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RESUMO 

Souza, Ana Paula Silva de. Caracterização bioquímica e funcional da proteína 

XadA3 de Xylella fastidiosa. 2018. 133 páginas. Tese de Doutorado - Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Biológicas (Bioquímica). Instituto de Química, 

Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

A adesão é um mecanismo de virulência amplamente conservado entre bactérias 

Gram-negativas e é utilizado por diversos patógenos para colonizar seus 

hospedeiros, sendo o primeiro passo do processo de desenvolvimento do biolfilme. 

Uma variedade de apêndices celulares e proteínas está envolvida na adesão 

bacteriana, tais como pili, fimbrias, adesinas fimbriais e afimbriais. O fitopatógeno 

Xylella fastidiosa, agente causal de importantes doenças como a doença de Pierce 

de videiras, a clorose variegada dos citros e a síndrome do rápido declínio de 

oliveiras, possui em sua superfície várias dessas estruturas que são potencialmente 

responsáveis pela colonização eficiente de insetos-vetores e plantas hospedeiras. 

Entre as adesinas afimbriais codificadas no genoma dessa bactéria, três XadA 

(XadA1, Hsf/XadA2 e XadA3) são classificadas como autotransportadores 

triméricos. Dados da literatura sugerem que XadA1 e XadA2 são importantes para a 

formação do biofilme, porém a função de XadA3 ainda não havia sido investigada. 

Nesse trabalho, tivemos como objetivo caracterizar bioquímica e funcionalmente a 

proteína XadA3 e obter informações adicionais sobre o papel desempenhado por 

XadA1 e XadA2 na adesão e virulência de X. fastidiosa. Utilizando imunodetecção 

com um anticorpo policlonal anti-XadA3 por nós obtido, demonstramos que essa 

proteína localiza-se na superfície bacteriana e medeia a adesão intercelular. A 

caracterização dos fenótipos de mutantes de deleção de cada um dos genes das 

adesinas XadA revelou que o mutante ΔxadA3 tem reduzida capacidade de 

agregação celular e formação de biofilme quando comparado tanto aos mutantes 

ΔxadA1 e ΔxadA2 como à cepa selvagem Temecula. A deleção dos genes xadA 

afeta marginalmente o perfil de expressão gênica global avaliado através de RNA-

seq das cepas mutantes comparativamente à cepa selvagem, porém destaca-se, 

nas cepas mutantes, o aumento nos níveis dos transcritos de lipases/esterases. Já 

foi descrito que essas enzimas parecem atuar na degradação do tecido vegetal 

associada aos sintomas da doença de Pierce de videiras. A deleção de xadA3 

resulta em um fenótipo de hipervirulência em videiras, mas também de deficiência 

de transmissão pelo inseto-vetor. O conjunto dos resultados obtidos nesse trabalho 

evidenciam o importante papel desempenhado pelas adesinas XadAs, 

particularmente XadA3, na adesão intercelular, no desenvolvimento do biofilme e na 

virulência de X. fastidiosa. 

 

Palavras-chave: XadAs, autotransportadores triméricos, adesinas, fitopatógeno, 

Xylella fastidiosa, biofilme, virulência.  



 

 

 

ABSTRACT 

 

Souza, Ana Paula Silva de. Biochemistry and functional characterization of Xylella 

fastidiosa XadA3 adhesin. 2018. 133 pages. PhD Thesis - Graduate Program in 

Biochemistry. Instituto de Química, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo. 

 

Adhesion is a widely conserved mechanism of virulence among Gram-negative 

bacteria that is used by several pathogens to colonize their hosts, being the first step 

in biolfilm development. A variety of appendages and proteins are involved in 

bacterial adhesion, such as pili, fimbriae, fimbrial and afimbrials adhesins. The 

phytopathogen Xylella fastidiosa, causal agent of important diseases such as 

Pierce's disease of grapevines, citrus variegated chlorosis and olive quick decline 

syndrome, harbours on its surface several of these structures that are potentially 

responsible for efficient colonization of insect vectors and plant hosts. Among the 

afimbrial adhesins encoded in the genome of this bacterium, three XadAs (XadA1, 

Hsf/XadA2 and XadA3) are classified as trimeric autotransporters. Data from the 

literature suggest that XadA1 and XadA2 are important for biofilm formation, but 

XadA3 function has not been yet investigated. In this work, we aimed to 

biochemically and functionally characterize the XadA3 protein and gather additional 

information about the role played by XadA1 and XadA2 in X. fastidiosa adhesion and 

virulence. Using immunodetection with a polyclonal anti-XadA3 antibody, we have 

demonstrated that this protein localizes to the bacterial surface and mediates 

intercellular adhesion. Phenotypic characterization of the deletion mutants of XadA 

adhesins encoded genes revealed that the ΔxadA3 mutant has reduced cell 

aggregation capacity and biofilm formation when compared to both ΔxadA1 and 

ΔxadA2 mutants as well as to Temecula wild type strain. Deletion of the xadA genes 

marginally affects the global gene expression profile assessed by RNA-seq of the 

mutant strains compared to the wild-type strain, eventhough an increase in 

lipase/esterase transcripts levels was observed in the mutant strains. It has been 

reported that these enzymes appear to participate in the degradation of plant tissue 

that is associated with symptoms of Pierce's disease of grapevines. The deletion of 

xadA3 results in a phenotype of hypervirulence in grapevines but also of deficiency in 

insect-vector transmission. The results obtained in this work evidenced the important 

role played by XadAs adhesins, particularly XadA3, in X. fastidiosa intercellular 

adhesion, biofilm development and virulence. 

 

Keywords: XadAs, trimeric autotransporters, adhesins, Xylella fastidiosa, 

phytopathogen, biofilm, virulence
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Adesão bacteriana 

Bactérias possuem diversas moléculas adesivas em suas superfícies, que 

possibilitam sua adesão em superfícies bióticas ou abióticas, uma característica 

crucial para ocorrer interação com outros organismos e para sobreviverem em 

ambientes complexos (Berne et al., 2015). 

A adesão é um mecanismo de virulência amplamente conservado entre 

bactérias Gram-negativas sendo utilizada por diversos agentes patogênicos para 

colonizar seus hospedeiros, sendo o primeiro passo do processo de colonização e 

desenvolvimento do biolfilme. Nesse processo ocorre a produção de 

expolissacarídeos, proteínas, lipídeos e DNA extracelular, que formam a matriz do 

biofilme e envolve os microrganismos. A composição do biofilme depende das 

espécies bacterianas envolvidas na sua formação. O desenvolvimento do biofilme 

pode ser dividido em cinco estágios: (i) adesão reversível (ii) adesão irreversível (iii) 

início da maturação (iv) biofilme maduro e (v) dispersão. Uma seleção de genes é 

expressa em cada fase do biofilme (Caserta et al., 2010; Kumar et al., 2017). 

O biofilme proporciona para as células diversas vantagens, como distribuição 

de nutrientes, proteção do nicho ecológico, defesa contra forças de cisalhamento e 

de estresses hidrodinâmicos, proteção contra fagocitose e tolerância a agentes anti-

microbianos (Jefferson, 2004; Kumar et al., 2017). As bactérias coordenam o 

desenvolvimento do biofilme através do sistema quorum sensing que utiliza diversas 

moléculas, incluindo o segundo mensageiro c-di-GMP (monofosfato cíclico de di-

guanosina), para controlar e manter a densidade ótima celular requerida para a 

virulência (Kumar et al., 2017). 

Adesinas desempenham papéis fundamentais durante os ciclos de vida de 

bactérias patogênicas e comensais, uma vez que a adesão é crucial para interações 

com hospedeiros e outras organismos, proliferação e persistência no meio ambiente. 

Por exemplo, sem adesão às superfícies, fitobactérias (patogênicas ou não) seriam 

facilmente removidas dos tecidos vegetais e estruturas abióticas, como os tubos de 

irrigação. Além disso, a adesão a outras células é de fundamental importância para 

eficiente colonização do hospedeiro (Boch, 2001; Zaini et al., 2016). As estruturas 

fimbriais também participam de outros processos importantes, além da adesão 

propriamente dita, incluindo a transferência de DNA e a motilidade celular. Postula-
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se que a caracterização dos papéis desempenhados por proteínas e estruturas 

celulares envolvidas nos processos de adesão, particularmente nas interações entre 

bactérias e plantas hospedeiras, pode levar ao desenvolvimento de novas 

estratégias para controlar doenças de plantas (Tuson & Weibel, 2013; Zaini et al., 

2016).  

1.2 Sistemas de Secreção 

Em bactérias, a secreção de proteínas desempenha um papel essencial na 

aquisição de nutrientes, sobrevivência e adaptação a diferentes ambientes, 

comunicação inter e intraspécie, e virulência. Em bactérias Gram-negativas, 

proteínas destinadas a secreção devem atravessar suas duas membranas: a 

membrana citoplasmática ou membrana (IM) e a membrana externa (OM). Para 

contornar a dificuldade de transportar uma variedade diversa de proteínas do 

citoplasma para o espaço extracelular, as bactérias evoluíram uma impressionante 

variedade de caminhos de secreção especializados. Essas vias utilizam diversas 

máquinas de transporte que variam muito em sua complexidade e mecanismo de 

transporte. (Dautin & Bernstein, 2007). Atualmente, são considerados dez tipos de 

sistemas de secreção. 

O T1SS (sistema de secreção do tipo 1) assemelha-se aos transportadores 

do tipo ABC (ATP binding cassette), que exportam pequenas moléculas, antibióticos 

e toxinas para fora da célula (Green & Mecsas, 2016). A estrutura essencial é 

composta por uma proteína ABC na membrana interna, uma proteína de fusão de 

membrana que atravessa a membrana interna e faz a ponte com a proteína de 

membrana externa. Os substratos do T1SS podem ser proteases, lipases, adesinas 

e toxinas do tipo RTX, entre outros, e geralmente contém uma sequência C-terminal 

sinal que não é clivada (Green & Mecsas, 2016). 

 O T2SS é um sistema muito conservado em bactérias Gram-negativas e 

importante para os patógenos bacterianos, pois possuem a capacidade de secretar 

uma gama de substratos para fora da célula bacteriana, contribuindo assim para a 

virulência. As proteínas são secretadas para o periplasma via sistemas Sec ou Tat, 

enoveladas no periplasma e então exportadas pelo T2SS (Chagnot et al., 2013; 

Kumar et al., 2017). 

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

de mamíferos e de plantas, onde é essencial para a virulência e na determinação de 



18 

 

especificidade do hospedeiro vegetal. Este sistema também é denominado como 

injectisome, devido sua estrutura ser semelhante a uma seringa ou agulha 

(Henderson et al., 2004; Green & Mecsas, 2016). Essa maquinaria especializada 

promove a transferência de proteínas efetoras bacterianas do citoplasma 

diretamente para as células eucarióticas alvos. Dentro dos hospedeiros esses 

efetores modulam ou subvertem específicas funções celulares, promovendo assim a 

invasão bacteriana e colonização (Costa et al., 2015). 

O T4SS é utilizado para translocação de DNA ou proteínas de bactérias para 

células receptoras de plantas ou animais, bem como em leveduras e outras 

bactérias (Tseng et al., 2009). O seu papel mais comum é mediar a conjugação de 

DNA plasmídico. Assim, esses sistemas contribuem para a propagação de genes de 

resistência a antibióticos transmitidos por plasmídeos (Costa et al., 2015). Em 

Xanthomonas citri, foi demonstrado que o T4SS tem a capacidade de secretar 

fatores que resultam na morte de espécies de bactérias Gram-negativas em uma 

maneira dependente de contato, e postula-se que tem um papel importante nas 

interações entre bactérias (Souza et al., 2015). 

O T5SS está descrito em detalhe no item 1.2.1. 

  Os T6SS translocam proteínas para uma variedade de células receptoras, 

incluindo células eucarióticas alvos e, mais comumente, outras bactérias. Estes 

sistemas são bastante bem conservados em uma ampla gama de espécies 

bacterianas Gram-negativas, com quase um quarto dos genomas sequenciados 

contendo genes para componentes T6SS. Eles são capazes de transportar 

proteínas efetoras de uma bactéria para outra de maneira dependente do contato, o 

que acredita desempenhar um papel na comunicação bacteriana e nas interações 

no meio ambiente. Em várias bactérias patogênicas de plantas, os dados são 

consistentes com o envolvimento do T6SS na inibição do crescimento dependente 

do contato, ao invés de patogênese (Chang et al., 2014).   

  T7SS vem sendo somente caracterizado em bactérias Gram-positvas, porque 

este sistema foi somente encontrado em membros das famílias Mycobacteriaceae, 

Corynebacteriaceae e Nocardiaceae (Tseng et al., 2009; Chang et al., 2014). 

T8SS corresponde a via extracellular nucleation-precipitation (ENP), envolvido 

na secreção de membrana externa e montagem de um fino e agregativo pili, 

chamado curli e encontrado em E. coli. Curli são fibras amiloides que estão 
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envolvidas em agregação celular, adesão bacteriana e formação de biofilme maduro 

(Blanco et al., 2012; Chagnot et al., 2013; Cao et al., 2014). 

O T9SS, antes chamado de Por foi caracterizado apenas recentemente em 

algumas espécies do filo Bacteroidetes. As proteínas destinadas a secreção via 

T9SS possuem um domínio C-terminal conservado que as dirigem para o aparato de 

translocação localizado na OM. Após a translocação através da OM, o domínio C-

terminal é clivado por uma protease e um lipopolissacarídeo (LPS) aniônico é ligado 

ao novo C-terminal, e dessa forma a proteína pode ser mantida associada à 

superfície celular ou secretada para o meio extracelular (Li, 2017). 

O sistema de secreção do tipo zero (T0SS), recentemente incluído entre os 

sistemas de secreção, representa as vesículas de membrana externa, um 

mecanismo amplamente difundido entre as bactérias Gram-negativas (Guerrero-

Mandujano et al., 2017). Vesículas de membrana externa (OMVs, outer membrane 

vesicles) de bactérias Gram-negativas são conhecidas desde 1967, quando foram 

descritas como “sacos de membrana” produzidos por Vibrio cholerae (Chatterjee & 

Das, 1967). Atualmente, as OMVs são descritas como nanopartículas com tamanho 

entre 30-300 nm que possuem alguma função característica e são produzidas por 

praticamente todas espécies de Gram-negativas (Bonnington & Kuehn, 2014). 

 

1.2.1 T5SS - Sistema de secreção do tipo V 

 

T5SS se refere a proteínas dependentes da maquinaria Sec para transitar a 

membrana interna, depois ser transportada através da membrana externa, por uma 

unidade de translocação, formada por um barril beta para finalizar a completa 

secreção. Sua composição elementar é formada por uma região N-terminal 

contendo um peptídeo sinal, seguida de um domínio de passagem e finalizando em 

um beta barril na região C-terminal. Esta via é dividida em 5 subtipos (Figura 1) 

(Henderson et al., 2004; Chagnot et al., 2013; Fan et al., 2016).  
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Figura 1. Organização estrutural dos subtipos de sistemas de secreção do tipo V. O barril beta 

em azul indica ter 12 folhas beta e o em vermelho, ter 16 folhas beta. P1, P2 e P’ correspondem ao 

domínio POTRA. s, peptídeo sinal; pass, domínio de passagem; bb, domínio barril beta; tps, domínio 

TPS de proteínas TpsA; pd, domínio periplasmático do Tipo Ve. Figura retirdada de (Guérin et al., 

2017). 

 

O tipo Va é o clássico autotransportador, sendo a protease IgA1, o primeiro 

descrito em Neisseria gonorrhoeae. Em muitos casos, incluindo a IgA1, o domínio de 

passagem é clivado por um processo autocatalítico após a completa translocação, 

liberando o domínio de passagem para o meio extracelular, mas deixando o domínio 

de translocação na membrana externa. Contudo o tipo Vb parece uma variação do 

tipo Va, o domínio de passagem (TpSA) e o de translocação (TpSB) são duas 

proteínas separadas, porém são expressas no mesmo operon (TpS) (Fan et al., 

2016). 

O tipo Vc é o provavelmente mais complexo dos 5 tipos, pois são 

obrigatoriamente trímeros, o que levou ao nome adesinas autotransportadoras 

triméricas (TAAs). Esta classe de adesinas apresenta o domínio de passagem, 

composto pelos domínios: cabeça, pescoço e cauda, este último um domínio do tipo 

coiled-coil, além de uma sequência sinal de secreção N-terminal (Nummelin et al., 

2004; Cotter et al., 2005; Edwards et al., 2010). Este domínio é altamente diverso e 

modular, sendo responsável pela adesividade específica e outras atividades como a 

manutenção da arquitetura modular da célula. O domínio de passagem é 

externalizado enquanto o domínio de ancoragem (estrutura barril-beta) permanece 
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embebido na membrana externa, sendo que a homotrimerização é importante no 

processo de localização celular das adesinas TAA, que ocorre, na maioria dos 

exemplos já descritos, sem o envolvimento de proteínas auxiliares. Contudo, já o 

domínio de translocação (C-terminal) é altamente conservado, sendo o único a ser 

oligomérico (da Silva et al., 2001; Linke et al., 2006; Lyskowski et al., 2011; Fan et 

al., 2016).  

Os resultados obtidos descritos na literatura (Sikdar et al., 2017), sugerem um 

novo modelo de montagem (biogênese) dos TAAs (Figura 2), sendo depois que a 

proteína é translocada para o periplasma, 3 subunidades rapidamente formam um 

trímero assimétrico, onde 2 subunidades assumem uma determinada estrutura 

conformacional (passo 1). Subsequentemente, este trímero intermediário é alvo do 

complexo Bam e é integrado na membrana externa (passo 2). A iniciação da 

translocação do domínio de passagem é então desencadeada por uma transição 

relativamente lenta (passo 3). Depois que o domínio de passagem é rapidamente 

translocado através da membrana externa, o barril beta colapsa em uma estrutura 

resistente ao calor e ao SDS (passo 4) (Sikdar et al., 2017). 

 

 

 

Figura 2. Modelo de montagem de uma adesina autotransportadora trimérica. Esquema retirado 

de (Sikdar et al., 2017).  

  

Apesar da denominação autotransportador, estudos recentes tem mostrado 

que existem proteínas e/ou complexos proteicos envolvidos na biogênese dessas 

adesinas triméricas (Grin et al., 2014). Neste processo, no periplasma ainda ocorre a 
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presença de outras proteínas, chaperonas periplasmáticas SurA (ou Hbp) e Skp e a 

chaperona /protease DegP, que estão envolvidas no controle de qualidade, 

degradando qualquer proteína desenovelada (Leo et al., 2012). 

O tipo Vd é uma descoberta recente e possui poucos exemplos estudados até 

o momento. São em geral semelhantes ao tipo Va, entretanto o domínio translocador 

C-terminal e o domínio de passagem N-terminal são conectados através de um 

domínio periplasmático adicional, homólogo ao sdomínios periplásmicos do poro de 

translocação do tipo Vb (Fan et al., 2016). 

Adicionalmente, o tipo Ve, também denominado de inverse autotransporters, 

baseando-se no fato que a ordem dos domínios é inversa, onde o C-terminal 

compreende o domínio de passagem e a região N-terminal forma o poro de 

translocação. Os domínios de passagem são tipicamente Ig-like e lectina-like, que 

não são encontrados em outros sistemas de secreção do tipo V, mas são 

abundantes em adesinas de bactérias Gram-positivas. Pequenos domínios 

periplasmáticos, podendo conter motivos de ligação a peptideoglicano estão 

presentes na região N-terminal da cadeia polipeptídica (Lyskowski et al., 2011; Fan 

et al., 2016). 

 

1.3 Xylella fastidiosa 

Xylella fastidiosa é uma bactéria Gram-negativa, não-flagelada, que forma 

colônias  circulares com bordas lisas ou rugosas, com formato de de 0,25 e 0,50 μm 

diâmetro e comprimento entre 1,0 a 4,0 bastonete. Seu crescimento no cultivo in 

vitro é lento, com tempo de duplicação que varia entre 9 e 55 horas, dependendo do 

meio de cultivo. A sua temperatura ótima de crescimento in vitro é entre 26°C-28°C 

(Davis et al., 1978; Davis et al., 1981a; Wells et al., 1987; Hopkins, 1989; Almeida & 

Nunney, 2015). 

Este fitopatógeno coloniza o xilema de diversas espécies vegetais e também 

o aparelho bucal do seu vetor, as cigarrinhas (insetos da família Cicadellidae), pelo 

qual é transmitida às plantas hospedeiras. Estes insetos se alimentam do fluido que 

percorre o xilema da planta e são infectados ao se alimentarem da seiva de plantas 

contaminadas. As bactérias ficam restritas à parte anterior do intestino do inseto, 

aderidas ao forro cuticular do cibário, sendo transmitidas para plantas sadias em 

alimentações subsequentes. No hospedeiro vegetal, X. fastidiosa forma um biofilme 
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compacto, que eventualmente ocasiona oclusão dos vasos do xilema (Purcell & 

Hopkins, 1996; Hopkins & Purcell, 2002; Alves et al., 2003; Newman et al., 2003; 

Redak et al., 2004; Almeida et al., 2005; Chatterjee et al., 2008b). 

O gênero Xylella é composto por uma única espécie, Xylella fastidiosa, e faz 

parte da família Xanthomonadaceae, a qual inclui também os gêneros Xanthomonas 

e Stenotrophomonas, entre outros menos estudados (Hopkins, 1989; Hopkins & 

Purcell, 2002; Chatterjee et al., 2008b). A família Xanthomonadaceae pertence à 

subdivisão gama das proteobactérias, que é modelo em diversificação bacteriana, 

incluindo espécies comensais e de vida-livre, simbiontes intracelulares e patógenos 

de plantas e animais (Woese, 1987; Lerat et al., 2005).  Diversas espécies dos 

gêneros Xylella e Xanthomonas são fitopatogênicas ao contrário de algumas 

espécies de Stenotrophomonas, como S. maltophilia, que estabelecem interações 

benéficas com plantas (Chatterjee et al., 2008a; Kay & Bonas, 2009; Ryan et al., 

2009). Por outro lado, S. maltophilia é um patógeno humano oportunista, com 

importância em infecções nosocomiais (Ryan et al., 2009). Análises filogenéticas 

possibilitaram o agrupamento de isolados de X. fastidiosa em seis subespécies: 

fastidiosa, multiplex, sandyi, pauca, tashke e morus as quais poderiam estar 

associadas a diferentes hospedeiros (Schaad et al., 2004; Schuenzel et al., 2005; 

Randall et al., 2009; Nunney et al., 2014; Almeida & Nunney, 2015; Jacques et al., 

2016). 

X. fastidiosa já foi encontrada em mais de 300 espécies de plantas diferentes 

(EFSA, 2016), em algumas dessas espécies, X. fastidiosa existe como uma bactéria 

aparentemente benigna enquanto que nos hospedeiros suscetíveis, sua proliferação 

no xilema resulta em sintomas que incluem clorose, lesões necróticas nas folhas, 

nanismo, deterioração dos galhos, frutos não-aproveitáveis, e, eventualmente, morte 

da planta (Janse & Obradovic, 2010). Entre as doenças associadas à infecção por X. 

fastidiosa, estão a doença de Pierce (PD) das videiras, a clorose variegada dos 

citros (CVC), popularmente conhecida como amarelinho e a Síndrome do Rápido 

Declínio das Oliveiras (OQDS) (Cariddi et al., 2014)., Além de outras doenças como 

a a escaldadura foliar de amendoeiras (almond leaf scorch, ALS), a escaldadura 

foliar do cafeeiro ou requeima do café (cofee leaf scorch, CLS) e a escaldadura foliar 

de ameixeiras (plum leaf scald, PLS), pessegueiro (PLS-peach), oleandro ou 

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

2008b; Janse & Obradovic, 2010).  

A doença de Pierce está presente no estado da Califórnia, nos Estados 

Unidos, desde 1884 e ocorre também em videiras em outros estados do sul dos 

EUA, como a Flórida e Texas, além do México e países da América Central. A partir 

de 1990, a doença agravou-se em razão do aumento populacional de uma espécie 

de cigarrinhas oriunda do extremo sul dos EUA e do México. Em 1999, mais de 300 

acres de videiras da região de Temecula na Califórnia foram destruídos pela PD 

(Hopkins, 1989; Hopkins & Purcell, 2002). Segundo dados do Programa de Controle 

da Doença de Pierce da Califórnia, esta doença ainda ameaça negócios diretamente 

derivados da vinicultura estimados em mais de 33 bilhões de dólares 

(http://www.cdfa.ca.gov/gwss/).  Esta doença apresenta sintomas como a necrose do 

limbo foliar que se inicia nas bordas e evolui para as regiões centrais e os frutos 

possuem desenvolvimento severamente afetado, sendo menores e murchos, e, 

portanto, inadequados para consumo e produção de sucos e vinhos (Hopkins, 1989; 

Janse & Obradovic, 2010). 

A CVC foi identificada pela primeira vez, em 1987, em laranjais do Estado de 

São Paulo (Rossetti et al., 1990; Chang & Donaldson, 1993), e desde então já foi 

detectada em pomares citrícolas de outras regiões do Brasil 

(http://www.embrapa.gov.br). Os principais sintomas da doença são lesões cloróticas 

intervenais na parte superior de folhas maduras e regiões de necrose na parte 

inferior correspondentes às áreas de clorose da parte superior e, os frutos 

apresentam tamanho reduzido, endurecidos e sem sumo e com maturação precoce, 

inviabilizando o consumo in natura e sua utilização na indústria de sucos e derivados 

(Hopkins, 1989; Janse & Obradovic, 2010). Segundo recentes levantamentos pelo 

Fundo de Defesa da Citricultura (http://www.fundecitrus.com.br), a incidência da 

CVC foi bastante reduzida nos últimos anos, graças aos esforços para produção de 

mudas sadias, aumento do uso de inseticidas para o controle do inseto vetor e a 

eliminação de pomares velhos, afetados pelo amarelinho.  

Os registros de doenças causadas por X. fastidiosa ocorriam apenas no 

continente americano, até meados dos anos 90. Entretanto, relatos de casos deste 

fitopatógeno têm sido crescentes nos continentes europeu e asiático. A 

disseminação da Síndrome do Rápido Declínio das Oliveiras (OQDS) no sul da Itália 

foi detectada em 2013, região que atualmente representa 40% da produção de óleo 



25 

 

de oliva da Itália. Esta região é considerada atualmente um reservatório para X. 

fastidiosa. A contenção da doença está sendo realizada principalmente por meio do 

controle dos insetos-vetores e, quando possível, pela remoção de plantas doentes 

(Saponari et al., 2013; Cariddi et al., 2014; Strona et al., 2017). 

As plantas infectadas por X. fastidiosa apresentam os vasos do xilema 

bloqueados por agregados celulares bacterianos, os quais são adensados pela 

presença do exopolissacarídeo (goma) secretado pela bactéria (Alves et al., 2003; 

Newman et al., 2004a; Roper et al., 2007a; Francis et al., 2008). Este processo é 

desencadeado pela adesão bacteriana a vasos do xilema e a consequente formação 

de biofilme, da qual participam adesinas fimbriais e afimbriais, lipopolissacarídeo, o 

exopolissacarídeo e outros componentes, como DNA extracelular (de Souza et al., 

2004; de Souza et al., 2005; Roper et al., 2007b; Clifford et al., 2013; Baccari et al., 

2014). Assim, os sintomas das plantas infectadas por X. fastidiosa parecem estar 

relacionados aos estresses hídrico e/ou nutricional decorrentes da oclusão do xilema 

(Purcell & Hopkins, 1996; Hopkins & Purcell, 2002; Chatterjee et al., 2008c). Já foi 

demonstrado que a infecção por X. fastidiosa causa mudanças significativas nos 

níveis de certos elementos minerais na planta (De La Fuente et al., 2013).  

Os sintomas das doenças causadas por X. fastidiosa também parecem ter 

associação com a resposta sistêmica do hospedeiro suscetível à interação com o 

patógeno (Jones & Dangl, 2006; Gambetta et al., 2007; Lin et al., 2007; Purcino et 

al., 2007; Silva-Stenico et al., 2009). Além disso, estudos recentes indicam que 

componentes da superfície celular de X. fastidiosa parecem desencadear uma 

resposta de imunidade inata no hospedeiro vegetal (Han et al., 2011; Sun et al., 

2011; Rodrigues et al., 2013).  

No inseto vetor, X. fastidiosa também forma um biofilme, estruturalmente 

distinto do biofilme observado no xilema de plantas infectadas. No inseto as células 

bacterianas ficam aderidas ao forro cuticular por um de seus polos graças a adesina 

fimbrial do pilus curto, em monocamada formando um tapete. A fixação polar pode 

aumentar a ciclagem de nutrientes para o biofilme (Newman et al., 2004a; Almeida 

et al., 2005; Almeida & Purcell, 2006; Killiny & Almeida, 2008). A formação de 

biofilme neste local requer o gene rpfF (codifica a enzima envolvida na síntese de 

DSF, fatores de sinalização difusíveis), indicando que  genes envolvidos na fixação 

inicial ou na própria formação do biofilme dependem da sinalização mediada por 

DSF (Newman et al., 2004a). Também já foi observado que as adesinas não-
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fimbriais, como HxfA e HxfB, estão envolvidas na interação carboidrato-célula no 

forro cuticular do inseto vetor (Killiny & Almeida, 2008). A sobrevivência de X. 

fastidiosa no inseto parece se beneficiar do aproveitamento de quitina (Killiny et al., 

2010; Han et al., 2011; Sun et al., 2011). 

 

1.4 Fatores de adesão de X. fastidiosa 

 

Tanto no hospedeiro vegetal como no inseto, X. fastidiosa está exposta a alta 

turbulência em um ambiente pobre em nutrientes e sujeita a respostas de defesa 

dos hospedeiros. Nestas condições, a formação do biofilme é estratégica para sua 

sobrevivência e multiplicação (de Souza et al., 2003; Guilhabert & Kirkpatrick, 2005; 

Caserta et al., 2010). De modo similar a outras bactérias, também em X. fastidiosa a 

adesão à superfície é um pré-requisito para a formação do biofilme e envolve (Figura 

3) a goma fastidiana (EPS), adesinas fimbriais: pilus curto (mrkD) e pilus longo 

(pilY1) e não-fimbriais: hemaglutininas (HxfA e HxfB), adesinas autotransportadoras 

(XatA) e adesinas autotransportadoras triméricas (XadA1, Hsf/XadA2 e XadA3, esta 

última anotada como proteína hipotética no genoma de X. fastidiosa e objeto de 

estudo desta tese) (Fuqua & Danhorn, 2007; Caserta et al., 2010; Flemming & 

Wingender, 2010b; Voegel et al., 2010; Koebnik et al., 2011; Matsumoto et al., 

2012). Diferentes mecanismos de adesão são ativos ao longo da formação do 

biofilme de X. fastidiosa in vitro (Lorite et al., 2013), sendo proposto que a formação 

do biofilme pode variar dependendo da composição do xilema do hospedeiro (Zaini 

et al., 2009). 
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Figura 3. Fatores de adesão codificados no genoma de X. fastidiosa. Imagem gerada no 

programa Microbial Genome Viewer 2.0. 

 

1.4.1 Adesinas fimbriais 

As adesinas fimbriais são componentes de complexos proteicos chamados 

pilus (também chamados de fímbrias), que são filamentos projetados a partir da 

superfície celular (Dunne, 2002). Em E. coli e X. fastidiosa, por exemplo, pilus tipo I 

(também chamado pilus curto) é essencial para a adesão celular e formação de 

biofilme (Blumer et al., 2005; Meng et al., 2005; Li et al., 2007a). Os pili tipo I são os 

principais responsáveis pela "ancoragem" das células à superfície em um ambiente 

de rápido escoamento, facilitando a sobrevivência no rápido fluxo de seiva 

encontrado nos vasos do xilema dos hospedeiros e no aparelho bucal dos insetos 

vetores (De La Fuente et al., 2007a; Killiny & Almeida, 2014). 

O pilus tipo I (T1P) é um complexo proteico, formado por uma proteína 

principal (FimA), associada a proteínas auxiliares (FimF, FimG) e a adesina FimH 

(Mol & Oudega, 1996). Similar em função ao T1P, o pilus tipo III (T3P) também é 

abundante e curto, sendo caracterizado pelos componentes estruturais MrkA 

(principal subunidade que é polimerizada) e MrkF (que juntamente com MrkA forma 

PD0528 / auto-transporter

(XatA)



28 

 

o pilus propriamente dito), MrkB e MrkC (envolvidas na montagem) e MrkD (adesina 

na extremidade), além de MrkE, supostamente envolvida na regulação transcricional 

(Allen et al., 1991; Di Martino et al., 2003). O T3P é o responsável pela formação do 

biofilme em Kleibsiela pneumoniae C3091 (Schroll et al., 2010) e diversas outras 

bactérias Gram-negativas, além de desempenhar importante papel na adesão a 

diversos substratos como células epiteliais e proteínas da matriz extracelular, entre 

outros (Tarkkanen et al., 1997; Sebghati & Clegg, 1999; Jagnow & Clegg, 2003). 

Possivelmente X. fastidiosa seja capaz de montar pili curtos de natureza 

quimérica, pois análise das sequências genômicas já disponíveis revela 

componentes típicos de ambos tipos, I e III, mas nenhum conjunto completo para 

montagem de um dos dois tipos. No genoma de todas cepas já analisadas são 

encontradas CDS para FimA, FimF e FimG, mas não para adesina FimH. Por outro 

lado, os componentes do T3P estão ausentes, exceto MrkD, justamente a adesina. 

Ademais, estas CDSs estão proximamente localizadas no genoma, apoiando a idéia 

de corregulação e funcionamento em conjunto. Importante ressaltar que as adesinas 

FimH e MrkD não são similares em sequência de aminoácidos (P.A. Zaini, 

observações não publicadas). Por esses motivos supomos que o pilus curto formado 

por X. fastidiosa seja um pilus do tipo I, com uma adesina terminal tipicamente 

encontrada em pilus do tipo 3.  

Enquanto a principal função do T1P e T3P é a adesão de células à superfície, 

o pilus do tipo IV (T4P) desempenha importante função também para a motilidade, 

sendo responsável pelo movimento celular conhecido como twitching motility, 

caracterizado por ciclos de prolongamento, adesão e retração do pilus, puxando a 

célula bacteriana em direção à extremidade do pilus (Mattick, 2002; Capitani et al., 

2006). Em cada ciclo de deslocamento, os monômeros de PilA que compõem o T4P 

propriamente dito são polimerizados durante a extensão e desmontados durante a 

retração. A eficiência do deslocamento é aumentada pela proteína de adesão PilY1, 

localizada na extremidade do pilus (Li et al., 2007b). Essa adesina além de possuir 

alta afinidade por receptores na superfície celular dos hospedeiros animais, também 

á capaz de se ligar a superfícies em geral, como madeira, vidro e PDMS (Li et al., 

2007a; Heiniger et al., 2010). Mutantes de X. fastidiosa deficientes em T4P funcional 

tem sua capacidade de adesão prejudicada e o regulador transcricional RpoN é 

capaz de modular a expressão de componentes do T1P e T4P de forma antagônica, 

interferindo na formação de biofilme (De La Fuente et al., 2007b; da Silva Neto et al., 
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2008). Novos aspectos da função de PilY1 têm sido revelados por estudos recentes, 

incluindo sua capacidade de se ligar a Ca2+ e regular assim a retração e extensão do 

T4P (Orans et al., 2010). 

 

1.4.2 Goma fastidiana 

A goma fastidiana é considerada um fator de virulência em X. fastidiosa  por 

este exopolissacarídeo (EPS) ser o principal constituinte do biofilme, que é essencial 

para a adesão e sobrevivência da bactéria em ambientes hidrodinamicamente 

turbulentos como onde são encontradas: vasos do xilema e aparelho bucal do inseto 

vetor (da Silva et al., 2001; de Pieri et al., 2004; Alves et al., 2011). A goma 

fasitidiana é produzida por enzimas codificadas no operon gum que contêm nove 

genes (gumBCDEFHJKM). Sua composição difere da goma xantana produzida por 

Xanthomonas campestris, em que a polimerização de unidades de tetrassacarídeos 

são montadas pela adição sequencial de glicose-1-fosfato, glicose, manose e ácido 

glicorônico sobre um carreador de fosfato de poliprenol (da Silva et al., 2001; de 

Pieri et al., 2004; Alves et al., 2011). 

 

1.4.3 Adesinas afimbriais 

Outro grupo de proteínas de adesão encontrado em diversas bactérias 

patogênicas, inclusive em X. fastidiosa, são as hemaglutininas filamentosas. São as 

proteínas de alta massa molecular codificadas no genoma de X. fastidiosa 

(>300kDa), e assim como em Bordetella spp., onde já foram bem caracterizadas, 

são clivadas gerando proteínas de ~250kDa ao serem transportadas para a 

membrana externa (Guilhabert & Kirkpatrick, 2005; Julio & Cotter, 2005; Voegel et 

al., 2010). Essas adesinas são caracterizadas por possuírem um domínio de 

aglutinação dependente de carboidrato, uma região contendo o motivo formado pelo 

tripeptídeo RGD característico das proteínas que ligam integrinas, um domínio de 

ligação a heparina que medeia ligação a glicolipídeos da superfície celular, além de 

longos peptídeos sinais que são clivados em ambas as extremidades e várias 

repetições que variam em comprimento e sequência entre os membros dessa família 

de proteínas (Kajava et al., 2001). 
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O genoma da cepa 9a5c de X. fastidiosa codifica três cópias de 

hemaglutininas, sendo duas (XF2196 e XF2775) 97% idênticas entre si e a outra 

(XF0889) com menor identidade (84%) e deficiente em alguns domínios (RGD e o 

de clivagem no C-terminal, por exemplo). O genoma da cepa Temecula (isolada de 

videiras) codifica duas hemaglutininas, HxfA e HxfB, PD2118 e PD1792, 

respectivamente, as quais são importantes para adesão celular, formação de 

biofilme e transmissibilidade por insetos vetores por estarem envolvidas a adesão 

inicial aos vetores (Rojas et al., 2002; Guilhabert & Kirkpatrick, 2005; Killiny & 

Almeida, 2009a; Voegel et al., 2010; Killiny & Almeida, 2014).  

 

1.4.4 Adesinas autotransportadoras XatA 

Como todos as adesinas autotransportadoras, XatA, possui um domínio de 

passagem N-terminal e um domínio C-terminal em forma um barril, por onde o 

domínio de passagem é translocado e ancorado na membrana externa da bactéria. 

O domínio de passagem geralmente medeia a função específica de virulência. Além 

disso, evidências recentes indicam que o prefixo 'auto' pode ser um pouco 

exagerado (Benz & Schmidt, 2011).  

Estudos de localização celular determinaram a presença de XatA tanto na 

membrana externa celular quanto na membrana externa de vesículas (OMVs) e, sua 

fração N-terminal no sobrenadante, parte possivelmente clivada. Ensaios 

laboratoriais indicam sua importância no biofilme e na agregação celular. Sua 

importância como fator de virulência foi demonstrada por experimentos onde cepas 

com mutações no gene xatA não colonizaram os tecidos de videiras e também não 

foram transmitidas eficientemente para o inseto vetor (Matsumoto et al., 2012). 

Entretanto, experimentos são ainda necessários para elucidar a real função  de XatA 

no ciclo de infecção de X. fastidiosa. 

 

1.4.5 Adesinas autotransportadoras triméricas 

Outro grupo de adesinas afimbriais codificadas no genoma de X. fastidiosa 

são proteínas similares a Hsf (Haemophilus influenzae surface factors) ou a XadA 

(Xanthomonas adhesin A). Uma característica comum em adesinas deste grupo é a 

presença do domínio YadA na porção carboxiterminal, que define o grupo como 
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auto-transportadores triméricos (TAA, Trimeric Autotransporter Adhesin) (Figura 4). 

Este é o domínio de ancoragem na membrana externa, sendo razoavelmente 

conservado entre as diferentes adesinas TAA (da Silva et al., 2001; Linke et al., 

2006; Lyskowski et al., 2011). Apesar da denominação autotransportador, alguns 

estudos tem mostrado que existem proteínas e/ou complexos proteicos envolvidos 

na biogênese dessas adesinas triméricas (Grin et al., 2013). 

 Além desse domínio YadA de ancoragem, esta classe de adesinas apresenta 

o domínio de passagem, composto pelos domínios: cabeça, pescoço e cauda, este 

último um domínio do tipo coiled-coil, além de uma sequência sinal de secreção N-

terminal (Nummelin et al., 2004; Cotter et al., 2005; Edwards et al., 2010). O domínio 

de passagem é externalizado enquanto o domínio de ancoragem (estrutura barril-

beta) permanece embebido na membrana externa, sendo que a homotrimerização é 

importante no processo de localização celular das adesinas TAA, que ocorre, na 

maioria dos exemplos, sem o envolvimento de proteínas auxiliares (da Silva et al., 

2001; Linke et al., 2006; Lyskowski et al., 2011). 

 

 

 

Figura 4.  Organização estrutural típica dos domínios do homotrímero das adesinas TAA. (A) 

Representação da arquitetura de domínios de um autotransportador típico, possuindo uma sequência 

sinal, um domínio de passagem, e um domínio beta C-terminal (da Silva et al., 2001) (B) Estrutura 3D 
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do autotransportador trímérico, mostrando a composição do domínio de passagem e o domínio β, que 

se ancora na membrana externa para externalizar o domínio de passagem (Linke et al., 2006).  

 

O genoma de X. fastidiosa cepa 9a5c codifica três adesinas do tipo TAA, 

XF1516 (XadA1), XF1529 (Hsf/XadA2) e XF1981, re-anotadas como Surface protein 

adhesin XadA-like (http://www.xylella.lncc.br/) e classificadas como 

autotransportadores triméricos (http://www.membranetransport.org/) com base nas 

características de suas sequências primárias. Passaremos a denominar a CDS 

XF1981, objeto de estudo neste projeto, como XadA3.  Ortólogos de xadA1, xadA2 e 

xadA3, respectivamente PD0731, PD0744 e PD0824, também são encontrados no 

genoma da cepa Temecula. 

 Dados da literatura mostram que os níveis dos transcritos de XadA1 e XadA2 

são aumentados durante o desenvolvimento do biofilme e que a proteína XadA1 é 

expressa ao longo de todas as fases da formação do biofilme na cepa 9a5c 

enquanto que XadA2 é expressa nos estágios mais tardios, não sendo, ambas as 

proteínas, detectadas em células planctônicas (de Souza et al., 2004; Caserta et al., 

2010). A regulação da expressão de XadA1 e XadA2 parece ser mediada pelo 

regulador transcricional GacA (Shi et al., 2009). Além disso, o mutante em xadA1, 

obtido pela inserção de transposon na cepa Temecula exibe uma redução da 

capacidade de adesão ao vidro, sendo que ensaios de agregação com células em 

suspensão mostram que o mutante permanece planctônico por muito mais tempo 

quando comparado à cepa selvagem, que rapidamente forma agregados celulares 

que precipitam, sugerindo o envolvimento de XadA1 nas fases iniciais da adesão 

das células à superfície, além de uma redução na virulência (Feil et al., 2007). Além 

disso, XadA1 parece ser liberada da superfície bacteriana durante a colonização do 

xilema (Caserta et al., 2010). 

A proteína codificada pela CDS XF1981 (XadA3) na cepa 9a5c, cuja ortóloga 

na cepa Temecula é PD0824, não havia sido, até este trabalho, bioquímica ou 

funcionalmente caracterizada, apesar de ter sido detectada em análises proteômicas 

como fortemente associada a membrana de X. fastidiosa e se apresentar como 

complexo com tamanho molecular >300.000 Da (Smolka et al., 2003; Shi et al., 

2009).  
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2 OBJETIVOS 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar bioquimicamente e funcionalmente a 

adesina XadA3 de Xylella fastidiosa. 

Para tal, nossas estratégias para alcançar este objetivo foram: 

1. Análise comparativa das sequências dos TAAs de X. fastidiosa; 

2. Obter um anticorpo policlonal Anti-XadA3; 

3. Verificar a presença do gene xadA3 e avaliar os níveis de expressão do 

transcrito xadA3 e da proteína XadA3 em diferentes cepas de X. fastidiosa; 

4. Determinar a localização celular de XadA3; 

5. Avaliar comparativamente efeito da deleção de xadA1, xadA2 e xadA3 na 

formação de biofilme, aglutinação celular, motilidade, formação de 

vesículas de membrana externa, no perfil de expressão gênica global e na 

virulência de X. fastidiosa. 
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

3.1 Cultivo e manutenção de cepas de Xylella fastidiosa 

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

estão listadas na Tabela 1. 

 

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

Cepa Hospedeiro original Localidade de origem Referências 

9a5c 
Citrus sinensis  

cv. Natal 
Macaubal, SP, Brasil (Li et al., 1999) 

J1a12
 Citrus sinensis  

cv. Pêra 
Jales, SP, Brasil (Monteiro et al., 2001) 

U24d 
Citrus sinensis  

cv. Baianinha Piracicaba 
Ubarana, SP, Brasil (Santana, 2013) 

Fb7 
Citrus sinensis 
 cv. Valencia 

Bella Vista, Corrientes, 
Argentina 

(da Silva et al., 2007) 

3124 Coffea arabica Matão, SP, Brasil (Almeida et al., 2008) 

Hib4 Hibiscus rosa-sinensis Campinas, SP, Brasil (Pierry, 2012) 

Pr8x Prunus salicina Jarinu, SP, Brasil (Pierry, 2012) 

Temecula1 
WT 

Vitis vinífera Temecula, CA, EUA 
(Van Sluys et al., 2003) 
(Newman et al., 2003) 

Temecula1 
ΔrpfF 

- - (Newman et al., 2004a) 

Temecula1 
ΔxadA1 

- - (Ionescu et al., 2014b) 

Temecula1 
ΔxadA2 

- - este trabalho 

Temecula1 
ΔxadA3 

- - este trabalho 

 

O cultivo das cepas foi realizado em meio complexo PW (Davis et al., 1981b) 

ou em meio PW modificado (PWG). O meio PWG é constituído de fitona peptona 

4g/L; peptona de caseína com digestão tríptica 1g/L; cloreto de hemina 0,001% (p/v); 

K2HPO4 1,2g/L; KH2PO4 1g/L; MgSO4.7H2O 0,4g/L; glutamina 0,4% e glicose 0,5% 

(p/v). Em alguns experimentos, foi utilizado o meio PIM6 que é composto de HEPES 

10 mM pH 6,5; MgSO4 1 mM; CaCl2 3 mM; D-glicose 0,1 mM; tartarato de sódio 0,1 

mM; malato de sódio 0,2 mM; citrato de sódio 1 mM; 0,05 g/L K2HPO4; 0,03 g/L 

KH2PO4; L-glutamina 5 mM; 0,025% solução de micronutrientes ATCC13061; 

0,02% soytone e 0,04% triptona (Michelle Igo, Universidade da California, Davis, 

EUA, comunicação pessoal).  

A manutenção das culturas foi feita em placas de meio PWG-ágar (PWG-

contendo ágar 1,5%) com repiques semanais e incubação a 28°C, sendo o número 

de passagens controlado. A cepa Temecula1 WT (wild type) foi mantida em placas 
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de meio PWT (meio PWG sem glicose e com adição de BSA 20%, contendo gelrite 

1% (p/v)). As cepas mutantes ΔrpfF, ΔxadA1, ΔxadA2 e ΔxadA3 foram mantidas no 

meio PWT antibiótico contendo canamicina 50 µg/mL(meio PWTK). Após, no 

máximo, 20 passagens, novo cultivo era iniciado a partir de estoques congelados a -

80ºC.  

Para o cultivo em meio líquido, as bactérias após 7 dias de cultivo em meio 

sólido foram cuidadosamente raspadas da placa com uma alça de metal e 

transferidas para tubos contendo 1 mL de meio PWG. A suspensão de células foi 

homogeneizada com o auxílio de uma pipeta e transferida para frascos erlenmeyers 

de 250 mL contendo 50 mL de meio PWG, atingindo DO600nm ≈ 0,05.  Os cultivos 

foram mantidos a 28ºC com 100 rpm de agitação por mais 7 dias. Após esse 

período, as células foram submetidas aos ensaios desejados.  

Os estoques de células foram mantidos em PWG contendo 20% (v/v) de 

glicerol em freezer a -80°C ou em tanques de nitrogênio líquido.  

 

3.2 Deleção de xadA1, xadA2 e xadA3 por recombinação homóloga 

Para a delerção de xadA1, xadA2 e xadA3 da cepa Temecula foi utilizado o 

protocolo de substituição alélica por recombinação homóloga (Ionescu et al., 2013) 

como esquematizado na Figura 5.  Os segmentos de 900-1000 pb adjacentes ao 

primeiro e último códon da sequência codificadora de cada uma das CDS (xadA1, 

xadA2 e xadA3) foram obtidos por PCR do DNA genômico da cepa Temecula1 com 

pares de oligonucleotídeos contendo sítios de enzimas de restrição (HindIII, XbaI, 

BamHI, KpnI, SacI ou EcoRI) em suas extremidades. Os produtos de PCR obtidos (L 

e R, left arm e right arm, respectivamente) flanqueando a CDS foram purificados e 

clonados sequencialmente no vetor pUC19Kan, adjacentes ao cassete de 

resistência a canamicina, e as construções obtidas (pUC19KanxadA1, 

pUC19KanxadA2 e pUC19KanxadA3) foram utilizadas para transformação da 

cepa E. coli Topo10. As construções plasmidiais obtidas foram confirmadas por 

sequenciamento de DNA. Após protocolo de transformação natural (Alencar et al., 

2014) da cepa Temecula1 com as construções plasmidiais, os clones transformantes 

(supostamente com a CDS alvo deletada) foram selecionados pelo cultivo em 

canamicina. Os clones de mutantes de deleção para xadA1, xadA2 e xadA3 foram 

obtidos por Aline M. da Silva e Michael Ionescu no laboratório do Prof. Steven 
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Lindow (Universidade da California em Berkeley, EUA), sendo que apenas o 

mutante ΔxadA1 já foi previamente descrito e parcialmente caracterizado (Ionescu et 

al., 2014b). 

 

Figura 5. Estratégia de obtenção dos mutantes de deleção por recombinação homóloga. Produtos de 

PCR de 900-1000pb obtidos de regiões adjacentes (L e R, left arm e right arm, respectivamente) à 

CDS a ser deletada foram clonados no vetor pUCKan nos sítios de restrição indicados, e as 

construções plasmidiais pUCKanCDS foram utilizadas para transformação natural da cepa 

Temecula1. Os transformantes, supostamente com a CDS alvo substituída pelo cassete Kan
R
, foram 

selecionados em meio contendo canamicina. O esquema inferior representa a construção 

pUC19Kan_xadA3 para deleção de xadA3. 

 

A deleção de xadA1, xadA2 e xadA3 nos clones transformantes obtidos foi 

confirmada por PCR do DNA genômico purificado desses clones (item 3.11 e 3.12). 

Para tal foram utilizados pares de oligonucleotídeos (Tabela 2) margeando ~130 

pares de bases à jusante e à montante das CDS xadA1, xadA2 ou xadA3, 

planejados com auxílio dos programas PRIMER3 e OligoAnalyzer visando a geração 

de produtos de ~3000 pb, ~8000 pb e ~4200 pb, respectivamente para xadA1, 

xadA2 e xadA3 na cepa Temecula1 selvagem e ~2000 pb para as cepas ΔxadA1 e 

ΔxadA3 e ~3000 pb para a cepa ΔxadA2. Os clones mutantes também foram 
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submetidos a genotipagem utilizando os oligonucleotídeos Tem_1959F e R (Tabela 

2) que confirma a identidade da cepa parental Temecula1. 

 

Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados para confirmação da deleção nos mutantes de ΔxadA1, 

ΔxadA2 e ΔxadA3. 

Identificação Sequência Tm* 

aPD0731F 5’ TACAGATGTGAAAGTGGAAAGTGTGATT 56,6ºC 

aPD0731R 5’ AGACAACCTCGTTCACTCCCCC 60,9ºC 

aPD0744F 5’GGGTTGCTATGCGCGTTTTCATTTCG 61,1ºC 

aPD0744R 5’ CTTAGCAATGATCGCGTGGACATCT 59,1ºC 

aPD0824F 5’ CCATATAGGCAACGAAAATCAATTCCAT 56,0ºC 

aPD0824R 5’ CCGTTGCCAATTTGAAACATCTCGAC 58,9ºC 

Tem_1959F 5’ GACTCCGATGGCTACCTGAC 60,0ºC 

Tem_1959R 5’ GAGCGCATTTGTTCCATTG 60,0ºC 

* Tm (melting temperature) 

 

3.3 Curva de crescimento de X. fastidiosa 

A densidade celular durante o cultivo das cepas foi avaliada pela medida da 

densidade ótica a 600nm da cultura bacteriana e pela medida da massa proteica 

total  (Pashalidis et al., 2005; Zaini et al., 2008). Para realização da curva de 

crescimento, as bactérias após 7 dias de cultivo em meio sólido PWG foram 

raspadas cuidadosamente com uma alça de metal e transferidas para microtubos 

contendo 1 mL de meio PWG líquido onde as células foram dispersas por repetidas 

pipetagens. Uma alíquota de 100 µL foi então retirada e diluída em 900 µL de meio 

PWG líquido para medida da DO600nm. Alíquotas dessa diluição foram transferidas 

para tubos cônicos de 50 mL contendo 5 mL de meio PWG, um para cada ponto da 

curva, sendo a DO600nm inicial de ≈ 0,05. Os tubos mantidas a 28ºC sob 100 rpm de 

agitação. Foram analisados os dias 1, 3, 7 e 10 da curva de crescimento. Em cada 

ponto, a cultura foi vigorosamente agitada antes do recolhimento de 2 mL, sendo 1 

mL para verificação da densidade celular e 1 mL para medida da massa proteica 

total. Nesse caso, a alíquota foi centrifugada 16000 xg por 10 minutos a temperatura 

ambiente, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi 

ressuspendido em Tris-HCl 50 mM pH 7,5. Em seguida, as células foram lisadas por 

sonicação em banho de gelo e 100 µL desse lisado foram utilizados para dosagem 

de proteína total pelo método Bradford descrito no item 3.10.  
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3.4 Ensaio de Aglutinação 

Os ensaios de aglutinação foram baseados nos procedimentos descritos na 

literatura (Kirkpatrick & Guilhabert, 2005; Espert et al., 2011). Bactérias após 7 dias 

de cultivo em meio sólido PWG foram raspadas cuidadosamente com uma alça de 

metal e transferidas para 1 mL de meio PWG, onde foram dispersas para obtenção 

de uma suspensão homogênea. Dessa suspensão foi retirada uma alíquota de 100 

µL e diluída em 900 µL de meio PWG para determinação da DO600nm. Os cultivos 

(1mL) com a DO600nm previamente ajustada para 2 foram transferidos para tubos de 

15 mL e mantidos estagnados a temperatura ambiente. A cada ponto do ensaio, a 

DO600nm da porção superior da cultura foi avaliada representando as células ainda 

em suspensão. 

3.5 Ensaio de formação de biofilme 

Os ensaios de formação de biofilme foram realizados como descrito em (Zaini 

et al., 2009; Fogaca et al., 2010), os quais foram feitos em placa de 96 poços e em 

tubos de vidro. Para ambos os ensaios as bactérias após 7 dias de cultivo em meio 

sólido PWG foram raspadas cuidadosamente com uma alça de metal e transferidas 

para tubos contendo 1 mL de meio PWG. Dessa suspensão homogênea foi retirada 

uma alíquota de 100 µL e diluída em 900 µL de meio PWG para verificação da 

DO600nm, podendo-se assim ajustar todas os cultivos para a mesma densidade 

inicial. 

Para o ensaio em tubos de vidro, foram transferidos 2 mL do cultivo em meio 

PWG com DO600nm inicial de ≈ 0,05, sendo os tubos mantidos a 28ºC a 170 rpm de 

agitação. Após 14 dias de cultivo, 1 mL de cada tubo foi retirado para medir a DO600 

nm e o restante foi descartado. O material não aderido ao tubo de vidro foi lavado 

adicionando-se cuidadosamente 2 mL de água destilada. Em seguida, foi adicionado 

2,5 mL de cristal violeta 0,1%, seguindo-se incubação por 20 minutos, descarte do 

cristal violeta e lavagem com água por duas vezes. O material aderido à parede do 

tubo foi removido pela adição de 2 mL de SDS 1% e após vigorosa agitação, a 

absorbância a 595nm foi determinada. 

Para o ensaio em placa de 96 poços, foram transferidos 150 µL de meio PWG 

do cultivo com DO600nm inicial de ≈ 0,05, sendo a placa mantida a 28ºC a 170 rpm de 

agitação. Após 14 dias de cultivo, a DO600nm foi medida na leitora de placas 

SpectraMax Paradigm (Molecular Devices). O cultivo celular foi descartado e uma 
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lavagem cuidadosa com água foi realizada, seguindo-se adição de 200 µL de cristal 

violeta 0,1% em cada poço e incubação por 20 minutos. O cristal violeta foi 

descartado e os poços foram lavados com água por duas vezes. A cada poço foi 

adicionado 150 µL de SDS 1%, e após agitação vigorosa da placa, foi realizada a 

leitura da absorbância a 595 nm no SpectraMax Paradigm (Molecular Devices). 

3.6 Motilidade celular 

Os cultivos de X. fastidiosa foram realizados em placas nos meios PIM-6, 

PWG, PWT e PWTK por 7 dias a 28ºC. A motilidade celular (twitching motility) foi 

observada na periferia das colônias por meio de lupa com aumento de 40 vezes e, 

as imagens foram registradas com câmera fotográfica acoplada à lupa. 

3.7 Ensaios de adesão em condições de fluxo em câmaras de microfluídica 

Os ensaios de adesão de células de X. fastidiosa à superfície sob condições 

de fluxo e também para os ensaios de inibição de adesão à superfície com 

anticorpos foram realizados em câmaras de microfluídica seguindo procedimento 

previamente descrito por Meng et al., (2005) e De La Fuente et al. (2007b).  

Câmaras de microfluídica feitas de polidimetilsiloxano (PDMS) (Dow Corning) 

foram construídas a partir de uma placa molde de silício na qual um fotoresistente 

negativo (SU-8 50, MicroChem) foi aplicado através de métodos fotolitográficos 

padrões (Xia & Whitesides, 1998), definindo assim o formato e dimensões da 

câmara. A placa molde foi obtida no centro ANANDA na Universidade McGill, 

Canadá de acordo com o desenho idealizado pelo Dr. Paulo A. Zaini (IQ-USP).  

Para preparação das câmaras, PDMS não polimerizado foi despejado sobre a 

placa molde e curado por 1 hora a 60ºC. O polímero moldado foi então 

delicadamente destacado e aberturas foram perfuradas nas extremidades dos 

canais, de acordo com o padrão usado. Em seguida a peça de PDMS moldada foi 

soldada quimicamente à lamínula de vidro de 35 x 50mm (Fisher Scientific), após 

ambas serem ativadas com ionização por plasma. Esse procedimento foi feito no 

laboratório do Prof. Dr. Ronaldo Mansano, do Departamento de Engenharia de 

Sistemas Eletrônicos da Escola Politécnica da USP. Em seguida foi acoplada em 

cada abertura a tubulação de silicone com 0,02'' diâmetro interno e 0,0315'' de 

espessura da parede (Cole Parmer) para suprimento de meio fresco e retirada de 

meio usado. Na outra extremidade de cada mangueira foi encaixado um adaptador 

de polipropileno de 0,0625’’ (1,6mm) e a esse foi presa uma seringa de vidro 
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(Hamilton) de 1 ou 5mL para suprimento ou uma seringa de 20mL (Becton 

Dickinson) sem o êmbolo para coleta. As seringas de suprimento são colocadas em 

uma bomba de infusão para duas seringas (Insight) na qual o fluxo é determinado 

pelo usuário e mantido constante. Para verificar o selamento da câmara e confirmar 

que não há vazamentos, inicialmente a câmara foi preenchida com meio de cultura e 

com fluxo em 200 µL/minuto. Todo o processo é feito com cuidado para se evitar 

bolhas de ar no sistema. Em seguida, as células são injetadas pelos canais laterais 

e o sistema mantido sem fluxo por 5 minutos para permitir a adesão celular à 

superfície da lamínula da câmara. Em seguida o fluxo desejado é iniciado, 

geralmente a 1 µL/minuto e uma rampa geométrica de velocidade até 200 µL/minuto 

(correspondente a uma velocidade de fluxo de ~3 a ~700 mm/segundos) é iniciada 

com intervalos de 5 minutos em cada velocidade, sendo portanto uma modificação 

do método descrito em (De la Fuente et al., 2007c). 

O monitoramento dos ensaios em câmara de microfluídica foi realizado no 

microscópio Nikon TE300 instalado no laboratório do Prof. Frederico Gueiros Filho 

(IQ-USP) ao qual está acoplada uma câmera fotográfica digital que transfere as 

imagens captadas ao software NIS Elements. Este possui diversas funções capazes 

de parametrizar diferentes aspectos da atividade celular tais como velocidade de 

deslocamento e contagem de células. Alternativamente foi utilizado o programa 

ImageJ 1.48v (http://imageJ.nih.gov/ij) para a contagem de células como mostrado 

na Figura 6. 

 

Figura 6. Análise de imagens no programa ImageJ. Nesse exemplo, a função de contagem de 
células está em uso. Essa tarefa é feita em cada imagem coletada ao término de cada intervalo na 
rampa de velocidade. Os dados são extraídos diretamente para uma planilha, plotados e submetidos 
a análise estatística no programa Microsoft Excel. Células em contato com as paredes laterais da 
câmara não são consideradas para evitar efeitos de borda. 
 

3.8 Quantificação da produção e isolamento de vesículas de membrana 

externa (OMVs) 

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

pela análise de rastreamento de nanopartículas (Nanoparticle Tracking Analysis, 
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NTA) na fração extracelular foi obtida a partir de culturas por três sucessivas 

centrifugações a 16.000 g (Centrifuge 5415 D, Eppendorf) seguindo protocolo já 

padronizado (Ionescu et al., 2014a; Feitosa-Junior, 2017). O volume inicial de 1,4 mL 

da cultura foi adicionado a um microtubo (1,5 mL) e após centrifugação, metade do 

volume do sobrenadante foi transferido para novo tudo. Este procedimento foi 

repetido por mais duas vezes para evitar qualquer contaminação do sobrenadante 

com o sedimento celular. Após a terceira centrifugação o volume final obtido foi de 

350 µL. Foram realizadas 6 preparações para cada cultura totalizando ~2 mL de 

amostra de sobrenadante que foram reunidas e armazenadas em gelo até análise, 

realizada no mesmo dia, no equipamento NanoSight LM10 system (NanoSight Ltd, 

Amesbury, Reino Unido), gentilmente disponibilizado pela Dra. Vilma Martins, no 

Centro do Câncer A. C. Camargo, São Paulo. O aparelho possui um laser de 405 nm 

e um sistema de câmera digital de alta sensibilidade. Vídeos foram coletados e 

analisados usando o NTA-software (versão 2.3), com o tamanho mínimo de partícula 

esperado, comprimento mínimo de pista, e definição de desfoque, todos ajustados 

para o modo automático. A sensibilidade da câmara e o limiar de detecção foram 

ajustados para 14. A temperatura ambiente foi registada entre 20 e 22 °C. As 

amostras foram diluídas em PBS pH 7,4 (137 mM NaCl, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 10 

mM, KH2PO4) filtrado em membrana 0,22 µm, de modo que a concentração 

estivesse entre 1x108 e 10x108 nanopartículas/mL. Para cada amostra, três vídeos 

de 30 segundos de duração foram registrados, com ressuspensão e reinjeção da 

amostra entre as gravações. Réplicas técnicas e biológicas foram realizadas e os 

dados foram calculados e plotados no programa Microsoft Excel. A densidade 

celular das preparações foi estimada pela medida de OD600nm no momento anterior 

da coleta do sobrenadante das culturas. 

Para isolamento das OMVs cepas de X. fastidiosa foram cultivadas por 7 dias 

em 50 mL de meio PWG a 28ºC e 170 rpm, em seguida centrifugadas a 4000 xg, por 

20 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi coletado e 30 mL foram transferidos para um 

novo tubo, seguindo-se centrifugação a 38000 xg por 1 hora a 4 °C (rotor P28S, 

Hitachi, Japão). Uma alíquota de 20 mL do sobrenadante obtido foi transferida para 

um novo tubo, seguindo-se centrifugação a 100000 xg por 5 horas a 4 °C (rotor 

P28S, Hitachi, Japão). O precipitado foi ressuspendido em 500 µL de 50 mM Tris-

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

Para preparação de extratos proteicos de cepas de X. fastidiosa, as células 

cultivadas em meio sólido PWG, PWT ou PWTK foram raspadas cuidadosamente 

com uma alça de metal e transferidas para tubos contendo 1 mL de tampão de lise 

gelado (Tris-HCl 50mM pH 8.0, glicerol 10% e coquetel de inibidores de proteases 

cOmplete™ da Roche).  A suspensão foi homogeneizada e centrifugada 5200 xg por 

4 minutos à 4ºC. O sobrenadante, fração extracelular, foi transferido a um novo tubo 

e armazenado. O precipitado, fração celular, foi ressuspendido em 1 mL de tampão 

de lise e submetido à sonicação com 3 pulsos de 20 s cada, posição 3 (Branson 

Sonifier 450) com intervalos de incubação de 1 minuto em gelo entre cada pulso. Em 

seguida foi realizada a dosagem de proteínas pelo método Bradford (item 3.10). Os 

extratos foram armazenados a -80ºC por no máximo de 30 dias para posterior 

análise em SDS-PAGE.  

3.10 Dosagem de proteínas por Bradford 

A determinação do conteúdo proteico nas amostras foi realizada segundo o 

método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se BSA (albumina de soro bovino) 

como padrão. Para montagem da curva padrão foram utilizadas as seguintes 

concentrações de BSA: 1, 5, 10, 15 e 20 µg/mL. A reação foi realizada em volume 

final 1 mL, sendo os volumes das amostras de proteínas completados até 800 µL 

com H2O deionizada e 200 µL de Reagente de Bradford (BioAgency) concentrado. 

Após adição do reagente, as amostras foram vigorosamente agitadas e incubadas 

em temperatura ambiente por 5 minutos e a absorbância a 595 nm registrada. Após 

a medição, as concentrações de proteína total nas amostras de interesse foram 

extrapoladas a partir da curva padrão. Todos os ensaios foram realizados em 

duplicatas. 

3.11 Extração e purificação de DNA total de X. fastidiosa 

Para purificação de DNA total de X. fastidiosa foi utilizado o Wizard Genomic 

DNA Kit (Promega) seguindo as instruções do fabricante com pequenas 

modificações. Usualmente, a partir de 50 mL de cultura de X. fastidiosa de 7 dias é 

separado 1mL para centrifugação a 13000 xg por 2 minutos. Ao precipitado celular 

obtido foram adicionados 600 µL da Solução de Lise e as células foram 

ressuspensas gentilmente com uma pipeta e incubadas a 80°C por 5 minutos. Em 
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seguida, a suspensão foi deixada em temperatura ambiente por 5 minutos, 

seguindo-se a adição de 3 µL da solução de RNAse, sendo o tubo invertido de 2 a 5 

vezes. O lisado celular foi incubado a 37°C por 15 a 60 minutos e em seguida, foi 

deixado em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 

200 µL da solução de precipitação de proteína seguindo-se agitação vigorosa em 

agitador de tubos (Vortex) por 20 segundos na velocidade mais alta. A amostra foi 

incubada em gelo por 5 minutos e em seguida, o tubo foi centrifugado a 13000-

16000 xg por 3 minutos. O sobrenadante contendo o DNA puro foi transferido, em 

temperatura ambiente, para um microtubo de 1,5 mL contendo 600 µL de 

isopropanol com o devido cuidado para evitar contaminação com o precipitado 

proteico. O tubo foi invertido gentilmente até que os ácidos nucleicos pudessem ter 

sua massa visível e em seguida, foi novamente centrifugado a 13000-16000 xg por 2 

minutos. O sobrenadante foi vertido com cuidado e o tubo foi seco com papel 

absorvente e a ele foram adicionados 600 µL de etanol 70% (v/v) em temperatura 

ambiente e o tubo invertido várias vezes para lavagem do DNA precipitado. A 

amostra foi centrifugada a 13000-16000 xg por 2 minutos e o etanol foi retirado 

cuidadosamente. O tubo foi seco com papel absorvente e exposto a ar-seco por 10 a 

15 minutos, dentro do fluxo laminar. Em seguida, foram adicionados 100 µL de 

solução de reidratação de DNA e o tubo incubado a 65°C por 1 hora. Em seguida, o 

tubo contendo a amostra de DNA foi armazenado em geladeira ou em freezer a -

20°C. 

A quantificação da concentração do DNA foi feita através da determinação 

das absorbâncias (Abs) a 260nm e 280nm em espectrofotômetro ND-1000 

(NanoDrop Technologies), sendo que Abs260nm = 1 equivale a 50µg de DNA fita 

dupla/mL. A pureza do DNA foi avaliada pela razão das Abs260nm/Abs280nm, 

geralmente entre 1,8 e 2,0. As amostras de DNA extraídas de X. fastidiosa foram 

analisadas quanto a sua integridade através de eletroforese em géis de agarose 

conforme descrito no item 3.13. 

3.12 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Para os ensaios de PCR, 2 µL de DNA total purificado dos cultivos 

bacterianos (100 ng), 2 µL de amostras de cultivos de X. fastidiosa  ou outras 

preparações de DNA (10-100 ng) foram misturados com 1 μL de solução de dNTPs 

10 mM (Prodimol) (0,2 mM final), 10 μL de tampão 5x da GoTaq DNA Polimerase 



44 

 

(Promega), 1 μL de cada oligonucleotídeo na concentração de 10 μM (0,2 µM final), 

1 μL (1U) da enzima GoTaq DNA Polimerase (Promega) e água MilliQ estéril para o 

volume final da reação de 50 μL. As condições de programação dos ciclos do 

termociclador foram: desnaturação inicial por 2 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos 

de 15 segundos a 95°C, 15 segundos a 55°C e 90 segundos a 72°C. Em alguns 

ensaios de PCR as temperaturas de anelamento foram de 56°C ou 58°C, e o tempo 

de extensão a 72oC foi de 4 minutos e 30 segundos ou de 8 minutos. O controle 

negativo da reação de PCR foi realizado substituindo-se a quantidade de DNA 

molde por água Milli-Q. As PCRs foram realizadas em um termociclador GeneAmp 

PCR System 9700 (Applied Biosystems) e os produtos obtidos foram armazenados a 

4°C ou congelados a -20ºC até avaliação por eletroforese em gel de agarose 1% 

(p/v). Quando necessário, os produtos da PCR foram purificados com o kit Wizard 

SV Gel and PCR Clean up System (Promega). 

3.13 Eletroforese de DNA em gel de agarose 

A separação eletroforética de DNA foi realizada em gel preparado com 1% 

(p/v) de agarose em pó diluída em tampão TBE (Tris-base 89 mM, ácido bórico 89 

mM, EDTA 2 mM pH 8,0), sendo a mistura aquecida a 100°C para completa 

dissolução. Antes da solidificação do gel no aparato apropriado, foram adicionados 

2,5 μL de solução de brometo de etídio 10 mg/mL para cada 50 mL de solução de 

agarose. A eletroforese foi realizada em uma cuba eletroforética contendo tampão 

TBE 1x a 100 V. A corrida foi interrompida após o corante ter percorrido 

aproximadamente 4/5 da distância entre o local da aplicação e o limite inferior do 

gel. O volume total de amostra aplicado no gel foi de ~10 μL (~100 ng de DNA em 

tampão de amostra (corante azul de bromofenol 0,25% (p/v); sacarose 40% (p/v); 

Tris-base 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM). Ao final da corrida, o gel foi exposto a luz UV 

em um fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR Bio Imaging System) e o tamanho dos 

fragmentos foi estimado com base na comparação à mobilidade de fragmentos de 

DNA com tamanhos já conhecidos (GeneRuler 1kb DNA Ladder, Fermentas). 

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

O segmento da porção codificadora N-terminal de xadA3 (CDS XF1981) foi 

amplificado diretamente do DNA genômico da cepa 9a5c de X. fastidiosa com os 

pares de oligonucleotídeos F1 e R ou F2 e R listados na tabela 3 visando a geração 

de produtos com tamanho de ~1000 pb. O primer F1 amplifica do 1º ao 451º 
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aminoácido (1353 pb) que inclui a sequência de uma região putativamente 

codificadora de peptídeo sinal. O primer F2 exclui a porção do peptídeo sinal, 

amplificando do 92º ao 451º aminoácido (1080 pb).  

A PCR para obtenção dos amplicons de F1 e F2 foi otimizada e os produtos 

obtidos foram analisados em eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) (item 3.13), 

seguindo-se purificação com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean up System 

(Promega) e quantificados pela determinação das absorbâncias a 260nm e 280nm 

em espectrofotômetro ND-1000 (NanoDrop Technologies). Os amplicons F1 e F2 

foram então ligados ao vetor pGEM-T utilizando-se o Kit pGEM-T Vector Systems 

observando-se relação inserto 3:1 de inserto e vetor. A reação de ligação foi 

utilizada diretamente na transformação de bactérias competentes XL-1 Blue como 

descrito no item 3.15, e os clones foram selecionados pelo cultivo em meio contendo 

ampicilina.   

Tabela 3. Oligonucleotídeos utilizados para amplificação de segmentos de xadA3.  

Nome do 

oligonucleotídeo 

Oligonucleotídeos Tm* 

XF1981F1.NcoI F1 5’ GGAGTATTGCCATGGAAATTCATACTGCAC 59.6ºC 

XF1981F2.NcoI F2 5’ GCTCAAGTCCATGGAAATTCCGACTCG 61.2ºC 

XF1981R.XhoI R 5’ CTGTATCTCGAGACCCGTTCCAACATTCATG 61.5ºC 

* Tm (melting temperature) 

 

As preparações de plasmídeos de colônias selecionadas foram realizadas 

como descrito no item 3.16. Os insertos clonados no vetor pGEM-T foram excisados 

com as enzimas NcoI e XhoI para posterior ligação no  vetor de expressão pET28a  

(Novagen).  

A reação com as enzimas NcoI e XhoI continha tampão 4 (New England 

Biolabs), 100 µg/mL de BSA, 1 µg do plasmídeo (construção no pGEM-T), 3 U de 

cada enzima de restrição. Seguindo-se incubação a 37°C por 3 horas e para a 

inativação da enzima 65ºC por 30 minutos. Os insertos foram separados em gel de 

agarose 1% (p/v), seguindo-se eluição com o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up 

System (Promega).  

Para ligação ao vetor de expressão pET28a previamente digerido com NcoI e 

XhoI, foi utilizado 1µL da enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs), 2 µL de 

tampão, 100 ng de vetor pET28a observando-se a proporção 3:1 de inserto:vetor, 

seguindo-se incubação por 12-16h a 16°C. As reações de ligação foram utilizadas 
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na transformação de bactérias competentes BL21(DE3) para o inserto F1 e BL21-

Gold(DE3) para o inserto F2. As construções plasmidiais extraídas de colônias 

selecionadas com antibiótico ampilicina (item 3.16) foram submetidas à reação de 

sequenciamento de DNA (item 3.17). 

3.15 Preparo de bactérias competentes e transformação por choque térmico 

Repiques, estoques e cultivos das cepas de E. coli (XL-1 Blue,  BL21 (DE3), 

BL21-Gold (DE3), ArcticExpress e Rosetta gami) foram realizados seguindo 

protocolos descritos em manuais de laboratórios (SAMBROOK, 1989) e instruções 

dos fornecedores dessas cepas (Agilent Technologies, Stratagene, Novagen).  A 

Tabela 4 mostra o genótipo dessas cepas.  

 

Tabela 4. Genótipo das cepas de E. coli utilizadas para clonagem e expressão recombinante 

Cepas de 

E. coli 
Genótipo 

ArcticExpress 

(Agilent Technologies) 

E. coli B F
–
  ompT  hsdS(rB

–
 mB

–
) dcm+ Tet

r
  gal  endA  Hte [cpn10  

cpn60  Gentr] 

BL21 (DE3) 

(Stratagene) 
E. coli B F

–
 dcm  ompT  hsdS(rB

–
 mB

–
) gal λ(DE3) 

BL21-Gold (DE3) 

(Agilent Technologies) 
E. coli B F

–
 dcm+ Hte ompT hsdS(rB

–
 mB

–
) gal λ (DE3) endA Tet

r
 

Rosetta gami 

(Novagen) 
∆(ara-leu)7697 ∆ lacX74 ∆phoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK 

rpsL F’ [lac+lacl
q
 pro] gor522::Tn10 trB pRARE (Cam

R
, Kan

R
, Str

R
, Tet

R
) 

XL-1 Blue 

(Stratagene) 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ proAB 

lacIqZ∆M15Tn10 (Tet
r
)] 

 

Estoques das culturas das cepas de E. coli foram armazenados a -80 °C em 

meio LB (Triptona 1 % (p/v); extrato de levedura 0,5 % (p/v) e NaCl 0,5 % (p/v), pH 

7,5) contendo glicerol 20 % (v/v). Quando necessário e dependendo da cepa 

utilizada, alíquotas destes estoques foram semeadas em placas de meio LBT [meio 

LB contendo ágar 2 % (p/v) e tetraciclina 15 g/mL] e incubadas a 37 °C por 16-18 

horas. Posteriormente, uma colônia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LBT e 

crescida a 37°C, por 16-18 horas a 200 rpm. Cerca de 4 mL de pré-inóculo foi 

transferido para 200 mL de meio LB (extrato de levedura 0.5 % (p/v), triptona 2 % 

(p/v), NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM e MgSO4 10 mM) líquido fresco, 

seguindo-se crescimento a 37 °C por 2-3 horas até DO600nm = 0,5. As células 

bacterianas foram transferidas para garrafas de polipropileno estéreis, resfriadas em 

banho de gelo por 10 minutos e em seguida coletadas por centrifugação 3300 xg por 
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20 minutos à 4°C). O sedimento foi ressuspenso em 20 mL de CaCl2 0,1 M estéril e 

gelado, mantido em gelo por 60 minutos e centrifugado nas condições anteriores. As 

células foram suspensas em 0,5 mL de CaCl2 0,1 M e glicerol 15 % gelados, 

distribuídos em alíquotas de 100 µL, congeladas em banho de gelo seco/etanol e 

armazenadas a –80 °C. 

Aproximadamente 0,1 µg do DNA plasmidial foi adicionado a 100 µL de 

bactérias competentes e a mistura foi mantida em gelo por 30 minutos. Em seguida 

as células foram incubadas em banho a 42ºC por 90 segundos e rapidamente 

resfriadas em gelo por 5 minutos, seguindo-se adição de 0,9 mL de meio TY 2X 

(triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 5 g/L pH 7,0), sendo a suspensão 

bacteriana incubada a 37ºC por 1 horas a 200 rpm. Em seguida, 90 µL desta cultura 

foram semeados em placas de meio LB sólido contendo o antibiótico apropriado 

(ampicilina ou canamicina). Algumas colônias transformantes foram então 

inoculadas em 5mL de meio LB líquido contendo antibiótico (ampicilina ou 

canamicina) para preparação de plasmídeos (item 3.16) e análise quanto à presença 

das construções plasmidiais de interesse. 

3.16 Preparação de plasmídeos 

As preparações de plasmídeos de colônias selecionadas foram realizadas 

com reagentes do kit Pure Link HiPure Plasmid DNA purification (Invitrogen) de 

acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Antes de iniciar o procedimento foi 

adicionada uma alíquota de RNAse A ao tampão de ressuspensão e a coluna 

HiPure Midi foi equilibrada pela adição de 10 mL de tampão de equilíbrio. Após 

essas etapas, foi obtido o precipitado de células pela centrifugação (3300 xg por 5 

minutos) de 25-100 mL do cultivo do clone bacteriano previamente selecionado. Em 

seguida, foram adicionados 4 mL do tampão de ressuspensão (contendo RNAse) ao 

precipitado de células. Após completa ressuspensão do precipitado, foram 

adicionados 4 mL do tampão de lise e o tubo foi gentilmente invertido para mistura 

da suspensão.  O lisado foi incubado em temperatura ambiente por cinco minutos, e 

em seguida foram adicionados 4 mL de tampão de precipitação, misturando-se a 

suspensão delicadamente até sua completa homogeneização. Após esse passo, a 

amostra foi centrifugada por 10 minutos a 15000 xg, em temperatura ambiente. Após 

a centrifugação, o sobrenadante foi removido cuidadosamente e adicionado à coluna 

HiPure Midi (previamente equilibrada), a qual retém o DNA. Após passagem de toda 
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a amostra, a coluna foi lavada duas vezes com 10 mL de tampão de lavagem. Após 

as lavagens, foi realizada a eluição do DNA plasmidial com 5 mL de tampão de 

eluição. Para a precipitação do DNA, foram adicionados 3,5 mL de isopropanol ao 

tubo contendo o eluato, seguindo-se centrifugação por 30 minutos a 15000 xg a 4°C. 

Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado com cuidado, e o precipitado 

foi lavado com 3 mL de etanol 70% por centrifugação a 15000 xg a 4°C por 5 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em câmara de fluxo 

laminar, por no mínimo 10 minutos, até completa remoção de resíduo de etanol. Por 

fim, o precipitado foi ressuspendido em 100-200 µL de tampão TE e armazenado a -

20°C. A quantificação da concentração foi feita através da determinação das 

absorbâncias (Abs) a 260nm e 280nm em espectrofotômetro ND-1000 (NanoDrop 

Technologies), sendo que Abs260nm = 1 equivale a 50µg de DNA fita dupla/mL. A 

pureza do DNA foi avaliada pela razão das Abs260nm/Abs280nm, geralmente na 

faixa de 1,8 a 2,0. 

3.17 Sequenciamento automatizado de DNA 

A autenticidade das construções obtidas foi confirmada por sequenciamento 

de DNA no aparelho ABI PRISM TM 3100 (Applied Biosystems), conforme 

recomendações do fabricante. Em cada reação de sequenciamento foram utilizados 

2 µL de Big Dye terminator mix (Perkin Elmer), ~200 ng de DNA, 9,6 pmol de cada 

oligonucleotídeo (Tabela 5), 3 μL de tampão de sequenciamento 5x em um volume 

final de 15 µL. A reação foi incubada 2 minutos a 96 °C, seguida de 35 ciclos de 45 

segundos a 96°C, 30 segundos a 50°C e 4 minutos a 60 °C. Terminada a reação, as 

amostras foram precipitadas com etanol 100%, acetato de sódio 3M pH 5.0 e 

glicogênio 1 mg/mL, lavadas com etanol 70% (v/v), desnaturadas a 95 °C por 1 

minuto e encaminhadas para o serviço de sequenciamento automatizado (SSDNA) 

no IQ-USP. 

 

Tabela 5. Oligonucleotídeos utilizados no sequenciamento automatizado 

Identificação Sequência 

XF1981F1.NcoI 5' GGAGTATTGCCATGGAAATTCATACTGCAC 3'   

XF1981F2.NcoI 5' GCTCAAGTCCATGGAAATTCCGACTCG 3'            

XF1981R.XhoI 5' CTGTATCTCGAGACCCGTTCCAACATTCATG 3' 

T7 promoter primer #69348-3 5' TAATACGACTCACTATAGGG 3' 

T7 terminator primer #69337-3 5' GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3' 
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3.18 Expressão de proteína recombinante 

Para avaliar a melhor condição para expressão recombinante de XadA3 foram 

testadas as cepas E. coli BL21(DE)3, BL21-Gold(DE3), Rosetta gami e 

ArcticExpress. Estas cepas foram transformadas com a construção plasmidial 

pET28a-XadA3 e cultivadas em 5 mL de meio LB líquido com canamicina (50 

µg/mL). Após cultivo por uma noite essas culturas foram diluídas 1:100 vezes em 

meio fresco e incubadas até DO600nm= 0,3 e a indução da expressão recombinante 

foi realizada em diferentes concentrações de IPTG ou em diferentes temperaturas 

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

 

Tabela 6. Diferentes condições testadas para expressão de XadA3 recombinante  

Cepa Tempo de indução Temperatura Concentração de IPTG 

ArcticExpress Overnight 10ºC 1 mM 

Rosetta gami 3 horas 37ºC 0,3 mM 

BL21(DE)3 3 horas 37ºC 0,3 mM 

BL21(DE)3 3 horas 37ºC 1 mM 

BL21-Gold (DE3) 3 horas 37ºC 0,1 mM 

BL21-Gold (DE3) 3 horas 37ºC 1 mM 

 

Após o tempo de indução, as células foram centrifugadas a 10000 xg por 15 

minutos, para remoção do meio de cultura. O sedimento bacteriano foi suspenso em 

tampão de lise PNIβTG (Fosfato 10mM, NaCl 100 mM, Imidazol 20 mM, β-

mercaptoetanol 20 mM, Triton 0,1% (v/v), Glicerol 10% (v/v)). A suspensão foi 

submetida a sonicação com 6 pulsos de 12 s cada, posição 3 (Branson Sonifier 450) 

com intervalos de incubação de 1 minuto em gelo entre cada pulso. A amostras 

foram centrifugadas a 10000 xg por 15 minutos a 4ºC, a fração solúvel foi separada 

e, o sedimento formado (contendo fração proteica insolúvel e restos celulares) foi 

ressuspendido em tampão de lise B (Tris-HCl 100 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, 

imidazol 20 mM, glicerol 10% (v/v), PMSF 1 mM) para serem lisados novamente por 

sonicação (3 pulsos de 12 s cada). Após nova centrifugação como anteriormente, o 

sobrenadante (fração inicialmente insolúvel) foi recolhido e armazenado a -20oC. 

Esta segunda etapa de lise foi necessária, pois a maior parte da proteína 

recombinante encontrava-se na fração insolúvel. 

A quantificação de proteínas na fração solúvel e insolúvel foi realizada pelo 

método de Bradford (item 3.10). Alíquotas correspondentes a 10 µg de proteínas da 



50 

 

fração solúvel e insolúvel da cultura induzida ou não com IPTG foram analisadas por 

SDS-PAGE 15% e coloração com Coomassie Blue (item 3.21).  

Após definição das cepas e condições mais adequadas para expressão das 

proteínas recombinantes (E. coli BL21-Gold (DE3) e indução com IPTG 1 mM por 3 

horas a 37oC), foi realizado um cultivo em maior escala para posterior purificação 

das proteínas recombinantes. Uma fração da cultura foi separada como controle 

sem adição de IPTG (não induzida). 

3.19 Purificação de XadA3 recombinante por cromatografia de afinidade 

A purificação da proteína recombinante em condições desnaturantes foi feita 

por cromatografia de afinidade em coluna de resina Ni2+-NTA (Qiagen) por meio de 

eluições com diferentes tampões (C, D e E) contendo uréia. Esta metodologia foi 

baseada no manual The QIAexpressionist 2003 (Qiagen). Primeiramente, 500 uL de 

resina foram equilibrados por inversão em um tubo de microcentrífuga e lavados por 

3 vezes com alíquotas de 500 uL de tampão de lise B (Tris-HCl 100 mM pH 8,0, 

NaCl 100 mM, imidazol 20 mM, glicerol 10% (v/v), PMSF 1 mM) e uma vez com 

alíquota de 1 mL desse mesmo tampão. Em seguida, a resina foi centrifugada a 

16000 xg por 1 minuto a temperatura ambiente e, após remoção do tampão, 

incubada com 1 mL da fração insolúvel lisada do extrato bactérias submetidas a 

indução com IPTG (item 3.18), por 1 hora em homogeneizador (Heavy dietyrotator, 

Cole Parmer) em baixa velocidade. Após a incubação, a resina foi novamente 

centrifugada por 1 minuto a 16000 xg e o sobrenadante foi recolhido. A fase de 

eluição foi precedida por lavagens com alíquotas de 300 µL de tampão C (NaH2PO4 

100 mM, Tris-Cl 10 mM, Uréia 8M, pH 6,3) por 2 vezes, recolhendo-se o 

sobrenadante por centrifugação a cada lavagem. A eluição foi feita com porções de 

300 µL de tampão D (NaH2PO4 100 mM, Tris-Cl 10 mM, Uréia 8M, pH 5,9) por 3 

vezes, seguido da mesma porção com tampão E (NaH2PO4 100 mM, Tris-Cl 10 mM, 

Uréia 8M, pH 4,5), sempre recolhendo-se o sobrenadante por centrifugação a cada 

eluição. Alíquotas do material eluído foram dosadas pelo método Bradford (item 

3.10), e em seguida analisadas por separação em SDS-PAGE e coloração com azul 

de Comassie R (item 3.21). 

3.20  Preparação de anticorpos anti-XadA3 em coelho 

Uma alíquota da proteína XadA3 recombinante purificada (item 3.19) 

contendo ~400 µg de proteína total  foi submetida a SDS-PAGE e a banda contendo 
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a proteína recombinante XadA3 foi recortada do gel, transferida a um tubo de ensaio 

e adicionado 1 mL de água Milli-Q. No dia da imunização do animal, o fragmento de 

gel contendo a proteína recombinante foi homogeneizado com macerador elétrico, 

seguindo-se adição de 1 mL de adjuvante de Freund, seguindo-se nova 

homogeneização. A amostra foi mantida em gelo e entregue às técnicas do Biotério 

do IQ-USP para imunização do animal, como descrito abaixo. Para a primeira 

imunização a amostra de ~400 µg de proteína recombinante foi misturada com o 

adjuvante de adjuvante completo de Freund e na segunda imunização a amostra 

também de ~400µg de proteína recombinante foi misturada com o adjuvante 

incompleto de Freund (Certificado nº 11/2012, aprovado pelo CEAU, do IQ-USP, em 

22/08/2012).   

A manipulação do coelho foi integralmente realizada pelos técnicos do 

Biotério do IQ-USP seguindo procedimentos e normas de segurança e bem-estar 

animal. A imunização realizada após duas semanas de adaptação do animal ao 

biotério. Antes da primeira imunização foi realizada a retirada de 4 mL do sangue do 

animal através do vaso sanguíneo da orelha (soro pré-imune). As inoculações da 

amostra da proteína recombinante preparada como descrito acima (1 mL) foi 

realizada por via subcutânea em quatro pontos do dorso do animal, em intervalo de 

15 dias, sendo a primeira com adjuvante de Freund completo e a segunda com 

incompleto.  

Após 15 dias da primeira e da segunda imunização, uma alíquota de 4 mL do 

sangue foi retirada da orelha para pesquisa de anticorpos anti-XadA3. Uma vez 

confirmada a presença de anticorpos anti-XadA3, foi realizada a sangria, sendo 

coletados 40 mL de sangue. Após a sangria, foi realizada a eutanásia, procedimento 

iniciado através da administração da dose anestésica (50mg/kg de Ketamina e 10 

mg/kg de Xilasina), injetado via subcutânea, esperando o animal entrar em anestesia 

profunda (verificada através das digitais e globo ocular) e, logo após administrado o 

dobro da dose anestésica. Após esse procedimento os animais foram submetidos à 

câmara de gás carbônico somente para verificação. 

 O soro das amostras de sangue pré-imune do coelho e após 15 dias da 

imunização foi parcialmente purificado por precipitação com sulfato de amônio 

seguido de diálise.  Par tal, o sangue coletado foi incubado por 1 hora a 37ºC e, em 

seguida, a 4ºC por 16 horas. A amostra foi  então centrifugada 3000 xg por 10 

minutos a 4ºC. Ao sobrenadante (soro) foi adicionado solução de sulfato de amônio 
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100% saturada pH 6,8, na proporção de 1:1. Esta suspensão foi mantida por 16 

horas a temperatura ambiente. Após esse período, a suspensão foi centrifugada 

5000 xg, 15 minutos, 4ºC. O sedimento foi ressuspendido em solução 50% saturada 

de sulfato de amônio, também na proporção 1:1 e centrifugado nas mesmas 

condições anteriores. O precipitado final foi ressuspendido em 2 mL e NaCl 0,1 M e 

dialisado a 4ºC contra 1000 volumes de NaCl 0,1 M com uma troca. 

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

A eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida a 10%, 12,5% ou 15% 

contendo SDS (SDS-PAGE) em placas (Laemmli, 1970). As amostras a serem 

analisadas foram ressuspendidas em tampão de amostra para SDS-PAGE [Tris 

50mM, pH 6,8; DTT 25mM; glicerol 10% (v/v); SDS 1% (p/v) e azul de bromofenol 

0,025% (p/v)], fervidas por 3 minutos antes da aplicação no gel. A eletroforese foi 

realizada a 200V até que o azul de bromofenol atingisse o limite inferior do gel. As 

proteínas foram visualizadas por coloração com azul de Coomassie R 0,2% (p/v), 

preparado em metanol 50% (v/v) e ácido acético 10% (v/v), seguindo-se de 

descoloração com ácido acético 7% (v/v) em metanol 30% (v/v). Após descoloração, 

os géis foram mantidos em glicerol 3% (v/v) até captura da imagem em 

fotodocumentador MiniBIS Pro (DNR Bio Imaging System). 

3.22 Transferência eletroforética para membrana de nitrocelulose e 

imunodetecção de proteínas (Immunoblotting) 

Após SDS-PAGE, o gel foi incubado por 10 minutos em tampão de 

transferência (Tris base 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0,037 % e metanol 20 %) e os 

polipeptídeos foram transferidos para a membrana de nitrocelulose (puraHybond, 

GE) pelo método molhado utilizando-se Mini Trans-Blot® Cell (BioRad) como 

aparato de transferência eletroforética (Harlow 1988). Para isto, foi montado o 

sanduíche para transferência (3 folhas de papel de filtro Whatman, membrana de 

nitrocelulose previamente molhada com tampão de transferência, gel de 

poliacrilamida e mais 3 folhas de papel de filtro Whatman), tendo-se o cuidado de 

manter todo o conjunto molhado com o tampão de transferência gelado. O cassete 

montado foi colocado no módulo dentro da cuba e adicionado tampão de 

transferência até a borda. A corrida foi realizada por 2 horas a 200 V.  

Após a transferência, a membrana de nitrocelulose foi imersa em tampão de 

bloqueio (~20 mL) e incubada sob leve agitação durante 1 hora em temperatura 
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ambiente. Logo após, a membrana foi incubada com solução de anticorpo primário 

na diluição desejada por 16 horas a 4ºC. Foram feitas 5 lavagens com 20 mL 

tampão de lavagem, sob agitação branda por 10 minutos em temperatura ambiente. 

Em seguida, a membrana foi incubada com 15 mL do anticorpo secundário na 

diluição de 1:15.000 sob agitação leve por 1 hora em temperatura ambiente (Tabela 

7). A solução do anticorpo secundário foi descartada seguindo-se novamente 5 

lavagens. Por fim, a captura da imagem da membrana foi realizada no aparelho 

Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences) no comprimento de onda de 

800 nm e intensidade de 3,5 com uma resolução de 169 µm. 

 

Tabela 7. Soluções utilizadas no Immunoblotting 

Solução Descrição 

TBST Tris-HCl 0,2 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,1% 

Tampão de bloqueio 
TBST 

5% de leite em pó desnatado 
Tampão de lavagem TBST 

Anticorpo primário 

TBST 
BSA 5% (p/v) 

anti-xadA1:10.000 
anti-xadA2 1:400 

anti-xadA3 1:2.000 

Anticorpo secundário 
TBST1x 

anti-rabbit 800 (Licor) 1:15.000 
 

Os anticorpos anti-XadA1 e anti-XadA2 (Caserta et al., 2010) foram gentilmente 

cedidos pela Dra. Alessandra Alves de Souza (Centro Apta Citros Sylvio Moreira, 

Cordeirópolis, SP). O anticorpo anti-XadA3 foi obtido como parte desse trabalho 

(item 7.1). 

3.23 Imunomarcação com partícula de ouro (Immunogold) 

A técnica de imunomarcação com partícula de ouro foi realizada em 

colaboração com a Dra. Cecília Abe do Instituto Butantan. Para padronização do 

método de Immunogold para X. fastidiosa foram testadas 2 técnicas. Na primeira 

técnica já empregada em trabalhos anteriores (da Silva Neto et al., 2008), as 

bactérias foram cultivadas por 7 dias em placa PWT, recolhidas da placa e 

submetidas a lavagem com tampão fosfato salino (PBS 1x) por 3 vezes antes de 

serem fixadas com 0,3%  de glutaraldeído em PBS 1x por 30 minutos. Em seguida, 

as células foram lavadas 2 vezes com PBS-BSA 0,2% (p/v) e incubadas nesta 

solução por 30 minutos. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpo 

primário anti-xadA3 (diluído 1:50 em PBS-BSA 0,2%) por 5 horas. As células foram 
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lavadas com PBS-BSA 0,2% e incubadas com anticorpo secundário 10 nm gold-

labelled goat anti-rabbit serum (diluída 1:50 em PBS-BSA 0,2%) por 5 horas. Mais 

lavagens com PBS e água destilada foram realizadas e as células foram coradas 

negativamente com  ácido fosfotúngstico 2% e adicionadas à tela de 300 mesh 

recoberta com parlódio 1% e incubadas por 5 e 10 minutos. O excesso de líquido 

retirado e as amostras analisadas por microscopia eletrônica de transmissão (MET).  

Na segunda metodologia testada (Batchelor et al., 1999), 10 µL de amostra da 

suspensão bacteriana lavada como descrito acima foi aplicada na tela de 300 mesh 

revestida com parlódio por 5 minutos, o excesso de líquido foi removido e as telas 

coladas para baixo em gotas de anticorpo primário anti-xadA1 (diluído 1:50 em PBS-

BSA 0,2%) por 3 horas. Após lavagem em PBS-BSA 0,2%, as telas foram colocadas 

sobre gotas de anticorpo-secundário 10 nm gold-labelled goat anti-rabbit serum 

(diluída 1:20 em PBS-BSA 0,2%) por 3 horas. Após mais lavagens com PBS e água 

destilada, as telas foram secas e examinadas no MET.  

As amostras preparadas com ambas metodologias foram examinadas com o 

microscópio eletrônico de transmissão (MET) JEOL JEM 2100, operando a 200 kV. 

3.24 Extração e quantificação de RNA total 

A extração do RNA total do precipitado celular obtido por centrifugação de 

cultivos de X. fastidiosa (3300 xg, 10 minutos a 4ºC) foi realizada com o Pure Link 

RNA Mini Kit (Invitrogen) segundo o protocolo descrito pelo fabricante com algumas 

modificações. Inicialmente, os precipitados de células foram suspensos com 1 a 3 

mL (dependendo da quantidade de células) do reagente Trizol e incubados em 

temperatura ambiente por 5 minutos, seguindo-se adição de 200 μL de clorofórmio 

para cada 1 mL de amostra, com forte inversão do tubo por 15 segundos. Após 

incubação por mais 3 minutos a temperatura ambiente, as suspensões foram então 

centrifugadas a 12000 xg por 15 minutos a 4ºC. A fase aquosa foi transferida para 

um novo tubo e em seguida 500 μL de etanol 70% (v/v) foram adicionados. Após 

agitação vigorosa do tubo, ~700 μL das suspensões foram transferidas para filtros-

coletores acoplados a tubos coletores, seguindo-se centrifugação a 12000 xg por 15 

segundos em temperatura ambiente. Os filtrados foram descartados e os filtros-

coletores foram reinseridos nos mesmos tubos coletores. Esta etapa foi repetida até 

as amostras originais serem processadas por completo. Os filtros-coletores foram 

lavados com 700 µL de tampão de lavagem I por centrifugação a 12000 xg por 15 
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segundos em temperatura ambiente e, em seguida reinseridos em novos tubos. Os 

filtros-coletores foram então lavados, por centrifugação a 12000 xg por 15 segundos 

em temperatura ambiente, com 500 µL de tampão de lavagem II contendo etanol. O 

filtrado foi descartado, seguindo-se nova lavagem com tampão de lavagem II e 

centrifugação por mais 1 minuto a 12000 xg para secagem da membrana com o 

RNA adsorvido. Os filtros-coletores foram inseridos em microtubos e o RNA foi 

eluído pela adição de 50 µL de H2O-DEPC (H2O pré-tratada com DEPC 

(dietilpirocarbonato) 0,1% para inativação de RNAses (Ausubel, 1995)). Após a 

incubação em temperatura ambiente por 1 minuto, os tubos foram submetidos à 

centrifugação por 2 minutos a 12000 xg em temperatura ambiente e a solução 

contendo RNA total purificado foi transferida para novo tubo. 

A quantificação da concentração de RNA foi feita através da determinação 

das absorbâncias a 260nm e 280nm em espectrofotômetro ND-1000 (NanoDrop 

Technologies), sendo que Abs260nm =1 corresponde a 40μg de RNA em 1 mL de 

solução quando a razão Abs260nm/Abs280nm  1,9.   

As preparações de RNA total destinadas aos experimentos de RNA-seq 

(3.27) foram submetidas a quantificações mais precisas utilizando o Quant-iT 

RiboGreen RNA Assay kit (ThermoFisher Scientific) segundo o protocolo do 

fabricante. O kit fornece TE concentrado 20x, RNA de concentração conhecida para 

a preparação da curva padrão e o reagente fluorescente. As amostras de RNA total 

purificado devem ser diluídas em TE 1x para concentrações dentro dos limites de 

detecção da curva padrão (0,78 ng a 50 ng) que é gerada a partir da amostra de 

RNA de concentração conhecida. Após transferência de 100 µL das amostras de 

RNA total diluídas e das diluições do RNA de concentração conhecida, em duplicata, 

para placa de 96 poços (de cor preta para evitar degradação do reagente 

fluorescente), foram adicionados 100 µL do reagente fluorescente diluído em TE 1x. 

A leitura da fluorescência foi realizada em um espectrofluorímetro (excitação em 480 

nm e a intensidade de emissão medida a 520 nm). Após a medição, os valores de 

concentração (ng) das amostras de RNA total purificadas foram extrapolados a partir 

da curva padrão. 

A integridade do RNA total foi avaliada por eletroforese capilar no 

equipamento BioAnalyzer (Agilent), como descrito no item 3.28, a qual permite a 

avaliação de amostras com concentrações de RNA entre 0,5–50 ng/μL.   
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3.25 Tratamento do RNA total com DNAse 

O tratamento das preparações de RNA total com DNase foi realizado com o 

Illustra RNASpin Mini RNA isolation Kit (GE Healthcare), sendo utilizados no máximo 

15 µg de amostra de RNA total diluídos em H2O-DEPC em volume final de 100µL, 

ainda que o kit tenha capacidade para até 100 µg de RNA total. Foram adicionados 

à amostra, 350µL do tampão RA1, 3,5 µL de β-mercaptoetanol e 250 µL de etanol 

100%, totalizando assim 700 µL que foram aplicados na coluna do kit e 

centrifugados em temperatura ambiente por 1 minuto a 8000 xg. Após esta etapa, o 

filtro foi transferido para um novo tubo coletor. Foram adicionados 350 µL da solução 

MDB e o tubo foi centrifugado em temperatura ambiente por 1 minuto a 11000 xg. 

Após essa etapa, o filtrado foi descartado. À coluna, foram então adicionados 95 µL 

da mistura de 80 µL do tampão DNase reaction buffer e 20 µL da enzima DNase I. A 

reação foi incubada em temperatura ambiente por 50 minutos. Após incubação, foi 

realizada uma lavagem com 200 µL do tampão RA2 e centrifugação por 1 minuto a 

11000 xg. Seguiram duas lavagens com tampão RA3, uma de 600 µL e 

centrifugação por 1 minuto a 11.000 xg e outra de 250 µL, com centrifugação por 2 

minutos a 11000 xg. O filtrado e o tubo coletor foram descartados e o filtro foi 

inserido em um tubo de 1,5 mL. A eluição foi realizada com 50 µL de H2O-DEPC 

pré-aquecida a 50°C e incubação por 3 minutos em temperatura ambiente. Ao final, 

foi realizada uma centrifugação a 11000 xg por 1 minuto. Para melhorar a eficiência, 

o eluato foi adicionado novamente à coluna e incubado por 1 minuto. A amostra final 

foi coletada com uma centrifugação por 1 minuto a 11000 xg. Alíquotas de 1,5µL 

foram separadas para análise da integridade por eletroforese capilar (item 3.28) e 

confirmação da ausência de DNA na amostra por PCR, antes de sua utilização em 

experimentos de RT-qPCR ou RNA-seq. 

A eficiência do tratamento com DNase foi avaliada por PCR (item 3.12) com o 

par de oligonucleotídeos CVC-1 (5’AGATGAAAACAATCATGCAAA) e 272-2-int (5’ 

GCCGCTTCGGAGAGCATTCCT) (Pooler & Hartung, 1995) que gera amplicons de 

500 pb apenas se houver DNA de X. fastidiosa contaminante nas amostras nas 

amostras de RNA. 

3.26 PCR quantitativa precedida de transcrição reversa (RT-qPCR) 

Os ensaios de RT-qPCR para a avaliar a abundância de transcritos de xadA1, 

xadA2 e xadA3 foram realizados com os oligonucleotídeos listados na Tabela 8, 
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visando a geração amplicons de ~150 pb. Os genes dnaQ, rpoD e rpsO foram 

utilizados como normalizadores nos ensaios de RT-qPCR, pois possui nível de 

expressão constante nas condições de cultivo (Zaini et al., 2008; Fogaca et al., 

2010; Beaulieu et al., 2013). Os pares de oligonucleotídeos listados na Tabela 8 

possibilitam a detecção desses transcritos nas diversas cepas de X. fastidiosa, 

conforme confirmado pelo alinhamento de suas regiões genômicas correspondentes.  
  

    Tabela 8. Oligonucleotídeos utilizados nas reações de RT-qPCR 

Nome do gene Oligonucleotídeos 

xadA1 
F 5’ CGATAGCGCTGGGTTACAACAG 
R 5’ AACCAGCACCCAAAGCAACCG 

xadA2 
F 5’ TCGATCCGTATGGGCAGTGTGA 
R 5’ AAGCTCGCTTTCAGTGCATCAG 

xadA3 
F 5’ATTGGTACTACGGCCCGTTCG 
R 5’GGTGACACTGCTTGATGCACC 

dnaQ 
F 5’GGTGCCGAACTGATTATTCACA 

R 5’CAACCGCGATAACTCGTAATCAA 

rpoD* 
F 5’ GGCTTGAGCGAGGTACAAG 
R 5’ CGTCAACCTCAACAATGAC 

rpsO* 
F 5’ CAGGTTGCACTGTTGACGGC 
R 5’ AAAAGACCACGGCGACTATG 

 

A síntese do cDNA foi realizada utilizando-se 1µg de RNA total pré-tratado 

com DNase (item 3.25) e 1 µL (~ 500 ng) de primers randômicos, perfazendo total de 

5 µL. Esta mistura foi incubada a 70ºC por 5 minutos, transferida para banho de gelo 

por 5 minutos. A este volume foi adicionado uma mistura composta de 4 µL de 

tampão da enzima 5x, 2,4 µL de MgCl2 25 mM (3 mM), 1 µL de RNase OUT (20 U), 

1 µL da mistura de dNTP a 10 mM cada, 1 µL (200 U) de transcriptase reversa 

Improm-II (Promega) e H2O-DEPC para um volume final de 15 µL. A reação foi 

incubada a 25ºC por 5 minutos e em seguida, a 42ºC por 60 minutos. A inativação 

da reação foi realizada através de incubação a 70ºC durante 15 minutos. O volume 

da solução de cDNA foi por fim elevado para 100 µL para minimizar variações por 

erros de pipetagem nos passos seguintes. 

Para cada reação de RT-qPCR, foram utilizados 5 µL da amostra de cDNA, 5 

µL do par de oligonucleotídeos para cada gene ou CDS, o que corresponde a uma 

concentração de 800 nM cada, e 10 µL da mistura de amplificação contendo o 

fluoróforo (SYBR Green – Applied Biosystems). Para todas as reações foram 

incluídos controles negativos do RNA utilizado como molde para a síntese de cDNA 

e dos oligonucleotídeos utilizados. As reações de amplificação foram realizadas em 

um termociclador em tempo real (Applied Biosystems, modelo 7300), utilizando-se o 
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seguinte programa: 2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95ºC e 50 ciclos de 15 segundos 

a 95ºC e 30 segundos a 60ºC. O software do equipamento gera curvas de 

amplificação e dissociação dos oligonucleotídeos para cada amostra analisada e 

oferece o cálculo automático do CT (Cycle Threshold) que corresponde ao número 

de ciclos de reação realizados até que a amplificação alcance o nível de emissão de 

fluorescência determinado como limite (em torno de 50% da fluorescência máxima). 

A relação entre a expressão do gene de interesse e a expressão do gene controle foi 

calculada pelo método 2-ΔΔCT, conforme proposto por (Livak & Schmittgen, 2001). Os 

ensaios foram realizados em triplicata a partir de pelo menos dois experimentos 

independentes (replicatas biológicas). 

3.27 Preparação da biblioteca de cDNA para sequenciamento (RNA-Seq) 

Após a análise de integridade (item 3.28) e quantificação por método 

fluorimétrico (item 3.24) das amostras de RNA, foi iniciado o protocolo de depleção 

do rRNA utilizando o Ribo-Zero Magnetic Kit (Gram-negative bacteria) 

(Epicentre/Illumina), utilizando-se ~5 µg de RNA total. Para cada amostra foi 

preparado um volume de 225 µL de beads magnéticas em um microtubo de 1,5 mL. 

O tubo foi inserido em um suporte magnético e o sobrenadante foi retirado. 

Seguiram-se duas lavagens com 225 µL com RNase-free water, com o tubo ainda 

no suporte. Após essa etapa, o tubo foi retirado do suporte e as beads foram 

ressuspendidas em 65 µL de Magnetic bead resuspension solution, além da adição 

de 1 µL de RiboGuard RNase Inhibitor. Os tubos foram deixados em temperatura 

ambiente até o seu uso. Em seguida, foi realizado o tratamento da amostra de RNA 

total com a Ribo-Zero rRNA removal solution para depleção do rRNA e 

enriquecimento da preparação em mRNAs. Para isso foi montada a reação da 

seguinte forma: 4 µL de Ribo-Zero reaction buffer, 10 µL de Ribo-Zero rRNA removal 

solution, 5 µg de amostra de RNA (máximo de 26 µL) e volume de RNase-free water 

para completar volume final de 40 µL. A reação foi incubada por 10 minutos a 68°C. 

Após esta etapa, o volume completo do RNA tratado foi adicionado no tubo 

contendo as beads magnéticas previamente preparadas. O tubo foi agitado e 

deixado em temperatura ambiente por 5 minutos. Seguiu-se mais um período de 5 

minutos de incubação a 50°C. Após essa etapa, o tubo foi inserido no suporte 

magnético por 1 minuto. Noventa microlitros do sobrenadante foram removidos 

cuidadosamente e transferidos para microtubo de 1,5 mL. Um pequeno volume 
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restante foi separado para posterior análise da eficiência da depleção por 

eletroforese capilar.  

A etapa final consiste na purificação da amostra de RNA depletada. Foi 

realizada uma precipitação por etanol, conforme descrito a seguir. Aos 90 µL da 

amostra de RNA depletada, foram adicionados 90 µL de RNase-free water, 18 µL de 

acetato de sódio 3M, 2 µL de glicogênio (10 mg/mL) e 600 µL de etanol 100% 

gelado. Após mistura em agitador de tubos, as amostras foram incubadas por 2 

horas a -20°C. Após este período, foi realizada uma centrifugação a 16000 xg por 30 

minutos. O sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado duas vezes com 

etanol 70% (v/v) gelado, com centrifugações de 16000 xg por 5 minutos. Após a 

retirada do etanol depois da segunda lavagem, o precipitado foi deixado secando a 

temperatura ambiente por 5 minutos, com a tampa do tubo aberta.  

Após a etapa de depleção do rRNA, foi iniciado imediatamente o protocolo de 

preparação da biblioteca de cDNA utilizando o TruSeq RNA sample preparation kit 

v2 (Illumina), com adaptações. Imediatamente após o último passo descrito acima 

do protocolo Ribo-Zero, o precipitado de RNA depletado e seco foi ressuspendido 

em 18 µL da solução Elute, Prime, Fragment Mix do kit TruSeq RNA e tubo foi 

incubado a 94°C por 8 minutos, e em seguida imediatamente transferido para banho 

de gelo. A partir desta etapa, todos os procedimentos serão realizados em placas de 

96 poços. Desta forma, 17 µL da amostra tratada foi transferida para um poço da 

placa para iniciar o procedimento de síntese da primeira fita do cDNA. Foram 

adicionados 8 µL da mistura do First strand Master Mix com a enzima transcriptase 

reversa “ImProm II” (Promega), na proporção de 1 µL da enzima para 9 µL do 

master mix. A placa foi inserida em termociclador com a seguinte programação: 

25°C por 10 minutos, 42°C por 50 minutos e 70°C por 15 minutos, sendo mantida a 

4°C. Após esta etapa, foi realizada a síntese da segunda fita do cDNA, adicionando-

se 25 µL do Second strand Master Mix ao poço da placa contendo amostra. A placa 

foi novamente incubada em termociclador por 1 hora a 16°C.  

Após a síntese da segunda fita, foi realizada a purificação do cDNA dupla fita 

com o uso de AMPure XP beads. Para tanto, a amostra foi transferida para uma 

placa de 96 poços compatível com o suporte magnético e foram adicionados 90 µL 

da solução de beads. A placa foi deixada incubando por 15 minutos em temperatura 

ambiente, fora do suporte. Após este período, a placa foi inserida no suporte e 

incubada por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e foram feitas duas lavagens 
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com 200 µL de etanol 80%. Após a retirada do etanol depois da segunda lavagem, a 

placa foi deixada secando por 15 minutos no suporte magnético. Em seguida, a 

placa foi retirada do suporte e foram adicionados 52,5 µL de Resuspension buffer, 

seguindo-se incubação por 2 minutos. Após nova incubação por 5 minutos no 

suporte magnético, foram coletados 50 µL do sobrenadante e transferidos para a 

mesma placa compatível com o termociclador anteriormente usado. 

Após a obtenção do cDNA dupla fita, foram realizados procedimentos para a 

ligação dos adaptadores e índices de cada biblioteca, além de uma etapa de PCR 

para enriquecimento dos fragmentos gerados. Em uma primeira etapa foi realizado o 

reparo das extremidades dos fragmentos adicionando 40 µL do End Repair Mix ao 

poço da placa contendo amostra. Opcionalmente, foram adicionados 10 µL de uma 

diluição 1/100 do End Repair Control. A placa foi incubada em termociclador por 30 

minutos a 30°C. Após, toda a amostra foi transferida para a placa compatível com o 

suporte magnético e foram adicionados 160 µL das AMPure XP beads. Seguiu-se o 

mesmo procedimento de purificação citado acima, sendo que o a ressuspensão das 

beads foi feita com 17,5 µL de “Resuspension buffer” e 15 µL do sobrenadante foram 

coletados e transferidos para a outra placa. A próxima etapa consistiu em adicionar 

um nucleotídeo com base adenina na extremidade 3’ dos fragmentos, de modo que 

possa especificamente se ligar aos adaptadores que apresentam um nucleotídeo 

com base timina na extremidade 3’. Dessa forma, foram adicionados 12,5 µL do A-

Tailing Mix ao poço contendo amostra. Opcionalmente, foram adicionados 2,5 µL de 

uma diluição 1/100 do A-Tailing Control. A placa foi inserida em um termociclador 

com a seguinte programação: 37°C por 30 minutos, 70°C por 5 minutos, sendo 

mantida a 4°C. Seguiu-se imediatamente para a ligação dos adaptadores. Foram 

adicionados 2,5 µL de Ligation mix, 2,5 µL do índice adaptador desejado (barcode) 

e, opcionalmente, 2,5 µL de uma diluição 1/100 do Ligation Control. A placa foi 

incubada em um termociclador por 10 minutos a 30°C. Para a parada da reação, 

foram adicionados 5µL da solução Stop ligation buffer. Após, toda a amostra foi 

transferida para a placa compatível com o suporte magnético e foram adicionados 

42 µL das AMPure XP beads. Seguiu-se o mesmo procedimento de purificação 

citado acima, sendo que a ressuspensão das beads foi feita com 52,5 µL de 

Resuspension buffer e 50µL do sobrenadante foram coletados e transferidos para 

outro poço da mesma placa para uma segunda purificação com as beads. Desta 

vez, foram usados 50 µL das AMPure XP beads e, ao final, foram usados 22,5 µL de 
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Resuspension buffer para ressuspensão das beads; 20 µL do sobrenadante foram 

coletados e transferidos para a outra placa. A última etapa consiste no 

enriquecimento dos fragmentos de cDNA por PCR. Para isso, foram adicionados 5 

µL do PCR primer cocktail e 25 µL do PCR Master Mix ao poço da placa com 

amostra. A placa foi inserida em termociclador com a seguinte programação: 98°C 

por 30 segundos e 15 ciclos de 98°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos e 

72°C por 30 segundos, com mais 5 minutos a 72°C, sendo mantida a 10°C. Para a 

obtenção da biblioteca final, foi realizada uma última purificação com AMPure XP 

beads. A amostra foi transferida para a placa compatível com o suporte magnético e 

foram adicionados 50 µL das beads. Ao final, foram usados 32,5 µL de 

Resuspension buffer para a ressuspensão das beads e foram coletados 30 µL do 

sobrenadante (biblioteca final), transferidos para um tubo de 1,5 mL e este 

armazenado a -20°C. Seguiu-se a análise de distribuição dos fragmentos da 

biblioteca por eletroforese capilar (item 3.28) e quantificação por qPCR absoluto 

(item 3.29). 

3.28 Eletroforese capilar utilizando BioAnalyzer 

As corridas de eletroforese capilar foram realizadas com um equipamento 

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) para análise da integridade de amostras de 

RNA, verificação da depleção de rRNA e análise dos perfis de distribuição dos 

fragmentos em bibliotecas de cDNA para RNA-seq. Em cada caso, foram utilizados 

diferentes kits, respectivamente RNA 6000 Nano kit, RNA 6000 Pico kit e High 

Sensitivity DNA kit.  

Para análises da integridade das amostras de RNA total foram usados os kits 

RNA 6000 Nano kit e RNA 6000 Pico kit. O primeiro apresenta intervalo de detecção 

de 25 e 500 ng/µL para RNA total e 25 e 250 ng/µL para mRNA enquanto que o 

segundo apresenta um intervalo de detecção de 50 e 5000 pg/µL para análise de 

RNA total e de 250 e 5000 pg/µL para análise de mRNA. Para análise de eficiência 

do procedimento de depleção de rRNA, foi usado o RNA 6000 Pico kit. Para ambos 

os kits, é necessário realizar a preparação e desnaturação do RNA ladder que 

acompanha o kit e que corresponde a fragmentos de RNA de tamanhos conhecidos. 

A integridade do RNA é avaliada pelo software do próprio equipamento, o qual 

calcula os valores do RIN (RNA Integrity Number) (Schroeder et al., 2006) baseado 

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

eram adequadas para o prosseguimento das etapas seguintes. 

O kit High Sensitivity DNA kit foi usado para analisar a distribuição de 

tamanhos dos fragmentos de cDNA após a construção das bibliotecas para 

sequenciamento (item 3.27), sendo que apresenta um intervalo de detecção de 5 e 

500 pg/µL de DNA. 

3.29 Quantificação da biblioteca usando qPCR absoluto 

A quantificação precisa das bibliotecas de cDNA foi realizada através de 

qPCR (PCR quantitativo) absoluto utilizando o Kapa Library Quantification kit (Kapa 

Biosystems) para plataformas de sequenciamento Illumina. O kit dispõe de amostras 

de DNA com concentrações conhecidas para gerar uma curva padrão que varia de 

20 pM a 0,0002 pM. Antes do ensaio, as concentrações das amostras são estimadas 

por medições no espectrofotômetro NanoDrop, tamanho médio dos fragmentos 

obtido por eletroforese capilar e uma tabela de conversão ng/µL em nM de acordo 

com o protocolo Nextera DNA Sample Preparation Guide, e então diluídas para 

concentrações dentro dos limites da curva padrão. Os ensaios em triplicata são 

preparados em placa de 96 poços, sendo que em cada poço são adicionados 12 µL 

do Kapa SYBR FastqPCR Master Mix, 4 µL de H2O-DEPC e 4 µL da amostra diluída 

a ser quantificada ou da amostra com concentração conhecida (curva padrão) ou de 

H2O-DEPC (branco). Os ensaios foram realizados no equipamento 7500 Real Time 

PCR System (Applied Biosystems) a 95°C por 5 minutos, seguindo-se 35 ciclos de 

95°C por 30 segundos e 60°C por 45 segundos. A análise foi realizada com o 

software do próprio equipamento que gera curvas de amplificação para cada 

amostra e fornece o cálculo do CT (Cycle Threshold). Os valores médios de CT 

foram utilizados para calcular a concentração das bibliotecas com base na curva 

padrão do kit, sendo ainda realizado um ajuste da concentração baseado no 

tamanho médio dos fragmentos de cada biblioteca. 

3.30 Sequenciamento das bibliotecas de cDNA no equipamento MiSeq  

O sequenciamento das bibliotecas de cDNA foi realizado no equipamento 

MiSeq (Illumina) instalado no Centro Avançado de Tecnologias em Genômica 

(CATG) do IQ-USP. Algumas poucas corridas foram realizadas no MiSeq instalado 

no Centro de Facilidades de Apoio à Pesquisa (CEFAP) do ICB-USP.  As corridas 

foram realizadas com MiSeq Reagent Kit v2 de 500 ciclos com a estratégia de 
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sequenciamento Paired-End que resulta em sequências (reads) de até 250 

nucleotídeos para cada extremidade de um fragmento sequenciado. No máximo 8 

bibliotecas de cDNA com índices distintos e compatíveis foram sequenciadas em 

uma mesma corrida. Antes de iniciar o sequenciamento, a concentração das 

bibliotecas a serem sequenciadas foi ajustada para 4 nM e o mesmo volume de 

cada uma delas foi misturado em um único tubo, seguindo-se adição de volume 

igual de NaOH 0,2N e incubações a temperatura ambiente por 5 minutos e a 95°C 

por 1 minuto. Após essa etapa de desnaturação, foi realizada a diluição com tampão 

fornecido pelo kit para concentração final de 6 a 10 pM, seguindo-se aplicação de 

todo volume (600 L) do pool desnaturado de bibliotecas no cartucho de 

sequenciamento. 

O workflow escolhido para a análise após a corrida foi o Generate FastQ. Tal 

formato de arquivo de saída permite obter as sequências geradas na corrida (read1 

e read2), acoplado com a informação da qualidade para cada nucleotídeo 

sequenciado. 

3.31 Análises de dados de RNA-seq 

Após o término do sequenciamento, são gerados arquivos em formato FastQ 

contendo as sequências (read1 e read2) com informação do escore de qualidade (Q 

score) para cada nucleotídeo, atribuído pelo software do próprio MiSeq. Os arquivos 

FastQ gerados para cada biblioteca foram submetidos a análise com o software 

FASTQC  (Andrews et al., 2014), que gera plotagens baseadas no Q score por base 

sequenciada, distribuição de Q score médio de cada sequência obtida, conteúdo de 

adaptadores remanescentes, entre outras informações. 

O mapeamento das sequências obtidas pelo sequenciamento das bibliotecas 

de cDNA foi realizado utilizando o software CLC Genomics Workbench, versão 6.5 

(http://www.clcbio.com) com o módulo RNA-Seq analysis. Foram utilizados arquivos 

em formato .gbk, o qual contém as sequências anotadas dos genomas das cepas de 

X. fastidiosa. Duas opções de mapeamento foram realizadas, gerando listas de 

genes com valores de expressão normalizados por FPKM (Fragments per kilobase 

transcript per million reads) (Mortazavi et al., 2008) ou com valores brutos de 

contagem de reads para cada gene. Previamente ao mapeamento foi realizado 

procedimento de quality trimming usando este mesmo software, no módulo Trim 

sequences, com escore de corte Q30.  
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Análises de correlação de Pearson foram realizadas usando os valores de 

expressão por FPKM na função cor.test do pacote stats do software R (R Core 

Team, 2013). Para as análises estatísticas de expressão diferencial entre genes de 

transcritomas diferentes, foi usado o pacote DESeq2 (Love et al., 2014) do software 

R (R Core Team, 2013), usando como entrada valores brutos de contagem de 

sequências para cada gene. Como parâmetros para definir um gene como 

diferencialmente expresso entre duas condições distintas foi estabelecido ter um 

valor de padj < 0,05 e um valor de log2FoldChange > 1. A função plotMA do mesmo 

pacote foi usada para gerar os gráficos de dispersão dos genes baseado em seus 

respectivos valores de expressão média e razão de expressão. A função pie do 

pacote graphics do software R (R Core Team, 2013) foi usada para gerar os gráficos 

de distribuição das categorias COG. 

3.32 Análises bioinformáticas 

Para pesquisa de identidade/similaridade de sequências de DNA ou de 

proteínas foram utilizados os programas BLASTn, BLASTp e BLASTx (Basic Local 

Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997) em bases 

públicas de dados tais como GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology 

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), X. fastidiosa Genome Project 

(http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/) e X. fastidiosa Comparative Genome Project 

(http://www.xylella.lncc.br/).  Para recuperar as sequências de CDS das diferentes 

cepas de X. fastidiosa e compará-las, utilizamos a plataforma IMG-ER (Integrated 

Microbial Genomes-Expert Review) (Markowitz et al., 2012), disponível em 

http://img.jgi.doe.gov/.  

Para o alinhamento de sequências de aminoácidos ou de nucleotídeos foi 

utilizado o programa ClustalX ou ClustalW (Thompson et al., 1994; Thompson et al., 

1997).  O planejamento de alguns oligonucleotídeos foi realizado com o programa 

PRIMER3 (Rozen & Skaletsky, 2000) e para analisar as propriedades dos 

oligonucleotídeos gerados pelo PRIMER3 utilizamos o programa OligoAnalyzer 

(Owczarzy et al., 2008).  

O programa BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) foi 

utilizado para analisar os resultados de sequenciamento automatizado.  

As ferramentas do Expasy (Translate e Compute pI/Mw) (Gasteiger et al., 

2003) e o  software Recombinant Protein Solubility Prediction (Universidade de 
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Oklahoma, http://biotech.ou.edu/) foram utilizados para avaliar as características 

preditas para as proteínas recombinantes planejadas.  

Para predição de domínios foi utilizado o Pfam (Finn et al., 2008) e para 

predição da localização subcelular das proteínas de interesse foi utilizados PSORTb 

3.0.2 (Yu et al., 2010). As proteínas também foram submetidas à análise com o 

Servidor SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011) para predição da posição de clivagem 

do peptídeo sinal (cbs.dtu.dk/services/SignalP/). De maneira similar, foi realizada a 

predição de secreção não-clássica utilizando-se o servidor SecretomeP 2.0 

(Bendtsen et al., 2005) (cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/).  Modelos de estrutura 

tridimensional de proteínas foram obtidos com o programa Phyre2 (Kelley et al., 

2015). 

3.33 Colonização de plantas com X. fastidiosa e transmissão pelo inseto-vetor 

Os ensaios de inoculação de videiras com diferentes cepas de X. fastidiosa e 

de transmissão pelo inseto-vetor foram realizados em colaboração com o grupo do 

Prof. Steven Lindow, Universidade da Califórnia, Berkeley (EUA) seguindo 

protocolos bem estabelecidos (Hill & Purcell, 1995; Newman et al., 2004b; Ionescu et 

al., 2013; Baccari et al., 2014). 

As plantas (Vitis vinifera variedade Cabernet Sauvignon) foram crescidas em 

casa de vegetação até 50 cm de altura e mecanicamente inoculadas com as cepas 

selvagem e mutantes de X. fastidiosa, utilizando-se delicadas perfurações na base 

de um pecíolo após adição de uma gota (5 µL) da suspensão de células (108 

células/mL). Após 10-12 semanas da inoculação o sintoma da doença de Pierce é 

avaliado pela contagem de folhas sintomáticas. 

Para os ensaios de transmissão pelos insetos (Newman et al., 2004; Baccari 

et al., 2014) aproximadamente 30 a 40 insetos (Graphocephala atropunctata) são 

alimentados em dispositivo de dieta artificial com a cepa de interesse por três dias. 

Os insetos foram então colocados em telado juntamente com plântulas saudáveis 

por um período de 7 dias, para que estes pudessem se alimentar do xilema e assim 

transmitir X. fastidiosa. Após esse período essas plantas são mantidas em casa de 

vegetação por até 8 semanas, quando procede-se a verificação da presença de X. 

fastidiosa pela maceração do tecido, plaqueamento e contagem de colônias e por 

PCR. A porcentagem de plantas que testam positivo para X. fastidiosa é definida 

como taxa de transmissão.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Adesinas da família dos auto-transportadores triméricos em X. fastidiosa 

X. fastidiosa possui adesinas fimbriais e não-fimbriais que estão envolvidas na 

formação de biofilme, as quais são potencialmente os fatores responsáveis pela 

colonização eficiente de insetos vetores e plantas hospedeiras. Entre a classe de 

adesinas não-fimbriais, o genoma de X. fastidiosa codifica três adesinas da família 

dos auto-transportadores triméricos (TAAs) aqui denominadas XadA1, XadA2 e 

XadA3. O envolvimento de XadA1 e XadA2 (também denominada Hsf) na formação 

do biofilme bem como alguns aspectos da regulação da expressão destas proteínas 

já foram investigados em trabalhos anteriores (de Souza et al., 2004; Feil et al., 

2007; Shi et al., 2009; Caserta et al., 2010).  Porém, a função e as características 

bioquímicas de XadA3, até o início desse trabalho, eram desconhecidas, apesar 

desta proteína ter sido detectada em análises proteômicas como fortemente 

associada a membrana de X. fastidiosa (Smolka et al., 2003). 

Na Tabela 9 e na Figura 7 estão mostradas algumas características preditas 

para estas proteínas a partir da análise de suas sequências codificadas nos 

genomas das cepas Temecula1 e 9a5c, agentes causais, respectivamente, da 

doença de Pierce de videiras e da Clorose Variegada dos Citros. 

 

Tabela 9. Características das três adesinas da família de auto-transportadores de X. fastidiosa nas 

cepas Temecula (Tem) e 9a5c. 

 
Número da 

CDS
a 

Número de 
aminoácidos

b 
Massa molecular 

predita (kDa)
b
 

Identidade
b
                

Tem x 9a5c 

Cepa Tem 9a5c Tem 9a5c Tem 9a5c  

Adesina 

XadA1 PD0731 XF1516 997 1004 97,5 98,2 94% 

XadA2 PD0744 XF1529  2504 2059 248 204 91% 

XadA3 PD0824 XF1981 1315 1190 130,5 118,5 93% 

a
Número da CDS segundo anotação original dos genomas dessas cepas. 

b
As informações sobre as três CDS foram recuperadas do IMG-M https://img.jgi.doe.gov/ de acordo 

com recente reanotação dos genomas dessas cepas. 
b
A identidade média entre a sequência de aminoácidos predita para os ortólogos das cepas Temecula 

e 9a5c foi determinada utilizando-se BLASTp. 
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Figura 7.  Organização estrutural dos domínios preditos nas adesinas XadA1, XadA2 e XadA3 

na cepa 9a5c. A predição foi realizada com a ferramenta PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/). O 

domínio carboxi-terminal YadA anchor, característico de auto-transportadores triméricos, está 

indicado em azul. As caixas em verde representam o domínio Yad stalk (repetições Hep-Hag: 

repetições de 7 aminoácidos típicas de hemaglutininas), em vermelho representam domínio Yad head 

(domínios de hemaglutininas) e em laranja, domínios encontrados em outras proteínas de superfície 

de X. fastidiosa. 

 

Como esquematizado na Figura 7, as três adesinas de X. fastidiosa 

apresentam o domínio carboxi-terminal YadA anchor, característico de auto-

transportadores triméricos (Leo et al., 2012). A análise da sequência das três XadAs 

com o software SignalP 4.0 (Petersen et al., 2011) não aponta para existência de 

uma sequência sinal amino-terminal típica, como se espera de proteínas sejam 

direcionadas e transportadas através da membrana interna (Desvaux et al., 2006). A 

sequência sinal amino-terminal é considerada uma região de tamanho variável, 

podendo ter de 20 até 50 aminoácidos (Henderson et al., 1998; Preston et al., 2005; 

Desvaux et al., 2006). Por outro lado, a análise com o software SecretomeP 

(Bendtsen et al., 2005) resultou em SecP score >0,94 para todas três XadAs, uma 

predição confiável de que essas proteínas são secretadas por vias não-clássicas.  

A predição da estrutura tridimensional das três XadAs (Figura 8) sugere a 

existência de diferenças em seus respectivos domínios de passagem tanto na cepa 

Temecula quanto na 9a5c. Observa-se também que todas mantêm a estrutura de 

folhas beta no domínio C-terminal e são praticamente idênticas, com exceção da 

XadA1 que, de fato, apresenta um domínio YadA incompleto (Figura 8). Uma 

hipótese a ser futuramente investigada é se a quebra na folha beta no domínio C-

terminal da adesina XadA1 favoreceria a presença dessa proteína no meio 

extracelular e/ou em vesículas de membrana externa (OMVs) (Ionescu et al., 2014a). 

Já foi mostrado que os resíduos de aminoácidos da região C-terminal de TAA são 

determinantes para o reconhecimento e montagem do trímero pelo complexo Bam 

(2010). 

XadA3

XadA2
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Figura 8. Estrutura 3D predita das XadAs das cepas 9a5c e Temecula. A predição da estrutura de 

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

 

As três XadAs são codificadas em todos genomas de X. fastidiosa 

sequenciados até o momento (mais de 20 genomas), sendo que as identidades de 

suas respectivas sequências entre as várias cepas é >90% (dados não mostrados). 

Uma hipótese a ser considerada é se as pequenas diferenças de sequências de 

aminoácidos entre XadAs estariam relacionadas à especificidade das distintas cepas 

por um determinado hospedeiro vegetal.   
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4.2 A adesina XadA3 em diferentes cepas de X. fastidiosa 

A Tabela 10 lista o tamanho da sequência de aminoácidos de XadA3 de 

algumas das cepas de X. fastidiosa isoladas de diferentes hospedeiros vegetais cujo 

genoma já foi sequenciado. Cabe destacar as diferenças de tamanhos entre as 

cepas e a ocorrência de polimorfismos que são evidentes da comparação dessas 

sequências (item 7.1, apêndice). 

A organização estrutural dos domínios preditos nas XadA3 das diferentes 

cepas está ilustrada na Figura 9. Pode se observar que apesar da XadA3 nas 

diferentes cepas apresentar-se em diferentes tamanhos, sempre mantêm os 

domínios da região carboxi-terminal conservados. Isso condiz com estudos já 

realizados para auto-transportadores que mostram que o domínio de ancoragem 

(domínio YadA) é razoavelmente conservado entre as diferentes adesinas TAA, 

diferentemente do domínios cabeça, pescoço e cauda que contém variados motivos 

tais como YadA-Like Head Domain/ Hep-Hag (left handed parallel β-roll repeats), 

Hia, entre outros menos conservados (Szczesny et al., 2008). As XadA3 de todas as 

cepas analisadas possuem pelo menos 3 repetições Hep-Hag (repetições de 7 

aminoácidos típicas de hemaglutininas, onde até 10 cópias podem estar presentes) 

e, quase todas possuem os 2 domínios típicos de hemaglutininas (em vermelho), 

menos as cepa M23 e a PLS229 que só possui 1 domínio típico de hemaglutininas.  
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Tabela 10: Tamanho da sequência de aminoácidos de XadA3 em cepas 

de X. fastidiosa isoladas de diferentes hospedeiros. 

 

Cepa Hospedeiro aa 

9a5c Laranjeira doce 1190 

J1a12 (não-

virulenta) 
Laranjeira doce 1065 

U24d Laranjeira doce 1190 

Fb7 Laranjeira doce 1190 

3124 Cafeeiro 1190 

Hib4 Hibisco 1065 

Prx8 Ameixeira 1190 

XRB Laranjeira doce 1190 

B111 Laranjeira doce 1190 

Temecula Videira 1315 

M12 Amendoeira 1190 

M23 Amendoeira 1440 

GB514 Videira 1315 

Ann-1 Espirradeira 1190 

Dixon Amendoeira 940 

Mul-MD Amoreira 1065 

Mullberry Amoreira 1315 

ATCC 35871 Ameixeira 1440 

Griffin-1 Carvalho Vermelho 940 

PLS229 Pera 616 
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Figura 9. Organização estrutural dos domínios preditos nas adesinas XadA3 de diferentes 

cepas de X. fastidiosa. A predição foi realizada com a ferramenta PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/). 

O domínio carboxi-terminal YadA, característicos de autotransportadores triméricos está indicado em 

azul. As caixas em verde representam repetições Hep-Hag (repetições de 7 aminoácidos típicas de 

hemaglutininas), em vermelho representam domínios de hemaglutininas. O tamanho predito para a 

proteína de cada cepa bem como o hospedeiro vegetal do qual foi isolada estão indicados na Tabela 

10. 
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Ressaltamos, que vários dos genomas de X. fastidiosa estão incompletos e 

podem conter erros de sequenciamento e/ou de montagem. Dessa forma, os 

poliformismos identificados tem que ser tomados com cautela, até que sejam 

confirmados pelo re-sequenciamento dessas regiões. Este foi o caso da sequência 

de xadA3 nos genomas das cepas 3124, Hib4 e Prx8, que apresentava 

polimorfismos (deleções e inserções) que resultavam em fragmentação da 

sequência codificadora predita. Nesse caso, as cepas 3124, Hib4 e Pr8x 

aparentemente não expressariam XadA3 íntegra e funcional. Consideramos a 

possibilidade da ocorrência de erros no sequenciamento do genoma, e, portanto, a 

região de interesse foi amplificada por PCR e foi resequenciada pelo método de 

Sanger. Os resultados do re-sequenciamento estão apresentados no item 7.1. 

A verificação do tamanho da XadA3 foi realizada pela análise da proteína por 

immunoblotting extratos totais de células X. fastidiosa de cepas que dispomos em 

nosso laboratório. A Figura 10 mostra que anticorpo anti-XadA3 (item 7.1) detectou 

polipeptídeos com tamanhos semelhantes aos preditos por análises in silico para as 

8 cepas de X. fastidiosa testadas com exceção da Fb7. Destacamos a diferença no 

tamanho de XadA3 da cepa Temecula que é bem maior que a XadA3 da cepa 9a5c 

(Figura 42, Apendice Figura 10), como predito (Tabela 10). 

 

 

Figura 10. Análise de XadA3 em extratos total de 8 cepas de X. fastidiosa. Alíquotas de 10 µg de 

extrato total das 8 cepas foram analisadas por SDS-PAGE 10% corado com Coomassie Blue 

(imagem à esquerda) ou transferidos para membrana de nitrocelulose. A imagem à direita mostra a 

detecção com anticorpo anti-XadA3 1:2000, revelado com anticorpo secundário anti-rabbit 800 (Li-

Cor) 1:15000. O padrão de massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual 

Color Standards (10-250 kDa).  

 

A ausência da proteína na cepa Fb7 poderia estar relacionada com a menor 

expressão do gene xadA3, uma vez que esta cepa é deficiente na percepção de 

DSF (fator de sinalização difusível) e tem o perfil de expressão gênica bastante 
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diferente de outras cepas de X. fastidiosa (Pierry, 2017). Fb7 apresenta uma 

mutação no gene que codifica RpfC que é o receptor de DSF (Ionescu et al., 2013; 

Feitosa-Junior, 2017). Esta hipótese foi então confirmada através da análise de 

dados de transcritomas dessas 8 cepas totais obtidos por RNA-seq (Pierry, 2017) 

que revelaram que xadA3 é sempre o transcrito mais abundante em cada 

transcritoma, seguido de xadA1 e xadA2 com exceção da cepa Fb7, onde xadA1 

possui mais transcritos do que xadA3 e xadA2 (Figura 11). Além disso, a análise de 

expressão gênica diferencial (Figura 12) confirmou que os transcritos de xadA3 são 

menos expressos na cepa Fb7 quando comparada as cepas Temecula e U24d. Já 

xadA1 variou em todos os transcritomas analisados, sendo mais expresso na cepa 

Fb7 quando esta foi comparada com as demais cepas.   

 

 

 

 
Figura 11. Valores de expressão gênica por FPKM de xadA1, xadA2 e xadA3 em 8 cepas de X. 
fastidiosa. Os dados foram extraídos de análise de transcritomas completos das 8 cepas cultivadas 
em meio completo PWG ou meio mínimo PIM6 pelos tempos indicados (em dias) (Pierry, 2017).  
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Figura 12. Análise de expressão diferencial de xadA1, xadA2 e xadA3 em 8 cepas de X. fastidiosa. 
Os dados de expressão diferencial de xad1, xad2 e xad3 foram extraídos das análises de resultados 
do RNA-seq com pacote DESeq2 dos transcritomas das cepas indicadas cultivadas em meio 
complexo (PWG) e mínimo (PIM-6) nas fases iniciais (E - early) e fases finais (L - late) de crescimento 
(Pierry, 2017). 

 

4.3 Determinação da localização subcelular de XadA3 

Avaliamos se, assim como já observado para XadA1 (Ionescu et al., 2014b; 

Ionescu et al., 2014a), XadA3 seria eventualmente secretada para o meio 

extracelular, ou se estaria preferencialmente associada às células como verificado 

através de análises proteômicas (Smolka et al., 2003). Como observado na figura 

13, a proteína XadA3 parece estar ausente na fração extracelular, sendo detectada 

apenas no extrato proteico celular. Contudo, XadA1 e XadA2 parecem estar 

presentes tanto na fração celular quanto na extracelular. É sábido que proteínas 

autotransportadoras triméricas podem estar ancoradas na membrana externa de 

bactérias Gram-negativas ou serem clivadas e secretadas (Cotter et al., 2005).  

XadA1 de X. fastidiosa por sua vez é encontrada na fração extracelular como 

componente de vesículas de membrana externa (Ionescu et al., 2014b). Como 

controle da especificidade dos anticorpos empregados nos immunoblottings da 

Figura 18, além dos extratos das cepas selvagens (9a5c ou Temecula) utilizamos 

extratos proteicos dos mutantes ΔxadA1, ΔxadA2 e ΔxadA3 (item 3.2). Destacamos 
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que a proteína XadA2 é maior que XadA1 e XadA3 o que dificulta a detecção nos 

ensaios de Immunoblotting, pois tais proteínas ficam retidas no gel de 

empilhamento. Outro detalhe é que as XadAs por serem multímeros talvez sejam 

mais resistentes à desnaturação comprometendo sua migração em SDS-PAGE 

(Smolka et al., 2003). 

 

 

Figura 13. Detecção das XadAs extratos em proteicos da fração extracelular e de células (fração 

celular). Alíquotas de 10 µg de proteínas da fração celular e extracelular de cultivos das cepas 

selvagem Temecula (WT) e mutantes de deleção para cada uma das xadAs (X1:ΔxadA1, X2: ΔxadA2 

e X3:ΔxadA3) foram separadas em SDS-PAGE 10% seguindo-se coloração com Coomassie blue (à 

esquerda) e Immunoblotting (à direita) com o anticorpo (A) anti-xadA1 1:10.000, (B) anti-xadA2 1:400 

e (C) anti-XadA3 na diluição de 1:2000. A detecção foi realizada com anticorpo secundário 

fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na diluição 1:15000. A imagem foi capturada no equipamento 

Odyssey Infrared Imaging System. O padrão de massa molecular relativa (MW) utilizado foi ™ 

Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250 kDa). As setas à direita apontam a posição de 

migração da proteína detectada pelo anticorpo. 

 

Na tentativa de determinar a localização celular das XadAs utilizamos a 

técnica de imunomarcação com ouro. Como não existe nenhum protocolo definido 

para X. fastidiosa, começamos a padronização do método com a primeira técnica 
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mostrada na figura 14, onde é possível visualizar a adesina XadA3 presente nas 

junções célula-célula. A segunda técnica testada está mostrada na figura 14, que 

mostra a imunomarcação da adesina XadA1 presente em toda a superfície da célula 

e também no meio extracelular, corroborando os descritos por (Caserta et al., 2010; 

Ionescu et al., 2014a) que identificaram a adesina XadA1 tanto na célula quanto no 

meio extracelular e associadas a vesículas de membrana externa (OMVs).  

No entanto, a qualidade de nossos resultados de imunomarcação com 

partículas de ouro não foi satisfatória. Tanto o anticorpo anti-xadA2 (baixíssima 

titulação (1:400) como o anti-XadA3 não se mostraram adequados para este tipo de 

ensaio bem como o preparo de amostras não atendeu plenamente os objetivos 

iniciais. 

 

Figura 14. Tentativas de detecção das proteínas XadA1, XadA2 e XadA3 na cepa selvagem 

Temecula por Immunogold. (A) Incubação com anti-xadA1 1:50 e anticorpo secundário anti-GAR10 

1:20, com 3 horas de incubação; anti-xadA2 1:20 e anticorpo secundário anti-GAR10 1:50, com 3 

horas de incubação; anticorpo primário anti-xadA3 1:50 e anticorpo secundário anti-GAR10 1:50, com 

5 horas de incubação. (B) Aumento das imagens A, destacando as partículas de ouro. Não usado 

contrastante nas amostras. Imagens geradas por microscopia eletrônica de transmissão (MET) à 200 

kV. 

 

4.4 Avaliação do efeito do anticorpo anti-XadA3 e de OMVs na adesão de X. 

fastidiosa sob condições de fluxo 

4.4.1 Anticorpo anti-XadA3 

Para investigar em maior detalhe a adesão mediada por XadA3, avaliamos a 

capacidade do anticorpo policlonal anti-XadA3 interferir na adesão de células de X. 
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fastidiosa à superfície de câmaras de microfluídica e também na adesão intercelular. 

O anticorpo anti-XadA3 foi usado para hipoteticamente bloquear e interferir na 

adesão celular mediada por esta adesina e foi previamente incubado com as células 

antes que essas fossem injetadas nas câmaras. Os canais sujeitos a fluxo onde as 

células foram observadas foram desenhados para mimetizar as condições de fluxo 

que a bactéria encontra tanto no xilema (~5 mm/s) quanto no aparelho bucal do 

inseto (~500 mm/s). 

O resultado obtido indica que o anticorpo anti-XadA3 não interfere na adesão 

das células à superfície (Figura 15). Essa observação é mais uma indicação de que 

as proteínas XadAs parecem não ser fundamentais para ancorar as células à 

superfícies. Como demonstração de que estes ensaios foram realizados de forma 

adequada, citamos os dados da adesina fimbrial de X. fastidiosa similar à MrkD. 

Neste caso foi observado que esta adesina de fimbrias tem importante papel na 

adesão inicial ao substrato, pois quando foi utilizado o anticorpo anti-MrkD, poucas 

células permaneceram aderidas a superfície comparativamente à adição de soro 

pré-imune (Paulo A. Zaini, comunicação pessoal). 

 

 

Figura 15. Avaliação da capacidade do anticorpo anti-XadA3 interferir na adesão de células de X. 

fastidiosa à superfície de câmaras de microfluídica. Dados de 4 réplicas biológicas. Em cada ensaio 

de 20 a 130 células foram acompanhadas individualmente. 

 

4.4.2 Vesículas de membrana externa (OMVs) 

Investigamos se as OMVs poderiam interferir na adesão celular a superfícies 

assim como verificado em trabalho anterior, em que foi demonstrado que OMVs de 

X. fastidiosa parecem revestir os vasos do xilema e então facilitar a dispersão 
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sistêmica das células na planta (Baccari et al., 2014). Para tal, avaliamos a 

capacidade de OMVs purificadas interferir na adesão de células de X. fastidiosa à 

superfície de câmaras de microfluídica e também na adesão intercelular. As OMVs 

isoladas de Temecula e de mutantes ΔXadAs foram incubadas por 1 hora com as 

células antes que essas fossem injetadas na câmara de microfluídica, para 

hipoteticamente bloquear e interferir na adesão celular mediada por estas adesinas. 

O resultado preliminar obtido indica que as OMVs, mesmo as preparações 

obtidas de células selvagens, parecem não interferir na adesão das células à 

superfície (Figura 16), ao contrário do esperado (Ionescu et al., 2014b). Dessa 

forma, mais experimentos são necessários para avaliarmos seu papel das OMVs na 

adesão a superfícies. 

 

 

 

 

Figura 16. Avaliação da capacidade das vesículas dos ΔXadAs de interferir na adesão de células de 

X. fastidiosa à superfície de câmaras de microfluídica. Em cada ensaio de 100 a 250 células foram 

acompanhadas individualmente. 

 

 

4.5 Caracterização fenotípica dos mutantes xadA1, xadA2 e xadA3 
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4.5.1 Confirmação da deleção dos genes xadA1, xadA2 e xadA3 

As cepas mutantes xadA1, xadA2 e xadA3 foram obtidas por substituição 

alélica por recombinação homóloga (item 3.2) utilizando-se a cepa Temecula, visto 

que a dificuldade de transformar a cepa 9a5c ainda não foi superada.  Foram obtidos 

quatro clones mutantes xadA1, um xadA2 e cinco xadA3, todos  obtidas em 

eventos independentes de transformação natural com a construção plasmidial que 

possibilitou a troca de cada um dos locus xadA por um cassete de resistência a 

canamicina (item 3.2).  

A deleção nos clones transformantes obtidos foi confirmada por PCR do DNA 

genômico purificado desses clones como esquematizado na Figura 17, utilizando-se 

pares de oligonucleotídeos (Tabela 2) flanqueando o gene xadA1, xadA2 e xadA3, 

visando a geração de produtos com tamanho de ~3000 pb para xadA1 na cepa 

selvagem e ~2000 pb nos mutantes, ~8000 pb para xadA2 na cepa selvagem e 

~2000 pb nos mutantes, e ~4200 pb para xadA3 na cepa selvagem e ~3000 pb nos 

mutantes. O resultado do PCR com os amplicons na faixa de tamanho esperada 

para a cepa selvagem e para cada um dos clones mutantes, confirmando assim a 

troca alélica (Figura xx). 

Os clones mutantes também foram genotipados utilizando os 

oligonucleotídeos Tem_1959F e R para confirmar a identidade dos mutantes como 

derivados da cepa Temecula como mostrado na Figura 17. 

A efetiva ausência dessas proteínas nas cepas mutantes foi adicionalmente 

confirmada com os anticorpos anti-XadA1, anti-XadA2 e anti-XadA3 (Figuras 18).  
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Figura 17. Genotipagem dos clones mutantes xadA1, xadA2 e xadA3. Pares de 

oligonucleotídeos flanqueando os genes xadA1, xadA2 e xadA3 como esquematizado em A foram 

utilizados para confirmar as deleções (B).  As cepas foram também genotipadas com um  par de 

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

(C). O marcador de tamanho de fragmentos de DNA (em pb) foi aplicado na canaleta M. 
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Figura 18. Confirmação dos mutantes xadA1, xadA2 e xadA3 por Immunoblotting. Alíquotas de 

10 µg de extrato total da cepa selvagem Temecula e dos mutantes xadAs foram separadas em 

SDS-PAGE 10% seguindo-se coloração com Coomassie blue (à esquerda) e Immunoblotting (à 

direita) com o anticorpo: anti-xadA1 1:10.000, anti-xadA2 1:400 e anti-XadA3 na diluição de 1:2000. A 

detecção foi realizada com anticorpo secundário fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na diluição 

1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared Imaging System. O padrão de 

massa molecular relativa (MW) utilizado foi ™ Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250 

kDa). 

 

4.5.2 Capacidade de formação de biofilme em vidro e plástico 

Uma vez confirmada a obtenção dos mutantes ΔxadA1, ΔxadA2 e ΔxadA3 na 

cepa Temecula iniciamos os ensaios de caracterização in vitro de seu fenótipo. 

Apesar da dificuldade em se realizar curvas de crescimento para X. fastidiosa, 

observamos que o perfil para todos os mutantes foi similar, sendo que após o 

terceiro dia de cultivo pode-se observar a suposta fase exponencial. A fase 

estacionária foi atingida mesmo após 10-14 dias de cultivo (dados não 

apresentados).  

Foi realizada a análise do fenótipo de produção de biofilme para os mutantes 

ΔxadA1, ΔxadA2 e ΔxadA3 em comparação com a cepa selvagem Temecula em 

meio líquido (Figura 19). Observamos que a selvagem forma mais biofilme aderido 

ao vidro que os mutantes, sendo o mutante ΔxadA3 o que forma menos biofilme. 

Observamos também que o biofilme de Temecula é diminuído aos 21 dias, transição 

biofilme-planctônica, o que pode ser um indicativo de estágio tardio do biofilme, no 

qual ocorre dissipação de células ou ainda a população de células neste ponto pode 
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estar em decaimento (Danhorn & Fuqua, 2007; Flemming & Wingender, 2010a; 

Chagnot et al., 2013). 

 

 

Figura 19. Ensaio de formação de biofilme. Os mutantes xadA1, xadA2 e xadA3  e cepa 

selvagem Temecula foram cultivadas em meio PWG pelos tempos indicados. 

 

O ensaio de formação de biofilme realizado em tubos de vidro está mostrado 

na Figura 20, onde fica evidente que o biofilme formado pela cepa Temecula 

selvagem é muito mais espesso que os dos mutantes ΔxadA. Este dado foi 

confirmado pelo mesmo ensaio realizado em placa de 96 poços com um maior 

número de replicatas (Figura 21). 

 

 

Figura 20. Formação de biofilme em tubos de ensaio. O biofilme formado nas paredes dos tubos de 

vidro contendo suspensão bacteriana das cepas 9a5c e Temecula e dos mutantes ΔxadA crescidos 

Batch cultures of Temecula and ΔxadAs. The cultures were grown at 28°C, 170 rpm in PW medium.
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por 14 dias a 28ºC 170 rpm foram coradas com 0,1% de cristal violeta. Após remoção do biofilme com 

SDS 1%, a absorbância a 595nm foi determinada (A). O experimento foi realizado em triplicata, sendo 

3 réplicas biológicas. O biofilme formado pela cepa Temecula foi visualmente mais espesso do que o 

biofilme formado pelos mutantes ∆xadA1, ∆xadA2 e ∆xadA3 (B). 

 

 

Figura 21. Formação de biofilme pela cepa Temecula e ∆xadA1, ∆xadA2 e ∆xadA3 de X. fastidiosa 

crescidas em placa de 96 poços.  O biofilme formado nas paredes dos poços contendo suspensão 

bacteriana da cepa Temecula e os mutantes de XadA crescidos por 14 dias a 28ºC 170 rpm em meio 

PWG foram coradas com 0,1% de cristal violeta. Após remoção do biofilme com SDS 1%, a 

absorbância a 595nm foi determinada. Para este experimento foram feitas 16 réplicas de cada cepa, 

sendo 3 réplicas biológicas.   

 

A característica de redução da espessura do biofilme formado pelo mutante 

não é um fenótipo exclusivo dos mutantes ΔxadAs, visto que mutantes para outras 

adesinas fimbriais e afimbriais também apresentaram redução na formação de 

biofilme (Kirkpatrick & Guilhabert, 2005; Feil et al., 2007). Isso é relevante porque a 

formação de biofilme é um elemento chave na patogenicidade dessa bactéria (de 

Souza et al., 2004). Ensaio em plantas com mutantes de algumas adesinas de X. 

fastidiosa mostram que a patogenicidade pode ser reduzida ou aumentada 

dependendo do gene deletado (Kirkpatrick & Guilhabert, 2005; Feil et al., 2007).  

 

4.5.3 Ensaio de Aglutinação 

O ensaio de aglutinação foi realizado para avaliar se as adesinas 

autotransportadoras triméricas possuem papel na adesão célula-célula. A Figura 22 

mostra a aglutinação celular das cepas 9a5c, Temecula, ∆xadA1, ∆xad2 e ∆xadA3 

ao longo do tempo, onde podemos observar que o mutante ΔxadA3 aglutina muito 

menos que a cepa selvagem. Esse dado confirma o fenótipo observado para o 

mutante na Figura 19, onde o meio é mais turvo, com mais células dispersas 
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(planctônicas) e pouca formação de biofilme. A cepa 9a5c tende a formar grumos, 

um indicativo de que a adesão célula-célula é expressiva para essa cepa. Os 

mutantes ΔxadA1 e ΔxadA2 agregaram um pouco mais que a cepa selvagem no 

início da curva mas após 1000 minutos praticamente não há diferença entre 

Temecula e os três mutantes são bem semelhantes.  

 

  

Figura 22. Ensaio de aglutinação de cepas de X. fastidiosa.  (A) Porcentagem de células em 

suspensão das cepas 9a5c e Temecula e dos mutantes ΔxadA mantidas em meio líquido. A seta 

indica o ponto correspondente a 24 horas após o início do experimento. (B) Fenótipo de aglutinação 

das cepas de X. fastidiosa no ponto 24 horas. Três réplicas biológicas (com triplicata técnica em 

cada) foram avaliadas. 

 

Ainda que o mutante ΔxadA3 apresente redução na capacidade de agregação 

nas condições testadas, não podemos desconsiderar a possibilidade de que o 

mutante exiba expressão aumentada de outras adesinas para compensar a deleção 

de xadA3. Efeito desta natureza parece ocorrer com o mutante xadA1 (A.M. da 

Silva & M. Ionescu, dados não publicados). Essa talvez seja a explicação para o 

efeito observado com os mutantes ΔxadA1 e ΔxadA2 que agregam mais que a cepa 

selvagem (Figura 22). 

Tanto os dados observados nas culturas celulares em meio líquido quanto os 

do ensaio de aglutinação e formação de biofilme mostram que a adesina XadA3 

possui um papel importante na agregação célula-célula e consequentemente no 

desenvolvimento e formação do biofilme, pois quando este gene é deletado essas 

características são visivelmente reduzidas. 
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4.5.4 Motilidade celular 

Avaliamos se a ausência das XadAs afetaria a motilidade celular mediada por 

contato com a superfície, a twitching motility. Observamos que o mutante ΔxadA2 

apresentou maior franja (na periferia da colônia bacteriana) em meio PIM6, meio 

mínimo que mimetiza a seiva do xilema (Pierry, 2017), seguido pelo mutante ΔxadA3 

(Figura 23). Em PWT não houve aparecimento de franja em nenhuma cepa, 

provavelmente porque a albumina presente neste meio de cultura é um inibidor de 

motilidade do tipo twitching (Galvani et al., 2007).  

Em meio PWG os mutantes ΔxadA2 e ΔxadA3 apresentaram franja, menor 

que no meio PIM6. Temecula apresentou poucas colônias contendo franja, um forte 

indicativo de que estas células não estavam se movimentando. O meio PWG por ser 

um meio rico provavelmente acaba inibindo a motilidade celular, pois as células não 

precisam se locomover para conseguir mais nutrientes. Contudo, o meio PIM6, meio 

mínimo, tem seus nutrientes esgotados rapidamente pelas células estimulando que 

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

 

Figura 23. Motilidade celular de Temecula e mutantes ΔxadAs em três meios de cultivo. As cepas 

indicadas foram cultivadas em meio sólido por 7 dias, 28ºC e as colônias foram visualizadas em lupa. 
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4.5.5 Adesão à superfície sob condições de fluxo 

Os resultados dos ensaios de aglutinação indicam que XadA3 possui papel 

relevante na adesão célula-célula, diferentemente de XadA1 e XadA2. Analisamos 

então se estas adesinas contribuem para a adesão à superfície sob condição de 

fluxo. Para mimetizar as condições de fluxo que a bactéria encontra tanto no xilema 

quanto no aparelho bucal do inseto, foram utilizadas câmaras de microfluídica (Meng 

et al., 2005; De la Fuente et al., 2007c; Ionescu et al., 2014a{Meng, 2005 #529). Os 

resultados mostrados na Figura 24 indicam que as três adesinas não são 

determinantes na adesão inicial à superfície. Contudo, foi observada uma grande 

variação entre as réplicas biológicas o que pode estar relacionado a quantidade de 

células inicialmente aderidas à superfície das câmaras de microfluídica. Quanto 

maior o número de células, menor é a porcentagem de células lavadas pelo 

aumento do fluxo, indicando forte influência à adesividade inicial no restante do 

experimento. Mesmo ajustando a DO600nm da suspensão de células injetada nas 

câmaras, ainda há variação nesse número inicial de células que aderem à superfície 

de vidro. A partir dessa observação, mais réplicas serão feitas buscando um 

conjunto de dados com menor interferência desse fator. Os resultados nas câmaras 

serão importantes para nos dar mais indícios da função dessas adesinas. De todo 

modo, os resultados obtidos até o momento, sugerem que as três XadAs, nessas 

condições, não parecem desempenhar papel determinante na adesão inicial ao 

substrato, reforçando seu papel na estruturação do biofilme de X. fastidiosa como já 

verificado anteriormente (Caserta et al., 2010; Chatterjee et al., 2010). 
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Figura 24. Adesão ao substrato sob condições de fluxo crescentes. Quatro réplicas biológicas foram 

analisadas. Em cada ensaio uma média de 50 células das cepas indicadas (selvagens e mutantes 

ΔxadA) foram acompanhadas individualmente. 

 

 

4.5.6 Produção de OMVs 

A produção de OMVs pelos três mutantes xadA foi quantificada pela análise 

de rastreamento de nanopartículas (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA). Os 

resultados mostrados na Figura 25 sugerem que o mutante deleção da adesina 

XadA2 produz mais OMVs/mL do que a cepa selvagem. O mutante ΔxadA3 também 

parece produzir mais OMVs/mL enquanto que para ΔxadA1 a produção de OMVs é 

pouco alterada. Será necessário repetir estes ensaios pois tivemos muitas variações 

entre as replicatas biológicas, mas os dados preliminares sugerem que a adesina 

XadA2, que é o maior TAA de X. fastidiosa deve ter um papel importante na 

estabilidade da membrana externa. 

 

Figura 25. Quantificação da produção de OMVs pela cepa Temecula e pelos mutantes ΔxadA. 

Quatro réplicas biológicas foram analisadas.  
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 O tamanho das OMVs entre 100 e 200 nm medido em nossos ensaios (Figura 

26) se equipara aos tamanhos já verificados para vesículas X. fastidiosa (Ionescu et 

al., 2014a). Apesar das OMVs do mutante ΔxadA3 apresentarem a mais alta média, 

a maioria de suas OMVs são tem ~125 nm. Já ΔxadA2 possui as maiores vesículas, 

com cerca de 170 nm. Já o tamanho das OMVs de ΔxadA1 se assemelha com o 

observado para a cepa selvagem. 

 

 

 

 

Figura 26. Tamanho das OMVs produzidas pela cepa Temecula e pelos mutantes ΔxadA. A média 

(barras em cinza-escuro) e moda (barras em cinza-claro) dos tamanhos de OMVs secretadas pelas 

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

 

Além da diferença na quantidade e tamanho das OMVs produzidas pelos 

mutantes ΔxadA, seus respectivos perfis proteicos em SDS-PAGE também parecem 

ser diferentes (Figura 27). Esses resultados embasam a ideia de futuramente 

realizarmos proteômica shotgun para uma análise completa da composição proteica 

das OMVs dos mutantes ΔxadA. 
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Figura 27. Perfil de polipeptídeos das OMVs isoladas da cepa Temecula e dos três mutantes ΔxadA. 

As OMVs purificadas foram submetidas a SDS-PAGE/poliacrilamida 15%, seguindo-se coloração com 

Coomassie blue. A imagem foi capturada no fotodocumentador. O padrão de massa molecular 

relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250 kDa).  

 

4.5.7 Perfil de expressão gênica global 

Avaliamos se a deleção dos genes xadA teria algum efeito, ainda que pouco 

provável, no perfil de expressão gênica global de X. fastidiosa. Para tal, o RNA total 

da cepa Temecula (WT) e dos três mutantes ΔxadA cultivadas por 7 dias em meio 

PWG foi extraído para realização de RNA-seq.  

Após as análises de qualidade e pureza, as preparações de RNA de 

duplicatas biológicas (cultivos independentes) de cada cepa foram submetidas ao 

protocolo de depleção do rRNA e as frações enriquecidas em mRNAs foram 

utilizadas para a confecção de bibliotecas de cDNA para RNA-seq (item 3.27). As 

oito bibliotecas de fragmentos de cDNA foram combinadas e sequenciadas no 

equipamento MiSeq (Illumina) utilizando-se a estratégia de Paired-End com o kit 

para 500 ciclos, que resulta em sequências pareadas de 250 bases (item 3.30). O 

rendimento da corrida de sequenciamento foi de 4,904,410 reads gerados dos quais 

>73,5% tinham boa qualidade média (≥Q30). O rendimento ficou bem abaixo do 

esperado (~30% de rendimento) possivelmente devido a baixa concentração das 

bibliotecas de cDNA aplicadas no sequenciador.  

Os conjuntos de reads obtidos para as cepas WT e mutantes xadAs foram 

mapeados contra o genoma referência da cepa Temecula (Van Sluys et al., 2003) 

utilizando-se o software CLC Genomics Workbench. O primeiro mapeamento indicou 

contaminação com sequências de rRNA em algumas das bibliotecas de cDNA, a 
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qual foi removida computacionalmente (Schmieder et al., 2012).  Embora a etapa de 

depleção do rRNA tenha sido aparentemente bem sucedida, a persistência de 

contaminação não é infrequente em experimentos de RNA-seq (Conesa et al., 

2016).  Na Tabela 11 estão mostradas as métricas do mapeamento das reads no 

genoma de referência e o rendimento das bibliotecas sequenciadas, após a remoção 

das sequências de rRNA contaminantes. 

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

 
Biblioteca Estatísticas do mapeamento 

Cepa Réplica Total de Reads % de Reads 
mapeados  

Distância em bases 
entre paired reads  

WT 1 429.802 77.91 35-251 

WT 2 736.878 66.91 35-251 

ΔxadA1 1 914.258 81.5 35-251 

ΔxadA1 2 1,102,326 76.45 35-251 

ΔxadA2 1 711.474 80.25 35-251 

ΔxadA2 2 943.312 86.05 35-251 

ΔxadA3 1 1,415,146 79.18 35-251 

ΔxadA3 2 754.926 78.89 35-251 

 

 

A correlação de Pearson entre as duas réplicas biológicas de cada cepa 

extraída a partir de valores de FPKM (Tabela 12) também foi abaixo do que é aceito 

neste tipo de ensaio (>0,7), mas certamente reflete variações inerentes ao cultivo de 

X. fastidiosa (ex: multiplicação lenta, formação de biofilme). Idealmente teríamos que 

realizar novos experimentos para aumentar o número de réplicas biológicas. Com 

essas ressalvas, consideramos que as análises subsequentes deveriam ser 

realizadas e assim inspecionarmos eventuais alterações nos transcritomas dos 

mutantes ΔxadA em relação a cepa selvagem. 

 

Tabela 12. Valores de correlação de Pearson entre réplicas biológicas baseados 
nos valores de FPKM. 

 

Cepa 
Réplicas 

biológicas 
Correlação de Pearson 

baseada nos valores de FPKM 

Temecula 
(WT) 

T_rep1 x T_rep2 0.74923 

ΔxadA1 X1_rep1 x X1_rep2 0.507077 

ΔxadA2 X2_rep1 x X2_rep2 0.562009 

ΔxadA3 X3_rep1 x X3_rep2 0.529561 
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A análise de dados de RNA-seq obtidos com duas réplicas biológicas são 

aceitáveis, desde que os experimentos sejam realizados de forma bem controlada 

para que a variabilidade esperada entre as réplicas seja baixa de modo a ficarem 

evidentes as diferenças entre transcritomas que serão comparados (Park et al., 

2012; Chen et al., 2016). Por outro lado, embora o número mínimo ideal de réplicas 

biológicas em experimentos de RNA-seq seja três para Conesa et al. (2016) e seis 

para Schurch et al. (2016), este último autor demonstra que, para números menores 

de réplicas, a ferramenta computacional DESeq2 (Love et al., 2014) é a que tem 

melhor desempenho e precisão para identificação de genes diferencialmente 

expressos, minimizando a identificação de falsos positivos.  

Assim, utilizamos a ferramenta DESeq2 na comparação dos transcritomas, 

usando como critério de seleção de genes diferencialmente expressos entre 2 cepas 

o p valor de 0,05. As tabelas 13, 14 e 15 mostram os genes identificados como 

diferencialmente expressos segundo esse critério. Da lista de genes 

diferencialmente expressos, a maioria parece ter níveis de transcritos aumentados 

nos mutantes em relação a cepa selvagem. Chama atenção, que entre os transcritos 

com maior nível de expressão diferencial estão as esterases/lipases PD1702 e 

PD1703 nos três mutantesxadA. PD1703 codifica a esterase/lipase LesA que 

parece atuar na degradação do tecido vegetal e, seu acúmulo nas regiões foliares, 

foi associado com os sintomas da doença de Pierce de videiras (Nascimento et al., 

2016). Outra observação que vale comentar é que os transcritos de XadA1 

aparecem em maior abundância na cepa selvagem comparada ao mutante xadA1, 

como esperado. 

 

Tabela 13. Genes diferencialmente expressos entre as cepas selvagem (WT) e ΔxadA1  

CDS Nome do produto gênico 
Fold change 

(escala linear) 
p valor 
≤ 0.05 

XFTem_00822 Autotransporter adhesin (XadA1) 19.5 0.03 

XFTem_01093 hypothetical protein -13.7 0.04 

XFTem_01965 hypothetical protein (PD1702) -17.5 0.01 

XFTem_01966 Esterase/lipase (PD1703) -35.4 0.00 
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Tabela 14. Genes diferencialmente expressos entre as cepas selvagem (WT) e ΔxadA2 

CDS Nome do produto gênico 
Fold change 

(escala linear) 
p valor 
≤ 0.05 

XFTem_00904 
6S / SsrS RNA ( miscRNA  )    

(XFTem_gi28197945.1: 2519802bp) 
40.0 4E-06 

XFTem_01636 monothiol glutaredoxin, Grx4 family 11.0 4E-07 

XFTem_00379 
Bacterial RNase P class A ( miscRNA  )    

(XFTem_gi28197945.1: 2519802bp) 
8.0 0.04 

XFTem_01973 
Outer membrane protein and related 

peptidoglycan-associated (lipo)proteins 
-5.4 0.01 

XFTem_02319 ribosomal protein S7, bacterial/organelle -5.8 0.05 

XFTem_00970 Zn-dependent oligopeptidases ( EC:3.4.15.5 ) -6.4 0.01 

XFTem_02274 ribosomal protein S2, bacterial type -6.7 0.01 

XFTem_00503 Ribosomal protein L5 -6.8 0.04 

XFTem_02244 
succinyl-CoA synthetase, beta subunit ( 

EC:6.2.1.5 ) 
-6.8 0.04 

XFTem_00496 ribosomal protein L22, bacterial type -6.9 0.05 

XFTem_01756 
Cell wall-associated hydrolases (invasion-

associated proteins) 
-8.1 0.04 

XFTem_02323 ribosomal protein L7/L12 -8.3 0.03 

XFTem_00493 Ribosomal protein L23 -8.3 0.02 

XFTem_00515 
DNA-directed RNA polymerase, alpha subunit, 

bacterial and chloroplast-type ( EC:2.7.7.6 ) 
-8.6 0.00 

XFTem_00558 hypothetical protein -8.6 0.02 

XFTem_02239 
prepilin-type N-terminal cleavage/methylation 

domain 
-8.9 0.04 

XFTem_01778 chaperonin GroL -10.2 4E-07 

XFTem_01234 hypothetical protein -11.3 6E-05 

XFTem_00068 P pilus assembly protein, pilin FimA -14.3 2E-06 

XFTem_00354 hypothetical protein -14.4 2E-05 

XFTem_00614 hypothetical protein -17.6 3E-08 

XFTem_00559 hypothetical protein -18.8 0.00 

XFTem_02438 Predicted membrane protein -19.4 5E-07 

XFTem_02103 Outer membrane protein W -20.9 2E-10 

XFTem_01965 hypothetical protein (PD1702) -23.4 3E-05 

XFTem_01966 Esterase/lipase (PD1703) -62.9 2E-10 
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Tabela 15. Genes diferencialmente expressos entre as cepas selvagem (WT) e ΔxadA3.  

CDS Nome do produto gênico 
Fold change 

(escala linear) 
p valor 
≤ 0.05 

XFTem_00904 
6S / SsrS RNA ( miscRNA  )    

(XFTem_gi28197945.1: 2519802bp) 
36.2 5E-07 

XFTem_01636 monothiol glutaredoxin, Grx4 family 13.8 2E-05 

XFTem_00379 
Bacterial RNase P class A ( miscRNA  )    

(XFTem_gi28197945.1: 2519802bp) 
8.6 1E-02 

XFTem_01491 Molecular chaperone (small heat shock protein) 5.4 5E-02 

XFTem_02103 Outer membrane protein W -5.9 4E-02 

XFTem_00513 30S ribosomal protein S11 -6.0 5E-02 

XFTem_01687 ribosomal protein S1 -6.1 2E-02 

XFTem_01939 S-adenosylmethionine synthetase ( EC:2.5.1.6 ) -6.4 5E-02 

XFTem_00498 ribosomal protein L16, bacterial/organelle -7.6 2E-02 

XFTem_00491 50S ribosomal protein L3, bacterial -7.8 1E-02 

XFTem_02319 ribosomal protein S7, bacterial/organelle -8.1 2E-02 

XFTem_02365 Putative multicopper oxidases ( EC:1.10.3.3 ) -8.1 5E-02 

XFTem_02438 Predicted membrane protein -8.4 2E-02 

XFTem_00970 Zn-dependent oligopeptidases ( EC:3.4.15.5 ) -8.8 2E-02 

XFTem_00962 
Chemotaxis protein histidine kinase and related 

kinases 
-8.9 2E-02 

XFTem_00502 ribosomal protein L24, bacterial/organelle -9.3 1E-02 

XFTem_00512 30S ribosomal protein S13 -9.6 4E-03 

XFTem_01234 hypothetical protein -11.1 4E-03 

XFTem_01010 
Holliday junction DNA helicase, RuvA subunit  

 ( EC:3.6.4.12 ) 
-11.4 4E-03 

XFTem_00560 hypothetical protein -14.9 6E-04 

XFTem_00496 ribosomal protein L22, bacterial type -17.2 3E-04 

XFTem_00493 Ribosomal protein L23 -17.4 3E-04 

XFTem_00515 
DNA-directed RNA polymerase, alpha subunit, 

bacterial and chloroplast-type ( EC:2.7.7.6 ) 
-19.1 5E-05 

XFTem_02313 Cold shock proteins -22.2 9E-07 

XFTem_00503 Ribosomal protein L5 -24.4 7E-06 

XFTem_00558 hypothetical protein -34.3 2E-09 

XFTem_01093 hypothetical protein -35.1 1E-04 

XFTem_01965 hypothetical protein (PD1702) -50.7 2E-05 

XFTem_00592 hypothetical protein -52.3 1E-04 

XFTem_00559 hypothetical protein -62.8 1E-08 

XFTem_01966 Esterase/lipase (PD1703) -172.6 1E-09 
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A comparação entre os transcritomas das cepas mutantes xadA revelou 

pouquíssimos genes diferencialmente expressos , sendo que a comparação ΔxadA1 

x ΔxadA3 não apresentou nenhum gene sendo mais ou menos expresso, mesmo 

quando o critério para a comparação foi aumentado para o p valor de 0,1.  

Observamos níveis aumentados dos transcritos de XadA1 no mutante xadA2 na 

comparação com xadA1. Será importante averiguar se de fato ocorre um aumento 

real nos níveis proteicos de XadA1 nesse mutante para compensar a falta da 

adesina XadA2.  

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

outros tipos de análises antes da decisão de refazer estes experimentos. 

 

4.5.8  Virulência em videiras e transmissão inseto-planta  

O fenótipo de virulência dos três mutantes ΔxadA foi avaliado pela inoculação 

mecânica dessas células em videiras e acompanhamento do aparecimento de folhas 

sintomáticas após 10 semanas da infecção. O gráfico da Figura 28 mostra que a 

infecção com xadA3 resultou em maior número de folhas sintomáticas (1,5 – 2,8 

vezes) em relação à Temecula selvagem, o que pode ser considerado um fenótipo 

hipervirulento. Nossa hipótese é que o mutante ΔxadA3 se disperse com maior 

eficiência pela planta, uma vez que a adesina XadA3 que é importante para a 

adesão célula-célula e formação de biofilme. Além disso, como discutido 

anteriormente, esse mutante parece ter níveis aumentados dos transcritos de LesA 

um importante fator de virulência de X. fastidiosa (Nascimento et al., 2016).  

Por outro lado, as plantas inoculadas com os outros dois mutantes, ΔxadA1 e 

ΔxadA2, apresentaram um número menor de folhas sintomáticas (0,8 – 3 vezes) 

quando comparados à cepa selvagem. A hipótese, é que a deleção desses genes 

possa ter resultado na superexpressão outras adesinas para compensar a falta 

dessas proteínas de membrana externa que são relativamente abundantes, o que 

resultaria na formação de um biofilme mais denso in planta e consequentemente 

menor disseminação sistêmica. Nesse cenário as células ficariam retidas mais 

próximas ao ponto de inoculação, gerando número menor de folhas sintomáticas.  

 



95 

 

 

Figura 28. Ensaio de patogenicidade da cepa Temecula e dos mutantes xadAs em videiras. Cada 

uma das cepas indicadas foram inoculadas mecanicamente em 12 plantas de videiras (Vitis vinifera 

variedade Cabernet Sauvignon) mantidas em casa de vegetação. O número de folhas sintomáticas 

(perda de clorofila e morte marginal das folhas) foi avaliado 10, 11, 12 e 13 semanas após 

inoculação. Esse ensaio foi realizado no laboratório do Prof. Steven Lindow na Universidade da 

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

 

Para verificar se as XadAs tem papel na transmissão da bactéria do inseto 

para a planta foi realizado um ensaio de transmissão como descrito no item 3.33. O 

gráfico da Figura 29 mostra que o mutante xadA3 é claramente deficiente na 

transmissão do inseto para planta, enquanto que os mutantes xadA1 e xadA2 não 

parecem ser afetados nesse processo. Um possível explicação é que a retenção do 

mutante xadA3 no aparelho bucal do inseto é menos eficiente que as dos mutantes 

xadA1 e xadA2, reduzindo assim a chance de sua transmissão para a planta. 

Nesse caso, possivelmente as células bacterianas não são retidas na parte anterior 

do aparelho bucal do inseto, e seriam, portanto digeridas pelo inseto.  
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Figura 29. Ensaio de transmissão da cepa Temecula e dos mutantes xadAs do inseto-vetor para 

planta. A primeira etapa do ensaio é aquisição das cepas pelo inseto-vetor (Graphocephala 

atropunctata) e para isto os insetos foram alimentados em dispositivo de dieta artificial com as cepas 

indicadas por três dias. Em seguida ocorreu a etapa de transmissão, onde os insetos foram 

colocados em telado juntamente com plântulas saudáveis por um período de 7 dias, para que estes 

pudessem se alimentar do xilema das plântulas e assim transmitir a bactéria. A avaliação da 

colonização dos insetos e das plântulas foi realizada por contagem de colônias e PCR. Esse ensaio 

foi realizado no laboratório do Prof. Steven Lindow na Universidade da California, Berkeley, EUA 

tendo sido repetido por duas vezes. 

 

Nossos resultados mostraram claramente que o mutante ΔxadA3 tem 

reduzida capacidade de agregação celular e formação de biofilme quando 

comparado tanto aos mutantes ΔxadA1 e ΔxadA2 como a cepa selvagem Temecula, 

embasando a hipótese corrente de que para que X. fastidiosa sobreviva, se 

multiplique e seja transmitida é necessário que ela forme biofilme tanto no xilema 

como no inseto (Chatterjee et al., 2008a; Killiny & Almeida, 2009b; Caserta et al., 

2010). Para que ocorra a formação do biofilme é preciso que a célula esteja bem 

aderida à superfície e que haja agregação destas células. Portanto, a adesina 

XadA3 se mostra fundamental para X. fastidiosa se propagar com eficiência entre 

seus hospedeiros vegetais. 
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5 CONCLUSÃO 

Nesse trabalho, tivemos como objetivo caracterizar bioquímica e 

funcionalmente a proteína XadA3 e obter informações adicionais sobre o papel 

desempenhado por XadA1 e XadA2 na adesão e virulência de X. fastidiosa.  

Utilizando imunodetecção com um anticorpo policlonal anti-XadA3, 

demonstramos que essa proteína localiza-se na superfície bacteriana e medeia a 

adesão intercelular. 

 A caracterização dos fenótipos de mutantes de deleção de cada um dos 

genes das três adesinas XadA está resumida na Tabela 17. Estes experimentos 

revelaram que o mutante ΔxadA3 tem reduzida capacidade de agregação celular e 

formação de biofilme quando comparado tanto aos mutantes ΔxadA1 e ΔxadA2 

como à cepa selvagem Temecula. 

 

Tabela 17. Características fenotípicas dos ΔXadAs em comparação a cepa selvagem. 

Fenótipo Temecula ΔxadA1 ΔxadA2 ΔxadA3 

Formação de biofilme ++++ +++ ++ + 

Aglutinação ++ +++ +++ + 

Motilidade celular em placa (PWG) + - + ++ 

Motilidade celular em placa (PIM-6) + - ++ + 

Motilidade celular em placa (PWT) - - - - 

Adesão à superfície sob condições 
de fluxo 

+++ ++++ + ++ 

Formação de vesículas + ++ ++++ +++ 

Tamanho das vesículas (moda) + + +++ ++ 

Capacidade de transmissão ++++ +++ ++ + 

Patogenicidade (videiras) +++ + ++ ++++ 

 

A deleção dos genes xadA afeta marginalmente o perfil de expressão gênica 

global avaliado através de RNA-seq das cepas mutantes comparativamente a cepa 

selvagem, porém destaca-se, nas cepas mutantes, o aumento nos níveis dos 

transcritos de lipases/esterases que parecem atuar na degradação do tecido vegetal 

associado aos sintomas da doença de Pierce de videiras. 
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 A deleção de xadA3 resulta em um fenótipo de hipervirulência em videiras, 

mas também de deficiência de transmissão pelo inseto-vetor. 

O conjunto dos resultados obtidos nesse trabalho evidenciam o importante 

papel desempenhado pelas adesinas XadAs, particularmente XadA3, nas adesão 

intercelular e no desenvolvimento do biofilme e na virulência de X. fastidiosa. 
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7 APÊNDICE 

7.1 Alinhamento múltiplo das sequências de XadA3 de cepas de X. fastidiosa 

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

as sequências de aminoácidos de XadA3 das cepas listadas na tabela 10 exceto da 

cepa PLS229 que aparentemente está incompleta. 

 

9a5c           MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

J1a12          MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

U24d           MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

Fb7            MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

3124           MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

Hib4           MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

Pr8x           MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

XRB            MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

B111           MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

Temecula1      MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGRSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

M12            MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRCSNNAMTAKR 60 

M23            MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGRSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

GB514          MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGRSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

Ann-1          MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGRSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

Dixon          MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRCSNNAMTAKR 60 

Mul-MD         MQIHTALPMVRWGGIEGVDPLFLPKYKIGRSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

Mullberry      MQIHTALPMVRWGGIEGVDPLFLPKYKIGRSLQHAVMTSAASSKKGTQPRRSNNAMTAKR 60 

ATCC35871      MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRCSNNAMTAKR 60 

Griffin-1      MQIHTALPMVRLGGIEGVDPLFLPKYKIGQSLQHAVMTSAASSKKGTQPRCSNNAMTAKR 60 

               *********** *****************:******************** ********* 

 

9a5c           SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

J1a12          SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

U24d           SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Fb7            SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

3124           SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Hib4           SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Pr8x           SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

XRB            SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

B111           SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Temecula1      SAKPHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVSAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

M12            SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

M23            SAKPHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVSAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

GB514          SAKPHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVSAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Ann-1          SAKPHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Dixon          SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Mul-MD         SAKPHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Mullberry      SAKPHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

ATCC35871      SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

Griffin-1      SAKLHDRRQLHIVLLTVLAASTGYTGKVAAQVYVNSDSTENCVEILGDSSQTSFIHSASN 120 

               *** ************************:******************************* 
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9a5c           DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

J1a12          DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

U24d           DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Fb7            DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

3124           DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Hib4           DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Pr8x           DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

XRB            DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

B111           DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Temecula1      DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

M12            DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

M23            DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

GB514          DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Ann-1          DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLADISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Dixon          DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Mul-MD         DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Mullberry      DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

ATCC35871      DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

Griffin-1      DKCKPDFTQTEYSLFYDYRNLVLGGSLYVNEGKLGLVDISGATYSMRLGSIATMNGSAGI 180 

               ************************************.*********************** 

 

9a5c           DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

J1a12          DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

U24d           DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Fb7            DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

3124           DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Hib4           DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Pr8x           DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

XRB            DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

B111           DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Temecula1      DSIAIGSGQGSQTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

M12            DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDTISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

M23            DSIAIGSGQGSQTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

GB514          DSIAIGSGQGSQTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Ann-1          DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Dixon          DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDTISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Mul-MD         DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Mullberry      DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDAISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

ATCC35871      DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDTISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

Griffin-1      DSIAIGSGQGSKTDGNTSGATVAQGLRSIAIGTTARSQSQDTISIGTGASTTGNFAIAIG 240 

               ***********:*****************************:****************** 

 

9a5c           NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

J1a12          NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

U24d           NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

Fb7            NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

3124           NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

Hib4           NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

Pr8x           NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

XRB            NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

B111           NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

Temecula1      NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSIWRST 300 

M12            NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

M23            NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSIWRST 300 

GB514          NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSIWRST 300 

Ann-1          NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKTTSTLSTSMWRST 300 

Dixon          NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

Mul-MD         NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKTTSTLSTSIWRST 300 

Mullberry      NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKTTSTLSTSIWRST 300 

ATCC35871      NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

Griffin-1      NGALTSIANGIALGASSSVTTRGGVALGQGSLAATASGITGYDPVTKSTSTLSTSMWRST 300 

               ***********************************************:*******:**** 

  



114 

 

9a5c           LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

J1a12          LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

U24d           LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Fb7            LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

3124           LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Hib4           LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Pr8x           LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

XRB            LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

B111           LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Temecula1      LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

M12            LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

M23            LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

GB514          LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Ann-1          LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Dixon          LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Mul-MD         LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Mullberry      LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

ATCC35871      LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

Griffin-1      LGAVSIGNITSSTSQTRQLTGLAAGRSDTDAVNVAQLKLLAESVGGGWNLTASGANSSNV 360 

               ************************************************************ 

 

9a5c           ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

J1a12          ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

U24d           ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

Fb7            ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

3124           ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

Hib4           ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

Pr8x           ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

XRB            ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

B111           ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

Temecula1      ALGESVDLKNSDGNLLITKATDSNDVTFNLATALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGKRVTLD 420 

M12            ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

M23            ALGESVDLKNSDGNLLITKATDSNDVTFNLATALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGKRVTLD 420 

GB514          ALGESVDLKNSDGNLLITKATDSNDVTFNLATALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGKRVTLD 420 

Ann-1          ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

Dixon          ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

Mul-MD         ALGESVDLKNSDGNLLITKATDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTAMT------------- 407 

Mullberry      ALGESVDLKNSDGNLLITKATDSNDVTFNLATALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGKRVTLD 420 

ATCC35871      ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

Griffin-1      ALGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLAT---------------------------- 392 

               *******************:************                             

 

9a5c           ------------------------------------------------------------ 392 

J1a12          ------------------------------------------------------------ 392 

U24d           ------------------------------------------------------------ 392 

Fb7            ------------------------------------------------------------ 392 

3124           ------------------------------------------------------------ 392 

Hib4           ------------------------------------------------------------ 392 

Pr8x           ------------------------------------------------------------ 392 

XRB            ------------------------------------------------------------ 392 

B111           ------------------------------------------------------------ 392 

Temecula1      STGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIINVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNLLASGA 480 

M12            ------------------------------------------------------------ 392 

M23            STGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIINVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNLLASGA 480 

GB514          STGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIINVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNLLASGA 480 

Ann-1          ------------------------------------------------------------ 392 

Dixon          ------------------------------------------------------------ 392 

Mul-MD         ------------------------------------------------------------ 407 

Mullberry      STGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIINVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNLLASGT 480 

ATCC35871      ------------------------------------------------------------ 392 

Griffin-1      ------------------------------------------------------------ 392 
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9a5c           -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

J1a12          -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

U24d           -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

Fb7            -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

3124           -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

Hib4           -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

Pr8x           -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

XRB            -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

B111           -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 415 

Temecula1      NSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTAMTTDGVAVGS 540 

M12            -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVAVGS 415 

M23            NSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTAMTTDGVAVGS 540 

GB514          NSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTAMTTDGVAVGS 540 

Ann-1          -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVAVGS 415 

Dixon          -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVAVGS 415 

Mul-MD         ------------------------------------------------------------ 407 

Mullberry      NSSNVAPGASVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTAMTTDGVTVGK 540 

ATCC35871      -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVAVGS 415 

Griffin-1      -------------------------------------ALKVDSLTTGNTAMTTDGVAVGS 415 

                                                                            

 

9a5c           RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 475 

J1a12          RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 475 

U24d           RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 475 

Fb7            RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 475 

3124           RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 475 

Hib4           RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIINVGTGTADTDAVNFSQLQAVSDTASKGWNL 475 

Pr8x           RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 475 

XRB            RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 475 

B111           RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 475 

Temecula1      NVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAVSSTASKGWNL 600 

M12            NVKLGSTGLIITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAVGTADTDAVNFSQLQAVSSTASKGWNL 475 

M23            NVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAVSSTASKGWNL 600 

GB514          NVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAVSSTASKGWNL 600 

Ann-1          NVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVTAGTADTDAVNFSQLQAVSSTASKGWNL 475 

Dixon          NVKLGSTGLIITDGPSVTSSGIS------------------------------------- 438 

Mul-MD         ------------------------------------------------------------ 407 

Mullberry      RVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIINVGTGTADTDAVNFGQLQAVSDTASKGWNL 600 

ATCC35871      NVKLGS------------------------------------------------------ 421 

Griffin-1      NVKLGS------------------------------------------------------ 421 

                                                                            

 

9a5c           LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG 535 

J1a12          LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG 535 

U24d           LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG 535 

Fb7            LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG 535 

3124           LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG 535 

Hib4           AASGANSSN--------------------------------------------------- 484 

Pr8x           LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG 535 

XRB            LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG 535 

B111           LASGTNSSNVAPGASVDLKNTDGNLLITKAIGINDVTFNLATALEADSLTTGNTAMTTDG 535 

Temecula1      LASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTAMTTDG 660 

M12            LASGANSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLTTGNTAMTTDG 535 

M23            LASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTAMTTDG 660 

GB514          LASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTAMTTDG 660 

Ann-1          LASGANSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLTTGN------- 528 

Dixon          ------------------------------------------------------------ 438 

Mul-MD         ---------------------------------------------------------TDG 410 

Mullberry      LASGTNSSNVAPGGSVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLKLDKLTVGDTVMTTNG 660 

ATCC35871      ------------------------------------------------------------ 421 

Griffin-1      ------------------------------------------------------------ 421 
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9a5c           VT---------------------------------------------------------- 537 

J1a12          VT---------------------------------------------------------- 537 

U24d           VT---------------------------------------------------------- 537 

Fb7            VT---------------------------------------------------------- 537 

3124           VT---------------------------------------------------------- 537 

Hib4           ------------------------------------------------------------ 484 

Pr8x           VT---------------------------------------------------------- 537 

XRB            VT---------------------------------------------------------- 537 

B111           VT---------------------------------------------------------- 537 

Temecula1      VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVT------------------------------------- 683 

M12            VT---------------------------------------------------------- 537 

M23            VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDVVNFSQLQAVSSTAS 720 

GB514          VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVT------------------------------------- 683 

Ann-1          ------------------------------------------------------------ 528 

Dixon          ------------------------------------------------------------ 438 

Mul-MD         VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVT------------------------------------- 433 

Mullberry      VAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVT------------------------------------- 683 

ATCC35871      ------------------------------------------------------------ 421 

Griffin-1      ------------------------------------------------------------ 421 

                                                                            

 

9a5c           ------------------------------------------------------------ 537 

J1a12          ------------------------------------------------------------ 537 

U24d           ------------------------------------------------------------ 537 

Fb7            ------------------------------------------------------------ 537 

3124           ------------------------------------------------------------ 537 

Hib4           ------------------------------------------------------------ 484 

Pr8x           ------------------------------------------------------------ 537 

XRB            ------------------------------------------------------------ 537 

B111           ------------------------------------------------------------ 537 

Temecula1      ------------------------------------------------------------ 683 

M12            ------------------------------------------------------------ 537 

M23            KGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLTTGNTA 780 

GB514          ------------------------------------------------------------ 683 

Ann-1          ----------------------------------------------------------TA 530 

Dixon          ------------------------------------------------------------ 438 

Mul-MD         ------------------------------------------------------------ 433 

Mullberry      ------------------------------------------------------------ 683 

ATCC35871      ------------------------------------------------------------ 421 

Griffin-1      ------------------------------------------------------------ 421 

                                                                            

 

9a5c           -------VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 590 

J1a12          -------VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQK---------------------- 568 

U24d           -------VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 590 

Fb7            -------VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 590 

3124           -------VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 590 

Hib4           ------------------------------------------------------------ 484 

Pr8x           -------VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 590 

XRB            -------VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 590 

B111           -------VGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 590 

Temecula1      ----------------------------SSGISAGNQKITNVAAGTADTDVVNFSQLQAV 715 

M12            -------VGKRVTLDSTGLVIAEGPSVISSGINAAGQKIMNVGTGTADTDAVNFSQLQAV 590 

M23            MTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDVVNFSQLQAV 840 

GB514          ----------------------------SSGISAGNQKITNVAAGTADTDVVNFSQLQAV 715 

Ann-1          MTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVTAGTADTDAVNFSQLQAV 590 

Dixon          ------------------------------------------------------------ 438 

Mul-MD         ----------------------------SSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 465 

Mullberry      ----------------------------SSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFSQLQAV 715 

ATCC35871      ------------------------------------------------------------ 421 

Griffin-1      ------------------------------------------------------------ 421 
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9a5c           SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

J1a12          ------------------------------------------------------------ 568 

U24d           SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

Fb7            SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

3124           SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

Hib4           -------------------VALGESVDLKNSDGNLLITKTTGSNDVTFNLATALKVDSLT 525 

Pr8x           SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

XRB            SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

B111           SSTASKGWNLLASGANSSNVVPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

Temecula1      SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLT 775 

M12            SDTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

M23            SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLT 900 

GB514          SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLT 775 

Ann-1          SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALKVDSLT 650 

Dixon          ------------------------------------------------------------ 438 

Mul-MD         SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGGSVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLT 525 

Mullberry      SSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNSDGNLLITKTTDSNDVTFNLATALEVDSLT 775 

ATCC35871      ------------------------------------------------------------ 421 

Griffin-1      ------------------------------------------------------------ 421 

                                                                            

 

9a5c           TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 710 

J1a12          -------------------------------------------ITNVAAGTADTDAVNFS 585 

U24d           TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 710 

Fb7            TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 710 

3124           TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 710 

Hib4           TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 585 

Pr8x           TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 710 

XRB            TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 710 

B111           TGNTAMTTDGVTVGSNVTLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 710 

Temecula1      TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 835 

M12            TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAVGTADTDAVNFS 710 

M23            TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 960 

GB514          TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 835 

Ann-1          TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 710 

Dixon          --------------------------------------AGNQKITNVAVGTADTDAVNFS 460 

Mul-MD         TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 585 

Mullberry      TGNTAMTTDGVAVGSNVKLGSTGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAAGTADTDAVNFS 835 

ATCC35871      ---------------------TGLVITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAVGTADTDAVNFS 460 

Griffin-1      ---------------------TGLIITDGPSVTSSGISAGNQKITNVAVGTADTDAVNFS 460 

                                                          *****.*********** 

 

9a5c           QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

J1a12          QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 645 

U24d           QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

Fb7            QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

3124           QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

Hib4           QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 645 

Pr8x           QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

XRB            QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

B111           QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

Temecula1      QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 895 

M12            QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

M23            QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 1020 

GB514          QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 895 

Ann-1          QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 770 

Dixon          QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 520 

Mul-MD         QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 645 

Mullberry      QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 895 

ATCC35871      QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 520 

Griffin-1      QLQAVSSTASKGWNLLASGANSSNVAPGESVDLKNTDGNIVISKESGSNDVLFNLSSSLK 520 

               ************************************************************ 
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9a5c           LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

J1a12          LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 705 

U24d           LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

Fb7            LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

3124           LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

Hib4           LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 705 

Pr8x           LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

XRB            LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

B111           LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

Temecula1      LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 955 

M12            LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

M23            LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 1080 

GB514          LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 955 

Ann-1          LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 830 

Dixon          LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 580 

Mul-MD         LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 705 

Mullberry      LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 955 

ATCC35871      LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 580 

Griffin-1      LDKLTVGDTVMTTNGVTVGSGVTLGSMGLVITDGPSVTSSGINAGSQKITNVAAGTADTD 580 

               ************************************************************ 

 

9a5c           AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 890 

J1a12          AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 765 

U24d           AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 890 

Fb7            AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 890 

3124           AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 890 

Hib4           AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 765 

Pr8x           AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 890 

XRB            AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 890 

B111           AVNLSQLNTAMAGSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTRSIAVGVGTLASAEGATA 890 

Temecula1      AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA 1015 

M12            AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGNGSIAVGVGTLASAEGATA 890 

M23            AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA 1140 

GB514          AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA 1015 

Ann-1          AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA 890 

Dixon          AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGNGSIAVGVGTLASAEGATA 640 

Mul-MD         AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA 765 

Mullberry      AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGTGSIAVGVGTLASAEGATA 1015 

ATCC35871      AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGNGSIAVGVGTLASAEGATA 640 

Griffin-1      AVNLSQLNTAMASSGAKSVHYYSTYDGGTQGGNYNGDGATGNGSIAVGVGTLASAEGATA 640 

               ************.****************************. ***************** 

 

9a5c           VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 950 

J1a12          VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 825 

U24d           VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 950 

Fb7            VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 950 

3124           VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 950 

Hib4           VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 825 

Pr8x           VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 950 

XRB            VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 950 

B111           VGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGLQNNTVGTVSV 950 

Temecula1      IGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 1075 

M12            MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 950 

M23            IGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 1200 

GB514          IGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 1075 

Ann-1          MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 950 

Dixon          MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 700 

Mul-MD         MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 825 

Mullberry      MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 1075 

ATCC35871      MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 700 

Griffin-1      MGSGAAASGKGSTAIGRNAVASADGSVALGDGAKDGARGAESYTGKYSGVQNNTVGTVSV 700 

               :************************************************:********** 
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9a5c           GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSLN 1010 

J1a12          GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSLN 885 

U24d           GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSLN 1010 

Fb7            GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSLN 1010 

3124           GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSLN 1010 

Hib4           GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 885 

Pr8x           GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSLN 1010 

XRB            GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSLN 1010 

B111           GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDRVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSLN 1010 

Temecula1      GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 1135 

M12            GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 1010 

M23            GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 1260 

GB514          GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 1135 

Ann-1          GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIEILSEGQTFVKVNSVN 1010 

Dixon          GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVXXXXXXXXAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 760 

Mul-MD         GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 885 

Mullberry      GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 1135 

ATCC35871      GDASKGETRTVSNAADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 760 

Griffin-1      GDASKGETRTVSNVADAKEATDAVNLRQLDQVAQDANRYVDNKIESLSEGQTFVKVNSVN 760 

               *************.**********        ************* ************:* 

 

9a5c           NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

J1a12          NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 945 

U24d           NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

Fb7            NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

3124           NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

Hib4           NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 945 

Pr8x           NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

XRB            NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

B111           NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

Temecula1      NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1195 

M12            NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

M23            NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1320 

GB514          NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1195 

Ann-1          NSATPIAAGVNATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1070 

Dixon          NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 820 

Mul-MD         NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 945 

Mullberry      NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 1195 

ATCC35871      NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 820 

Griffin-1      NSATPIAAGVDATAIGVGATASGADSIAMGNKASASADNAVAIGNHSVADRANTVSVGSA 820 

               **********:************************************************* 

 

9a5c           GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

J1a12          GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1005 

U24d           GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

Fb7            GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

3124           GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

Hib4           GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1005 

Pr8x           GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

XRB            GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

B111           GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

Temecula1      GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1255 

M12            GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

M23            GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1380 

GB514          GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1255 

Ann-1          GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1130 

Dixon          GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 880 

Mul-MD         GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1005 

Mullberry      GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 1255 

ATCC35871      GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 880 

Griffin-1      GSERQVTNVAAGTADTDAVNVSQLNQGLITAKQYTDGVVGSLRRDTDGGVAAAIATANLP 880 

               ************************************************************ 
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9a5c           QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

J1a12          QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1065 

U24d           QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

Fb7            QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

3124           QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

Hib4           QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1065 

Pr8x           QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

XRB            QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

B111           QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

Temecula1      QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1315 

M12            QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

M23            QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1440 

GB514          QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1315 

Ann-1          QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1190 

Dixon          QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 940 

Mul-MD         QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1065 

Mullberry      QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 1315 

ATCC35871      QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 940 

Griffin-1      QAYIPGRGMTSVGVSSYRGQSAIAVGVSSVSESGRWVFKFSGSANTRSQVGIGAGVGYQW 940 

               ************************************************************ 
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7.2 Resequenciamento de segmentos de xadA3 das cepas 3124, Pr8x e Hib4 

O alinhamento mostrado na Figura 30 exemplifica estas alterações na cepa 

3124. O sequenciamento mostrou que estes polimorfismos não existem na cepa 

3124. Baseado no resequenciamento do amplicon dessa região genômica, os 

polimorfismos de sequência não se confirmaram. Sendo assim a sequência de 

xadA3 de 3124 idêntica a de 9a5c com exceção do nucleotídeo 411, troca de T 

(9a5c) por C (3124), mas que não muda o aminoácido, continua sendo um D. 

 

  

Figura 30. Resequenciamento de um trecho de xadA3 da cepa 3124. Em vermelho os 

polimorfismos identificados na sequência original e não confirmados no sequenciamento pelo método 

de Sanger. Erros no sequenciamento Sanger em rosa. 

 

O resequenciamento de xadA3 na cepa Pr8x (Figura 31), mostrou que as 

inserções de T na posição 1545 e na posição 1948 não se confirmaram. Sendo 

assim a sequência de Pr8x praticamente idêntica a de 9a5c, exceto por uma troca 

de T por C que não altera o aminoácido codificado. 

De modo similar, também verificamos erros no sequenciamento do genoma 

da cepa Hib4, um deles resultando em uma inserção que é inexistente de acordo 

com o sequenciamento pelo método de Sanger.  XadA3 de Hib4 tem tamanho 

menor que as demais cepas, o que foi confirmado por immunoblotting (Figura 10). 
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Figura 31. Resequenciamento de um trecho de xadA3 da cepa Pr8x. Em vermelho os 

polimorfismos identificados na sequência original e não confirmados no sequenciamento pelo método 

de Sanger. 

 

 

 

Figura 32. Resequenciamento de um trecho xadA3 da cepa Hib4. Em vermelho os polimorfismos 

preditos, sendo que nem todos foram confirmados no sequenciamento pelo método de Sanger. O 

longo trecho tracejado está de fato ausente em Hib4 e resulta em uma proteína de menor massa 

molecular.  
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7.3 Obtenção do anticorpo Anti-XadA3 

7.3.1 Clonagem de xadA3 

Para realização da clonagem de xadA3 foi escolhido um segmento da porção 

codificadora N-terminal da CDS XF1981 da cepa 9a5c de X. fastidiosa, que é 

variável e diferente das proteínas XadA1 e XadA2. Para tal, foram planejados 

oligonucleotídeos específicos visando a geração de produtos com tamanho de 

aproximadamente 1000 pares de bases. Foram planejados dois pares de primers, 

um denominado F1, que amplifica do 1º ao 451º aminoácido (1353 pb) e contém no 

início da sequência a região codificadora de um peptídeo sinal putativo. O segmento 

(posição 1 a 91) que supostamente coompreende o peptídeo sinal foi inferido a partir 

de análises que realizamos com o programa SignalP 4.0 e pela comparação com 

informações da literatura. Vários membros do sistema de secreção tipo V, como por 

exemplo, proteínas autotransportadoras, foram anotados tendo uma longa 

sequência sinal N-terminal não usual, que excede 50 aminoácidos em comprimento 

(Henderson et al., 1998; Preston et al., 2005; Desvaux et al., 2006). Incluímos nestes 

oligonucleotídeos sítios para as enzimas de restrição NcoI  (oligonucleotídeo direto) 

e XhoI (oligonucleotídeo reverso) (Tabela 3). As sequências de xadA3 contendo as 

sequências dos oligonucleotídeos planejados para F1 podem ser visualizados na 

Figura 33. 

O primer F2 exclui a porção do peptídeo sinal, amplificando do 92º ao 451º 

aminoácido (1080 pb). A clonagem desse segmento foi realizada, mas a expressão 

recombinante não foi adiante (dados não apresentados). 
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Figura 33. Pares de oligonucleotídeos para clonagem de segmento do gene xadA3 da cepa 

9a5c de X. fastidiosa.  Segmento N-terminal de xadA3 selecionado para clonagem. As sequências 

destacadas em cinza referem-se aos oligonucleotídeos planejados para a clonagem, F1, F2 e R, 

respectivamente. Em negrito/itálico estão os sítios das enzimas de restrição NcoI (CCATGG) e XhoI 

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

 

Para amplificação da região F1 de xadA3 primeiramente foi extraído o DNA 

genômico da cepa 9a5c. Utilizando os pares de oligonucleotídeos planejados para a 

porção N-terminal de xadA3 com peptídeo sinal (F1) (Tabela 3) obtivemos amplicon 

de tamanho esperado (~1,3 kb para F1), utilizando-se como molde DNA genômico 

da cepa 9a5c. Um teste foi realizado para verificação da melhor Tm (melting 

temperature / temperatura de anelamento) para os oligonucleotídeos. A Figura 34 

mostra este ensaio, no qual se pode determinar a temperatura de 55ºC a melhor 

para a amplificação das regiões de interesse de xadA3. 

GGAGTATTGCCATGGAAATTCATACTGCACTGCCCATGGTTCGGTTGGGTGGAATCGAAGG

TGTTGATCCATTATTTTTGCCGAAATACAAGATCGGTCAGTCGCTGCAAC

ACGCAGTGATGACGTCAGCAGCTTCAAGTAAAAAAGGTACGCAGCCACGA

CGTTCCAACAATGCGATGACAGCTAAGCGTAGCGCGAAACTGCACGACCG

GAGGCAGTTGCACATTGTCTTATTGACAGTGCTTGCAGCCTCAACGGGAT

ATACGGGGAAAGTAGCAGCTCAAGTCCATGGAAATTCCGACTCGACTGAA

AATTGCGTAGAAATACTGGGCGACAGTAGTCAGACATCCTTCATTCATAG

TGCTTCTAACGATAAATGCAAGCCAGATTTCACGCAAACAGAGTATTCCC

TGTTTTATGATTATAGAAACCTGGTTCTTGGTGGGTCCTTATATGTCAAT

GAGGGTAAACTCGGGCTAGTCGATATTTCTGGTGCAACTTATTCTATGCG

CCTAGGCAGCATTGCTACCATGAATGGCTCGGCTGGCATAGATTCGATTG

CCATCGGTTCAGGGCAAGGTTCCAAAACGGATGGGAATACCAGCGGCGCC

ACTGTAGCACAGGGGCTGCGTTCGATTGCGATTGGTACTACGGCCCGTTC

GCAATCTCAAGATGCGATTTCTATAGGGACCGGTGCATCCACTACAGGCA

ATTTTGCGATAGCGATAGGTAATGGAGCATTGACATCAATTGCCAATGGG

ATAGCGCTTGGTGCATCAAGCAGTGTCACCACAAGAGGAGGCGTGGCACT

GGGACAAGGCTCGCTGGCTGCGACCGCTTCTGGCATTACTGGCTATGATC

CGGTCACCAAGAGCACCTCGACTCTTTCCACGTCAATGTGGAGAAGTACG

TTGGGGGCAGTCAGTATCGGTAATATAACCTCTAGCACCTCCCAGACACG

TCAACTTACAGGATTGGCGGCAGGTAGGTCAGATACGGATGCGGTGAATG

TTGCCCAGCTGAAGTTGCTTGCTGAATCTGTGGGTGGTGGTTGGAATTTG

ACTGCTTCCGGAGCCAACAGCAGTAATGTGGCGCTGGGTGAGTCGGTAGA

TTTGAAGAATAGTGATGGGAACCTCTTAATCACCAAAACAACCGACAGCA

ATGATGTGACTTTTAATTTGGCCACTGCTTTAAAAGTGGACAGTTTGACC

ACTGGCAACACGGCGATGACGACCGATGGTGTGACGGTGGGCAAGAGAGT

GACCTTGGATTCGACAGGATTAGTGATTGCGGAAGGTCCCTCGGTAATCA

GTTCGGGCATTAATGCGGCCGGCCAAAAGATCATGAATGTTGGAACGGGT

ACTGCGGATACAG
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Figura 34. Análise eletroforética da reação de PCR realizada em Tms distintas. Em (A), a Tm foi de 

55
o
C e em (B) foi utilizada Tm de 60

o
C. Para ambos os géis, nas canaletas 1: marcador de tamanho 

molecular DNA ladder 1Kb (Fermentas); canaletas 2: amplicon F1; canaletas 3: controle positivo 

(XF0078); canaletas 4: controle negativo.  

 

Após purificação dos amplicons, foi realizada a clonagem do segmento F1 em 

vetor pGEM-T (Figura 35B), utilizando-se a cepa BL21(DE)3. A Figura 35 mostra a 

digestão das construções obtidas no pGEM-T, após extração do plasmídeo dos 

clones obtidos. Para liberação do inserto, procedemos com dupla digestão (NcoI e 

XhoI). O inserto gerado pela digestão (Figura 35) foi eluído do gel e subclonado no 

vetor de expressão pET28a (Figura 36A) previamente linearizado com as enzimas 

NcoI/XhoI. Para confirmação do sucesso destas clonagens no pET28a, a construção 

foi digerida simultaneamente com as enzimas de restrição NcoI e XhoI. A Figura 36 

mostra o resultado da digestão das construções pET28a-XadA3F1 e, confirmando a 

clonagem. As canaletas 3 e 4 da Figura x mostram o resultado da amplificação dos 

segmentos de xadA3 para um inóculo de E. coli contendo o plasmídeo pET28a sem 

inserto, como se esperava não houve amplificação, confirmando que a bactéria não 

tem nenhuma sequência semelhante a xadA3. 

O vetor de expressão pET28a (Novagen) foi escolhido porque este insere 

uma calda de hexahistidina (His-Tag) na extremidade C-terminal ou N-terminal do 

inserto, dependendo dos sítios de clonagem utilizados, neste caso C-terminal. 

 

1000 

1500 
2000 

1        2                    3       4pb

1000 

1500 
2000 

1        2                3       4pb

A B
55ºC 60ºC



126 

 

 

Figura 35. Análise das construções de xadA3 em pGEM-T. (A) Para confirmar a clonagem do 

segmento F1 de xadA3, as construções foram digeridas, com as enzimas de restrição NcoI e XhoI. A 

canaleta 1 representa o amplicon F1. A canaleta 3 mostra o vetor pGEM-T não digerido e a canaleta 

4 mostra a digestão da construção de F1 em pGEM-T, transformados em BL21(DE)3. As amostras 

foram analisadas em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. O marcador de tamanho 1Kb 

DNA ladder foi aplicado na canaleta PM. (B) Esquema do vetor pGEM-T. 

 

Figura 36. Análise das construções de xadA3 em pET28a. (A) Esquema do vetor pET28a. (B) Para 

confirmar a clonagem do segmento F1 de xadA3, as construções foram digeridas, com as enzimas de 

restrição NcoI e XhoI. A canaleta 2 representa o amplicon do segmento F1 e na canaleta 4 a digestão 

do plasmídeo. As canaletas 3 e 4 mostram o vetor pET28a não digerido e digerido, respectivamente. 

(C) Amplificação a partir de uma colônia de E.coli transformada apenas com o vetor pET28a vazio. As 

amostras foram analisadas em gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. O marcador de 

tamanho 1Kb DNA ladder foi aplicado na canaleta PM. 

F1PM

1000 

1500 
2000 

PM
pb

A B

PM

1000
1500 

2000 

pb F1 ND DIG

pET28a

pET28

+ 

F1

DIG
PM

1000

1500 

2000 

pb

E. coli

+ pET28a

vazio

A B C



127 

 

 

A fim de confirmarmos as sequências de nucleotídeos dos clones 

selecionados como correspondentes ao segmento desejado de xadA3, submetemos 

um clone de cada construção ao sequenciamento automatizado (método Sanger). 

Utilizamos os oligonucleotídeos mostrados na Tabela 5. 

A Figura 37 mostra o resultado do sequenciamento automatizado para o 

segmento F1 de xadA3, que contém a sequência do peptídeo sinal. As sequências 

obtidas pelo sequenciamento foram recuperadas no programa BioEdit e alinhadas 

com a sequência de XF1981, podendo então observar os sítios das enzimas de 

restrição NcoI e XhoI seguida da cauda de seis histidinas inserida pelo vetor 

pET28a, destacadas em cinza. O códon iniciador anotado pelo NCBI para XadA3 

está destacado em azul, com subsequente sequência de peptídeo sinal (35 

aminoácidos ou 105 pb). Este banco de dados desconsidera os primeiros 55 

aminoácidos (165 pb) que é anotado no X. fastidiosa Genome Project 

(http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/) e no IMG-ER. Como não temos a certeza se isto é 

um erro de anotação consideramos o peptídeo sinal desde o primeiro códon anotado 

pelo X. fastidiosa Genome Project (90 aminoácidos / 270 pb). Foram detectadas 4 

mutações pontuais introduzidas na PCR, das quais somente uma causou mudança 

de aminoácido, a qual não pareceu ser prejudicial para o restante dos experimentos. 

Após confirmação da sequência do inserto recombinante, iniciamos testes de 

expressão da proteína recombinante visando a produção de anticorpos anti-XadA3. 
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Figura 37. Clonagem da sequencia N-terminal de xadA3, com peptídeo sinal (F1), no vetor de 

expressão pET28a. O aminoácido destacado em azul é a metionina inicial para XF1981. Em negrito, 

mutações de bases (1ª posição 216, T por C; 2ª posição 545, C por G – mudou S (Serina) para W 

(Triptofano); 3ª posição 786, A por G; 4ª posição 1180, T por C). Os sítios das enzimas de restrição 

NcoI e XhoI gerados pelos oligonucleotídeos utilizados no PCR para amplificação de F1 estão 

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

de seis histidinas, região após o sítio de restrição de XhoI. O códon de terminação da tradução está 

marcado por um hífen. Sequência proteica deduzida utilizando-se o programa Expasy Translate Tool 

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

 

7.3.2 Expressão e purificação de XadA3 recombinante 

A construção pET28a-XadA3 foi então utilizada para expressão da porção N-

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

a proteína XadA3 recombinante poderia ser expressa foi realizado preliminarmente 

1    atgcaaattcatactgcactgcccatggttcggttgggtggaatcgaaggtgttgatcca

M  V  R  L  G  G I  E  G  V  D  P 

61   ttatttttgccgaaatacaagatcggtcagtcgctgcaacacgcagtgatgacgtcagca

L  F  L  P  K  Y  K  I  G  Q  S  L  Q  H  A  V  M  T  S  A 

121  gcttcaagtaaaaaaggtacgcagccacgacgttccaacaatgcgatgacagctaagcgt

A  S  S K  K G  T  Q  P  R  R S  N  N A  M T  A  K  R 

181  agcgcgaaactgcacgaccggaggcagttgcacatcgtcttattgacagtgcttgcagcc

S  A  K  L  H  D  R  R Q  L  H  I  V  L  L T  V  L  A  A

241  tcaacgggatatacggggaaagtagcagctcaagtctatgtaaattccgactcgactgaa

S  T  G  Y  T  G  K  V  A  A Q  V  Y  V  N  S  D  S  T  E 

301  aattgcgtagaaatactgggcgacagtagtcagacatccttcattcatagtgcttctaac

N  C  V  E  I  L  G  D  S  S Q  T  S  F  I  H  S  A  S  N 

361  gataaatgcaagccagatttcacgcaaacagagtattccctgttttatgattatagaaac

D  K  C  K  P  D  F  T  Q  T  E  Y  S  L  F  Y  D  Y  R  N 

421  ctggttcttggtgggtccttatatgtcaatgagggtaaactcgggctagtcgatatttct

L  V  L  G  G S  L  Y  V  N  E  G  K  L  G  L  V  D  I  S 

481  ggtgcaacttattctatgcgcctaggcagcattgctaccatgaatggctcggctggcata

G  A  T  Y  S  M  R  L  G  S  I  A  T  M  N  G  S  A  G  I 

541  gattggattgccatcggttcagggcaaggttccaaaacggatgggaataccagcggcgcc

D  W I  A  I  G  S  G  Q  G  S  K  T  D  G  N  T  S  G  A 

601  actgtagcacaggggctgcgttcgattgcgattggtactacggcccgttcgcaatctcaa

T  V  A  Q  G  L  R  S  I  A  I  G  T  T A  R  S  Q  S  Q 

661  gatgcgatttctatagggaccggtgcatccactacaggcaattttgcgatagcgataggt

D  A  I  S  I  G  T  G  A  S  T  T G  N  F  A  I  A  I  G 

721  aatggagcattgacatcaattgccaatgggatagcgcttggtgcatcaagcagtgtcacc

N  G  A  L  T  S  I  A  N  G  I  A  L  G  A  S  S S V  T 

781  acaaggggaggcgtggcactgggacaaggctcgctggctgcgaccgcttctggcattact

T  R  G  G V  A  L  G  Q  G  S  L  A  A T  A  S  G  I  T 

841  ggctatgatccggtcaccaagagcacctcgactctttccacgtcaatgtggagaagtacg

G  Y  D  P  V  T  K  S  T  S  T  L  S  T  S  M  W  R  S  T 

901  ttgggggcagtcagtatcggtaatataacctctagcacctcccagacacgtcaacttaca

L  G  A  V  S  I  G  N  I  T  S  S T  S  Q  T  R  Q  L  T 

961  ggattggcggcaggtaggtcagatacggatgcggtgaatgttgcccagctgaagttgctt

G  L  A  A G  R  S  D  T  D  A  V  N  V  A  Q  L  K  L  L

1021 gctgaatctgtgggtggtggttggaatttgactgcttccggagccaacagcagtaatgtg

A  E  S  V  G  G G W  N  L  T  A  S  G  A  N  S  S N  V 

1081 gcgctgggtgagtcggtagatttgaagaatagtgatgggaacctcttaatcaccaaaaca

A  L  G  E  S  V  D  L  K  N  S  D  G  N  L  L I  T  K  T 

1141 accgacagcaatgatgtgacttttaatttggccactgctctaaaagtggacagtttgacc

T  D  S  N  D  V  T  F  N  L  A  T  A  L  K  V  D  S  L  T 

1201 actggcaacacggcgatgacgaccgatggtgtgacggtgggcaagagagtgaccttggat

T  G  N  T  A  M  T  T D  G  V  T  V  G  K  R  V  T  L  D 

1261 tcgacaggattagtgattgcggaaggtccctcggtaatcagttcgggcattaatgcggcc

S  T  G  L  V  I  A  E  G  P  S  V  I  S  S G  I  N  A  A

1321 ggccaaaagatcatgaatgttggaacgggtctcgagcaccaccaccaccaccactga

G  Q  K  I  M  N  V  G  T  G  L  E  H  H H H H H -
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um estudo de indução empregando as cepas BL21(DE3), BL21-Gold(DE3), Rosetta 

gami e ArcticExpress, como descrito no item 3.18). 

Verificamos que a condição mais eficiente foi a indução por BL21-Gold(DE3) 

com 1 mM de IPTG, a 37°C por 3 horas (como indicado pela seta na Figura 38), 

sendo esta condição escolhida para indução em maior escala. Como pode ser 

constatado na Figura 38, a adição de glicose 1% ao meio de cultura antes da adição 

de IPTG impediu completamente a expressão basal da proteína recombinante 

(canaleta 1). A proteína recombinante foi recuperada na fração insolúvel do extrato 

bacteriano (Figura 9, canaleta 2). XadA3 recombinante submetida a SDS-PAGE 

exibe uma massa molecular de ~46 kDa, a qual está de acordo com a massa 

molecular calculada pelo programa Compute pI/Mw (45.937,27 Da) acrescida do 

segmento C-terminal adicional conferido pelo vetor pET28a. Este segmento C-

terminal contém a cauda de seis histidinas. 

 

Figura 38. Análise da expressão de XadA3 recombinate em cepas de E.coli por SDS-PAGE corado 

com azul de Comassie. Indução em diferentes cepas de E. coli com diferentes concentrações (mM) 

de IPTG, tempo e temperatura. (N.I.) Cultura bacteriana não induzida e (I.) induzida para as frações 

solúveis e insolúveis geradas após a lise das células bacterianas. Os padrões de massa molecular 

relativa utilizados (canaleta PM) foram Precision Plus Protein™ Dual Color Standards (10 – 250 kDa)  

e PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (10 – 170 kDa). 
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A proteína XadA3 recombinante recuperada na fração insolúvel do lisado 

bacteriano foi purificada em cromatografia de afinidade em resina Ni2+-NTA. Como 

mostrado na Figura 39, a proteína foi totalmente adsorvida na resina e níveis 

adequados de eluição foram atingidos com o tampão E. Avaliamos que a 

cromatografia em Ni2+-NTA da fração insolúvel de bactérias induzidas a 37ºC 

resultou em um grau de purificação satisfatório e que a quantidade de XadA3 obtida 

(aproximadamente 800 µg) seria suficiente para imunização do coelho e 

consequente produção de anticorpos anti-XadA3. 

 

 

Figura 39. Purificação de XadA3 recombinante por afinidade à níquel. Alíquotas correspondentes a 

10 µg da fração solúvel da cultura não induzida com IPTG (canaleta 1) e 10 µg da fração solúvel da 

cultura induzida com IPTG (canaleta 2) foram analisadas por SDS-PAGE 15% e coloração com 

Coomassie Blue. A fração insolúvel do lisado de bactérias induzidas foi purificada por cromatografia 

de afinidade em Ni
2+

-NTA (Qiagen). A canaleta 3 mostra a fração não adsorvida à resina, as 

canaletas 4 e 5 referem-se às lavagens com tampão C, as canaletas 6 e 7 referem-se às eluições 

com tampão D e as canaletas 9 e 10 referem-se às eluições com tampão E. (PM) PageRuler™ Plus 

Prestained Protein Ladder (10 – 170 kDa). A seta indica o polipeptídeo de aproximadamente 46 kDa 

que corresponde a XadA3 recombinante. 

 

7.3.3 Análise da Produção de anticorpos anti-XadA3 

Em sequência à purificação, foram preparadas duas alíquotas de 400 µg de 

proteína XadA3 recombinante para imunização do coelho. Apesar de obtermos um 

grau de purificação bom para a proteína XadA3 recombinante por cromatografia de 

afinidade, decidimos também separá-las por gel de SDS-PAGE 15% para aumentar 

a chance de inocularmos no coelho somente a proteína correspondente ao tamanho 

esperado, obtendo assim anticorpos mais específicos para a proteína de interesse. 
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Além disso, a utilização de amostras de antígeno misturada ao gel de poliacrilamida 

macerado induz uma melhor resposta imune no coelho segundo a técnica do 

biotério. A banda foi processada como descrito no item 3.20.  

As amostras de sangue do coelho, imunizado com um segmento da proteína 

XadA3 recombinante foram coletadas para análise dos anticorpos. O soro das 

amostras de sangue pré-imune do coelho e após 14, 28, 42 e 60 dias de inoculação 

com o antígeno foram parcialmente purificados por precipitação com sulfato de 

amônio seguido de diálise, como descrito no item 3.20. Diversas diluições dos soros 

assim obtidos foram testadas através de Immunoblotting para detecção de XadA3 

recombinante (dados não apresentados). A diluição de 1:2000 do soro obtido após 

60 dias de imunização se mostrou adequada exibindo razoável especificidade e 

menor ruído, como mostra a Figura 40, onde podemos verificar nitidamente a banda 

correspondente a proteína recombinante (~46 kDa). O anticorpo também detectou 

um polipeptídeo de menor tamanho que talvez corresponda a produto de 

degradação da proteína recombinante. 

 

 

Figura 40. Análise do anticorpo policlonal anti-XadA3.  O extrato total de culturas de E.coli BL21-Gold 

DE3 transformada com vetor pET28a vazio ou com a construção pET28a-XadA3 não-induzidas (NI) e 

induzidas (I) com IPTG foi separado em SDS-PAGE/poliacrilamida 10%, seguindo-se coloração com 

Coomassie blue (à esquerda) e Immunoblotting (à direita) com anti-XadA3 na diluição de 1:2000. A 

detecção foi realizada com anticorpo secundário fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na diluição 

1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared Imaging System. O padrão de 

massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250 

kDa). A seta vermelha indica a proteína recombinante. 

 

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

controle para verificar se o coelho utilizado para produção do anticorpo já possuía 
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algum anticorpo que reconhecesse XadA3. O resultado está apresentado na Figura 

41, onde se pode observar que na altura de ~46 kDa, região de interesse, não há 

nenhuma banda.  

 

 

 

 

Figura 41. Análise da amostra de soro pré-imune. O extrato total de culturas de E.coli BL21-Gold 

DE3 transformada com vetor pET28a vazio ou com a construção pET28a-XadA3 não-induzidas (NI) e 

induzidas (I) com IPTG foi separado em SDS-PAGE 10%, seguindo-se coloração com Coomassie 

blue (à esquerda) e ) e Immunoblotting (à direita) com soro pré-imune na diluição de 1:2000. A 

detecção foi realizada com anticorpo secundário fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na diluição 

1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared Imaging System. O padrão de 

massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual Color Standards (10-250 

kDa).  

 

O anticorpo policlonal anti-XadA3 foi então testado contra o extrato total das 

cepas 9a5c e Temecula de X. fastidiosa (Figura 42). Observamos bandas 

correspondentes a polipeptídeos únicos da proteína XadA3 com tamanhos distintos 

nessas cepas, confirmando o polimorfismo observado nas predições in silico (Tabela 

10). A cepa Temecula expressa uma proteína com massa molecular 

significativamente maior que a cepa 9a5c.  Como esperado, o anticorpo não detecta 

nenhum polipeptídeo no extrato do mutante ∆XadA3 de X. fastidiosa (Figura 18). 
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Figura 42. Análise do anticorpo policlonal anti-XadA3 em extrato total de X. fastidiosa. Alíquotas de 

10 µg de extrato total da cepa 9a5c e Temecula foram separadas em SDS-PAGE 10% seguindo-se 

coloração com Coomassie blue (à esquerda) e Immunoblotting (à direita) com anti-XadA3 na diluição 

de 1:2000. A detecção foi realizada com anticorpo secundário fluorescente anti-rabbit 800 (Li-Cor) na 

diluição 1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared Imaging System. O 

padrão de massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™Precision Plus Protein Dual Color Standards 

(10-250 kDa).  

 

Ainda como controle analisamos a amostra de soro pré-imune em extratos 

totais das cepas 9a5c, Temecula e ∆XadA3 de X. fastidiosa. Como mostra a Figura 

43, não foram observadas bandas na região de interesse, entre 100 e 150 kDa. 

 

Figura 43. Análise do soro pré-imune em extrato total de X. fastidiosa. Alíquotas correspondentes a 

10 µg de extrato total da cepa 9a5c, Temecula e ∆XadA3 foram separadas em SDS-PAGE 10% 

seguindo-se coloração com Coomassie blue (à esquerda) e Immunoblotting (à direita) com soro pré-

imune na diluição de 1:2000. A detecção foi realizada com anticorpo secundário fluorescente anti-

rabbit 800 (Li-Cor) na diluição 1:15000. A imagem foi capturada no equipamento Odyssey Infrared 

Imaging System. O padrão de massa molecular relativa (Mr) utilizado foi ™ Precision Plus Protein 

Dual Color Standards (10-250 kDa) 
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