongation factor Ts
18 KAM-M XAC3352 Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
XACD124 Fructose-1, 6-bisphosphatase dass 1
XACA36T Glycerophosphoryl diester
phosphodiesterase
XAC2638 Hypothetical protein

Figura 3. Proteinas de fragdo enriquecida de periplasma resultantes de analise proteémica
diferencial de células de XAC crescidas em meio indutor de patogenicidade (XAM-M) e em meio
nao indutor de patogenicidade (NB). Fonte: Adaptado de Artier et al. (2016).

A expressdo e caracterizacdo da cisteina peptidase (CPXAC) de XAC foi
realizada por Soares-Costa et al. (2012), identificando-a como alvo potencial para
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estudos de interacdo planta-patégeno, por ter sido detectada em meio indutor de
patogenicidade.

Alexandrino et al. (2016) geraram um mutante de delecdo da enzima trealase
de XAC (XccAtreA), com a finalidade de verificar a relagdo do gene, que codifica
enzima para hidrélise da trealose, um dissacarideo de glicose, com a patogenicidade
de XAC. Os autores expressaram o produto génico recombinante em E. coli e
caracterizaram as estruturas secundaria e quaternaria da trealase, além de sua
atividade enzimética. Em lisados de XAC e X. fuscans aurantifolii — tipo C (XauC), foi
verificada a maior expressdo da trealase na estirpe XauC, o que pode estar
relacionado com a reducédo da patogenicidade de XauC relativamente a XAC, uma
vez que a trealose é reconhecida como um carboidrato promotor de patogenicidade
em outros organismos, além de possivel reserva energética. Os autores sugerem que
a enzima trealase pode ser um agente modulador da disponibilidade da trealose, mas
pouco ainda se conhece sobre os mecanismos envolvidos e o papel dessa enzima
com a fitopatogenicidade.

Em andlise funcional realizada por Goto et al. (2016), foi feita a caracterizacao
da enzima fosfoglicomutase (PGM) recombinante de XAC, desde a estrutura e
determinacao de parametros cinéticos até a relacdo com o desenvolvimento do cancro
citrico. A obtencdo de um mutante por delecdo do gene da PGM contribuiu para a
constatacdo de que a fosfoglicomutase, necessaria na sintese de polissacarideo
xantano (reconhecido como relacionado com a patogénese da doenca), ndo €
mandatodria no desenvolvimento dos sintomas do cancro citrico, mas, de acordo com
o estudo, interfere no desenvolvimento da doenca causando sintomas mais amenos
do que o observado na linhagem de XAC selvagem (linhagem 306).

Trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular
(LBBMA) do Departamento de Genética e Evolucdo da UFSCar identificaram, por
meio da analise protedmica, varias proteinas potencialmente relacionadas com a
fitopatogenicidade de XAC, as quais poderiam ser alvos para o controle ou mesmo
para o diagnostico do cancro citrico.

Em um destes trabalhos, células cultivadas in vivo e in vitro apresentaram
mudancas nas proteinas da superficie de XAC, em resposta a infeccdo no hospedeiro,

dentre elas: DnakK, 60 kDa-chaperonina, fosfomanose isomerase, protease Clp ATP-
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dependente, receptores de enterobactinas férricas e malato desidrogenase (MDH)
(Figura 4) (CARNIELLI et al., 2017).

l XAC surface proteome |
Infectious-condition | | Non infectious-condition |

malate dehydrogenase

Oar protein

DnaK & Moonlighting proteins
i at XAC surface?

60 kDa chaperonin
TonB-dependent receptors
energy-dependent uptake of /
Substrate to periplasm
phosphomannose isomerase
Xanthan biosynthesis (?)

Ferric enterobactin receptor
iron acquisition from environment

Cytoplasm
Periplasm
wsejdojfy

OmpA related proteins
binding to host cells?

ATP depenf!enl_) cell growth, biofilm formation, virulence (cytosol/ surface)?
Clp protease

Figura 4. Proteinas de superficie de XAC detectadas em analise prote6mica, diferencialmente
expressas quando as células foram cultivadas em condicao de infec¢ao ao hospedeiro (in vivo),
a esquerda, ou em condigcdo nao-infecciosa, a direita (in vitro), no LBBMA da UFSCar (Séao
Carlos/SP). Fonte: Carnielli et al (2017).

Com base nos resultados de analise protedmica diferencial de fracdes
enriquecidas de periplasma de XAC e X. fuscans subsp. aurantifolii (XauB - bactéria
causadora da cancrose, uma versdo mais amena do cancro citrico), foram
evidenciadas em XAC enzima da via de sintese de lipideos polares, que
supostamente pode estar relacionada com a sintese de OMVSs, e outras proteinas
envolvidas com o efluxo de compostos toxicos, as quais devem distinguir XAC de
estirpes menos patogénicas como XauB (ZANDONADI et al., resultados nédo
publicados). Dentre as proteinas identificadas nesta andlise, na fra¢do enriquecida de
periplasma de XAC, estdo: 6-fosfogluconato desidrogenase, NAD(P)H-3-fosfato
desidrogenase dependente de glicerol, duas proteinas hipotéticas conservadas (uma
delas sendo a ORF — Open Reading Frame - XAC0223), succinil-CoA sintetase [3-
subunidade, adenilosuccinato sintetase, transglicosilase, enolase, fator de elongacéo
Tu (EF-Tu), fosfoglicomutase/fosfomanomutase, TolC e xilose isomerase.

Podemos observar varias proteinas potencialmente associadas a
patogenicidade de XAC nos trabalhos supracitados, as quais necessitam de validagao

da analise prote6mica prévia e/ou de caracterizagdo funcional, como j& realizado no
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LBBMA para outras duas proteinas de XAC, fosfoglicomutase (GOTO et al., 2016) e
trealase (ALEXANDRINO et al., 2016), como detalhado acima. O presente estudo
teve, portanto, o intuito de dar continuidade a esses trabalhos, por meio da andlise
funcional parcial da malato desidrogenase (XAC1006) e da proteina hipotética
conservada (XAC0223) de XAC.

1.3 Malato desidrogenase (MDH) e patogenicidade

Por meio da tecnologia 2D-DIGE aplicada a células intactas de XAC para
garantir a marcacao de proteinas pouco abundantes da superficie celular, foram
detectadas mudancas nas proteinas constituintes da superficie de XAC, em resposta
a infeccdo no hospedeiro, ao se fazer a comparacdo de células cultivadas in vivo
(folhas destacadas de citros) e in vitro (meio de cultivo ndo indutor de patogenicidade).
Dentre outras proteinas, a malato desidrogenase (MDH) foi encontrada na superficie
de XAC em resposta a infec¢éo no hospedeiro (in vivo), sendo, ainda, nesse mesmo
trabalho, reportada pela primeira vez na literatura como uma proteina de assinatura
das células infecciosas exsudadas das folhas (CARNIELLI et al., 2017).

E imprescindivel, entretanto, um melhor entendimento do envolvimento da
MDH na superficie celular com a patogenicidade de XAC, uma vez que tal proteina é
conhecida como caracteristica do citosol, onde catalisa a interconversao de L-malato
a acido oxaloacético dependente de NAD(P)+/NAD(P)H em muitas vias metabdlicas
celulares (ROZOVA et al.,, 2015) (Figura 5). Assim, embora o gene de MDH
(XAC1006) seja unico no genoma de XAC (NCBI), os resultados de Carnielli e
colaboradores mencionados acima indicam duas possiveis localiza¢cdes com funcdes
aparentemente distintas para a MDH de XAC, sendo sua possivel funcao na superficie

celular ainda nédo compreendida.

18



(‘SOD’ CoASH
(‘I:O
CHgy
(o]
*Pyruvate Pyruvate ”
dehydrogenase [EH,—{6—S — CoA
Acetyl-CoA .
CoASH
EAN @ e
NAD*-
malic CO0~ [Colog
enzyme | o Citrate ‘
‘\ (‘:_O synthase ® [‘!HZ
CH, HO—C—COO0~
* 4200‘ Oxaloacetate EHQ
.@ Aconitase
i @
Malate Citrate .
HOes C‘H dehydrogenase
* Principal ‘ CoO-
substrates CcO0~ Malate® |
imported HCOH
|
Jkt‘i‘marase ‘CH— CoO
L!H
Citric acid cycle 2
COO0- Isocitrate
éH Isocitrate
” dehvdrogenase
1 ) @
Fumarate
co2
COO
Succinate .
dehydrogenase ‘ H,
| SCoA eH,
T . \ 7 CoASH
[FHZ '“"‘ @0+ @, o0 1‘5007 a-Ketoglutarate
(eH, CoASH
CH
| \\ﬁ\ ,
Succinate (600~ CoASH
A‘[p 3 a-Ketoglutarate
AF_‘P dehydrogenase
Succinyl & Succinyl-CoA
CoA-synthetase ®

Figura 5. Ciclo do acido citrico celular em que a enzima malato desidrogenase (quadro vermelho
com borda) atua catalisando a reacdo reversivel de conversido malato/oxaloacetato. Fonte:
Buchanan (2015).

Algumas proteinas potencialmente envolvidas na patogenicidade de XAC e
caracteristicas de citosol também apresentaram localizacdo atipica na fracéo
enriquecida do periplasma (ARTIER et al., 2016). A denominagdo “Proteinas
moonlighting” tem sido utilizada para proteinas detectadas em localizacfes distintas
na célula com mdltiplas funcdes (FLODEN; WATT; BRISSETTE, 2011). Jeffery (2015)
realizou um dos estudos pioneiros e de referéncia sobre proteinas moonlighting e as
descreve como sendo um subconjunto de proteinas multifuncionais em que uma
cadeia polipeptidica exibe mais de uma fungdo bioquimica ou biofisica
fisiologicamente relevante. O estudo ainda aponta que as multiplas fun¢des ndo séo
devidas a fusbes de genes ou multiplos fragmentos proteoliticos.

Foram identificadas varias centenas de proteinas moonlighting nos ultimos

anos, incluindo um conjunto diversificado de proteinas com uma grande variedade de
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funcdes (MANI et al., 2015). Algumas participam de multiplos processos bioquimicos
usando um bolso de sitio ativo para catalise e uma parte diferente da superficie da
proteina para interagir com outras proteinas, podendo adquirir fun¢des diferentes
dentro e fora da célula, além de desempenharem papel central em muitas doencas
(JEFFERY, 2015). Ja existem alguns bancos de dados para proteinas moonlighting
(CHEN et al., 2018; MANI et al., 2015), os quais facilitam a busca destas e conectam
as sequéncias de aminoacidos a estrutura e fun¢des possiveis da proteina, auxiliando
no entendimento da sua evolucdo. Proteinas de membrana, entretanto, tém suas
estruturas e funcées menos conhecidas por serem mais insolUveis e desafiadoras na
sua expressao e purificacao.

As funcbes variadas das proteinas moonlighting pareciam ser restritas aos
eucariotos, pois eram, frequentemente, consequéncia de eventos de splicing
alternativos (LEIMKUHLER, 2017). Bactérias e outros patbgenos comumente usam
proteinas citosolicas na superficie celular para formar e manter interacbes com as
espécies hospedeiras, algumas com papel central, seja na infeccdo, invasao,
viruléncia e formagéo de biofilme (JEFFERY, 2017).

Wang et al. (2015) descreveram a malato desidrogenase como um substrato
da quinase de proteinas serina/treonina (PknD) em Mycobacterium tuberculosis e,
nesta mesma bactéria, a malato sintase, proteina de interacdo da malato
desidrogenase, foi identificada como proteina moonlighting originéria do citoplasma e
encontrada na superficie da bactéria em ligacdo com laminina e fibronectina,
associadas a adeséo da bactéria ao hospedeiro humano (HENDERSON; MARTIN,
2011).

Em Gonzélez-Fernandez et al. (2015), varios estudos sobre o fungo
fitopatogénico Botrytis cinerea foram reunidos e a MDH foi menos expressa em
experimentos de secretoma in vitro em uma estirpe menos virulenta quando
comparada a mais virulenta e categorizada como uma proteina relacionada com a
producdo e secrecdo de toxinas. A MDH também foi encontrada nas proteinas do
micélio de seis linhagens selvagens deste fungo, com diferencas quantitativas
significativas, sendo maior nas linhagens isoladas do material verde, implicando que
esta desempenha um papel fundamental na biossintese do &cido oxalico para produzir

um nicho ecoldgico mais adequado para as atividades do fungo.
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No fungo Paracoccidioides brasiliensis, a MDH € caracterizada como
importante antigeno, com expresséo induzida de duas isoformas na superficie do
fungo na deficiéncia do ion ferro (PHILIPPSEN, 2011). Em Cryptococcus neoformans,
a MDH esta presente ndo apenas no citoplasma celular, mas também foi encontrada
em vesiculas na superficie e relacionada com fatores de viruléncia do microrganismo
(RODRIGUES et al. [2007] apud PHILIPPSEN, [2011]).

Com excecdao do relato de Carnielli et al (2017), ndo existem outros relatos na
literatura sobre a relagdo da MDH e a patogenicidade de XAC, demandando mais
investigacdes sobre sua confirmacéo na superficie de XAC e seu possivel papel na

patogenicidade da bactéria.

1.4 Proteina hipotética conservada e patogenicidade

Quanto a proteina hipotética conservada XAC0223, esta foi identificada em
Zandonadi et al. (resultados n&o publicados) no periplasma de XAC, quando
cultivadas em meio indutor de patogenicidade (XAM-M), comparativamente a XauB,
linhagem pouco virulenta. Esta proteina possui peptideo sinal na porcdo N-terminal e
94% de identidade da sua sequéncia nucleotidica com uma proteina de membrana
externa de X. oryzae (PXO_03968) (PARK et al., 2014), pertencente a familia Ax21,
composta de moléculas ativadoras da imunidade mediada por XA21 (BAHAR et al.,
2014) e classificadas como pertencentes ao padrao molecular associado a patbgenos
(SHUGUO et al., 2012).

Dada esta semelhanca, foi sugerido em Zandonadi et al. (resultados nao
publicados) que a proteina hipotética pode estar presente em OMVs de XAC, como
uma estratégia do processo de infecciosidade. Porém, sua funcao biolégica ainda ndo
foi determinada, sendo necessérias mais investigacdes sobre a ORF XAC0223 em
XAC. Algumas informacdes séo conhecidas a respeito da ORF em outras bactérias,
como descrito a seguir.

Ferreira et al. (2016) identificaram um gene relacionado a XAC0223 em X.
campestris pv. campestris (meio XVM2), envolvido com OMVs, juntamente com outras
proteinas de membrana e com secrecdo direcionada por um peptideo sinal. Os

autores sugeriram a requisicdo desta para sobrevivéncia da bactéria e adaptacéo no
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interior do hospedeiro. Ainda neste estudo, ortdlogos em X. campestris e X. oryzae
foram caracterizados como ativadores da imunidade mediada pela familia Ax21, como
moléculas detectadas por receptores na planta, e classificadas como PAMP (Padrdes
Moleculares Associados a Patogenia), os quais agregam uma série de moléculas
envolvidas na dinamica entre patdégenos e hospedeiros através da motilidade,
formacdao de biofilme, viruléncia, sistema quorum-sensing (sinalizacao inter-celular).
Shuguo et al. (2012) estudaram um gene ortélogo de XAC0223, PXO_RS02705
de X. oryzae, e verificaram que os hospedeiros possuem habilidades em perceber a
Ax21 sulfatada e com isso ativar respostas de resisténcia. Em trabalho de Park et al.
(2014), o gene PXO_03968, antes classificado como um Ax21, foi identificado como
uma proteina de membrana externa em X. oryzae (Xoo0), sendo renomeado como
gene Omp1X. A proteina por ele codificada foi caracterizada como semelhante a uma
porina, com dominio B-barril e peptideo sinal em N-terminal, assim como o
apresentado para XAC0223 in silico. O mutante de delecdo do gene PXO_03968 foi
comparado com a linhagem selvagem de Xoo verificando-se proteinas
diferencialmente expressas envolvidas na transducdo de sinal, motilidade celular e

formacéo de biofilme (reduzidos no mutante).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi contribuir com a analise funcional de dois
genes de Xanthomonas citri subsp. citri, XAC0223 e XAC1006, os quais codificam
duas proteinas descritas como potencialmente envolvidas com a patogenicidade de
XAC em andlise protedmica prévia, as quais foram anotadas no genoma como

proteina hipotética conservada e malato desidrogenase (MDH), respectivamente.

2.2 Objetivos especificos

e Analise in silico das ORFs XAC0223 e XAC1006;

¢ Clonagem das regides codificantes dos genes XAC0223 e XAC1006 a partir do
DNA gendmico de XAC 306;

e Expressdo das proteinas em sistema heterdlogo seguida de purificacdo e
analise de solubilidade das proteinas recombinantes;

e Confirmacao da atividade enzimética da MDH (XAC1006);

e Verificacdo da presenca da MDH na superficie de XAC por imunoensaio em
células intactas associado a Western blot, em situacdo de inducdo da
patogenicidade in vitro, comparativamente a ndo inducdo da patogenicidade.

e Estudo do efeito da delecdo do gene XAC0223 no crescimento celular in vitro
e na patogenicidade de XAC in vivo, utilizando o mutante obtido anteriormente
€m NOSso grupo de pesquisa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Andélise in silico das ORFs XAC0223 e XAC1006.

Alinhamentos locais (BLAST/ NCBI) de sequéncias nucleotidicas dos genes
XAC0223 e XAC1006 foram realizados com base no genoma completo de
Xanthomonas axonopodis citri subsp. citri 306 (DA SILVA et al., 2002) e no genoma
parcialmente descrito das demais estirpes de Xanthomonas. Com as sequéncias de
aminoacidos foi feita uma busca por mais informacdes sobre as proteinas codificadas
por estes genes como localizacdo celular, funcdo, identidade com outras proteinas,
sitios de fosforilacéo, peso molecular e presenca de peptideo sinal, utilizando bancos
de dados de proteinas e outras ferramentas de bioinformatica (in silico)
disponibilizadas em ExPASy: SIB Bioinformatics Resource Portal, CBS Prediction

Servers, European Bioinformatics Institute (EBI) e ELIXIR Core Data Resources.

3.2 Linhagens bacterianas, meios de cultura e condi¢cdes de cultivo

A linhagem bacteriana de Xanthomonas citri subsp. citri (XAC) foi fornecida pelo
Fundecitrus (XAC 306). As linhagens de E. coli DH5a e BL21 (DE3) foram utilizadas
para a clonagem / propagacao dos genes recombinantes de X. citri e para expressao
das proteinas recombinantes, respectivamente. A linhagem de X. citri com delecéo do
gene XACO0223, denominada AXACO0223, foi obtida por Lima (2018) no LBBMA,
segundo metodologia de delecéo publicada em Alexandrino et al. (2016) e em Goto
et al. (2016). O estoque de XAC foi mantido a -80°C em meio LB (Luria Broth, SIGMA-
ALDRICH - 10 g/L triptona, 5 g/L extrato levedura, 5 g/L NaCl) contendo glicerol a
20%. Os cultivos em meio liquido (LB) foram realizados em incubadoras Innova 44
(New Brunswick) a 30°C e 250 rpm para XAC e a 37 °C e 250 rpm para E. coli,
engquanto que em meio solido (LB-agar - Acumedia) a incubacao também ocorreu nas
temperaturas descritas.

Para as curvas de crescimento de XAC e da linhagem mutante de delecdo da
ORF XACO0223, as células foram cultivadas em meio indutor de patogenicidade XAM-

M (Quadro 1) a 30°C e 200 rpm em agitadora Innova 44 (New Brunswick).
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Para o imunoensaio, XAC foi repicada em LB-agar e em seguida cultivada nos

meios CN (caldo nutriente Difco - extrato de carne bovina 3 g/L; peptona 5 g/L) e XAM-

M, a 28°C e 250 rpm.

Quadro 1. Composicdo do meio XAM-M (p.H. =5,4).

Reagentes Concentracéo final
(NH4)2S04 7,57 mM
KH2PO4 33,06 mM
KzHPO4 60,28 mM
Citrato de sddio (CsHsNazO7) 1,7 mM
MgSOa4 1,0 mM
Casaminoécidos 0,03% (m/v)
Frutose 10 mM
Sacarose 10 mM

BSA 1,0 mg/mL

Fonte: Adaptado de Artier et al (2016).

3.3 Kits e anticorpos policlonais

Para a extracdo e purificacdo de fragmentos de DNA amplificados e de DNA

plasmidial a partir do gel de agarose foram utilizados os kits Agarose Gel-extraction e

Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep (ambos fornecidos pela Cellco, Sdo Carlos-SP),

respectivamente. Os anticorpos anti-MDH foram produzidos em coelho pela empresa

Proteimax (S&o Paulo-SP) contra a proteina recombinante MDH purificada, obtida

neste trabalho.
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3.4 Extracdo de DNA gendmico e obtencédo dos oligonucleotideos para PCR

A extragcdo de DNA gendmico de XAC foi realizada por método de
fenol/cloroférmio, a partir de 1 mL das células do pré-inéculo, centrifugado por 30
segundos e ressuspenso o pellet em 467 pL de TE (Tris 20mM, EDTA 1mM, pH 8).
Foram adicionados 30 pyL de SDS 10% e 3 uL de lisozima (SIGMA-ALDRICH) a 50
mg/mL, homogeneizados levemente e com incubacgéo de 30 minutos a 37°C. Para 0s
500 pL de solucgéo obtida, foram adicionados 500 uL de fenol/cloroférmio (1:1) e apds
uma homogeneizacdo muito lenta, o conteudo foi centrifugado por 5 minutos (a 15.000
Xg) e o sobrenadante foi separado em outro Eppendorf de 2 mL para repeticdo da
extracdo com mais 500 pL de fenol/cloroférmio (1:1) e centrifugacdo. O novo
sobrenadante obtido foi transferido para outro Eppendorf para a extragcao apenas com
cloroférmio, ambos com o mesmo volume. Apés homogeneizacéao e centrifugacao nas
mesmas condic¢des, o sobrenadante foi transferido para um Eppendorf de 1,5 mL para
precipitacdo com 0,1 volume de acetato de sddio (3M, pH 5,2), ou seja, para os 500
ML de DNA adicionou-se 50 yL de NaAc, e 0,6 volume (300 pL) de isopropanol. O
conteudo foi centrifugado por 1 minuto (a 5.000 xg) e o pellet foi lavado com etanol
70% gelado, seguindo nova centrifugacdo de 1 minuto e descarte do sobrenadante
com secagem do microtubo. Por fim, o pellet contendo o DNA genbémico foi
ressuspenso em 150 pL de TE e utilizado como molde para amplificagdo dos genes
na PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase).

Os oligonucleotideos utilizados na PCR para amplificacdo das sequéncias
codificadoras dos genes alvos foram desenhados com base na sequéncia depositada
no GenBank do NCBI, com sitios de restricdo para Ndel e Hindlll (Quadro 2), sitios
estes que, pela verificagdo com o software WebCutter 2.0, ndo estdo presentes nas
sequéncias dos genes alvos.

Foram excluidos os 60 primeiros nucleotideos apenas da ORF XAC0223 no
desenho do primer forward, referentes a codificagcdo do peptideo sinal da proteina
hipotética conservada, conforme previsto por analise pelas ferramentas PHobius
(EXPASY) e SignalP (CBS Prediction Servers) .

Os primers foram analisados com o software OligoAnalyzer 3.1

(ThermoFisherScientific) quanto a temperatura de hibridizacéo e formacgao de hairpin
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ou dimeros, sendo ainda realizadas simulacfes das PCRs com os primers in silico
utilizando o software WebPCR.

A sintese dos primers foi realizada por empresa especializada (Exxtend,
Campinas-SP) e o estoque liofilizado foi diluido em agua Milli-Q para concentragédo de
100 uM.

Quadro 2. Primers utilizados na amplificacdo das ORFs XAC0223 e XAC1006. Os nucleotideos
sublinhados s&o referentes aos sitios de restricdo das enzimas Ndel (5’-CANTATG-3’) e Hindlll (5’-
AMAGCTT-3).

PROTEINA HIPOTETICA (XAC0223)
Primer Forward: 5' - CA"TATG GCT GAA AAC CTC TCC TAC - 3'

Primer Reverse: 5' - AAAGCTT TTACCA GCT GAAGC -3

MALATO DESIDROGENASE (XAC1006)
Primer Forward: 5' - CA"TATG AAAGCACCT GTTCGT G -3

Primer Reverse: 5' - AAAGCTT TCA GCC CAG CAG - 3

Fonte: Elaborado pela autora.

3.5 Amplificacéo dos fragmentos génicos por PCR

O isolamento das regifes codificantes relativas aos genes XAC0223 e
XAC1006, a partir do DNA gendmico de XAC306 foi feito por PCR, conforme reacéo
indicada no Quadro 3.

Quadro 3. Reagentes utilizados nas rea¢cdes de PCR. S&o indicados os volumes dos reagentes
utilizados para 50uL de volume total na amplificacdo dos fragmentos génicos XAC0223 e XAC1006.

REAGENTES VOLUME (ML)
H20 Milli-Q 31
Bufffer 10x 10
dNTPs 10 mM 1
Primer F 10 UM 2,5
Primer R 10 UM 2,5
DNA molde 1 ng/ML 2,5
DNA polimerase - Phusion Green High-Fidelity 0,5
(ThermoFisherScientific)

Fonte: elaborado pela autora.
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As amplificacfes foram realizadas em um termociclador C1000 Touch Thermal

Cycler (BIO-RAD) conforme programa descrito no Quadro 4.

Quadro 4. Programa utilizado na amplificacao dos fragmentos génicos XAC0223 e XAC1006 por
PCR.

Etapa da PCR Tempo Ciclos
Desnaturacéo a 98 °C 30s
Desnaturacéo a 98 °C 10s
Hibridizac&o* 10s 34 repetictes
Extenséo a 72 °C 15-30s
(a cada 1000 pares de bases)
Extenséo a 72 °C 5 min
Conservacédo a4 °C o0

*As temperaturas de hibridizacdo foram especificas para cada conjunto de primers, para cada ORF:
56°C para XAC0223 e 58°C para XAC1006. Fonte: elaborado pela autora.

Em seguida, os produtos resultantes da PCR foram checados por eletroforese
em gel de agarose 1%, onde as bandas referentes aos fragmentos génicos de cada

ORF foram excisadas e purificadas com kit agarose gel-extraction (Cellco).

3.6 Clonagem dos fragmentos génicos em vetor de propagacao

Os procedimentos de biologia molecular realizados neste trabalho foram
baseados em protocolos descritos pelo manual Molecular Cloning: A laboratory
manual (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), ou descritos conforme sao citados.

Para a clonagem, os produtos da PCR, purificados do gel de agarose, foram
ligados ao vetor de propagacéo pJET1.2/blunt (Anexo A) do kit comercial CloneJet
PCR Cloning (ThermoFisherScientific) utilizando a enzima T4 ligase (1U/uL) e tampéao
do préprio kit, sendo a incubacéo realizada por 5 minutos a temperatura ambiente.
Seguiu-se a propor¢ao molar 3:1 para a razéo do inserto: vetor, ou seja, 29,85 ng do
inserto da proteina hipotética (597 pb) e 49,4 ng da MDH (988 pb), ligados a 50 ng/uL
de pJETL1.2, gerando as constru¢cdes pJET_0223 e pJET_1006.
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Para cada construcdo, 2 uL da reacao de ligacdo foram adicionados a uma
aliquota de células de E.coli DH5a quimiocompetentes (preparadas previamente com
CaCl2) e a mistura incubada por 20 minutos em banho de gelo, sem a necessidade de
realizacdo de choque térmico. Logo em seguida, as células foram plaqueadas em 10
mL de LB-agar contendo 10 pyL do antibidtico ampicilina a 100 pg/mL (SIGMA-
ALDRICH), para selecionar os transformantes, sendo incubadas em estufa a 37°C
overnight. Uma coldnia de cada placa foi inoculada em 10 mL de LB com ampicilina a
100 pg/mL, sendo o crescimento realizado overnight a 37°C e 250 rpm em shaker.

Dos indculos contendo as células cultivadas, 500 pyL foram adicionados a
glicerol 20% e armazenados a -80°C, a fim de garantir o estoque de células contendo
as constru¢cbes com o plasmideo de propagacdo. Com o restante do volume dos
indculos foram realizadas minipreps com kit comercial Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep
(Cellco), ressuspendendo-se o DNA em 30 uL de agua Mili-Q. As quantificacées foram
realizadas em espectrofotdmetro NanoVue Plus (GE Healthcare).

As solucBes de plasmideos (com cerca de 300 ng/uL cada) foram triadas por
andlise de restricdo do DNA plasmidial com as enzimas Ndel e Hindlll seguida de
eletroforese em gel de agarose 1%, contendo brometo de etideo, em sistema Mini-
Sub Cell GT (BIO-RAD). Amostras dos clones pJET 0223 e pJET_ 1006, que
confirmaram presenca do inserto de tamanho esperado, foram enviadas para
sequenciamento de DNA pelo método de Sanger no Centro de Pesquisas sobre o
Genoma Humano e Células-Tronco (USP — S. Paulo-SP). As sequéncias obtidas

foram analisadas com a ferramenta de bioinformatica Unipro UGENE.

3.7 Sub-clonagem no vetor de expressao

O vetor de expressao utilizado para a sub-clonagem dos genes alvos foi o
pET28a (Novagen — Anexo B), o qual tem sob controle do promotor lac a RNA
polimerase do bacteriéfago T7, que reconhece o promotor viral para expressdo do
gene de interesse, além de conter uma sequéncia codificadora da cauda de histidina
na por¢ao N-terminal, a qual possibilita a purificacagédo das proteinas recombinantes
por coluna de afinidade. Este vetor também conferiu resisténcia ao antibidtico

canamicina para as células transformadas.
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O pET28a foi digerido com as enzimas de restricado Ndel e Hindlll e tampao 10x
Green buffer fast digest (ThermoFisherScientific) e recuperado em gel de agarose 1%,
assim como os insertos XAC0223 e XAC1006 dos clones recombinantes em pJET
propagados anteriomente. Foram preparadas reacdes de ligacao (10 pL) na proporcao
molar 3:1 para a razdo do inserto:vetor, utilizando 67,11 ng de pET28a, 22,4 ng para
a ligacdo do inserto XAC0223 e 37 ng para a do inserto XAC1006, a enzima T4 ligase
e tampao 10x do mesmo kit (ThermoFisherScientific), e estas foram mantidas a 22°C,
overnight. Através destas ligagdes, duas novas construcdes de vetor_inserto foram
obtidas, agora do vetor de expressdao pET28a com o0s insertos respectivos de cada
ORF.

Toda a reacéo de ligacao para cada construcéo foi usada na transformacao de
E. coli DH5a quimiocompetentes, com incubagdo em gelo por 30 minutos, choque
térmico a 42°C por 30 segundos e recuperacao de células em 120 yL de meio LB, a
37°C em shaker e 250 rpm, por uma hora. Em seguida, todo o conteudo foi plaqueado
em LB &gar contendo o antibiético canamicina a 50 uyg/mL (SIGMA-ALDRICH) e as
placas foram incubadas a 37°C overnight. Uma coldnia foi inoculada em 5 mL de LB
com canamicina (50 ug/mL), com incubacdo overnight a 37°C e 250 rpm. Células
desses clones de expressédo também foram estocadas em glicerol 20% a -80°C.

Os clones transformantes foram confirmados por analise de restricdo em
eletroforese em gel de agarose 1% e os plasmideos de clones confirmados foram
obtidos por miniprep (Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep - Cellco) e usados para
transformar células de E. coli quimiocompetentes da linhagem de expressao
BL21(DES3), novamente utilizando o banho de gelo, choque térmico e recuperacéo de

células em LB, seguidos do plagueamento em LB agar com canamicina (50 ug/mL).
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3.8 Expressao heterdloga, purificacdo e analise da solubilidade das proteinas

recombinantes

Com a obtencao da linhagem de expressédo contendo cada ORF, seguiu-se
para as etapas de inducao da expressao, purificacdo e caracterizacdo dos produtos
de expresséo heterdloga.

Os clones de E. coli para expressdo foram cultivados em 5 mL de LB com
canamicina (50 yg/mL) a 37°C e 250 rpm, overnight, e, no dia seguinte, transferidos
para cultivo de 250 mL (também com canamicina), mantido nas mesmas condicodes,
até a fase log de crescimento, medida pela densidade éptica do cultivo (D.O.595nm =
~0,3-0,6) em equipamento iMark Microplate Absorbance Reader e com o software
Microplate Manager 6 (BIO-RAD). Uma aliquota de 50 yL de “pré-inducéo” foi
guardada para andlise futura. Em seguida, acrescentou-se IPTG para concentracao
final de 0,1 mM para induzir a expressao da proteina recombinante, e incubou-se a
18°C durante 16 horas.

Apbs este periodo de inducdo, uma aliquota de 50 uL de “pdOs-inducéo” foi
guardada. A cultura bacteriana foi centrifugada a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C, e 0
precipitado ressuspenso em 12,5 mL de tampéo de sonicacdo (50 mM Tris-HCI, 100
mM NaCl, pH 8,0). Em banho de gelo, as células bacterianas foram lisadas em
equipamento Sonic Dismembrator Model 500 (Fisher Scientific) com oito pulsos de
ultrassom de trinta segundos, separados por intervalos de trinta segundos, totalizando
qguatro minutos, e amplitude de 23%. ApOs sonicacdo da amostra, seguiu-se para a
centrifugacéo a 5.000 xg, por 30 minutos e 4°C.

Separou-se 0 sobrenadante (porcao soluvel) do pellet (porcéo insolavel) e o
pellet foi ressupenso em 12,5 mL de agua destilada. Uma aliquota de 50 yL de cada
porcao foi guardada para analise.

A porcéo soluvel, supostamente contendo a proteina recombinante fusionada
a uma cauda de histidina, seguiu para a purificagcdo usando uma coluna de afinidade
com niquel imobilizado IMAC (GOTO et al., 2016), com fluxo gravitacional manual, de

acordo com os passos numerados a seguir:

1. Lavagem da resina da coluna (Ni?*, SIGMA-ALDRICH) com 10 mL de agua

destilada, que corresponde a 10x o volume da coluna com a resina de niquel
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(VC =1 mL). Passagem de 5 VC do tampéao de sonicacéo, para preparo do pH
da coluna;

2. Passagem da fragdo soluvel do lisado celular (todo o volume) e retirada de uma
aliquota de 50 yL apos a passagem pela coluna (“pés-coluna’);

3. Trés lavagens da coluna com 3 VC de tampao de sonicacdo com coleta de
aliquotas de 50 pL em cada lavagem,;

4. Aplicacao de 3 VC de cada solucéo de imidazol - gradiente de concentragdes:
10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 250 mM e 500 mM
(preparadas previamente com 0 mesmo tamp&ao) para eluicdo e recuperacao
da proteina recombinante ligada a resina, em tubos Falcon de 15 mL, com
coleta de aliquotas de 50 pL, apds a passagem de cada solugéo pela coluna;

5. Passagem de 2 mL de imidazol 2M, e em seguida, de 10 mL de 4gua destilada
para limpar a coluna, e adicdo de 6 mL de etanol 20% para preservacao da

resina e manutencdo com tampa, na geladeira.

Todas as aliquotas de 50 pL guardadas no processo de purificacdo das
proteinas recombinantes foram acrescidas de 10 yL de tampéo Laemmli 6x (300 uL
de Tris-HCI 1M, pH 6,8; 450 uL de glicerol; 200 uL de SDS 10%; 50 uL de Beta-
mercaptoetanol; tracos de azul de bromofenol), fervidas por 15 minutos e
centrifugadas rapidamente.

As aliquotas foram analisadas quanto a expressao heteréloga, purificacao por
cromatografia de afinidade e solubilidade das duas proteinas recombinantes, por
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Para isto, utilizou-se
o tampéo de corrida 1x (25 mM Tris, 190 mM Glicina, 0,1% SDS) e 15 uL de cada
amostra, junto com o marcador de tamanho molecular Precision Plus Protein
Standards (BIO-RAD) ou equivalente. A eletroforese foi realizada em sistema Mini-
PROTEAN Tetra Cell (BIO-RAD), com corrente fixa de 399 mA. Os géis foram corados
overnight com Silver Blue (sulfato de aluminio 50 g/L, etanol 96%, Comassie Brilliant
Blue (CBB) G-250 0,2 g/L, acido fosférico 2%), descorados no dia seguinte com
solucdo descorante (etanol 96% e acido fosforico 85%) e analisados.

A malato desidrogenase recombinante, obtida da fracdo sollvel e eluida em
150 mM de imidazol, foi dialisada para remocao do imidazol contra 0 mesmo tampao

de sonicacao utilizado na purificagcdo. A quantificacdo da MDH recombinante foi
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realizada em aparelho NanoVue Plus (GE Healthcare), a 280 nm, considerando
caminho optico de 0,5 mm normalizado e coeficiente de extingdo molar da proteina de

0,931 (obtido com a ferramenta ProtParam - ExPASYy).

3.9 Estudos funcionais com as proteinas recombinantes

3.9.1 Caracterizagdo funcional da MDH recombinante

Para a caracterizacdo funcional da MDH recombinante foram realizados
imunoensaios em células intactas com deteccdo de anticorpos remanescentes por

Western blot, além de ensaio de atividade enzimatica.

3.9.1.1 Imunoensaio para deteccdo de MDH na superficie celular de XAC

Para a producdo de anticorpos policlonais em coelhos contra a MDH
recombinante de XAC, varias aliquotas da proteina recombinante (~20 pg cada) foram
separadas por SDS-PAGE e o gel corado com Silver Blue. As 10 bandas
correspondentes a proteina, foram excisadas do gel e recolhidas em tampao de
corrida, sendo enviadas a Proteimax (Sdo Paulo-SP) para a producao do soro pos-
imune. Ensaio preliminar com 0s soros pré e pos imunizacdo, fornecidos pela
empresa, indicou a melhor concentracdo para se utilizar nas analises de Western blot,
ou seja, diluicdo de 5.000 vezes em TBS (20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl, pH = 8,0). O
Tween foi excluido do TBST, pois por sua acao detergente poderia lisar a membrana
celular.

Para verificacdo da presenca da proteina MDH na superficie celular de XAC e
se esta presenca depende da condicédo de crescimento da bactéria, células de XAC
foram crescidas em meio indutor de patogenicidade (XAM-M) e em meio ndo indutor
de patogenicidade (CN). As células intactas obtidas foram utilizadas para imunoensaio
por meio de contato com anticorpos policlonais anti-MDH, sendo os anticorpos
residuais ndo ligados detectados em sequéncia por Western blot contra a proteina

recombinante imobilizada em membrana. O protocolo desse imunoensaio (Figura 6)
33



foi baseado em trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa (FUZISSAKI, 2017) e é
descrito a seguir.

Células de XAC mantidas em glicerol foram estriadas em placa de Agar
Nutriente (AN) e incubadas a 28°C por 48 horas. Uma colbnia foi repicada para um
pré-indculo de 10 mL em meio CN, e a incubacao realizada a 28°C e 250 rpm até
atingir uma DOsgsnm = de 0,7, em aproximadamente 12 horas. Centrifugou-se 2 mL
deste cultivo em dois microtubos a 5.000 xg por 15 minutos e o restante foi
armazenado em geladeira (4°C) para sua utilizacdo posterior no crescimento em CN.
Cada pellet foi ressuspenso em meio XAM-M e passados para dois tubos Falcon
contendo um total de 15 mL de meio XAM-M, sendo o cultivo incubado a 28°C e 250
rpm, por 24 horas, até DOsgsnm = ~0,6.

Em meio CN as células crescem mais rapidamente em comparacdo ao meio
XAM-M. Portanto, no mesmo dia de ressuspensao dos pellets no meio XAM-M, porém,
a noite, centrifugou-se 2 mL do cultivo armazenado na geladeira em dois microtubos
a 5.000 xg por 15 minutos e cada pellet foi ressuspenso em CN e passados para dois
tubos Falcon contendo um total de 15 mL de meio CN, sendo os mesmos incubados
a 28°C e 250 rpm, por 12 horas, até DOsgsnm = ~0,6. Assim, os dois cultivos (XAM-M
e CN) foram obtidos com a mesma densidade Optica, no dia seguinte. Foram juntados
0s conteudos dos dois cultivos de XAC em XAM-M, obtendo um volume total de 30
mL num tubo Falcon e o mesmo foi feito com os cultivos de XAC em CN.

Os cultivos de 30 mL de XAC na DOsgsnm = ~0,6 foram centrifugados a 8.000
Xg por 15 minutos. Os pellets foram lavados trés vezes com 5 mL de solucéo de
lavagem (10 mM Tris, 0,9% NaCl), cuidadosamente para que ndo se rompessem as
células, com centrifugacéo a 5000 xg por 5 minutos apés cada lavagem.

Para a realizagdo do imunoensaio, foi preparada uma solugdo com 50 mL de
TBS sem tween, contendo 10 pL de anticorpos primarios anti-MDH (diluicdo 1:5.000).
Cada pellet de células (crescidas em CN ou XAM-M) foi ressuspenso em 15 mL dessa
solucéo e a suspensdo resultante mantida a 25°C e em agitacao leve (60 rpm) por 20
minutos. Uma solugéo controle (TBST + anti-MDH) de mesmo volume foi mantida nas
mesmas condi¢cdes, porém sem contato com células. Em seguida, as duas
suspensodes foram centrifugadas a 8.000 xg por 15 minutos. Os sobrenadantes foram

recuperados sendo a eles adicionados 5 mL de solu¢do de TBST, este preparado com
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Tween 20 concentrado para os 20 mL resultantes para compensar a falta do Tween
na solucdo anterior.

Varias aliquotas de ~20 yg de MDH recombinante purificada (item 3.8) foram
submetidas a SDS-PAGE em sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell (BIO-RAD), em dois
géis iguais de poliacrilamida 14%, utilizando tamp&o de corrida por duas horas, com
corrente fixa de 0,4 A. Um gel foi corado com Silver Blue para registro das bandas das
proteinas, e a partir do outro gel foi realizada a transferéncia para a membrana de
nitrocelulose, no mesmo sistema e sob as mesmas condi¢fes de corrida, porém, em
tampdo de transferéncia (25 mM Tris, 190 mM glicina, 20% metanol, 0,1% SDS e pH
= 8,3). Apoés a transferéncia a membrana foi corada com solug¢éo Ponceau S (0,2 %
Ponceau S, 1% &cido acético glacial), por 5 minutos, para a visualizacdo das bandas
e marcacdo das mesmas com uma agulha, sendo a membrana lavada novamente
com TBST até descorar. Seguiu-se com o bloqueio da membrana overnight com
solucéo de 9% de leite em p6 desnatado em TBST.

O Western blot foi realizado com a solucao de anticorpos primarios residuais
(anti-MDH), os quais restaram apds contato descrito com células de XAC crescidas
em cada meio (Figura 6, itens B e C). Com as trés solugdes obtidas: “TBST_anti-MDH
de XAC em CN”; “TBST_anti-MDH de XAC em XAM-M”; e “TBST_anti-MDH controle”,
realizou-se o contato destas solu¢cdes com a membrana bloqueada. Trés lavagens
com 20 mL de TBST (cinco minutos cada), foram realizadas apoés retirada do leite,
sendo a membrana cortada em trés partes. Cada parte foi incubada por uma hora com
uma das solucdes acima a temperatura ambiente e agitacao leve (60 rpm).

Em seguida, as membranas foram lavadas trés vezes por cinco minutos com
TBST e incubadas por mais uma hora com uma solugdo de TBST acrescida do
anticorpo secundério IgG de cabra anti-lgG de coelhos (Imuny Biotechnology),
conjugado com HRP (Horseradish Peroxidase), diluido a 1:10.000. Mais trés lavagens
de cinco minutos com TBST foram feitas e acrescentou-se sobre as membranas o
substrato da enzima peroxidase, do kit comercial Clarity Western ECL (BIO-RAD), por
cinco minutos, para que a revelacdo da membrana de Western blot pudesse ser

fotodocumentada em ChemiDoc XRS+ com software Image Lab (BIO-RAD).
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Figura 6. Procedimentos realizados no imunoensaio para a obtengao das solugdes: (A) solugao
controle de anticorpos anti-MDH sem contato com as células; (B) solugdo de anticorpos
residuais apos contato com células de XAC crescidas em meio XAM-M e (C) solugao de
anticorpos residuais apds contato com células de XAC crescidas em meio CN. Fonte: Adaptado
de Fuzissaki (2017).

3.9.1.2 Atividade enziméatica da MDH

A MDH recombinante dialisada foi submetida a dois ensaios para a confirmagao
de sua atividade biologica, conforme a reacado catalisada pela MDH (Figura 7), com
metodologia baseada em Rozova et al. (2015).

Os ensaios se deram pela montagem de duas reagfes, uma delas com 0,5
png/uL da MDH dialisada de 1,3 pg/pL, 5 mM de oxaloacetato (OAA, SIGMA-

ALDRICH), tampéao de sonicagao (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM) e 0,25 mM de
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NADH (SIGMA-ALDRICH); a outra reacdo com 5 mM de malato (SIGMA-ALDRICH),
0,17 mM de NAD* (SIGMA-ALDRICH), tampéao de sonicacao e 0,5 pg/yuL da mesma
solucdo de MDH. O primeiro ensaio foi realizado pelo monitoramento da absorbancia
de NADH a 340 nm e da absorbancia de NAD+ a 259 nm por espectrofotdbmetro
Multiskan GO (Thermo Scientific), de forma manual, por 72 minutos e o segundo
ensaio pelo monitoramento da absorbancia apenas de NADH (reacéo de formacéao de
oxaloacetato) nos primeiros 4 minutos da reacdo, imediatamente apds adicdo da
enzima.

Além das reacdes contendo todos os reagentes, foram montadas reacdes
“branco” como controles, tanto sem a enzima, como sem o substrato, além da enzima
MDH isolada.

Oxaloacetato (OAA) + NADH (340 nm) | > [Malato + NAD+ (259 nm)

Figura 7. Reagao de conversao reversivel de oxaloacetato em malato, catalisada pela enzima
malato desidrogenase NADP- dependente. Fonte: Elaborada pela autora.

3.9.2 Caracterizacao funcional da proteina hipotética conservada

Para estudo da relacao da proteina hipotética com a patogenicidade de XAC
foi utilizada uma linhagem mutante com delegéo desta ORF, nomeada AXAC0223, a
qual foi obtida por Lima (2018) no LBBMA/ UFSCar, segundo metodologia de delecéo
publicada em Alexandrino et al. (2016) e em Goto et al. (2016)

3.9.2.1 Curva de crescimento in vitro de XAC 306 selvagem e XAC mutante
AXAC0223

Células das linhagens de XAC 306 e AXAC0223 (armazenadas a -80 °C com
glicerol a 20%) foram plaqueadas para crescimento em meio LB-agar sem antibiético,

por 48 horas a 30°C. A partir de uma coldnia de cada placa, fez-se um pré-inéculo em
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10 mL de meio LB sem antibiotico, e estes foram incubados por 24 horas a 30°C e
200 rpm. Fez-se a normalizacdo de células para D.O.= 0,03, centrifugando-se as
aliguotas em microtubos de 1,5 mL e os pellets resultantes foram ressupensos em
500 pL de XAM-M e transferidos para trés frascos contendo 100 mL de meio XAM-M
(triplicatas para cada linhagem). Fez-se o monitoramento do crescimento por
medi¢cbes de D.O.s9snm @ cada 4 horas aproximadamente, com aliquotas de 200 pL,

por 97 horas totais (Figura 8).

XAC306 AXAC0223 XAC306 AXAC0223

Crescimento em placa sem Pré-inéculo em 10 mL de meio LB sem
antibiético ~2dias a 30°C

XAC306 AXAC0223 XAC306 AXAC0223

= = ik Lk

Normalizagdo de células D.O sg5ppm= 0.03, Medic&o de D.O.
(595nm) a cada

centrifugac&o/descarte do sobrenadante e

ressuspensao em 500 pl de XAM-M 4 hpor97 h

totais

Triplicatas de inoculos de
XAM-M (100 mL cada)

Figura 8. Procedimentos para a realizagdo da curva de crescimento das linhagens de
Xanthomonas citri 306 (selvagem) e AXAC0223 (mutante de delegdo para a ORF XAC0223) para
observacgao do efeito da delecdao do gene da proteina hipotética no crescimento celular pela
comparacgéao do padrao de crescimento das duas linhagens. Fonte: Elaborada pela autora.

3.9.2.2 Efeito da dele¢éo do gene XAC0223 na infecgao de XAC in planta

Visando verificar a relagéo da proteina hipotética com a viruléncia de XAC, foi
realizado um estudo in vivo do efeito da dele¢do do gene da proteina hipotética na
patogenicidade de XAC. As linhagens de XAC mutante AXAC0223 e de selvagem
(XAC 306) foram utilizadas na infeccdo artificial de mudas de limas acidas (Citrus
aurantiifolia), cedidas pelo Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus), de
Araraquara/SP.

Para isto, as duas linhagens foram propagadas em meio LB (em duplicatas) e
cultivadas até a fase midi-log (D.O.= ~0,3). Aliguotas destes cultivos foram
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centrifugadas e ressuspensas em solucao salina de NaCl (0,9%) para concentracéo
celular de 10® UFC/mL (Figura 9). Oito mudas da lima acida tiveram duas folhas
inoculadas para cada linhagem (selvagem e mutante), utilizando seringas para o
encharcamento da folha e diferenciando as folhas de cada tratamento por linhas de
barbante de cores distintas. Com dezesseis folhas infectadas para cada linhagem,
obteve-se um total de trinta e duas folhas infectadas mais dezesseis folhas (duas por

muda) inoculadas com a mesma soluc¢do salina (0,9%), como controle sem a bactéria.

XAC306 AXAC0223

|| |

Pré-indculos em duplicatas biologicas em 5 mL
de meio LB overnight — cultivo até D.O.=~ 0,3

Centrifugagéo a 12.000 xg por 5 min
a 4°C e ressuspensao do pellef em
NaCl (0,9%) para células a 108
UFC/mL

Infiltragdo do controle negativo (NaCl Acompanhamento da
0,9%) e das suspensbes bacterianas evolugdo dos sinfomas da
(108) na superficie abaxial das folhas infec¢ao visualmente por
na planta 13 dias.

Figura 9. Procedimentos realizados no teste de patogenicidade in vivo (Citrus aurantiifolia) para
comparagdo dos sintomas causados pelo mutante AXAC0223 e por XAC selvagem. Fonte:
elaborada pela autora.

As mudas foram mantidas na estufa do Fundecitrus, localizada no campus da
UNESP de Araraquara/SP e a comparacdo da infeccdo foi feita visualmente,
registrando fotograficamente as alteragdes nos locais das infec¢gées (GOTO et al.,
2016), ao longo de 13 dias. O experimento in vivo foi realizado com a colaboracéo do

Dr. Franklin Behlau e da Ms. Tamiris Garcia da Silva (Fundecitrus, Araraquara-SP).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Andlise in silico das regifes codificadoras dos genes XAC0223 e XAC1006

Andlise das duas ORFs de XAC deste trabalho por ferramentas de
bioinformética (Quadro 5) forneceu varias informacdes sobre as proteinas alvo, as
quais contribuiram para o conhecimento das caracteristicas gerais associadas com as
sequéncias de cada proteina, uma vez que ndo foram ainda caracterizadas na

literatura.

Quadro 5. Ferramentas de bioinformatica utilizadas na andlise in silico dos genes XAC0223 e
XAC1006.

FERRAMENTA DE INFORMACAO DETECTADA
BIOINFORMATICA
BLASTX Alinhamento de nucleotideos traduzidos
InterProScan Correspondéncia das sequéncias nucleotidicas com

bancos de dados de assinatura de proteinas

PROPSEARCH Andlise de semelhanc¢a da sequéncia de aminoacidos
Psort Sitios de localizacdo de proteinas na célula
NetPhosBac Sitios de fosforilagdo em proteinas de bactérias
ProTParam Parametros fisicos e quimicos para sequéncias de

aminoacidos

PHobius e SignalP Peptideo sinal

Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.1 Anélise de XAC0223

O uso da ferramenta BLASTx permitiu a comparacao desta proteina hipotética
de XAC com ORFs analogas presentes nas linhagens XauB e XauC (X. fuscans
causadoras de cancrose, de menor viruléncia que XAC), sendo detectada 99% de
identidade entre elas. Foi detectada também homologia com uma proteina hipotética
de XauB (XauB_35460) e de proteinas da familia Ax21 (de outras espécies), de

acordo com a ferramenta InterProScan (EBI).
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Segundo esta mesma ferramenta, a proteina hipotética XAC0223 de XAC
apresentou caracteristicas de componente integral de membrana e transmembrana,
devido a sua similaridade de assinatura com a superfamilia das porinas, tendo
possivel relacdo de homologia com proteinas de fungdo conhecida, como a
caracterizada em Park et al. (2014). E a assinatura de transmembrana encontrada foi
representada por um dominio beta(8,10)-barril, 0 qual € caracteristico de proteinas de
membrana externa como as OmpA, OmpX e NspA, bem como de uma enzima de
membrana externa conhecida como PagP, sendo esta Ultima responsavel por ajudar
na evasao de bactérias patogénicas as respostas imunes de seus hospedeiros
(InterProScan EBI).

A ferramenta PROPSEARCH (ExPASYy) confirmou a sequéncia de aminoacidos
da proteina hipotética XAC0223 como sendo caracteristica de uma porina de
membrana externa como OmpD, com mais de 87% de chances de ambas
pertencerem a mesma familia, o que implica na maioria dos casos em uma funcéo
similar entre elas, embora seja necessaria a checagem futura de residuos funcionais
que forem conhecidos na proteina OmpD para verificacdo de similaridade de
conservacao destes na proteina hipotética.

Em bactérias Gram-negativas, um subgrupo de proteinas de membrana interna
da Superfamilia Facilitadora Principal (MFS), incluindo a OmpD, atuam tanto na
homeostase do periplasma, como tém papel de bombas de efluxo para diminuir as
concentragdes intracelulares de multiplos substratos toxicos, conferindo resisténcia a
multiplos farmacos (SANTIVIAGO et al., 2002). Na bactéria Salmonella enterica
serovar Typhimurium a OmpD é descrita como facilitadora da absorcdo de peroxido
de hidrogénio (H202) (CALDERON et al., 2011) e como um canal de membrana
externa que trabalha com a bomba de membrana interna YddG para expelir o
composto organico metil viologen (SANTIVIAGO et al., 2002). A mesma associacao
também foi obtida através do Psort (EXPASy), programa que prediz sitios de
localizac&o de proteinas na célula, como proteina de membrana ou periplasmica.

A ferramenta NetPhosBac (CBS Prediction Servers) previu dois sitios
potenciais de fosforilagdo em serinas da proteina hipotética (XAC0223) e o programa
ProTParam (ExPASYy) indicou massa molecular estimada de 21.906 Da, ponto

isoelétrico tedrico de 4,60, grau de instabilidade de 11,12 (classificando-a como
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estavel quanto a seu enovelamento), grau alifatico de 68.54 e GRAVY de -0,447 (mais
hidrofilica).

O desenho dos primers para a clonagem da regido codificadora da proteina
hipotética XAC0223 exigiu andlise prévia da sequéncia de aminoacidos nas
ferramentas PHobius (EXPASY) e SignalP (CBS Prediction Servers), sendo detectado
peptideo sinal nos 20 primeiros aminoacidos (Figura 10). Como mencionado

posteriormente, essa regido nao foi incluida na clonagem do gene XAC0223.
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Figura 10. Peptideo sinal nos 20 primeiros aminoacidos (pico) da proteina hipotética (XAC0223).
Fonte: PHobius e SignalP.

4.1.2 Analise de XAC1006

Os resultados da analise pela ferramenta InterproScan confirmaram a enzima
MDH como membro das familias: L-lactato/malato desidrogenase e Malato
desidrogenase, tipo 2, com dominio de ligacdo-NAD(P). O Psort (ExPASYy), teve como
localizacBes preditas o citoplasma e outras organelas tipicas de células eucariotas.
Pelo ProTParam (ExPASy), a MDH possui peso molecular estimado de
34.851 Da, ponto isoelétrico tedrico de 5,37, grau de instabilidade de 25,84
(classificando-a como estavel quanto a seu enovelamento), grau alifatico de 95,27 e
GRAVY de 0,026 (pouco hidrofobica). O NetPhosBac (CBS Prediction Servers) previu
quatro sitios potenciais de fosforilagdo em serinas e um sitio de treonina.
O desenho dos primers para a clonagem da regido codificadora da MDH

também exigiu analise prévia da sequéncia de aminoacidos in silico para verificagao
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da presenca de peptideo-sinal, 0 mesmo ndo sendo detectado na sequéncia (Figura
11).
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Figura 11. Nenhum peptideo sinal detectado para a malato desidrogenase (XAC1006) de XAC em
analise. Fonte: PHobius e SignalP.

O uso das ferramentas de bioinformatica trouxe informacdes relevantes sobre
as proteinas de interesse tais como a identidade com outras proteinas de funcéo
conhecida, a localizagédo celular possivel, tamanho e peso moleculares, além da
presenca/auséncia de peptideo sinal, as quais contribuiram no direcionamento do

desenho experimental e das analises funcionais realizadas posteriormente.

4.2 Clonagem das regides codificadoras dos genes XAC0223 e XAC1006 em

vetores de propagacao e expressao

Os fragmentos amplificados de ambas as regides codificadoras dos genes
XAC0223 e XAC1006 a partir do DNA genémico de XAC306 foram analisados (Figura
12) e apresentaram os tamanhos moleculares proximos aos esperados, de 597 pb e

de 988 pb, respectivamente.
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Figura 12. Produtos da amplificagao por PCR a partir de DNA genémico de XAC306 das regides
codificantes da proteina hipotética (HIP) e da proteina malato desidrogenase (MDH) apés
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. As bandas do centro (MM)
representam o marcador de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher); a
esquerda do marcador esta a banda do amplicon do gene XAC0223 (HIP), codificador da proteina
hipotética (597pb); a direita estd a banda do amplicon do gene XAC1006 (MDH) , codificador da
proteina MDH (988pb). Fonte: fotodocumentagdo em ChemiDoc XRS+ com software Image Lab (BIO-
RAD).

Os amplicons de cada gene foram inseridos no plasmideo pJET e, ap0s a
transformacao da E. coli DH5a e selecdo dos clones em ampicilina, realizou-se a
miniprep e digestao dos plasmideos “pJET_HIP” e “pJET_MDH” com as enzimas de
restricdo Hindlll e Ndel. A confirmacdo da presenca dos insertos foi realizada por
eletroforese em gel de agarose (Figuras 13). Esses plasmideos tiveram seus insertos
sequenciados, confirmando 100% da sequéncia esperada para o0s produtos
amplificados correspondentes aos genes alvos XAC0223 e XAC1006 (resultados ndo
mostrados), demonstrando que os fragmentos génicos foram clonados com sucesso.

Os insertos obtidos nas digestdes foram recuperados do gel e ligados ao vetor
de expressdo pET28a, os quais foram linearizados com as mesmas enzimas de
restricdo (Hindlll e Ndel), para a realizagdo da subclonagem em E. coli DH5a, sendo
os transformantes selecionados em canamicina. A confirmacgéo da subclonagem dos
insertos no plasmideo de expressdo, gerando os plasmideos pET28a Hip e
pET28a_MDH, € mostrada na Figura 14.
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3kb pJET= 2974pb

1kb MDH= 988pb

Hip=597pb

500pb

Figura 13. Confirmagdo da clonagem no vetor de propaga¢ao pJET das duas regiées de DNA
codificadoras das ORFs XAC0223 (Hip) e XAC1006 (MDH), apés digestido dos plasmideos
pJET_Hip e pJET_MDH com Hindlll e Ndel e eletroforese em gel de agarose. As bandas da
esquerda (MM) representam o marcador de tamanho molecular 7 kb Plus DNA Ladder (Cellco); as
bandas ao centro representam a digestdo pJET_Hip (seta no fragmento da proteina hipotética = 597pb);
e as bandas a direita representam a digestdo do pJET_MDH (seta no fragmento da MDH = 988pb).
Fonte: fotodocumentagdo em ChemiDoc XRS+ com software Image Lab (BIO-RAD).
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Figura 14. Confirmagao da clonagem no vetor de expressdao pET28a das duas regioes de DNA
codificadoras das ORFs XAC0223 (Hip) e XAC1006 (MDH), apés digestdo dos plasmideos
pET28a_Hip e pET28a_MDH com Hindlll e Ndel e eletroforese em gel de agarose. Em (l) as bandas
da esquerda (MM) representam o marcador de tamanho molecular 7 kb Plus DNA Ladder (Cellco) e a
direita as bandas da digestdo do pET28a_MDH, com a banda da MDH na regido dos 988 pb; em (ll) as
bandas da esquerda (MM) representam o mesmo marcador de tamanho molecular e a direita as bandas
da digestdo pET28a_Hip, com a banda da proteina hipotética entre 500 e 1000 pb. Fonte:
fotodocumentacdo em ChemiDoc XRS+ com software Image Lab (BIO-RAD).

Com a subclonagem bem sucedida em E. coli DH5a, minipreps dos cultivos
foram feitos para a purificacdo dos plasmideos de expressdo pET28a HIP e
pET28a_MDH e transformacao da E.coli BL21 (DE3) para a obtencao da linhagem de

expressao das proteinas recombinantes hipotética e MDH.
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4.3 Expressao, solubilidade e purificacdo das proteinas recombinantes

Células de E. coli BL21 (DE3) contendo pET28a_HIP ou pET28a_MDH foram
induzidas a expressao das proteinas recombinantes com IPTG (0,1mM), sendo as
proteinas purificadas por cromatografia de afinidade com Ni?* imobilizado e analisadas

guanto a expressao, solubilidade e purificacao.

4.3.1 Expressao, solubilidade e purificacdo da MDH

A andlise das amostras antes e apds inducdo da expressdo da MDH
recombinante indicou a presenca de uma banda diferencial, correspondente ao
tamanho esperado para a proteina MDH recombinante na amostra “pés-indugao”
(Figura 15), o que demonstrou que o0 sistema de expressao funcionou
adequadamente. A MDH foi também encontrada na fracéo sollvel e a analise de sua
eluicdo com diferentes concentragdes de imidazol indicou que a proteina MDH foi
eluida com maior pureza e concentracdo em solucdo de imidazol a 150 mM (Figura
16). Apos didlise, a MDH recombinante foi quantificada com base no coeficiente de
extincdo molar da MDH (0,931), sendo igual a 1,3 mg/mL (ou 1300 pg/uL), o que
viabilizou a obtencdo de quantidade soluvel suficiente para a realizacdo dos ensaios
de atividade enzimética e para a producgéo do soro anti-MDH em coelhos (Figura 17).
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M  Préd Posl Sol Insol L1 L2 L3

75kD

37kD

25kD

Figura 15. Analise de expresséao e solubilidade da MDH recombinante por SDS-PAGE. A banda
da proteina MDH (peso molecular = 34.851kD) foi evidenciada pelo retadngulo na fragdo de pés-indugao
(P6s-I) por IPTG e também foi detectada na fragédo soluvel (Sol) de proteinas. M= marcador de peso
molecular Precision Plus Protein Standards (BIORAD); Pré-l= pré-indugéo; Pos-I= pds-indugdo com
IPTG; Sol= fragao soluvel; Insol= fragéo insoluvel; L1, L2 e L3 = lavagens da coluna com tampao de
sonicagao. Fonte: Elaborada pela autora.

M Sol-A  Sol-P 25mM 50mM 75mM 100mM 150mM 200mM 250mM

75kD

37kD
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Figura 16. Andlise por SDS-PAGE da purificagdo da proteina MDH recombinante por
cromatografia de afinidade em coluna contendo niquel. AMDH recombinante foi melhor purificada
e eluida com imidazol 150 mM (retangulo). M= marcador de peso molecular Precision Plus Protein
Standards (BIORAD); Sol-A= fragao soluvel antes da coluna; Sol-P = frag&o soluvel pos-coluna; 25mM,
50mM, 75mM, 100mM, 150mM, 200mM, 250mM = concentrag¢des de gradiente de imidazol utilizadas
na eluicdo da MDH recombinante. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 17. Bandas da MDH recombinante enviadas para a sintese do anticorpo anti-MDH
policlonal em coelhos. Dez aliquotas da proteina recombinante, com ~20 ug cada, foram separadas
por SDS-PAGE e o gel corado com silver blue. As bandas foram excisadas do gel e colocadas em um
Falcon, com gotas de tamp&o de corrida e enviadas a Proteimax (Sdo Paulo-SP). Fonte: Elaborada
pela autora.

4.3.2 Expressao, solubilidade e purificacdo da proteina hipotética recombinante

A andlise das amostras antes e apds inducdo da expressdo da proteina
hipotética recombinante indicou a presenca de uma banda diferencial, correspondente
ao tamanho esperado (~22.000 Da) para a proteina hipotética recombinante na
amostra “pés-inducao” (Figura 18), o que demonstrou que este sistema de expressao
também funcionou adequadamente. Entretanto, a proteina hipotética foi encontrada
em grande quantidade na fracao insollvel e praticamente ausente na fracao soluvel,
0 que seria esperado dada a semelhanca desta proteina com proteinas de membrana
ou de vesicula de membrana externa, segundo as analises in silico. A andlise da sua
sequéncia de aminoacidos in silico apresentou indice GRAVY com valor negativo (-
0,447), o que determinaria ser mais hidrofilica do que hidrofébica, de forma
contraditéria ao esperado para proteinas de membrana externa, fato a ser
posteriormente investigado em maior detalhe.

A analise de sua purificacdo e eluicdo com diferentes concentracdes de
imidazol (Figura 19) indicou que a proteina hipotética recombinante néo foi eluida em
nenhuma das solucbes de imidazol em concentracdo suficiente para o envio de
bandas e producdo de anticorpos. Devido a falta de tempo habil ndo foi possivel
otimizar sua purificacdo com protocolos apropriados para proteinas de dificil
solubilidade. Portanto, a analise funcional desta ORF prosseguiu apenas com 0s
testes de patogenicidade do mutante de delecdo deste gene, ja disponivel em nosso

grupo de pesquisa.
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M Pré-| Pos-l Sol Insol L1 L2 L3

75kD

37kD

25kD

20kD

Figura 18. Analise de expressao e solubilidade da proteina hipotética recombinante por SDS-
PAGE. A banda da proteina hipotética (peso molecular = 21.906kD) foi evidenciada pelo retangulo na
fragado de pos-indugao (Pds-I) por IPTG, porém, foi inexpressiva na fragao soluvel (Sol) de proteinas e
detectada de forma intensa na fragao insoluvel (seta). M= marcador de peso molecular Precision Plus
Protein Standards (BIORAD); Pré-I= pré-indugéo; Pés-I= pos-indugdo com IPTG; Sol= fragao soluvel;
Insol= fragdo insoluvel; L1, L2 e L3 = lavagens da coluna com tampao de sonicagéo. Fonte: Elaborada
pela autora.

M Sol-A  Sol-P 10mM 25mM 50mM 100mM 150mM 200mM 250mM
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Figura 19. Analise por SDS-PAGE da purificagdo da proteina hipotética recombinante por
cromatografia de afinidade em coluna contendo niquel. O retangulo grande evidenciou a baixa
eluicao da proteina hipotética recombinante em todas as solugbes de imidazol utilizadas. M= marcador
de peso molecular Precision Plus Protein Standards (BIORAD); Sol-A= fragdo sollvel antes da coluna;
Sol-P= fragdo soluvel pos-coluna; 10mM, 25mM, 50mM, 100mM, 150mM, 200mM, 250mM =
concentragdes de imidazol utilizados no gradiente de eluicdo. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.4 Andlise funcional parcial das proteinas recombinantes

4.4.1. Malato desidrogenase

A caracterizacdo funcional parcial da MDH recombinante se deu através dos
ensaios de atividade da enzima recombinante e pela realizagcdo do imunoensaio com
proteinas de superficie em células de XAC crescidas em meios CN e XAM-M, seguido
de Western blot com os anticorpos residuais desse contato com as células intactas.

4.4.1.1. Atividade da malato desidrogenase recombinante

Apenas a malato desidrogenase recombinante foi caracterizada com relacédo a
sua atividade biolégica como uma enzima, diferentemente da proteina hipotética
conservada, que pelas analises in silico demonstrou ser uma possivel porina.

No ensaio de monitoramento manual da absorbancia de NADH e de NAD+ a
340nm e 259 nm respectivamente, por 72 minutos, foi observada a diminui¢do sutil
nos valores de absorbancia de NADH, a 340 nm, e aumento também sutil nos valores
de absorbancia de NAD+, o que possivelmente demonstra a atividade da MDH na
transformacao de oxaloacetato em malato, com consumo de NADH e producéo de
NAD+ (Figura 20).
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Figura 20. Primeiro ensaio de atividade da MDH recombinante. Na reacgao inicial de malato, NAD*
e MDH recombinante (linha azul com losangos) foi possivel observar um aumento nos valores de
absorbancia a 340 nm ao longo do tempo, referente ao NADH gerado concomitantemente a formacgao
de oxaloacetato. Na reacao inicial de oxaloacetato, NADH e MDH recombinante (linha laranja com
quadrados) foi possivel observar a diminuigdo nos valores de absorbancia a 340 nm ao longo do tempo,
referente ao consumo de NADH requisitado na formacdo de malato. As alteragbes observadas
demonstraram que a MDH recombinante estava ativa e catalisou ambas as reagdes. Fonte: elaborada
pela autora.

No ensaio posterior, de monitoramento da absorbéncia de NADH (a 340nm)
nos primeiros 4 minutos da reacao preparada (OAA + NADH + MDH + tampé&o), foi
possivel observar uma diminuicdo mais acentuada que no ensaio precedente nos
valores de absorbancia (Figura 21), o que permitiu concluir que possivelmente a
reagdo foi catalisada mais intensamente em seus minutos iniciais e pode atingir

posteriormente um equilibrio dindmico de transformacéo de um substrato em outro.
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Figura 21. Segundo ensaio de atividade da MDH recombinante. Ao longo dos primeiros quatro
minutos apds o preparo da reagdo de oxaloacetato, NADH e MDH recombinante, observou-se um
declinio nos valores de absorbancia a 340nm, referente ao consumo de NADH, mostrando a catalise
desta pela MDH recombinante de forma acentuada nos minutos iniciais de reagdo. Fonte: elaborado
pela autora.

Para obtencdo de melhores resultados de leitura e escala gréfica,
posteriormente serdo feitos novos testes de confirmagcdo da atividade da MDH
recombinante utilizando programas de medi¢cdo automéatica e maior concentracéo da

enzima MDH.

4.4.1.2 Imunoensaio de células intactas de XAC cultivadas em meios CN e XAM-M e
Western blot com os anticorpos residuais

Com os anticorpos IgG anti-MDH, e a malato desidrogenase recombinante em
maos, foi realizado o imunoensaio de deteccédo de MDH na superficie celular utilizando
anticorpos anti-MDH em contato com células intactas de XAC crescidas em meios CN
e XAM-M, seguido de Western blot para deteccéo de diferencas nas quantidades dos
anticorpos residuais pés-contato. Uma diminui¢do nos anticorpos residuais indicaria a
maior captacdo destes pelas células de XAC com proteina MDH expressa em sua

superficie, de forma diferencial em cada meio, 0 que validaria a analise protedémica
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prévia (CARNIELLI et al., 2017) na qual se detectou a presenca da MDH na superficie
de células de XAC sob condi¢des de infecciosidade.

O resultado do Western blot (Figura 22) demonstrou menor intensidade das
bandas de XAC crescida em XAM-M, o que nos levou a deduzir que, sob esta
condicao de crescimento, uma maior quantidade de MDH foi captada na superficie de
XAC infecciosa, restando menos anticorpos residuais na solugdo analisada no
Western blot. As bandas de anticorpos residuais de XAC crescida em CN
demonstraram maior intensidade e, similar ao controle, o que nos levou a concluir que

a MDH esteja ausente na superficie de XAC, em condi¢do nao infecciosa.

XAC_CN XAC_XAM-M Controle
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Figura 22. Western blot com anticorpos residuais anti-MDH apés contato de células intactas de
XAC crescidas em meios CN e XAM-M. Nas duas bandas centrais, observou-se menor intensidade
dos anticorpos residuais apés contato com células de XAC crescidas em XAM-M do que nas bandas a
esquerda, de anticorpos residuais apds contato com células de XAC crescidas em CN, e a direita,
bandas do controle com solugdo de TBS+anti-MDH sem contato com células de XAC. Os anticorpos
residuais de células crescidas em CN aparentemente demonstraram a mesma intensidade do controle.
As amostras, como mostrado, foram analisadas em duplicatas.

4.4.2. Proteina hipotética

A andlise funcional parcial da proteina hipotética se deu com a utilizacdo do
mutante de delecdo da ORF deste gene em XAC (LIMA, 2018) e sua caracterizagcao
frente a linhagem selvagem (XAC 306), com execuc¢do de uma curva de crescimento
das duas linhagens e de testes de patogenicidade in vivo para comparacdo dos

sintomas gerados nas folhas de Citrus aurantifolia.

4.4.2.1. Curva de crescimento de XAC selvagem e XAC mutante AXAC0223

Para analisar o padrdao de crescimento dos cultivos de XAC selvagem

(linhagem 306) e do mutante AXACO0223, realizou-se uma curva de crescimento
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comparativa destas duas linhagens em meio indutor de patogenicidade, conforme
descricdo no item 3.9.2.1, a qual visou, principalmente, a verificacdo dos efeitos da
delecdo no crescimento das células de XAC em condicdo de inducdo da
patogenicidade in vitro. Foram obtidos os valores de densidade Optica dos cultivos
crescidos em triplicatas no meio XAM-M, os quais foram utilizados na elaboracéo da
curva de crescimento (Figura 23). Na curva, foi possivel notar um crescimento proximo
das duas linhagens, sem diferencas significativas nas primeiras horas de cultivo,
notando-se um pequeno atraso no crescimento do mutante apenas na fase log (entre

12 e 28 horas de cultivo).
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Figura 23. Curvas de crescimento de XAC 306 (selvagem) e AXAC0223 (mutante) crescidas em
meio XAM-M. Observou-se o crescimento dos cultivos de XAC selvagem (linha pontilhada azul) e de
AXACO0223 (linha lisa laranja), por medi¢cdes de D.O.s9snm, cujos valores geraram suas curvas de
crescimento. Fonte: elaborada pela autora.

4.4.2.2. Teste de patogenicidade in vivo (Citrus aurantiifolia) do mutante AXAC0223

vs XAC selvagem

Os estudos de infeccdo em folhas de citros com o mutante AXAC0223 e a
linhagem selvagem (XAC 306) visaram a verificacao do efeito da delecdo do gene da
proteina hipotética na patogenicidade de XAC in vivo. Pela analise das folhas cortadas
apos 13 dias da infecgéo, pode-se observar diferengcas nos sintomas desenvolvidos

por cada linhagem (Figura 24). Nas folhas inoculadas com o mutante, os sintomas
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aparentaram ser mais intensos, na maioria das folhas infectadas, em relacdo aos
sintomas das folhas inoculadas com a linhagem selvagem. Este resultado talvez
possa ser parcialmente explicado com base no possivel papel descrito para proteina
Ax21 de outras espécies de Xanthomonas, de ser secretada pela bactéria selvagem
e detectada por receptores da planta hospedeira, desencadeando uma pequena
resposta de resisténcia da planta a infeccao (Ferreira et al., 2016). Com a delecéo do
gene da proteina hipotética, € possivel que receptores da planta ndo detectaram a
infecgao de forma efetiva como em XAC selvagem.
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Figura 24. Folhas do teste de patogenicidade em Citrus aurantiifolia pela inoculagdo das
linhagens selvagem e mutante. Em (l) as folhas inoculadas com XAC 306 (selvagem) demonstraram
sintomas amarelados, com algumas folhas demonstrando sintomas brandos apés o 13° dia da
inoculagao, quando todas as folhas foram retiradas da planta. Os sintomas vistos nas folhas inoculadas
pelo mutante AXAC0223 (ll), pareceram se desenvolver mais intensamente na maioria das folhas e nas
folhas utilizadas como controles, inoculadas com NaCl (0,9%) (l1l) ndo foi observado nenhum sintoma,
como previsto. Fonte: elaborada pela autora.
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5. CONCLUSOES

Analise funcional parcial realizada com a malato desidrogenase recombinante
produzida no presente trabalho, demonstra que a mesma foi expressa na forma nativa,
pois apresentou atividade catalitica na transformacdo de seus substratos. Os
anticorpos policlonais anti-MDH produzidos foram eficazes na identificacdo da MDH e
o Western blot confirmou a expressao diferencial da MDH, sob condicdo de
infecciosidade, na superficie celular, corroborando com o proposto em Carnielli et al.
(2017) de que a proteina MDH pode ser uma proteina moonlighting na superficie de
células infecciosas de Xanthomonas citri. Outras abordagens devem ainda ser
realizadas para confirmagéo desse fato.

A andlise funcional do produto de expressao heteréloga do gene de XAC1006
permitiu a confirmacdo da anotacdo deste no genoma de XAC e aponta para a
validacdo da analise protedmica realizada por Carnielli et al., (2017). Um possivel
envolvimento da proteina hipotética na relagdo de XAC com seu hospedeiro também
ficou mais evidente, contribuindo, assim, para uma nova etapa do entendimento sobre
0S mecanismos de sua patogenicidade e gerando informacdes que poderao facilitar
estudos funcionais futuros.

Quanto a andlise parcial da ORF XAC0223, concluiu-se que a proteina
hipotética conservada tem possivel relacdo com a viruléncia de XAC, corroborando
com a hip6tese de que essa proteina hipotética conservada pode estar relacionada

com sinalizacéo para defesa da planta contra o processo de infeccdo de XAC.

6. PERSPECTIVAS

Muitas analises posteriores da localizacao celular da proteina MDH de XAC se
tornam viaveis com a proteina heterdloga e o anticorpo anti-MDH disponiveis, como
analises de microscopia e citometria de fluxo em estudos com células intactas de XAC
sob condicao infecciosa (in vivo ou in vitro) para confirmacdo da MDH na superficie
de XAC. Com a MDH recombinante, ativa e solluvel, sera possivel testar sua
cristalizacdo para estudo de sua estrutura tridimensional e auxiliar a pesquisa de

inibidores in silico da MDH, o que pode ser util na inativacdo da sua funcdo na
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superficie celular, contribuindo em testes de patogenicidade futuros. Mutacdo neste
gene nao serao realizadas pela possibilidade da proteina ter dupla funcdo no citosol
e superficie celular de XAC, como discutido anteriormente.

Para o mutante AXAC0223, podem ainda ser feitas otimizagdes nos protocolos
de purificacdo da proteina recombinante, para sua obtencdo em forma sollvel.
Também serdo realizados testes com o mutante para deteccdo da alteracdo na
motilidade celular e na formacao de biofilme, resultantes do efeito de delecao do gene
da proteina hipotética, o que dara indicios da relacdo desta proteina com as

necessidades de adaptacéo da bactéria no processo infeccioso.
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ANEXO A
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PCR product

Anexo A. Mapa do vetor de propagacgdo pJET. Fonte: CloneJet PCR Cloning Kit - ThermoFisher
Scientific.
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ANEXO B
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Anexo B. Mapa do vetor de expressdo pET28a. Os sitios de restrigdo utilizados estdo destacados

em vermelho. Abaixo do mapa esta o sitio de policlonagem. Fonte: Novagen.
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